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II

(Acte fard caracter legislativ)

REGULAMENTE

REGULAMENTUL (UE) NR. 709/2014 AL COMISIEI
din 20 iunie 2014

de modificare a Regulamentului (CE) nr. 152/2009 in ceea ce priveste determinarea nivelurilor de
dioxine si bifenili policlorurati

(Text cu relevantd pentru SEE)
COMISIA EUROPEANA,
avand in vedere Tratatul privind functionarea Uniunii Europene,

avand in vedere Regulamentul (CE) nr. 882/2004 al Parlamentului European si al Consiliului din 29 aprilie 2004 privind
controalele oficiale efectuate pentru a asigura verificarea conformititii cu legislatia privind hrana pentru animale si
produsele alimentare §i cu normele de sinitate animald si de bunistare a animalelor (), in special articolul 11
alineatul (4),

intrucat:

(1)  Regulamentul (CE) nr. 152/2009 al Comisiei (}) include metode pentru determinarea nivelurilor de p-dibenzodio-
xine policlorurate (PCDD-uri), dibenzofurani policlorurati (PCDF-uri) si bifenili policlorurati (PCB-uri) de tipul
dioxinelor in furaje.

(2)  Ar trebui s se stabileascd cerinte privind metode de screening care identificd probele cu niveluri semnificative de
PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor (de preferinta selectind probe care depdsesc pragurile de actiune
si asigurand selectarea de probe care depisesc nivelurile maxime) si care au debit sporit. In ceea ce priveste nivelu-
rile maxime, rata fals-conform a acestor metode de screening ar trebui s fie mai micd de 5 %.

(3)  In cazul in care rezultatele obtinute cu metoda de screening depdsesc valoarea limitd, proba originald ar trebui
analizatd cu ajutorul unei metode care permite identificarea i cuantificarea PCDD-urilor/PCDF-urilor si PCB-urilor
de tipul dioxinelor continute in esantion. Aceste metode sunt denumite in continuare ,metode de confirmare”.
Progresul si evolutiile tehnice au ardtat ci utilizarea cromatografiei in fazd gazoasd/spectrometriei de masd in
tandem (GC-MS/MS) ar trebui sd fie permisd pentru utilizarea ca metodd de confirmare pentru verificarea confor-
mitdtii cu nivelul maxim, in plus fatd de cromatografia in fazd gazoasd/spectrometria de masd de inaltd rezolutie
(GC-HRMS).

(4)  In urma experientei dobandite in cursul aplicirii normelor in vigoare in prezent, este oportund modificarea dispo-
zitiilor actuale in ceea ce priveste necesitatea analizei duplicat, aprecierea conformitdtii in cazul analizei duplicat
si cerinta privind diferenta acceptabild dintre estimarea superioard si estimarea inferioard a rezultatelor.

(5)  Prin urmare, Regulamentul (CE) nr. 152/2009 ar trebui modificat in consecintd.

(6)  Masurile prevdzute in prezentul regulament sunt conforme cu avizul Comitetului permanent pentru lantul
alimentar si sdnitatea animald,

(") JOL165,30.4.2004,p. 1.
(*) Regulamentul (CE) nr. 152/2009 al Comisiei din 27 ianuarie 2009 de stabilire a metodelor de esantionare si analizd pentru controlul
oficial al furajelor (JO L 54, 26.2.2009, p. 1).
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ADOPTA PREZENTUL REGULAMENT:

Articolul 1

Partea B din anexa V la Regulamentul (CE) nr. 152/2009 se modificd in conformitate cu anexa la prezentul regulament.

Articolul 2

Prezentul regulament intrd in vigoare in a doudzecea zi de la data publicdrii in Jurnalul Oficial al Uniunii Europene.

Prezentul regulament este obligatoriu in toate elementele sale si se aplicd direct in toate statele
membre.

Adoptat la Bruxelles, 20 iunie 2014.

Pentru Comisie
Presedintele
José Manuel BARROSO
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ANEXA

In anexa V la Regulamentul (CE) nr. 152/2009, partea B, ,DETERMINAREA NIVELURILOR DE DIOXINE (PCDD/PCDF) SI DE
PCB-URI”, se inlocuieste cu urmitorul text:

,B. DETERMINAREA NIVELURILOR DE DIOXINE (PCDD/PCDF) SI DE PCB-URI

CAPITOLUL I

Metode de esantionare si de interpretare a rezultatelor analitice

1. Obiectiv si domeniu de aplicare

Probele destinate controlului oficial al nivelurilor de p-dibenzodioxine policlorurate (PCDD-uri), dibenzofurani poli-
clorurati (PCDF-uri), bifenili policlorurati (PCB-uri) de tipul dioxinelor (')* si PCB-uri care nu sunt de tipul dioxinelor
din furaje sunt prelevate in conformitate cu dispozitiile din anexa L. Se aplicd cerintele cantitative privind controlul
substantelor sau produselor repartizate uniform in furaje, asa cum sunt prevdzute la punctul 5.1 din anexa L
Probele agregat astfel obtinute se considerd reprezentative pentru loturile sau subloturile din care sunt prelevate. Pe
baza nivelurilor determinate in probele de laborator se stabileste dacid se respectd nivelurile maxime previzute de
Directiva 2002/32/CE.

In sensul prezentei parti B, se aplici definitiile mentionate in anexa I la Decizia 2002/657|CE a Comisiei (2)*.
In plus fatd de aceste definitii, in sensul prezentei parti B se aplici urmitoarele definitii:

«Metodele de screening» sunt metode utilizate pentru selectarea acelor probe cu niveluri de PCDD-uri/PCDF-uri si
PCB-uri de tipul dioxinelor care depasesc nivelurile maxime sau pragurile de actiune. Ele permit o capacitate sporitd
de analizd a probelor, eficientd din punctul de vedere al costurilor, sporind astfel sansa de a descoperi noi incidente
cu un nivel mare de expunere si riscuri de sindtate importante pentru consumatori. Metodele de screening se
bazeazd pe metode bioanalitice sau metode GC-MS. Rezultatele probelor care depisesc valoarea-limitd pentru verifi-
carea conformitdtii cu nivelul maxim trebuie si fie verificate de citre o noud analizd completd din proba originald
printr-o metodd de confirmare.

«Metodele de confirmare» sunt metode care furnizeazi informatii complete sau complementare care permit identifi-
carea si cuantificarea certd a PCDD-urilor/PCDF-urilor si a PCB-urilor de tipul dioxinelor la pragul maxim sau, la
nevoie, la pragul de actiune. Astfel de metode utilizeazd cromatografia in fazd gazoasd/spectrometria de masd de
inaltd rezolutie (GC-HRMS) sau cromatografia in fazd gazoasd/spectrometria de masd in tandem (GC-MS/MS).

2. Conformitatea lotului sau a sublotului cu nivelul maxim

2.1. In ceea ce priveste PCB-urile care nu sunt de tipul dioxinelor

Lotul este conform cu nivelul maxim in cazul in care rezultatul analitic nu depaseste nivelul maxim de PCB-uri care
nu sunt de tipul dioxinelor stabilit prin Directiva 2002/32/CE, ludndu-se in considerare incertitudinea de misurare.

Lotul nu este conform cu nivelul maxim in cazul in care estimarea superioard (})* a rezultatului analitic confirmati
prin analizd duplicat (*)* depdseste nivelul maxim stabilit prin Directiva 2002/32/CE, luandu-se in considerare incer-
titudinea de masurare. Media celor doud determiniri, luandu-se in considerare incertitudinea de misurare, se utili-
zeazd pentru verificarea conformitatii.

Incertitudinea de mdsurare se ia in considerare in conformitate cu una din urmdtoarele abordari:
— calculindu-se incertitudinea extinsd cu ajutorul unui coeficient de acoperire 2 care dd un nivel de incredere de
aproximativ 95 %. Un lot sau un sublot nu este conform dacd valoarea masuratd minus U este mai mare de

nivelul maxim,

— prin stabilirea limitei de decizie (CCa) in conformitate cu punctul 3.1.2.5 din anexa I la Decizia 2002/657/CE.
Un lot sau un sublot nu este conform daci valoarea masuratd este egald sau mai mare decat CCa.

Alineatele (1), (2) si (3) se aplici pentru rezultatul analitic obtinut pe proba pentru controlul oficial. in cazul
analizei efectuate in scop de apdrare sau de arbitraj, se aplici reglementdrile nationale.
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2.2. Referitor la PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor
Lotul respectd nivelurile maxime in cazul in care rezultatul unei singure analize,

— efectuate printr-o metodd de screening, cu o ratd fals-conform sub 5 %, indicd faptul cd nivelul nu depiseste
nivelul maxim respectiv de PCDD-uri/PCDF-uri si suma de PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor
prevazute de Directiva 2002/32/CE;

— efectuate printr-o metodd de confirmare, nu depiseste nivelul maxim respectiv de PCDD-uri/PCDF-uri §i suma
de PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor previzute de Directiva 2002/32/CE, ludndu-se in conside-
rare incertitudinea de masurare.

Pentru testele de screening se stabileste o valoare-limitd pentru deciziile privind conformitatea probelor cu nivelurile
maxime respective stabilite fie pentru PCDD-uri/PCDF-uri, fie pentru suma de PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de
tipul dioxinelor.

Lotul nu respectd nivelul maxim in cazul in care estimarea superioard (°)* a rezultatului analitic obtinutd printr-o
metodd de confirmare si confirmatd prin analizd duplicat depdseste nivelul maxim stabilit prin Directiva
2002/32/CE, ludndu-se in considerare incertitudinea de mdsurare (°)*. Media celor doud determindri, ludndu-se in
considerare incertitudinea de mdsurare, se utilizeazd pentru verificarea conformittii.

Incertitudinea de misurare se ia in considerare in conformitate cu una din urmaitoarele abordiri:

— calculandu-se incertitudinea extinsd cu ajutorul unui coeficient de acoperire 2 care di un nivel de incredere de
aproximativ 95 %. Un lot sau un sublot nu este conform daci valoarea masuratd minus U este mai mare decit
nivelul maxim. In cazul unei determindri separate a PCDD-urilor/PCDF-urilor si a PCB-urilor de tipul dioxinelor,
suma incertitudinii extinse estimate a rezultatelor analitice separate ale PCDD-urilor/PCDF-urilor si a PCB-urilor
de tipul dioxinelor se utilizeazd pentru suma PCDD-urilor/PCDF-urilor si a PCB-urilor de tipul dioxinelor,

— stabilindu-se limita de decizie (CCa) in conformitate cu punctul 3.1.2.5 din anexa I la Decizia 2002/657/CE. Un
lot sau un sublot nu este conform daci valoarea mdsuratd este egald sau mai mare decit CCa.

Alineatele (1)-(4) se aplicd pentru rezultatul analitic obtinut pe proba pentru controlul oficial. In cazul analizei efec-
tuate in scop de apdrare sau de arbitraj, se aplicd reglementirile nationale.

3. Rezultate care depdsesc pragurile de actiune stabilite in anexa II la Directiva 2002/32/CE

Pragurile de actiune servesc ca instrument pentru selectarea probelor in acele cazuri in care este necesar sd se identi-
fice sursa de contaminare si s se ia masuri pentru reducerea sau eliminarea acesteia. Metodele de screening stabilesc
valori-limitd corespunzitoare pentru selectarea acelor probe. In cazul in care sunt necesare eforturi importante
pentru a identifica o sursd si pentru a reduce sau elimina contaminarea, s-ar putea sd fie adecvat si se confirme
depdsirea pragurilor de actiune printr-o analizd duplicat folosind o metodd de confirmare si ludndu-se in conside-
rare incertitudinea de mdsurare ()*.

CAPITOLUL I

Pregiitirea probelor si cerinte privind metodele de analizd utilizate pentru controlul oficial al nivelurilor de dioxine
(PCDD/PCDF) si de PCB-uri de tipul dioxinelor din furaje

1. Domeniul de aplicare

Cerintele stabilite in prezentul capitol se aplicd atunci cind furajele sunt analizate pentru controlul oficial al
nivelurilor de p-dibenzodioxine policlorurate substituite la pozitiile 2,3,7,8 si dibenzofurani policlorurati
(PCDD-uri/PCDF-uri) si bifenili policlorurati (PCB-uri) de tipul dioxinelor, precum si in alte scopuri de reglemen-
tare.

Monitorizarea prezentei PCDD-urilor/PCDF-urilor si a PCB-urilor de tipul dioxinelor in furaje poate fi efectuata
cu doud tipuri diferite de metode analitice:

(a) Metode de screening

Obiectivul metodelor de screening este selectarea acelor probe cu niveluri de PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri
de tipul dioxinelor care depésesc nivelurile maxime sau pragurile de actiune. Metodele de screening ar trebui
sd permitd o capacitate sporitd de analizd a probelor, eficientd din punctul de vedere al costurilor, sporind
astfel sansa de a descoperi noi incidente cu un nivel mare de expunere si riscuri de sdndtate importante
pentru consumatori. Aplicarea lor ar trebui si urmireascd evitarea rezultatelor fals-conforme. Ele pot si
cuprindd metode bioanalitice i metode GC-MS.
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Metodele de screening compard rezultatul analitic cu o valoare-limitd, determinind o decizie de tip dajnu cu
privire la eventuala depdsire a nivelului maxim sau a pragului de actiune. Concentratia PCDD-urilor/PCDF-
urilor si suma de PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor din probele suspectate a fi neconforme
cu nivelul maxim trebuie determinate/confirmate printr-o metodd de confirmare.

In plus, metodele de screening pot sd dea o indicatie despre nivelurile de PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de
tipul dioxinelor prezente in probd. In cazul aplicirii metodelor bioanalitice de screening, rezultatul se
exprimd ca echivalente bioanalitice (BEQ), iar in cazul aplicdrii metodelor GC-MS fizico-chimice se exprima
ca echivalente toxice (TEQ). Rezultatele exprimate numeric ale metodelor de screening sunt utile pentru a
dovedi conformitatea sau suspiciunea de neconformitate sau depdsirea pragurilor de actiune si oferd o indi-
catie a intervalului in care se situeazd nivelurile in vederea monitorizarii prin metode de confirmare. Acestea
nu sunt adecvate pentru scopuri precum evaluarea nivelurilor de fond, aprecierea prelevirii, urmdrirea
tendintelor pe care le urmeazi nivelurile in timp sau reevaluarea pragurilor de actiune si a nivelurilor
maxime.

(b) Metode de confirmare

Metodele de confirmare permit identificarea si cuantificarea fird echivoc a PCDD-urilor/PCDF-urilor si PCB-
urilor de tipul dioxinelor prezente intr-o probi si oferd informatii depline la nivel de congener. Prin urmare,
aceste metode permit controlarea nivelurilor maxime si a pragurilor de actiune, inclusiv confirmarea rezul-
tatelor obtinute prin metodele de screening. In plus, rezultatele pot fi folosite si pentru alte scopuri, precum
determinarea nivelurilor de fond scizute in monitorizarea furajelor, urmdrirea tendintelor in timp, evaluarea
expuneril §i crearea unei baze de date pentru eventuala reevaluare a pragurilor de actiune si a nivelurilor
maxime. Acestea sunt, de asemenea, importante pentru stabilirea modelelor pentru congeneri in scopul de a
identifica sursa unei posibile contamindri. Astfel de metode utilizeazd GC-HRMS. Pentru a confirma respec-
tarea sau nerespectarea nivelului maxim, este posibil si se utilizeze, de asemenea, GC-MS/MS.

2. Context

Pentru calcularea concentratiilor echivalentelor toxice (TEQ), concentratiile fiecdrei substante dintr-o probd
dati se inmultesc cu factorul de echivalentd toxicd (TEF) corespunzitor, [a se vedea nota de subsol (1)* de la
capitolul I] si apoi se adund pentru a obtine concentratia totald de compusi de tipul dioxinelor exprimata ca
TEQ-uri.

In sensul prezentei parti B, limita specifici acceptati de cuantificare a unui congener individual inseamni
continutul minim al unui analit care poate fi masurat cu certitudine statisticd rezonabild si indeplineste crite-
riile de identificare, astfel cum sunt descrise in standarde recunoscute la nivel international, de exemplu
EN 16215:2012 (Nutreturi — Determinarea continutului de dioxind, a PCB-urilor de tip dioxind si a indicato-
rilor PCB prin GC-HRMS) sifsau in metodele EPA 1613 si 1668 revizuite.

Limita de cuantificare a unui congener individual poate fi identificati ca

(a) concentratia unui analit din extractul unei probe care produce un rispuns instrumental la doi ioni diferiti
care urmeazd sd fie monitorizatd printr-un raport S/Z (semnal/zgomot) de 3:1 pentru semnalul de date
primare cel mai putin intens; sau

(b) in cazul in care, din motive tehnice, calculul raportului semnal/zgomot nu furnizeazd rezultate fiabile,
punctul cel mai mic de concentratie de pe o curbi de etalonare care oferd o deviatie acceptabild (< 30 %) si
coerentd (mdsuratd cel putin la inceputul si la sfarsitul unei serii analitice de probe) de la factorul de raspuns
relativ mediu calculat pentru toate punctele de pe curba de etalonare pentru fiecare serie de probe. Limita
de cuantificare (LOQ) se calculeazd de la cel mai mic punct de concentratie tindnd seama de recuperarea
etaloanelor interne si de prelevarea de probe.

Metodele bioanalitice de screening nu vor da rezultate la nivel de congener, ci doar o indicatie ()* a nivelului
TEQ, exprimati in echivalente bioanalitice (BEQ) pentru a tine cont de faptul c¢i nu toti compusii prezenti intr-
un extract de probd care produce un rispuns in cadrul testului pot si indeplineasci toate ceringele principiului
TEQ.

Metodele de screening si de confirmare pot fi aplicate pentru controlul unei anumite matrice numai daci meto-
dele sunt suficient de sensibile pentru a detecta in mod fiabil niveluri la pragul de actiune sau nivelul maxim.

3. Cerinte de asigurare a calitatii

3.1. Se iau mdsuri pentru a se evita contaminarea incrucisati la fiecare etapd a procedurii de esantionare si de
analizd.

3.2. Probele se depoziteazd si se transportd in recipiente de sticld, aluminiu, polipropilend sau polietilend corespun-

zdtoare pentru depozitare, fird nicio influentd asupra nivelurilor de PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul
dioxinelor din probe. Urmele de praf de hirtie se indeparteazd de pe recipientul pentru probe.
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3.3. Depozitarea si transportul probelor se efectueazi astfel incat sd se pastreze integritatea probei de furaj.

3.4, In misura in care acest lucru este relevant, fiecare probi de laborator se mirunteste si se amestecd cu grijd
printr-un procedeu care s-a dovedit ci realizeazd o omogenizare completd (de exemplu, proba maruntitd astfel
incat si treacd printr-o sitd cu ochiuri de 1 mm). Probele se usucd inainte de mdruntire, dacd continutul de
umiditate este prea mare.

3.5. Se efectueazd controlul reactivilor, al sticldriei si al echipamentului pentru o posibild influentd a rezultatelor pe
bazi de TEQ sau BEQ.

3.6. Se realizeazd o analizd martor parcurgand intreaga procedurd analiticd, insd fdrd proba.

3.7. Pentru metodele bioanalitice, toatd sticldria si toti solventii utilizati in cadrul analizei sunt testati pentru a se
constata dacd sunt liberi de compusi care perturba detectarea compusilor tintd in intervalul de lucru. Sticldria se
cliteste cu solventi sau se incdlzeste la temperaturi adecvate pentru a elimina urmele de PCDD-uri/PCDF-uri,
compusi de tipul dioxinelor si compusi interferenti de pe suprafata acesteia.

3.8. Cantitatea probei utilizate pentru extractie este suficientd pentru a indeplini cerintele referitoare la un interval
de lucru suficient de redus, inclusiv concentratiile nivelurilor maxime sau pragul de actiune.

3.9. Procedurile specifice de pregitire a probelor utilizate pentru produsele avute in vedere urmeazd orientdri recu-
noscute la nivel international.

4. Cerinte pentru laboratoare

4.1. In conformitate cu dispozitiile Regulamentului (CE) nr. 882/2004, laboratoarele sunt acreditate de un orga-
nism recunoscut care functioneazd in conformitate cu Ghidul ISO 58, pentru a se asigura aplicarea de citre
acestea a procedurilor de asigurare a calitdtii analizelor. Laboratoarele sunt acreditate conform standardului
EN ISO[IEC 17025.

4.2. Competenta laboratoarelor se demonstreazd prin participarea continud si cu succes la studiile interlaboratoare
pentru determinarea PCDD-urilor/PCDF-urilor si a PCB-urilor de tipul dioxinelor in matricele de furaje si in
intervalele de concentratii relevante.

4.3. Laboratoarele care aplici metode de screening pentru controlul de rutind al probelor stabilesc o cooperare
stransd cu laboratoarele care aplicd metoda de confirmare, atdt pentru controlul calitatii, cit si pentru confir-
marea rezultatului analitic al probelor suspectate.

5. Cerinte de bazi care trebuie indeplinite de procedura analitici pentru dioxine (PCDD-uri/PCDF-uri) si
PCB-uri de tipul dioxinelor.

5.1. Intervalul de lucru la niveluri mici si limitele de cuantificare

Pentru PCDD-uri/PCDF-uri, cantitdtile detectabile sunt de ordinul superior al femtogramelor (10-15g) din cauza
toxicitdtii extreme a unora dintre acesti compusi. Pentru majoritatea congenerilor PCB, limita de cuantificare de
ordinul nanogramelor (10-9g) este deja suficientd. Pentru masurarea congenerilor PCB-urilor de tipul dioxinelor
mai toxici (in special a congenerilor substituiti non-orto), extremitatea inferioard a intervalului de lucru ajunge
la niveluri mici de ordinul picogramelor (10-12g). Pentru toti ceilalti congeneri PCB, o limitd de cuantificare de
ordinul nanogramelor (10-9g) este suficient.

5.2 Selectivitate (specificitate) mare

5.2.1.  Este necesar si se facd o distinctie intre PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor si o multitudine de algi
compusi coextrasi si care pot si interfereze, prezenti in concentratii cu pand la citeva ordine de mirime mai
mari decat cele ale analitilor de interes. Pentru metodele GC-MS, este necesar sd se facd deosebirea intre diferitii
congeneri, cum ar fi intre cei toxici (de exemplu, cei saptesprezece PCDD-uri/PCDF-uri substituiti la pozi-
tiile 2,3,7,8 si cei doisprezece PCB-uri de tipul dioxinelor) si alti congeneri.

5.2.2.  Metodele bioanalitice sunt capabile si detecteze compusii tintd ca sumd de PCDD-uri/PCDF-uri si/sau PCB-uri
de tipul dioxinelor. Curdtarea probelor are drept scop eliminarea compusilor care duc la rezultate fals-necon-
forme sau a compusilor care pot atenua raspunsul, ducind la rezultate fals-conforme.



27.6.2014 Jurnalul Oficial al Uniunii Europene L 188/7

5.3. Acuratete ridicatd (autenticitate i precizie, recuperare aparentd a biotestului)

5.3.1.  Pentru metodele GC-MS, determinarea oferd o estimare valabild a concentratiei reale dintr-o proba. Acuratetea
ridicatd este necesard pentru a se evita respingerea rezultatului analizei unei probe din cauza fiabilitdtii reduse a
nivelului TEQ determinat. Acuratetea se exprimd prin autenticitate (diferenta dintre valoarea medie mdsuratd
pentru un analit pe un material certificat si valoarea sa certificatd, exprimatd ca procent din aceastd valoare) si
precizie (deviatia standard relativd RSDy calculatd pe baza rezultatelor generate in conditii de reproductibilitate).

5.3.2.  Pentru metodele bioanalitice, se determind recuperarea aparentd a biotestului. Recuperarea aparentd a biotestului
inseamnd nivelul BEQ calculat pornind de la curba de etalonare a TCDD sau PCB 126 corectatd in functie de
determinarea martor si apoi divizatd la nivelul TEQ determinat prin metoda de confirmare. Aceasta vizeazd
corectarea factorilor cum ar fi pierderea de PCDD-uri/PCDF-uri si compusi de tipul dioxinelor in timpul etapelor
de extractie si curdtare, coextragerea compusilor care duc la intensificarea sau atenuarea raspunsului (efecte
agoniste §i antagoniste), calitatea de ajustare a curbei sau diferentele dintre valorile factorilor de echivalentd
toxicd (TEF) si ale potentei relative (REP). Recuperarea aparentd a biotestului se calculeazd pornind de la probe
de referintd adecvate cu modele pentru congeneri reprezentativi in jurul nivelului de interes.

5.4. Validarea in intervalul nivelului maxim si mdsuri generale de control al calitdtii

5.4.1. Laboratoarele demonstreazd performanta unei metode in intervalul nivelului maxim, de exemplu, 0,5x%, 1x si 2x
nivelul maxim, cu un coeficient de variatie acceptabil pentru analize repetate, in timpul procedurii de validare si
in timpul analizei de rutind.

5.4.2.  Ca mdsuri interne de control al calititii, se efectueazi periodic controale ale martorului, experimente cu imbo-
gitire sau analize ale unor probe de control (dacd este posibil, cu material de referintd certificat). Se inregis-
treazd si se verificd grafice de control al calititii pentru controalele martorului, experimentele cu imbogitire sau
analizele unor probe de control, pentru a se garanta ci performanta analiticd este conforma cerintelor.

5.5. Limita de cuantificare

5.5.1.  Pentru o metodd bioanalitici de screening, stabilirea limitei de cuantificare (LOQ) nu este o cerintd indispensa-
bild, insd metoda trebuie si dovedeasci cd se poate face distinctie intre valoarea-martor si valoarea-limitd. La
furnizarea unui nivel BEQ, se stabileste un nivel de raportare pentru a se lua decizii legate de probele care
prezintd un rispuns sub acest nivel. Nivelul de raportare se dovedeste a fi diferit de probele-martor din cadrul
procedurii cel putin cu un factor de trei, cu un raspuns inferior intervalului de lucru. Prin urmare, se calculeazd
pornind de la probe care contin compusii tintd in jurul nivelului minim necesar, si nu de la un raport S/Z sau
un test martor.

5.5.2. Limita de cuantificare (LOQ) pentru o metodd de confirmare se situeazd la aproximativ o cincime din nivelul
maxim.

5.6. Criterii analitice

Pentru rezultate fiabile in urma metodelor de confirmare sau de screening, trebuie si fie respectate urmatoarele
criterii in intervalul nivelului maxim sau al pragului de actiune pentru valoarea TEQ sau, respectiv, BEQ, indife-
rent dacd este determinatd ca TEQ total (ca sumd de PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor) sau
separat pentru PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor:

Screening cu metode
bioanalitice sau fizico- Metode de confirmare
chimice
Ratd de fals-conform (?) <5%
Autenticitate - 20 % pand la + 20 %
Repetabilitate (RSD)) <20%
Reproductibilitatea intra-laborator (RSDy) <25% <15%

(") Cu privire la nivelurile maxime.
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5.7. Cerinte specifice pentru metodele de screening

5.7.1.  Atat metodele GC-MS, cat si metodele bioanalitice pot fi folosite pentru screening. Pentru metodele GC-MS,
trebuie respectate cerintele previzute la punctul 6. Pentru metodele bioanalitice celulare sunt prevdzute cerinte
specifice la punctul 7.

5.7.2. Laboratoarele care aplicdi metode de screening pentru controlul de rutind al probelor stabilesc o cooperare
stransd cu laboratoarele care aplicd metoda de confirmare.

5.7.3.  Performanta metodei de screening trebuie verificatd in timpul analizei de rutind, printr-un control al calitatii
analizelor i printr-o validare continud a metodei. Trebuie si existe un program continuu pentru controlul rezul-
tatelor conforme.

5.7.4.  Verificarea posibilei suprimdri a rdspunsului celular si a citotoxicitatii:

20 % din extractele de probe sunt mdsurate in screeningul de rutind cu si fird 2,3,7,8-TCDD care se adaugd in
functie de nivelul maxim sau de pragul de actiune, pentru a verifica dacd raspunsul este, eventual, suprimat de
catre substantele interferente prezente in extractul de probd. Concentratia masuratd a probei imbogitite se
compard cu suma concentratiei extractului neimbogitit, plus concentratia cu imbogdtire. Dacd aceastd concen-
tratie mdsuratd este cu peste 25 % mai micd decit concentratia (suma) calculatd, aceasta indicd posibilitatea
elimindrii semnalului, iar proba respectivd este supusd analizei de confirmare prin GC-HRMS. Rezultatele sunt
monitorizate in graficele de control al calitatii.

5.7.5.  Controlul calititii probelor conforme:

Aproximativ 2-10 % din probele conforme, in functie de matricea probei si de experienta laboratorului, se
confirma prin GC-HRMS.

5.7.6.  Determinarea ratelor fals-conforme pornind de la datele de control al calitdii:

Se determind rata rezultatelor fals-conforme care rezultd din screeningul probelor sub si peste nivelul maxim
sau pragul de actiune. Ratele fals-conforme reale sunt sub 5 %. Atunci cind, in urma controlului de calitate al
probelor conforme, sunt disponibile cel putin 20 de rezultate confirmate per matrice/grup de matrice, conclu-
ziile privind rata fals-conform trebuie si fie desprinse din aceastd bazd de date. Rezultatele probelor analizate
prin intermediul testdrilor interlaboratoare sau in timpul incidentelor de contaminare, care acoperd un interval
de concentratii de pand la, de exemplu, 2x nivelul maxim (NM), pot fi, de asemenea, incluse in cele cel putin 20
de rezultate pentru evaluarea ratei fals-conform. Probele acoperd cele mai frecvente modele pentru congeneri,
reprezentand diverse surse.

Desi testele de screening au, preferabil, ca scop detectarea probelor care depdsesc pragul de actiune, criteriul de
determinare a ratelor fals-conforme este nivelul maxim, tinind seama de incertitudinea de mdsurare a metodei
de confirmare.

5.7.7. Probele potential neconforme care rezultd in urma screeningului se verificd intotdeauna printr-o noud analizd
completd a probei originale printr-o metodd analiticd de confirmare. Aceste probe pot fi, de asemenea, folosite
pentru a evalua rata rezultatelor fals-neconforme. Pentru metodele de screening, rata rezultatelor fals-necon-
forme este procentul rezultatelor confirmate ca fiind conforme in urma analizei de confirmare, in timp ce, in
screeningul anterior, s-a declarat in legdturd cu proba ci este potential neconformd. Evaluarea caracterului avan-
tajos al metodei de screening se bazeazd pe compararea probelor fals-neconforme cu numdrul total de probe
verificate. Aceastd ratd este suficient de scazutd pentru a face ca utilizarea unui instrument de screening sa fie
avantajoasa.

5.7.8.  Cel putin in conditii de validare, metodele bioanalitice oferd o indicatie valabild a nivelului TEQ, calculat si
exprimat ca BEQ.

Si pentru metodele bioanalitice efectuate in conditii de repetabilitate, valoarea RSD, intralaborator ar fi, in
general, mai micd decit RSD, (reproductibilitate).

6. Cerinte specifice privind metodele GC-MS care trebuie respectate in scop de screening sau de confir-
mare
6.1. Diferente acceptabile intre estimarea superioard si estimarea inferioard a rezultatelor OMS-TEQ

Diferenta dintre nivelul estimdrii superioare si cel al estimdrii inferioare nu depiseste 20 % pentru confirmarea
depdsirii nivelului maxim sau in cazul in care sunt necesare praguri de actiune.
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6.2. Controlul recuperdrilor

6.2.1. De la inceputul metodei analitice, de exemplu, inaintea fazei de extractie, trebuie sd se adauge etaloane interne
de PCDD-uri/PCDF-uri substituite cu clor la pozitiile 2,3,7,8 si marcate cu >C si etaloane interne de PCB-uri de
tipul dioxinelor marcate cu *C, pentru a se valida procedura analiticd. Trebuie addugat cel putin un congener
pentru fiecare din grupele omoloage clorurate de la tetra la octo de PCDD-uri/PCDF-uri si cel putin un congener
pentru fiecare dintre grupele omoloage de PCB-uri de tipul dioxinelor (alternativ, cel putin un congener pentru
fiecare functie de inregistrare a ionului selectionat prin spectrometrie de masd, utilizat pentru monitorizarea
PCDD-urilor/PCDF-urilor si a PCB-urilor de tipul dioxinelor). In cazul metodelor de confirmare, toate cele 17
etaloane interne de PCDD-uri/PCDF-uri substituite la pozitiile 2,3,7,8 marcate cu °C si toate cele 12 etaloane
interne de PCB-uri de tipul dioxinelor marcate cu *C trebuie si fie utilizate.

6.2.2.  Se determind, de asemenea, factorii de rdspuns relativ pentru acei congeneri pentru care nu se adaugd niciun
analog marcat cu 3C, utilizdnd solutii de etalonare corespunzitoare.

6.2.3.  Pentru furajele de origine vegetald si furajele de origine animald care contin mai putin de 10 % grisime, este
obligatorie addugarea etaloanelor interne inainte de extractie. Pentru furajele de origine animald care contin mai
mult de 10 % grdsime, etaloanele interne se pot adduga fie inaintea extractiei, fie dupd extractia grdsimii. Se
procedeazd la o validare corespunzdtoare a eficacitdtii extractiei, in functie de etapa in care se introduc etaloa-
nele interne si de modul in care sunt prezentate rezultatele (pe bazd de produs sau de grasimi).

6.2.4. Inaintea analizei GC-MS, trebuie si se adauge unul sau doud etaloane de recuperare (surogat).

6.2.5. Este necesar controlul recuperdrii. Pentru metodele de confirmare, recuperdrile de etaloane interne individuale
trebuie sd se situeze in intervalul 60-120 %. Se acceptd si recuperdri inferioare sau superioare pentru congeneri
individuali, in special pentru unele p-dibenzodioxine si unii dibenzofurani hepta- si octo-clorurati, atat timp cat
contribugia acestora la valoarea TEQ nu depiseste 10 % din valoarea TEQ totald (bazatd pe suma de
PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor). Pentru metodele de screening prin GC-MS, recuperdrile
trebuie sd se situeze in intervalul 30-140 %.

6.3. Eliminarea substangelor interferente
— Separarea PCDD-urilor/[PCDF-urilor de compusii clorurati interferenti, cum sunt PCB-urile care nu sunt de
tipul dioxinelor si difenileterii clorurati, se realizeazd prin tehnici cromatografice adecvate (de preferintd pe

coloani de florisil, alumina sifsau cdrbune).

— Separarea izomerilor prin cromatografie in fazd gazoasid este < 25 % de la pic la pic intre 1,2,3,4,7,8-HxCDF
si 1,2,3,6,7,8-HxCDFE.

6.4. Etalonarea cu curba standard

Intervalul curbei de etalonare trebuie sd acopere intervalul relevant de niveluri maxime sau praguri de actiune.

6.5. Criterii specifice pentru metodele de confirmare
— Pentru GC-HRMS:

In HRMS, rezolutia caracteristicd trebuie si fie mai mare sau egald cu 10 000 pentru intregul interval al
maselor, cu un punct minim de 10 %.

Indeplinirea criteriilor de identificare si confirmare suplimentare, astfel cum sunt descrise in standardele
recunoscute la nivel international, de exemplu, in standardul EN 16215:2012 (Nutreturi — Determinarea
continutului de dioxind, a PCB-urilor de tip dioxind si a indicatorilor PCB prin GC/HRMS) sifsau in metodele
EPA 1613 si 1668 revizuite.

— Pentru GC-MS/MS:

Monitorizarea a cel putin 2 ioni precursori specifici, fiecare cu un anumit ion de tranzitie corespunzator
produs pentru toti analitii marcati §i nemarcati in domeniul de aplicare al analizei.

Toleranta maxima admis3 a intensititilor relative ale ionilor de + 15 % pentru ionii de tranzitie selectionati
produsi in comparatie cu valorile calculate sau misurate (medie a etaloanelor de etalonare), aplicind conditii
MS/MS identice, in special energia de coliziune si presiunea gazului de coliziune, pentru fiecare tranzitie a
unui analit.
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Rezolutia fiecdrui cuadrupol trebuie s fie stabilitd ca fiind egald sau mai mare decit rezolutia unititii de
masd (rezolutia unitdtii de masa: rezolutie suficientd pentru a separa doud varfuri ale unei unitdti de mas)
in scopul de a reduce la minimum interferentele posibile cu analitii de interes.

Indeplinirea criteriilor suplimentare, astfel cum sunt descrise in standardele recunoscute la nivel interna-
tional, de exemplu, in standardul EN 16215:2012 (Nutreturi — Determinarea continutului de dioxini, a
PCB-urilor de tip dioxind si a indicatorilor PCB prin GC/HRMS) si/sau in metodele EPA 1613 si 1668 revi-
zuite, cu exceptia obligatiei de a utiliza GC-HRMS.

7. Cerinte specifice pentru metodele bioanalitice

Metodele bioanalitice sunt metode bazate pe utilizarea de principii biologice precum testele pe bazid de celule
sau de receptori sau imunodoziri. Prezentul punct 7 stabileste cerinte pentru metodele bioanalitice in general.

O metodi de screening, in principiu, clasifici o probd ca fiind conformd sau suspectatd a fi neconformd. In
acest scop, nivelul BEQ calculat este comparat cu valoarea-limitd (a se vedea 7.3). Probele sub valoarea-limitd
sunt declarate conforme, probele egale sau peste valoarea-limitd sunt suspectate a fi neconforme, necesitind o
analizi printr-o metodd de confirmare. In practicd, un nivel BEQ corespunzand la 2/3 din nivelul maxim poate
servi drept valoare-limitd cu conditia sd se asigure o ratd fals-conform sub 5 % si o ratd acceptabild pentru
rezultate fals-neconforme. Cu niveluri maxime diferite pentru PCDD-uri/PCDF-uri si pentru suma de PCDD-urif
PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor, verificarea conformitdtii probelor fird fractionare necesitd valori-limitd
corespunzitoare ale biotestelor pentru PCDD-uri/PCDF-uri. Pentru verificarea probelor care depisesc pragurile
de actiune, un procentaj corespunzitor al pragului de actiune respectiv ar fi adecvat ca valoare-limita.

In plus, in cazul anumitor metode bioanalitice, un nivel indicativ exprimat in BEQ poate fi furnizat pentru
probele din intervalul de lucru si care depisesc limita de raportare (a se vedea 7.1.1. si 7.1.6.).

7.1. Evaluarea rdspunsului la test

7.1.1.  Cerinte generale

— Atunci cind se calculeazd concentratiile pornind de la o curbd de etalonare a TCDD, valorile la extremitdtile
inferioare i superioare ale curbei vor prezenta o variatie importantd [coeficient de variatie ridicat (CV)].
Intervalul de lucru este aria in care acest CV este mai mic decit 15 %. Extremitatea inferioard a intervalului
de lucru (limita de raportare) se fixeazd cel putin cu un factor de trei peste martorii procedurii. Extremitatea
superioard a intervalului de lucru este, de obicei, reprezentatd de valoarea EC,, (70 % din concentratia
maximd efectivd), dar mai scdzutd dacd CV este mai mare de 15 % in acest interval. Intervalul de lucru este
stabilit in timpul validdrii. Valorile-limitd (a se vedea punctul 7.3) se situeazd in intervalul de lucru.

— Solutiile etalon si extractele de probe trebuie s fie testate cel putin in duplicat. Atunci cand se utilizeazd
duplicate, o solutie etalon sau un extract de control testatd (testat) in 4 pand la 6 godeuri repartizate pe
placd produce un raspuns sau o concentratie (posibild doar in intervalul de lucru) pe baza unui CV < 15 %.

7.1.2. Etalonarea
7.1.2.1. Etalonarea cu curba standard

— Nivelurile din probe se estimeaza prin compararea raspunsului la test cu o curbi de etalonare a TCDD (sau
a PCB 126 sau a unui amestec etalon de PCDD/PCDF/PCB de tipul dioxinelor) pentru a se calcula
nivelul BEQ din extract si, prin urmare, din proba.

— Curbele de etalonare contin intre 8 si 12 concentratii (cel putin in duplicate), cu concentratii suficiente in
partea inferioard a curbei (intervalul de lucru). Se acordi atentie speciald calitdtii ajustdrii curbei in intervalul
de lucru. Ca atare, valoarea R? are valoare redusd sau nesemnificativd in estimarea calititii ajustarii in
regresia nelineard. Se ajunge la o ajustare mai bund prin reducerea la minim a diferentei intre nivelurile
calculate si cele observate in intervalul de lucru al curbei, de exemplu prin reducerea la minim a sumei
pitratelor rezidualelor.

— Nivelul estimat din extractul de probd este corectat ulterior pentru nivelul BEQ calculat pentru o proba-
martor de matrice/solvent (pentru a se tine cont de impuritdtile din solventi si din substantele chimice utili-
zate) si recuperarea aparentd (calculatd pornind de la nivelul BEQ al probelor de referintd adecvate cu
modele reprezentative pentru congeneri in jurul nivelului maxim sau al pragului de actiune). Pentru a
efectua o corectie in functie de recuperare, recuperarea aparentd se situeazd in intervalul necesar (a se vedea
punctul 7.1.4). Probele de referintd utilizate pentru corectia in functie de recuperare sunt in conformitate cu
cerintele previzute la punctul 7.2
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7.1.2.2. Etalonarea cu probe de referintd

Alternativ, o curbd de etalonare preparatd din cel putin patru probe de referintd (a se vedea punctul 7.2.4: o
probd-martor de matrice, plus trei probe de referintd de 0,5x, 1,0x si 2,0x nivelul maxim sau pragul de actiune)
poate fi utilizati, eliminand necesitatea de a corecta in functie de martor si recuperare. In acest caz, raspunsul la
test corespunzand la 2/3 din nivelul maxim (a se vedea punctul 7.3) poate fi calculat direct din aceste probe si
utilizat ca valoare-limitd. Pentru verificarea probelor care depdsesc pragurile de actiune, un procentaj corespun-
zdtor al acestor praguri de actiune ar corespunde ca valoare-limita.

7.1.3.  Determinare separatd a PCDD-urilor/PCDF-urilor si PCB-urilor de tipul dioxinelor

Extractele pot fi divizate in fractiuni care contin PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor, permitand o
indicare separatd a nivelurilor TEQ pentru PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor (in BEQ). Se utili-
zeazd, de preferintd, o curbi de etalonare standard a PCB 126 pentru evaluarea rezultatelor fractiunii care
contine PCB-uri de tipul dioxinelor.

7.1.4.  Recuperdri aparente ale biotestului

«Recuperarea aparentd a biotestului» se calculeazd pornind de la probe de referintd adecvate cu modele reprezen-
tative pentru congeneri in jurul nivelului maxim sau al pragului de actiune si exprimate ca procentaj al nive-
lului BEQ in comparatie cu nivelul TEQ. In functie de tipul de test si de TEF (°)* utilizati, diferentele intre factorii
TEF si REP pentru PCB-urile de tipul dioxinelor pot cauza recuperdri aparente reduse pentru PCB-urile de tipul
dioxinelor in comparatie cu PCDD-uri/PCDF-uri. Prin urmare, in cazul in care se efectueazd o determinare sepa-
ratd a PCDD-urilor/PCDF-urilor si PCB-urilor de tipul dioxinelor, recuperdrile aparente ale biotestului sunt:
pentru PCB-uri de tipul dioxinelor, intre 20 % si 60 %, pentru PCDD-uri/PCDF-uri, intre 50 % si 130 % (interva-
lele se aplicd pentru curba de etalonare a TCDD). Deoarece contributia PCB-urilor de tipul dioxinelor la suma
de PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor poate varia intre diferite matrice si probe, recuperdrile
aparente ale biotestului pentru suma de PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor reflectd aceste inter-
vale si este intre 30 % si 130 %. Orice implicare a valorilor TEF revizuite in mod substantial pentru legislatia
Uniunii pentru PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor necesitd revizuirea acestor intervale.

7.1.5.  Controlul recuperdrilor pentru curdtare

Pierderea de compusi in timpul curdtirii se verificd in timpul validirii. O probd-martor imbogititd cu un
amestec de congeneri diferiti face obiectul curdtdrii (n = 3 cel putin), iar recuperarea si variabilitatea sunt verifi-
cate printr-o metodd de confirmare. Recuperarea se situeazd intre 60 % si 120 %, mai ales pentru congeneri
care contribuie cu mai mult de 10 % la nivelul TEQ in diverse amestecuri.

7.1.6.  Limita de raportare

Atunci cand se raporteazd nivelurile BEQ, se determind o limitd de raportare pornind de la probele de matrice
relevante care implicd modele tipice pentru congeneri, dar nu pornind de la curba de etalonare a etaloanelor
din cauza preciziei reduse in intervalul inferior al curbei. Se iau in considerare efectele extractiei si ale curdtdrii.
Limita de raportare se fixeazd cel putin cu un factor de trei peste martorii procedurii.

7.2. Utilizarea probelor de referintd

7.2.1.  Probele de referintd reprezintd matricea probei, modelele pentru congeneri si intervalele de concentratie pentru
PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor in jurul nivelului maxim sau al pragului de actiune.

7.2.2. O matrice-martor §i, in cazul in care acest lucru nu este posibil, o probd martor din cadrul procedurii, precum
si o probd de referintd la nivelul maxim sau la pragul de actiune se includ in fiecare serie de teste. Aceste probe
se supun extractiei si testdrii in acelasi timp si in conditii identice. Proba de referintd prezintd un rdspuns cu
mult mai mare in comparatie cu proba-martor, asigurnd astfel conformitatea testului. Aceste probe pot fi utili-
zate pentru corectiile in functie de martor si recuperare.

7.2.3.  Probele de referintd alese pentru a efectua o corectie in functie de recuperare sunt reprezentative pentru probele
de testare, in sensul cd modelele pentru congeneri nu pot conduce la o subestimare a nivelurilor.

7.2.4.  Se pot include probe de referintd suplimentare de 0,5x si 2x nivelul maxim sau pragul de actiune, de exemplu,
pentru a se demonstra eficacitatea testului in intervalul de interes, pentru controlul nivelului maxim sau al
pragului de actiune. Combinate, aceste probe pot fi utilizate pentru calcularea nivelurilor BEQ in probele de
testare (a se vedea punctul 7.1.2.2).
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7.3. Determinarea valorilor-limitd

Se stabileste relatia dintre rezultatele bioanalitice in BEQ si rezultatele in urma metodei de confirmare in TEQ
[de exemplu, prin experimente de etalonare in raport cu matricea, care implicd probe de referintd imbogatite
la 0, 0,5x%, 1x si 2x fatd de nivelul maxim (NM), cu 6 repetdri la fiecare nivel (n = 24)]. Factorii de corectie
(martor si de recuperare) pot fi estimati pornind de la aceastd relatie, insd se verificd in conformitate cu
punctul 7.2.2

Valorile-limitd se stabilesc pentru deciziile privind conformitatea probelor cu nivelurile maxime sau pentru
controlul pragurilor de actiune, in cazul in care acest lucru este relevant, cu nivelurile maxime sau pragul de
actiune respective stabilite fie numai pentru PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor, fie pentru suma
de PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor. Acestea sunt reprezentate prin extremitatea inferioard a
distributiei rezultatelor bioanalitice (corectate in functie de martor si recuperare) care corespund limitei de
decizie a metodei de confirmare bazatd pe un nivel de incredere de 95 %, ceea ce inseamnd o rati fals-conform
< 5 %, si pe o valoare a RSD,, < 25 %. Limita de decizie a metodei de confirmare este nivelul maxim, tinind
seama de incertitudinea de mdsurare.

Valoarea-limitd (in BEQ) poate fi calculatd in conformitate cu una dintre aborddrile descrise la punctele 7.3.1.,
7.3.2.5i 7.3.3. (a se vedea figura 1).

7.3.1.  Utilizarea spectrului inferior al intervalului de predictie de 95 % la limita de decizie a metodei de confirmare:

Valoare-limitd = BEQy, = Sy*turn-21/1/n + 1/m + (x ~%)*/Qu

unde:

BEQ,, BEQ care corespunde limitei de decizie a metodei de confirmare, fiind nivelul maxim,
inclusiv incertitudinea de mdsurare

Sy deviatie standard reziduald

t e mo Factor student (a = 5 %, f = grade de libertate, asimetric)

m numdrul total de puncte de etalonare (indice j)

n numdrul de repetitii la fiecare nivel

X, Concentratia probei (in TEQ) a punctului de etalonare i determinat printr-o metoda de
confirmare

X medie a concentratiilor (in TEQ) ale tuturor probelor de etalonare

m
—\2 .. s g .
Qu=) (x-X% parametrul sumei pétratelor, i = indice pentru punctul de etalonare i

7.3.2.  Calcul pornind de la rezultatele bioanalitice (corectate in functie de martor si recuperare) ale analizelor multiple
ale probelor (n> 6) contaminate la limita de decizie a metodei de confirmare, ca extremitate inferioard a distribu-
tiei datelor la valoarea medie BEQ corespunzitoare:

Valoare-limitd = BEQ,, — 1,64xSD,
unde:

SD, deviatia standard a rezultatelor biotestului la BEQ,,, mdsuratd in conditii de reproductibilitate intralabo-
rator
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7.3.3.

BEQLimitﬁ de decizie 7 ke

Valoarelimiti Q 4

BEQnivel de actiune ¥ o

7.4.

7.4.1.

7.4.2.

7.4.3.

Calcul ca valoare medie a rezultatelor bioanalitice (in BEQ, corectatd in functie de martor si recuperare) pornind
de la analiza multipld a probelor (n> 6) contaminate la 2/3 din nivelul maxim sau pragul de actiune, avind
drept bazd observatia ci acest nivel va fi in jurul valorii-limiti determinati la punctul 7.3.1 sau punctul 7.3.2:

Figura 1

Rezultate P
bioanalitice (BEQ) .

. e . Linie de regresie
P , cu interval de predictie de 95 %

ﬁ=5% e e

Nivelde Nivel Limitd de Rezultate HRGC/HRMS (TEQ)
actiune  maxim decizie

Figura 1: Calcul al valorilor-limitd, bazat pe un nivel de incredere de 95 %, implicind o rata fals-conform < 5 %
si o valoare a RSD, < 25 %:

1. pornind de la spectrul inferior al intervalului de predictie de 95 % la limita de decizie a metodei de confir-
mare;

2. pornind de la analiza multipld a probelor (n > 6) contaminate la limita de decizie a metodei de confirmare
ca extremitate inferioard a distributiei datelor (reprezentatd in figurd printr-o curbd sub formi de clopot) la
valoarea medie BEQ corespunzitoare.

Restrictii ale valorilor-limitd

Valorile limitd bazate pe BEQ, calculate pornind de la valoarea RSD; obtinutd in cursul validdrii utilizdnd un
numdr limitat de probe cu modele pentru matrice/congeneri diferite pot fi mai mari decit nivelurile maxime
sau pragurile de actiune bazate pe TEQ datoritd unei precizii mai mari decat cea realizabild in analizele de rutind
atunci cand trebuie controlat un spectru necunoscut de posibile modele pentru congeneri. In astfel de cazuri,
valorile-limitd se calculeazd pornind de la RSD, = 25 % sau se preferd doud treimi din nivelul maxim sau pragul
de actiune.

Caracteristici de performantd

Avand in vedere faptul cd nu se pot utiliza etaloane interne in metodele bioanalitice, testele cu privire la repeta-
bilitatea metodelor bioanalitice se efectueazd pentru obtinerea unor informatii privind deviatia standard in
cadrul unei serii de teste si intre serii de teste. Repetabilitatea trebuie sd fie sub 20 %, iar reproductibilitatea
intralaborator sub 25 %. Aceasta se bazeazd pe nivelurile calculate in BEQ dupd corectia in functie de martor si
recuperare.

Ca parte din procesul de validare, testul trebuie s3 permitd stabilirea diferentei intre o probd-martor si un nivel
la valoarea-limitd, permitdnd identificarea probelor peste valoarea-limitd corespunzitoare (a se vedea
punctul 7.1.2).

Se definesc compusii tintd, interferentele potentiale si nivelurile maxime tolerabile ale martorului.
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7.4.4. Deviatia standard procentuald a raspunsului sau concentratiei calculate pornind de la rispuns (posibild numai in
intervalul de lucru) a unei determindri triple a unui extract de probd nu poate fi mai mare de 15 %.

7.4.5. Rezultatele necorectate ale probei (probelor) de referintd exprimatd (exprimate) in BEQ (martor si nivelul maxim
sau pragul de actiune) sunt utilizate pentru evaluarea performantei metodei bioanalitice pe o perioadd de timp
constantd.

7.4.6.  Graficele de control al calititii pentru martorii procedurii si fiecare tip de probd de referintd se inregistreaza si
se verificd pentru a se garanta cd performanta analitici este in conformitate cu cerintele, in special pentru
martorii procedurii cu privire la diferenta minima solicitatd la limita inferioard a intervalului de lucru si pentru
probele de referintd cu privire la reproductibilitatea intralaborator. Martorii procedurii sunt controlati intr-un
mod care si evite rezultatele fals-conforme atunci cind se scad.

7.4.7. Rezultatele probelor suspectate obtinute prin metodele de confirmare si 2-10 % din probele conforme
(minimum 20 de probe pentru fiecare matrice) sunt colectate si folosite pentru a evalua performanta metodei
de screening si relatia intre BEQ si TEQ. Aceastd bazd de date poate fi utilizatd pentru reevaluarea valorilor-
limitd aplicabile probelor de rutind pentru matricele validate.

7.4.8. Buna performantd a metodelor poate fi, de asemenea, demonstratd prin participarea la testdrile interlaboratoare.
Rezultatele probelor analizate in testdrile interlaboratoare, care acoperd un interval de concentratii care si
ajungd pand la, de exemplu, 2x nivelul maxim, pot fi incluse in evaluarea ratei fals-conform, in cazul in care un
laborator este in masurd si demonstreze buna sa performantd. Probele acoperd cele mai frecvente modele
pentru congeneri, reprezentind diverse surse.

7.4.9. In timpul incidentelor, valorile-limitd pot fi reevaluate, reflectind matricea specificd si modelele pentru conge-
neri doar ale acestui incident.

8. Raportarea rezultatelor

8.1. Metode de confirmare

8.1.1. In misura in care procedura analiticd utilizatd permite acest lucru, rezultatele analitice includ nivelurile de
congeneri individuali ai PCDD-urilor/PCDF-urilor si ai PCB-urilor de tipul dioxinelor si sunt raportate ca esti-
mare inferioard, estimare superioard si estimare mediand, pentru a include o cantitate maximd de informatii in
raportarea rezultatelor, ceea ce permite o interpretare a rezultatelor in conformitate cu cerintele specifice.

8.1.2. Raportul include metoda utilizatd pentru extractia PCDD-urilor/[PCDF-urilor si a PCB-urilor de tipul dioxinelor.

8.1.3.  Recuperdrile etaloanelor interne individuale sunt disponibile dacd recuperdrile se situeazd in afara intervalului
mentionat la punctul 6.2.5, dacd se depdseste nivelul maxim (in acest caz, recuperdrile pentru una din cele doud
analize duplicat), iar in celelalte cazuri, la cerere.

8.1.4. Intrucat, atunci cand se decide conformitatea unei probe, se tine seama de incertitudinea de mdsurare, acest
parametru este pus la dispozitie. De aceea, rezultatele analitice se raporteazd ca x * U, unde x este rezultatul
analitic si U este incertitudinea de misurare extinsd, folosind un factor de acoperire 2, care dd un nivel de incre-
dere de aproximativ 95 %. In cazul unei determindri separate a PCDD-urilor/PCDF-urilor si a PCB-urilor de tipul
dioxinelor, suma incertitudinii extinse estimate a rezultatelor analitice separate ale PCDD-urilor/PCDF-urilor si a
PCB-urilor de tipul dioxinelor se utilizeazd pentru suma PCDD-urilor/PCDF-urilor si a PCB-urilor de tipul dioxi-
nelor.

8.1.5. In cazul in care se ia in considerare incertitudinea de misurare prin aplicarea CCa (astfel cum se descrie la
punctul 2.2 din capitolul I al prezentei pdrti B), acest parametru se raporteaza.

8.1.6. Rezultatele se exprima in aceleasi unitdti si prin cel putin acelasi numdr de zecimale precum nivelurile maxime
previzute de Directiva 2002/32/CE.

8.2. Metode bioanalitice de screening
8.2.1.  Rezultatul screeningului se exprima ca si «conform» sau «suspectat a fi neconform» («suspectat).

8.2.2. In plus, se poate da un rezultat pentru PCDD-uri/PCDF-uri si/sau PCB-uri de tipul dioxinelor exprimat in BEQ,
si nu TEQ.

8.2.3.  Probele cu un rispuns inferior limitei de raportare se exprimi ca fiind «sub limita de raportare».
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8.2.4. Pentru fiecare tip de matrice a probei, raportul mentioneaza nivelul maxim sau pragul de actiune pe care se
bazeazd evaluarea.
8.2.5. Raportul mentioneazi tipul de test aplicat, principiul de bazd al testului si tipul de etalonare.
8.2.6. Raportul include metoda utilizatd pentru extractia PCDD-urilor/PCDF-urilor si a PCB-urilor de tipul dioxinelor.
8.2.7. In cazul probelor suspectate a fi neconforme, raportul trebuie s includd o notd privind msurile care urmeazi

a fi adoptate. Concentratia de PCDD-uri/PCDF-uri si suma de PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor
din acele probe cu niveluri ridicate trebuie determinatd/confirmati printr-o metodi de confirmare.

CAPITOLUL 1II

Pregtirea probelor si cerinte privind metodele analitice utilizate pentru controlul oficial al nivelurilor PCB-urilor care

3.2

3.3.

nu sunt de tipul dioxinelor (PCB # 28, 52, 101, 138, 153, 180)

Domeniul de aplicare

Cerintele stabilite in prezentul capitol se aplicd atunci cind furajele sunt analizate pentru controlul oficial al nive-
lurilor de bifenili policlorurati care nu sunt de tipul dioxinelor (PCB-uri care nu sunt de tipul dioxinelor), precum
si in alte scopuri de reglementare.

Metode de detectare aplicabile

Gazcromatografie/detectare prin capturd de electroni (GC-CDE), GC-LRMS, GC-MS/MS, GC-HRMS sau metode
echivalente.

Identificare si confirmare a analitilor de interes

Timpul de retentie relativ in raport cu etaloanele interne sau etaloanele de referintd (deviatie acceptabild + 0,25 %).

Separarea gaz-cromatograficd a tuturor celor sase PCB indicatori (PCB 28, PCB 52, PCB 101, PCB 138, PCB 153
si PCB 180) de substantele interferente, in special PCB-uri co-eluante, mai ales in cazul in care nivelurile probelor
sunt in limite legale si neconformitatea trebuie sd se confirme.

[Congeneri despre care s-a constatat cd sunt adesea co-eluanti sunt, de exemplu, PCB 28/31, PCB 52/69
si PCB 138/163/164. Pentru GC-MS este necesar s se tind seama si de interferentele posibile din partea fragmentelor de
congeneri mai puternic clorurati.]

Cerine pentru tehnici GC-MS

Monitorizarea a cel putin:

(a) doi ioni specifici pentru HRMS;

(b) doi ioni specifici de m/z > 200 sau trei ioni specifici de m/z > 100 pentru LRMS;

(c) 1 ion precursor si 2 ioni produs pentru MS-MS.

Tolerantele maxime admisibile pentru raportul valorilor izotopilor pentru fragmentele de masi selectionate:

Deviatia relativi a abundentei izotopice relative pentru fragmentele de masi selectionate si valoarea teoreticd a
abundentei izotopice sau etalonul de etalonare pentru ionul tintd (ionul monitorizat cu cea mai ridicatd abundentd
izotopicd) si ionul (ionii) calificativ(i):

Intensitatea relativd a ionului (ionilor) calificativ(i) in GC-EI-MS GC-CI-MS, GC-MS»
comparatie cu ionul {intd (deviatie relativd) (deviatie relativi)
>50% +10% +20%
>20 %la 50 % t15% +25%
>10 % 1a 20 % +20% 30 %
<10% +50 % (1) 50 % (1)

(') Numdr suficient de fragmente de masi cu intensitate relativd > 10 %, prin urmare nu se recomandd sd se foloseascd ion(i)
calificativ(i) cu o intensitate relativi mai mici de 10 % in comparatie cu ionul tintd.
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3.4.  Cerinte pentru tehnici de GC-DCE
Rezultatele care depisesc toleranta sunt confirmate cu doud coloane de GC cu faze stationare de polaritate dife-
ritd.

4. Demonstrarea performantei metodei
Performanta metodei se valideazd in intervalul nivelului maxim (0,5 la 2 ori nivelul maxim), cu un coeficient de
variatie acceptabil pentru analiza repetatd (a se vedea cerintele pentru precizia intermediard de la punctul 9).

5. Limita de cuantificare
Valorile-martor nu sunt mai mari de 30 % din nivelul contamindrii care corespunde nivelului maxim ('%)*.

6.  Controlul calititii
Controale ale martorului, analizd a probelor imbogdtite, probe pentru controlul calititii, participarea la studii
interlaboratoare pe matrice relevante, la intervale regulate.

7. Controlul recuperirilor

7.1.  Se utilizeazd etaloane interne adecvate cu proprietiti fizico-chimice comparabile cu cele ale analitilor de interes.

7.2. Addugarea de etaloane interne:
adiugare la produse (inaintea procesului de extractie si de curdtare).

7.3.  Cerinte privind metodele care utilizeaza toti cei sase congeneri ai PCB-urilor indicatori marcati cu un izotop:

(a) rezultatele sunt corectate pentru recuperdrile etaloanelor interne;

(b) recuperdrile etaloanelor interne marcate cu un izotop sunt intre 50 si 120 %;

(c) recuperdrile inferioare sau superioare pentru congenerii individuali cu o contributie la suma celor sase PCB-uri
indicatori mai micd de 10 % sunt acceptabile.

7.4.  Cerinte privind metodele care nu utilizeazd toate cele sase etaloane interne marcate cu un izotop sau alte etaloane
interne:

(a) recuperarea etalonului (etaloanelor) intern(e) se controleaza pentru fiecare probd;
(b) recuperdrile etalonului (etaloanelor) intern(e) sunt intre 60 % si 120 %;
(c) rezultatele sunt corectate pentru recuperdrile etaloanelor interne.

7.5. Recuperdrile congenerilor nemarcati se verificd prin probe imbogitite sau probe pentru controlul calititii cu
concentratii in intervalul nivelului maxim. Recuperdrile acestor congeneri se considerd acceptabile, in cazul in care
sunt intre 70 si 120 %.

8.  Cerinte pentru laboratoare
In conformitate cu dispozitiile Regulamentului (CE) nr. 882/2004, laboratoarele sunt acreditate de un orga-
nism recunoscut care functioneazd in conformitate cu Ghidul ISO 58, pentru a se asigura aplicarea de citre
acestea a procedurilor de asigurare a calitdtii analizelor. Laboratoarele sunt acreditate conform standardului
EN ISO[IEC 17025.

9.  Caracteristici de performantd: criterii pentru suma celor sase PCB-uri indicatori la nivelul maxim

Autenticitate - 30 pand la + 30 %

Precizie intermediard (RSD %) <20%

Diferenta dintre estimarea superioard si estimarea inferioard a calculului <20%
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10.
10.1.

10.2.

10.3.

10.4.

10.5.

10.6.

Raportarea rezultatelor

In mésura in care procedura analiticd utilizatd permite acest lucru, rezultatele analitice includ nivelurile de conge-
neri individuali ai PCB-urilor si sunt indicate drept estimarea inferioard, estimarea superioard si cea medie, pentru
a include o cantitate maximd de informatii in raportarea rezultatelor, ceea ce permite o interpretare a rezultatelor
in conformitate cu cerintele specifice.

Raportul include metoda utilizatd pentru extractia PCB-urilor si a lipidelor.

Recuperdrile etaloanelor interne individuale sunt disponibile dacd recuperdrile se situeazd in afara intervalului
mentionat la punctul 7, dacd se depiseste nivelul maxim, iar in celelalte cazuri, la cerere.

Intrucat, atunci cand se decide conformitatea unei probe, se tine seama de incertitudinea de méasurare, acest para-
metru este, de asemenea, pus la dispozitie. De aceea, rezultatele analitice se raporteazd ca x = U, unde x este rezul-
tatul analitic si U este incertitudinea de masurare extinsd, folosind un factor de acoperire 2, care di un nivel de
incredere de aproximativ 95 %.

In cazul in care se ia in considerare incertitudinea de misurare prin aplicarea CCa (astfel cum se descrie la
punctul 2.1 din capitolul I), acest parametru se raporteazd.

Rezultatele se exprimd in aceleasi unitdti si prin cel putin acelasi numdr de zecimale precum nivelurile maxime
prevazute de Directiva 2002/32/CE.

(")* Tabelul factorilor de echivalentd toxicd (TEF, toxic equivalency factors), pentru dioxine, furani si PCB-uri de tipul
dioxinelor:

Factorii de echivalentd toxicd ai OMS (OMS-TEF) pentru evaluarea riscurilor pentru sdnitatea umand se
bazeazd pe concluziile reuniunii de experti din cadrul Programului international pentru securitate chimicd
(IPCS) al OMS, care a avut loc la Geneva in iunie 2005 [Martin van den Berg et al., «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)].

L 188/17

Congener Valoare TEF Congener Valoare TEF
P-dibenzodioxine (<PCDD-uri») si p-dibenzofurani PCB-uri «de tipul dioxinelor»PCB-uri non-orto + PCB-uri
(«<PCDF-uri») mono-orto
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 PCB-uri non-orto
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
PCB-uri mono-orto
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

Abrevieri utilizate: «T» = tetra; «Pe» = penta; «Hx» = hexa; «Hp» = hepta; «O» = octa; «CDD» = clorodibenzodio-
xind; «CDF» = clorodibenzofuran; «CB» = clorobifenil.
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()* Decizia 2002/657/CE a Comisiei din 14 august 2002 de stabilire a normelor de aplicare a Directivei
96/23/CE a Consiliului privind functionarea metodelor de analizd si interpretarea rezultatelor (JO L 221,
17.8.2002, p. 8).

()* Conceptul de «estimare superioard» necesitd utilizarea limitei de cuantificare pentru contributia fiecirui
congener necuantificat. Conceptul de «estimare inferioard» necesitd utilizarea valorii zero pentru contributia
fiecdrui congener necuantificat. Conceptul de «estimare mediand» necesitd utilizarea jumatatii limitei de cuanti-
ficare, calculandu-se contributia fiecirui congener necuantificat.

(*)* In general, se aplicd cerintele pentru analiza duplicat, astfel cum se prevede in anexa II, capitolul C, punctul 3.
Cu toate acestea, pentru metodele de confirmare care utilizeazi etalonul intern marcat cu *C pentru analitii
relevanti, analiza duplicat este necesard doar in cazul in care rezultatul primei determindri realizate aplicand
aceste metode de confirmare nu este conform. Analiza duplicat este necesard pentru a exclude posibilitatea
contaminirii incrucisate interne sau a incurcirii accidentale a probelor. In cazul in care analiza este efectuatd
in contextul unui incident de contaminare, ar putea fi omisd confirmarea printr-o analizd duplicat atunci cand
probele selectionate pentru analizd sunt asociate, prin intermediul trasabilititii, cu incidentul de contaminare
si nivelul constatat este cu mult peste nivelul maxim.

(*)* Conceptul de «estimare superioard» necesitd utilizarea limitei de cuantificare pentru contributia fiecirui
congener necuantificat la echivalentul toxic (TEQ). Conceptul de «estimare inferioard» necesita utilizarea valorii
zero pentru contributia fiecirui congener necuantificat la echivalentul toxic (TEQ). Conceptul de «estimare
mediand» necesitd utilizarea jumatdtii limitei de cuantificare, calculindu-se contributia fiecdrui congener
necuantificat la echivalentul toxic (TEQ).

(®)* In general, se aplic cerintele pentru analiza duplicat, astfel cum se prevede in anexa II, capitolul C, punctul 3.
Cu toate acestea, pentru metodele de confirmare care utilizeazd etalonul intern marcat cu 13C pentru analitii
relevanti, analiza duplicat este necesard doar in cazul in care rezultatul primei determindri realizate aplicand
aceste metode de confirmare nu este conform. Analiza duplicat este necesard pentru a exclude posibilitatea
contamindrii incrucisate interne sau a incurcirii accidentale a probelor. In cazul in care analiza este efectuatd
in contextul unui incident de contaminare, ar putea fi omisd confirmarea printr-o analizd duplicat atunci cand
probele selectionate pentru analizd sunt asociate, prin intermediul trasabilititii, cu incidentul de contaminare
si nivelul constatat este cu mult peste nivelul maxim.

()* Explicatie si cerinte identice pentru analiza duplicat pentru controlul pragurilor de actiune ca in nota de
subsol (5)* pentru nivelurile maxime. .

(®)* Metodele bioanalitice nu sunt specifice pentru acei congeneri inclusi in schema TEF. In extractul de probd pot
fi prezenti alti compusi AhR-activi inruditi structural care contribuie la raspunsul global. Prin urmare, rezulta-
tele bioanalitice nu pot fi o estimare, ci mai degraba un indiciu al nivelului TEQ din proba.

()* Cerintele actuale se bazeazd pe TEF publicati in: M. Van den Berg et al., Toxicol Sci. 93 (2), 223-241 (2006).

(*%* Este foarte recomandabil sa existe o contributie mai scizutd a nivelului reactivului-martor la nivelul unui
contaminant dintr-o probd. Este responsabilitatea laboratorului sd controleze variatia nivelurilor reactiilor-
martor, in special in cazul in care nivelurile reactiilor-martor se scad.”
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