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UREDBA KOMISIJJE (EU) br. 589/2014
od 2. lipnja 2014.

o metodama uzorkovanja i analitickim metodama za kontrolu koli¢ina dioksina, dioksinima sli¢nih
PCB-a i PCB-a koji nisu sli¢ni dioksinu u odredenoj hrani i o stavljanju izvan snage Uredbe (EU)
br. 252/2012

(Tekst znacajan za EGP)
EUROPSKA KOMISJJA,
uzimajudi u obzir Ugovor o funkcioniranju Europske unije,

uzimajudi u obzir Uredbu (EZ) br. 882/2004 Europskog parlamenta i Vijeca od 29. travnja 2004. o sluzbenim kontro-
lama koje se provode radi provjeravanja postivanja propisa o hrani i hrani za Zivotinje te propisa o zdravlju i dobrobiti
Zivotinja (), a posebno njezin ¢lanak 11. stavak 4.,

bududi da:

(1) Uredbom Komisije (EZ) br. 1881/2006 (?) predvidaju se najve¢e dopustene koli¢ine za PCB-ove koji nisu slicni
dioksinu, dioksine i furane te za zbroj dioksina, furana i dioksinu sli¢cnih PCB-a u odredenoj hrani.

(2)  Preporukom Komisije 2013/711/EU (*) utvrduju se pragovi za pokretanje postupka kako bi se potaknuo proak-
tivni pristup za smanjenje prisutnosti polikloriranih dibenzo-para-dioksina i polikloriranih dibenzo furana
(PCDDJF) i dioksinu sli¢nih PCB-a u hrani. Ti su pragovi za pokretanje postupka instrument za nadlezna tijela i
subjekte za izdvajanje onih slucajeva u kojima je potrebno identificirati izvor kontaminacije i poduzeti mjere za
njegovo smanjenje ili uklanjanje.

(3)  Uredba Komisije (EU) br. 252/2012 od 21. oZujka 2012. (*) sadrzava posebne odredbe o postupcima uzorkovanja
i analitickim metodama koje se primjenjuju pri sluzbenim kontrolama.

(4)  Odredbe utvrdene ovom Uredbom odnose se samo na uzorkovanje i analizu dioksina, dioksinu sli¢nih PCB-a i
PCB-a koji nisu sli¢ni dioksinu za provedbu Uredbe (EZ) 18812006 i Preporuke 2013/711/EU. One ne utjeCu na
strategiju, koli¢ine i ucestalost uzorkovanja kako su navedeni u prilozima IIL i IV. Direktivi Vijeca 96/23/EZ (°).
One ne utjecu na ciljne kriterije za uzorkovanje utvrdene u Odluci Komisije 98/179/EZ (9).

(5)  Za identifikaciju uzoraka sa znacajnom koli¢inom PCDDJF i dioksinu slicnih PCB-a mozZe se upotrebljavati orijen-
tacijska metoda analize s ople prihvatljivom validacijom (po moguénosti onu kojom se odabiru uzorci koji
prelaze pragove za pokretanje postupka i osigurava odabir uzoraka koji prelaze najvece dopustene koli¢ine). Koli-
¢ine PCDDJF i PCB-a sli¢nih dioksinu u ovim uzorcima potrebno je odrediti s potvrdnom analitickom metodom.
Stoga je primjereno utvrditi odgovarajue zahtjeve za orijentacijsku metodu pri ¢emu je potrebno osigurati da je
uCestalost lazno sukladnih rezultata u pogledu najvecih koli¢ina manja od 5 % i stroge zahtjeve za potvrdne
metode analize. Usto, potvrdne metode analize s dovoljnom osjetljivoséu dopustaju odredivanje koli¢ina ¢ak i u
podrugju s niskom razinom prisutnosti. To je vazno za pracenje vremenskih kretanja, procjenu izloZenosti i za
ponovnu evaluaciju najve¢ih dopustenih koli¢ina te granice za pokretanje postupka.

(6)  Za uzorkovanje vrlo velikih riba, potrebno je precizirati nacin uzorkovanja kako bi se osigurao uskladen pristup
u ¢itavoj Uniji.

(") SLL165,30.4.2004., str. 1.

(%) Uredba Komisije (EZ) br. 1881/2006 od 19. travnja 2006. o utvrdivanju najvecih dopustenih koli¢ina odredenih kontaminata u hrani
(SLL 364,20.12.2006., str. 5.).

(}) Preporuka Komisije 2013/11/EU od 3. prosinca 2013. o smanjenju prisutnosti dioksina, furana i PCB-a u hrani i hrani za Zivotinje
(SLL323,4.12.2013,, str. 37.).

(*) Uredba Komisije (EU) br. 252/2012 od 21. oZujka 2012. 0 metodama uzorkovanja i analitickim metodama za sluzbenu kontrolu koli¢ina
dioksina, dioksinu sli¢nih PCB-a i PCB-a koji nisu sli¢ni dioksinu u odredenoj hrani i o stavljanju izvan snage Uredbe (EZ) br. 1883/2006
(SLL 84,23.2.2012,, str. 1.).

(’) Direktiva Vijea 96/23/EZ od 29. travnja 1996. 0 mjerama za pracenje odredenih tvari i njihovih ostataka u zivih Zivotinja i proizvodima
zivotinjskog podrijetla i o stavljanju izvan snage direktiva 85/358/EEZ i 86/469/EEZ i odluka 89/187/EEZ i 91/664/EEZ (SL L 125,
23.5.1996., str. 10.).

(®) Odluka Vijeca 98/ 1)79 [EZ od 29. travnja 1998. o utvrdivanju detaljnih pravila sluzbenog uzorkovanja za pracenje odredenih tvari i
njihovih ostataka u Zivih Zivotinja i proizvodima Zivotinjskog podrijetla (SLL 65, 5.3.1998., str. 31.).
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(7)  Sadrzaj dioksina, dioksinu sli¢énih PCB-a i PCB-a koji nisu sli¢ni dioksinu moze se razlikovati kod riba iste vrste
koje potjecu s istog podrudja s obzirom na veli¢inu ifili starost ribe. Nadalje, razina dioksina, dioksinu sli¢nih
PCB-a i PCB-a koji nisu sli¢ni dioksinu nije nuzno ista u svim dijelovima ribe. Stoga je potrebno odrediti postupak
uzorkovanja i pripremu uzoraka kako bi se osigurao uskladen pristup u ¢itavoj Uniji.

(8)  Vazno je da se rezultati analiza isporucuju i tumace na ujednacen nacin kako bi se osigurao uskladen pristup
provodenja u ¢itavoj Uniji.

(9)  Osim plinske kromatografije/masene spektometrije visoke razlucivosti (HRMS-GC), tehnicki napredak i razvoj
pokazali su da se i plinska kromatografija/dvojna masena spektrometrija (GC-MS/MS) mogu upotrebljavati kao
potvrdna metoda za provjeru postivanja najvecih dopustenih koli¢ina (NDK). Uredbu (EU) br. 252/2012 trebalo
bi stoga zamijeniti novom uredbom kojom se predvida koristenje plinske kromatografije/dvojne masene spektro-
metrije (GC-MS/MS) kao primjerene potvrdne metode za provjeru postovanja najvecih dopustenih koli¢ina.

(10)  Mjere predvidene ovom Uredbom u skladu su s misljenjem Stalnog odbora za prehrambeni lanac i zdravlje Zivo-
tinja,

DONIJELA JE OVU UREDBU:

Clanak 1.

U svrhu ove Uredbe primjenjuju se definicije i kratice navedene u Prilogu 1.

Clanak 2.

Uzorkovanje za sluzbenu kontrolu koli¢ina dioksina, furana i dioksinu sli¢cnih PCB-a i PCB-a koji nisu sli¢ni dioksinu u
hrani navedenoj u odjeljku 5. Priloga Uredbi (EZ) br. 1881/2006 provodi se u skladu s metodama iz Priloga II. ovoj
Uredbi.

Clanak 3.

Priprema uzoraka i analize za kontrolu koli¢ina dioksina, furana i dioksinu sli¢énih PCB-a u hrani navedenoj u odjeljku 5.
Priloga Uredbi (EZ) br. 1881/2006 provodi se u skladu s metodama iz Priloga III. ovoj Uredbi.

Clanak 4.

Analize za kontrolu koli¢ina PCB-a koji nisu sli¢ni dioksinu u hrani navedenoj u odjeliku 5. Priloga Uredbi (EZ)
br. 1881/2006 provode se u skladu sa zahtjevima za metode analize iz Priloga IV. ovoj Uredbi.

Clanak 5.
Uredba (EZ) br. 252/2012 ovime se stavlja izvan snage.

Upucivanja na uredbu stavljenu izvan snage smatraju se upucivanjima na ovu Uredbu.

Clanak 6.

Ova Uredba stupa na snagu dvadesetog dana od dana objave u Sluzbenom listu Europske unije.

Ova je Uredba u cijelosti obvezujuca i izravno se primjenjuje u svim drzavama ¢lanicama.

Sastavljeno u Bruxellesu 2. lipnja 2014.

Za Komisiju
Predsjednik
José Manuel BARROSO
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PRILOG 1.

DEFINICIJE I KRATICE

I. DEFINICIJE
Za potrebe ove Uredbe primjenjuju se definicije iz Priloga I. Odluci Komisije 2002/657 [EZ (!).
Za potrebe ove Uredbe osim njih primjenjuju se sljedeée definicije:

1.1. ,Prag za pokretanje postupka” znaci koli¢ina doti¢ne tvari kako je utvrdeno u Prilogu Preporuci 2013/711/EU koja
zahtijeva istragu za otkrivanje izvora te tvari u sluCajevima kada su otkrivene povecane koli¢ine te tvari.

1.2. ,Orijentacijske metode” zna¢i metode upotrijebljene za odabir onih uzoraka s razinama PCDD/PCDF-a i dioksinu
sli¢cnih PCB-a koje prelaze najveée dopustene koliCine ili pragove za pokretanje postupka. One omogucavaju
troskovno ucinkovitu veliku propusnost uzoraka i tako povecavaju moguénost za otkrivanje novih incidenata s
velikom izloZenosti i rizicima za zdravlje potrosaca. Orijentacijske metode temelje se na bioanalitickim i GC/MS
metodama. Rezultati iz uzoraka koji prelaze cut-off vrijednost za provjeru sukladnosti s najve¢om dopustenom
koli¢inom provjeravaju se punom ponovljenom analizom originalnog uzorka potvrdnom metodom.

1.3. ,Potvrdne metode” znadi metode koje osiguravaju potpune ili dopunske informacije koje omogucavaju nedvosmi-
sleno otkrivanje i kvantificiranje najve¢e dopustene koli¢ine PCDD/PCDF-a i dioksinu sli¢nih PCB-a, ili u slucaju
potrebe, praga za pokretanje postupka. Pri takvim metodama koriste se plinska kromatografija i masena spektro-
metrija visoke razlu¢ivosti (GC-HRMS) ili plinska kromatografija i tandem masena spektrometrija (GC-MS/MS).

1.4. ,Bioanaliticke metode” znaci metode koje se temelje na bioloskim nacelima, kao $to su stani¢ne bioanalize, recep-
torski ili imunoloski testovi. Te metode ne daju rezultate na razini kongenera ve¢ samo navode (?) vrijednosti TEQ
izrazene u bioanalitickim ekvivalentima (BEQ), s obzirom da svi spojevi prisutni u izolatu uzorka koji proizvedu
odgovor pri ispitivanju mozda ne ispunjavaju sve zahtjeve nacela TEQ.

1.5. ,IskoriStenje dobiveno bioanalizom” zna¢i BEQ koli¢ina izracunana iz TCDD ili PCB 126 kalibracijske krivulje,
korigirane za vrijednost slijepe probe i zatim podijeljene s vrijednos¢u TEQ odredenom potvrdnom metodom. Ta
metoda pokusava korigirati faktore kao to su gubitak PCDD/PCDF i dioksinu sli¢nih spojeva tijekom ekstrakcije i
¢iscenja, koekstrakcijski spojevi koji povecavaju ili smanjuju odgovor (agonisticki i antagonisticki ucinci), kvaliteta
prilagodbe krivulje ili razlike izmedu vrijednosti TEF i REP. Iskoristenje dobiveno bioanalizom izra¢unava se iz
odgovarajucih referentnih uzoraka koji imaju reprezentativno rasporedene kongenere oko najvise dopustene razine
ili praga za pokretanje postupka.

1.6. ,Semikvantitativne metode” znaci metode koje pokazuju pribliznu koncentraciju analita, a numericki rezultat ne
ispunjava zahtjeve kvantitativnih metoda.

1.7. ,Prihvadena granica kvantifikacije pojedinoga kongenera u uzorku” znaci najmanji udio analita koji se mozZe izmje-
riti s razumnom statistickom sigurnoscu, koji ispunjava kriterije identifikacije kako su opisani u medunarodno
priznatim normama, na primjer u normi EN 16215:2012 (Hrana za Zivotinje — odredivanje dioksina i dioksinu
sli¢nih PCB-a s pomo¢u GC/HRMS i PCB indikatora s pomoc¢u GC/HRMS) ifili u metodama EPA 1613 i 1668 kako
su revidirane.

Granica kvantifikacije pojedinoga kongenera moze se odrediti kao:

(a) koncentracija analita u izolatu uzorka koja daje odgovor instrumenta na dva razli¢ita iona, koju treba pratiti
uz omjer signala i Suma (signal/noise ratio) 3:1 pri manje osjetljivom signalu neobradenih podataka;

ili, ako iz tehnickih razloga izra¢un omjer signala i Suma ne osigura pouzdane rezultate,

(b) tocka najniZe koncentracije na kalibracijskoj krivulji koja daje prihvatljivo (< 30 %) i dosljedno (mjereno
najmanje na pocetku i na kraju analitickog niza uzoraka) odstupanje od prosje¢nog relativnog faktora odgo-
vora izraunanog za sve tocke na kalibracijskoj krivulji u svakoj seriji uzoraka ().

(") Odluka Komisije 2002/657EZ od 14. kolovoza 2002. o primjeni Direktive Vijeca 96/23[EZ o provodenju analitickih metoda i tuma-
Cenju rezultata (SLL 221, 17.8.2002, str. 8.).

(*) Bioanaliticke metode nisu specifi¢ne za odredivanje spojeva kongenera ukljucenih u sustav TEF. Drugi strukturno povezani spojevi koji
se vezu na receptor aromatskih ugljikovodika (AhR) mogu biti prisutni u izolatu uzorka $to pridonosi opéem odgovoru. Stoga bioanali-
ticki rezultati nisu procjena ve¢ vise pokazatelj TEQ vrijednosti u uzorku.

(®) LOQ se izracunava iz tocke najnize koncentracije uzimajudi u obzir iskoriStenje unutarnjih standarda i unos uzorka.
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1.8. ,Gornji” znaci pojam koji zahtijeva primjenu granice kvantifikacije za izra¢un doprinosa svakog pojedinacnog
nekvanitificiranog kongenera.

1.9. ,Donji” znadi pojam koji zahtijeva primjenu nule za izracun doprinosa svakog pojedinacnog nekvantificiranog
kongenera.

1.10. ,Srednji” znaci pojam koji zahtijeva primjenu polovice granice kvantifikacije za izra¢un doprinosa svakog pojedi-
nacnog nekvantificiranog kongenera.

1.11. ,Serija” znaci toéno odredena koli¢ina hrane isporucena jednokratno i za koju nadlezni inspektor moZe odrediti
da posjeduje zajednicke karakteristike kao $to su podrijetlo, vrsta, vrste pakiranja, osobu koja je pakirala, posilja-
telja ili oznake. U slu¢aju kada se radi o ribi i ribljim proizvodima i veli¢ina ribe mora biti usporediva. U slucaju

kada veli¢ina ifili masa ribe nije usporediva u istoj posiljci, posiljka se moze smatrati serijom, ali se tada uzorko-
vanje mora obaviti prema posebnom postupku.

1.12. ,Podserija” znaci odredeni dio velike serije na kojoj se provodi uzorkovanje. Svaka podserija mora biti fizicki odvo-
jena i prepoznatljiva.

1.13. ,Pojedina¢ni uzorak” zna¢i koli¢ina materijala uzetoga s jednoga mjesta iz serije, odnosno podserije.
1.14. ,Skupni uzorak” zna¢i zbroj svih pojedina¢nih uzoraka uzetih iz serije, odnosno podserije.

1.15. ,Laboratorijski uzorak” znaci reprezentativni dio/koli¢ina skupnog uzorka namijenjen laboratorijskoj analizi.

II. UPOTRIJEBLJENE KRATICE

BEQ bioanaliticki ekvivalenti

GC plinska kromatografija

HRMS masena spektrometrija visoke razlu¢ivosti
LRMS masena spektrometrija niske razlucivosti
MS/MS tandem masena spektrometrija

PCB poliklorirani bifenili

PCDD poliklorirani dibenzo-p-dioksini

PCDF poliklorirani dibenzofurani

QC kontrola kvalitete

REP relativna u¢inkovitost

TEF faktori ekvivalentne toksi¢nosti

TEQ toksi¢ni ekvivalenti

TCDD tetraklorodibenzodioksin

U prosirena mjerna nesigurnost
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PRILOG II.

METODE UZORKOVANJA ZA SLUZBENE KONTROLE KOLICINA DIOKSINA (PCDD/PCDF), DIOKSINU
SLICNIH PCB-a I PCB-a KOJI NISU SLICNI DIOKSINU U POJEDINOJ HRANI

I. PODRUCJE PRIMJENE
Uzorci koji su namijenjeni sluzbenim kontrolama koli¢ina dioksina (PCDD/PCDF), dioksinu sli¢nih PCB-a i PCB-a koji
nisu sli¢ni dioksinu, dalje u tekstu dioksini i PCB-i, moraju se uzimati u hrani u skladu s metodama opisanima u ovom
Prilogu. Skupni uzorci dobiveni na taj na¢in smatraju se reprezentativnim uzorcima serije ili podserije iz kojih su uzeti.
Sukladnost s najve¢im dopustenim koli¢inama propisanima Uredbom (EZ) br. 1881/2006 o odredivanju najve¢ih dopu-
Stenih koli¢ina za odredene kontaminante u hrani uspostavlja se na temelju koli¢ina odredenih u laboratorijskim uzor-
cima.
1. OPCE ODREDBE

1. Osoblje

Uzorkovanje obavlja ovlastena osoba koju je odredila drzava ¢lanica.

2. Materijal za uzorkovanje

Svaka serija koju treba ispitati uzorkuje se odvojeno.

3. Mjere predostroznosti koje treba poduzeti
Tijekom uzorkovanja i pripreme uzoraka poduzimaju se mjere predostroznosti kako bi se izbjegle sve promjene koje
bi mogle utjecati na sadrzaj dioksina i PCB-a, $tetno djelovati na analiticko odredivanje ili skupni uzorak u¢initi nere-
prezentativnim.

4. Pojedina¢ni uzorci
Sto je vise moguce, pojedinacni uzorci se uzimaju na razli¢itim mjestima razdijeljenim unutar serije ili podserije.
Odstupanje od ovog postupka mora se zabiljeziti u evidenciji predvidenoj u tocki I1.8. ovog Priloga.

5. Priprema skupnog uzorka
Skupni uzorak sastavljen je objedinjavanjem svih pojedina¢nih uzoraka. Mora imati najmanje 1 kg, osim ako to nije
moguce, npr. ako se uzorkuje jedno pakiranje ili ako proizvod ima visoku komercijalnu vrijednost.

6. Ponovljeni uzorci
Ponovljeni uzorci zbog provedbe sluzbene kontrole, sudskih sporova i referentnih namjena moraju se uzimati iz
homogeniziranog skupnog uzorka, osim ako takav postupak nije u suprotnosti s pravilima drzava ¢lanica u pogledu
prava subjekta u poslovanju s hranom. Koli¢ina laboratorijskog uzorka za potrebe provodenja kontrola mora biti
dovoljna da se omogudi najmanje dvostruka analiza.

7. Pakiranje i dostava uzoraka
Svaki uzorak stavlja se u ¢ist, inertan spremnik koji pruza odgovarajucu zastitu od zagadenja, gubitka analita adsorp-
cijom na stijenke spremnika te od ostecenja tijekom dostave. Poduzimaju se sve mjere opreza kako bi se izbjegle
promjene u sastavu uzorka do kojih bi moglo dodi tijekom dostave ili skladiStenja.

8. Pecacenje i oznaclivanje uzoraka

Svaki uzorak uzet za sluzbene potrebe sluzbeno se zapecaluje na mjestu uzorkovanja i obiljezava u skladu s pravi-
lima drzava ¢lanica.

O svakom uzorkovanju sastavlja se zapisnik koji omogucava jasno prepoznavanje svake serije, a sadrzi podatke o
vremenu i mjestu uzorkovanja te ostale dodatne podatke koji mogu posluziti analiticaru.
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III. PLAN UZORKOVANJA

Metoda uzorkovanja koja se koristi mora osigurati reprezentativnost skupnog uzorka za (pod)seriju koja se kontrolira.

1. Podjela serija u podserije

Velike serije dijele se na podserije pod uvjetom da se podserije mogu fizicki odvojiti. Za proizvode koji se u prometu
nalaze u velikim rasutim posiljkama (npr. biljno ulje) primjenjuje se tablica 1. Za ostale se proizvode primjenjuje
tablica 2. Uzimajuéi u obzir da masa serije ne predstavlja uvijek to¢an umnozak mase i broja uzoraka iz podserije,

masa podserije mozZe odstupati za najvise 20 %.

Tablica 1.

Podjela serija na podserije za proizvode koji se prodaju u rasutim posiljkama

Masa serija (tona) Masa ili broj podserije
21500 500 tona
>300i<1 500 3 podserije
> 501 £ 300 100 tona
<50 —

Tablica 2.

Podjela serija na podserije za ostale proizvode

Masa serija (tona)

Masa ili broj podserije

> 15
<15

15-30 tona

2. Broj pojedinacnih uzoraka
Skupni uzorak koji objedinjuje sve pojedina¢ne uzorke ne smije biti manji od 1 kg (vidjeti tocku IL.5. ovog Priloga).
Najmanji broj pojedina¢nih uzoraka koji se uzima iz serije ili podserija prikazan je u tablicama 3. i 4.
U slucaju da se radi o tekuéim proizvodima u rasutoj posiljci serija ili podserija moraju se dobro promijesati ru¢no ili
mehanickim sredstvima do mjere do koje to neée utjecati na kvalitetu proizvoda neposredno prije uzorkovanja. U
tom slucaju pretpostavlja se da ¢e se kontaminanti ravnomjerno rasporediti kroz cijelu seriju ili podseriju. Stoga je za
skupni uzorak dovoljno uzeti tri pojedina¢na uzorka iz serije odnosno podserije.
Pojedinacni uzorci trebaju biti podjednake mase. Masa pojedina¢nih uzoraka ne smije biti manja od 100 g.
Odstupanje od ovakvog postupka mora se navesti u zapisniku iz tocke II.8. ovog Priloga. U skladu s odredbama
Odluke 97/747[EZ o utvrdivanju razina i ucestalosti uzorkovanja propisanog Direktivom 96/23/EZ za pracenje odre-
denih tvari i njihovih rezidua u odredenim proizvodima Zivotinjskog podrijetla, skupni uzorak za kokogja jaja je
najmanje 12 jaja (za nepakirane serije, kao i za serije koje se sastoje od pojedinacnih pakiranja primjenjuju se
tablice 3.1 4.).

Tablica 3.

Najmanji broj pojedinacnih uzoraka koji se uzimaju iz serije ili podserije

Masa ili volumen serije/podserije (u kg ili litrama)

Najmanji broj pojedina¢nih uzoraka koje treba uzeti

<50
50 do 500
> 500

3
5
10

Ako se serija ili podserija sastoji od pojedina¢nih pakiranja ili jedinica, tada je broj pakiranja ili jedinica koji e se

uzeti za skupni uzorak naveden u tablici 4.
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Tablica 4.

Broj pakiranja ili jedinica (pojedina¢nih uzoraka) koji se uzorkuju za skupni uzorak kad se serija ili podserija
sastoji od pojedinacnih pakiranja ili jedinica

Broj pakiranja ili jedinica u seriji/podseriji Broj pakiranja ili jedinica koje treba uzeti
1do 25 najmanje 1 pakiranje ili jedinica
26 do 100 oko 5 %, a najmanje 2 pakiranja ili jedinice
> 100 oko 5 %, a najviSe 10 pakiranja ili jedinica

3. Posebne odredbe za uzorkovanje serija koje sadrzavaju cijele ribe podjednake veli¢ine i mase

Smatra se da su ribe podjednake veli¢ine i mase kada njihova medusobna razlika u veli¢ini i masi nije veéa od oko
50 %.

Broj pojedina¢nih uzoraka koji se uzimaju iz serije utvrden je u tablici 3. Skupni uzorak koji objedinjuje sve pojedi-
nacne uzorke ne smije biti laksi od 1 kg (vidjeti tocku IL5.).

— U sludaju da serija koja se uzorkuje sadrzava sitnu ribu (riba ¢jja je pojedina¢na masa manja od 1 kg), kao pojedi-
nac¢ni uzorak za tvorbu skupnog uzorka uzima se cijela riba. Kada bi tako dobiveni skupni uzorak tezio vise od
3 kg, pojedina¢ni uzorci mogu biti uzeti od sredine ribe, ako svaki takav uzorak, od riba koje ¢ine skupni uzorak,
teZi najmanje 100 grama. Cijeli dio na koji se primjenjuju najveée dopustene koli¢ine koristi se za homogenizaciju
uzorka.

Sredina ribe je i njezino teZiste. Ono se najéesce nalazi kod ledne peraje (ako ju riba ima), odnosno na pola puta
izmedu otvora za $krge i anusa.

— Kada serija koju se uzorkuje sadrzi vece ribe (svaka riba je teza od 1 kg), pojedinacni se uzorak sastoji od sredis-
njega dijela ribe. Svaki pojedina¢ni uzorak tezi najmanje 100 g.

Kod riba srednje veli¢ine (od oko 1 do 6 kg) pojedina¢ni uzorak se odreze u srednjem dijelu ribe koji se proteze
od kraljeznice do trbuha.

Kod velike ribe (npr. teZze od 6 kg), uzima se pojedina¢ni uzorak s desne strane (gledano sprijeda) dorzo-lateralnog
(odozgo i sa strane) dijela misica iz sredine ribe. U slu¢aju kada bi tako uzeti uzorak izazvao veliki trosak, moze
se smatrati dovoljnim uzimanje triju pojedinacnih uzoraka od kojih svaki ima najmanje 350 grama bez obzira na
veli¢inu serijje ili alternativno jednaki dio miiénog mesa u blizini repa ribe i dio misicnog mesa u blizini glave iste
ribe mogu se uzeti kao pojedina¢ni uzorak koji Ce biti reprezentativan za odredivanje dioksina u cijeloj ribi.

4. Uzorkovanje serija riba koje se sastoje od cijelih riba razli¢ite veli¢ine ifili mase

— Za pripremu uzorka primjenjuju se odredbe iz tocke IIL.3.

— Kada prevladava odredena kategorija, veli¢ina ili masa (oko 80 % serije i viSe), uzorak se uzima od riba ¢ija veli-
¢ina ili masa prevladava. Ovakav se uzorak smatra reprezentativnim za cijelu seriju.

— Kada ne prevladava odredena kategorija, veli¢ina ili masa, mora se osigurati da se za uzorkovanje izaberu ribe koje
su reprezentativne za cijelu posiliku. Posebne upute za ove slucajeve nalaze se u ,Smjernicama za uzorkovanje
cijelih riba razlicitih veli¢ina ifili mase” ().

5. Uzorkovanje u maloprodaji

Uzorkovanje hrane u maloprodaji provodi se, ako je moguce, u skladu s odredbama tocke I11.2. ovog Priloga.

() http:/[ec.europa.eu/food/food/chemicalsafety/contaminants/dioxins_en.htm
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Ako to nije mogude, primjenjuje se druga metoda uzorkovanja u maloprodaji, pod uvjetom da ona osigurava
dovoljnu reprezentativnost uzorkovane serije ili podserije.

IV. SUKLADNOST SERIJE ILI PODSERIJE SA SPECIFIKACIJAMA
1. U pogledu PCB-a koji nisu sli¢ni dioksinu

Serija se prihvaca ako analiticki rezultat ne prelazi najve¢u dopustenu koli¢inu za PCB-e koji nisu sli¢ni dioksinu kako
je propisano u Uredbi (EZ) br. 1881/2006 uzimajuéi u obzir mjernu nesigurnost.

Serija nije u skladu s najve¢im dopustenim koli¢inama iz Uredbe (EZ) br. 1881/2006 ako gornji analiticki rezultat
potvrden dvostrukom analizom (¥), prelazi bez sumnje najvece dopustene koli¢ine uzimajuéi u obzir mjernu nesigur-
nost. Srednja vrijednost dvaju odredivanja koristi se za provjeru sukladnosti, uzimajuéi u obzir mjernu nesigurnost.

Mjerna nesigurnost moze se uzeti u obzir u skladu s jednim od sljedecih pristupa:

— izracunom prosirene nesigurnosti, koriste¢i faktor pokrivanja 2, ¢ime se dobiva pouzdanost od oko 95 %. Serija
odnosno podserija nije sukladna ako je izmjerena vrijednost umanjena za mjernu nesigurnost (U) iznad utvrdene
najviSe dopustene kolicine,

— postavljanjem grani¢ne koli¢ine (CCa) u skladu s odredbama Odluke Komisije 2002/657[EZ (tocka 3.1.2.5.
Priloga 1. toj Odluci — primjer tvari s odredenom dozvoljenom koli¢inom). Serija ili podserija je nesukladna ako je
izmjerena vrijednost jednaka ili iznad CCa.

Gore navedena pravila primjenjuju se na rezultate analize dobivene iz uzorka za sluzbene kontrole. U slu¢aju potrebe
dodatne analize ili referentne potrebe primjenjuju se nacionalni propisi.

2. U pogledu dioksina (PCDD/PCDF) i dioksinu sli¢nih PCB-a

Serija se prihvaca, ako rezultat pojedina¢ne analize

— provedene orijentacijskom metodom s udjelom lazno sukladnih rezultata manjim od 5 % ukazuje da razina ne
prelazi doti¢ne najveée dopustene koli¢ine PCDD/PCDF-a i zbroj PCDD/PCDF-a i dioksinu sli¢nih PCB-a kako je
propisano u Uredbi (EZ) br. 1881/2006;

— provedene potvrdnom metodom ne prelazi doti¢ne najveée dopustene koli¢ine PCDD/PCDF-a i zbroj PCDD/
PCDF-a i dioksinu slicnih PCB-a kako je propisano u Uredbi (EZ) br. 1881/2006 uzimajuéi u obzir mjernu nesi-
gurnost.

Za orijentacijske testove potrebno je odrediti cut-off vrijednost za odluku o sukladnosti s doti¢nim najveéim dopu-
Stenim koli¢inama odredenim za PCDD/PCDF ili za zbroj PCDD/PCDF-a i dioksinu sli¢nih PCB-a.

Serija nije u skladu s najve¢im dopustenim koli¢inama kako su odredene u Uredbi (EZ) br. 1881/2006 ako gornji
analiticki rezultat dobiven potvrdnom metodom i potvrden dvostrukom analizom (**), prelazi bez sumnje najvecu
dopustenu koli¢inu uzimajuéi u obzir mjernu nesigurnost. Srednja vrijednost dvaju odredivanja koristi se za provjeru
sukladnosti uzimajuéi u obzir mjernu nesigurnost.

Mjerna nesigurnost mozZe se uzeti u obzir u skladu s jednim od sljedecih pristupa:

— izracunom prosirene nesigurnosti, koriste¢i faktor pokrivanja 2, ¢ime se dobiva pouzdanost od oko 95 %. Serija
odnosno podserija nije sukladna ako je izmjerena vrijednost umanjena za mjernu nesigurnost (U) iznad utvrdene
najviSe dopustene koli¢ine. U slucaju kada se odvojeno odreduju PCDD/PCDF i dioksinu sli¢ni PCB-i, tada se
koristi zbroj procijenjenih prosirenih nesigurnosti za svaki rezultat analize PCDD/PCDF-a i dioksinu sli¢nih PCB-a
zasebno, kako bi se dobio zbroj PCDD/PCDF-a i dioksinu sli¢nih PCB-a,

— postavljanjem grani¢ne koli¢ine (CCa) u skladu s odredbama Odluke 2002/657/EZ (tocka 3.1.2.5. Priloga L. toj
Odluci - primjer tvari s odredenom dozvoljenom koli¢inom. Serija ili podserija nije sukladna ako je izmjerena
vrijednost jednaka ili iznad CCa.

Gore navedena pravila primjenjuju se na rezultate analize dobivene na uzorku sluzbene kontrole. U slu¢aju potrebe
dodatne analize ili referentne potrebe primjenjuju se nacionalni propisi.

-

Dvostruka analiza je potrebna ako rezultat prvog odredivanja, u kojem se primjenjuju potvrdne metode uporabom '*C-obiljezenog
unutarnjeg standarda, za odgovarajuce analite, nije sukladan. Dvostruka analiza je potrebna kako bi se iskljucila moguénost unutarnje
uzajamne kontaminacije ili slucajne zamjene uzoraka. U slucaju da se analiza izvodi u okviru incidenta kontaminacije, potvrdivanje
dvostrukom analizom moze se zaobidi u slu¢aju da su uzorci koji su odabrani za analizu utvrdivanjem podrijetla povezani s incidentom
kontaminacije i otkrivena koli¢ina je znacajno veca od najvece dopustene kolicine.

(**) Jednako obrazloZenje i zahtjevi za dvostruku analizu za kontrolu pragova za pokretanje postupka kao u biljesci 2 za najvece dopustene
koli¢ine. (¥)
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V. PRELAZENJE PRAGA ZA POKRETANJE POSTUPKA

Pragovi za pokretanje postupka predstavljaju alat za odabir uzoraka u onim slu¢ajevima u kojima je primjereno utvrditi
izvor kontaminacije i poduzeti mjere za njezino smanjenje ili uklanjanje. Orijentacijske metode uspostavljaju odgovara-
jule cut-off vrijednosti za odabir tih uzoraka. Mjere potrebne za otkrivanje izvora i za smanjenje ili uklanjanje kontami-
nacije ¢e se provesti samo ako je prelaZenje praga za pokretanje postupka potvrdeno dvostrukom analizom koristeci
potvrdnu metodu i uzimajuéi u obzir mjernu nesigurnost (**).
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PRILOG III.

PRIPREMA UZORKA I ZAHTJEVI ZA METODE ANALIZE KOJE SE KORISTE ZA KONTROLU KOLICINA

DIOKSINA (PCDD/PCDF) I DIOKSINU SLICNIH PCB-a U ODREDENOJ HRANI

PODRUCJE PRIMJENE

Zahtjevi iz ovog Priloga primjenjuju se za sluzbenu kontrolu hrane u kojoj se odreduju koli¢ina 2,3,7,8-supsti-
tuiranih polikloriranih dibenzo-p-dioksina i polikloriranih dibenzofurana (PCDD/PCDF) i dioksinu i dioksinu
sli¢nih polikloriranih bifenila (dioksinu sli¢ni PCB-i) i za druge regulatorne potrebe.

Monitoring prisutnosti PCDD/PCDF-a i dioksinu sli¢nih PCB-a u hrani mozZe se obavljati pomoc¢u dva razli¢ita
tipa analitickih metoda:

(a) Orijentacijske metode

Cilj orijentacijskih metoda je odabir onih uzoraka s razinama PCDD/PCDF-a i dioksinu sli¢nih PCB-a koje
prelaze najvele dopustene koli¢ine ili praga za pokretanje postupka. Orijentacijske metode trebale bi
omoguciti troskovno ucinkovitu veliku propusnost uzoraka i tako povecati moguénost za otkrivanje novih
incidenata s velikom izloZenosti i rizicima za zdravlje potrosaca. Osmisljene su tako da se njima izbjegavaju
lazno sukladni rezultati. One mogu ukljucivati bioanaliticke metode i GC/MS metode.

Orijentacijske metode usporeduju analiticki rezultat s cut-off vrijedno$¢u, navodeéi odluku da ili ne u
pogledu moguceg prelazenja najveée dopustene koli¢ine ili praga za pokretanje postupka. Koncentracija
PCDD/PCDF-a i zbroj PCDD|F-a i dioksinu slicnih PCB-a u uzorcima za koje se sumnja da su nesukladni s
najveCom dopustenom koli¢inom mora biti odredena/potvrdena potvrdnom metodom.

Osim toga, orijentacijske metode mogu pokazati razine PCDD/PCDF-a i dioksinu sli¢nih PCB-a prisutne u
uzorku. U slucaju primjene bioanalitickih orijentacijskih metoda rezultat se izrazava kao bioanaliticki ekvi-
valenti (BEQ), dok se u slucaju primjene fizikalno-kemijskih GC-MS metoda izrazava kao toksi¢ni ekvivalenti
(TEQ). Numericki navedeni rezultati orijentacijskih metoda prikladni su za dokazivanje sukladnosti ili
sumnje na nesukladnost ili prelazenja praga za pokretanje postupka i pokazuju raspon razina u slucaju dalj-
njeg pracenja s pomocu potvrdnih metoda. Oni nisu prikladni u svrhe kao $to su ocjena koli¢ina prisut-
nosti, procjena unosa, pracenje vremenskih kretanja kod koli¢ina ili ponovljena ocjena pragova za pokre-
tanje postupka i najvece dopustene koli¢ine.

(b) Potvrdne metode

Potvrdne metode omogucuju nedvosmisleno odredivanje koli¢ine PCDD/PCDF-a i dioksinu slicnih PCB-a u
uzorku i osiguravaju punu informaciju na temelju kongenera. Stoga te metode omogucuju kontrolu najve¢ih
dopustenih koli¢ina i pragova za pokretanje postupka ukljucujuéi potvrdu rezultata dobivenih orijentacij-
skim metodama. Osim toga rezultati se mogu koristiti u druge svrhe kao $to su odredivanje niskih koli¢ina
prisutnosti kod pracenja hrane, pralenje vremenskih kretanja, procjena izloZenosti populacije i stvaranje
baze podataka zbog moguce ponovne ocjene pragova za pokretanje postupka i najve¢ih dopustenih koli-
¢ina. One su vaZne i za odredivanje uzoraka kongenera kako bi se ustanovio izvor moguce kontaminacije.
Pri takvim metodama koristi se GC-HRMS. Za potvrdivanje sukladnosti ili nesukladnosti s najve¢om dopu-
Stenom koli¢inom moze se koristiti i GC-MS/MS.

POZADINA

Za izra¢un koncentracija toksi¢nih ekvivalenata (TEQ), koncentracije pojedinacnih tvari u danom uzorku
pomnoze se s njihovim odgovarajuéim faktorom toksi¢ne ekvivalentnosti (TEF) kako ga je odredila Svjetska
zdravstvena organizacija i navela u Dodatku ovom Prilogu, a zatim zbroje kako bi se dobila ukupna koncentra-
cija dioksinu sli¢nih spojeva izrazenih kao TEQ.

Orijentacijske i potvrdne metode mogu se koristiti samo za kontrolu odredene matrice, ako su metode dovoljno
osjetljive za pouzdano otkrivanje koli¢ine koja dosegne razinu najvece dopustene koli¢ine ili prag za pokretanje
postupka.

ZAHTJEVI ZA OSIGURANJE KVALITETE
— Mjere za sprecavanja uzajamnog zagadenja moraju se poduzeti u svakom stupnju uzorkovanja i analize.
— Uzorci se moraju Cuvati i prevoziti u spremnicima od stakla, aluminija, polipropilena ili polietilena koji su

primjereni za Cuvanje i ne utje¢u na sadrzaj PCDD/PCDF-a i dioksinu sli¢nih PCB-a u uzorcima. Tragovi
papirne prasine moraju se ukloniti iz spremnika.
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— Skladistenje i prijevoz moraju biti provedeni tako da se ocuva cjelovitost uzorka hrane.

— Gdje je to primjenjivo, svaki laboratorijski uzorak treba sitno samljeti i dobro promijesati koriste¢i postupak
kojim se postiZze potpuna homogenizacija (npr. prosijavanjem samljevenog uzorka kroz sito otvora 1 mm);
ako je sadrzaj vlage u uzorku previsok, uzorak se prije mljevenja mora osusiti.

— Kontrola reagensa, staklovine i opreme zbog moguceg utjecaja na rezultate izrazene u TEQ ili BEQ od opce
je vaZnosti.

— Slijepu probu treba analizirati, provodei cijeli analiticki postupak ali bez uzorka.

— Za bioanaliticke metode vrlo je vazno da su sva staklovina i otapala koji se koriste u analizi ispitani da su
slobodni od spojeva koji interferiraju s otkrivanjem ciljnih spojeva u radnom rasponu. Staklovinu treba
isprati otapalima ili/i grijati na temperaturama koje su primjerene za otklanjanje tragova PCDD/PCDF-a,
dioksinu sli¢nih spojeva te interferirajuih spojeva s njezine povrsine.

— Masa uzorka za ekstrakciju mora biti dovoljna da se zadovolje zahtjevi u pogledu dovoljno niskog radnog
raspona uklju¢ujuéi koncentracije na razini najvece dopustene koli¢ine ili pragu za pokretanje postupka.

— Posebni postupci pripreme uzorka koji se koriste za doticne proizvode moraju slijediti medunarodno
priznate smjernice.

— Kod ribe treba ukloniti koZu jer su najviSe dopustene koli¢ine propisane za misi¢ bez koze. Medutim
potrebno je paZljivo i potpuno sastrugati cjelokupno misi¢no i masno tkivo koje se nalazi s unutarnje strane
koze i dodati ih u uzorak koji se analizira.

4. ZAHTJEVI ZA LABORATORIJE

— U skladu s odredbama Uredbe (EZ) br. 882/2004 Europskog parlamenta i Vijeca ('), laboratorije akreditiraju
priznata tijela koja rade u skladu sa zahtjevima ISO Guide 58 kako bi se osiguralo da primjenjuju analiticko
osiguranje kvalitete. Laboratoriji se akreditiraju prema normi EN ISO/IEC 17025.

— Sposobnost laboratorija dokazuje se kontinuiranim uspje$nim sudjelovanjem u medulaboratorijskim studi-
jama za odredivanje PCDD/PCDF-a i dioksinu sli¢nih PCB-a u relevantnim matricama hrane i rasponima
koncentracija.

— Laboratoriji koji provode orijentacijske metode pri rutinskim kontrolama uzoraka moraju uspostaviti usku
suradnju s laboratorijima koji provode potvrdne metode zbog kontrole kvalitete, i zbog potvrde analitickih
rezultata sumnjivih uzoraka.

5. OSNOVNI ZAHTJEVI ZA ANALITICKE POSTUPKE ZA DIOKSINE (PCDD/PCDF) I DIOKSINU SLICNE PCB-e

5.1. Visoka osjetljivost i niske granice detekcije

— Za PCDD|PCDF, osjetljivost odredivanja mora biti na razini pikograma (10-° g) zbog visoke toksi¢nosti
nekih od ovih spojeva. Za velinu PCB kongenera dovoljna je osjetljivost u podru¢ju nanograma (10 g).
Medutim za mjerenje toksi¢nijih kongenera dioksinu sli¢nih PCB-a (posebno ne-orto supstituiranih konge-
nera) donji dio radnog raspona mora doseéi donje pikogramsko podrugje (1012 g).

5.2. Visoka selektivnost (specifi¢nost)

— Potrebno je razlikovati izmedu PCDD-a, PCDF-a i dioksinu sli¢nih PCB-a i mnogobrojnih drugih, istodobno
ekstrahiranih i vjerojatno interferirajucih spojeva, prisutnih u koncentracijama koje su nekoliko redova veli-
¢ine vece od koncentracija predmetnih analita. Kod metoda plinske kromatografije/masene spektrometrije
(GC-MS), nuzno je razlikovati izmedu razli¢itih kongenera, npr. izmedu toksi¢nih (npr. 17 2,3,7,8-supstitui-
ranih PCDD/PCDF i 12 dioksinu sli¢nih PCB-a) i drugih kongenera.

— Bioanaliticke metode moraju mo¢i otkriti ciline spojeve kao zbroj PCDD/PCDF-a ifili dioksinu sli¢nih PCB-a.
Ciscenje uzorka ima za cilj uklanjanje spojeva koji uzrokuju laznu nesukladnost rezultata ili spojeva koji
mogu smanjiti odgovor i prouzrociti lazno sukladne rezultate.

(") Uredba (EZ) br. 882/2004 Europskog parlamenta i Vije¢a od 29. travnja 2004. o sluzbenim kontrolama koje se provode radi verifikacije
postupanja u skladu s propisima o hrani za Zivotinje i hrani te pravilima o zdravlju i zastiti Zivotinja (SL L 165, 30.4.2004., str. 1.).
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5.3.  Visoka to¢nost (istinitost i preciznost, ocito iskoriStenje pri bioloskim testovima)

— Kod metoda GC/MS odredivanje treba osigurati valjanu procjenu prave koncentracije u uzorku. Visoka
to¢nost (to¢nost mjerenja: podudarnost izmedu rezultata mjerenja i stvarne ili prihvadene referentne vrijed-
nosti mjerenoga) potrebna je da bi se izbjeglo odbijanje rezultata analize uzorka na temelju nepouzdane
procjene rezultata TEQ-a. To¢nost se izrazava kao istinitost (razlika izmedu izmjerene srednje vrijednosti za
analit u certificiranome materijalu i njegove certificirane vrijednosti, izrazene kao postotak ove vrijednosti) i
preciznost (RSDy, relativna standardna devijacija izra¢unana iz rezultata dobivenih u uvjetima obnovljivosti).

— Kod bionalitickih metoda potrebno je odrediti ocito iskoristenje pri bioloskim testovima.

5.4.  Validacija u rasponu najvece dopustene koli¢ine i opée mjere za kontrolu kvalitete

— Laboratoriji moraju dokazati u¢inkovitost izvedbe metode u odredenom rasponu najvece dopustene kolicine,
npr. 0,5 x, 1 x i 2 x veom koli¢inom od najvece dopustene koli¢ine, s prihvatljivom relativnom stan-
dardnom devijacijom ponovljene analize tijekom validacijskog postupka i/ili rutinske analize.

— Redovite slijepe probe i pokusi s dodavanjem ili analize kontrolnih uzoraka (ako je dostupan, pozeljan je
certificirani referentni materijal) provode se kao mjere unutarnje kontrole kvalitete. Dijagrami kontrole kvali-
tete (QC) za slijepe probe, pokuse s dodavanjem ili analize kontrolnih uzoraka, biljeze se i provjeravaju kako
bi se osiguralo da je provedba analiza u skladu sa zahtjevima.

5.5. Granica odredivanja

— Za bioanaliticku orijentacijsku metodu, odredivanje LOQ nije nuzno potrebno, ali je potrebno dokazati da
metoda moZe razlikovati slijepu vrijednost od cut-off vrijednosti. Pri odredivanju vrijednosti BEQ odreduje
se prag izvjeStavanja zbog postupanja s uzorcima koji daju odgovor ispod te razine. Za prag izvjeStavanja
potrebno je dokazati da se razlikuje najmanje za tri puta od postupka sa slijepim uzorcima s odgovorom
ispod radnog raspona. Stoga ga se izraunava na temelju uzoraka koji sadrze ciljne spojeve blizu najnize
zahtijevane razine, a ne iz omjera izmedu signala i Suma ili slijepe probe.

— Granica odredivanja (LOQ) za potvrdnu metodu mora biti pribliZzno jedna petina najveée dopustene koli-
Cine.

5.6. Analiticki kriteriji

— Za pouzdane rezultate potvrdnih ili orijentacijskih metoda moraju biti ispunjeni sljedeéi kriteriji u rasponu
najvece dopustene koli¢ine ili praga za pokretanje postupka, za TEQ vrijednosti odnosno BEQ vrijednosti,
koje se odreduju kao ukupna vrijednost TEQ (kao zbroj PCDD/PCDF-a i dioksinu sli¢nih PCB-a), ili odvojeno
za PCDD/PCDF i dioksinu sli¢ne PCB-e.

Orijentacijske metode s
bioanalitickim ili fizikalno- Potvrdne metode
kemijskim metodama
Ucestalost lazno sukladnih rezultata (¥) <5%
Istinitost -20%do +20 %
Ponovljivost (RSD,) <20%
Interna laboratorijska obnovljivost (RSDy) <25% <15%

(*) U odnosu na najvece dopustene koli¢ine.

5.7.  Posebni zahtjevi za orijentacijske metode

— Mogu se koristiti GC/MS metode analize i bioanaliticke metode. Za GC/MS metode primjenjuju se zahtjevi
utvrdeni u tocki 6. ovog Priloga. Za stani¢ne bioanaliticke metode primjenjuju se posebni zahtjevi utvrdeni
u tocki 7. ovog Priloga.

— Laboratoriji koji provode orijentacijske metode za rutinsku kontrolu uzoraka moraju uspostaviti usku
suradnju s laboratorijima koji provode potvrdnu metodu.
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— Tijekom rutinske analize potrebno je provesti provjeru moguénosti orijentacijske metode pomocu kontrole
analiticke kvalitete i stalnog vrednovanja metoda. Kontinuirano se mora provoditi program za kontrolu
sukladnih rezultata.

— Provjera moguceg smanjenja stani¢nog odgovora i citotoksi¢nosti

20 % izolata uzoraka mjeri se u rutinskom orijentacijskom pregledu bez i s dodanim 2,3,7,8-TCDD koji
odgovara najvecoj dopustenoj koli¢ini ili pragu za pokretanje postupka kako bi se provijerilo je li odgovor
mozda smanjen zbog interferirajucih supstanci prisutnih u izolatu uzorka. Izmjerena koncentracija uzorka s
dodatkom usporedi se sa zbrojem koncentracija izolata bez dodatka i koncentracije za dodavanje. Ako je ta
izmjerena koncentracija za viSe od 25 % manja od izraCunane (zbirne) koncentracije, to ukazuje na moguce
smanjenje signala i doti¢ni rezultat treba podvrgnuti potvrdnoj analizi. Rezultati se prate na dijagramima
kontrole kvalitete.

— Kontrola kvalitete sukladnih uzoraka

Otprilike od 2 % do 10 % sukladnih uzoraka, ovisno o matrici uzorka i laboratorijskim iskustvima, bit ¢e
potvrdeno.

— Odredivanje uCestalosti lazno sukladnih rezultata na temelju podataka QC

Odreduje se ucestalost lazno sukladnih rezultata dobivenih orijentacijskim metodama analize uzoraka ispod
i iznad najveée dopustene koli¢ine ili praga za pokretanje postupka. Stvarna ucestalost lazno sukladnih
rezultata mora biti ispod 5 %.

Nakon 3to je najmanje 20 potvrdenih rezultata po matrici/skupini matrica dostupno iz kontrole kvalitete
sukladnih uzoraka, donose se zakljuéci o ucestalosti lazno sukladnih rezultata iz te baze podataka. Rezultati
uzoraka analizirani prstenastim probama ili tijekom incidenata kontaminacije koji pokrivaju raspon koncen-
tracije do npr. 2 x najveée dopustene koli¢ine (NDK), mogu se ukljuciti i u minimum od 20 rezultata za
procjenu ucestalosti lazno sukladnih rezultata. Uzorci moraju uklju¢ivati najcesée uzorke kongenera koji
predstavljaju razlicite izvore.

lako su orijentacijske metode usmjerene prvenstveno na otkrivanje uzoraka koji prelaze prag za pokretanje
postupka, kriterij za odredivanje lazno sukladnih rezultata je najveca dopustena koli¢ina, uzimajudi u obzir
mjernu nesigurnost potvrdne metode.

— Moguéi nesukladni rezultati iz orijentacijske metode moraju se uvijek provjeriti cijelom ponovljenom
analizom na originalnom uzorku potvrdnom metodom. Ti se uzorci mogu koristiti i za procjenu ucestalosti
lazno nesukladnih rezultata. Kod orijentacijskih metoda ucestalost ,laznih nesukladnih rezultata” je dio
rezultata za koje je potvrdeno da su sukladni potvrdnom analizom, dok je prethodnom orijentacijskom
metodom analize za uzorak izraZena sumnja da nije sukladan. Medutim, procjena prednosti orijentacijske
metode temelji se na usporedbi laZzno nesukladnih rezultata s ukupnim brojem pregledanih uzoraka. Ta
ucestalost mora biti dovoljno niska da je uporaba orijentacijske metode korisna.

— Bioanaliticke metode moraju barem u uvjetima validacije valjano pokazati koli¢inu TEQ, izratunanu i izra-
Zenu kao BEQ.

— Tkod bioanalitickih metoda provedenih u uvjetima ponovljivosti, interna laboratorijska ponovljivost RSD, je
uobiajeno manja nego obnovljivost RSD,.

6. POSEBNI ZAHTJEVI KOJE MORAJU ISPUNJAVATI METODE GC/MS ZA ORIJENTACIJSKE ILI POTVRDNE METODE

6.1. Prihvatljive razlike izmedu gornje i donje granice razina WHO-TEQ

— Razlika izmedu gornje i donje granice ne smije biti veca od 20 % da bi se potvrdilo prelazenje najvece dopu-
Stene koli¢ine ili u slucaju potrebe prelazenja praga za pokretanje postupka.

6.2. Kontrola iskoristenja

— Dodavanje ())C-oznacenih 2,3,7,8- klor supstituiranih unutarnjih standarda za PCDF/F i ()C-oznacenih
unutarnjih standarda za dioksinu sli¢ne PCB-e je potrebno provesti na samom pocetku metode analize, na
primjer prije ekstrakcije kako bi se vrednovao analiticki postupak. Najmanje se mora dodati po jedan
kongener za sve tetra do okta-klorirane homologne skupine za PCDD/PCDF i najmanje po jedan kongener
za sve homologne skupine za dioksinima slicne PCB-e (odnosno najmanje po jedan kongener za svaki
izabrani ion u spektrometriji masa koja se koristi za pralenje PCDD/PCDF-a odnosno dioksinima sli¢nih
PCB-a). U slucaju potvrdnih metoda koristi se svih 17 (!)C-oznacenih 2,3,7,8-klor supstituiranih unutarnjih
standarda za PCDD/PCDF-e i svih 12 (")C-oznacenih unutarnjih standarda za dioksinu sli¢cne PCB-e.

(") Uredba (EZ) br. 882/2004 Europskog parlamenta i Vije¢a od 29. travnja 2004. o sluzbenim kontrolama koje se provode radi verifikacije
postupanja u skladu s propisima o hrani za Zivotinje i hrani te pravilima o zdravlju i zastiti Zivotinja (SL L 165, 30.4.2004., str. 1.).
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— Relativne faktore odgovora treba utvrditi i za one kongenere za koje se ne dodaje ni jedan (*)C-oznacen
analog, tako §to Ce se koristiti odgovarajuce kalibracijske otopine.

— Za hranu biljnog i Zivotinjskoga podrijetla koja sadrzi manje od 10 % masti, unutarnji se standardi
obavezno dodaju prije ekstrakcije. Za hranu Zivotinjskoga podrijetla u kojoj je udio masti veéi od 10 %,
unutarnji se standardi mogu dodati prije ili poslije ekstrakcije masti. Mora se provesti odgovarajuce vredno-
vanje ucinkovitosti ekstrakcije, $to ovisi o tome dodaje li se unutarnji standard prije ili nakon ekstrakcije
masti, te o tome iskazuju li se rezultati na udio masti u uzorku ili na cijeli uzorak.

— Prije GC/MS analize treba dodati 1 ili 2 (surogat) standarda radi provjere iskoristenja

— Potrebno je kontrolirati iskoristenje. Za potvrdne metode, iskoristenje pojedinacnih unutarnjih standarda
mora biti u rasponu izmedu 60 % i 120 %. Manje ili vece iskoristenje za pojedinacne kongenere, a posebno
za neke hepta- i okta-klorirane dibenzo-p-dioksine i dibenzofurane, je prihvatljivo pod uvjetom da je njihov
doprinos TEQ vrijednosti manji od 10 % ukupne TEQ vrijednosti (dobivene na temelju zbroja PCDD/PCDEF-
a i dioksinima sli¢nih PCB-a). Za orijentacijske metode GC/MS iskoristenje mora biti u rasponu izmedu
30 %1140 %.

6.3. Uklanjanje interferirajuéih tvari

— Odvajanje PCDD/PCDF-a od interferiraju¢ih kloriranih spojeva kao $to su PCB-i koji nisu sli¢ni dioksinu i
klorirani difenil eteri se provodi pomoéu odgovarajuih kromatografskih tehnika (najbolje pomoéu kolone s
florisilom, aluminijevim oksidom ifili aktivnim ugljenom).

— Razdvajanje izomera plinskom kromatografijom mora biti zadovoljavajue (< 25 % od vrha do vrha izmedu
1,2,3,4,7,8-HxCDF i 1,2,3,6,7,8-HxCDF).

6.4. Kalibracija sa standardnom krivuljom

— Raspon kalibracijske krivulje mora obuhvadati relevantni raspon najvecih dopustenih koli¢ina ili pragova za
pokretanje postupka.

6.5. Posebni zahtjevi za potvrdne metode
— Za GC-HRMS:

U HRMS, rezolucija je tipi¢no veca ili jednaka 10 000 za cijeli maseni raspon pri 10 % najmanjeg razmaka
izmedu dviju vr$nih vrijednosti jednakog intenziteta.

Ispunjavanje daljnjih kriterija za identifikaciju i potvrdivanje kako su opisani u medunarodno priznatim
normama, na primjer u normi EN 16215:2012 (Hrana za Zivotinje — odredivanje dioksina i dioksinu sli¢nih
P(B-a s pomo¢u GC/HRMS i PCB indikatora pomo¢u GC/HRMS) ifili u metodama EPA 1613 i 1668, kako
su revidirane.

— Za GC-MS/MS:

Pralenje barem dvaju specifi¢nih prekursor iona, svakoga s jednim posebnim odgovarajuéim prijelaznim
ionom produkta za sve oznacene i neoznacene analite u okviru analize.

Najvece dopusteno odstupanje relativnih intenziteta iona od + 15 % za odabranu tranziciju iona produkta u
usporedbi s izra¢unanim ili izmjerenim vrijednostima (prosjek iz kalibracijskih normi), primjenjujudi iden-
ticne MS/MS uvjete, posebno energiju kolizije i tlak plina kolizije, za svaku tranziciju jednog analita.

Rezoluciju za svaki kvadropol treba postaviti jednako ili bolje od jedini¢ne masene rezolucije (jedini¢na
masena rezolucija: rezolucija koje je dostatna da dvije vr$ne tocke razdvoji za jednu masenu jedinicu) kako
bi se smanjila moguca medudjelovanja predmetnih analita.

Ispunjavanje daljnjih zahtjeva kako su opisani u medunarodno priznatim normama, na primjer u normi EN
16215:2012 (Hrana za Zivotinje — odredivanje dioksina i dioksinu sli¢nih PCB-a s pomo¢u GC/HRMS i PCB
indikatora pomo¢u GC/HRMS) ifili u metodama EPA 1613 i 1668, kako su revidirane, osim obveze da se
koristi GC-HRMS.

7. POSEBNI ZAHTJEVI ZA BIOANALITICKE METODE

Bioanaliticke metode su metode koje se temelje na uporabi bioloskih nacela kao sto su testovi na stani¢noj
osnovi, testovi na temelju receptora ili imunoloski testovi. U ovoj tocki 7. utvrduju se opéeniti zahtjevi za bioa-
naliticke metode.

(") Uredba (EZ) br. 882/2004 Europskog parlamenta i Vije¢a od 29. travnja 2004. o sluzbenim kontrolama koje se provode radi verifikacije
postupanja u skladu s propisima o hrani za Zivotinje i hrani te pravilima o zdravlju i zastiti Zivotinja (SL L 165, 30.4.2004., str. 1.).
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Orijentacijska metoda u nacelu klasificira uzorak kao sukladan ili kao sumnjiv da nije sukladan. U tu svrhu izra-
Cunana vrijednost BEQ usporeduje se s cut-off vrijedno$éu (vidjeti 7.3.). Uzorci ispod cut-off vrijednosti
smatraju se sukladnima, za uzorke jednake ili iznad cut-off vrijednosti sumnja se da nisu sukladni, $to zahtijeva
analizu potvrdnom metodom. U praksi BEQ vrijednost koja odgovara 2/3 najvele dopustene koli¢ine moze se
koristiti kao najprimjerenija cut-off vrijednost osiguravajui ucestalost lazno sukladnih rezultata ispod 5 % i
prihvatljivu ucestalost lazno nesukladnih rezultata. Kako su najveée dopustene koli¢ine odvojene za PCDD/PCDF
i za zbroj PCDD/PCDF-a i dioksinu sli¢nih PCB-a, provjera sukladnosti uzoraka bez frakcioniranja zahtijeva
odgovarajuce cut-off vrijednosti za PCDD/PCDF-e kod bioloskih testova. Za provjeru uzoraka koji prelaze
pragove za pokretanje postupka, odgovarajuci postotak doti¢nog pragae za pokretanje postupka moze se kori-
stiti kao cut-off vrijednost.

Nadalje, kod nekih bioanalitickih metoda okvirna vrijednost izraZena u BEQ moZe se navesti za uzorke unutar
radnog raspona koji prelaze prag izvjestavanja (vidjeti 7.1.1. 1 7.1.6.).

7.1. Procjena odgovora na ispitivanje

7.1.1.  Opi zahtjevi

— Kada se koncentracije izracunavaju iz kalibracijske krivulje za TCDD, vrijednosti na donjem i gornjem kraju
krivulje pokazuju veliku razliku (visok koeficijent varijacije (CV)). Radni raspon je raspon u kojem je CV
manji od 15 %. Donji dio radnog raspona (prag izvjestavanja) mora se dalje odrediti u znatno vecoj mjeri
(najmanje tri puta vise) od postupka slijepe probe. Gornji dio radnog raspona obi¢no predstavlja vrijednost
EC,, (70 % najvele ucinkovite koncentracije), ali je nizi ako je CV u tom rasponu veéi od 15 %. Radni
raspon se odreduje tijekom validacije. Cut-off vrijednosti (7.3.) moraju biti dobro unutar radnog raspona.

— Standardne otopine i izolati uzoraka se ispituju barem dvostrukom analizom Kad se koriste dvostruke
analize, standardne otopine ili izolati kontrolnih uzoraka ispitani u 4 do 6 bunarcica rasporedenih po
plocici pokazuju odgovor ili koncentraciju (moguce samo u radnom rasponu) na temelju CV < 15 %.

7.1.2.  Kalibracija

7.1.2.1. Kalibracija sa standardnom krivuljom

— Razine u uzorcima se mogu procijeniti usporedbom odgovora na ispitivanje s kalibracijskom krivuljom
TCDD (ili PCB 126 ili standardna mjesavina PCDD/PCDF-a/dioksinu sli¢cnih PCB-a) za izratun BEQ vrijed-
nosti u izolatu i kasnije u uzorku.

— Kalibracijska krivulja sadrzi 8 do 12 koncentracija (barem dvostruko) s dovoljno koncentracija u donjem
dijelu krivulje (radni raspon). Posebnu paznju treba obratiti na kvalitetu prilagodbe krivulje u radnom
rasponu. Tako R? vrijednost ima malu ili nikakvu korist u procjeni ispravnosti prilagodbe pri nelinearnoj
regresiji. Bolja prilagodba posti¢i ¢e se smanjivanjem razlike izmedu izracunatih i primijecenih vrijednosti u
radnom rasponu krivulje (npr. smanjivanjem zbroja kvadrata rezidua).

— Procijenjena vrijednost u izolatu uzorka se zatim korigira za vrijednost BEQ, izra¢unanu za slijepi uzorak
matrice/otapala (kako bi se uzele u obzir necistoce iz upotrijebljenih otapala i kemikalija) i za ocito iskori-
Stenje (izraCunano iz vrijednosti BEQ odgovarajucih referentnih uzoraka s reprezentativnim uzorcima konge-
nera u podrudju najveée dopustene koli¢ine ili praga za pokretanje postupka). Za korekciju iskoristenja,
ocito iskoristenje mora uvijek biti unutar zahtijevanog raspona (vidjeti tocku 7.1.4.). Referentni uzorci koji
se koriste za korekciju iskoritenja moraju biti sukladni zahtjevima iz tocke 7.2.

7.1.2.2. Kalibracija s referentnim uzorcima

Druga mogucénost je da se da se u blizini ciljne razine upotrijebi kalibracijska krivulja pripremljena iz barem
Cetiri referentna uzorka (vidjeti tocku 7.2.): jedna slijepa matrica te tri referentna uzorka s 0,5 x, 1,0 x i 2,0 x
veCom vrijednosti od najvece dopustene koli¢ine ili praga za pokretanje postupka) zbog cega korekcija vrijed-
nosti slijepih proba i iskoriStenja viSe nije potrebna. U ovom se slucaju moze odgovor testa koji odgovara 2/3
najveCe dopustene kolic¢ine (vidjeti 7.3.) izracunati neposredno iz tih uzoraka i upotrijebiti kao cut-off vrijed-
nost. Za provjeru uzoraka koji prelaze pragove za pokretanje postupka, odgovarajuéi postotak pragova za
pokretanje postupka moze odgovarati kao cut-off vrijednost.

7.1.3. Odvojeno odredivanje PCDD/PCDF-a i dioksinu slicnih PCB-a

Izolati se mogu podijeliti u frakcije koje sadrzavaju PCDD/PCDF i dioksinu slicne PCB-e omogucavajuci odvo-
jeno iskazivanje vrijednosti TEQ za PCDD/PCDF i dioksinu sli¢ne PCB-e (u BEQ). Po moguénosti se koristi stan-
dardna kalibracijska krivulja PCB 126 za procjenu rezultata za frakciju koja sadrzi dioksinu sli¢cne PCB-e.
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7.1.4.  Ocito iskoristenje pri bioloskim testovima

,Ocito iskoristenje pri bioloskim testovima” izra¢unava se iz odgovarajucih referentnih uzoraka s reprezenta-
tivnim uzorcima kongenera u podrudju oko najveée dopustene koli¢ine ili praga za pokretanje postupka i izra-
zava se kao postotak vrijednosti BEQ u usporedbi s vrijednoséu TEQ. Ovisno o vrsti ispitivanja i upotrijebljenog
ili upotrijebljenih TEF ('), razlike izmedu faktora TEF i REP za dioksinu slicne PCB-e mogu prouzrociti manje
ocito iskoritenje za dioksinu slicne PCB-e u usporedbi s PCDD/PCDF-om. Stoga ako se provodi odvojeno odre-
divanje PCDD/PCDF-a i dioksinu sli¢nih PCB-a, ocito iskoriStenje pri bioloskim testovima iznosi: za dioksinu
slicne PCB-e 20 % do 60 %, za PCDD/PCDF-e od 50 % do 130 % (rasponi vrijede za TCDD kalibracijsku
krivulju). S obzirom da doprinos dioksinu slicnih PCB-a zbroju PCDD/PCDF-a i dioksinu slicnih PCB-a moze
varirati kod razli¢itih matrica i uzoraka, ocito iskoriStenje pri bioloskim testovima za parametar zbroja odrzava
ove raspone koji iznose od 30 % do 130 %.

7.1.5.  Kontrola iskoristenja pri cisCenju

Gubitak spojeva tijekom ¢isCenja provijerava se tijekom validacije. Slijepa proba s dodatkom mjeSavine razlicitih
kongenera se podvrgava (iSCenju (najmanje n = 3), a iskoriStenje i varijabilnost se provjeravaju GC/HRMS
analizom. Iskoristenje mora iznositi od 60 % do 120 % narocito za kongenere koji doprinose vise od 10 %
vrijednosti TEQ u razli¢itim mjeSavinama.

7.1.6.  Prag izvjestavanja

Za izvjeStavanje o vrijednostima BEQ, prag izvjeStavanja se odreduje na temelju odgovaraju¢ih uzoraka matrica
koji uklju¢uju tipi¢ne uzorke kongenera, ali ne na temelju kalibracijske krivulje standarda zbog niske preciznosti
u donjem rasponu krivulje. U¢inci ekstrakcije i ¢i§¢enja moraju se uzeti u obzir. Prag izvjeStavanja mora se odre-
diti znacajno iznad postupka sa slijepim uzorcima (najmanje tri puta vise).

7.2. Koristenje referentnih uzoraka

— Referentni uzorci predstavljaju uzorke matrica, uzorke kongenera i raspone koncentracija za PCDD/PCDF i
dioksinu sli¢ne PCB-e oko najvele dopustene koli¢ine ili praga za pokretanje postupka.

— Uz svaku seriju uzoraka koja se ispituje mora se ukljuciti jedna slijepa proba ili po moguénosti slijepa
matrica i jedan referentni uzorak s najveCom dopustenom koli¢inom ili na pragu za pokretanje postupka.
Ovi uzorci se moraju ekstrahirati i analizirati istodobno u istovjetnim uvjetima. Referentni uzorak mora
pokazati izrazito veci odgovor od slijepog uzorka, $to osigurava ispravnost testa. Ti se uzorci mogu koristiti
za korekciju slijepe probe i iskoristenja.

— Referentni uzorci koji se odabiru za korekciju iskoriStenja su reprezentativni za pokusne uzorke, $to znaci
da uzorci kongenera ne uzrokuju preniske procjene vrijednosti.

— Dodatnim referentnim uzorcima kojima su koli¢ine 0,5 i 2 puta vece od najvece dopustene kolicine ili praga
za pokretanje postupka mogu se ukljuciti za dokazivanje ispravnosti ispitivanja u rasponu propisanih koli-
¢ina za kontrolu najveée dopustene koli¢ine ili praga za pokretanje postupka. Ako se kombiniraju, ovi
uzorci se mogu koristiti za izracun vrijednosti BEQ u pokusnim uzorcima (7.1.2.2).

7.3. Odredivanje cut-off vrijednosti

Odnos izmedu bionalitickih rezultata u BEQ i rezultati GC/HRMS u TEQ odreduje se (npr. kalibracijskim poku-
sima u matrici, koji ukljuCuju referentne uzorke s dodatkom 0, 0,5 x, 1 x i 2 x najveéa dopustena koli¢ina
(NDK) sa 3est ponavljanja na svakoj razini (n = 24)). Faktori korekcije (slijepa proba i iskoristenje) mogu se
procijeniti iz ovog odnosa, ali ih se mora provjeravati u svakoj seriji ispitivanja ukljucivanjem sljjepih uzoraka
postupka/matrice i uzoraka iskoristenja (7.2).

Cut-off vrijednosti odreduju se za dono$enje odluke o sukladnosti uzorka s najve¢im dopustenim koli¢inama ili
za kontrolu praga za pokretanje postupka, ako je relevantno, s obzirom na doti¢nu najveéu dopustenu koli¢inu
ili prag za pokretanje postupka odredene posebno za PCDD/PCDF-e i za dioksinu slicne PCB-e ili za zbroj
PCDD/PCDF-a i dioksinu sliénih PCB-a. Prikazuje ih donja krajnja tocka distribucije bioanalitickih rezultata
(korigirano za vrijednost slijepe probe i za iskoriStenje) $to odgovara odlu¢ujuéoj granici potvrdne metode na
temelju 95 % razine pouzdanosti, Sto znaci da je udio lazno sukladnih rezultata < 5 % i na temelju RSD
< 25 %. Odlu¢ujuca granica GC/[HRMS najveca je dopustena koli¢ina uzimajudi u obzir mjernu nesigurnost.

(') Trenutacni zahtjevi se temelje na TEF objavljenim u: M. Van den Berg et al, Toxicol Sci 93 (2), 223.-241. (2006.).
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U praksi se cut-off vrijednost (u BEQ) moZe izracunati na sljedeéi nacin (vidjeti sliku 1.):

Koristenje donjeg raspona 95 % intervala predvidanja pri odlucujuoj granici potvrdne metode

Cut-offvrijednost = BEQp; = sy * tyfm- 2\/1/n +1/m+ (x-%)"/Qx

pri cemu je:

BEQ,,  BEQ sto odgovara odlucujucoj granici potvrdne metode, koja je najveca dopustena koli¢ina uzimajudi
u obzir mjernu nesigurnost

Sy standardna devijacija rezidua

t emo Student faktor (a = 5 %, f = slobodni stupnjevi, jednostrani)

m ukupan broj kalibracijskih tocaka (indeks j)

n broj ponavljanja na svakoj razini

X; koncentracija uzorka (u TEQ) kalibracijske tocke i odredena potvrdnom metodom

X srednja vrijednost koncentracija (u TEQ) svih kalibriranih uzoraka

Q. = Zm:(x,- -%) parametar zbroja kvadrata

=1

indeks za kalibracijsku tocku i

Izra¢un iz bioanalitickih rezultata (korigirano za vrijednost slijepe probe i za iskoristenje) viSestrukih analiza
uzoraka (n>6) kontaminiranih na odlu¢ujucoj granici potvrdne metode, kao donja krajnja tocka distribucije

podataka pri odgovarajucoj srednjoj BEQ vrijednosti:

Cut-offvrijednost = BEQp,

pri Cemu je

1,64XSDR = BEQDL - 1,64 X SDR

SDy standardna devijacija rezultata bioanalitickih testova pri BEQ,,, izmjereno u uvjetima unutarnje labo-

ratorijske obnovljivosti

Izracun kao srednja vrijednost bioanalitickih rezultata (u BEQ, korigirano za vrijednost slijepe probe i za iskori-
Stenje) iz viSestrukih analiza uzoraka (n > 6) kontaminiranih na 2/3 najveée dopustene koli¢ine ili praga za
pokretanje postupka. Ovo se temelji na zapazanju da Ce ta vrijednost biti oko cut-off vrijednosti odredene u

tockama 7.3.1ili 7.3.2.
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Izra¢un cut-off vrijednosti na temelju 95 % razine pouzdanosti, $to znaci da je udio lazno sukladnih rezultata
<5 % ina temelju RSD < 25 %:

1. iz donjeg raspona 95 % intervala predvidanja pri odlu¢ujucoj granici potvrdne metode,

2. iz viSestrukih analiza uzoraka (n > 6) kontaminiranih na odlucujucoj granici potvrdne metode kao donja
krajnja tocka distribucije (na slici prikazana s krivuljom u obliku zvona) pri odgovarajucoj srednjoj BEQ
vrijednosti.

7.3.4.  OgraniCenja cut-off vrijednosti:

Cut-off vrijednosti na temelju BEQ, izracunane iz RSDy postignute tijekom validacije koriste¢i ogranicen broj
uzoraka s razli¢itim uzorcima matrice/kongenera mogu biti veée od najveée dopustene koli¢ine ili praga za
pokretanje postupka, na temelju TEQ zbog veée preciznosti od one rutinski dobivene kada je potrebno kontroli-
rati nepoznati spektar mogucih uzoraka kongenera. U takvim se slucajevima cut-off vrijednosti izra¢unaju iz
RSD, = 25 %, ili se daje prednost dvjema treinama najvele dopustene koli¢ine ili praga za pokretanje
postupka.

7.4. Karakteristike izvedivosti

— S obzirom da se u bioanalitickim metodama ne mogu koristiti unutarnji standardi, moraju se provoditi ispi-
tivanja ponovljivosti kako bi se dobili podaci o standardnoj devijaciji unutar i izmedu serija ispitivanja.
Ponovljivost mora biti manja od 20 %, a interna laboratorijska obnovljivost manja od 25 %. To se temelji na
razinama izra¢unatih u BEQ nakon korekcije za vrijednost slijepe probe i za iskoristenja.

— U postupku validacije potrebno je dokazati da test pravi razliku izmedu slijepe probe i razine na cut-off
vrijednosti omogucavajudi identifikaciju uzoraka iznad odgovarajuce cut-off vrijednosti (vidjeti 7.1.2.).

— Moraju se utvrditi ciljni spojevi, moguée interferencije i najvece prihvatljive koli¢ine za slijepe probe.

— Postotak standardne devijacije u odgovoru ili koncentraciji izra¢unan iz odgovora (moguce samo u radnom
rasponu) pri trostrukom odredivanju izolata uzorka ne smije biti iznad 15 %.

— Nekorigirani rezultati referentnih uzoraka izrazeni u BEQ (vrijednost slijepe probe i pri najvecoj dopustenoj
koli¢ini ili pragu za pokretanje postupka) koriste se za ocjenu izvedivosti bioanaliticke metode kroz konti-
nuirano vremensko razdoblje.

— Dijagrami kontrole kvalitete (QC) za postupke sa slijepim uzorcima i svaka vrsta referentnog uzorka biljeze
se 1 provjeravaju kako bi se osiguralo da je izvedivost analiza u skladu sa zahtjevima, a posebno za postupak
sa slijepim uzorcima u pogledu zahtijevane najmanje razlike do donjeg dijela radnog raspona i za referentne
uzorke u pogledu unutar laboratorijske obnovljivosti. Postupke sa slijepim uzorcima potrebno je dobro
kontrolirati kako bi se izbjegli lazno sukladni rezultati kada se oduzimaju.

— Rezultati analiza potvrdnim metodama sumnjivih uzoraka i 2 do 10 % sukladnih uzoraka (najmanje 20
uzoraka po matrici) sakuplja se i koristi za procjenu izvedivosti orijentacijske metode i odnosa izmedu BEQ
i TEQ. Ova baza podataka moze se koristiti za ponovljenu evaluaciju cut-off vrijednosti koje se primjenjuju
na rutinske uzorke za validirane matrice.

— Uspjesna izvedivost metode moze se takoder dokazati prstenastim probama. Rezultati uzoraka analiziranih
prstenastim probama koje ukljucuju raspon koncentracija od npr. 2 x najvee dopustene koli¢ine, mogu
takoder biti uklju¢eni u procjenu ucestalosti lazno sukladnih rezultata, ako laboratorij moze dokazati
uspjesnu izvedivost. Uzroci ukljucuju najéesée uzorke kongenera, koji predstavljaju razli¢ite izvore.

— Tijekom incidenata se mogu ponovo procijeniti cut-off vrijednosti uzimajuéi u obzir posebne uzorke
matrica i kongenera koji se pojavljuju u tom incidentu.

8. IZVJESTAVANJE O REZULTATIMA

Potvrdne metode

— U onoj mjeri u kojoj to analiticki postupak dopusta, analiticki rezultati moraju sadrzavati koli¢ine pojedi-
nacnih PCDD/PCDF-a i kongenera dioksinu slicnih PCB-a i treba ih definirati kao donje, gornje ili srednje
kako bi se u izvijesée ukljucilo $to viSe podataka o rezultatima i na taj nacin omoguéilo tumacenje rezultata
prema posebnim zahtjevima.
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— U izvjesCe je potrebno ukljuciti i metodu koja se koristi za ekstrakciju PCDD/PCDF-a, dioksinu sli¢nih PCB-a
i masti. Udio masti u uzorku odreduje se i iskazuje za uzorke hrane s najve¢im dopustenim koli¢inama
odredenim na temelju masti i ocekivanom koncentracijom masti u rasponu od 0 — 2 % (u skladu s posto-
je¢im zakonodavstvom), za druge uzorke je odredivanje udjela masti neobavezno.

— IskoriStenja pojedinih unutarnjih standarda moraju biti navedena u slucaju da su izvan raspona navedenog u
tocki 6.2., u slucaju da je dobiveni rezultat ve¢i od najvele dopustene koli¢ine (u tom slucaju iskoriStenja za
jednu ili dvije dvostruke analize), a u drugim slucajevima na zahtjev.

— S obzirom da mjernu nesigurnost treba uzeti u obzir pri odluci o sukladnosti uzorka, potrebno je navesti i
taj parametar. Stoga se rezultati analize prikazuju kao x +/- U, gdje je x rezultat analize, a U je prosirena
mjerna nesigurnost koriste¢i faktor pokrivanja 2, ¢ime se dobiva razina pouzdanosti od 95 %. Odreduju li
se odvojeno PCDD/PCDF-i i dioksinu sli¢ni PCB-i, tada se zbroj procijenjene prosirene nesigurnosti za poje-
dina¢ne rezultate analiza PCDD/PCDF-a i dioksinu sli¢nih PCB-a koristi za zbroj PCDD/PCDF-a i dioksinu
sli¢nih PCB-a.

— Ako se uzima u obzir mjerna nesigurnost primjenom CCa (kako je opisano u Prilogu II. tocki IV.2.), tada se
mora navesti i taj parametar.

— Rezultati se moraju iskazati u istim mjernim jedinicama i zaokruziti (barem) na jednak broj decimalnih
mjesta kao navece dopustene koli¢ine, kako je odredeno u Uredbi (EZ) br. 1881/2006.

Bioanaliticke orijentacijske metode
— Rezultat orijentacijske metode se izrazava kao sukladan ili se za njega sumnja da je nesukladan (,sumnjiv”).

— Osim toga, rezultat za PCDD/PCDF-e ifili dioksinu sli¢cne PCB-e moze se izraziti u bioanalitickim ekvivalen-
tima (ne TEQ) (vidjeti Prilog III. tocku 1.). Za uzorke s odgovorom ispod granice izvjetavanja navodi se da
su ispod granice izvjeStavanja.

— Za svaku vrstu uzorka matrice u izvjes¢u se mora navesti najveca dopustena koli¢ina ili prag za pokretanje
postupka na kojoj se procjena temelji.

— U izvjes¢u se mora navesti vrsta ispitivanja koje se koristi, osnovno nacelo ispitivanja i vrsta kalibracije.

— U izvje$¢u je potrebno ukljuciti i metodu koja se koristi za ekstrakciju PCDD/PCDF-a, dioksinu sli¢nih PCB-
a i masti. Udio masti u uzorku se odreduje i iskazuje za uzorke hrane s najve¢im dopustenim koli¢inama ili
pragovima za pokretanje postupka odredenim na temelju masti i ocekivanom koncentracijom masti u
rasponu od 0 — 2 % (u skladu s postoje¢im zakonodavstvom), za druge uzorke je odredivanje udjela masti
neobavezno.

— U slucaju uzoraka za koje se sumnja da nisu sukladni, izvje$ée treba ukljucivati napomenu o postupku koji
treba poduzeti. Koncentracija PCDD/PCDF-a i zbroj PCDD/PCDF-a i dioksinu sli¢nih PCB-a u tim uzorcima
s poviSenim razinama mora se odrediti/potvrditi potvrdnom metodom.
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Dodatak PRILOGU III.

WHO-TEF za procjenu rizika za zdravlje ljudi na temelju zakljucaka sa stru¢nog zasjedanja Svjetske zdravstvene organi-
zacije (WHO) — Medunarodni program za sigurnost kemikalija (IPCS) odrzanog u Zenevi u lipnju 2005. (Martin van den
Berg et al.,, Ponovljena evaluacija faktora ekvivalentne toksi¢nosti za dioksine i spojeve sli¢ne dioksinu kod ljudi i sisa-
vaca, Svjetske zdravstvene organizacije, provedena 2005. Toksikoloske znanosti 93(2), str. 223.-241. (2006.))

Kongener Vrijednost TEF Kongener Vrijednost TEF
Dibenzo-p-dioksini (,PCDD-i") ne of’tl())i(l)’léslggnialrsll(i)érrll(i)t(l:l'cti_il’CB-i
2,3,7,8-TCDD 1
Ne orto PCB-i
1,2,3,7,8-PeCDD 1
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
Dibenzofurani (,PCDF-i") Mono-orto PCB-i
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

Upotrijebljene kratice: ,T” = tetra; ,Pe” = penta; ,Hx" = heksa; ,Hp” = hepta; ,0” = okta; ,CDD” = klordibenzodioksin;
,CDF” = klordibenzofuran; ,,CB” = klorbifenil.
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PRILOG IV.

PRIPREMA UZORKA I ZAHTJEVI ZA METODE ANALIZE KOJE SE KORISTE U KONTROLAMA KOLICINA
PCB-A KOJI NISU SLICNI DIOKSINU (PCB # 28, 52, 101, 138, 153, 180) U ODREDENOJ HRANI

Zahtjevi postavljeni u ovom Prilogu primjenjuju se kada se hrana analizira za sluzbenu kontrolu razina polikloriranih

bifenila koji nisu sli¢ni dioksinu (PCB-a koji nisu sli¢ni dioksinu) i za druge regulatorne svrhe.

1. Metode detekcije koje se koriste:

2. Identifikacija i potvrdivanje predmetnih analita:

+[- 0,25 %).

Plinska kromatografija/detektor hvatanja elektrona (GC-ECD), GC-LRMS, GC-MS/MS, GC-HRMS ili istovjetne metode.

— Relativno retencijsko vrijeme u odnosu na unutarnje standarde ili referentne standarde (prihvadena devijacija od

— Plinsko kromatografsko odvajanje svih Sest indikatorskih PCB-a (PCB 28, PCB 52, PCB 101, PCB 138, PCB 153 i

PCB 180) od interferirajucih tvari, posebno ko-eluiranih PCB-a, a posebno ako su uzorci u rasponu zakonski
dozvoljenih granica i nesukladnost se mora potvrditi.

[Kongeneri za koje je ¢esto ustanovljeno da ko-eluiraju su npr. PCB 2831, PCB 52/69 i PCB 138/163/164. Za
GC/MS moraju se uzeti u obzir i moguée interferencije fragmenata visih kloriranih kongenera.]

— Za tehnike GC-MS:

— monitoring najmanje:

— dva specifi¢na iona za HRMS,

— dva specifi¢na iona sa m/z > 200 ili tri specifi¢na iona sa m/z > 100 za LRMS,

— 1 prekursor ion i 2 iona produkta za MS-MS.

— Najveca dozvoljena odstupanja za odgovore odabranih masenih fragmenata:

Relativna devijacija intenziteta odabranih masenih fragmenata od teoretskog odgovora ili kalibracijski standard

za ciljni ion (ion s najsnaznijim odgovorom koji se prati) i potvrdnih iona:

Relativni odgovor potvrdnih iona u GC-EI-MS GC-CI-MS, GC-MS»
odnosu na ciljni ion (relativna devijacija) (relativna devijacija)
>50% +10% +20%
>20 % do 50 % +15% +25%
>10 % do 20 % +20% +30%
<10 % + 50 % (¥ +50% (%

(*) Zadovoljavajuéi broj masenih fragmenata s relativnim intenzitetom > 10 % mora biti dostupan, zato uporaba potvrdnih
iona s relativnim odgovorom manjim od 10 % u usporedbi s ciljnim ionom nije preporucljiva.

— Za GC-ECD:

Potvrda rezultata koji prelaze dopusteno odstupanje s dva stupca GC sa stacionarnim fazama razlicitog polariteta.

3. Prikazivanje izvodenja metode:

Validacija u podru¢ju najveée dopustene koli¢ine (0,5 do 2 puta vise od najveée dopustene koli¢ine) s prihvatljivim
koeficijentom varijacije za ponovljene analize (vidjeti zahtjeve za srednju preciznost u tocki 8.).
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4. Granica kvantifikacije:

Vrijednosti slijepe probe ne smiju biti vee od 30 % razine kontaminacije §to odgovara najvecoj dopustenoj koli-
¢ini ().

5. Kontrola kvalitete:

Redovite slijepe probe, analize uzoraka s dodatkom, analize uzoraka za kontrolu kvalitete, sudjelovanje u medulabora-
torijskim studijama s razli¢itim matricama uzoraka.

6. Kontrola iskoristenja:

— Koritenje primjerenih unutarnjih standarda s fizikalno-kemijskim svojstvima koji odgovaraju predmetnim anali-
tima.

— Dodavanje unutarnjih standarda:
— dodavanje proizvodima (prije ekstrakcije i postupka ¢iscenja),

— moguce je dodavanje ekstrahiranoj masnoci (prije postupka ¢iséenja), ako se najvece dopustene koli¢ine odre-
duju na temelju masti.

— Zahtjevi za metode u kojima se koristi svih Sest indikatorskih kongenera PCB-a oznacenih izotopima:
— korekcija rezultata za iskoriStenje unutarnjih standarda,
— prihvatljivo iskoristenje izotopski oznacenih unutarnjih standarda je izmedu 50 i 120 %,

— prihvatljivo je manje ili vece iskoriStenje za pojedinacne kongenere s manje od 10-postotnim doprinosom
zbroju $est indikatorskih PCB-a.

— Zahtjevi za metode u kojima se ne koristi svih Sest izotopski oznacenih unutarnjih standarda ili se koriste drugi
unutarnji standardi:

— kontrola iskoristenja unutarnjih standarda za svaki uzorak,
— prihvatljivo iskoristenje unutarnjih standarda izmedu 60 i 120 %,
— korekcija rezultata u pogledu iskoristenja unutarnjih standarda.

— Iskoristenje neoznacenih kongenera provijerava se analizom uzoraka s dodatkom ili kontrolnih uzoraka s koncen-
tracijama u rasponu najvece dopustene kolicine. Prihvatljivo iskoriStenje za te kongenere je izmedu 70 i 120 %.

7. Zahtjevi za laboratorije:

U skladu s odredbama Uredbe (EZ) br. 882/2004, laboratorije akreditiraju priznata tijela koja rade u skladu sa zahtje-
vima ISO Guide 58 kako bi se osiguralo da primjenjuju analiticko osiguranje kvalitete. Laboratoriji se akreditiraju
prema normi EN ISO/IEC 17025

8. Karakteristike izvedivosti: Kriteriji za zbroj Sest indikatorskih PCB-a kod najvece dopustene koli¢ine:

Istinitost -30do + 30 %
Srednja preciznost (RSD%) <20 %
Razlika izmedu izracuna gornje i donje granice <20%

9. Izvjesce o rezultatima

— U onoj mjeri u kojoj to analiticki postupak dopusta, analiticki rezultati moraju sadrzavati koli¢ine pojedinacnih
PCB kongenera i treba ih definirati kao donje, gornje ili srednje kako bi se u izvijesée ukljucilo 3to vise podataka o
rezultatima i na taj nacin omogucilo tumacenje rezultata prema posebnim zahtjevima.

— U izvjesCe je potrebno ukljuciti i metodu koja se koristi za ekstrakciju PCB-a i masti. Udio masti u uzorku se odre-
duje i iskazuje za uzorke hrane s najve¢im dopustenim koli¢inama odredenim na temelju masti i o¢ekivanom
koncentracijom masti u rasponu od 0 — 2 % (u skladu s vazeéim zakonodavstvom), za druge uzorke je odredi-
vanje udjela masti neobavezno.

-

[zrazito se preporucuje niZi doprinos razine reagensa u slijepoj probi od razine kontaminanta u uzorku. Laboratorij je odgovoran kontro-
lirati varijaciju razina vrijednosti slijepih proba, posebno ako su te vrijednosti oduzete.
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— Iskoristenja pojedinih unutarnjih standarda moraju biti navedena u slucaju da su izvan raspona navedenog u
tocki 6., u sluCaju da je dobiveni rezultat veci od najvecih dopustenih koli¢ina, a u drugim slucajevima na zahtjev.

— S obzirom da mjernu nesigurnost treba uzeti u obzir pri odluci o sukladnosti uzorka, taj je parametar takoder
potrebno navesti. Stoga se rezultati analize prikazuju kao x +/- U, gdje je x rezultat analize, a U je prosirena
mjerna nesigurnost koristeci faktor pokrivanja 2, ¢ime se dobiva razina pouzdanosti od 95 %.

— Ako se uzima u obzir mjerna nesigurnost primjenom CCa (kako je opisano u Prilogu II. tocki IV.1.) tada se mora
navesti i taj parametar.

— Rezultati se moraju iskazati u istim mjernim jedinicama i zaokruzZiti (barem) na jednak broj decimalnih mjesta
kao najvece dopustene kolic¢ine, kako je odredeno u Uredbi (EZ) br. 1881/2006.
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