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NARIZENI KOMISE (EU) & 278/2012
ze dne 28. bfezna 2012,

¥

kterym se méni nafizeni (ES) ¢ 152/2009, pokud jde o stanoveni obsahu dioxini a
polychlorovanych bifenyli

(Text s vyznamem pro EHP)

EVROPSKA KOMISE,
s ohledem na Smlouvu o fungovani Evropské unie,

s ohledem na nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES)
¢. 882/2004 ze dne 29. dubna 2004 o dfednich kontrolich
za Gcelem ovéfeni dodrzovani pravnich pfedpist tykajicich se
krmiv a potravin a pravidel o zdravi zvifat a dobrych Zivotnich
podminkdch zvifat ('), a zejména na ¢l. 11 odst. 4 uvedeného
nafizeni,

vzhledem k témto davodim:

(1)  Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2002/32/ES ze
dne 7. kvétna 2002 o nezddoucich litkdch v krmivech (?)
stanovi maximdlni obsahy dioxinti, furanti a polychloro-
vanych bifenyld (PCB) v krmivech a akéni prahy, pii
jejichz piekroceni vedou ¢lenské stity Setieni s cilem
urcit zdroje téchto latek.

(2)  Nafizeni Komise (ES) ¢ 152/2009 ze dne 27. ledna
2009, kterym se stanovi metody odbéru vzorku a labora-
torniho zkous$eni pro ufedni kontrolu krmiv (%), obsahuje
metody pro stanoveni obsahu polychlorovanych
dibenzo-p-dioxint (PCDD) a polychlorovanych dibenzo-
furant (PCDF)) a polychlorovanych bifenylti s dioxinovym
efektem (PCB) v krmivech.

(3)  Pro identifikaci vzorkli s vyznamnym obsahem PCDD|
PCDF a PCB s dioxinovym efektem (nejlépe vybérem
vzorkd presahujicich akéni prahy a zajisténim vybéru
vzorkdl piekracujicich maximdlni obsahy) lze pouzit
vysoce vykonnou screeningovou analytickou metodu
s obecné uznanou validaci. Obsah PCDD/PCDF a PCB
s dioxinovym efektem v téchto vzorcich je tieba urcit
konfirma¢ni analytickou metodou. Proto je vhodné
stanovit piislusné pozadavky na screeningovou metodu,
kterd zajisti, ze mira falesné vyhovujicich vysledka,
pokud jde o maximdlni obsahy, je nizsi nez 5 %, a piisné
pozadavky na konfirmacéni analytické metody. Konfir-

Toto nafizeni je zdvazné v celém rozsahu

V Bruselu dne 28. bfezna 2012.

(1) UF. vést. L 165, 30.4.2004, s. 1.
() Ut vest. L 140, 30.5.2002, s. 10.
() UK. vést. L 54, 26.2.2009, s. 1.

maéni metody navic umoziluji stanoveni nizkych trovni
pozadi. To je dtlezité pro sledovani vyvoje v ¢ase, posou-
zeni expozice a pro piehodnoceni maximdlnich obsaht
a ak¢nich prahd.

(4) V dasledku zmény maximdlnich obsahéi pro dioxiny
a PCB s dioxinovym efektem a stanoveni PCB bez dioxi-
nového efektu ve smérnici 2002/32[ES a potieby aktu-
alizovat kritéria pro screeningové metody je nezbytné
zménit pravidla pro stanoveni dioxint a PCB v krmivech,
jak jsou stanovena v &asti B piilohy V nafizeni (ES)

¢. 152/2009. Z davodt jasnosti a srozumitelnosti je
vhodné piilohu V ¢ast B nahradit.

(5)  Je velice dulezité, aby byly vysledky analyzy vydavany
a interpretovdny jednotnym zptusobem s cilem zajistit
harmonizované postupy prosazovani piedpist v celé
Unii.

(6)  Piiloha V nafizeni (ES) ¢. 152/2009 by tedy méla byt

odpovidajicim zpiisobem zménéna.

(7)  Opatfeni stanovend timto nafizenim jsou v souladu se
stanoviskem Stdlého vyboru pro potravinovy fetézec
a zdravi zvifat a ani Evropsky parlament ani Rada nevy-
jadiily s témito opatfenimi nesouhlas,

PRIJALA TOTO NARIZENI:
Cldnek 1

Priloha V ¢ast B nafzeni (ES) ¢. 152/2009 se méni v souladu
s pfilohou tohoto nafizeni.

Cldnek 2

Toto nafizeni vstupuje v platnost dvacitym dnem po vyhldseni
v Utednim véstniku Evropské unie.

Pouzije se ode dne vstupu v platnost.

a piimo pouzitelné ve vsech ¢lenskych statech.

Za Komisi
José Manuel BARROSO
predseda
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PRILOHA

V pifloze V naifzen (ES) & 152/2009 se &st B ,STANOVENI OBSAHU DIOXINU (PCDD/PCDF) A PCB S DIOXINOVYM
EFEKTEM“ nahrazuje timto:

,B. STANOVENI OBSAHU DIOXINU (PCDD/PCDF) A PCB
KAPITOLA 1
Metody odbéru vzorkii a interpretace vysledkii zkousek
1. Utel a rozsah

Vzorky ur¢ené pro dfedni kontrolu obsahu polychlorovanych dibenzo-p-dioxind (PCDD), polychlorovanych
dibenzofuranii (PCDF), polychlorovanych bifenylti (PCB) s (*) dioxinovym efektem a PCB bez dioxinového efektu
v krmivech se odebiraji v souladu s ustanovenimi piflohy I. Musi byt pouzity kvantitativni poZadavky tykajici se
kontroly ldtek nebo produkti obsazenych rovnomérné v krmivech, jak je stanoveno v bodé 5.A piilohy I. Takto
ziskané souhrnné vzorky se povaZuji za reprezentativni pro vzorkované partie nebo ¢dsti vzorkované partie.
Dodrzeni maximélnich hodnot stanovenych ve smérnici 2002/32/ES se posuzuje na zdkladé obsaht urcenych
v laboratornich vzorcich.

(*) Tabulka koeficientl toxické ekvivalence (TEF) pro dioxiny, furany a PCB s dioxinovym efektem:
WHO-TEF (toxické ekvivalen¢ni faktory Svétové zdravotnické organizace) pro hodnoceni nebezpecnosti pro
clovéka vychdzejici ze zdvért zaseddni odborniki Svétové zdravotnické organizace (WHO) - Mezindrodni
program chemické bezpecnosti (IPCS), které se konalo v Zenevé v ervnu 2005 (Martin Van den Berg et al.,
2005. The 2005 World Health Organization Re-evaluation of Human and Mammalian Toxic Equivalency
Factors for Dioxins and Dioxin-like Compounds. Toxicological Sciences 93(2), 223-241 (2006)).

Kongener Hodnota TEF Kongener Hodnota TEF
Dibenzo-p-dioxiny (,PCDD*) PCB ,s dioxinovym efektem“
a dibenzofurany (,,PCDF*) Non-orto PCB + Mono-orto PCB
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 Non-orto PCB
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 PCB 77 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB 81 0,0003
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 126 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 PCB 169 0,03
OCDD 0,0003

Mono-orto PCB

2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 105 0,00003
1,2,3,7,8-PeCDF 0,03 PCB 114 0,00003
2,3,4,7,8-PeCDF 0,3 PCB 118 0,00003
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 PCB 123 0,00003
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 156 0,00003
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 157 0,00003
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00003
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 PCB 189 0,00003
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01

OCDF 0,0003

Pouzité zkratky: ,T = tetra; ,Pe“ = penta; ,Hx“ = hexa; ,Hp“ = hepta; ,0“ = okta; ,CDD*“ = chlordibenzo-p-dioxin; ,CDF* =
chlordibenzofuran; ,CB“ = chlorbifenyl.

Pro tcely této cdsti piflohy V se pouziji definice uvedené v piiloze I rozhodnuti Komise 2002/657/ES ze dne
14. srpna 2002, kterym se provadi smérnice Rady 96/23[ES, pokud jde o providéni analytickych metod
a interpretaci vysledkd (**).

(*) UK. vést. L 221, 17.8.2002, s. 8.
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DodrZeni maximélniho obsahu ve vzorkované partii nebo v &isti vzorkované partie
Pokud jde o PCB bez dioxinového efektu

Vzorkovand partie je v souladu se specifikaci, pokud vysledek zkousky nepfekro¢i prislusny maximalni obsah pro
PCB bez dioxinového efektu stanoveny ve smérnici 2002/32/ES pii zohlednéni nejistoty méfeni.

Vzorkovand partie nevyhovuje specifikaci, pokud horni (***) odhad vysledku zkousky konfirmovany opakovanou
zkouskou (****¥) prekracuje pfislusny maximdlni obsah stanoveny ve smérnici 2002/32/ES pfi soucasném zohled-
néni nejistoty méfeni.

Nejistotu méfeni Ize zohlednit jednim z téchto zpfisobii:

— zapoctenim rozsifené nejistoty pii pouziti faktoru pokryti 2, ktery odpovidd hladiné spolehlivosti asi 95 %.
Vzorkovand partie nebo jeji ¢dst nespliuje podminky, pokud naméfend hodnota, od niZz se odecte U,
piesahuje maximdlni obsah,

— stanovenim rozhodovaci meze (CCa) v souladu s bodem 3.1.2.5 prilohy I rozhodnuti 2002/657/ES. Vzor-
kovand partie nebo jeji ¢dst nespliiuje podminky, pokud se naméfend hodnota rovnd CCa, nebo je vyssi.

Uvedend pravidla interpretace se pouZiji pro vysledky zkousek ziskané u vzorkd pro tfedni kontrolu. U zkousek
pro tcely obhajoby nebo rozhod¢iho fizeni se pouziji vnitrostdtni predpisy.

(**) Koncept ,horntho odhadu“ vyzaduje pro piispévek kazdého nekvantifikovaného kongeneru pouziti
hodnoty meze kvantifikace. Koncept ,dolntho odhadu® vyzaduje pro piispévek kazdého nekvantifikova-
ného kongeneru pouziti nulové hodnoty. Koncept ,stfedniho odhadu“ vyzaduje pro vypocet piispévku
kazdého nekvantifikovaného kongeneru pouziti poloviny hodnoty meze kvantifikace.

(**¥) Opakovand zkouska je nutnd k vylouceni moZnosti vnitini kifzové kontaminace nebo ndhodného
promichdni vzorkd. Vzhledem k nejistoté méfeni se pro ovéfeni souladu pouzije prvni zkouska. Je-li
zkouska provddéna v rdmci kontaminacni aféry, lze od konfirmace opakovanou zkouskou upustit,
pokud lze zpétné vysledovat spojitost vzorkl vybranych pro analyzu s danou kontamina¢ni aférou.

Pokud jde o PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem

Vzorkovand partie je v souladu se specifikaci, pokud vysledek jedné zkousky

— provedené screeningovou metodou s mirou falesné vyhovujicich vysledkd nizsi nez 5 % naznacuje, Ze obsah
nepfesahuje pfislusny maximdlni obsah pro PCDD/PCDF a pro soucet PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym
efektem stanovené ve smérnici 2002/32/ES,

— provedené konfirma¢ni metodou nepifekro¢i piislusny maximalni obsah pro PCDD/PCDF a pro soucet PCDD/
PCDF a PCB s dioxinovym efektem stanoveny ve smérnici 2002/32[ES, pii zohlednéni nejistoty méfeni.

U screeningovych zkousek se pro rozhodnuti o souladu vzorku s pfislusnymi sledovanymi trovnémi stanove-
nymi bud pro PCDD/PCDF nebo pro soucet PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem stanovi mezni hodnoty.

Vzorkovand partie nevyhovuje specifikaci, pokud horni (*****) odhad vysledku zkousky ziskany konfirmaé¢ni
metodou a konfirmovany opakovanou zkouskou prekracuje pfislusny maximalni obsah stanoveny ve smérnici
2002/32[ES pfi soucasném zohlednéni nejistoty méfeni (*****¥),

Nejistotu méfen{ lze zohlednit jednim z téchto zpiisobii:

— zapoctenim rozsifené nejistoty pii pouziti faktoru pokryti 2, ktery odpovidd hladiné spolehlivosti asi 95 %.
Vzorkovand partie nebo jeji ¢ast nespliuje podminky, pokud naméfend hodnota, od niz se odecte U,
piesahuje maximalni obsah, v pfipadé samostatného stanoveni PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem
se soucet odhadované rozsifené nejistoty méfeni samostatnych vysledk zkousek u PCDD/PCDF a PCB
s dioxinovym efektem musi pouzit pro soucet PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem,

— stanovenim rozhodovaci meze (CCa) v souladu s bodem 3.1.2.5 piilohy I rozhodnuti 2002/657ES. Vzor-
kovand partie nebo jeji ¢dst nespliuje podminky, pokud se naméfend hodnota rovnd CCa, nebo je vyssi.
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Uvedend pravidla interpretace se pouZiji na vysledky zkousek ziskané u vzorkd pro dfedni kontrolu. U zkousek
pro tucely obhajoby nebo rozhod¢iho fizeni se pouziji vnitrostatni predpisy.

(***) Koncept ,horntho odhadu“ vyzaduje pro piispévek kazdého nekvantifikovaného kongeneru pouziti
hodnoty meze kvantifikace. Koncept ,dolntho odhadu“ vyzaduje pro prispévek kazdého nekvantifiko-
vaného kongeneru pouziti nulové hodnoty. Koncept ,stfedniho odhadu* vyzaduje pro vypocet pifspévku
kazdého nekvantifikovaného kongeneru pouziti poloviny hodnoty meze kvantifikace.

(%) Opakovand zkouska je nutnd k vylouceni moZnosti vnitini kifZové kontaminace nebo ndhodného
promichani vzorkd. Vzhledem k nejistoté méfeni se pro ovéfeni souladu pouzije prvni zkouska. Je-li
zkouska provddéna v rdmci kontaminacni aféry, lze od konfirmace opakovanou zkouskou upustit,
pokud lze zpétné vysledovat spojitost vzork vybranych pro analyzu s danou kontamina¢ni aférou.

Vysledky piekracujici akéni prahy stanovené v piiloze II smérnice 2002/32/ES

Akeni prahy slouzi jako ndstroj pro vybér vzorki v pipadech, kdy je tieba zjistit zdroj kontaminace a pfijmout
opatfeni pro jeho omezeni nebo odstranéni. Screeningové metody stanovi vhodné mezni hodnoty pro vybér
téchto vzorkd. Zjistovani zdroje a omezeni nebo odstranéni kontaminace se provede, pouze pokud piekroceni
akénich praht konfirmuje opakovand zkouska s pouzitim konfirma¢ni metody a s piihlédnutim k nejistoté
méfenf (*******).

(o) Totozné vysvétleni a pozadavky na provedeni opakované zkousky pro kontrolu akénich prahil jako
v pozndmce pod Carou (*****) pro maximdlni obsahy.

KAPITOLA 1I

Priprava vzorkii a poZadavky na analytické metody pouZivané pti iifedni kontrole obsahu dioxinii (PCDD/PCDF)

a PCB s dioxinovym efektem v krmivech
Oblast pouziti

Pozadavky stanovené v této piiloze se pouziji tam, kde jsou zkousSena krmiva za Gcelem tfedni kontroly obsahu
polychlorovanych dibenzo-p-dioxint substituovanych v polohach 2,3,7,8 (PCDD) a polychlorovanych dibenzo-
furant (PCDD/F)) a polychlorovanych bifenylt s dioxinovym efektem (PCB s dioxinovym efektem) a pro téely
regulace.

Sledovani piitomnosti PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem v krmivech mize mit dva razné cile:

a) vybér vzorkl s obsahem PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem prevySujicim maximalni obsahy nebo
akéni hodnoty. Tento pifstup miize zahrnovat screeningovou metodu umoznujici nakladové efektivni analyzu
velkého mnozstvi vzorkd, ¢imzZ se zvySuje moznost zjistit nové piipady vysoké expozice a ohroZeni zdravi
spotiebitelt. Screeningové metody mohou zahrnovat bioanalytické metody a metody GC/MS. Cilem jejich
pouziti je zabrédnit falesné¢ vyhovujicim vysledkim. Koncentraci PCDD/PCDF a soucet PCDD/PCDF a PCB
s dioxinovym efektem v téchto vzorcich s vyznamnym obsahem je tieba stanovit/potvrdit konfirmacni
metodou.

=

stanoveni obsahu PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem ve vzorcich krmiva v rozmezi nizké drovné
pozadi. To je dulezité pro sledovdni vyvoje v Case, posouzeni expozice populace a pro vytvoreni databize za
ucelem piipadného piehodnoceni akénich hodnot a maximalnich obsahii. Tohoto cile se dosahuje pomoci
konfirmaé¢nich metod umoznujicich jednozna¢nou identifikaci a kvantifikaci PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym
efektem na sledované drovni. Tyto metody lze pouzit pfi monitoringu krmiv pro konfirmaci vysledkd
ziskanych screeningovymi metodami a pro stanoveni nizkych trovni pozadi. RovnéZ jsou vyznamné pro
stanoveni zastoupeni kongenert za Gcelem zji§téni zdroje mozné kontaminace. V soucasnosti tyto metody
vyuZivaji plynovou chromatografii s vysokym rozlienim v tandemu s hmotnostni spektrometrii s vysokym
rozlisenim (HRGC/HRMS).

Klasifikace metod podle stupné kvantifikace (******xx)

(eeeex) Piizpisobeno PCDD/PCDF a sloucenindm s dioxinovym efektem z ,Pokynti pro validaci screeningo-
vych metod pro rezidua veterindrnich 1éCivych piipravka“ referencnich laboratofi EU pro rezidua
veterindrnich 1é¢ivych piipravki a kontaminujicich latek v potravinich Zivocisného ptivodu ve Fouge-
res, Berliné a Bilthovenu, 20.1.2010, http://ec.europa.eu/food/food/chemicalsafety/residues/lab_
analysis_en.htm


http://ec.europa.eu/food/food/chemicalsafety/residues/lab_analysis_en.htm
http://ec.europa.eu/food/food/chemicalsafety/residues/lab_analysis_en.htm
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Kvalitativni metody davaji jednoznacnou odpovéd (anofne), co se tyce pitomnosti sledovanych analytdi, aviak bez
kvantitativnich tdaji o koncentraci domnélého analytu. Kvalitativni metody mohou mit potencidl pro poskyto-
véni semikvantitativnich vysledkd, avSak pouZivaji se vyhradné pro tdcely rozhodnuti, zda tGrovné piekracuji
urcitd rozpéti, napf. mez detekce, mez kvantifikace nebo mezni hodnoty, ¢ nikoliv.

Pro kontrolu maximélnich obsaht a akénich hodnot PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem v krmivech
mohou byt pouzity screeningové metody zaloZené na porovndni vysledku zkousky s mezni hodnotou, které
dévaji odpovéd anofne, pokud jde o mozné piekroceni sledovaného obsahu.

Semikvantitativni metody poskytuji piiblizné tidaje o koncentraci domnélého analytu, pficemz numerické vysledky
nespliuji pozadavky na kvantitativni metody. Mohou se pouzit ke zjisténi rozsahu koncentrace analytu, na jehoz
zdkladé osoba provadgjici analyzu rozhodne o kalibracnim rozsahu pro ndsledné provddénou konfirmaéni
zkousku a pro ucely kontroly kvality. Za semikvantitativni metody se napiiklad povazuji tyto metody:

a) metody zaloZené na vyuziti biologickych principti, jako jsou zkousky na bunééné bazi, receptorové zkousky
nebo imunologické zkousky (ddle jen ,bioanalytické metody”), které jsou schopny odhalit sledované analyty,
zahrnuji kalibra¢ni kfivku, umoziuji jednoznacné rozhodnuti (ano/ne) o piipadném piekroceni sledovaného
limitu a umoznuji uvést vysledek jako bioanalytické ekvivalenty (BEQ), pfic¢emz poskytuji tidaj o hodnoté TEQ
ve vzorku,

b) fyzikdlné-chemické zkousky (napf. plynovd chromatografie — hmotnostni spektrometrie | hmotnostni spek-
trometrie (GC-MS/MS) nebo plynovd chromatografie | hmotnostni spektrometrie s nizkym rozlisenim
GC/LRMS)), u nichz zjisténd presnost metody nespliiuje pozadavky na kvantitativni zkousky.

Kvantitativi metody spliwji stejné pozadavky na sprdvnost, dynamicky rozsah a presnost jako konfirmacni
metody. Pozaduje-li se kvantifikace, validuji se kvantitativni metody jako konfirma¢ni metody.

Souvislosti

Pro vypocet koncentraci toxickych ekvivalentl (TEQ) se koncentrace jednotlivych latek v daném vzorku vyndsobi
jejich prislusnymi toxickymi ekvivalen¢nimi faktory (TEF), které jsou stanoveny Svétovou zdravotnickou organi-
zaci a jsou uvedeny v dodatku k této piiloze, sectou se a vysledny soucet je celkovou koncentraci sloucenin
s dioxinovym efektem vyjddfenou v toxickych ekvivalentech (TEQ).

Pro tcely casti B piilohy V je schvdlenou specifickou mezi kvantifikace jednotlivého kongeneru koncentrace
analytu v extraktu vzorku, jez ddvd instrumentdlni odezvu na dvou réiznych iontech, které maji byt monitoro-
vany pii poméru signdl-sum 3:1 pro méné intenzivni signal a pfi splnéni zakladnich kritérif pro identifikaci, jako
jsou napfiklad kritéria popsand v normé prEN 16215 (Krmiva — stanoveni dioxint a PCB s dioxinovym efektem
pomoci plynové chromatografie | hmotnostni spektrometrie s vysokym rozlisenim (GC/HRMS) a indikdtorovych
PCB pomoci GC/HRMS) a/nebo v metodé EPA 1613 revize B.

Bioanalytické screeningové metody neposkytnou vysledky na trovni kongeneru, ale pouze orienta¢ni hodno-
ty (o) Grovné TEQ, vyjadiené v bioanalytickych ekvivalentech (BEQ), aby byla zohlednéna skutecnost, ze
ne viechny slouceniny pfitomné v extraktu vzorku, ktery pii zkousce ddvd odezvu, nutné spliuji vSechny
pozadavky principu TEQ.

Screeningové a konfirma¢ni metody mohou byt pouzity pouze pro kontrolu ur¢ité matrice, pokud jsou tyto
metody dostatecné citlivé, aby spolehlivé zjistily hodnoty na sledované drovni (akéni préh nebo maximélni
obsah).

(#rxxxxxrx) Bioanalytické metody nejsou specifické pro kongenery zahrnuté v systému TEF. V extraktu vzorku
mohou byt pfitomny jiné strukturné pitbuzné AhR-ativni slouceniny, které piispivaji k celkové reakci.
Proto bioanalytické vysledky nelze povazovat za odhad, ale spiSe za orienta¢ni troven TEQ ve vzorku.

Pozadavky na zabezpeceni kvality

Na kazdém stupni odbéru vzorkd a analyzy se pfijmou opatfeni k zamezeni kifZové kontaminace.

Vzorky musi byt uchovdvany a pfepravovdny ve sklenénych, hlinikovych, polypropylenovych nebo polyethyle-
novych nddobdch vhodnych pro skladovani bez jakéhokoli vlivu na obsahy PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym
efektem ve vzorcich. Z nddoby na vzorky se odstrani stopy papirového prachu.
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6.1

6.2
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6.3
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Vzorky se uchovévaji a prepravuji tak, aby byla zachovina integrita vzorku krmiv.

Pokud je to relevantni, jednotlivé laboratorni vzorky se jemné rozemelou a dikladné promisi postupem, u néhoz
je prokdzano, Ze se jim dosdhne Gplné homogenizace (napf. rozemletim a prosévanim pfes sito s primérem ok
1 mm). Je-li vlhkost vzorkd piili§ vysokd, musi se vzorky pfed rozemletim susit.

Je vidy dulezité zkontrolovat c¢inidla, pomtcky ze skla a vybaveni z hlediska mozného vlivu na vysledky
zalozené na TEQ nebo BEQ.

Provede se slepd analyza, pfi niZ se provede cely postup laboratorniho zkouseni bez vzorku.

U bioanalytickych metod se u veskerych pii zkousce pouzitych pomicek ze skla a rozpoustédel potvrdi, Ze jsou
prosty sloucenin, které mohou brénit zjisténi cilovych sloucenin v pracovnim rozsahu. Sklenéné pomicky se
vyplachnou rozpoustédly nebo zahfeji na teploty vhodné pro odstranéni stop PCDD/PCDF, sloucenin s dioxi-
novym efektem a interferujicich sloucenin z jejich povrchu.

Mnozstvi vzorku pouzité pro extrakci musi byt dostatecné, aby byly splnény pozadavky s ohledem na dostatecné
nizky pracovni rozsah véetné sledovanych koncentraci.

Specifické postupy piipravy vzorku pouzité pro zkoumané produkty musi spliiovat mezindrodné uzndvané
metodiky.

Pozadavky na laboratofe

V souladu s nafizenim (ES) ¢. 882/2004 musi byt laboratofe akreditoviny uzndvanym subjektem pusobicim
v souladu s ISO Guide 58, aby bylo zaruceno, Ze uplatiiuji postupy zajisténi kvality pii zkouskdch. Laboratofe
musi byt akreditovany podle normy EN ISO/IEC 17025.

Odbornost laboratofe prokazuje soustavnd tUspé$nd tcast v mezilaboratornich studiich tykajicich se stanoveni
PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem v piislusnych matricich krmiv a koncentracnich rozpétich.

Laboratofe, které pro béznou kontrolu vzorkd pouZivaji screeningové metody, musi tzce spolupracovat s labo-
ratofemi pouzivajicimi konfirmacni metodu, za tcelem jak kontroly kvality, tak konfirmace vysledku analyzy
podezielych vzorkd.

Zdkladni PoZadavky, které musi spliiovat analyticki metoda pro dioxiny (PCDD/PCDF) a PCB s dioxi-
novym efektem

Nizky pracovni rozsah a meze kvantifikace

V piipadé PCDD/PCDF musi byt zjistitelné mnozstvi z divodu extrémni toxicity nékterych téchto sloucenin na
horni trovni femtograméi (1071%g). V piipadé vétsiny kongenertt PCB je dostatecnd jiz mez kvantifikace na
Grovni nanogramti (107%g). Pro méfeni toxictéjsich kongenertit PCB s dioxinovym efektem (zejména non-ortho
substituovanych kongenert) viak musi nejspodnéjsi ¢dst pracovniho rozsahu dosahovat nizkych trovni piko-
gran;ﬁ (10712g). U viech ostatnich kongenerti PCB je dostate¢nd jiz mez kvantifikace na drovni nanogramd
(107g).

Vysokd selektivita (specificnost)

Je tieba rozlisovat PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem od fady jinych sloucenin, které se extrahuji spole¢né
s témito litkami, mohou rusit pii jejich stanoveni a jsou p¥itomny v koncentracich az o nékolik fadd vyssich nez
koncentrace sledovanych analytd. Pro GC/MS je tieba rozliSeni mezi riznymi kongenery, napf. mezi toxickymi
kongenery (napf. sedmnacti PCCC/PCDF substituovanymi v polohdch 2,3,7,8 a dvandcti PCB s dioxinovym
efektem) a ostatnimi kongenery.

Bioanalytické metody musi byt schopny detekovat cilové slouceniny jako soucet PCDD/PCDF ajnebo PCB
s dioxinovym efektem. Precisténi vzorku se zaméH na odstranéni sloucenin zpusobujicich falesné nevyhovujici
vysledky nebo sloucenin, které mohou zpisobovat snizeni odezvy vedouci k falesné vyhovujicim vysledkim.

Vysokd sprdvnost (pravdivost a pesnost, zjevnd vytéZnost biologické zkousky)

U GC/MS musi stanoveni poskytovat sprévny odhad skute¢né koncentrace ve vzorku. Vysokd spravnost je
nezbytnd k tomu, aby nedoslo k zamitnuti vysledku zkousky vzorku na zdkladé malé spolehlivosti stanoveni
TEQ. Sprévnost je vyjadfena pravdivosti (rozdilem mezi stfedni naméfenou hodnotou analytu v certifikovaném
materidlu a jeho certifikovanou hodnotou, vyjadfenym v procentech této hodnoty) a presnosti (RSDy je relativni
smérodatnd odchylka vypoctend z vysledka ziskanych za podminek reprodukovatelnosti).
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Pro bioanalytické metody se ur¢i zjevnd vytéznost biologické zkousky. Zjevnou vytéznosti biologické zkousky se
rozumi hodnota BEQ vypoctend z kalibra¢ni kiivky TCDD nebo PCB 126 upravend o hodnoty slepého stanoveni
a poté vydélend hodnotou TEQ urcenou pomoci GC/HRMS. Jejim ticelem je korekce ¢initeld, jako je ztrdta
PCDD/PCDF a sloucenin s dioxinovym efektem béhem extrakce a ¢iSténi, soucasné extrahované slouceniny
zesilujici nebo tlumici odezvu (agonistické a antagonistické tcinky), kvalita kalibrace nebo rozdily mezi hodno-
tami toxické ekvivalence (TEF) a relativni dcinnosti (REP). Zjevnd vytéznost biologické zkousky se vypocte
z vhodnych referencnich vzorka s reprezentativnim zastoupenim kongenerti kolem sledované tirovné.

Validace v rozsahu sledovaného obsahu a obecnd opatieni pro kontrolu kvality

Laboratofe musi prokdzat spolehlivost metody v rozsahu kolem sledované tirovné, napf. v poloviné, jednona-
sobku nebo dvojndsobku sledované tGrovng, a to s pfijatelnym variaénim koeficientem pro opakovanou zkousku,
a sice béhem validace a/nebo béhem rutinni zkousky.

Jako opatfeni v rdmci vnitini kontroly kvality se provddéji pravidelnd slepd kontrolni stanoveni, stanoveni
s obohacenymi vzorky nebo zkousky kontrolnich vzorkd (nejlépe certifikovaného referenéniho materidlu, je-li
k dispozici). Ze slepych kontrolnich stanoveni, stanoveni s obohacenymi vzorky nebo zkousek kontrolnich
vzorkii se vyhotovi a ovéii grafy kontroly kvality, aby bylo zajisténo, Ze analytickd vykonnost metody je
v souladu s pozadavky.

Mez kvantifikace

Pro bioanalytické screeningové metody neni stanoveni meze kvantifikace nezbytné, pfislund metoda viak musi
prokézat, Ze umoziuje rozliSeni mezi hodnotou slepého stanoveni a mezni hodnotou. Pokud se vyddvd hodnota
BEQ, musi byt stanovena oznamovaci mez pro vzorky s odezvou niZi neZ tato troven. Musi byt prokdzdno, ze
se oznamovaci mez vyznamné (nejméné trojndsobné) lisi od slepych vzorkt odrazejicich cely pracovni postup
s odezvou nizsi nez pracovni rozsah. Vypocte se proto ze vzorkd obsahujicich cilové slouceniny piiblizné
v pozadované minimdlni drovni, a nikoli z poméru S/N nebo ze slepé zkousky.

Mez kvantifikace u konfirma¢nich metod ¢ini pfiblizné jednu pétinu sledované trovné.

Analytickd kritéria

Pro spolehlivé vysledky konfirma¢nich nebo screeningovych metod musi byt splnéna ndsledujici kritéria pro
hodnotu TEQ, pfipadné BEQ, at uZ je urcena jako celkovy TEQ (jako soucet PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym
efektem), nebo samostatné pro PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem:

Screening pomoci bioanalytickych nebo S

fyzikdlné-chemickych metod Konfirmacni metody
Mira falesné vyhovujicich vysled- <5%
ki (%)
Pravdivost 20% az + 20 %
Opakovatelnost (RSD,) <20%
Vnitrolaboratorni  reprodukovatel- <25% <15%
nost (RSDg)

(*) s ohledem na maximalni obsahy

Zvldstni poZadavky na screeningové metody

Pro screening mohou byt pouzity jak GC/MS, tak bioanalytické metody. Metody GC/MS musi spliiovat poza-
davky stanovené v bod¢ 7. Pro bunécné bioanalytické metody jsou zvldstni pozadavky stanoveny v bodé 8.

Laboratofe, které pro rutinni kontrolu vzorki pouzivaji screeningové metody, musi tizce spolupracovat s labo-
ratofemi pouzivajicimi konfirma¢ni metodu.

Béhem rutinni zkousky je nutné ovéfovat vykonnost piislusné screeningové metody, a to kontrolou kvality pfi
zkouskdch a pribéznou validaci metody. Zavede se stdly program kontroly vyhovujicich vysledka.



29.3.2012

Utedn{ véstnik Evropské unie

L 91/15

6.7.4

7.1

7.2
7.2.1

Kontrola mozného potlaceni bunécné odezvy a cytotoxicity:

20 % extraktd vzorkll se zméH pii rutinnim screeningu bez pfidini a s pfidinim 2,3,7,8-TCDD v mnoZstvi
odpovidajicim sledovanému obsahu, aby se zjistilo, zda odezva neni potlacovina interferujicimi litkami pfitom-
nymi v extraktu vzorku. Naméfend koncentrace u obohaceného vzorku se porovnd se souctem koncentrace
neobohaceného extraktu a koncentrace obohacujici latky. Pokud je tato naméfend koncentrace o vice nez 25 %
niZ$i nez vypoctend (souhrnnd) koncentrace, svédci to o tom, Ze moznd dochdzi k potlaceni odezvy, a dotéeny
vzorek musi byt podroben konfirma¢ni zkousce pomoci GC/HRMS. Vysledky musi byt zaznamendny v grafech
kontroly kvality.

Kontrola kvality u vyhovujicich vzorkd

Priblizné 2 az 10 % vyhovujicich vzorki, v zavislosti na matrici vzorkd a zkuSenostech laboratofe, musi byt
potvrzeno pomoci GC/HRMS.

Stanoveni miry fale$né vyhovujicich vzorkd na zakladé tdaji z kontroly kvality

Stanovi se mira falesné vyhovujicich vysledkt na zdklad¢ screeningu nizsich a vyssich nez maximélni obsah nebo
akéni prah. Skute¢ny podil falesné vyhovujicich vysledk musi byt nizsi nez 5 %. Je-li k dispozici nejméné 20
potvrzenych vysledkd z kontroly kvality vyhovujicich vzorkd na matrici | matricovou skupinu, vyvodi se z téchto
vysledkt zdvéry ohledné miry falesné vyhovujicich vysledki. Do minimélniho poctu 20 vysledkd pro hodnoceni
miry falesné vyhovujicich vysledkd se mohou zahrnout i vysledky ze vzorkd vyhodnocenych pomoci okruznich
rozbort nebo pii kontaminacnich aféréch, které pokryvaji rozpéti koncentrace az napf. do dvojndsobku maxi-
mélniho obsahu. Vzorky musi zahrnovat nejcastéjsi zastoupeni kongenert, které piedstavuji rtizné zdroje.

Ackoli se maji screeningové testy prednostné zaméfit na zjisténi vzorkt presahujicich akéni préh, je kritériem pro
stanoveni miry falesné vyhovujicich vysledkti maximalni obsah, s pfihlédnutim k nejistoté méfeni konfirmaéni
metody.

Vysledky ze screeningu povazované za nevyhovujici musi byt vidy ovéfeny konfirmacni metodou zkouseni
(GC/HRMS). Tyto vzorky mohou byt také pouzity pro vyhodnoceni podilu falesné nevyhovujicich vysledkd.
U screeningovych metod je mirou falesné¢ nevyhovujicich vysledkt podil vysledkd, které konfirmacni zkouska
pomoci GC/HRMS potvrdi jako vyhovujici, zatimco pfi pfedchozim screeningu bylo vysloveno podezieni, ze je
vzorek nevyhovujici. Hodnoceni vyhodnosti pouziti screeningové metody vsak musi vychdzet z porovnani
falesné nevyhovujicich vysledkd a celkového poctu kontrolovanych vzorkt. Tento pomér musi byt dostatecné
nizky, aby bylo mozné povazovat pouzivani pfislusného screeningového néstroje za vyhodné.

Bioanalytické metody musi alespon pii validacnich podminkdch poskytovat platné tidaje o tGrovni TEQ, vypoc-
tené a vyjadené jako BEQ.

Pro bioanalytické metody provaddéné za podminek reprodukovatelnosti je vnitrolaboratorni RSD, obvykle mensi
nez reprodukovatelnost RSDy.

Zvlastni pozadavky, které musi spliiovat metody GC/MS, aby vyhovovaly pro dcely screeningu nebo
konfirmace

Obecné pozadavky

U krmiv s drovni kontaminace pfiblizné 1 ng WHO-TEQ na kilogram produktu o obsahu vlhkosti 12 % (na
zdkladé sou¢tu PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem) nesmi rozdil mezi hornim odhadem a dolnim
odhadem prekrocit 20 %. Pfi niz$ich trovnich kontaminace, napt. 0,5 ng WHO-TEQ na kilogram produktu,
muze byt rozdil mezi hornim a dolnim odhadem v rozpéti mezi 25 % a 40 %.

Kontrola vytéZnosti

Vnitin{ standardy 2,3,7,8-chlor-substituovanych PCDD/PCDF znacené isotopem '>C a standardy PCB s dioxi-
novym efektem znacené isotopem '>C musi byt pfidiny na samém zacitku nebo pii zahdjeni zkousky, napf.
pfed extrakci, aby bylo mozné validovat postup laboratorniho zkouSeni. Alespon jeden kongener musi byt
pfiddn pro kazdou z tetra az okta-chlorovanych homologickych skupin PCDD/PCDF a alespon jeden kongener
pro kazdou z homologickych skupin PCB s dioxinovym efektem (nebo alespori jeden kongener pro kazdou
skupinu vybranych iontd pfi pouZiti hmotnostni spektrometrie v rezimu registrace vybranych iontdi, pouzitou
pro sledovani PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem). V piipadé konfirmacnich metod se pouzije viech 17
vnitinich standardfi 2,3,7,8-substituovanych PCDD/PCDF znaenych izotopem '>C a vsech 12 vnitinich stan-
dardt PCB s dioxinovym efektem znacenych pomoci 1*C.
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7.2.2  Relativni odezvové faktory se s pomoci vhodnych kalibra¢nich roztokd stanovi také pro kongenery, pro néz
nebyly pfidany slouceniny znacené pomoci 1>C.

7.2.3 U krmiv rostlinného ptvodu nebo krmiv Zzivocisného plivodu s obsahem tuku niZ$im nez 10 % je pfidani
vnitinich standardi pfed extrakci povinné. U krmiv Zivocisného ptivodu s obsahem tuku vyssim nez 10 %
lze vnitfni standardy pfidat bud pfed extrakci, nebo po extrakci tuku. Vhodnym zptsobem se validuje G¢innost
extrakee, a to v zdvislosti na fazi, ve které se pfidavaji vnitini standardy, a podle toho, zda se vydavané vysledky
vztahuji na vyrobek nebo na tuk ve vyrobku obsazZeny.

7.2.4  Pied zkouskou metodou GC/MS musi byt pfidiny 1 nebo 2 obohacené standardy (recovery standardy) pro
stanoven{ vytéznosti.

7.2.5 Kontrola vytéznosti je nezbytnd. U konfirmac¢nich metod se vytéznost jednotlivych vnitinich standardt musi
pohybovat v rozmezi 60 az 120 %. Nizsi nebo vy3si hodnota vytéznosti jednotlivych kongenerti, zejména
nékterych hepta- a okta-chlorovanych dibenzo-p-dioxinti a dibenzofurand, je pfipustnd pod podminkou, ze
jejich piispévek k hodnoté TEQ nepfesiéhne 10 % celkové hodnoty TEQ (na zédkladé souctu PCDD/PCDF
a PCB s dioxinovym efektem). Hodnota vytéznosti u screeningovych metod GC/MS se musi pohybovat mezi
30 a 140 %.

7.3 Odstranéni interferujicich ldtek

— Oddéleni PCDD/PCDF od interferujicich chlorovanych sloucenin, jako jsou PCB bez dioxinového efektu
a chlorované difenylethery, se provede vhodnymi chromatografickymi technikami (nejlépe na florisilové,
aluminové a/nebo uhlikové kolong).

— Rozdéleni isomerti pomoci plynové chromatografie musi byt dostate¢né (< 25 % prekryvu mezi piky
1,2,3,4,7,8-HxCDF a 1,2,3,6,7,8-HxCDF).

7.4 Kalibrace pomoci standardni kiivky

Rozsah kalibracni kiivky musi pokryvat odpovidajici rozpéti sledovanych trovni.

8. Zvlastni pozadavky na bioanalytické metody

Bioanalytické metody jsou metody zaloZené na vyuziti biologickych principd, jako jsou bunécné testy, recepto-
rové testy nebo imunologické testy. Tento bod & stanovi obecné pozadavky na bioanalytické metody.

Screeningové metody v zdsadé klasifikuji vzorky jako vyhovujici nebo vzorky podezielé jako nevyhovujici. Za
timto Gcelem se vypoctend hladina BEQ porovnavd s mezni hodnotou (viz bod 8.3). Vzorky niz$i nez mezni
hodnota se povazuji za vyhovujici, vzorky rovnajici se mezni hodnoté nebo vyssi se povazuji za podezielé jako
nevyhovujici a je nutné provést jejich analyzu pomoci konfirmaéni metody. Prakticky mtize jako nejvhodnéjsi
mezni hodnota slouzit mnozstvi BEQ odpovidajici 2/3 maximdlniho obsahu, pfiemz takovd mezni hodnota
zajistuje miru fale$né vyhovujicich vzorkd nizsi nez 5 % a prijatelnou miru falesné nevyhovujicich vzorkt. PH
rizném maximdlnim obsahu pro PCDD/PCDF a pro soucet PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem vyzaduje
kontrola souladu vzorkd bez frakcionace vhodné mezni hodnoty pro biologickou zkousku pro PCDDJF. Pro
kontrolu vzorkd piekracujicich akéni prahy je vhodnou mezni hodnotou pfiméfené procento piislusné sledované
trovné.

V pifpadé nékterych bioanalytickych metod mutze byt navic stanovena orientacni troven vyjadiend v BEQ pro
vzorky v pracovnim rozsahu, které presahuji oznamovaci mez (viz 8.1.1. a 8.1.6.).

8.1 Hodnoceni odezvy zkousky
81.1 Obecné pozadavky

— Pii vypoctu koncentrace z kalibra¢ni kiivky TCDD vykazuji hodnoty na spodnim a hornim konci kiivky
velky kiivkovy rozptyl (CV). Pracovni rozsah je oblast, kde je tento rozptyl mensi nez 15 %. Spodni cdst
pracovniho rozsahu (oznamovaci mez) musi byt stanovena tak, aby vyrazné (nejméné trojndsobné) presa-
hovala hodnoty slepych vzorkt odrazejicich cely pracovni postup. Horni ¢dst pracovniho rozsahu obvykle
pfedstavuje hodnota EC;, (70 % maximadlni efektivni koncentrace), je vSak nizsi, pokud je CV v tomto rozpéti
vy$si nez 15 %. Pracovni rozsah se stanovi béhem validace. Mezni hodnoty (viz bod 8.3) musi byt uvnitf
pracovniho rozsahu.

— Standardni roztoky a extrakty vzorku se zkousi alespont duplicitné. P duplicitnich zkouskdch musi stan-
dardni roztok nebo kontrolni extrakt zkouseny ve 4-6 jamkdch rozlozenych na desticce poskytnout odezvu
nebo koncentraci (mozné pouze v pracovnim rozsahu) vychazejici z CV < 15 %.

812 Kalibrace
8.1.2.1 Kalibrace pomoci standardni k¥ivky

— Za Gcelem vypoctu drovné BEQ v extraktu a ndsledné ve vzorku lze droven ve vzorcich odhadnout
porovnédnim jejich odezvy s odezvou kalibra¢ni kiivky TCDD (nebo PCB 126 nebo standardni smési PCDD/
PCDF | PCB s dioxinovym efektem).
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— Kalibra¢ni kiivky musi obsahovat 8 az 12 koncentraci (alespori duplicitnich), s dostatecnym poctem koncen-

traci ve spodni ¢dsti kfivky (pracovnim rozsahu). Zvldstni pozornost musi byt vénovana kvalité prolozeni
kalibracnich bodt kiivkou v pracovnim rozsahu. Hodnota R? sama o sobé md pouze zanedbatelny nebo
7ddny vyznam pfi hodnoceni kvality prolozeni kalibracnich bodt kfivkou pfi nelinedrni regresi. Lepsiho
proloZeni se dosdhne minimalizaci rozdilu mezi vypoctenymi a zjisténymi trovnémi v pracovnim rozsahu
kfivky (napf. minimalizac{ sou¢tu druhych mocnin rezidui).

Od odhadované trovné v extraktu vzorku se ndsledné odecte tirovenn BEQ vypoctend pro slepy vzorek
matrice/rozpoustédla (aby se zohlednily necistoty z pouzitych rozpoustédel a chemikdlii) a provede se
korekce na zjevnou vytéznost (vypoctenou na zdkladé drovné BEQ vhodnych referencnich vzorkd s repre-
zentativnim zastoupenim kongenert kolem sledované drovné). Pro provedeni korekce na vytéznost musi byt
zjevnd vytéznost v pozadovaném rozmezi (viz bod 8.1.4). Referen¢ni vzorky pouzité pro korekei na vytéz-
nost musi spliiovat pozadavky stanovené v bodé 8.2.

8.1.2.2 Kalibrace pomoci referencnich vzorkd

8.1.3

8.1.4

8.1.5

8.1.6

8.2
8.2.1

8.2.2

Piipadné lze pouzit kalibra¢ni kiivku zhotovenou alespon ze Ctyt referencnich vzorkt (viz bod 8.2.4: jednoho
matricntho slepého vzorku plus ti referen¢nich vzorkd na poloving, jednondsobku a dvojndsobku sledované
trovné) kolem sledované drovné, ¢imz odpadne nutnost odectu hodnoty slepého stanoveni a korekce na
vytéznost. V tomto piipadé lze odezvu odpovidajici 2/3 maximdlniho obsahu (viz bod 8.3) vypocitat piimo
z téchto vzorkd a pouzit ji jako mezni hodnotu. Pro kontrolu vzorkd prekracujicich akéni prahy je vhodnou
mezni hodnotou pfiméfené procento téchto akénich prahti.

Samostatné stanoven{ PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem

Extrakty lze rozdélit do frakci obsahujicich PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem, coz umoziuje ziskdni
oddélenych tdajii o hladinich TEQ pro PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem (v BEQ). Pro hodnoceni
vysledkt pro frakci obsahujici PCB s dioxinovym efektem se prednostné pouzije kalibra¢ni kiivka standardu PCB
126.

Zjevnd vytéznost biologické zkousky

,Zjevné vytéznost biologické zkousky“ se vypocte z vhodnych referencnich vzorkd s reprezentativnim zastou-
penim kongenert kolem sledované tirovné a vyjdii se jako procento hladiny BEQ v porovndni s hladinou TEQ.
V zdvislosti na pouzitém typu zkousky a slozeni TEF (********) mohou rozdily mezi faktory TEF a REP pro PCB
s dioxinovym efektem zptsobit nizkou zjevnou vytéZnost u PCB s dioxinovym efektem v porovndni s PCDD/
PCDF. Proto pii samostatném stanoveni PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem musi byt zjevnd vytéznost
biologickych zkousek ndsledujici: u PCB s dioxinovym efektem 25 % az 60 %, u PCDD/PCDF 50 % az 130 %
(rozmezi platnd pro kalibra¢ni kiivku TCDD). Jelikoz podil PCB s dioxinovym efektem na souctu PCDD/PCDF
a PCB s dioxinovym efektem se maZe u roznych matric a vzorka liSit, odrdZi se tyto rozdily i ve zjevné
vytéznosti biologickych zkousek pro soucet PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem, kterd se md pohybovat
v rozmezi 30 % az 130 %. Dusledky ptipadné podstatné revize hodnot TEF pro pravni predpisy Unie tykajici se
PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem budou vyZzadovat revizi téchto rozmezi.

(rrrprrret)- Soucasné pozadavky vychdzeji z TEF vydaného v: M. Van den Berg et al, Toxicol Sci 93 (2),

223-241 (2006).

Kontrola vytéznosti pfi procesu ¢isténi

Pfi validaci je nutné zkontrolovat ztritu sloucenin béhem ¢isténi. Slepy vzorek obohaceny smési rtiznych
kongenerti se podrobi cisténi (alespoit n = 3) a vytéznost a variabilita se ové{ zkouskou GC/HRMS. Vytéznost
musi byt v rozmezi 60 % az 120 %, zejména u kongenert s podilem na mnozstvi TEQ v rtiznych smésich
vys$im nez 10 %.

Oznamovaci mez

Pokud se vyddvd hodnota BEQ, musi byt stanovena oznamovaci mez z piislusnych matri¢nich vzorkd zahrnu-
jicich typickd zastoupeni kongenerti, aviak vzhledem k nizké presnosti v dolnim rozsahu kfivky nikoli z kali-
bra¢ni kiivky standard. Je tieba vzit v Gvahu G¢inky extrakce a ¢isténi. Oznamovaci mez musi byt stanovena
nejméné trojndsobné vyssi nez hodnoty slepych vzorka odrazejicich cely pracovni postup.

Pouziti referencnich vzorkii

Referenc¢ni vzorky musi predstavovat matrice vzorku, zastoupeni kongenert a rozpéti koncentraci pro PCDD/
PCDF a PCB s dioxinovym efektem kolem sledované trovné.

Kazdéd série zkousek musi zahrnovat slepy vzorek odrdzejici cely pracovni postup, ¢i nejlépe slepy matriéni
vzorek, a referen¢ni vzorek na sledované trovni. Tyto vzorky musi byt extrahovdny a zkouseny soucasné a za
stejnych podminek. Referen¢ni vzorek musi vykdzat jasné vyssi odezvu v porovndni s odezvou slepého vzorku,
¢imz je zajisténa vhodnost zkousky. Tyto vzorky mohou byt pouzity pro odecteni blanku a korekci na vytéznost.
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8.2.3  Referen¢ni vzorky vybrané pro provedeni korekce na vytéznost musi byt reprezentativni pro zkusebni vzorky,
coZ znamend, Ze zastoupeni kongenert nesmi vést k podhodnoceni trovni.

8.2.4  Pro kontrolu sledované tirovné lze kromé toho zahrnout jesté referencni vzorky o napf. polovicni a dvojndsobné
koncentraci, nez je sledovand droven, aby byla prokdzdna odpovidajici vykonnost zkousky ve sledovaném
rozsahu. Dohromady mohou byt tyto vzorky pouzity pro vypocet drovni BEQ ve zkuSebnich vzorcich (viz
bod 8.1.2.2).

8.3 Stanoveni meznich hodnot

Je nutné urcit vztah mezi vysledky biologické zkousky v BEQ a vysledky GC/HRMS v TEQ (napf. pomoci
kalibra¢nich pokusa, které zohlediuji vliv matrice, s referenénimi vzorky uméle obohacenymi na nule, poloving,
jednondsobku a dvojndsobku maximalniho obsahu s Sesti opakovanimi na kazdé drovni (n = 24)). Na zdkladé
tohoto vztahu Ize odhadnout korekéni faktory (odecteni blanku a korekce na vytéznost), je viak nutno je ovéfit
v souladu s bodem 8.2.2.

Je nutné stanovit mezni hodnoty pro dcely rozhodnuti ohledné souladu vzorku s maximdlnimi obsahy nebo pro
kontrolu akénich prahd, jsou-li sledovanou hodnotou, a rovnéz s piislusnymi sledovanymi drovnémi bud zvlast
pro PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem, nebo pro soucet PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem. Jsou
zastoupeny nizsim cilovym bodem distribuce vysledkd biologické zkousky (korigovanych o hodnoty slepého
stanoveni a korigovanych na vytéZnost) odpovidajicim rozhodovaci mezi u GC/HRMS na zdkladé 95 % jistoty,
z ¢ehoz vyplyvd mira falesné vyhovujicich vysledki < 5%, a na zdkladé RSDy < 25 %. Rozhodovaci mezi
u GC/HRMS je maximdlni obsah pfi zohlednéni nejistoty méfeni.

Mezni hodnotu (v BEQ) Ize vypocitat v souladu s jednim z postup@i uvedenych v bodech 8.3.1, 8.3.2 a 8.3.3 (viz
graf 1):

8.3.1 S pouzitim nizsi Casti 95% predikéniho intervalu ve vysi rozhodovaci meze GC/HRMS:

Mezni hodnota = BEQpr, — Sy x * taf=m-2 \/1 /n+1/m+ (x — X)z/QXX

kde:
BEQp,  je BEQ odpovidajici rozhodovaci mezi GC/HRMS, coZ je maximélni obsah véetné nejistoty méfeni

S je rezidudlni smérodatnd odchylka

y.X

t of=mo je kvantil Studentova t-rozdéleni (@ = 5%, f = stupné volnosti, jednostranny)

m je celkovy pocet kalibra¢nich bodu (index j)
n je pocet opakovani na kazdé trovni
X; je koncentrace vzorku zkouseného GC/HRMS (v TEQ) v kalibra¢nim bodé i

X je pramér koncentraci (v TEQ) v3ech kalibracnich vzorka
Qu = Z(xi -x)? je parametr sumy Ctvercti, i = index pro kalibracni bod i
=1
8.3.2  Z vysledkd biologické zkousky (korigovanych o hodnoty slepého stanoveni a korigovanych na vytéznost) ziska-
nych z vicendsobnych zkousek vzorki (nz6) kontaminovanych na trovni rozhodovaci meze GC/HRMS, jakozto
nizsi ¢ast rozdéleni vysledkti na odpovidajici primérné hodnoté BEQ:

Mezni hodnota = BEQp, — 1,64 x SDy
kde

SDr  je smérodatnd odchylka vysledki biologické zkousky na BEQp,, méfeno za podminek vnitrolaboratorni
reprodukovatelnosti.

8.3.3  Vypocet jako sttedni hodnota vysledkt bioanalyzy (v BEQ, korigovanych o hodnoty slepého stanoveni a korigo-
vanych na vytéznost) z vicendsobné analyzy vzorkd (n>6) kontaminovanych na 2/3 sledované irovné, na zdkladé
poznatku, Ze tato Groven se bude pohybovat kolem mezni hodnoty urcené v bodech 8.3.1 nebo 8.3.2:
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8.4

8.4.1

8.4.2

8.4.3

8.4.4

8.4.5

8.4.6
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Vypocet meznich hodnot vychdzejici z 95 % miry spolehlivosti, z niZ vyplyvd mira fale$né vyhovujicich vysledkd
< 5%, azRSDg < 25%: 1.z nizsi ¢asti 95 % predikéniho intervalu na drovni rozhodovaci meze HRGC/HRMS, 2.
z vicendsobné analyzy vzorkd (n > 6) kontaminovanych na Grovni rozhodovaci meze HRGC/HRMS jakozto nizsi
¢ast distribuce daju (v grafu je zndzorfuje kiivka ve tvaru zvonu) na odpovidajici praimérné hodnoté BEQ.

Omezeni meznich hodnot:

Mezni hodnoty vychdzejici z BEQ a vypoctené z RSDy dosazené pii validaci s pouzitim omezeného poctu vzorkd
s riznym zastoupenim matrice/kongenertt mohou byt vyssi nez sledované drovné vychdzejici z TEQ, vzhledem
k veétsi pfesnosti, nez je pfesnost, jiz lze bézné dosdhnout s nezndmym spektrem zastoupeni kongeneri. V tako-
vych pripadech se mezni hodnoty vypoctou z RSDp = 25 %, v ostatnich piipadech se dd pfednost dvéma

tretindm sledované trovné.

Kritéria vykonnosti

Provedou se zkousky opakovatelnosti bioanalytickych metod, aby se ziskaly informace o smérodatné odchylce
v ramci zkouSek a mezi sériemi zkousek. Opakovatelnost musi byt nizs{ nez 20 %, vnitrolaboratorni reprodu-
kovatelnost pak nizsi nez 25 %. To musi vychdzet z vypoctenych trovni v BEQ po odecteni blanku a korekci na
vytéZnost.

Jako soucdst postupu validace musi byt prokdzédno, ze zkouska umoziuje rozlisit slepy vzorek a droven ve vysi
mezni hodnoty, a umoznuje tak identifikovat vzorky nad pfislusnou mezni hodnotou (viz bod 8.1.2).

Je tieba urcit cilové slouceniny, mozné interference a nejvyssi piipustny obsah ve slepém vzorku.

Procentni smérodatnd odchylka odezvy nebo koncentrace vypoctend z odezvy (mozné pouze v pracovnim
rozsahu) trojndsobného stanoveni extraktu vzorku nesmi byt vyssi nez 15 %.

Pro hodnoceni vykonnosti bioanalytické metody v konstantnim casovém obdobi se pouziji nekorigované
vysledky referencniho vzorku (referencnich vzorkd) vyjidtené v BEQ (pro slepy vzorek a sledovanou drover).

Pro slepé vzorky odrdzejici cely pracovni postup a pro kazdy typ referencniho vzorku se zaznamendvaji a ovéfuji
grafy kontroly kvality, aby bylo zajisténo, Ze analytickd vykonnost je v souladu s piislusnymi pozadavky, u slepych
vzorkl odrazejici cely pracovni postup zejména s ohledem na pozadovanou minimdlni odlisnost v nejnizsi ¢asti
pracovniho rozsahu a u referencnich vzorkd zejména s ohledem na vnitrolaboratorni reprodukovatelnost. Slepé
vzorky odrdzejici cely pracovni postup musi byt dikladné kontrolovédny, aby se zamezilo falesné vyhovujicim
vysledkiim po jejich odecteni.
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8.4.7

8.4.8

8.4.9

9.1
9.1.1

9.1.4

9.1.5

9.2
9.2.1

9.2.2

9.23

9.2.4

9.2.5

9.2.6

9.2.7

Vysledky zkousek podezielych vzorki a 2 az 10 % vyhovujicich vzorkd (minimalné 20 vzorkd na jednu matrici)
ziskané technikou GC/HRMS se zaznamenaji a pouziji se pro hodnoceni vykonnosti screeningové metody
a vztahu mezi BEQ a TEQ. Tuto databdzi lze pouzit pro pfehodnoceni meznich hodnot platnych pro bézné
vzorky pro validované matrice.

Dobrou vykonnost metody Ize rovnéz prokédzat v okruznich rozborech. Vysledky vzorkt analyzovanych v okruz-
nich rozborech, které pokryvaji rozsah koncentraci az do napf. dvojndsobku maximalniho obsahu, se rovnéz
mohou zahrnout do hodnoceni podilu falesné vyhovujicich vysledkd, je-li laboratof schopna prokazat dobrou
vykonnost. Vzorky musi zahrnovat nejcastéjsi zastoupeni kongenerd, které predstavuji riizné zdroje.

Pfi incidentech lze mezni hodnoty pfehodnotit, aby odrdzely konkrétni matrici a zastoupeni kongenerti tohoto
konkrétniho incidentu.

Vydévéni vysledki
Konfirmacni metody

Pokud to pouzity postup laboratorniho zkouseni umoziiuje, musi vysledky obsahovat hodnoty jednotlivych
kongenerti PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem a vydévaji se jako dolni, horni a stfedni odhad, aby se
do vydavani vysledk zahrnulo co nejvice informaci, a umoznil se tak vyklad vysledkii podle pfislusnych
zvldstnich pozadavka.

Zprava musi také zahrnovat metodu pouzitou pro extrakci PCDD/PCDF, PCB s dioxinovym efektem a lipidd.

Pokud vytéznost lezi mimo rozpéti uvedené v bodé 7.2.5, je-li prekrocen maximalni obsah nebo v ostatnich
piipadech na Zddost, musi byt ddny k dispozici hodnoty vytéznosti pro jednotlivé vnitini standardy.

Protoze se md pii rozhodovéni o souladu vzorku pfihlédnout také k nejistoté méfeni, je tfeba poskytnout také
tento parametr. Vysledek zkousky se proto vydd ve tvaru ,x +/— U kde x je vysledek zkousky a U je rozsifend
nejistota méfeni, pficemz se pouZije faktor pokryti 2, ktery odpovidd hladiné spolehlivosti pFiblizné 95 %.
V piipadé samostatného stanoveni PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem se pro soucet PCDD/PCDF
a PCB s dioxinovym efektem musi pouzit soucet odhadované rozsifené nejistoty méfeni samostatnych vysledka
analyzy pro PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem.

Je-li nejistota méfeni zohlednéna uplatnénim rozhodovaci meze (CCa) (jak je popsino v bodé 2.2), tento
parametr se uvede.

Vysledky se vyjadif ve stejnych jednotkdch a (alespon) stejnym poctem platnych &islic, jako maximdlni obsahy
stanovené ve smérnici 2002/32/ES.

Bioanalytické screeningové metody

Vysledek screeningu se vyjadii jako ,vyhovujici nebo ,podeziely jako nevyhovujici (,podeziely*).

Kromé toho je mozné vydat vysledek pro PCDD/PCDF a/nebo PCB s dioxinovym efektem vyjadfeny v BEQ, nikoli
TEQ.

Pokud je uvedena nejistota méfeni u vypoctené tirovné BEQ napf. jako smérodatnd odchylka, musi vychdzet

z nejméné trojndsobné analyzy vzorku, vcetné extrakce, ¢isténi a urceni odezvy zkousky.

Vzorky s odezvou nizs{ nez oznamovaci mez musi byt vyjadieny jako ,nizsi neZ oznamovaci mez*.

Pro kazdy typ matrice vzorku musi zprdva uvddét sledovanou tdrovefi, z niZ hodnoceni vychdzi.

Zpréva musi uvddét pouzity typ zkousky, zdkladni principy zkousky a druh kalibrace.

Zpréva musi také zahrnovat metodu pouzitou pro extrakci PCDD/PCDF, PCB s dioxinovym efektem a lipidd.

KAPITOLA 111

Priprava vzorkii a poZadavky na analytické metody pouZivané pfi iifedni kontrole obsahu PCB bez dioxinového efektu

(PCB # 28, 52, 101, 138, 153, 180)
PouZitelné metody detekce

Plynovd chromatografie v tandemu s detektorem elektronového zéchytu (GC/ECD), GC/LRMS, GC/MS-MS,
GC/HRMS nebo rovnocenné metody.
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2.2

2.3

2.4

Identifikace a konfirmace sledovanych analyti

Relativni reten¢ni ¢as ve vztahu k vnitinim standardim nebo referenénim standardim (s pfijatelnou odchylkou
+]-0,25 %).

Rozdéleni v3ech Sesti indikdtorovych PCB (PCB 28, PCB 52, PCB 101, PCB 138, PCB 153 a PCB 180) pomoci
plynové chromatografie od interferujicich ltek, zejména soucasné se eluujicich PCB, zvlasté jsou-li drovné vzorkd
v rozmezi limith stanovenych pravnimi pfedpisy a pfipadny nesoulad md byt teprve potvrzen.

Pozndmka: Mezi kongenery, u nichZ je Casto zjidténo, Ze se eluuji zdroven, patii napi. PCB 28/31, PCB 52/69 a PCB
138/163/164. U GC/MS je rovnéz nutné vzit v Gvahu moiné interference z fragment vyssich chlorovanych
kongenert.

Pozadavky na techniky GC/MS:

Sledovéni alespon:

a) dvou specifickych iontd u HRMS;

b) dvou specifickych iontd m/z > 200 nebo tif specifickych iontd m/z > 100 u LRMS;
¢) 1 prekurzorového a 2 produktovych iontt u MS-MS.

Nejvyssi pifpustné tolerance intenzity vybranych hmotnostnich fragmentt:

Relativni odchylka intenzity vybranych fragmentt od teoretické intenzity nebo kalibra¢niho standardu pro cilovy

iont (nejintenzivngjsi sledovany iont) a identifikacni iont (ionty):

Relativni intenzita identifika¢niho iontu GC-EI-MS GC-CI-MS, GC-MS"
(ionttl) v porovndni s cilovym iontem (relativni odchylka) (relativni odchylka)
> 50 % + 10 % +20%
>20% az 50 % +15% +25%
> 10% az 20 % +20% +30%
< 10% £ 50 % (¥) £ 50 % (%)

(*) Je k dispozici dostatecny pocet hmotnostnich fragmentt s relativni intenzitou > 10 %, nedoporucuje se proto pouZit
identifika¢ni iont(y) s relativni intenzitou nizsi nez 10 % v porovndni s cilovym iontem.

Pozadavky na techniky GC/ECD

Konfirmace vysledkt prekracujicich toleranci s dvéma kolonami GC se staciondrni fdzi jiné polarity.

Prokazovini vykonnosti metody

Vykonnost metody se prokdze v rozsahu sledované tirovné (polovina az dvojndsobek sledované trovné) s piija-
telnym varia¢nim koeficientem pro opakovanou analyzu (viz poZadavky na mezilehlou ptesnost uvedené v bodé
8).

Mez kvantifikace

Hodnoty slepého stanoveni nesmi byt vyssi nez 30 % trovné kontaminace odpovidajici maximdlni drov-
ni (***********).

(rreeeoat) Velmi se doporucuje, aby hodnoty slepého stanoveni ¢inidla byly niz$i nez je obsah kontaminujici
latky ve vzorku. Je povinnosti laboratofe kontrolovat rozptyl hodnot slepych stanoveni, zejména
v piipadé, kdy se hodnoty slepého stanoveni odecitaji.

Kontrola kvality

Pravidelné slepé kontrolni vzorky, analyzy obohacenych vzorkdi, vzorky pro kontrolu kvality, Gcast v mezilabo-
ratornich studiich o pfislusnych matricich.
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6.2
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9.6

Kontrola vytéZnosti

Pouziji se vhodné vnitini standardy s fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi porovnatelnymi se sledovanymi analyty.
PFiddni vnitfnich standardi:

Priddni k produktim (pfed extrakci a ¢isténim).

Pozadavky na metody s vyuzitim vSech Sesti isotopicky znacenych indikdtorovych kongenert:

a) korekce vysledkti na vytéZnost vnitinich standardd;

b) vytéznost isotopicky znacenych vnitinich standardii md byt mezi 50 a 120 %;

¢) nizsi nebo vyssi vytéZnost jednotlivych kongenert, které se na souctu vech 3esti indikdtorovych PCB podileji
méné nez 10 %, je prijatelnd.

Pozadavky na metody, které nevyuZzivaji vech Sesti isotopicky znacenych vnitfnich standardd nebo jinych
vnitinich standardi:

a) vytéznost vnitfnich standarddi se pro kazdy vzorek kontroluje;

b) vytéznost vnitfnich standardti ma byt mezi 60 a 120 %;

¢) vysledky se opravi pro vytéznost vnitinich standardd.

Vytéznost neoznacenych kongenerti se ovéfi pomoci obohacenych vzorki nebo vzorki pro kontrolu kvality
s koncentracemi v rozsahu sledované drovné. Vytéznost téchto kongenerii se povaZuje za pfijatelnou, pokud je

mezi 70 a 120 %.

Pozadavky na laboratofe

V souladu s nafizenim (ES) ¢. 882/2004 musi byt laboratofe akreditovdny uznanym subjektem pusobicim
v souladu s pokyny ISO Guide 58, aby bylo zaruceno, Ze uplatiuji postupy zajisténi analytické kvality. Laboratofe
musi byt akreditovany podle normy EN ISO/IEC 17025.

Kritéria vykonnosti: kritéria pro soucet Sesti indikitorovych PCB na sledované drovni

Pravdivost 30 % az + 30 %
Mezilehld presnost (% RSD) <20%
Rozdil mezi vypoctem horniho a dolniho odhadu <20%

Vydévéni vysledkii

Pokud to analyticky postup umoziiuje, musi vysledky obsahovat hodnoty jednotlivych kongenert PCB a vyddvaji
se jako dolni, horni a stfedni odhad, aby se zahrnulo co nejvice informaci, a umoznil tak vyklad podle
piislusnych zvldstnich pozadavki.

Protokol musi zahrnovat metodu pouzitou pro extrakci PCB a lipidd.

Pokud vytéznost lezi mimo rozpéti uvedené v bodé 6, je-li prekrocen maximdalni obsah nebo v ostatnich
piipadech na zddost, musi byt dény k dispozici hodnoty vytéznosti pro jednotlivé vnitini standardy.

ProtoZe se ma pii rozhodovéni o souladu vzorku piihlédnout také k nejistoté méfent, je tieba poskytnout také
tento parametr. Vysledky zkousky se proto vydaji ve tvaru ,x +/- U*, kde x je vysledek zkousky a U je rozsitend
nejistota méfeni, pficemz se pouzije faktor pokryti 2, ktery odpovidd hladiné spolehlivosti pfiblizné 95 %.

Je-li nejistota méFeni zohlednéna uplatnénim rozhodovaci meze (CCa) (jak je popsdno v bodé 2.1 kapitoly 1),
tento parametr se uvede.

Vysledky se vyjadii ve stejnych jednotkdch a (alespori) se stejnym poctem platnych ¢islic jako maximdlni obsahy
stanovené ve smérnici 2002/32/ES.“
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