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Forord

Denne referentvejledning udleveres til alle personer, der af NMKL er bedt om - pa baggrund af deres
tekniske viden pa et specielt omrade - at udfere et stykke analysearbejde. Da de mange referenter ofte er
personer uden direkte tilknytning til NMKL, er der et behov for at forklare, dels hvordan NMKL arbejder,
dels relationerne mellem NMKL og referenterne - det vaere sig arbejdets omfang, tidsplan, arbejdsgange,
ansvarsfordeling under arbejdets udfgrelse og den statistiske behandling af evt. producerede data ved
afprevninger og sammenligninger.

Vejledningen er opdelt i en generel del med orientering om NMKL, dets arbejdsform og arbejdsgange samt
en speciel del, der redegar for de opgaver, en referent kan komme ud for, samt detaljeret beskrive for hver
opgavetype, hvordan man kommer igennem opgaven - bade fagligt og "organisatorisk".

Vejledningen er udarbejdet af:

Lars Thymark og Arne Hgjgard Jensen (Danmark),

med assisstance af

Harriet Wallin (Finland), Kristin Olafsdéttir (Island), Hilde Skar Norli (Norge), Per Lea (Norge), Georg
Fuchs (Sverige).

Laesere af wvejledningen er altid velkomne med kommentarer, bemarkninger og forslag til
forbedringer/endringer i nerveerende vejledning.

NMKLs generalsekretariat
c/o Veterinarinstituttet,
Att.: Hilde Skar Norli
Postboks 8156, Dep.
N-0033 Oslo, NORGE
Fax.: +47 22 597475
e-mail: nmkl@vetinst.no

http://www.nmkl.org
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1. Ordliste

AFPRAVNING

AFPRGVNINGSLAB.

AFPRGVNINGSPLAN

AFPRGVNINGSRAPPORT

ARBEJDSUDVALG (AU)

EK-LIVS

FORAFPR@ZVNING

GENERALSEKRETZR (GS)

HEADER

KOMMISSORIUM

KONTAKTPERSON

Udferes pa et antal laboratorier, for at fa fastlagt blandt andet
repeterbarhed og reproducerbarhed. Arrangeres af referenten.

Laboratorium, udpeget af nationalkomiteerne, der deltager i en
afprgvning af et metodeforslag

Plan, der ligger til grund for en afprevning af et godkent
metodeforslag. Indeholder blandt andet tidsplan, antal laboratorier,
matricer, koncentrationsniveauer, samt beskrivelse af hvilken statistisk
model referenten vil anvende. Udarbejdes af referent.

Rapport, der opsummerer og dokumenterer det arbejde referenten har
lavet. Rapporten er NMKL’s grundlag for vurderingen af metoden og
godkendelse af metodeforslaget. Den indeholder ogsa data og
kommentarer fra en evt. forafpravning. Udarbejdes af referenten.

Samling af alle formeandene for de nationale komitéer, hvoraf én er
udpeget til formand for NMKL. Desuden deltager generalsekretaeren.
Arbejdsudvalget mgdes 1 gang arligt forskudt ca. ¥ ar fra arsmedet.
AU behandler primeart administrative spgrgsmal og faglige emner,
som ikke bgr udsattes til behandling pa ordinaere arsmader.

Embedsmandskomitéen for levnedsmiddelspgrgsmal (nedsat af
Nordisk Ministerrad)

Afpravning af metodetekst/-forslag pa et eller flere laboratorier med
henblik pd at indhente tekniske kommentarer. Arrangeres af
referenten.

En akademisk uddannet person, der koordinerer NMKL’s arbejde.
Udneavnes af NMKL.

Undertitel pa en NMKL-metode, der angiver, hvilken grad af
validering og gvrig dokumentation, der er for den pagaeldende metode.
Udarbejdes af GS for hver metode, der skal publiceres. Dette med
henblik pa orientering om metodens status overfor brugeren.

Opgaveformulering som arsmgdet udsteder og som videre er
referentens beskrivelse af omfanget af en stillet metodeopgave. (Af
tidsmassige grunde ber kommissoriet videst muligt omfang vare
formuleret inden arsmgdet, sa arsmadet alene skal tage stilling til
kommissoriet.) Skal indeholde alle de parametre, som referenten skal
tage hensyn til i sit arbejde. Efter kommissoriet er udarbejdet
kompletteres det med en tidsplan.

Person, der har en bred erfaring i det pageeldende emne, men vil ikke
ngdvendigvis veere medlem af nationalkomiteen. Kontaktpersonen
bistar referenten i det faglige arbejde.



MATERIALE

MATRICE

MEDREFERENT

METODEFORSLAG

METODETEKST

METODEUDKAST

NATIONALKOMITE

NMKL

XNK

NMKL-METODE

REFERENT

REVISION

STATUSRAPPORT

Materiale er defineret ved en given kombination af en analyt, analytens
koncentration, samt en given matrice.

Det pageldende levnedsmiddel med en given sammensetning
indeholdende den sggte analyt. Eksempler pa matricer er svineked,
fisk, grantsager, cerealier med videre.

Medreferenten skal veere referentens stette og radgiver ikke mindst i
forbindelse med at overholde referentvejledningens regler (procedurer
og tidsplaner). Medreferenten er medansvarlig for at det udfarte
arbejde lever op til referentvejledningens procedurer og tidsrammer.
Udpegning af medreferent skal ikke veere obligatorisk, men vil isgr
vare nyttig hvor referenten er uerfaren eller ikke er medlem af
nationalkomiteen. Medreferent og kontaktperson kan veere en og
samme person.

Metodebeskrivelse, der ligger til grund for en afprgvning /
afprevningsplan. Udarbejdes af referenten.

Metodebeskrivelse, der ligger til grund for en validering af metoden.
Udarbejdes af referent.

Bearbejdning ( skrivebordsarbejde ) af eksisterende metode fra anden
organisation/metodeforslag. Danner baggrund for godkendelse i
NMKL som NMKL-metode. Udarbejdes af referenten.

Samling af nationale eksperter indenfor kemi, mikrobiologi og
sensorik, -primeert fra de offentlige og private levnedsmiddelanalytiske
laboratorier, samt fra undervisnings- og forskningsintitutioner indenfor
levnedsmiddelomradet.

Nordisk Metodikkomité for Levnedsmidler.

Forkortelse for hver af de nationale komiteer: DNK (Danmark), FNK
(Finland), INK (Island), NNK (Norge) og SNK (Sverige)

Analysemetode til bestemmelse af en eller flere parametre i
levnedsmidler (kemiske, fysisk/kemiske, sensoriske eller
mikrobiologiske. Har varet behandlet/bearbejdet/udviklet og godkendt
i NMKL’s regi.

Ekspert pa et bestemt fagomrade, som af NMKL er udpeget til at
udfere et stykke analytisk arbejde indenfor det levnedsmiddel-
analytiske omrade. Det er referenten alene, der barer ansvaret for
referentarbejdet.

Metoder der er validerede ved sammenlignende metode-afprgvning
revideres hvert 10 ar. Metoder der ikke er validerede ved
sammenlignende metodeafprgvning revideres hvert 5. ar.

Kort rapport - fa linier - som referenten hvert % ar udfylder og sender
til GS pa dennes opfordring (skema). Rapporten beskriver, hvor langt
referenten er i sit arbejde.



SUBKOMITE

TIDSPLAN

VALIDERING

VALIDERINGSRAPPORT

ARSM@DE

Faglig/teknisk inddeling af NMKL-medlemmerne pa tveers af landenes
nationalkomitéer. Forum pa arsmgderne for de faglig/tekniske
diskussioner og beslutninger.

Opgerelse over sammenhang mellem forventet faglig indsats,
korrespondance mellem referent, kontaktperson/medreferent med mere
og tidshorisonten. Tidsplan kan revideres pa foranledning af bade
referent og nationalkomitéer.

Fastleeggelse/vurdering af metodens karakteristika udferes pa
referentens laboratorium med henblik pa at udarbejde et
metodeforslag. Valideringen indeholder blandt andet oplysninger om
detektionsgraense, kvantificeringsgreense, fglsomhed, pracision,
rigtighed, robusthed med videre.

Rapport omhandlende dokumentation for den udfgrte validering.

NMKL’s gverste organ. Samling af alle nationalkomitéer. Diskuterer,
behandler og beslutter alt vedrgrende metodearbejde. Alle
nationalkomitéers medlemmer, samt generalsekreteren er delegerede
til arsmaderne, der afholdes pa skift i de nordiske lande ultimo august
og forlgber over 3-4 dage.



2. Orientering om NMKL, dets arbejdsmetoder og rutiner

2.1 Organisation

Nordisk Metodikkomité for Levnedsmidler (NMKL) er et selvsteendigt nordisk samarbejdsorgan, der bestar
af levnedsmiddelanalytiske eksperter fra de nordiske lande: Danmark, Finland, Island, Norge og Sverige.
NMKL blev dannet i 1947 og henhgrer under Nordisk Ministerrdds Embedsmandskomité for
levnedsmiddelspgrgsmal, "EK-Livs". NMKL har til opgave at udarbejde/validere, teste og publicere metoder
til prgvetagning og undersggelse af levnedsmidler med henblik pa at harmonisere de metoder og procedurer,
der benyttes pa offentlige og private nordiske levnedsmiddelkontrollaboratorier. NMKL tilgodeser ogsa i sine
prioriteringer private levnedsmiddellaboratoriers og industriens behov for validerede og godkendte
analysemetoder.

NMKL finansierer sin virksomhed dels gennem gkonomisk stette fra EK-Livs som yder stotte
(deltidsstillinger) til NMKL’s sekretariatsfunktion (generalsekretaeren og dennes sekreter), dels gennem salg
af NMKL-metoder og andre publikationer - primeert rapporter og procedurer, udarbejdet af NMKL.

Hvert medlemsland har en nationalkomité, som bestar af en formand, en sekreteer samt et antal menige
medlemmer. De enkelte nationalkomitéer er selvsupplerende og medlemmerne rekrutteres fra
levnedsmiddellaboratorier - bade private og offentlige, samt andre levnedsmiddelanalytiske miljger.
Sammensatningen af Nationalkomitéerne afspejler til enhver tid de behov for tekniske ekspertiser NMKL har
brug for, for at kunne lgse sine opgaver. De respektive landes relevante levnedsmiddelmyndighed udnavner
medlemmer efter indstilling fra de enkelte landes nationalkomitéer. NMKL bestar saledes af de 5
nationalkomitéers medlemmer samt generalsekretariatet.

NMKL’s arbejde ledes af en formand, som vealges af arsmadet - blandt NMKL"s medlemmer - for en periode
af 4 ar. Til at koordinere de 5 nationalkomitéers arbejde er der nedsat et generalsekretariat med en
generalsekreteer (GS) og en sekreter. GS velges ligeledes pa arsmadet for en 4-arig periode. Dette sekretariat
gar i princippet pa skift i de nordiske lande - pt er det placeret i Norge. GS kan vere - men behgver ikke - at
veere medlem af nogen nationalkomité.

Nationalkomitéernes organisation og arbejdsform bestemmes internt i det respektive medlemsland. Emner
behandles pa mader, der afholdes i de enkelte nationalkomitéer 3-4 gange om aret. Pa disse mgder gares
status over igangvarende arbejde, emner prioriteres indenfor nationalkomiteens omrade og diverse
referentrapporter draftes. Pa disse mgder draftes ogsa forslag til nye emner - opgaver, som det fra forskellig
side gnskes, at NMKL skal lgse. Forslag til nye emner/opgaver kan stilles enten af et medlem af
nationalkomitéerne eller en person udenfor NMKL. Forslaget skal vere skriftligt og motiveret. Forslag fra
personer udenfor NMKL's kreds sendes direkte til GS, mens forslag fra nationalkomité-medlemmer farst
bliver drgftet i den aktuelle nationalkomité. Safremt det besluttes at ga videre med forslaget, sendes dette til
GS. GS sender alle modtagne forslag til nye emner til samtlige nationalkomitéer med henblik pa vurdering og
stillingtagen. De enkelte nationalkomitéers vurdering fremlaegges samlet pa farstkommende arsmade, der
tager beslutning om, hvorvidt forslaget skal optages pa NMKL"s dagsorden som nyt emne. Safremt arsmadet
godkender emnet, skal der udpeges en ansvarlig ekspert - en referent - til at behandle emnet. De enkelte
nationalkomitéer bliver herefter bedt om at komme med forslag til referent. Pa baggrund af disse forslag
udnavner GS en referent. Det er GS’s opgave at informere om opgavens eksakte formal i form af et skriftligt
mandat (kommissorium) inklusiv forslag til tidsplan for opgavens gennemfarelse.

Arbejdet pa arsmadet er organiseret i 4 subkomitéer. Subkomité 1 behandler administrative og overordnede
politiske spgrgsmal, subkomité 2 behandler alle emner af mikrobiologisk natur, subkomité 3 behandler alle
kemiske emner, og subkomité 4 behandler alle sensoriske emner. Alle medlemmer af nationalkomitéerne er
tilknyttet én af disse komitéer alt efter ekspertise og interesse. Hver subkomité ledes af en formand, der
veelges blandt subkomitéens medlemmer og udpeges af arsmgdet. Formanden valges for en periode af 4 ar ad
gangen.



Fra savel mgderne i nationalkomitéerne som fra arsmgderne udfardiges referat, der tilfalder alle, der deltager
i mgderne.

2.2 Referent, medreferent og kontaktpersoner

Det ligger NMKL meget pa sinde at statte og opmuntre referenten i sit arbejde med at lgse den pagaeldende
opgave for NMKL.

Safremt referenten ikke selv er medlem af en nationalkomité, eller er uerfaren kan referentens “egen”
nationalkomité udpege en person - medreferent - fra sin egen midte saledes at referenten til enhver tid i
forlabet kan hente NMKL-relevante oplysninger og anden back-up hos denne. De gvrige nationalkomitéer
har udpeget en for emnet faglig kompetent person - kontaktperson. Medreferenten kan tillige veere
kontaktperson. Navn og adresse pa medreferent og kontaktperson afleveres af de respektive nationalkomitéer
til GS, som herefter meddeler referenten dette.

Det er vigtigt at referenten pa et tidligt tidspunkt i metodearbejdet inddrager kontaktpersonerne i
arbejdet.

Kontaktpersonerne skal kommentere metodeteksten og referenten skal indarbejde kommentarerne i
metodeforslaget. Herefter sendes metodeforslaget til medreferenten til bedemmelse om hvorvidt forslaget kan
sendes til egen nationalkomite til godkendelse. Efter egen nationalkomite har godkendt forslaget sendes det
til de gvrige nationalkomiteer til godkendelse.

Hvert halve ar (december og maj) udarbejder referenten en statusrapport og sender den til GS. Rapporten er
pa skemaform og udsendes pa fortrykte skemaer fra GS. Safremt der ikke indsendes statusrapport fra referent,
er det referentens "nationalkomité”, der har ansvar for at falge op pa dette.

Savel referenten som medlemmerne af NMKL"s nationalkomitéer er ulgnnede. Dog er der mulighed for at
sege gkonomisk statte fra EK-Livs til konkret projektarbejde. GS kan kontaktes for at fa information om
dette.

2.3 Internationalt samarbejde

Indenfor det videnskabelige arbejdsomrade sker der et samarbejde og erfaringsudveksling med internationale
organisationer som f.eks. AOAC INTERNATIONAL, den internationale standardiseringsorganisation 1SO,
den europaiske standardiseringsorganisation CEN, den internationale mejeriorganisation IDF.

NMKL har samarbejdsaftale med AOAC INTERNATIONAL og IDF om blandt andet
informationsudveksling og godkendelse af hinandens analysemetoder. For at NMKL’s metoder skal kunne
accepteres internationalt, som af CEN (den Europaiske standardiseringsorganisationen), Codex Alimentarius
eller internationale sgster organisationer, er det vigtigt at resultatet fra metodeafpravninger publiceres pa
engelsk og gerne i internationale tidsskrifter, f.eks. Journal of AOAC INTERNATIONAL.

3. Behov for analysemetoder
3.1 Baggrund

Levnedsmiddellovgivningen i de nordiske lande/EU kan give anledning til, at der opstar gnsker om at kunne
analysere flere parametre i flere matricer, end man har gjort tidligere. F.eks. kan forureningsdebatten og
debatten om tilseetningsstoffer af forskellig art udlgse behov for nye analysemetoder. Desuden kan viden om
opstaede sygdomsudbrud, forarsaget af patogene bakteriers tilstedevarelse i levnedsmidler, ogsa
afstedkomme behovet for nye analysemetoder.



Det er i disse situationer, at NMKL kan iveerksette metodikarbejde med henblik pa at udarbejde en valideret
analysemetode, der kan benyttes i levnedsmiddelkontrollen i Norden og evt. internationalt.

3.2 Formal

Det er hensigten med opgaven at udarbejde/udvikle/validere en analysemetode, der benytter sig af
tidsvarende analyseteknik - det veere sig manuel eller hel/semi-automatisk, og som opfylder NMKL"s
retningslinier for validering og afprevning af analysemetoder. Analysemetoden skal - nar den er
feerdigudviklet/afpravet og beskrevet - indga i NMKL s metodesamling. Desuden tilstreebes det, at metoden
ogsa far international udbredelse i relevante organisationer.

3.3 Gennemfarelse

Gennemfgrelse af referentopgaven:

litteraturgennemgang og udarbejdelse af metodetekst

validering af metode og beskrivelse af metodeforslag

udarbejdelse af afprgvningsplan

afprevning af metodeforslag ved metode-afprgvning, efter de modificerede IUPAC-87 regler
udarbejdelse af afprgvningsrapport

udferdigelse af endelig metode-udkast

Referenten har i forvejen modtaget det skriftlige kommissorium fra GS med tilhgrende tidsplan og denne
referentvejledning. Referentens opgaver er summarisk opstillet i bilag 1.

3.4 Analysemetoderne

Indtil dato — ultimo 2000 - har NMKL publiceret ca. 170 analysemetoder fordelt pa de fleste levnedsmidler
0g mange parametre, bade ved hjzlp af traditionel teknik og moderne apparatteknik og bioteknologi. Iser
udviklingen af nye teknikker, gor det ngdvendigt at sammenligne a&ldre, godkendte metoder med de nye
muligheder, for at vurdere, hvorvidt ny teknik eventuelt kan erstatte/supplere godkendt analyseteknik.

Analysemetoderne bliver i stort omfang benyttet i forbindelse med offentlig levnedsmiddelkontrol indenfor
Norden, men bliver i vidt omfang ogsa benyttet af private laboratorier. Metoderne kan erhverves af alle, der
keber dem hos generalsekretariatet. Alle metoder foreligger pa svensk/norsk/dansk og engelsk. Metoder
publiceret efter 1985 foreligger endvidere pa finsk.

NMKL-metoder der er valideret ved kollaborativ sammenligning bliver hvert 10 ar - regnet fra deres
godkendelsesdato - gransket af NMKL med henblik pa at vurdere, hvorvidt metoden skal bestd, revideres
(fagligt/layout) eller udga. NMKL-metoder der ikke er afpravet kollaborativt vurderes hvert 5. ar.

4. Litteraturgennemgang og udarbejdelse af metodetekst

Referenten, som typisk har et indgaende kendskab til den teknik, (den relevante subkomité forventer at skulle
benytte), udarbejder en litteraturoversigt, der beskriver forskellige tekniske lgsningsforslag. Desuden opstiller
referenten et forslag til metodetekst, der kan danne baggrund for en egentlig validering af den valgte
analyseteknik - typisk i referentens eget laboratoriesystem. Denne litteraturgennemgang samt forslag til
metodetekst samles i en rapport, med det aktuelle emne som overskrift og udgave nr. 1. Metodeteksten skal
veere ngje beskrevet, s3 man ikke far tolkningsproblemer. Den skal vere opstillet efter geldende 1SO-
rekommendationer ISO 78-2:1999. Referenten skal kontrollere teksten ngje, specielt tal og formler til



beregninger. Det kan ofte veere en god idé at lade en kollega laese teksten igennem.

Metodeteksten og eventuel en kort rapport over de litteraturstudier, der er foretaget sendes til kontaktpersoner
og medreferent til kommentering. Disse sender deres kommentarer til referenten med en udtalelse om
hvorvidt de principielt kan acceptere metodeteksten som grundlag for validering. Safremt alle
kontaktpersoner/medreferent kan godkende metodeteksten, kan rapporten sendes til egen nationalkomite.
Safremt metodeteksten kan godkendes sender referentens nationalkomite metodeteksten til de gvrige xNK for
godkendelse. Safremt alle kontaktpersoner - efter forhandling mellem referent og kontaktperson (referenten
er her den koordinerende part) - ikke kan godkende teksten, skal referenten udarbejde en udgave 2, der er en
sammenstilling mellem udgave 1, indkomne kommentarer fra kontaktperson, referentens kommentarer til
disse og en henvisning til udgave 1. Rapporten skal have det aktuelle emne som titel, samt udgave 2.
Rapporten sendes til nationalkomitéerne via GS, der behandler rapporten, hvorefter der tages endelig
beslutning om metodeteksten pa et AU-mgde eller et arsmade.

5. Validering af metoden (i referentens laboratorium)

Validering forstds i denne sammenhaeng som en dokumentation af metodens egnethed og gvrige
karakteristika - dog ikke bestemmelse af repeterbarhed og reproducerbarhed, der senere fastleegges ved
metodeafprgvninger laboratorier imellem.

Behov for validering af en analysemetode afhanger meget af, hvad der er gjort af forarbejde, dels fra andre
analysekemikere/organisationer, dels fra referentens eget laboratorium. Det afhanger i realiteten ogsa meget
af, hvilke gkonomiske og menneskelige ressourcer man som referent har adgang til.

Grundlaeggende skal en validering omfatte en undersggelse/vurdering af falgende karakteristika:
specificitet

maleomrade

detektionsgreense

kvantificeringsgraense

rigtighed

pracision

fglsomhed

robusthed (kemikalier, reagenser, homogenitet af praver, udstyr, personale med mere)
falsk positive

falsk negative

Det drejer sig blandt andet om testning af robusthed, det vil sige metodens falsomhed for mindre &ndringer af
analysevariablerne under normale analysebetingelser. Formalet med prevning af metodens robusthed er at fa
en opfattelse af, i hvilken grad sma og uundgaelige variationer i den analytiske procedure pavirker
analyseresultatet.

Undersggelse af en metodes robusthed omfatter instrumentelle faktorer, matrice-effekter, "forstyrrende"
substanser (forskelle i sammensetning i kemikalie-batches, f.eks. substratsammenseatning) og metodens
variabler (f.eks. temperaturer, tid, fortyndinger og pH) som kan forventes at have indflydelse pa metodens
reproducerbarhed. De udvalgte eksperimentelle variable skal veaere uafhangige af hinanden, og andringerne
skal veelges i en starrelsesorden som vil forekomme mellem laboratorier, der rutinemaessigt benytter metoden.

Undersggelse af robustheden er ogsa af stor betydning for senere formulering af metodeforslaget, eftersom
den medvirker til, at kritiske parametre af betydning for metoden bliver identificerede og kan udmgntes i
form af advarsler/bemarkninger/fodnoter i den feerdige NMKL-metode ( og ogsa i metodeforslaget under
afprgvning). Det er ogsa vigtigt og naturligt, at der ved robusthedsundersggelsen indgar levnedsmiddelpraver
i metodens anvendelsesomrade og at koncentrationsniveauerne ligger indenfor det forventede maleomrade.

10



Ved kvantitative analysemetoder er det specielt vigtigt at fa fastlagt detektionsgrense/ kvantifice-
ringsgrense samt blindveerdi-stgrrelsen. En hel del parametre er instabile og nedbrydes af lys, fugt, hgje
(lave) temperaturer med videre. Dette har betydning ikke kun for karakterisering af standarder,
standardoplgsninger og substrater, men ogsa for oplukning og generel prgveforberedelse samt forsendelse af
prever og standarder. Endelig er det vigtigt, at valideringen af metoden ogsa omfatter stabilitetsforholdene
omkring prever, standarder og oplgsninger.

Yderligere omtale af validering med mere baggrundsmateriale kan findes blandt andet i NMKL-Procedure nr
4. Validering af kemiske analysemetoder.

Behovet for validering afhanger saledes meget af den konkrete opgave, hvorfor omfanget og "dybden" af
validering er beskrevet sa udferligt som muligt i kommissoriet fra arsmgdet.

Hvis referenten under valideringsarbejdet stoder pa omstendigheder, der medfarer, at metoden skal
videreudvikles/justeres vasentligt, skal en ny metodetekst formuleres, og valideringen skal gares helt om pa
den nye metodetekst. Samtidig - og inden "re-valideringen" pabegyndes - fremsendes den reviderede
metodetekst til kontaktperson/medreferent for kommentering. Safremt disse ingen kommentarer har,
pabegyndes re-valideringen, og den nye metodetekst fremsendes til GS. Metodeteksten, der skal herefter
sendes til afprgvning, benavnes metodeforslag.

6. Udarbejdelse af valideringsrapport

Efter valideringsarbejdet opfordres referenten at udfaerdige en rapport som indeholder data fra validerings-
arbejdet, samt en vurdering af det gvrige indsamlede.

Rapporten indeholder alle data, referenten selv har produceret under valideringsarbejdet, samt en vurdering af
gvrige indsamlede data fra andre valideringsstudier af samme metode, safremt disse findes. Desuden
kommenteres og vurderes de gvrige ovenfor navnte valideringsparametre med skyldig hensyntagen til,
hvorvidt der er tale om en kvantitativ eller kvalitativ metode, en kemisk, en sensorisk eller mikrobiologisk
metode.

Valideringsrapporten sendes til kontaktperson/medreferent il kommentering. Safremt
kontaktperson/medreferent har kommentarer til denne, fremsendes de til referenten, der indarbejder dem i
rapporten. Den endelige rapport sendes til GS til orientering, og arkiveres her som dokumentation for den
senere NMKL-metode.

7. Afprgvning af metodeforslag ved metodeafprgvning

Referenten er den koordinerende person, igennem hvilken al kommunikation vedrgrende afprgvningen
foregar. Det drejer sig bade fer (metodeforslag, periode for afvikling, praver og skemaer), under (opklarende
spgrgsmal til og fra laboratorium) og efter (dataevaluering). Referenten har altsa det fulde ansvar for
afprgvningens gennemfarelse, evaluering og rapportering.

Metodeafprgvning (kollaborativ afprgvning ) af en analysemetode udfares, for at man skal kunne fastlegge
metodens preacision (engelsk precision). Pracisionen er et mal for overensstemmelsen mellem resultater,
frembragt pa et eller flere laboratorier. Preecisionen omfatter bade metodens "indenfor-laboratorievariation"
ogsa kaldet repeterbarheden og dens mellem-laboratorievariation ogsa kaldet reproducerbarheden. Metoder
med god pracision er behaftet med fa tilfeldige fejl. Ved metodeafprgvninger kan man ogsa fa et sken over
rigtigheden (engelsk trueness), hvis man inkluderer prgver med kendt indhold, det vil sige, at man har tilsat
kendte maengder af den undersggte parameter. Dog bgr fastleeggelse af metodens rigtighed primaert ske under
validerings- arbejdet - enten ved hjelp af certificerede referencematerialer eller ved hjelp af anden analyse-
teknik - f.eks. sammenligningsstudier. Oftest er det af starst interesse at estimere reproducerbar- heden, det
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vil sige fa et mal for, hvor palideligt metoden fungerer under forskellige betingelser, pa forskellige
laboratorier og i haenderne pa forskellige kemikere/laboranter i forhold til estimering af repeterbarheden.

Metodeafprgvninger laboratorier imellem har veeret udfert leenge, men under meget varierende betingelser.
Dette har gjort det vanskeligt at sammenligne metodeafprgvninger fra organisation til organisation, da de
blandt andet har benyttet hver sin tolkningsmetodik af opnaede data. Derfor har IUPAC, I1SO og AOAC
sammen med andre organisationer gennemfgrt et harmoniseringsarbejde omkring metodeafprgvninger.
Resultatet af dette harmoniseringsarbejde er i stor udstreekning blevet accepteret/godkendt af alle vigtige
organisationer - herunder NMKL, som arbejder med standardisering af analysemetoder.
Harmoniseringsresultatet er samlet i dokumenter, der almindeligvis gar under navnet IUPAC-1987 Protocol:
Harmonized Protocol for the Design, Conduct and Interpretation of Collaborative Studies. Denne protokol er
revideret i 1995 og har nu titlen Protocol for Design, Conduct and Interpretation of Method-performance
studies. NMKL anvender den reviderede IUPAC-87 protokol som grundlag for metodeafpravninger. Den
reviderede protokol er vedlagt som Bilag 2, men er ogsa i hovedtraek gennnemgaet nedenfor:

1) Metodeafpravninger bgr kun udfgres pa metoder, der har gennemgaet en tilfredsstillende og tilstreekkelig
validering

2) Resultater fra metodeafpravninger skal analyseres statistisk - prave for prgve med ensidet variansanalyse
og outlier-analyser. | szrlige tilfeelde kan mere komplicerede statistiske analyser udfares.

3) Mindst 5 materialer med forskelligt indhold af den parameter, man gnsker at teste, skal indga i
metodeafprgvningen. Hvis afprgvningen kun geelder bestemmelse af én parameter i et shaevert
koncentrationsniveau, kan antallet af materialer reduceres til et absolut minimum pa tre, (dette gealder ved
udarbejdelse af horisontelle metoder).

4) Det primare mal med en metodeafprgvning er at skabe data, der kan danne grundlag for et palideligt
estimat af repeterbarheden og reproducerbarheden. Eftersom gentagne bestemmelser pa samme prave
ikke er et acceptabelt grundlag, skal metodeafpravninger helst ikke indbefatte sadanne.

5) Et estimat for repeterbarheden af en analysemetode opnas bedst gennem en af falgende modeller for
metodeafprgvninger - prioriteret reekkefolge:

a) hvert materiale (koncentration/matrice/parameter) foreligger som split-level par (enkeltbestemmelser
pa to materialer med samme eller nar samme parameterkoncentration) (Split-level)

b) nogle materialer foreligger dels som split-level par, dels nogle som skjulte parallel-praver (Split-level
og Uniform-level)

c) materialet foreligger som skjulte parallel-prgver (Uniform-level)

d) materialet forekommer som enkeltprgve og der udferes gentagne bestemmelser pa hver prove (ber
kun anvendes, nar det er upraktisk at anvende nogen af de ovenstaende modeller (a-c)

6) Antal laboratorier, der bar deltage, bgr som hovedregel overstige 8. Der vil altid vaere nogle laboratorier,
der misser noget i afpravningen, eller andet gar galt (f.eks. ikke indsender resultater). Der ber altid veere
mindst 8 laboratoriers data, der er valide, og som kan indga i den statistiske beregning. 5 laboratorier kan
dog accepteres, safremt metodeafpravningen omfatter meget specielt udstyr eller meget specialiseret med
hensyn til tekniske kompetencer. Laboratorierne skal veere kompetente og engagerede. Man bgr dog hgjst
vaelge 15 laboratorier, da omfanget med at gennemfgare afprgvningen med flere end 15 laboratorier bliver
for omfattende - bade med laboratoriearbejdet og datatolkningen.

7) Veardierne for metodens pracision skal beregnes dels for alle resultater, dels for resultater efter
udelukkelse af out-liers. Outliers skal udelades pa basis af Cochran og/eller Grubbs outlier-tests. Grubbs
test skal udferes alene pa laboratoriemiddelvardier og ikke pa gentagelser. Udelukkelse af yderligere
outliers skal afbrydes, nar flere end 22% af resultaterne - det vil sige, nar resultater fra flere end to af ni

12



laboratorier bliver udelukket som et resultat af gentagne outlier-tests. Signifikansniveauerne pa outlier-
testene er 2,5 %.

8) Nar standardafvigelser udtrykkes som funktion af den absolutte vaerdi for den aritmetriske middelveerdi,
skal relativ standardafvigelse (RSD) anvendes. Den modsvarende ISO-term er variationskoefficient (CV).

9) Den endelige rapport - afprgvningsrapporten - skal som minimum indeholde blandt andet:
a) antal deltagende laboratorier
b) antal laboratorier med outliers
c) alle valide data
d) gennemsnit for hver prave
e) repeterbarhedsdata for hver prgve, far og efter outlier-tests
f) reproducerbarhedsdata for hver prave, far og efter outlier-tests
g) laboratoriernes kommentarer

IUPAC dokumentet er, som tidligere anfart, et meget centralt skrift, som det er vigtigt at referenten er
fortrolig med. Som tidligere navnt vil NMKL gerne tilbyde sine metoder til brug i internationalt
laboratoriearbejde, og dette er kun muligt, hvis NMKL"s arbejde opfylder de internationale krav. Metoder,
som med succes har gennemgaet en solid validering og en god afprgvning, kan fa stor international
udbredelse, hvis alle formaliteter er i orden og resultaterne fra validering og afprgvning praesenteres i et
format, som accepteres internationalt.

Safremt man af den ene eller anden grund ikke kan falge IUPAC-reglerne, kan man godt gennemfare en
modificeret/mindre afpravning. Dette vil dels fglge af kommissoriet, dels fremga af den endelige NMKL-
metode, hvor "header'n" vil oplyse om, under hvilke omsteendigheder metoden er blevet til.

En metodeafpravning i NMKL-regi indeholder falgende operationer:
udarbejdelse af en afpravningsplan

udvealgelse af laboratorier

fremsendelse af metodeforslag og tidsterminer til deltagende laboratorier
fremskaffelse og forbehandling af prever

fremstilling og forsendelse af prgver

analyse af prgver efter fremsendt metodetekst

tilbagesendelse af resultater til referent

statistisk behandling af data

rapportering af data og evaluering af metode

7.1 Udarbejdelse af afprgvningsplan

Referenten skal udarbejde en afpragvningsplan for afprgvningen. | den skal angives afprgvningens statistiske
model - se nedenfor. Planen skal benzvnes: Afprgvningsplan, titlen pd metoden og indeholder som
minimum oplysninger om:

statistiske modeller

antal matricer og parameter-niveauer

forslag til tidsplan for afprgvningen (fremsendelse af praver, analyse, og

retursvar samt databehandling og rapportering)

metodeforslag

kodningsskema for prgverne

henvisninger til tidligere rapporter

HUSK: Afprgvningsplanen skal ikke fremsendes til deltagerlaboratorierne pa noget tidspunkt.
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7.1.1 Statistiske modeller

o i en "split-level" afprgvning repraesenteres hvert parameterniveau af to prgver med nerliggende
men forskelligt indhold af parametren. Differensen mellem parameterniveauerne skal helst veere 2
til 3 gange metodens forventede standardafvigelse (estimeret under valideringen)

. i en "uniform™ afprgvning repraesenteres hvert parameterniveau og matrice af én pragve delt i 2
identiske underpraver (skjulte parallelpraver)

. Kombination af de ovenstdende 2 modeller: nogle prever kan afpraves efter split-level og nogle
efter Uniform-level

Som det fremgar af IUPAC-protokollen, bgr man primart vaelge split-level modellen, da man der far de
bedste estimater for repeterbarhed og reproducerbarhed, da der er "dobbelt s& mange naturlige praver".
Hvilken statistisk model, man skal valge i det konkrete tilfelde ma derfor afhaenge af en vurdering af, hvor
let eller sveert (praktisk og gkonomisk) det er at fremskaffe relevante prover for de matricer og i det/de
koncentrationsniveau(er), man @nsker af estimere repeterbarhed og reproducerbarhed for. Planen bgr
indeholde argumentation for, hvilken af de tre modeller, referenten har valgt.

7.1.1.1 Eksempler pa Uniform og Split-level modellen

Split-level model

I dette eksempel har man for hver og en af tre koncentrationsniveau to subniveauer. Forskellen i
koncentrationsniveau mellem subniveauerne indenfor et niveau er 2-3 gange metodens forventede
standardafvigelse. Referenten forventes at kende den forventede verdi - enten fra eget valideringsarbejde
eller fra andre tilsvarende metodearbejder. Hvert subniveau repraesenteres af én preve som kun skal
analyseres én gang. Analyserne skal udfgres indenfor et kort tidsinterval. | eksemplet nedenfor findes tre
koncentrationsniveauer, to subniveauer og seks afprgvningspraver.

Split-level model

Koncentration Pravekode Sub-niveau Antal best. Forv. resultat
Lav M 1 1 8
Lav H 2 1 9
Mellem C 1 1 36
Mellem G 2 1 38
Hagj E 1 1 61
Hgj K 2 1 65

Uniform-level model

| dette eksempel repraesenteres hvert koncentrationsniveau af to forskelligt maerkede, men identiske praver
(skjulte parallelprever, blind dublicates). Hver prgve skal kun analyseres én gang. Underniveauer
forekommer ikke pa koncentrationsniveau. Analyserne skal udfgres indenfor et kort tidsinterval. | eksemplet
nedenfor findes tre koncentrationsniveauer, tre prgvetyper og seks afpravningspraver.

Uniform-level model

Koncentration Pravekode Sub-niveau Antal best. Forv. resultat
Lav E - 1 1
Lav B - 1 1
Mellem A - 1 8
Mellem C - 1 8
Hgj D - 1 12
Hgj F - 1 12
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7.1.2 Antal matricer og antal parameterniveauer

Valget af afprgvningspraver (matricer og koncentrationsniveauer) er af helt afggrende betydning for veerdien
af en metodeafprgvning. IUPAC-protokollen indeholder klare rekommandationer for antal prgver.

Der skal medtages mindst fem kombinationer af koncentration og materiale for hver parameter, der gnskes
undersggt. Hvis der er blindprgver med i afprgvningen, udger disse én af de fem kombinationer. Prgverne
skal repraesentere lavt, mellem og hgjt koncentrationsniveau. En metodeafprgvning som skal belyse
repeterbarhed og reproducerbarhed i et snavert koncentrations- niveau kan undtagelsesvis begranses til tre
kombinationer.

Hvor mange matricer, man skal have med er et spgrgsmal om hvor "bred", man vil gare afprgvnin- gen.
Endvidere er det ikke arbejdet veerd at medtage matricer, parametre og koncentrationsniveauer, der ikke er
belyst/undersggt/vurderet under valideringen af metoden. Det er ogsa af betydning, hvor meget man kan
analogisere fra levnedsmiddel til levnedsmiddel med hensyn til repeterbarheds- angivelse ved bestemte
koncentrationsniveauer. Endelig er det ogsa et gkonomisk og tidsmaessigt spgrgsmal, hvor mange matricer og
prever man skal tage med i sin afprgvning. Det udleverede kommissorium ( titlen pa det aktuelle emne) samt
diskussioner med kontaktperson/medreferent kan ogsa vare med til at afklare dette.

Det skal eksplicit fremga af afpravningsplanen, hvilke matricer, koncentrationsniveauer og dermed ogsa det
antal analyser, det enkelte deltagende laboratorium skal udfere. Safremt referenten anser det for nyttigt, kan
der her ogsa angives, hvorvidt det er tilteenkt at udsende gvepraver - med opgivet kendt indhold af parametren
- som laboratoriet kan indgve metoden pa fer den endelige afpravning.

7.1.3 Forslag til tidsplan for afprgvningen

En metodeafprgvning bestar tidsmeessigt af 5 trin:

° udvalgelse og fremstilling og homogenitetstestning af afpravningspraver
dialog med de udpegede laboratorier far afpravningen

analyse af prgverne pa laboratorierne og tilbagesendelse af data
opgerelse af data og statistisk behandling af disse

udarbejdelse af afpravningsrapport

Afprgvningsplanen skal indeholde et forslag til tidsplan - ikke ngdvendigvis tidspunkter - for forlgbet af
afprgvningen. Denne skal veare opdelt pa mindst de 5 ovenstaende niveauer. Det er her specielt vigtigt at
angive, hvornar referenten gnsker at prgverne skal analyseres pa de deltagende laboratorier, f.eks. med
angivelse af "okt-nov. maned". Disse oplysninger skal benyttes ved udpegningen af laboratorier, sa de enkelte
nationalkomitéer senere kan finde laboratorier, der ogsa har tid i den gnskede periode. Den samlede leengde af
afprgvningen inklusive rapporteringsfasen bar dog ikke overstige %2 ar.

7.1.4 Metodeforslag

Det godkendte metodeforslag skal gengives her i afpravningsplanen. Metodeforslaget skal endvidere - nar
laboratorierne er udpeget - fremsendes til disse med henblik pa at afklare forstaelsesmaessige elementer i
teksten ikke indholdsmaessige. Metodeforslaget skal vaere pa et skandinavisk sprog. Referenten opfordres
ogsa at udarbejde en engelsk version. Gs kan vere behjelpelig med oversattelser.

7.1.5 Kodningskema for prgverne

Afpragvningsplanen skal indeholde en oversigt over, hvordan referenten har tenkt sig at kode praverne. Dette
kan enten ske ved talkombinationer eller bogstavkombinationer. Det skal dog veere umuligt for de deltagende
laboratorier at gennemskue et eventuelt system i kodningen - et system referenten maske gnsker i forbindelse
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med den efterfalgende opgerelse af data og den statistiske behandling.

7.2 Godkendelse af afprgvningsplan

Hvilke materialer som bgr indgd i afprevningen samt koncentrationsniveau diskuteres med
kontaktperson/medreferent. Herefter sender referenten afprgvningsplanen til GS. GS gennemgar sammen
med aktuel subkomité-formand planen, hvorefter planen godkendes - eventuelt efter kontakt med referenten
(opklarende spgrgsmal, tydeliggarelse af tekst eller lignende). Godkendelsen er skriftlig og meddeles som
sadan til referenten fra GS. Herefter kan afprgvningen gennemfares i henhold til plan.

7.3 Udveelgelse af laboratorier

Hvert XNK skal udpege de relevante laboratorier, der behersker og er rutinerede i den analyseteknik - men
selvfglgelig ikke den konkrete metode, der skal afpragves. Til brug for udveelgelse af laboratorier, kan xNK
stette sig til rapport indeholdende metodeforslag og tidsplan for det pdgeldende emne og metode. Det er
nationalkomitéernes ansvar at de udpegede laboratorier er indstillet pa at afprgve den validerede metode
EKSAKT som referenten udsiger, og i gvrigt udfgrer deres del af afprgvningen med den starste omhu og
respekt.

Nationalkomitéerne fremsender navn pa afprgvningslaboratorierne samt pa personer, som skal kontaktes pa
laboratorierne direkte til referenten med kopi til GS og de gvrige nationalkomitéer.

Preecision (repeterbarhed og reproducerbarhed) for en analysemetode kan kun bedemmes pa basis af data fra
et tilstreekkelig stort antal valide data (data, der ikke ikke skyldes "forkerte data" sasom tabte prgver, defekt
udstyr med mere).

For at dette krav skal kunne opfyldes, ber referenten sigte pa af fa mindst 10 laboratorier - gerne 12-15 med i
afprevningen. Arsagen hertil er, at det ikke er usaedvanligt at et eller flere laboratorier, der er blevet tilmeldt
afprgvningen, af forskellige arsager ikke kan fuldfere deltagelsen, samt at det ofte haender at data fra et eller
flere deltagende laboratorier af forskellige arsager ma udelukkes fer eller efter den statistiske behandling,
f.eks. laboratorier som ikke har fulgt metoden og/eller som gennemgaende har mange outliers.

7.4 Fremsendelse af metodeforslag og tidsterminer til deltagende laboratorier

Efter godkendelse af afpragvningsplanen kan referenten fastleegge tidsterminerne mere eksakt.
HUSK: Afprgvningsplanen skal ikke fremsendes til deltagerlaboratorierne pa noget tidspunkt.

Metodeforslaget fremsendes herefter til de deltagende laboratorier mindst en maned fer det forventes at
afprevningen skal forega. Pa denne made gives laboratorierne en mulighed for at gere sig bekendt med
metoden pa forhand og eventuelt treene analysen i praksis far afpravningen. Laboratorierne far ogsa mulighed
for at anskaffe specialkemikalier og/eller udstyr de mangler for at kunne gennemfgre afprgvningen. Sammen
med metodeforslaget udsendes ogsa oplysninger om, hvornar afprgvningen reelt foregar, hvor mange praver,
hvornar analyserne skal ske, samt tidsfrist for tilbagesendelse af analyseresultater til referenten.

Laboratorierne skal ogsa have at vide, at det er en afprgvning af en metode og ikke af laboratoriets formaen.
Under afprgvning af metoden ma metoden ikke andres!!

Referenten skal invitere de deltagende laboratorier til - for en fastsat tidsfrist - at kommentere
metodeforslaget med hensyn til uklarheder og fortolkningsproblemer. Safremt der indkommer relevante
kommentarer, skal referenten udarbejde et nyt metodeforslag og fremsende den med udtrykkelig besked om,
at den udgave, de har i forvejen, skal bortkastes. | visse tilfeelde kan referenten sgge NMKL om midler til at
afholde mgde med afprgvningslaboratorierne med det formal at diskutere gennemfarelsen af afpravningen.
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7.5 Fremstilling og forsendelse af afprgvningspraver

Der stilles store krav til prgvematerialet - uanset om det er flydende eller fast - nar det geelder
metodeafprgvninger. Det ber farst og fremmest vaere et homogent materiale, saledes at alle deltagende
laboratorier far identiske portioner af testmaterialet. Endvidere bar testmaterialet vaere stabilt, sa at det taler
transport og opbevaring ved varierende omstendigheder. Metodeafpravninger, hvor man bevidst ved, at
prevematerialet @ndrer sig med tiden - f.eks. prgver til mikrobiologiske undersggelser - skal logistikken
omkring forsendelse og tidspunkt for analysering pa de deltagende laboratorier styres meget stramt for at fa et
fornuftigt udbytte af afprgvningen. Prgver, som bgr transporteres i frossen tilstand, kraever
specialforanstaltninger ved emballering - se bilag 3.

Prgverne begr sa vidt muligt veere naturlige levnedsmidler, da det er disse matricer metoden til sin tid skal
anvendes pa. Dette medfarer, at det kun i sjeldne tilfelde er ngdvendigt for referenten SELV at fremstille
prgverne - ud over homogeniseringen. Ved split-level designet kan det komme pa tale enten at tilsatte noget
af parametren til matricen eller fortynde matricen med det mal at fa "teetliggende” - ikke identiske - praver.

Referenten bgr fremstille en tilstreekkelig samlet prevemangde, saledes at det er muligt dels at
homogenitetsteste pravemangden, dels at fremsende ekstra prgve til laboratorier om ngdvendigt. Prgver kan
gdelegges eller bortkomme under transport, ekstra afprgvningslaboratorier kan komme til, og
afprevningslaboratorier kan af forskellige arsager bede om nye/mere prgve. En pravemangde, svarende til
det dobbelte af det estimerede optimale behov, bar veere tilstreekkelig.

Preverne skal nummereres og distribueres som "blinde", det vil sige uden reference til statistisk model,
indhold og identitet. Hvis det er kritisk at en vis mangde skal indvejes far analyse eller at praven skal
forbehandles pa en speciel made, kan man angive et passende koncentrationsniveau og eller prevetype
(matrice). Mangden af prgve/beholder skal afpasses til det faktum, at afprevnings- laboratorierne kun skal
analysere prgven én gang (man ma ikke kunne gentage analysen). Sammen med afpregvningsprgverne
fremsendes 1 "gveprgve", der overfor laboratoriet er identificeret - bade med hensyn til matrice og
koncentration.

Preverne i de enkelte emballager til de deltagende laboratorier skal opbevares, emballeres og forsendes
saledes, at man er sikker pa, at alle deltagerne modtager praver med identisk sammensatning.

7.6 Instruktioner til laboratorierne

Proveforsendelserne skal forsynes med en opfordring til laboratorierne om at undersgge preverne ved
ankomsten og umiddelbart meddele det til referenten, hvis praven/praverne er blevet skadet og eller gdelagt
under transport. Laboratorierne skal ogsa skriftligt bekrzfte at de har modtaget praverne. Disse to breve skal
folge med praveforsendelsen. Endvidere skal prgveforsendelsen ogsa indeholde oplysninger om, hvordan
prgverne skal opbevares indtil analysetidspunktet samt - hvis ngdvendigt - oplysninger om analysetidspunkt
(dag og/eller uge).

8. Analyser og resultatskema

Referenten skal sammen med prgverne fremsende specifikke afprgvningsinstruktioner, hvoraf det skal
fremga, hvis f.eks. praverne skal analyseres i en bestemt reekkefalge. Det er vigtigt at laboratorierne er
opmarksomme pa at preverne skal analyseres under repeterbare forhold, (samme apparatur, laborant, og
inden for kort tid). Alle deltagere skal endvidere have en kopi af NMKL"s almene afprgvningsinstruktioner -
bilag 4.

Prgvningslaboratoriet skal sammen med preverne ogsa have et resultatskema, hvoraf det fremgar, hvor
mange prgver forsendelsen bestar af, deres koder, og hvor mange gange hver prgve skal analyseres.
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Resultatskemaet skal ogsa angive, med hvor mange cifres ngjagtighed eller med hvor mange decimaler,
resultatet skal opgives. Alle data, der benyttes til at beregne resultatet skal ogsa anfgres pa resultatskemaet -
inklusiv enheder pa data - undtaget er dog resultater, der produceres af analyseudstyret selv - typisk via
indbyggede kalkulatorer.

Deltagerne skal opfordres til at udfylde resultatskemaet med skrivemaskine eller ekstra tydelige cifre for at
udelukke risikoen for fejlagtige angivelser. Endelig skal skemaet give deltagerne mulighed for kommentarer.
I bilag 5 er anfart en checkliste for, hvilket indhold og oplysninger et resultatskema kan/bgr have.

Laboratorierne skal endvidere have at vide, at de skal udfgre analysen pa "gveprgven" fer de begynder pa de
egentlige afpravningsprever. Hvis "gvepraven™ giver anderledes resultater end det fra referenten oplyste, ma
laboratoriet ikke analysere afprgvningsprgverne, far fejlen ved udstyr, betjening, forbehandling eller andre
forhold er fundet og dokumenteret i orden ved en ny "gveprave". Hvis der opstar problemer med "gveprgven"
i gvrigt, skal laboratoriet uden tgven tage kontakt til referenten. Hvis problemerne ikke kan lgses indenfor
afprevningens gvrige tidsplan, bar laboratoriet ikke deltage i afprgvningen.

Endelig skal laboratorierne indprentes, at deltagerne under ingen omstendigheder ma afvige fra det
fremsendte metodeforslag. Hvis dette alligevel sker, skal dette samt arsagen hertil angives pa resultatskemaet.
Referenten skal meddele laboratoriet ved fremsendelse af prgverne, at safremt der konstateres afvigelser fra
metodeforslaget, er det hgjst sandsynligt, at de producerede data bliver udelukket ved den efterfglgende
statistiske behandling.

Hvis det er ngdvendigt, at analyserne udferes en speciel dag, skal resultatskemaet ogsa rumme et felt for
udfyldelse af analysedato.

9. Statistisk behandling af tilbagesendte data

Nar referenten har modtaget samtlige data fra laboratorierne, skal alle data behandles. Hvor der er modtaget
radata fra laboratorierne, skal resultaterne beregnes i medfer af de formler, der er beskrevet i metodeforslaget.
Beregningerne skal gennemfgres uden afrunding, mens der regnes og farst afrundes til slut til det antal
betydende cifre og/eller de antal decimaler, der er anfart i metodeforslaget.

Den statistiske behandling bestar af syv trin:

undersggelse af valide data

variansanalyse pa valide data

outlier-tests ved Cochran og Grubbs

variansanalyse pa ikke out-lier data

estimering af gennemsnit, repeterbarhed og reproducerbarhed
estimering af Horrat-veerdier

vurdering af metoden

9.1 Undersggelse af valide data

Kun valide data ma indga i den efterfalgende statistiske analyse. Valide data er data, som det deltagende
laboratorium ikke har nogen grund til at antage er forkerte. Invalide data forekommer, f.eks. nar metoden ikke
er blevet fulgt eksakt, en ikke-linesr kalibreringskurve er benyttet, selvom der forventedes en liner,
analyseudstyret har ikke fungeret tilfredsstillende, tabte delpraver, separation ikke tilfredsstillende
(kromatografi), uventede reaktioner (kemiske eller mikrobiologiske) er opstaet og andre atypiske fa&enomener
har forekommet.

Vurderingen af valide data sker typisk fra de kommentarer til prgverne, som de deltagende laboratorier har
anfert pa deres resultatskema.

Nar alle data er modtaget og valide data er sat i tabelform (lab.kode med tilhgrende prgvenumre =original
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analysedata), ber disse sendes til hvert enkelt laboratorium med henblik pa korrekturleesning af tallene (hver
enkelt laboratorium skal dog kun have sin egen labkode at vide).

9.1.1 Variansanalyse pa valide data

Afprgvningen gennemfgres som enten Uniform-level (skjulte parallelpraver) eller Split-level (ikke identiske
prgver, men to prever med tetliggende koncentration) eller som en kombination af disse - nogle materialer
som Uniform-level og andre som Split-level.

De statistiske analyser gennemfgres for hver kombination af "par"”. Det vil sige, at resultaterne afkodes og
parres to og to, s& man opnar samhgrende talset for hvert materiale.

Der gennemfares farst en ensidet variansanalyse pa alle valide data og for hvert pravepar uden eksklusion af
outliers. Skemaer til opgarelse af statistiske data er vist i bilag 6.

9.1.1.1 Beregning af statistiske parametre ud fra "uniform” afprgvning

Elve laboratorier har rapporteret resultat fra enkeltbestemmelser pa to praver (a og b), som forekom i
afprgvningen som skjulte parallel-prgver. Differensen w = a - b samt middelvardien y beregnes. Eksemplet
er en del af eksemplet under avsnitt 11.1. vedrgrende Pglse 1.

Laboratorium a b w y

1 7,8 7,6 0,2 7,70
2 8,8 7,2 1,6 8,00
3 7,7 9,7 -2,0 8,70
4 8,7 8,5 0,2 8,60
5 7,8 7.4 0,4 7,60
6 9,0 9,2 -0,2 9,10
7 8,1 8,4 -0,3 8,25
8 9,9 9,7 0,2 9,80
9 7,6 7,9 -0,3 7,75
10 8,4 8,3 0,1 8,35
11 7,8 8,4 -0,6 8,10
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Berakning av statistiska parametrar fran en "'uniform’ avprovning. | exemplet har anvants de varden
som finnes tabulerade pa foregdende sida.

Steg | Funktion Display Storhet
1. Mata inn w-vardena
2. Berdkna summan av w-vardenas kvadrater 7,43000 Tw
3. Berakna Sw?/2n, dar n =1 antalet laboratorier. 0,33773 s’

Detta varde ar inom-laboratorievariansen

Radera ut w-vardena

4.
5. Mata inn y-vardena
6

Berdkna summan av y och dividera med n, der n = antalet | 8,35909 m
laboratorier (Xy/n). Detta ar medelvardet
7. Berakna standardavvikelsen for y 0,66250 Sy
8. Kvadrera standardavvikelsen for y 0,43891 s,
9 Berdkna mellanlaboratorievariansen ur formeln 0,27004 s’

SL2 = sz — (Sr2/2)

10. Berakna variansen for reproducerbarhet ur

srP=s2+s? 0,60777 Sk’
11. Berakna standardavvikelserna for repeterbarhet

s, och reproducerbarhet s, ur formlerna

s, = Vs 0,58114 s,

SR = \/SRZ 0,77960 SR

12. Berakna relativ standardavvikelse for repeterbarhet RSD, och
reproducerbarhet RSDg ur formlerna

RSD, = (s,//m) x 100 6,95219 RSD,
RSDg = (sr/m) x 100 9,32637 RSDr

13. Berakna repeterbarhets- och reproducerbarhetsvardena r och R
ur formlerna

r=2,8xs;, 1,62720 r
R =2,8xsr 2,18288 R
14. ;I'F?grsati)sk RSD;(1 05i0g C) 2,9058 (RSDR)teoretisk
R )teoretisk — '
15. HorRat verdi: 3,2062 HorRat

(RSDR)observert/( RSDR)teoretisk

*) Detta varde kann antecknas for senare anvanding i samband med extremvardesanalysen.
Teoretisk RSDg: Da enheden er g/100g ganges med 107

Observera, att om det erhallna vérdet for sg er lagre an vardet for s,, skall sz anges som ='s;.

Resultatene skal angis i tabell, se under 11.1, prave Pglse 1. Merk spesielt med hvilken ngyaktighet de
ovenfornevnte verdiene er angitt i tabellen under 11.1.

[PA& NMKLs intranettside: www.nmkl.org/intranett, er det tilgjengelig et program i Excel som beregner
repeterbarhet, reproduserbarhet og HorRat verdier, samt sjekker for eventuelle outliere.
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9.1.1.2 Beregning af statistiske parametre ud fra en split-level afprgvning

Ni laboratorier har rapporteret resultater fra enkeltbestemmelser pa to Split-level prever (a og b), som
forekom i afprgvningen som skjulte prgvepar. Differensen w = a-b samt middelvardien y beregnes for hvert
resultatpar. Eksemplet er fra eksemplet under 11.1.

Laboratorium A B W y

1 9,04 8,50 0,54 8,770
2 8,86 8,39 0,47 8,625
3 8,69 8,26 0,43 8,475
4 9,90 9,42 0,48 9,660
5 9,13 8,62 0,51 8,875
6 8,59 8,10 0,49 8,345
7 9,17 8,64 0,53 8,905
8 8,93 8,43 0,50 8,680
9 9,40 8,83 0,57 9,115

Berakning av statistiska parametrar fran en "split-level'" avprévning. | exemplet har anvénts varden
som finns tabulerade pa foregaende sida.

Steg Funktion Display Storhet
1. Mata inn w-vardena *
2. Berakna standardavvikelsen for w-vardena 0,04147 Sw
3. Berédkna  variansen  fér  w-vardena genom att  kvadrera | 0,00086 s°
standardavvikelsen. Dividera darefter detta varde med 2 (sw2/2). Detta
varde ar inom-laboratorievariansen
4. Radera ut w-vardena
5. Mata in y-vardena
6. Berdkna summan av y och dividera med n, dar n = antalet laboratorier
(2y/n). Detta &r medelvardet 8,82778 m
7. Berakna standardavvikelsen for y 0,38844 Sy
8. Kvadrera standardavvikelsen for y 0,15089 syZ
9. Berakna mellan-laboratorievariansen ur formeln
si’=s2—(s/2) 0,15046 s.?
10. Berékna variansen for reproducerbarhet ur
sR°=s’+s’ 0,15132 SR
11. Berakna standardavvikelserna for repeterbarhet
sy och reproducerbarhet sg ur formlerna
sr= s/ 0,02932 Sr
SR = VsR? 0,38900 SR
12. Berdkna relativ standardavvikelse for repeterbarhet RSD,, och
reproducerbarhet RSDr ur formlerna
RSD; = (s/m) x 100 0,33213 RSD;
RSDg = (sr/m) x 100 4,40654 RSDr
13. Berdkna repeterbarhets- och reproducerbarhetsvardena r och R ur
formlerna
r=28xs 0,08210 r
R=28xsr 1,08920 R
14. Teoretisk RSDgr 2,88200 (RSDR )teoretisk
(RSDR)teoretisk =2(1 - 0.5l C)
15. HorRat verdi: 1,52899 HorRat
(RSDR)observert’(RSDR)teoretisk

*) Om alla w-vérden har samma fértecken (+ eller -) kan de matas in utan fortecken. Om w-vardena har olika fortecken
skall fortecknen ocksa matas in.

Teoretisk RSDg: Da enheden er g/100g ganges med 107
Observera, att om det erhallna vardet for sg er lagre an vérdet for s,, skall sz anges som =s.
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9.1.2 Qutlier-tests ved Cochran og Grubbs

Preecisionsparametrene repeterbarhed og reproducerbarhed skal ogsa angives for de accepterede data, det vil
sige det resulterende dataset, der fremkommer, nar de (hvis de findes) ekstremveerdier, der skal findes ifalge
IUPAC-reglerne, er frasorteret.

Der skal udfares to tests: Cochran-testen og Grubbs-testen. De skal udfgres i henhold til “flow-sheetet” (bilag
7) . Bade Cochran- og Grubbstesten skal udferes pa samtlige relevante talpar: Uniform-level pa
sammenhgrende skjulte parallelpraver og Split-level pd sammenhgrende resultatpar for de 2 praver, der
indgar i Split-level-designet. Hvis man har afprgvet metoden pa 4 matricer pa hver sit koncentrationsniveau,
har hvert laboratorium typisk lavet 8 praver (4 x 2), hvorfor der skal laves 4 statistiske analyser for outliers.

Cochran-testen tester talmaterialet for ekstreme forskelle i talsattet fra det enkelte laboratorium i forhold til
de gvrige laboratorier.

Fra parallelle resultat-par beregnes kvadratet pa differensen for hvert af de deltagende laboratorier. Herefter
summeres disse kvadrater. Den stgrste kvadrat divideres med summen af alle kvadraterne og multipliceres
med 100. Den beregnede kvotient kaldes Cochran-verdien, som indikerer en ekstremveerdi, hvis kvotienten
overstiger den kritiske veerdi for det pagaldende antal laboratorier, der deltager i afprgvningen. Tabel er
angivet i bilag 8.

Grubbs-testen tester talmaterialet for ekstreme gennemsnit pa enkelte laboratorier i forhold til de gvrige
laboratorier. Grubbs-testen skal udfares pa middelveerdien af de indgaende talpar for hvert laboratorium. Der
er tale om to tests: en enkelt Grubbs og en dobbelt Grubbs.

Testene identificerer de laboratorier, som har opnaet ekstreme middelverdier (=laboratoriemiddel- veerdier)
for de enkelte sammenhgrende resultatpar.

Fra parallelle resultat-par beregnes middelverdien for hvert laboratorium og derefter standardafvi- gelsen for
laboratorie-middelveerdierne (s). Den fundne standardafvigelse sammenlignes med:

1) ien enkel Grubbs-test med den standardafvigelse, man kan beregne, nar man enten udelukker laboratoriet
med den hgjeste middelvardi eller laboratoriet med den laveste middelveardi, henholdsvis sy 0g s¢

2) i en dobbelt Grubbs-test med den standardafvigelse, man kan beregne, nar man enten udelukker de 2
laboratorier med
a) de to hgjeste middelveerdi sy
b) de to laveste middelveerdi s,
c) den hgjeste og den laveste middelvaerdi s. 4

Dobbelt Grubbs-test udfgres kun, nar der ikke er fundet ekstremverdier ved enkelt-Grubbs test, jeevnfer
flowsheetet i bilag 7.

Enkel Grubbs test-veerdi: Udeluk det hgjeste laboratoriemiddelveerdi og beregn de resterende
laboratoriemiddelveerdiers standardafvigelse sy. Beregn pa samme made standardafvigelsen med det laveste
laboratoriemiddelveerdi udelukket - s,. Beregn herefter den procentuelle reduktion i standardafvigelse - enkel
Grubbs-verdien:

Hvis sy er mindre end s, beregnes veerdien Gy = 100 X (1 - sp/s)
Hvis s_ er mindre end sy, beregnes veerdien G, = 100 X (1 - s./)

Enkel-Grubbs vardien indikerer, at der er tale om en ekstremvardi, hvis den beregnede veerdi er hgjere end
den kritiske veerdi, som kan findes i enkelt-veerdi-kolonnen (kolonne 3) i tabel i bilag 8.

22



Dobbelt-Grubbs test-veerdi: Beregn dobbelt Grubbs-veardien pa samme made som ved enkelt Grubbs, men
udeluk de to hgjeste laboratoriemiddelveerdi og beregn de resterende laboratoriemiddelvaerdiers
standardafvigelse s,4. Beregn pa samme made standardafvigelsen med de to laveste laboratoriemiddelverdier
udelukket - s, .

Dobbelt-Grubbs veerdien indikerer, at der er tale om en ekstremveerdi, hvis den beregnede verdi er hgjere end
den kritiske veerdi, som kan findes i dobbelt-vaerdi-kolonnen (kolonne 4) i tabel i bilag 8. Hvis den
beregnede veerdi er hgjere end tabel-veerdien, udelukkes de bergrte gennemsnit, hvis ferre end 22% af
samtlige gennemsnit bliver fjernet ved denne procedure. Husk at fglge flowsheetet i bilag 7.

Hvis der ikke er ekstremverdier ved den foregaende beregning, udfares falgende beregning:

Beregn standardafvigelsen med det laveste og det hgjeste laboratoriemiddelveerdi udelukket sy . Denne
dobbelt-Grubbs veerdi indikerer, at der er tale om ekstremveerdier, hvis den beregnede verdi er hgjere end den
kritiske veerdi, som kan findes i dobbelt-vaerdi-kolonnen (kolonne 5) i tabel i bilag 8.

Hvis den beregnede vardi er hgjere end tabel-vaerdien, udelukkes de bergrte gennemsnit, hvis ferre end 22%
af samtlige gennemsnit bliver fjernet ved denne procedure.

Cochran: Kritiske veerdier ved 2,5%-forkastelsesniveau (1-sidet) for kvotienten mellem den maksimale
varians og den totale varians, udtrykt som procent. Antal “gentagelser" i resultatparret er 2 for hvert
laboratorium.

Hvis der er flere gentagelser end 2 pr. laboratorium, kan de relevante kritiske veardier fas fra den reviderede
IUPAC-protokol.

Grubbs: Kritiske veerdier ved 2,5%-forkastelsesniveau (2-sidet), 1,25 %-forkastelsesniveau (1-sidet), udtrykt

som procent reduktion i standardafvigelse forarsaget af fjernelse af de(n) ekstreme veerdi(er).

9.1.2.1 Eksempler pa outliertest

Jvf. Bilag 7 (viser et flowdiagram for outliere).

Eksempel pa udelukkelse med Grubb’s test.
Split-level afpravning, samme eksempel fra 9.1.1.2, med untak af verdiene for lab nr 4.

TAB A Lab nr a b w w*w y

1 9,04 8,50 0,54 0,2916 8,77
2 8,86 8,39 0,47 0,2209 8,63
3 8,69 8,26 0,43 0,1849 8,48
4 10,40 | 10,10 0,30 0,0900 10,25
5 9,13 8,62 0,51 0,2601 8,88
6 8,59 8,10 0,49 0,2401 8,35
7 9,17 8,64 0,53 0,2809 8,91
8 8,93 8,43 0,50 0,2500 8,68
9 9,40 8,83 0,57 0,3249 9,12
3 2,143
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TAB B

Steg
1 n 9
Sw (standardafv. for w-vaerdierne) 0,07949
2 Sw’/2 (variansen for w-veerdierne) Sr? 0,00316
3
4
5 Sumy 80,04
6 m = Sum y/n (middelveerdi) 8,89
7 s, (standardafvigelsen for y) 0,5589
8 s, 0,31232
9 s’ =s,” - (s//2) (varians mellem lab.) 0,31074
10 |sg®=s/’+s/’ 0,31390
11 |sr=+s’ 0,0562
sr=\sg’ 0,5603
12 RSD; (s/m)*100 0,6321
RSDg = (sr/m)*100 6,2998
13 r=2,8%, 0,1574
r=2,8"sg 1,5687
C 0,0889
log c -1,05
1-(0,5*1ogC) 1,53
log 2 0,3010
log(RSDg teoretisk) 0,4592
14 RSDg teoretisk 2,880
RSDg beregnet 6,300
15 Horrat-veerdi 2,1874

Cochran-test for identificering af ekstem forskelle i paralle resultater

1) Beregn (w*w) for hvert laboratorium og lseg sammen (se TAB A ) 2,143
2) Identificer den hgjeste differens , w*w max. Her lab 1 0,325
3) Beregn w*w max*100/sum w*w (= 0,3249*100/2,143) 15,2
4) Tabelveerdi for laboratorie-antal 69,3

Udeluk
LAB.
NR.

Hvis den beregnede veerdi > tabelvaerdien foreligger den hgjeste veerdi en Cochran-ekstremvaerdi.
Siden den beregnede veerdi (15,2) < tabelvaerdi (69,3) er det ingen outlier i henhold til Cochran-test.

Enkelt Grubbs-test for identificering af hgj og lav middelveerdi.

1

N o o WN
DO

8

Middelveerdiernes standardafvigelse (TAB B steg 6)

Find den hgjeste middelvaerdi (TAB A)
Middelvaerdiernes standardafv. (hgjeste vaerdi udeladt) sy
Find den laveste middelveerdi

Middelvaerdiernes standardafv. (laveste veerdi udeladt) s,
Find den mindste veerdi af de to standardafvigelser
Beregn enkelt Grubbs-veerdi Gy=100*(1-(sp/s)
Tabelveerdi for laboratorieantal:

0,559
10,250

0,247
8,350

0,556
0,247
55,8
46,8

Udeluk
LAB.
NR.

Siden den beregnede veerdi (55,8)> tabelveerdi (46,8) er lab nr 4 en outlier i henhold til enkelt Grubbs-test.

Dobbel Grubbs test udferes kun, nar der ikke er fundet ekstremvaerdier med enkel Grubbs test.

Derefter beregnes gennemsnit og presision pa ny, med udeladelse af lab nr 4.
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Eksempel p& udelukkelse med Cochran’stest.

Split-level afprgvning,. samme eksempel fra 9.1.1.2, Pglse 2, med untak af verdiene for lab nr 9.

Evt. en-
Gens. | Gens. |kelt Gens. |Gens. |Gens
Lab

nr a B w wW*W y max | min. Grubbs |2 max [2 min. [ min/max

1 9,04 | 850 | 0,54 0,2916 8,77 | 8,77 | 8,77 8,77 8,77 8,77 8,77

2 8,86 | 839 | 047 0,2209 8,63 | 863 | 8,63 8,63 8,63 8,63 8,63

3 869 | 826 | 043 0,1849 8,48 | 848 | 8,48 8,48 8,48 8,48

4 9,90 | 942 | 048 0,2304 9,66 9,66 9,66 9,66

5 9,13 | 8,62 | 0,51 0,2601 8,88 | 8,88 | 8,88 8,88 8,88 8,88 8,88

6 859 | 810 | 0,49 0,2401 8,35 | 8,35 8,35 8,35

7 9,17 | 8,64 | 0,53 0,2809 8,91 8,91 | 8,91 8,91 8,91 8,91 8,91

8 893 | 843 | 0,50 0,2500 8,68 | 8,68 | 8,68 8,68 8,68 8,68 8,68

9 940 | 725 | 215 4,6225 8,33 | 8,33 | 8,33 8,33 8,33 8,33
Cochran-test for identificering af ekstem forskelle i paralle resultater
1) Beregn (w*w) for hvert laboratorium og lseg sammen 6,581 Udeluk
2) Identificer den hgjeste differens , w*w max. Her lab 1 4,623 LAB.
3) Beregn w*w max*100/sum w*w 70,2 NR.

Tabelveerdi for laboratorie-antal 69,3 9

Hvis den beregnede vaerdi > tabelveerdien foreligger den hgjeste veerdi en Cochran-ekstremveerdi.
Siden 70,2 > 69,3 er lab 9 outlier i henhold til Cochran-test.
Enkelt Grubbs-test for identificering af hgj og lav middelveaerdi.
1) Middelveerdiernes standardafvigelse 0,404 Udeluk
2) Find den hgjeste middelvaerdi 9,660 LAB.
3) Middelveerdiernes standardafv. (hgjeste veerdi udeladt) Sh 0,225 NR.
4) Find den laveste middelveerdi 8,350
5) Middelveerdiernes standardafv. (laveste veerdi udeladt) SL 0,402
6) Find den mindste veerdi af de to standardafvigelser 0,247
7) Beregn enkelt Grubbs-veerdi GH=100*(1-(Sh/s) 44,2
8) Tabelveerdi for laboratorieantal: 46,8
Siden den beregnede veerdi (44,2) < tabelveerdi (46,8) er LAB 4 ingen outlier.
Dobbel Grubbs-test for identificering af to extrem hgje/lave eller en hgj og en lav middelvaerdi
1) Middelveerdiernes standardafv. 0,404 Udeluk
2) Find de to hgjeste middelvaerdier LAB.
3) Middelveerdiernes standardafv.(hvor to hgjeste er udeladt) S2h 0,205 NR.
4) Find de to laveste middelveerdier
5) Middelveerdiernes standardafv.(hvor to laveste er udeladt) S2L 0,412
6) Find den hgjeste og laveste middelveerdi
7) Middelveerdiernes standardafv.(hvor hgj. og laveste er udeladt) SLh 0,211
8) Find den laveste af de 3 standardafv. 0,205
9) Beregn dobb. Grubbs-veerdi G HL= 100*(1-(SHL/S)) 49,2
10) Tabelveerdi for labantal: 61,0

Hvis den beregnede Grubbs-vaerdi > tabelveerdi er de pagaeldende. Middelveerdier ekstremveerdier, der ude-

lukkes. | dette eksemplet er der ingen outliers i henhold til dobbel Grubbs-test.
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10. Kriterier for godkendelse af metoder

Samtidig med at IUPAC-1987 anbefalingerne for udfarelse af metodeafpravninger blev feerdige, konstaterede
man, at der var et behov for at harmonisere de kriterier, som skal benyttes ved bedemmelse af, hvorvidt en
metode opfylder de krav, der kan stilles til en standardmetode. Efter et omfattende kortleegningsarbejde udfart
af IUPAC, blev deltagerne pa et arbejdsmgde 1989 enige om kriterier, som skal anvendes ved godkendelse af
metoder.

Man har kunnet vise, at safremt preecisionen for en metode udtrykkes som relativ standardafvigelse for
reproducerbarhed RSDg, sd er starrelsen af RSDg sterkt afhengig af parameterkoncen-trationen.
Enslydende RSDg- verdier opnas for samme parameterkoncentration uafhaengig af parameterens natur,
matrice, beregningsmetode med mere. Dette er baggrunden for, at man har lagt sterrelsen af RSDg, til grund
for, om en analysemetode skal anses for at have en acceptabel preacision.

IUPAC’s acceptkriterier, som blandt andet kreever at afprgvningen har fulgt IUPAC-1987 anbefalingerne
samtidig med at ikke alt for mange verdier er bestemt som outliers, gar under navnet IUPAC-1989
anbefalingerne : Pocklington, W. D. (1990) Harmonized Protocol for the Adoption of Standardized
Analytical Methods and for the Presentation of their Performance Characteristics og indeberer, at en metode
kan godkendes som standardmetode, hvis falgende krav er opfyldt:

1) Metodeafprgvningen og den statistiske behandling af analyseresultaterne er gennemfart efter
principperne i de reviderede IUPAC-regler

2)  Nar samtlige relevante (valide) analysesvar er undersggt for forekomst af outliers, og det viser sig
at hgjst 1 ud af 5 pragver indeholder mere end 20% uforklarlige outliers (hgjst 2 outliers/10
laboratorier eller hgjst 2 prever/10 prgver indeholder mere end 2 outliers)

3)  De beregnede verdier for relativ standardafvigelse for reproducerbarhed (RSDg) ved den aktuelle
parameterkoncentration, udtrykt som koncentrationsforhold er mindre end verdierne i falgende
tabel:

Relation mellem koncentration og RSDg

Koncentra- <10” 107 10% 10° 104 10° 102 10 1
tionsforhold
RSDg(%) 23 23 16 11 8 56 4 28 2

Bemarkning 1
Koncentrationsforholdet er 1 for koncentrationer omkring 100 %, koncentrationsforholdet er 107 for

koncentrationen 10% af parametren og sa videre.

Bemerkning 2:
Verdierne i ovenstaende tabel er for RSDg beregnet udfra formlen

RSDR — 2(1-0,5Iog C) — 2c-0,l505
hvor C er parametrens koncentration. Ligningen er fremkommet empirisk fra undersggelser af mange
hundrede metodeafpravninger, omfattende et stort antal analyter, matricer og maleteknikker.
Beregninger skal foretages ved hjelp af formlen, - ikke ud fra tabellen. Nogle af koncentrationerne i tabellen
er estimerede.

IUPAC-1989 anbefalingerne konstaterer, at har man ikke anden information, skal veerdien for relativ
standardafvigelse for reproducerbarhed (RSDg) for den aktuelle parameterkoncentration, som er 0,5 - 2 gange
hgjere end de i tabellen angivne, anses for at veere acceptable. Dette benavnes ogsa som HorRat veerdier.

HOfRat V%rdien = (RSDR)ObSBWert / (RSDR)beregnet
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(HorRat veerdien bgr veere mellom 0,5 og 2.)

Den relative standardafvigelse for repeterbarhed (indenfor-laboratorievariationen) RSD, er oftest 0,5 til 0,67
gange RSDg.

Tolkningen af de statistiske resultater kan altsa indebzre, at metoden ikke kan godkendes i den afpravede
form, safremt iseer punkt 2 (antallet af outliers) ikke er opfyldt. I nogle tilfelde bliver repeterbarheden (r)
starre end reproducerbarheden (R). | disse tilfeelde seettes

reproducerbarheden lig repeterbarheden.

11. Udarbejdelse af afprgvningsrapport

Det er referentens opgave at udarbejde en afpregvningsrapport.

Eksempel pa afprgvningsrapport er vedlagt som Bilag 9. Den kan affattes pa dansk, svensk, norsk eller
engelsk.
Afprgvningsrapporten skal indeholde alle valide data, som afprgvningslaboratorierne har afleveret.

Rapporten skal indeholde den statistiske analyse, der er udfert i forbindelse med evaluering af data.
Rapporten skal specificere hvilke resultater, som eventuelt er fundet som outliers. De statistiske parametre
skal medtages bade for samtlige valide data og for de for outliers reducerede data. Eventuelle undersggelser
med hensyn til opklaring af arsagerne til outliers skal medtages.

Alle de deltagende laboratorier skal nevnes ved navn.

Resultatet af de statistiske analyser, udfart separat for hver enkelt af praverne skal praesenteres i tabelform, og
falgende oplysninger skal medtages:

. Antal deltagende laboratorier

antal modtagne valide data

antal accepterede resultat (valide data - outliers)

middelveerdi for resultatet*

rigtigt eller accepteret veerdi (hvis kendt)

genfinding af parameter (recovery) - hvis relevant

standardafvigelse for repeterbarhed s,*

standardafvigelse for reproducerbarhed sg*

relativ standardafvigelse for repeterbarhed RSD,*

relativ standardafvigelse for reproducerbarhed RSDg*

repeterbarhedsveerdi (r)*

reproducerbarhedsverdi (R) *

de beregnede HORRAT-verdier

Disse data skal medtages bade far og efter udelukkelse af eventuelt outliers

* ¢ o o o o o o o o o o o

Et eksempel pa en resultattabel efter ovenstdende model findes pa naste side. Bemaerk at praverne listes i
stigende koncentrationsreekkefaglge. Laboratorierne skal ikke identificeres i rapporten sammen med deres
prover.

Rapporten identificeres med forside, hvorpa der er angivet: Behov for ny analysemetode ..., samt titlen pa
metoden. Rapporten sendes til kontaktperson/medreferent til kommentering. Disse kommentarer sendes
tilbage til referenten, som herefter indarbejder disse - (I det omfang rapporten &ndres som fglge af
kommentarer fra kontaktpersoner far rapporten et nyt udgave nr. Denne rapport sendes til GS, som
videredistribuerer den til nationalkomitéerne. Nationalkomitéerne diskuterer rapporten, afgiver kommentarer
til GS, som fremlaegger sagen til beslutning pa farstkommende AU eller arsmade.

Sammen med rapporten medsender referenten al relevant skriftlig kommunikation mellem referent og
deltagende laboratorier, som er foregaet far, under og efter afprgvning. Dette materiale arkiveres hos GS
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som dokumentation og baggrundsmateriale for afprgvningen.

Safremt arsmgdet godkender afpravningsrapporten, bedes referenten om at udarbejde den undersggte metode
i det omfang og det layout, som NMKL foreskriver (Bilag 10).

Referenten skal udarbejde teksten pa enten dansk, norsk eller svensk samt engelsk.. Referentens arbejde er
herefter i princippet slut. GS overtager det videre forlgb og serger for metodens trykning og videre
granskning. Referenten forventes dog, at stille sig til radighed for GS, nar det geelder korrekturleesning med
videre af den endelige tekst samt udarbejdelse af "ledsagetekst”, som sammen med metoden preaesenteres pa
nordisk sprog i NMKL's informationsblad "NMKL-nyt". Desuden oversattelse af ledsageteksten til engelsk
til brug for distributionen af engelske versioner af metoden til NMKL's internationale samarbejdspartnere.

| forleengelse af at arsmadet godkender afprgvningsrapporten og dermed godkender en metode til publicering
som NMKL-metode, kan arsmgdet beslutte, at man gnsker at nationalkomiteerne far den endelige
metodetekst til behandling fer trykning.

Metoden vil spraggranskes fgrhen den granskes af aktuell subkomiteformand og af NMKLs formand.
Metoden vil bli publiceret pa et skandinavisk sprak samt pa engelsk og finsk.

11.1 Eksempel pé& en tabel, som repreesenterer statistiske resultater fra en
metodeafprgvning: Bestemmelse af fedt i kgdvarer. (1 matrice; 1-2 materialer) afheengig af
typen af pglser.

Pglse 1 Paglse 2

Antal laboratorier 11 9
Antal resultater 22 18
Antal accepterede laboratorier 11 8
Antal accepterede resultater 22 16
Middelveerdi og preecisionsparametre/ alle veerdier

Middelveerdi (g/100 g) 8,36 8,931
Standardafvigelse for repeterbarhed, sr (g/100 g) 0,58 0,035
Rel. Standardafvigelse for repeterbarhed, RSDr (%) 7,0 0,39
Repeterbarhedsveerdi, r (9/100 g) 1,63 0,098
Standardafvigelse for reproducerbarhed, Sg (g/100 g) 0,78 0,84
Rel. Standardafvigelse for reproducerbarhed, RSDg (%) 9,3 9,4
Reproducerbarhedsveardi, R (g/100 g) 2,2 2,4
HorRat 3,2 2,9
Middelvardi og praecisionsparametre/ accepterede veerdier

Middelveerdi (g/100 g) 8,36 8,828
Standardafvigelse for repeterbarhed, sr (g/100 g) 0,58 0,029
Rel. Standardafvigelse for repeterbarhed, RSDr (%) 7,0 0,33
Repeterbarhedsveerdi, r (g/100 g) 1,63 0,082
Standardafvigelse for reproducerbarhed, Sk (9/100 g) 0,78 0,39
Rel. Standardafvigelse for reproducerbarhed, RSDg (%) 9,3 4,4
Reproducerbarhedsverdi, R (g/100 g) 2,2 1,09
HorRat 3,2 1,5
Bemeaerkning:

Pglse 1 forela som to skjulte parallelpraver (to prevebeholdere) og pglse 2 som et splitt-level par (to
prgvebeholdere): dobbelt mangde pglse blev homogeniseret. Mangden halveredes. Til halvdelen af
materialet tilsattes et inert emne, som “fortyndede fedt-indholdet” noget. Dette indebar, at peglse nr. 2
forekom som to prgver med lignende, men noget forskeligt analyt-koncentration (= split level par).
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Her er altsd anfert resultater for to afprevningsmaterialer og fire afpr@vningsprever i et snavert
koncentrationsniveau (ca. 9,5 g/100 g). De elleve afprgvningslaboratorier har udfert 4 enkeltbestemmelser.
For pelse 1 er HorRat vardien over 2, og man ma da spegrge seg om resultaterne fra afprgvningen viser at
metoden ikke holder mal eller om den likevel kan godkennes. Nationalkomiteene ma ngje vurdere metoden
sammen med referent og kontaktpersoner. For pglse 2 har 2 laboratorier indsendt irrelevante resultater (de
har meddelt, at de har afviget fra metoden) og er derfor ikke medtaget. Dertil er et laboratorium udelukket
for pelse 2°s vedkommende pa grund af rapporterede ekstremveerdier.
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