Na osnovu c¢lana 91 stav 4 Zakona o veterinarstvu ("Sluzbeni list CG", broj 30/12)
Ministarstvo poljoprivrede i ruralnog razvoja, donijelo je

Pravilnik o metodama kontrole rezidua u
Zlvotinjama 1 proizvodima zivotinjskog
porijekla*

Pravilnik je objavljen u "Sluzbenom listu CG", br.
45/2014 od 24.10.2014. godine, a stupio je na snagu
1.11.2014.

* U ovaj pravilnik prenesena je Odluka Komisije 2002/657 od 14 avgusta 2002. o implementaciji Direktive
Savjeta 96/23/EC za vrSenje analitickih metoda i tumacenja rezultata

Clan 1

Ovim pravilnikom propisuju se metode kontrole rezidua u Zivotinjama i proizvodima
zivotinjskog porijekla.

Clan 2

Izrazi upotrijebljeni u ovom pravilniku imaju sljede¢a znacenja:

1) ta¢nost je stepen podudarnosti izmedu rezultata ispitivanja i prihvacene referentne
vrijednost, koja se odreduje utvrdivanjem istinitosti i preciznosti;

2) alfa (a) greska je vijerovatnoca da je ispitani uzorak stvarno negativan, iako su dobijeni
pozitivni rezultati (laZzno pozitivni rezultat);

3) analit je supstanca koju treba dokazati, identifikovati i/ili kvantifikovati i njeni derivati
koji se stvore tokom analize;

4) beta (B) greska je vjerovatnoca da je ispitani uzorak stvarno pozitivan, iako su dobijeni
negativni mjerni rezultati (laZzno negativni rezultat);

5) mjerno odstupanje (Bias) je razlika izmedu ocekivanog rezultata ispitivanja i
prihvacene referentne vrijednosti;

6) kalibracioni standard je koli¢ina supstance koja vezuje vrijednost sa referentnom
bazom;

7) sertifikovani referentni materijal (CRM) je materijal u kojem je utvrden odredeni
sadrZaj analita;

8) ko-hromatografija je postupak u kojem se ekstrakt uzorka prije hromatografisanja,
dijeli na dva dijela, od kojih se jedan dio podvrgava hromatografiji kao takav, a drugi dio se
mijeSa sa standardom analita koji se ispituje 1 na isti nac¢in podvrgava hromatografiji, a
koli¢ina dodanog standardnog analita mora biti priblizna procijenjenoj koli¢ini analita u
ekstraktu, radi poboljSanja identifikacije analita pri upotrebi hromatografske metode,
pogotovo kada nije dostupan odgovaraju¢i interni standard;

9) uporedno ispitivanje je analiziranje istog uzorka istom metodom kako bi se provjerile
performansne karakteristike metode ukljucujuci ispitivanje sluajne mjerne greske i mjerno
odstupanje laboratorija;



10) potvrdna metoda je metoda kojom se dobijaju potpuni ili dodatni podaci na osnovu
kojih je odredenu supstancu moguce jasno identifikovati i po potrebi kvantifikovati na nivou
znacajnosti;

11) grani¢na koncentracija analita (CCa) je granica na kojoj i iznad koje se moze
zakljuciti, uz vjerovatnocu a greske da je uzorak pozitivan;

12) sposobnost dokazivanja (CCP) je najmanji sadrzaj supstance koji je moguce dokazati
metodom, identifikovati i/ili kvantifikovati u uzorku, uz vjerovatnocu B greske, a slucaju
supstance za koju nije utvrdena dozvoljena koliCina, sposobnost dokazivanja je najniza
koncentracija koja se moze dokazati sa statistickom sigurno$¢u od 1 - B u kontaminiranom
uzorku, a u slucaju supstance za koje je utvrdena dozvoljena koli¢ina, sposobnost
dokazivanja je koncentracija koja se moze dokazati, sa statistickom sigurnos¢u od 1 - B, uz
ustanovljenu dozvoljenu koncentraciju;

13) obogaceni uzorak je uzorak kojem je dodata poznata koli¢ina analita koji treba
dokazati;

14) medulaboratorijsko ispitivanje je organizovanje, vrSenje i ocjena ispitivanja
identi¢nog uzorka u dvije ili vise laboratorija prema unaprijed odredenim uslovima, kako bi
se provjerili uslovi vrSenja ispitivanja, kao wuporedno ispitivanje 1ili ispitivanje
osposobljenosti;

15) interni standard (IS) je supstanca koja nije sadrzana u uzorku, ¢ija su fizicko-
hemijska svojstva §to je moguce sli¢nija svojstvima analita kojeg treba identifikovati i koji se
dodaje svakom uzorku i svakom kalibracionom standardu;

16) laboratorijski uzorak je uzorak koji je pripremljen za slanje u laboratoriju u svrhu
pregleda ili analiziranja;

17) nivo znacaja je koncentracija supstance ili analita u uzorku koja je u skladu sa
vaze¢im propisima;

18) minimalno potrebna granica efektivnosti (MRPL) je najmanji sadrzaj analita u
uzorku koji se mora dokazati i potvrditi 1 sluzi za uskladivanje efektivnosti analitickih
metoda za one supstance za koje dozvoljena granica nije ustanovljena (tj. ne smiju biti
prisutne);

19) efektivnost je funkcionalni kvalitet koji se moze pripisati analitickoj metodi, a to
mogu biti: specificnost, tacnost, istinitost, preciznost, ponovljivost, obnovljivost, iskoriStenje
(engl. recovery), sposobnost dokazivanja i robusnost;

20) kriterijum efektivnosti su zahtjevi u pogledu efektivnosti prema kojima se moze
ocijeniti da analiticka metoda odgovara svrsi i1 da daje pouzdane rezultate;

21) dozvoljeni nivo predstavlja maksimalni propisani nivo rezidua, maksimalni nivo ili
drugi maksimum tolerancije za supstance;

22) preciznost je stepen podudarnosti izmedu rezultata nezavisnih ispitivanja dobijenih po
unaprijed odredenim propisanim uslovima, obi¢no se izraZzava kao nepreciznost 1 ratuna kao
standardna devijacija rezultata ispitivanja, jer $to je manja preciznost, veca je standardna
devijacija;

23) ispitivanje osposobljenosti je analiziranje istog uzorka, pri ¢emu laboratorije mogu
primijeniti metode po sopstvenom izboru, uz uslov da se te metode primijene pod
uobicajenim uslovima. Ispitivanje se mora vrsiti u skladu sa smjernicama ISO/IEC 43-1 i 43-
2 1 moze sluziti za ocjenu ponovljivosti metoda;

24) kvalitativna metoda je analiticka metoda kojom se supstanca identifikuje na bazi
svojih hemijskih, bioloskih 1 fizickih svojstava;

25) kvantitativna metoda je analiticka metoda kojom se odreduje koli¢ina ili maseni
sadrzaj neke supstance tako da se moze izraziti kao brojcana vrijednost u odgovarajuéim
jedinicama;



26) slijepa proba sa reagensom podrazumijeva primjenu cjelokupnog analitickog
postupka bez ispitnog dijela uzorka ili uz jednaku koli¢inu odgovarajuéeg rastvara¢a umjesto
uzorka;

27) iskoriséenje (engl. recovery) je procenat stvarne koncentracije supstance izdvojene
tokom analitiCkog postupka, a odreduje se tokom vrednovanja (validacija) metode, ako
sertifikovani referentni materijal nije dostupan;

28) referentni materijal je materijal Cija su jedno ili viSe svojstava potvrdena
vrednovanom metodom, tako da se moze koristiti za kalibraciju instrumenta ili potvrdu
mjerne metode.

29) ponovljivost je preciznost u uslovima ponovljivosti;

30) uslovi ponovljivosti su uslovi pod kojima isti analitiCar, koristeéi istu opremu u istoj
laboratoriji, dobije nezavisne rezultate ispitivanja primjenjujuéi istu metodu na istim
ispitivanim uzorcima;

31) obnovljivost je preciznost pod uslovima obnovljivosti;

32) uslovi obnovljivosti su uslovi pod kojima razli¢iti analitiCari, u razli¢itim
laboratorijama koriste¢i razli¢itu opremu, dobiju rezultate ispitivanja primjenjujuci istu
metodu na istovjetnim ispitivanim uzorcima;

33) robusnost je podloznost analiticke metode na promjene uslova ispitivanja u odnosu na
razliCitost vrste uzoraka, analita, uslove skladiStenja, uslove sredine i/ili uslove pripreme
uzoraka pod kojima se metoda moze primjenjivati onakva kakva jeste ili uz utvrdene manje
izmjene, a potrebno je uzeti u obzir sve uslove ispitivanja koji bi u praksi mogli biti podlozni
promjenama, a mogu uticati na rezultat analize (npr. stabilnost reagensa, sastav uzorka, pH,
temperatura);

34) slijepa proba sa uzorkom je primjena cijelog analitiCkog postupka na dijelu uzorka
za analizu koji je uzet iz uzorka u kojem nema analita;

35) orijentaciona metoda (engl. screening) je metoda koja se primjenjuje u cilju
dokazivanja prisutnosti neke supstance ili vrste supstance na nivou znacaja, ove metode
odlikuje sposobnost brze obrade velikog broja uzoraka i koriste se za analiziranje velikog
broja uzoraka u cilju otkrivanja mogucih pozitivnih rezultata, a posebno su dizajnirane da
izbjegnu davanje laZzno negativnih rezultata;

36) ispitivanje unutar jedne laboratorije (unutrasnje vrednovanje-validacija) je
analiticko ispitivanje u kojem jedna laboratorija, u razli¢itim uslovima i u opravdano
dugim vremenskim intervalima, primjenjuje jednu metodu za analiziranje istih ili razli¢itih
ispitnih uzoraka;

37) specifi¢nost je svojstvo metode da se razlikuje analit koji se odreduje od drugih
supstanci, ova karakteristika zavisi prije svega od opisane tehnike mjerenja, ali moze varirati
zavisno od vrste smjese ili matriksa;

38) standardni dodatak je postupak pri kojem se uzorak za ispitivanje dijeli na dva (ili
vi$e) ispitnih manjih uzoraka za analizu, jedan uzorak se analizira kao takav, a drugom se
prije analize dodaje poznata koli¢ina standardnog analita, koli¢ina standardnog analita koja
se dodaje mora biti od dva do pet puta veca od procijenjene koli¢ine analita u uzorku, cilj
postupka je odrediti sadrZaj analita u uzorku, uzimajuéi u obzir iskori§¢enje (engl. recovery)
analiti¢kog postupka;

39) standardni analit je analit poznatog i sertifikovanog sadrzaja i Cistoce koji se u
analizi koristi kao referentni;

40) supstanca je materija posebnog ili odredenog hemijskog sastava i njeni metaboliti;

41) poduzorak je koli¢ina materijala uzeta iz uzorka na kojem se vrsi testiranje;

42) uzorak za ispitivanje je uzorak pripremljen iz laboratorijskog uzorka od kojeg ¢e se
uzimati poduzorci za analizu;



43) istinitost je stepen podudarnosti izmedu srednje vrijednosti veée serije rezultata i
prihvaéene referentne vrijednosti, a obi¢no se izrazava mjernim odstupanjem (bias).

44) jedinice su jedinice koje su opisane u ISO/IEC 8000.

45) vrednovanje metode (validacija) je potvrdivanje metode ispitivanjem i
obezbjedivanjem stvarnih dokaza da su ispunjeni posebni zahtjevi u pogledu specificne
primjene.

46) obnovljivost unutar laboratorije je preciznost dobijena u istoj laboratoriji pod
propisanim (unaprijed odredenim) uslovima (npr. metoda, materijal koji se ispituje,
analitiCari, okolina) u opravdano duzim vremenskim razmacima.

Clan 3

Uzorci za kontrolu rezidua u Zivotinjama 1 proizvodima Zivotinjskog porijekla ispituju se:

- prema instrukcijama za ispitivanje u skladu sa MEST 1SO 78-2:2011;

- prema kriterijumima efektivnosti i drugim zahtjevima za analiticke metode date u Prilogu
1 koji je sastavni dio ovog pravilnika;

Clan 4

Minimalno potrebna granica efektivnosti (MRPL) za analiticke metode za dokazivanje:
hloramfenikola, metabolita nitrofurana, medroksiprogesterona i malahit zelenog data je u
Prilogu 2 koji je sastavni dio ovog pravilnika.

Clan 5

Kvalitet rezultata ispitivanja uzoraka vrsi se pracenjem ispitivanja i/ili rezultata kalibracije
u skladu sa tatkom 5.9 MEST EN ISO/IEC 17025:2011.

Clan 6

Rezultat analize je pozitivan ako je ve¢i od granicne koli¢ine analita po potvrdnoj metodi.

Ako je za neku supstancu utvrdena dozvoljena koliina analita, grani¢na koli¢ina je
koli¢ina iznad koje je moguce, sa statistickom sigurno$¢u od 1-a, utvrditi da je dozvoljena
koli¢ina premasena.

Ako za neku supstancu nije utvrdena dozvoljena koli¢ina analita, grani¢na koliina je
najmanji nivo koncentracije koji se moze dokazati ispitivanjem sa sigurnos¢u od 1 - a.

Za supstance date u Prilogu 3 koji je sastavni dio ovog pravilnika, koje imaju anabolicki
efekat, nedozvoljene supstance i1 supstance za koje se ne moze odrediti maksimalno
dozvoljena koli¢ina, a greska moze biti 1% ili niza, a za ostale supstance 5% ili niza.

Clan 7

Ovaj pravilnik stupa na snagu osmog dana od dana objavljivanja u "SluZbenom listu Crne
Gore".
Broj: 323-25/14-4
Podgorica, 15. oktobra 2014. godine
Ministar,
Prof. dr Petar Ivanovi¢, s.r.



PRILOG 1
KRITERIJUMI EFEKTIVNOSTI | DRUGI ZAHTIJEVI ZA ANALITICKE METODE

Analiticke metode ili kombinacija metoda koje se razl kuju od metoda datih u ovom prilogu mogu se Koristiti kao or jentacione ili
potvrdne metode ako se dokate da ispunjavaju zahtjeve utvrdene ovim praviln kom.

1.1. OPSTI ZAHTJEVI
1.1.1. Rukovanje uzorcima

Uzorci za kontrolu rezidua se obraduju i sa njima treba da se postupa na nacin koji pruta najve¢u moguénost dokazivanja supstance i
sprije€ava mogucnost slu¢ajne kontaminacije ili gubitka analita.

1.1.2. lzvodjenje ispitivanja
1.1.2.1. Iskoriséenje

Tokom analize uzoraka iskori§¢enje se odreduje za svaku seriju uzoraka, ako je iskoriS¢enje u okviru granica, tada se koristi stalni
faktor korekcije u suprotnim, koristi se faktor iskoriS¢enja koji je dobijen za odredenu seriju uzoraka, osim ako se ne primjenjuje
specifiéni faktor iskoriS¢enja analita u uzorku, pri ¢emu se za kvantitativno odredivanje analita u uzorku primjenjuje postupak
standardnog dodatka u skladu sa tackom 2.5 ovog priloga ili interni standard.

1.1.2.2. Specificnost

Izbor analiticke metode za ispitivanje treba da bude takav da se u eksperimentalnim uslovima razl kuju analiti od drugih supstanci, a za
Sta mora da postoji procjena te mogucnosti.

Prilikom primjene analiticke metode treba da se izbjegavaju sve predvidljive smetnje (npr. homologi, analogi, metaboli¢ki proizvodi
rezidua), a narocito vatno je ispitati smetnje koje mogu uzrokovati sastojci matr ksa.

1.2.0RIJENTACIONE (engl. SCREENING) METODE

Or jentacione (screening) metode mogu se koristiti ako se mote dokazati dokumentovano i sljed jivo da su validovane i da im je
procenat latno usaglasenih rezultata manji od 5% (B greska) na nivou znacéaja, a u slu€aju sumnje na rezultat ispitivanja, taj rezultat
mora se dokazati potvrdnom metodom.

1.3. POTVRDNE METODE ZA REZIDUE | KONTAMINANTE ORGANSKOG PORIJEKLA

Potvrdne metode za rezidue i kontaminante organskog porijekla obezbjeduju informacije o hem jskoj strukturi analita.

Metode koje se zasnivaju iskljuivo na hromatografskoj analizi, bez primjene spektrometrijskog dokazivanja, nijesu same po sebi
odgovarajuce za primjenu kao potvrdne metode, a ukoliko jednoj tehnici nedostaje specificnost, potrebna specifi¢nost se postite
analitickim postupcima koji se sastoje od odgovaraju¢ih kombinacija postupaka precis¢avanja, hromatografskog razdvajanja ili
razdvajanja i spektrometrije.

Potvrdne metode, koje se koriste za ispitivanje rezidua ili kontaminanata organskog porijekla date su u Tabeli 1 ovog priloga.

TABELA 1
Potvrdne metode za ispitivanje rezidua ili kontaminanata organskog porijekla

Instrumentalne tehnike Supstance

LC ili GC sa masenom Grupe AiB Samo posl je on-line ili off-line hromatografskog razdvajanja

spekrometrijom Samo ako se koriste tehnike skeniranja ili najmanje 3 (grupa B) ili 4 (grupa A)
identifikacione tacke za tehnike koje ne evidentiraju cjelokupni spektar masa

LC ili GC sa IR spetrometr jom Grupe AiB Specifi€ni zahtjevi za apsorpc ju u IR spektometriji

LC skeniranje DAD Grupa B Specifini zahtjevi za apsorpc ju u UV spektrometriji

LC fluorescenc ja Grupa B Samo za molekule sa prirodnom fluoroscenc jom i molekule koji fluoresciraju nakon
transformacije ili derivatizacije

2-D TLC-skeniranje UV/VIS Grupa B Dvodimenzionalni HPTLC i ko-hromatografija su obavezni

GC Detekc ja zahvatom elektrona | Grupa B Samo ako se koriste dvije kolone razli€itog polariteta

LC imunogram Grupa B Samo ako su koriséena najmanje 2 razliita hromatografska sistema ili drugi
nezavisni metod

LC-UV/VIS (jedna talasna duzina) Grupa B Samo ako su kori§éena najmanje 2 razli¢ita hromatografska sistema ili drugi
nezavisni metod

1.3.1.0psti kriterijum efektivnosti i zahtjevi

Potvrdne metode moraju osigurati podatke o hemijskoj strukturi analita.

Ako viSe jedinjenja daje isti rezultat, metoda ne mote praviti razliku izmedu tih jedinjenja.

Ako se u metodi primjenjuje odgovarajuci interni standard, on se dodaje poduzorku za analizu na poCetku postupka ekstrakcije.
Zavisno od raspolotivosti, upotrebljavaju se ili stabilni oblici analita obi jeteni izotopom, koji su podesni za dokazivanje masenom
spektrometrijom ili jedinjenja koji su po svojoj strukturi sli¢na analitu.

Ako se ne mote upotrijebiti odgovarajuéi interni standard, identif kac ja analita potvrduje se ko-hromatograf jom, a u tom slu¢aju dob ja
se samo jedan pik, pri €emu visina ili povrSina p ka odgovara koli¢ini dodanog analita.

Za gasnu hromatografiju (GC) ili te€nu hromatografiju (LC), Sirina pika na polovini visine mora biti izmedu 90 — 110% raspona izvorne
Sirine p ka, a retenciona vremena moraju biti jednaka uz toleranciju od 5%.




Za metode tankoslojne hromatografije (TLC) poveéava se samo mrlja za koju se pretpostavlja da je analit, stim da se ne smije pojaviti
nova mr ja i izgled se ne smije promijeniti.

Referentni ili obogaéeni materijal koji sadrti poznate kolic¢ine analita na ili u blizini dozvoljene koli¢ine ili grani¢ne koli€ine (pozitivni
kontrolni uzorak) kao i negativni kontrolni materijali i slijepe probe sa reagensom, treba da budu podvrgnuti ¢ jelom postupku
istovremeno sa svakom serijom analiziranih uzoraka za ispitivanje.

Redosljed analiza ekstrakta koriS¢enjem analitickog instrumenta je: slijepa proba sa reagensom, negativni kontrolni uzorak, uzorak ili
uzorci koji se potvrduju, negativni kontrolni uzorak i na kraju pozitivni kontrolni uzorak, a svaka izmjena redosljeda treba da se opravda.

1.3.2. Dodatni kriter jumi efektivnosti i drugi zahtjevi za kvantitativne metode analize
1.3.2.1. Istinitost kvantitativnih metoda

U slu€aju ponovljenih analiza sertifikovanog referentnog materijala, odstupanje prosje€nog masenog udjela koji je eksperimentalno
odreden i korigovan iskoriS¢enjem od potvrdene vrijednosti predstav ja istinitost kvantativnih metoda datih u tabeli 2 ovog priloga.
Tabela 2

Minimalna istinitost kvantitavnih metoda

Masena koncentracija okvir
<1 pg/kg -50 % do +20 %
>1 ug/kg to 10 pg/kg -30 % do +10 %
>10 pg/kg -20 % do +10 %

Ako sertifikovani referentni materijali (CRM) nijesu dostupni, istinitost mjerenja se mote ocijeniti analizom slijepih uzoraka u koje je
dodata poznata koli¢ina analita.

Podaci korigovani prosjecnim iskoris¢enjem prihvatljivi su samo ako su u granicama navedenim u rasponu u tabeli 2 ovog priloga.

1.3.2.2. Preciznost kvantitativnih metoda
Medulaboratorijski koefic jent varijac je (CV) za ponav jane analize referentnog ili obogaéenog materijala, u uslovima obnovljivosti, ne
smije biti veéi od nivoa izraGunatog Horwitz-ovom jednacinom.
Horwitz-ova jednacina glasi:
CV = 2@-051l0g0C)
gdje je C maseni sadrzaj izraten kao potencija (eksponent) sa bazom 10 (npr. 1 mg/g=10'3), u skaldu sa tabelom 3 ovog priloga.

TABELA 3
Obnovljivost koeficijenta varijacije za kvantitativne metode
Maseni udio Obnov jivost CV(koefic jenta varijacije) (%)
1 pglkg *)
10 pgkg *)
100 pg/kg 23
1 000pg/kg (1mglkg) 16

(*) Za maseni udio manji od 100 pg/kg, primjena Horowitz-eve jednacine daje neprihvatljivo visoke rezultate.

Zbog toga CV za koncentracije nize od 100 pg/kg, mora biti $to je moguce nitj.

Za analize izvedene pod uslovima ponovljivosti, unutarlaboratorijski CV obi€¢no bi trebalo da iznosi izmedu jedne polovine i dvije trecine
vrijednosti datih u tabeli 3 ovog priloga.

Za analize izvedene pod unutarlaboratorijskim uslovima obnovljivosti unutarlaboratorijski CV ne smije biti ve¢i od CV obnovljivosti.

U slucaju supstaci za koje je utvrdena dozvoljena koli¢ina, metoda mora posti¢i unutarlaboratorijsku obnovljivost koja n je veca od
odgovarajuceg CV obnov jivosti kod 50 % dozvoljene koli€ine.

1.3.3. Kriterijum efektivnosti i drugi zahtjevi za dokazivanje masenom spektrometrijom

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

1.3.3.1. Hromatografsko razdvajanje

Za GC-MS postupke, separacija gasnom hromatografijom izvodi se primjenom kapilarnih kolona. Za LC-MS postupke, hromatografsko
razdvajanje izvodi se primjenom odgovarajucih LC kolona.

Najmanje prihvatljivo retenciono vr jeme analita koji se ispituje mora biti jednako dvostrukom retencionom vremenu koje odgovara
praznoj zapremeni kolone.

Retenciono vrijeme (ilil relativno retenciono vrijeme) analita u poduzorku za analizu mora odgovarati retencionom vremenu zadrtavanja
kalibracionog standarda unutar odredenog intervala retencionog vremena.

Interval retencionog vremena mora biti srazmjeran sposobnosti razdvajanja hromatografskog sastava, a odnos izmedu hromatografskog
retencionog vremena analita i retencionog vremena internog standarda, tj. relativno retenciono vrijeme analita, mora odgovarati
retencionom vremenu kalibracionog rastvora uz toleranc ju od £0,5 % za GC i 2,5 % za LC.

1.3.3.2. Odredivanje masenom spektrometrijom

Odredivanje masenom spektrometrijom sprovodi se upotrebom MS tehnika, kao $to je snimanje cjelokupnih spektara masa (full scan) ili
pracenje odabranih jona (SIM), kao i uptrebom MS-MS" tehn ka, kao §to je pracenje odabranih reakcija (SRM) ili drugih odgovarajucih
MS ili MS-MS" tehnika u kombinaciji sa odgovaraju¢im nacinima jonizacije.



Kod masene spektrometrije sa visokom rezolucijom (HRMS), rezolucija mora biti ve¢a od 10000 za cijelo podru¢je snimanja masa na
10% razdvojenosti doline pika.

Snimanje cjelokupnih spektara (full scan): kad se odredivanje masenom spektrometrijom vrsi snimanjem cjelokupnih spektara, moraju
obavezno biti prisutni svi izmjereni dijagnosticki joni s relativnim intenzitetom ve¢im od 10% u referentnom spektru kalibracionog
standarda (molekularni jon, karakteristi¢ni adukti molekularnog iona, karakteristi¢ni fragmenti i izotopni joni).

Praéenje odabranih jona (SIM): kad se odredivanje masenom spektrometr jom sprovodi fragmentografijom, molekularni jon bi trebalo da
bude jedan od odabranih dijagnosti¢kih jona (molekularni jon, karakteristicni adukti molekularnog jona, karakteristi¢ni fragmenti i svi
njihovi izotopni joni).

Odabrani dijagnosticki joni ne bi smjeli poticati iskljucivo od istog dijela molekula, a odnos signal-Sum za svaki dijagnosticki jon treba da
bude (jednak ili veéi) > 3:1.

Snimanje cjelokupnih spektara (full scan) i pracenje odabranih jona (SIM): relativni intenzitet dokazanih jona, izraten kao procenat
prema najintenzivnijem jonu ili najintenzivnijem prelaznom jonu, mora odgovarati intenzitetu kalibracionog standarda, bilo iz rastvora
kalibracionog standarda ili obogacenih uzoraka, na uporednim koncentracijama, mjerenim pod istim uslovima i uz tolerancije date u
tabeli 4 ovog priloga.

Tabela 4

Maksimalno dozvoljene tolerancije za relativnu intenzitet
jona koriS¢enjem masene spektrometrije

Relativni intezitet (% bazni pik) EI-GC-MS CI-GC-MS, GC-MS"
LC-MS, LC-MS"
>50 % +10 % +20 %
>20 % do 50 % +15 % +25 %
>10 % do 20 % +20 % +30 %
<10 % +50 % +50 %

Tumacenje podataka dob jenih masenom spektrometrijom: relativni intenzitet dijagnostickih jona i/ili jonskih parova prekursor/proizvoda
moraju se identifikovati uporedivanjem spektara ili integrisanjem signala pojedina¢nih tragova masa.
Kada se primjenjuje korekc ja osnovnog Suma, ona se mora primijeniti podjednako na cijelu seriju i mora biti jasno naznacena.
Snimanije cjelokupnih spektara (full scan): ako se snimanje cjelokupnih spektara bi jeti u jednostrukoj masenoj spektrometriji, najmanje
Cetiri jona moraju biti prisutna sa relativnom zastupljenos$¢u jednakom ili ve¢om od 10% u odnosu na bazni p k.
Molekularni jon se ukljuCuje ako je prisutan u referentnom spektru sa intenzitetom veéim ili jednakim od 10%.
Najmanje Cetiri jona moraju biti unutar najviSih dopustenih tolerancija za relativnu zastupljenost jona, u skladu sa Tabelom 5 ovog
priloga.
Ako se primjenjuje pretrativanje baza podataka uz pomo¢ racunara rezultat uporedivanja podataka o spektru masa u ispitivanom uzorku
sa onima iz kal bracionog rastvora mora biti veci od kriti€nog faktora podudarnosti, a taj faktor se odreduje tokom postupka vrednovanja
za svaki analit na osnovu spektara za koje su ispunjeni uslovi i treba provjeriti eventualne promjene spektara uzrokovane matr ksom iili
karakteristikama detektora.
Pracenje odabranih jona (SIM): ako se fragmenti mase mjere drugim tehnikama osim snimanja cjelokupnih spektara, za tumacenje
podataka primjenjuje se sastav identifikacionih taaka.
Za potvrdu zabranjenih supstanci potrebne su najmanje cetiri identifikacione tacke, a za ostale supstance najmanje tri identifikacione
tacke.
Identifikacione tacake koje pripadaju svakoj pojedinoj osnovnoj tehnici masene spektrometr je date su u tabeli 5 ovog priloga.
Da bi identif kaciona tacka potrebna za potvrdu bila kvalifikovana mora se izraunati ukupan broj identifikacionih tataka prema tabeli 6
ovog priloga:

(a) odnos najmanje jednog jona, i

(b) svi odgovarajuéi izmjereni odnosi jona moraju zadovoljavati navedene zahtjeve, i

(c) mogu se kombinovati najviSe tri odvojene tehnike kako bi se postigao najmanji broj identif kacionih tacaka.

TABELA 5
Odnos udjela fragmenata masa i pripadajucih identifikacionih tacaka
MS tehnika Identifikacione tacke
Masena spektrometrija niske rezolucije 1,0
LR-MS prekursor jon 1,0
LR-MS prelazni proizvodi 1,5
HRMS 2,0
HR-MS prekursor jon 2,0
HR-MS prelazni proizvodi 2,5

Napomena :

(1) Svaki jon moze biti izbrojan samo jedanput.

(2) GC-MS koja koristi elektron jonizaciju se smatra razli¢itom tehnikom od GC-MS koja koristi hemijsku jonizaciju.

(3) U ci ju pove¢anja broja identifikacionih tataka mogu se koristiti razli¢iti analiti samo ako derivati nastaju razliitim hemijskim
reakcijama.

(4) Za zabranjene supstance, ukol ko se koristi jedna od sljedecih tehn ka u analitickoj proceduri:

- HPLC u kombinaciji sa spektrofotometrijom uz dokazivanje nizom dioda (engl. diode array spectrophotometry) (DAD);

- HPLC u kombinaciji sa fluorescencijskim dokazivanjem;

- HPLC u kombinaciji sa imunogramom;

- dvodimenzionalni TLC u kombinaciji sa spektrometrijskom detekcijom,

Navedene tehnike mogu doprinijeti najvise sa jednom identif kacionom tackom, ako su ispunjeni odgovarajuci kriterijumi za ove tehnike.
(5) Prelazni proizvodi uklju€uju i produkte prve generac je i produkte druge generac je (kéerke i unuke) proizvoda.



TABELA 6

Broj pripadajucih identifikacionih tacaka za spektar
razlicitih tehnika i njihovih kombinacija (n=cijeli broj)

Tehnike Broj jona Identifikacione tacke
GC-MS (EliliCl) N n
GC-MS (El'i CI 2 (E) + 2 (C)) 4
2 (El) + 2 (Cl) 2 (Derivat A) + 2 (Derivat B) 4
LC-MS N n
GC-MS-MS 1 prekursor i 2 kéerke 4
LC-MS-MS 1prekursor i 2 kéerke 4
GC-MS-MS 2 prekursor jona, svaki sa 1 kéerkom 5
LC-MS-MS 2 prekursor jona, svaki sa 1 kéerkom 5
LC-MS-MS-MS 1 prekursor, 1 kéerka i 2 unuke 5,5
HRMS N 2n
GC-MS i LC-MS 2+2 4
GC-MS i HRMS 2+1 4

1.3.4. Kriterijum efektivnosti i drugi zahtjevi za hromatografiju u kombinaciji sa dokazivanjem u infracrvenom podrucju
Odgovarajuéi pikovi su maksimumi apsorpc je u infracrvenom spektru kalibracionog standarda ako ispunjavaju sljedec¢e zahtjeve:

1.3.4.1. Infra-crveno dokazivanje

Apsorpcijski maksimum mora biti u rasponu talasnog broja 4000-500 cm'l'
Intenzitet apsorpcije ne smije biti manji od:

(a) specificne molarne apsorbcije od 40 u odnosu na baznu liniju p ka, ili od

(b) relativne apsorpcije od 12,5 % od apsorpcije najintenzivnijeg pika u podrucju 4000-500 em™t 1
ako su oba mjerena u odnosu na nultu apsorpciju, i 5% od apsorpcije najintenzivnijeg vrha u podrugju 4000-500 cm ~ ako su oba
mjerena u odnosu na baznu liniju pika.

Napomena:

lako bi se sa teoretske tacke gledi§ta mogla dati prednost odgovarajuc¢im pikovima odredenim prema tacki (a), u praksi je lakSe
odrediti p kove prema tacki (b).

Odreduje se broj pikova u infracrvenom spektru analita &ije frekvencije odgovaraju odgovarajuéem p ku u spektru kalibracionog

n -1
standarda, uz toleranciju od +1 cm .

1.3.4.2. Tumacenje podataka o infracrvenom spektru

Apsorpcija mora biti prisutha u svim podru¢jima spektra analita koja se slatu sa odgovarajuéim pikom u referentnom spektru
kalibracionog standarda.

Potrebno je najmanje Sest odgovaraju ¢ih p kova u infracrvenom spektru kalibracionog standarda, a ako ima manje od Sest
odgovarajucih pikova, razmatrani spektar se ne mote koristiti kao referentni spektar.

Rezultat ispitivanja sli¢nosti odnosno procenat odgovarajucih p kova pronadenih u infracrvenom spektru analita mora biti najmanje 50, a
ako za odgovarajuéi pik ne postoji tano poklapanje, odgovaraju¢e podrucje spektra analita mora odgovarati prisutnosti pika za
poredenje.

Postupak se mote 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. Kiriterijum efektivnosti i drugi zahtjevi za odredivanje analita upotrebom LC uz druge tehnike dokazivanja

1.3.5.1. Hromatografsko razdvajanje

Za hromatografsko razdvajanje uv jek treba Koristiti interni standard, ako je za to dostupan odgovarajuci mater jal.

Prednost u primjeni imaju srodni standardi sa vremenom zadrtavanja kao analit, a vrijeme zadrtavanja analita mora biti u dopustenim
granicama prema odgovaraju¢em kalibracionom standardu uz iste uslove ispitivanja.

Najmanje prihvatljivo vrijeme zadrtavanja za analit mora biti dvostruko ve¢e od vremena zadrtavanja koje odgovara praznoj zapremini
kolone, a odnos izmedu retencionog vremena analita i retencionog vremena unutrasnjeg standarda, tj. relativno retenciono vr jeme
analita, mora biti jednako retencionom vremenu kalibracionog standarda u odgovaraju¢em matriksu, uz toleranciju od +2,5 %.

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

Kriterijumi efikasnosti za metode te€ne hromatografije moraju u potpunosti biti ispunjeni.

Apsorpcioni maksimumi u spektru analita moraju biti na istim talasnim dutinama kao i oni kalibracionog standarda uz toleranciju koja
zavisi od rezolucije sistema dokazivanja.

Za dokazivanje pomocu niza dioda toleranc ja je obi¢no u okviru £2 nm.

Za djelove dva spektra cija je relativna apsorbanca jednaka ili ve¢a od 10%, spektar analita iznad 220 nm ne smije se vidljivo razlikovati
od spektra kal bracionog standarda, a ovaj je zahtjev ispunjen kada su, prvo, prisutni isti maksimumi i, drugo, kada razlika izmedu dva
spektra ni u jednoj od datih tacaka nije ve¢a od 10% od absorbance kalibracionog standarda.

U slucaju elektronskog pretrativanja i uporedivanja spektara ispitnih uzoraka sa onima iz kalibracionog rastvora, rezultat uporedivanja
mora biti veéi od kriticnog faktora podudarnosti.

Taj faktor se odreduje tokom postupka vrednovanja za svaki analit, na osnovu spektara za koje su ispunjeni dati

uslovi. Eventualne promjene spektara uzrokovane matriksom i/ili karakterist kama detektora se moraju provjeriti.



1.3.5.3. Kriterijum efektivnosti za fluorometrijsko dokazivanje

Kriterijum efektivnosti za metode te€ne hromatografije u potpunosti mora biti ispunjen i odnosi se na molekule koji prirodno fluoresciraju
i molekule koje pokazuju fluorescenciju poslije transformac je ili derivatizacije.

Talasne dutine ekscitacije i emisije, u kombinaciji sa hromatografskim uslovima, moraju se odabrati na nacin da se pojava interferenc
jskih komponenti u ekstraktima slijepog uzorka svede na najmanju moguéu mjeru, a najbliti maksimum p ka u hromatogramu

mora biti odvojen od utvrdenog pika analita za najmanje jednu punu Sirinu pika izmjerenu na 10% od maksimalne visine pika analita.

1.3.5.4. Kriterijum efektivnosti za dokazivanje analita LC imunogramom

LC imunogram se ne mote sam po sebi koristiti kao potvrdna metoda.

Odgovarajuci kriter jumi za metode teéne hromatografije moraju u potpunosti biti ispunjeni. Unaprijed utvrdeni parametri kontrole
kvaliteta (npr. nespecificno vezivanje, relativno vezivanje kontrolnih uzoraka, vrijednost apsorbancije slijepog uzorka) moraju biti u
okviru granica dobijenih tokom vrednovanja probe, a imunogram se mora sastojati od najmanje pet frakc ja. Svaka frakc ja mora biti
manja od polovine Sirine p ka.

Frakc ja sa najve¢im sadrtajem analita mora biti ista za uzorak koji se ispituje, za pozitivni kontrolni uzorak i standard.

1.3.5.5. Odredivanje analita tecnom hromatografijom (LC) uz UV/VIS dokazivanje (jedna talasna dutina)

Tecéna hromatografija (LC) uz dokazivanje u UV/VIS podrudju (jedna talasna dutina) ne mote se sama koristiti kao potvrdna metoda.
Najbliti maksimum pika u hromatogramu mora biti odvojen od utvrdenog pika analita za najmanje jednu punu Sirinu p ka izmjerenu na
10% od maksimalne visine pika analita.

1.3.6. Kriterijum efektivnosti i drugi zahtjevi za odredivanje analita upotrebom 2-D TLC uz spektrometrijsko UV/VIS dokazivanje sa
snimanjem c jelog spektra

Dvodimenzionalna tankoslojna hromatografija visoke efektivnosti (HPTLC) i ko-kromatografija su obavezni. Rf vrijednosti analita moraju
se podudarati sa Rf vrijednostima standarda uz toleranc ju od +5%.

Izgled analita ne smije se razl kovati od izgleda standarda.

Kod mr ja iste boje, srediSte najblite mr je mora biti odvojeno od sredista mrlje analita za najmanje polovinu zbira pre¢nika mrlja, a
spektar analita ne smije se vizualno razlikovati od spektra standarda, kao za UV/VIS detekciju uz snimanje cijelog spektra.

U slucaju elektronskog pretrativanja baza podataka i uporedivanja, odnos podataka o spektru u uzorku za ispitivanje sa podacima
kalibracionog rastvora mora biti veca od kriti€énog faktora podudarnosti.

Taj faktor se odreduje tokom postupka validac je za svaki analit na teme ju spektara za koje su propisani uslovi, stim $to se mora

provjeriti varijabilnost spektara uzrokovana matriksom i funkcionisanje detektora.

1.3.7. Kriterijum efektivnosti i zahtjevi za odredivanje analita gasnom hromatograf jom uz detekciju zahvatom elektrona (ECD)

Interni standard treba koristiti ako je odgovaraju¢i materijal u tu svrhu dostupan, a to bi prvenstveno trebalo da bude srodna supstanca ¢
je je retenciono vr jeme blizu retencionog vremena analita.

Retenciono vrijeme analita mora biti u dozvoljenim granicama prema odgovarajuéem kalibracionom standardu uz iste uslove ispitivanja.
Minimalno prihvatljivo retenciono vrijeme za analit mora biti jednako dvostrukom retencionom vremenu koje odgovara praznoj zapremini
kolone, a odnos retencionog vremena analita i retencionog vremena internog standarda, tj. relativno retenciono vrijeme analita, mora biti
jednako vremenu zadrtavanja kalibracionog standarda u odgovarajuéem matr ksu, uz toleranciju od +0,5 %.

Najbliti maksimum pika u hromatogramu mora biti odvojen od utvrdenog p ka analita za najmanje jednu punu Sirinu pika izmjerenu na
10% od maksimalne visine pika analita, a za dob janje dodatnih podataka mote se primijeniti ko-hromatografija.

1.4. POTVRDNE METODE ZA HEMIJSKE ELEMENTE

Potvrdne metode analize hemijskih elemenata moraju se bazirati na principu jasne identifikacije i tatne i precizne kvantifikac je, uz

pomot¢ fizicko-hem jskih svojstava koji su jedinstveni za taj element na nivou koncentrac je od interesa (npr. karakteristi¢na talasna
dutina emitovanog ili apsorpcionog zrac¢enja, atomska masa).

Potvrdne metode analize hemijskih elemenata date su tabeli 7 ovog priloga.

Tabela 7
Potvrdne metode analize za hemijske elemente

Tehnike Mjereni parametri
Diferencijalna pulsna anodna voltametrija Elektri¢ni signal
Atomska apsorpciona spektrometrija

Plamen Apsorpciona talasna dutina

Stvaranje hidrida Apsorpciona talasna dutina

Hladne pare Apsorpciona talasna dutina

Elektrotermalna atomizacija (grafitna pec¢) Apsorpciona talasna dutina
Atomska emisiona spektrometrija Emisija talasne dutine

Induktivno spregnuta plazma Emisija talasne dutine

Masena spektrometr ja

Induktivno spregnuta plazma Odnos mase i haelektrisanja




1.4.1. Zajednicki kriterijiumi efektivnosti i drugi zahtjevi za potvrdne metode

Referentni uzorak ili obogaceni uzorak koji sadrti poznatu kolic¢inu analita na ili u blizini dopuStene granice ili grani¢ne koli¢ine (pozitivni
kontrolni uzorak) kao i negativni kontrolni materijali i slijepe probe sa reagensom trebalo bi da budu podvrgnuti cijelom postupku
istovremeno sa svakom serijom ispitivanih uzoraka.

Preporuceni redosljed analize ekstrakta pomoc¢u analiticki h instrumenata je sljedeci: slijepa proba sa reagensom, negativni kontrolni
uzorak, uzorak koji se ispituje, negativni kontrolni uzorak i na kraju pozitivni kontrolni uzorak. Svaka izmjena ovog redosljeda mora se
opravdati.

Kod vecine analitiCkih postupaka neophodna je potpuna razgradnja (digestija) organskog matriksa kako bi se dobili rastvori prije
odredivanja analita, a to se mote posti¢i primjenom postupaka mikrotalasne mineralizac je koji rizik od gubitka i/ili kontaminacije
ispitivanog analita svode na najmanju mjeru, upotrebom dekontaminiranog teflonskog posuda dobrog kvaliteta, a za primjenu drugih
postupaka vlatne ili suve digestije moraju postojati dokumentovani dokazi koji isklju€uju mogucu pojavu gubitka ili kontaminacije.

Kao alternativa za digest ju, u odredenim okolnostima se mogu primijeniti postupci razdvajanja (npr. ekstrakcija) u cilju odvajanja analita
od sastojaka matr ksa i/ili u cilju koncentrisanja analita prije analize koriS¢enjem analitickog uredaja.

Prilikom kal bracije, eksterno ili postupkom standardnog dodatka, mora se paziti da se ne prekoraci radno podrucje utvrdeno za analizu.
Kalibracioni standardi se obavezno pripremaju u rastvoru koji se, $to je moguée viSe, podudara sa sastavom rastvora uzorka, a ako to
zahtijevaju specifi¢ne analiticke okolnosti, primjenjuje se i korekcija nespecificnog signala.

1.4.2. Dodatni kriter jumi efektivnosti i drugi zahtjevi za kvantitativne analiticke metode
1.4.2.1.Istinitost kvantitativnih metoda

Kod ponovnog analiziranja sertifikovanog referentnog mater jala za hemijske elemente, odstupanje eksperimentalno utvrdene srednje
vrijednosti sadrtaja analita od potvrdene vrijednosti ne smije biti van granice od +10%.

Ako ne postoje sertifikovani referentni materijali, prihvatljivo je da se istinitost mjerenja ocjenjuje odredivanjem poznate koli¢ine
elementa dodate u nepoznati uzorak koji se ispituje, uz proracun iskoriScenja, stim Sto treba voditi rauna da za razliku od analita,
dodata koli¢ina elementa nije hemijski vezana u ispitivanom matr ksu i da zbog toga tako dob jeni rezultati imaju manju vr jednst od
rezultata dob jenih upotrebom sertifikovanog referentnog materijala (CRM), a podaci o iskori§¢enju prihvatljivi su jedino ako je njihova
vrijednost u okviru £10% ciljne vrijednosti.

1.4.2.2. Preciznost kvantitativnih metoda

Medulaboratorijski koefic jent varijac je (CV) za ponav jane analize referentnog ili obogaéenog materijala, u uslovima obnovljivosti, ne
smije biti veéi od vrijednosti datih u tabeli 8 ovog priloga.

Tabela 8
CV (koeficijent varijacije) za kvantitativne metode

Maseni sadrtaj CV (%)
>10 pg/kg - 100 pg/kg 20
>100 pg/kg -1000 pg/kg 15
>1000 pg/kg 10

1.4.3. Specificni zahtjevi za diferencijalnu pulsnu voltametr ju (DPASV)

Organska supstanca u uzorcima mora da bude potpuno razlozena prije DPASV odredivanja.

Na voltamogramu se ne smije vidjeti Siroki signal koji je nastao zbog prisutnosti organske materije.

Neorganski sastojci matriksa mogu uticati na visinu p kova pri DPASV postupku, a kvantifikacija se mora obaviti metodom standardnog
dodatka.

Tipicni voltamogrami rastvora uzorka moraju biti dostavljeni uz metodu.

1.4.4. Specifiéni zahtjevi za atomsku apsorpcionu spektrometr ju (AAS)

AAS se koristi za odredivanje jednog elementa i zbog toga zahtjeva da eksperimentalni parametri budu optimalno podes$eni za odredeni
element koji se kvantifikuje, a rezultati se moraju provjeriti kvalitativno i kvantitativno kad je god to moguée, uz pomo¢ alternativnih
apsorpcionih linija (dv je razli¢ite talasne dutine).

Kalibracioni standard se priprema u rastvoru matr ksa diji je sastav $to je moguce sli¢niji sastavu rastvora ispitivanog uzorka (npr.
koncentracija kiselina ili sastav modifikatora).

Svi reagensi moraju biti najve¢eg moguéeg stepena Cistoce kako bi se vrijednosti slijepe probe svele na najmanju moguéu mjeru, a u
zavisnosti od nacinu isparavanja i/ili atomizacije uzorka mogu se razlikovati razliciti tipovi atomske apsorpcijske spektrometrije.

1.4.4.1. Specificni zahtjevi za plamenu AAS

Instrument mora biti optimalno podesen za svaki element, a posebno se mora provjeriti sastav gasa i brzina protoka.
Kako bi se izbjegle interference uzrokovane nespecificnom apsorpcijom, mora se kao korekc ja koristiti izvor energije sa kontinuiranim
spektrom, a u slu€aju nepoznatih matriksa, mora se provjeriti da li je potrebna korekc ja nespecificne apsorpcije.

1.4.4.2. Specificni zahtjevi za AAS sa grafitnom peci

Kontaminacija u laboratoriji Cesto utie na tac¢nost pri radu sa grafithnom peci na nivou ultra tragova, stoga se pri radu sa uzorkom i
standardom moraju upotrebljavati reagensi visoke Cisto¢e, dejonizovana voda i posude od inertne plast ke, a instrument se mora



optimalno podesiti za svaki element i moraju se provjeriti uslovi prethodne obrade uzorka, atomizacije (temperatura, vr jeme) i
modifikacija matr ksa.

Rad pod izotermnim uslovima atomizac je (npr. popre¢na zagrijana grafitna kiveta sa ugradenom L vov-om platformom) smanjuje uticaj
matr ksa pri atomizaciji analita.

Kombinacija modifikacije matriksa i Zeeman-ove korekcije nespecificne apsorpcije dopusta kvantifikac ju pomocu kalibracione krive koja
se zasniva na mjerenju vodenog rastvora standarda.

1.4.5. Specifi€ni zahtjevi za AAS uz stvaranje hidrida

Organska jedinjenja koja sadrie elemente kao $to su arsen, bizmut, german jum, olovo, antimon, selen, kalaj i telur mogu biti vrlo
stabilna i mogu zahtjevati oksidacionu razgradnju kako bi se dobile ta¢ne vr jednosti ukupnog sadrtaja elementa, pa je potrebna
razgradnja mikrotalasima ili spaljivanje pod visokim pritiskom uz jake oksidacione uslove, pri Gemu se najveéa patnja mora posvetiti
potpunoj i reproducibilnoj konverziji elemenata u hidride.

Formiranje hidrida arsena u rastvoru HCI sa NaBH4 zavisi od oksidacionog stepena arsena (As(lIll) brzo fromiranje, As(V) dugotrajniji
prelaz), tako da se radi izbjegavanja gubitaka osjetljivosti u odredivanju As(V) pomocu proto¢no-injekcione tehnike, koji je posljedica
kratkog vremena reakc je u tom sastavu, As(V) se mora redukovati u As(lll) nakon oksidacionog razlaganja, uz pomoc¢ kalijum
jodida/askorbinske kiseline ili cisteina.

Na isti na¢in se mora postupati sa slijepim probama, kalibracionim rastvorima i rastvorima uzorka, a rad sa ser jama uzoraka
omogucava odredivanje obije specijacije arsena.

Zbog sporijeg nastajanja As(V) hidrida, kalibrac ja se vrSi integracijom povrsina ispod p kova pod uslovom da je uredaj optimalno
podesen, a protok gasa, kojim se hidrid prenosi u atomizator, mora se kontrolisati.

1.4.6. Specifiéni zahtjevi za AAS metodom hladnih para

Tehnika hladnih para se upotrebljava samo za ispitivanje tive koja lako isprava i apsorbuje $to zahtijeva posebnu patnju tokom cijelog
postupka, kao i izbjegavanje kontaminacije reagensima ili iz okrutenja.

Organska jedinjenja koja sadrte tivu zahtijevaju oksidacionu razgradnju, kako bi se odredio ukupni sadrtaj tive u uzorku, za Sta se
upotrebljavaju zatvoreni sistemi sa razgradnjom mikrotalasima ili spaljivanjem pod visokim pritiskom, a oprema koja je dosla u dodir sa
tivom mora se pazljivo o€istiti.

Za nite vrijednosti grani¢ne koncentracije preporucuje se adsorpcija elementarne tive na adsorbens od zlata/platine i potom gasno
otpustanje, a kontakt adsorbensa ili radnog dijela uredaja sa vlagom ometa mjerenje i mora se izbjegavati.

1.4.7. Specifiéni zahtjevi za atomsku emisionu spektrometriju sa induktivno spregnutom plazmom (ICP-AES)

ICP-AES je metoda koja omogucéava istovremeno mjerenje vise razli€itih elemenata, Cija je primjena moguc¢a nakon razradnje organske
supstance, za Sta se koriste zatvoreni sistemi razgradanje mikrotalasima ili spaljivanja pod jakim pritiskom, a da bi ICP-AES analiza bila
djelotvorna od posebnog znacaja su kalibrac ja uredaja i izbor elementa odnosno talasne dutine.

U slu€aju linearnih kal bracionih krivih, dovoljno je izmjeriti samo Cetiri koncentracije kalibracionih rastvora, jer su kalibracione krive kod
ICP-AES postupka uglavnom linearne dut Cetiri do Sest redova veli€ina koncentracije, a kalibrac ja ICP-AES sistema uglavnom se
obavlja standardom koji sadrti viSe elemenata koji se priprema u rastvoru sa istom koncentracijom kiseline kao i ispitivani rastvor.

Radi linearnosti kalibracione krive treba provjeriti koncentracije elemenata.

Izbor talasnih dutina za mjerenje emisije analita mora da odgovara koncentracijama elemenata koji se odreduju, a ako je koncentrac ja
analita van radnog raspona jedne emisione lin je, mora se prim jeniti druga emisiona linija, pri éemu se bira najosjetljivijia emisiona linija
(bez smetniji), a zatim manje osjetljiva linija.

Kod analize na granici detekcije, ili u blizini te granice, obi¢no se koristi najosjetljivija lin ja za analit.

Spektralne i pozadinske interferencije predstavljaju najve¢e poteskocée kod ICP-AES postupka. Moguée interferenc je su npr.
jednostavno pozadinsko pomjeranje, koso pozadinsko pomjeranje, direktno spektralno preklapanje i slofeno pozadinsko pomjeranje,
koje ima uzrok i nacin otklanjanja tako $to se interferencije koriguju, a radni parametri optimizuju, zavisno od matr ksa, a neke smetnje
se mogu izbjec¢i razblativanjem ili prilagodavanjem matriksa.

Sa svakom serijom ispitivanih uzoraka, na isti naCin kao i uzorci, obraduje se i referentni i obogac¢eni mater jal koji sadrii poznate
koli€ine jednog ili viSe analita.

Za provjeru eventualnog pomjeranja, mora se provjeravati standard (npr. poslije svakih deset

uzoraka). Svi reagensi i gas koji se koristi za stvaranje plazme moraju biti najveée moguce Cistoce.

1.4.8. Posebni zahtjevi za masenu spektrometriju sa induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS)

Odredivanje elemenata u tragovima pomocu prosje¢ne atomske mase (hrom, bakar i nikal) mote biti podlotno jakim smetnjama od
drugih izobarnih ili/i viSeatomskih jona, a spre¢ava se samo ako je snaga rezoluc je najmanje 7000-8000.

Smetnje u postupku masene spektrometrije su: odstupanje instrumenta, uticaj matriksa i interferencije molekulskih jona (m/z < 80), Sto
se mote korigovati pripremom viSe internih standarda koji pokrivaju isti maseni raspon kao i elementi koji se ispituju.

Pr je odredivanja postupkom ICP-MS, neophodna je potpuna razgradnja organske supstance u uzorcima, kao i kod AAS, a isparljivi
elementi kao npr. jod moraju se nakon razaranja u zatvorenim posudama prevesti u stabilno oksidaciono stanje.

Najvece smetnje uzrokovane su kombinacijama molekulskih jona argona (plazma gas), vodonika, ug jenika, azota i kiseonika (kiseline
za rastvaranje, necisto¢e plazma gasa i atmosfera) sa matriksom, a radi izbjegavanja interferencija vr§i se potpuno razlaganje,
pozadinska mjerenja i odgovarajuéi izbor analitickih masa (koji je ponekad povezan sa slab jim nivoom detekcije) i kiselina za razaranje
(npr. azotna kiselina).

Da bi se elementi odredili, treba da se otklone interferencije izborom odgovarajué¢ih specificnih atomskih masa,ukljuéujuéi potvrdu
odnosa izotopa.

Za svako mjerenje se mora, upotrebom internih standarda, provijeriti odziv instrumenta u pogledu Fano faktora.



2. VREDNOVANJE (VALIDACIJA)

Vrednovanjem se dokazuje da analiticka metoda ispunjava kriterijume koji se odnose na karakterist ke efektivnosti.
Karakteristike efektivosti prema vrtsama metoda date su u tabeli 9 ovog priloga.

Tabela 9
Karakteristikama efektivhosti metoda

CCR CCa Grani¢na Istinitost Preciznost Selektivnost/ Primjenjivost/

Sposobnost | koncentracija liskoristenje specifi¢nost Robusnost/

dokazivanja | (koli¢ina) analita stabilnost
Kvalitativhe S + - - - + +
metode C + + - - + +
Kvantitativhe S + - - + + +
metode C + + + + + +

S= skrining metode; C=potvrdne metode; +=obavezno dokazivanje

2.1. Procedure vrednovanja (validacije)

Vrednovanje metoda mote se vrsiti medulaboratorijskim ispitivanjem prema Codex Alimentarius-u, ISO ili IUPAC ili prema alternativnim
metodama kao $to su ispitivanja u jednoj laborator ji odnosno unutrasnje vrednovanje, uz modularni postupak, koji se sastoji od:

1. skupa zajednickih karakteristika efektivnosti koje su nezavisne od primijenjenog modela vrednovanja i

2. specifiénijih postupaka koji zavise od modela datih u tabeli 10 ovog priloga.

Tabela 10
Parametri efektivnosti nezavisni i zavisni od modela
Validacija
Parametri efektivnosti nezavisni od modela Parametri efektivnosti zavisni od modela
Zajednicke karakteristike efektivnosti (2.1.1) | Konvencionalni validacioni pristup(2.1.2) Unutra$nji validacioni pristup(2.1.3)
Specifi€nost IskoriSenje Iskori$¢enje
Istinitost Ponovljivost Ponovljivost
Robusnost: manje promjene Obnov jivost unutar laboratorije Obnovljivost unutar laborator je
Stabilnost Obnov jivost Obnovljivost
CCa Grani¢na koncentracija CCa Grani¢na koncentrac ja
CCR Sposobnost dokazivanja CCR Sposobnost dokazivanja
Kalibraciona kriva Kalibraciona kriva
Robusnost: manje promjene Robusnost

2.1.1. Parametri efektivnosti nezavisni od modela

Za vrednovanje metoda prijemjenjuju se karakterist ke efektivnosti i statisticki postupak u kojem se kombinuju obavljena ispitivanja radi
odredivanja razli¢itih parametara.

2.1.1.1.Specificnost

Analitickim metodama treba da se postigne razlika izmedu analita i srodnih supstanci (izomera, metabolita, produkata razgradnje,
endogenih supstanci, sastojaka matriksa, itd.) radi provjere interferencije sprovodenjem dva postupka.
Za dokazivanje prisutnosti mogucih interferencija i procjene njihovog efekta biraju se supstance koje ih mogu izazvati i analiziraju se
slijepi uzorci za dokazivanje njihove prisutnosti, i to:

— odabirom hemijski srodnih jedinjenja (metabolita, derivata, itd.) ili drugih supstanci koje bi mogle interferirati sa jedinjenjem koje
se dokazuje u uzorku;

— analizom odgovarajuéeg broja reprezentativnih slijepih uzoraka (n=20) i provjere interferenc je (signali, p kovi, tragovi jona) u
podrudju u kojem se o€ekuje pojava analita;

—obogacivanjem reprezentativnih slijepih uzoraka do odgovarajuée koncentracije supstancama koje bi mogle ometati identifikac ju
i/ili kvantifikac ju analita.
Nakon izvrSene analize, ispituje se da li:

— je prisutnost interferenc je mogla dovesti do pogre$ne identifikacije,

— je prisutnost jedne ili viSe interferencija otetala identifikaciju dokazuju¢eg analita, ili

— postoji znac€ajni uticaj na kvantif kaciju.

2.1.1.2. Istinitost metode

Istinitost metode se mote utvrditi samo pomocu sertifikovanog referentnog materijala (CRM), prema postupku datom u MEST ISO 5725-
4:2011.
Istinitost metode odreduje se:

— se Sest replika sertifikovanog referentnog materijala,

— na osnovu koncentracije analita koji je prisutan u svakom uzorku replika,

— izraGunavanjem srednje vrijednosti, standardne devijacije i koeficijenta var jac je (%) za te koncentracije,

— izraGunavanjem istinitosti podjelom dokazane srednje vrijednosti sa sertif kovanom vr jedno$éu (mjerenom kao koncentracija) i
mnotenjem sa 100, da bi se rezultat izrazio u procentu.




Istinitost (%) = srednja vrijednost dokazane koncentracije korigovana iskoriS¢enjem x 100/ potvrdena vrijednost

Ako ne postoji sertif kovani referentni materijal, umjesto istinitosti mote se odrediti iskoriSéenje.
2.1.1.3. Primjenjivost/robusnost (manje promjene)

Primjenjivost/robusnost podrazumijeva namjerno uvodenje manjih promjena u metodama od strane laboratorije i pracenje posljedica.
Pr je ispitivanja vrsi se izbor faktora koji u€estvuju u pripremnoj obradi, pre¢iS¢avanju i analizi uzoraka, a koji bi mogli uticati na rezultate
mjerenja (analiticar, izvor i starost reagenasa, rastvaraci, standardei i ekstrakti uzoraka, brzina zagrijavanja, temperatura, pH vrijednost,
kao i mnoge drugi faktori koji se mogu javiti u laboratoriji).
Faktori treba da se modifikuju po redu veli¢ine koji odgovara odstupanjima do kojih obi¢no dolazi izmedu laboratorija, tako $to se:

— odrede faktori koji bi mogli uticati na rezultate,

— neznatno promijeni svaki faktor,

— test robusnosti vrsi prema Youden-ovom postupku koji predstavlja frakcionirani faktorski model, a interakcija medu razli¢itim
faktorima ne mote se dokazati,

—otkr je da neki faktor znacajno uti€e na rezultate mjerenja i vr§e se dalja ispitivanja kako bi se odredile granice prihvatljivosti tog
faktora,

— u protokolu izvodenja metode navode faktori koji znac¢ajno uti€u na rezultate.
Postupak se zasniva na tome da se ne ispituje jedna po jedna promjena, ve¢ nekoliko promjena odjednom (npr. ako se sa A, B, C, D, E,
F, G oznace nominalne vr jednosti za sedam razli¢itih faktora koji bi, u slu¢aju da se njihove nominalne vrijednosti neznatno promijene,
mogli uticati na rezultate, a njihove alternativne vr jednosti ozna¢e malim slovima a, b, c, d, e, f, g, dobija se 2" odnosno 128 mogucih
razlicitih kombinacija, od ¢ega je mogucée odabrati podskup od osam kombinacija kod kojih postoji ravnoteta izmedu malih i velikih slova

u skladu sa tabelom 11 ovog priloga, stim $to se bira osam kombinac ja koje sadrte odabrane faktore (A-G), Cije je rezultat prikazan kao
S-Z u Tabeli 11 ovog priloga).

Tabela 11
Ispitivanje robusnosti (manje promjene)
Kombinacija determinantnih brojeva
Faktor F 1 2 3 4 5 6 7 8
Ala A A A A A A A A
B/b B B B b B B B b
Clc C o C C C C C o
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
Glg G g g G g G G g
Posmatrani rezultat R S T U V W X Y Z
Za izraunavanije vidjeti primjere za testiranje robusnosti u Prilogu 1, tacka 2.3

2.1.1.4. Stabilnost

Nedovoljna stabilnost analita ili sastojaka matr ksa u uzorku u toku skladistenja ili analize mote dovesti do zna€ajnih odstupanja u
konacnom rezultatu analize, zbog €ega treba provjeriti stabilnost rastvora kalibracionog standarda, jer je stabilnost analita u razli¢itim
uslovima skladistenja najée$¢e poznata.

Ukol ko stabilnost analita u rastvoru nije poznata, odreduje se:

- pripremanjem svjetih osnovnih rastvora jednog ili viSe analita (stock) i razblativanjem prema uputstvu za ispitivanje, kako bi se dobilo
dovoljno alikvota (npr. 40) svake odabrane koncentracije (otpril ke na nivou minimalno potrebne granice efektivhosti (MPRL)) za
supstance za koje nije utvrdena dozvo jena koli¢ina, odnosno oko dozvoljene granice za ostale supstance, kao i pripremanjem rastvora
analita koji je upotrijebljen za obogacivanje kao i onoga koji ¢e se upotrijebiti u konanom rastvoru za analizu, i bilo koji drugi znacajni
rastvor (npr. derivatizovani standardi),

- mjerenjem udjela analita u svjete pripremljenom rastvoru prema uputstvu za ispitivanje,

- rasporedivanjem odgovarajuéih zapremina u prikladno laboratorijsko posude, oznacavanjem i skladiStenjem u skladu sa tabelom 12
ovog priloga.

Tabela 12
Odredjivanje stabilnost analita u rastvoru
-20°C +4°C +20°C
Tamno 10 alikvota 10 alikvota 10 al kvota
Svijetlo 10 al kvota

- vrijeme skladiStenja mote iznositi jednu do Cetiri sedmice, a po potrebi dute (npr. dok se ne primjete prve pojave degradacije tokom
identifikacije i/ili kvantifikacije) i mora se zabiljetiti maksimalno vrijeme skladistenja i optimalni uslovi skladistenja,

- koncentracija analita u svakom al kvotu koju treba izracunati uzimajuéi kao 100%-tnu vr jednost rastvora koja je svjete priprem jen u
trenutku analize.



Preostali analit (%) = C1 x 100/ Csyjeta

C1 = trenutna koncentracija
Csuvjeta = koncentracija svjeteg rastvora

Stabilnost analita u matr ksu odreduje se :

upotrebom prirodno kontaminiranih uzoraka ukoliko je moguce, a ako prirodno kontaminirani materijal nije na raspolaganju, treba

upotrijebiti matriks obogacen sa analitom,

ako je na raspolaganju prirodno kontaminiran materijal, koli¢ina analita u materijalu odreduje se dok je mater jal svjet, a ostali

alikvoti materijala mogu se uzeti nakon jedne, dvije, Cetiri i dvadeset sedmica i treba im odrediti koli¢inu analita, dok tkivo treba skladistiti
na temperaturi od najmanje minus 20°C ili, po potrebi, nitoj,

- ako prirodno kontaminirani materijal nije na raspolaganju, uzeti materijal koji ne sadrti analit i homogenizovati ga, podijeliti u pet
alikvota i svaki alikvot obogatiti sa analitom koji bi trebalo da bude priprem jen u maloj koli€ini vodenog rastvora, od ¢ega se odmah
analizira jedan alikvot, a ostali se skladiSte na temperaturi od najmanje minus 20°C ili, po potrebi, nitoj i analiziraju posl je jedne, dv je,
Cetiri i dvadeset sedmica.

2.1.1.5. Kalibraciona kriva

Kad se kalibracione krive koriste u svrhu kvantifikacije analita pri njihovoj izradi treba :

upotrijebiti najmanje pet nivoa (uklju€ujuéi nulti),

opisati operativni raspon krive,

opisati matematicku formulu krive i primjerenost podataka krive,
opisati raspone prihvat jivosti parametara krive.

Kada je potrebna serijska kal bracija bazirana na standardnom rastvoru, treba naznaditi prihvat jive raspone parametara kalibracione
krive, koji mogu varirati od serije do serije.

2.1.2. Uobic¢ajeni postupak vrednovanja (validacije)

IzraCunavanje parametara u skladu sa uobiajenim metodama zahtjeva izvodenje nekoliko pojedina¢ nih ispitivanja. Mora se odrediti
svaka karakteristika efektivnosti za svaku veéu promjenu (robusnost). Metodama za ispitivanje viSe analita moguc¢ e je istovremeno
analizirati nekoliko analita, uz uslov da su prethodno isklju€ene interference koje bi mogle biti znacajne. Na isti nacin se mote odrediti
nekoliko karakteristika efektivnosti. U cilju smanjenja posla, preporucljivo je kombinovati ispitivanja u $to je moguce vecoj mijeri (npr.
ponovljivost i unutarlaboratorijsku obnovljivost sa specificno$¢u i analizom negativnog slijepog uzorka kako bi se odredila CCa i
provjerila specificnost).

2.1.2.1. Iskori¢enje (recovery)

Ako ne postoji sertif kovani referentni materijal, iskoriS¢enje se odreduje ispitivanjem, upotrebom obogac¢enog matriksa, i to:

- odabirom 18 al kvota kontrolnog uzorka koji se dijele u tri grupe po Sest alikvota i svakoj grupi se dodaje analit u koli€ini koja je 1, 1,5
i 2 puta ve¢a od minimalno potrebne granice efektivnosti (MPRL) odnosno koja je 0,5, 1i 1,5 puta ve¢a od dozvoljene koli€ine,

- analizom uzoraka i izraunavanjem koncentracije u svakom uzorku,

- izraGunavanjem iskori§éenja za svaki uzorak prema formuli: % iskori§¢enja =100 x izmjereni sadrzaj/ nivo obogacenja,

izraGunavanjem srednjeg iskori§¢enja i CV iz Sest rezultata u svakoj grupi,

Konvencionalna metoda iz tacke 2.5 ovog priloga za odredivanje iskori§¢enja je varijanta metode standardnog dodatka ako:

se uzorak smatra kontrolnim uzorkom, umjesto uzorkom za analizu,

se smatra da su konacni prinos™ i iskoriS¢enje” sli¢ni za oba poduzorka,

uzorci za ispitivanje imaju iste mase, a ekstrakti poduzoraka za analizu iste zapremine,

koli¢ina kalibracionog standarda koja je dodata drugom (oboga¢enom) poduzorku za analizu iznosi xaop. (xaop = pa'Va),

je x1 izmjerena vr jednost za slijepi uzorak, a x2 izmjerena vrijednost drugog (obogac¢enog) poduzorka, tada je iskoris¢enje % = 100

(X2 — 1)/ Xa0D.

Ako neki od uslova iz stava 2 ove podtacke nije (ili se pretpostavlja da n je) ispunjen, tada se primjenjuje cijeli postupak
odredivanja iskoriS¢enja u skladu sa tackom 2.5. ovog priloga.

2.1.2.2. Ponovljivost

Ponoviljivost se odreduje;

pripremanjem odredenog broja uzoraka identi¢nih matriksa, kojima je dodat analit tako da se dobiju koncentrac je koje iznose 1, 1,5
i 2 puta ve¢e od minimalno potrebne granice efektivnosti (MPRL) odnosno 0,5, 1i 1,5 puta vec¢e od dozvo jene koli€ine;

za svaki nivo analita, analizom sa najmanje Sest replika;

analizom uzoraka,

izraGunavanjem koncentrac je u svakom uzorku;

izraCunavanjem srednje koncentracije, standardne dev jac je i koeficijenta varijacije (%) obogacenih uzoraka;

" Prinos: ona masena frakcija analita koja se nalazi u uzorku, koja je prisutna i u krajnem ekstraktu

2|skoristenje: ona masena frakcija analita dodata uzorku, koja je prisutna i u krajnjem ekstraktu. U ostatku dokumenta pretpstavija se da su ova dva pojma jednaka i
zbog toga ce se koristiyi samo termin iskoristenje.



- ponovljanjem postupaka iz al. 1 do 5 ove podtacke jo§ najmanje dva puta;
- izraCunavanjem ukupne srednje koncentrac je i koefic jenta varijacije za obogacéene uzorke.

2.1.2.3. Unutarlaboratorijska obnovljivost (reproducibilnost)

Unutarlaboratorijska obnovljivost odreduje se:

- pripremanjem odredenog broja uzoraka za analizu (identi¢nih ili razli€itih matr ksa), kojima je dodat analit ili viSe analita, tako da se
dobiju koncentracije 1, 1,5 i 2 puta ve¢e od minimalno potrebne granice efektivnosti odnosno 0,5, 1i 1,5 puta vece od dozvo jene
koli¢ine;

- za svaki nivo koncentrac je, analiza se obavlja sa najmanje Sest ponavljanja;

- ponovljanjem postupaka iz al. 1 i 2 ove podtacke jo$ najmanje dva puta od strane razli€itih lica koja vr§e analizu i u razliitim
uslovima okoline (npr. sa razli¢itim serijama reagensa, rastvaraca, pri razli¢itim sobnim temperaturama, sa razliitim instrumentima i
slicno po moguénosti);

- analizom uzoraka ;

- izraGunavanjem koncentrac je u svakom uzorku;

- izraGunavanjem srednje koncentracije, standardne dev jac je i koefic jenta varijacije (%) obogacenih uzoraka.

2.1.2.4. Obnovljivost (reproducibilnost)

Obnovljivost se verifikuje po potrebi (reproducibilnost), a laborator je treba da uc¢estvuju u uporednim ispitivanjima prema standardu
MEST ISO 5725-2:2011.

2.1.2.5. Grani¢na koncentracija analita (CCa.)

CCa odreduje se u skladu sa ovim prilogom.

Za supstance za koje nije utvrdena dozvo jena koli¢ina, CCa utvrduje se:

- postupkom sa kal bracionom krivom prema standardu ISO 11843 (kriticna vr ijednost net var jable stanja) kada se koristi sl jepi uzorak
koji se obogacuje na nivo MRPL ili iznad njega, u jednakim razmacima, a nakon izvrSene analize grafi¢ki se prikazaju odnos signala i
dodate koli¢ine u skladu sa tackom 2.2. ovog priloga, a CCa. je jednaka pripadajuéoj koncentraciji u tacki presjeka sa ordinatom y koja je
uvecéana za 2,33 standardne devijacije unutarlaboratorijske obnovljivosti, $to se primjenjuje jedino za kvantitativna ispitivanja

(0=1%), ili

- analizom najmanje 20 sl jepih uzoraka po matr ksu, radi izraCunavanja odnosa signal-Sum u vremenskom intervalu u kojemu se
ocekuje analit, pri éemu se zaCCa mote uzeti trostruka vr jednost odnosa signal-Sum, a primjenjuje se i za kvantitativna i kvalitativna
ispitivanja.

Za supstance za koje je utvrdena dozvo jena koli¢ina, CCa se utvrduje:

- postupkom sa kalibracionom krivom prema standardu ISO 11843 kada se koristi slijepi uzorak koji se obogacuje oko dozvoljene
koli¢ine, u jednakim razmacima, a nakon izvrSene analize graficki se pokazuje odnos signala i dodate koli€ine u skladu sa tackom 2.2.
ovog priloga, a CCa je jednaka koncentraciji na dozvoljenoj koli€ini uvecanoj za 1,64 standardne devijacije unutarlaborator jske
obnoviljivosti (o = 5 %),

- ili analizom najmanje 20 slijepih uzoraka po matriksu, obogacenih jednim ili viSe analita na nivou dozvoljenih koli¢ina, a CCa je
jednaka koncentraciji na dozvoljenoj koli¢ini uve¢anoj za 1,64 odgovarajuée standardne devijac je (o = 5 %).

2.1.2.6. Sposobnost dokazivanja (CCR)

CCR odreduje se u skladu sa ovim prilogom.

Za supstance za koje nije utvrdena dozvoljena koli¢ina, CCR utvrduje se:

— postupkom sa kalibracionom krivom prema standardu ISO 11843 (najmanja odredena vr jednost net varijable stanja) kada se koristi
reprezentativni sl jepi uzorak koji je obogaéen na nivou ili ispod minimalno potrebne granice efektivnosti u jednakim razmacima, a na-
kon izvrSene analize grafiCki se prikazuju odnos signala i dodate koli¢ine analita u skladu sa tackom 2.2. ovog priloga, a CCp je jednaka
odgovarajuéoj CCa uvecanoj za 1,64 standardne devijacije unutarlaborator jske obnovljivosti na nivou srednje vrijednosti CCa (3=5%);
— analizom najmanje 20 slijepih uzoraka po matriksu, obogacenih sa jednim ili viSe analita na nivou grani¢ne koncentracije (koli¢ine)
analita CCa, a sposobnost dokazivanja jednaka je vrijednosti CCa uvecane za 1,64 standardne dev jac je unutarlaborator jske
obnoviljivosti za izmjereni udio (3=5%),

— ako ne postoje kvantitativni rezultati, sposobnost dokazivanja se odreduje analizom slijepog uzorka koji je obogacen na ili iznad CCa,
stim $to je sposobnost dokazivanja metode jednaka nivou koncentracije kod koje postoji samo <5% latno negativnih rezultata, zbog
Cega je potrebno obaviti najmanje 20 ispitivanja za najmanje jedan nivo koncentracije.

Za supstance za koje je utvrdena dozvo jena koli¢ina, CCR utvrduje se:
— postupkom sa kalibracionom krivom prema standardu ISO 11843 kada se koristi slijepi uzorak koji se obogac¢uje analitom oko
dozvoljene granice u jednakim razmacima, nakon analize izratunava se standardna devijacija srednjeg sadr{aja izmjerenog na nivou
grani¢ne koncentracije (koliine) analita CCa, a sposobnost dokazivanja jednaka je odgovarajucoj grani¢noj koncentraciji uve¢anoj za
1,64 standardne dev jac je unutarlaboratorijske obnovljivosti (3=5%), ili
— analizom najmanije 20 slijepih uzoraka po matriksu, obogacenih jednim ili viSe analita na nivou grani¢ne koncentracije analita CCa, a
sposobnost dokazivanja jednaka je vr jednosti CCo uve¢anoj za 1,64 odgovarajuce standardne devijacije (3=5%).

2.1.2.7.Robusnost (znacajne promjene)

Robusnost analiticke metode se ispituje pod razli¢itim eksperimentalnim uslovima (npr. razli¢ite vrste, razli¢iti matriksi ili razliciti uslovi
uzorkovanija).

Robusnost (zna¢ajne promjene) se proc jenjuje Youden-ovim postupkom, a za sve veée promjene za koje je dokazano da znaéajno
utiu na vrsenje ispitivanja odreduju se karakterist ke efektivnosti.

2.1.3. Vrednovanje u skladu sa alternativnim modelima



Ako se primjenjuju postupci vrednovanja (validac je motoda), u protokolu izvodenja validac je utvrduje se osnovni model i plan sa
odgovarajuc¢im preduslovima, pretpostavkama i formulama.

Ukol ko se primjenjuje model unutra$njeg vrednovanja, karakterist ke efektivnosti se utvrduju na nacin koji omoguc¢ava vrednovanje
znacajnih promjena unutar istog postupka vrednovanja, $to zahtjeva izradu eksperimentalnog plana ispitivanja.

2.1.3.1. Eksperimantalni plan

Ekperimantalnim planom uzima se u obzir broj razli¢itih tivotinjskih vrsta i razli€iti faktori koji se ispituju u skladu sa tabelom 13 ovog
riloga.

ﬁao%rvi korak u c jelom postupku vrednovanja (validacije metode) odreduju se uzorci tivotinjskih vrsta koji ¢e se analizirati, da bi se

odabrale najvatnije vrste i faktori koji bi mogli uticati na rezultate analize.

Sljededi korak je odabir opsega koncentracije koji je prilagoden svrsi i znacaju ispitivanja.

Metodom koja se vrednuje (validuje) moguce je istovremeno ispitati nekoliko analita.

Vodeci faktori (A i B), za koje su utvrdene dvije varijacije su osnova na kojoj se kombinuju nivoi faktora, a vodeci faktori mogu uk jucivati

faktore kao $to su vrsta uzorka ili matriks.

Promjena vodeceg faktora na dva nivoa (oznacene kao + ili —) sa dvije razliCite vrste (A i B) vrSi se u skladu sa tabelom 14 ovog priloga,

a promjenom vodecih faktora na viSe od dva nivoa poveéava se broj analiza koje treba obaviti.

Moguce je mijenjati vodece faktore na viSe od dva nivoa, ¢ime se samo povecava broj analiza koje treba obauviti.

Tabela 13
Faktori za vrednovanje (validaciju)

Pol tivotinje (faktor 1)

Rasa (faktor 2)

Uslovi transporta (faktor 3)

Uslovi skladistenja (faktor 4)

Svijetina uzorka (faktor 5)

Prirast (faktor 6)

Razni operateri sa razli¢itim iskustvima (faktor 7)

Tabela 14
Eksperimentalni plan

Vrste Faktor 1 | Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4 Faktor 5 Faktor 6 Faktor 7 Br. uzorka
A + + + + - + - 1
A + + - - + - - 2
A + - + - - - + 3
A + - - + + + + 4
A - + + - + + + 5
A - + + - - + 6
A - - + + + - - 7
A - - - - - + - 8
B + + + + + - + 9
B + + - - - + + 10
B + - + - + + - 11
B + - - + - - - 12
B - + + - - - - 13
B - + - + + + - 14
B - - + + - + + 15
B - - - - + - + 16

S obzirom da se svaki uzorak (svaka kombinac ja nivoa faktora) mora obogatiti sa Eetiri razlicite koncentracije oko nivoa znacajnosti, za
svaki nivo se mora analizirati jedan slijepi uzorak, $to znaci da se za cijeli postupak vrednovanja mora obaviti 5 x 16 = 80 analiza.
Na osnovu 80 rezultata analiza moguce je dobiti:

iskoridcenje;

ponovljivost po nivou koncentracije (Sir),

unutarlaboratorijsku obnov jivost po nivou koncentracije (Sir),

grani¢nu koncentraciju (koli¢ina) analita (CCa),

sposobnost dokazivanja (CCR),

krivu efikasnosti (procenat B-greSke u odnosu na koncentrac ju (u skladu sa podtackom 2.1.3.2. ovog priloga)),

robusnost u odnosu na znacajne promjene, robusnost u odnosu na manje promjene mote se odrediti u skladu sa podtackom

2.1.1.3. ovog priloga,

16 kal bracionih krivih vezanih za uzorke,

jednu ukupnu kalibracionu krivu,

interval oCekivanja sveobuhvatne kal bracione krive,
devijacije uzrokovane matriksom (Smat),

devijacije uzrokovane procesom analize (Swn),
uticaj pojedinacnih faktora na rezultate mjerenja.

Na osnovu dobijenih rezultata moguce je dobiti sveobuhvatnu procjenu efektivnosti metode, jer se ne ispituje uticaj samo pojedinaénih
faktora, nego i odgovarajuéa kombinac ja tih faktora, na osnovu dega se mote odrediti da li ée se  neki od odabranih faktora isk juciti iz



ukupne kalibracione krive zbog zna¢ajnog odstupanja od standardnih devijacija ostalih faktora.

2.1.3.2. Kriva efikasnosti

Kriva efikasnosti (Slika 1) pruta informacije o sposobnosti dokazivanja metode unutar odabranog opsega koncentracije, upucuje na
rmogucnost od B-greske pri primjeni ispitivane metode i omogucava propra¢un sposobnosti dokazivanja za odgovarajuce kategor je
metoda (screening, potvrda) ili tipove metoda (kvalitativna ili kvantitativna) za odredenu B-gresku (npr. 5%).

—_— ar10%
—— R=50%
— p=10%

(Vierojatnost P
(Mgarenje >CCo)

Koncentracin

Slika 1. Kriva efikasnosti
Slika 1. pr kazuje primjer grafi¢kog pr kaza sposobnosti dokazivanja (CCR) analiticke metode. Kod ovdje pr kazane metode postoji stalni
rizik od donoSenja pogreSne odluke od 5% kod koncentrac je od 0,50 pg/kg. Kod koncentracije od 0,55 pg/kg rizik od latno negativnog
rezultata opada na 1%.

2.1.3.3. Obnovljivost

Utvrdivanje obnovljivosti metode putem unutarlaboratorijskog ispitivanja (interna validac ja) zahtjeva ponovna ucestvovanja u
ispitivanjima osposob jenosti u skladu sa smjernicama ISO 43-1 i 43-2.

Metode se primjenjuju po izboru ukoliko se obezbijedi njihova primjena pod rutinskim uslovima, pri Eemu se standardna dev jacija mote
upotrijebiti za ocjenu obnov jivosti metode.

2.2 Graficki prikaz razlicitih analitickih granica za supstance

CCu cCp

2333, \ 16845,
|

.

Uéestalost

Koncentracija

Slika 2 Supstance za koje nije utvrDena dozvoljena granica
X s Srednja vrijednost koncentracije kontaminiranog uzorka
Se Standardna dev jac ja sl jepog uzorka(odredenog pod uslovima unutar-
laboratorijske obnovljivosti)
Ss  Standardna devijacija kontaminiranog uzorka(odredenog pod uslovima unutar-



laboratorijske obnovljivosti)
a Procenat latno neusaglasenih rezultata
B Procanat latno usaglasenih rezultata
CCa Koncentracija sa datom a-greSkom i 50% B-greSkom
CCB Koncentracija sa veoma malom a-greSkom i B-greSkom

Dozvoljens granica {PL) CCa CCjl
-
B ,
\\ " /
L 4
£ Xer %
Koncentracija

Slika 3 Supstance za koje nije utvrDena dozvoljena granica

Ay Srednja vr jednost koncentrac je sl jepog uzorka
ApL Srednja vrijednost koncentracije uzorka koji sadrti analit na dozvoljenom nivou
A Srednja vr jednost koncentracije kontaminiranog uzorka

Se. Standardna devijacija uzorka koji sadrti analit na dozvoljenom nivou
(odredenog pod uslovima unutar-laboratorijske obnovljivosti)
Ss Standardna devijacija kontaminiranog uzorka(odredenog pod uslovima unutar-

laboratorijske obnovljivosti)
a Procenat latno neusaglaSenih rezultata
B Procenat laino usaglasenih rezultata
CCa Koncentracija sa datom a-greskom i 50% [-greskom
CCB Koncentracija sa veoma malom a-greSkom i -greskom

2.3 Ispitivanja robusnosti prema Youden-ovoj metodi
Uporedjivanje prosjeka (A)

AA= Z(Ai)/4
(A Uporeduju se prosjeci velikih slova (Aa do Ac) sa prosjecima pripadajuc¢ih malih slova (Aa do Ag). Ako faktor ima

AB= 3(Bi)/4 neki efekat, razlika ¢e biti znacajno veca nego razlika kod drugih faktora.

AC= 2(Ci)l4 Razlike/varijacije koje skoro sigurno postoje izmedu laborator ja ne bi smjele uticati na robusnu
AD= 5(Di)4 metodu. Ako nema znacajne razl ke, sedam razlika su najrealnija mjera slu€ajne greske.
AE= 5(Ei)/4

AF= S(Fi)/4

AG= 5(Gi)/4

Aa= 2(ai)/4

Ab= 3(bi)/4

Ac= 3(ci)/4

Ad= 5(di)/4

Ae= 3(ei)/4

Af= X(fi)/4



Ag= 2(gi)/4

Razl ke (Di) Kvadrati razl ka (Diz)
Da=A-a=32Z(A) - Z(a) Da2 = vrijednost a
Dy =B —b=5(B)) - 2(b) Dy’ = vrijednost b
D = C—c = X(Cj) — Z(cj) DC2 = vrijednost ¢
Dy =D —d =3(D;) - =(di) D4’ = vrijednost d
De = E—e=Z2(E;) — Z(g) De2 = vrijednost e
Ds=F—f=X2(F) - 2(f) sz =vr jednost f
Dg=G-g=2(Gj) - Z(gi) Dg2 = vrijednost g

Standardna devijacija razlika D; (Spj):

Spi = V2x2(Di*/7)
Ako je vrijednost Soi znaCajno vec¢a od standardne devijacije metode izvedene pod unutarlaboratorijskim uslovima obnovljivosti,
proizilazi da svi faktori zajedno uti€u na rezultat, ¢ak i ako svaki pojedinaéni faktor ne pokazuje znacajni uticaj, i da metoda nije dovoljno
robusna u odnosu na odabrane modif kacije.

2.4 Unutrasnji postupak (engl. in house) vrednovanja (validacije)

Unutra$nji postupak vrednovanja (validacije) vrsi se prema tab. 13 i 14 ovog priloga.

2.5 Metoda standardnog dodatka

Uzorak za ispitivanje sa T udjelom analita podijeli se na dva poduzorka 1 i 2, ¢ije su mase m1 odnosno

m2. Poduzorku 2 doda se zapreminaVa rastvor koncentrac je analita pa.

Postupcima ekstrakc je i prec¢iS¢avanja koji su propisani metodom, dobijena su dva ekstrakta poduzoraka, zapremine Vi odnosno V-.
Ukol ko je iskoriS¢enje analita rc, oba ekstrakta se ispituju metodom mjerenja osjetljivosti b i daju analiticki odgovor x1 odnosno x.
Ako se pretpostavi da su rc i b isti za analit u izvornom uzorku i u oboga¢enom uzorku, onda se udio T mote izraCunati kao:

T=X1x Vi« paxVas (X2 V2 my-xg " Vi my)

Ovom metodom se mote odrediti iskoriStenje rc, a zatim se dijelu ekstrakta poduzorka 1 (zapremine Vs) dodaje poznata koli¢ina pg x Vg
analita te se testira.
Analiticka koncentracija je x, a iskoriS¢enje je:

rc = Xp x V1 xV2 x pg xVB/[X3 V1 x V3(T « Matpax Va ) - X2.Vo x T x my(V3-Vp)]

Mote se izracunati osjetljivost b, kao:
b=x1.Vi/rc.T.my

AAS (engl. Atomic absorption spectrometry) atomska apsorpciona spektrometrija

AES (engl. Atomic emission spectrometry) atomska emisiona spektrometr ja

AOAC-I (engl. Association of Official Analytical Chemists INTERNATIONAL) Medunarodno udrutenje slutbenih analitiCkih hemicara
B (engl. bound fraction (immunoassays)) vezana frakcija (imunotest)

Cl (engl. chemical ionisation) hem jska jonizac ja

CRM (engl. Certified reference material) potvrdni referentni materijal

CVv (engl. coefficient of variation) koeficijent varijac je

2D TLC (engl. two dimensional thin layer chromatography) dvodimenzionalna tankoslojna hromatografija

DAD (engl. diode array detection) dokazivanje nizom dioda

DPASV (engl. diferential pulse anodic stripping voltametry) diferenc jalna pulsna voltametrija s anodnim otapanjem
ECD (engl. electron capture detection) elektronapsorpciona detekcija

El (engl. electronic impact ionisation) elektronska jonizacija

GC (engl. gas chromatography) gasna hromatografija

HPLC (engl. high performance liquid chromatography) tecna hromatografija visokog perfomansa

HPTLC (engl. high performance thin layer chromatography) tankoslojna hromatografija visokog pefromansa

HRMS  (engl. high resolution mass spectrometry) Masena spektrometrija visoke rezolucije

ICP-AES (engl. inductively coupled plasma-mass spectrometry) atomska emisiona spektrometrija s induktivno povezanom plazmom
ICP-MS (engl. inductively coupled plasma-atomic emission spectrometry) masena spektrometr ja s induktivho povezanom plazmom
IR (engl. infrared) infracrveni

ISO (engl. International Standard Organisation), Medunarodna organizacija za norme



LC (engl. liquid chromatography) tecna hromatografija
LR(MS) (engl. low resolution (mass spectrometry) (masena spektrometrija) niske rezolucije
MRPL (engl. Minimum required performance limit) minimalno potrebne granice efektivnosti

MS (engl. mass spectrometry) masena spektrometr ja

" eksponent — broj generacija jona izvedenih iz prekursora

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

Rf (engl. relative migration to the solvent front) relativna migrac ja prema frontu rastvaraca (TLC)
RSDL (engl. relative standard deviation of the laboratory) relativha standardna devijacija laboratorija
SIM (engl. selected ion monitoring) pracenje odabranih jona

TLC (engl. thin layer chromatography) tankoslojna hromatografija

uv (engl. ultraviolet light) ultraljubic¢asto zracenje

VIS (engl. visible light) vidljivo zracenje

PRILOG 2
MINIMALNO POTREBNE GRANICE EFEKTIVNOSTI

Supstanca i/ili metabolit Matriks MPRL
Hloramfenikol meso 0,3 ug/kg

jaja

mlijeko

urin

proizvodi akvakulture

med
Medroksiprogesteron acetat kapsula bubrega praseta 1 pg/kg
Metaboliti nitrofurana:
- furazolidon Tivinsko meso 1 pg/kg za sve
- furaltadon Proizvodi akvakulture
- nitrofurantoin
- nitrofurazon
Suma malahit zelenog | leukomalahit Meso proizvoda akvakulture 2 ug/kg
zelenog

PRILOG 3

SUPSTANCE KOJE IMAJU ANABOLICKI EFEKAT, NEDOZVOLJNE SUPSTANCE | SUPSTANCE ZA KOJE SE NE MOTE
ODREDITI MAKSIMALNO DOZVOLJENA KOLICINA

GRUPA SUPSTANCI/FARMAKOLOSKI AKTIVNA SUPSTANCA:

Stilbeni, derivati stilbena, njihove soli i estri
Antitireoidne supstance
Steroidi

Laktoni rezorcilne kiseline uklju€ujuci i zeranol

Beta agonisti

Aristolochia spp. i njeni preparati
Hloramfen kol

Hloroform

Hlorpromazin

Kolhicin

Dapson

Dimetridazol

Metronidazol

Nitrofurani (ukljucujuéi furozalidon)
Ronidazol






