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NARIADENIE KOMISIE (EU) & 278/2012
z 28. marca 2012,

ktorym sa meni a dopliia nariadenie (ES) & 152/2009, pokial ide o stanovenie hladin dioxinov
a polychlérovanych bifenylov

(Text s vyznamom pre EHP)

EUROPSKA KOMISIA,
so zretelom na Zmluvu o fungovani Eurdpskej tnie,

so zretelom na nariadenie Eurépskeho parlamentu a Rady (ES)
¢. 882/2004 z 29. aprila 2004 o tradnych kontroldch usku-
to¢fiovanych s ciefom zabezpecit overenie dodrziavania potra-
vinového a krmivového prava a predpisov o zdravi zvierat a o
starostlivosti o zvieratd ('), a najmd na jeho ¢lanok 11 ods. 4,

kedZe:

(1) V smernici Eurdpskeho parlamentu a Rady 2002/32/ES
zo 7. mdja 2002 o neziaducich ldtkach v krmivdch pre
zvieratd (%) sa stanovuju maximdlne hladiny dioxinov,
furdnov a polychlérovanych bifenylov (PCB) v krmivich
a akéné prahové hodnoty, pri prekroceni ktorych za¢nt
Clenské 3taty presetrovanie s cielom zistit zdroje uvede-
nych latok.

(2)  Nariadenie Komisie (ES) ¢. 152/2009 z 27. janudra 2009,
ktorym sa stanovuji met6dy odberu vzoriek a analyzy na
tcely dradnych kontrol krmiv (3), zahffia met6dy stano-
venia hladin  polychlérovanych  dibenzo-p-dioxinov
(PCDD),  polychlérovanych  dibenzofurdnov  (PCDF)
a dioxinom podobnych polychlérovanych bifenylov
(PCB) v krmivéch.

(3)  Na zistovanie vzoriek s vyznamnymi hladinami PCDD/F
a dioxinom podobnych PCB sa mozZe pouzivat skrinin-
gova metdda analyzy vyznacujica sa Siroko akceptova-
telnou preukaznostou a vysokou vykonnostou (pred-
nostne by sa mali vyberat vzorky s prekro¢enymi
akénymi prahovymi hodnotami, a mal by byt minimdlne
zabezpeceny vyber vzoriek s prekro¢enymi maximalnymi
hladinami). Hladiny PCDD/F a dioxinom podobnych PCB
v tychto vzorkdch je potrebné stanovit pomocou konfir-
macnej metddy analyzy. Je preto vhodné stanovit prime-
rané poziadavky na skriningovii metddu, ¢im sa zabez-
pe¢i, aby miera nepresnych merani vykazujicich
dodrzanie maximdlnych hladin nebola vyssia ako 5%,
ako aj prisne poziadavky na konfirma¢né metddy

analyzy. Konfirma¢né met6édy navySe umoziuji urcenie
hladin takisto v nizkej pozadovej oblasti. To je dolezité
z hladiska sledovania ¢asovych trendov, posidenia vysta-
venia a prehodnotenia maximélnych hladin a akénych
prahovych hodnot.

(4 Z tpravy maximdlnych hladin dioxinov a dioxinom
podobnych PCB, ako aj zo stanovenia PCB, ktoré nie
st podobné dioxinom, v smernici 2002/32/ES a zaroven
z nutnosti aktualizovat kritérid tykajiice sa skriningovych
metdd vyplyva potreba zmenit a doplnit pravidld stano-
vovania dioxinov a PCB v krmivach, uvedené v casti
B prilohy V k nariadeniu (ES) ¢ 152/2009. V zdujme
jasnosti a zrozumitelnosti je vhodné nahradit Cast
B prilohy V.

(5)  Z hladiska zabezpecenia harmonizovaného pristupu
k presadzovaniu pravnych predpisov v celej Unii je
obzvlast dolezité, aby sa analytické vysledky hlasili a inter-
pretovali rovnakym spdsobom.

(6)  Priloha v k nariadeniu (ES) ¢. 152/2009 by sa preto mala
zodpovedajicim sposobom zmenit a doplnit.

(7)  Opatrenia stanovené v tomto nariadeni st v stlade so
stanoviskom Stdleho vyboru pre potravinovy retazec
a zdravie zvierat a Eurdpsky parlament ani Rada proti
nim nevzniesli ndmietku,

PRIJALA TOTO NARIADENIE:
Cldnok 1

Cast B prilohy V k nariadeniu (ES) & 152/2009 sa meni
a doplita podla prilohy k tomuto nariadeniu.

Cldnok 2

Toto nariadenie nadobtida Gc¢innost dvadsiatym diiom po jeho
uverejneni v Uradnom vestniku Eurdpskej tinie.

Uplatiiuje sa od datumu nadobudnutia G¢innosti.

Toto nariadenie je zdvdzné v celom rozsahu a priamo uplatnitelné vo vsetkych clenskych

Statoch.

V Bruseli 28. marca 2012

() U.v. EU L 165, 30.4.2004, s. 1.
() U.v. ES L 140, 30.5.2002, s. 10.
() U.v. EU L 54, 26.2.2009, s. 1.

Za Komisiu
predseda
José Manuel BARROSO
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PRILOHA

\Y% prﬂohe \% k nariadeniu (ES) ¢. 152/2009 sa Cast B ,STANOVENIE OBSAHU DIOXINOV (PCDD/PCDF) a PCB PODOB-
NYCH DIOXINOM® nahrddza takto:

,B. STANOVENIE HLADIN DIOXINOV (PCDD/PCDF) a PCB
KAPITOLA 1
Metédy odberu vzoriek a interpretdcia analytickych vysledkov
Utel a rozsah

Vzorky ur¢ené na dradnii kontrolu hladin polychlérovanych dibenzo-p-dioxinov (PCDD), polychlérovanych
dibenzofurdnov (PCDF) a dioxinom podobnych polychlérovanych bifenylov (PCB) (*) v krmivach sa odoberaji
v stlade s ustanoveniami v prilohe I. Na kontrolu litok alebo produktov rovnomerne rozlozenych v krmivach sa
uplatiuji kvantitativne poziadavky uvedené v bode 5.A. prilohy L. Sahrnné vzorky, ktoré sa takto ziskajd, sa
povazuju za reprezentativne pre SarZe alebo podsarze, z ktorych sa odobert. Dodrzanie maximdlnych hladin
stanovenych v smernici Eurdpskeho parlamentu a Rady 2002/32/ES sa zistuje na zdklade hladin stanovych
v laboratérnych vzorkdch.

(*) Tabulka TEF (= faktorov toxickej ekvivalencie) pre dioxiny, furdny a dioxinom podobné PCB:

WHO-TEF na hodnotenie ohrozenia ludského zdravia na zdklade zdverov zasadnutia odbornikov organizo-
vaného Svetovou zdravotnickou organizdciou (WHO) v rdmci medzindrodného programu zameraného na
bezpecnost chemikalii, ktoré sa konalo v Zeneve v jGni 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, Prehodnotenie faktorov toxickej ekvivalencie dioxinov a dioxinom podobnych
zlt¢enin u Tudi a cicavcov, uskutoénené Svetovou zdravotnickou organiziciou v roku 2005). Toxicological
Sciences 93(2), 223-241 (2006)).

Kongenér Hodnota TEF Kongenér Hodnota TEF
dibenzo-p-dioxiny (PCDD) »dioxinom podobné“ PCB:
a dibenzo-p-furiny (PCDF) nonorto PCB + mono-orto PCB
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 non-orto PCB
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 PCB 77 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB 81 0,0003
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 126 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 PCB 169 0,03
OCDD 0,0003

mono-orto PCB

2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 105 0,00003
1,2,3,7,8-PeCDF 0,03 PCB 114 0,00003
2,3,4,7,8-PeCDF 0,3 PCB 118 0,00003
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 PCB 123 0,00003
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 156 0,00003
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 157 0,00003
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00003
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 PCB 189 0,00003
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,0003

Pouzité skratky: ,T“ = tetra; ,Pe“ = penta; ,Hx“ = hexa; ,Hp“ = hepta; ,0“ = okta; ,CDD“ = chlérdibenzodioxin; ,CDF* =
chlérdibenzofurdn; ,CB“ = chlérbifenyl.

Na tcely tejto Casti prilohy v sa uplatiiuje vymedzenie pojmov stanovené v prilohe I k rozhodnutiu Komisie
2002/657[ES zo 14. augusta 2002, ktorym sa vykondva smernica Rady 96/23/ES tykajiica sa vykondvania
analytickych metdd a interpretdcie vysledkov (**).

(> U. v. ES L 221, 17.8.2002, s. 8.
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Sillad SarZe alebo podsarze so Specifikiciou
Pokial ide o PCB, ktoré nie sii podobné dioxinom

Sarza je v stilade so $pecifikiciou, ak analyticky vysledok nepresahuje maximdlne hladiny PCB, ktoré nie st
podobné dioxinom, stanovené v smernici 2002/32/ES, bertic do vahy nepresnost merania.

Sarza nie je v stdlade so $pecifikdciou, ak hornd medza (***¥) analytického vysledku potvrdeného duplicitnou
analyzou (***) presahuje maximdlnu hladinu stanovend v smernici 2002/32[ES, beric do Gvahy moznost
nepresnosti v merani.

Moznost nepresnosti merania sa zohladiiuje podla jedného z tychto postupov:

— vypoctom rozsirenej nepresnosti pomocou koeficientu pokrytia v hodnote 2, ktory zabezpecuje priblizne
95 %-nii Groven spolahlivosti. Sarza alebo pod3arza nie je v stilade, ak namerand hodnota minus U presahuje
maximdlnu hladinu,

— stanovenim rozhodovacicho limitu (CCa) v stlade s bodom 3.1.2.5 prilohy I k rozhodnutiu 2002/657/ES.
Sarza alebo podsarza nie je v stilade, ak sa merand hodnota rovnd CCa alebo ho presahuje.

Tieto interpretacné pravidld sa uplatiuji na vysledok analyzy vzorky urCenej na tradni kontrolu. V pripade
analyzy na dcely obhajoby alebo na referencné tcely sa uplatiuji pravidld clenského statu.

(***) Koncepcia ,hornej medze“ vyzaduje pouzitic medze stanovitelnosti podielu kazdého nekvantifikovaného
kongenéra. Koncepcia ,dolnej medze* vyzaduje pouzitie nulovej hodnoty pre podiel kazdého nekvantifi-
kovaného kongenéra. Koncept ,strednej medze“ vyzaduje pouzitie polovice medze stanovite[nosti pri
vypocte podielu kazdého nekvantifikovaného kongenéra.

(***) Duplicitnd analyza je potrebnd na vyli¢enie moznosti vniitornej krizovej kontaminécie alebo ndhodného
pomieSania vzoriek. Prvd analyza sa pouziva na verifikdciu siladu s prihliadnutim na moZznd nepresnost
merania. V pripade, Ze sa analyza vykond v rdmci pripadu kontamindcie, moze sa konfirmdcia formou
duplicitnej analyzy vynechat, ak st vzorky vybrané na analyzu vysledovatelné k danému pripadu konta-
mindcie.

Pokial ide o PCDD/F a dioxinom podobné PCB

Sarza je v stlade so $pecifikiciami, ak z analytického vysledku jednej analyzy

— vykonanej skriningovou metédou pri 5% pravdepodobnosti vyskytu merania nespravne indikujiceho
dodrzanie hladin vyplyva, ze hladina nepresahuje prislusnd maximédlnu hladinu PCDD/PCDF a sumy PCDD/
PCDF a dioxinom podobnych PCB stanovené v smernici 2002/32/ES,

— vykonanej konfirmaénou metédou nepresahuje prislusni maximélnu hladinu PCDD/PCDF a sumy PCDD|/
PCDF a dioxinom podobnych PCB stanovené v smernici 2002/32/ES, s ohladom na mozni nepresnost
merania.

V pripade skriningovych testov sa stanovuje medznd hodnota pre rozhodnutia o silade vzorky s prislusnymi
skiimanymi mnozstvami stanovenymi bud pre PCDD/PCDF alebo pre sumu PCDD/PCDF a dioxinom podobnych
PCB.

Sarza nie je v sdlade so $pecifikdciou, ak hornd medza (****¥) analytického vysledku ziskaného konfirma¢nou
met6dou a potvrdeného duplicitnou analyzou presahuje maximdlnu hladinu stanoventi v smernici 2002/32/ES,
bertc do tvahy nepresnost merania (*****¥),

Moznost nepresnosti merania sa zohladnuje podla jedného z tychto postupov:

— vypoctom rozsirenej nepresnosti pomocou koeficientu pokrytia v hodnote 2, ktory zabezpecuje priblizne
95 %-n troveri spolahlivosti. Sarza alebo podsarza nie je v stlade, ak namerand hodnota minus U presahuje
maximalnu hladinu. V pripade oddeleného stanovovania PCDD/PCDF a dioxinom podobnych PCB sa pre
sumu PCDD/PCDF a dioxinom podobnych PCB pouziva suma odhadovanej rozsirenej neistoty samostatnych
analytickych vysledkov pre PCDD/PCDF a dioxinom podobné PCB,

— stanovenim rozhodovacieho limitu (CCa) v stlade s bodom 3.1.2.5 prilohy I k rozhodnutiu 2002/657|ES.
Sarza alebo podsarza nie je v sdlade, ak sa merand hodnota rovnd CCa alebo ho presahuje.
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Tieto interpretacné pravidld sa uplatiuji na vysledok analyzy vzorky urCenej na tradnd kontrolu. V pripade
analyzy na ucely obhajoby alebo na referencné tdcely sa uplatiuji pravidld clenského $tatu.

(**%) Koncepcia ,hornej medze* vyzaduje pouzitie medze stanovitelnosti podielu kazdého nekvantifikovaného
kongenéra na toxickom ekvivalente (dalej len ,TEQ“). Koncepcia ,dolnej medze si vyzaduje pouzitie
nulovej hodnoty pre podiel kazdého nekvantifikovaného kongenéra na TEQ. Koncepcia ,strednej medze®
vyzaduje pouzitie polovice medze stanovitelnosti pri vypocte podielu kazdého nekvantifikovaného
kongenéra na TEQ.

(%) Duplicitnd analyza je potrebnd na vylicenie moznosti internej kriZovej kontamindcie alebo ndhodného
pomieSania vzoriek. Prvd analyza sa pri zohladneni moZnosti nepresnosti merania pouziva na overenie
siladu. V pripade, 7e sa analyza vykond v rdmci kontamina¢ného incidentu, potvrdenie duplicitnou
analyzou sa moZe vynechat v pripade, Ze st vzorky, ktoré boli vybrané na analyzu, dané do stavislosti
s kontamina¢nym incidentom prostrednictvom vystopovatelnosti.

Vysledky presahujiice ak¢éné prahové hodnoty stanovené v prilohe II k smernici 2002/32/ES

Akené prahové hodnoty slazia ako ndstroj na vyber vzoriek v tych pripadoch, ked treba zistit zdroj kontami-
nécie a prijaf opatrenia na jej zniZenie alebo eliminovanie. Pomocou skriningovych metdd sa stanovuji prime-
rané medzné hodnoty na vyber tychto vzoriek. Iba v pripade, Ze sa prekrocenie akénych prahovych hodnot
potvrdi prostrednictvom duplicitnej analyzy pri pouziti konfimacnej metddy a so zretefom na moznost nepres-
nosti merania, vyvinie sa Gsilie potrebné na zistenie zdroja kontamindcie a jeho redukciu alebo elimind-
ClLl (*******).

(o) To isté vysvetlenie a tie isté poziadavky tykajiice sa duplicitnej analyzy na kontrolu akénych prahovych
hodnét, ako sa uvddzaji v poznidmke pod ciarou (*****) tykajicej sa maximalnych hladin.

KAPITOLA 1I

Priprava vzoriek a poZiadavky na metédy analyzy, ktoré sa pouZivaji pri diradnej kontrole hladin dioxinov

(PCDD/PCDF) a dioxinom podobnych pcb v krmivdch
Oblast pouzitia

Poziadavky, ktoré st stanovené v tejto prilohe, sa uplatiuji v pripadoch, ked sa vykondva analyza krmiv na
dradnd kontrolu hladin 2,3,7,8-substituovanych polychlérovanych dibenzo-p-dioxinov a polychlérovanych
dibenzofurdnov (PCDDJF) a dioxinom podobnych polychlérovanych bifenylov (dioxinom podobnych PCB)
a na regulacné ucely.

Monitorovanie pritomnosti PCDD[F a dioxinom podobnych PCB v krmivich sa moze vykondvat s dvoma
rozlicnymi cielmi:

a) vyber vzoriek s hladinami PCDD|F a dioxinom podobnych PCB presahujicimi maximdlne hladiny alebo akéné
prahové hodnoty. Tento pristup modze zahfnat skriningovi metédu umoziujicu analyzovat vysoky pocet
vzoriek pri priaznivom pomere efektivity a nakladov, ¢im sa zvy3uje Sanca objavit nové pripady vysokého
vystavenia a zdravotnych rizik spotrebitelov. Skriningové metédy mozu zahffat bioanalytické met6dy
a metédy GC/MS. Ich pouzitie by malo mat za ciel' predchddzanie vysledkom falo§ného siladu. Prostrednic-
tvom konfirmacnej metddy je potrebné stanovit/potvrdit koncentrciu PCDDJF a sumu PCDD(F a dioxinom
podobnych PCB vo vzorkdch so zna¢nymi hladinami tychto latok.

=

stanovenie hladin PCDDJF a dioxinom podobnych PCB vo vzorkdch krmiv v oblasti nizkych pozadovych
hladin. Je to dolezité v zdujme sledovania casovych trendov, postidenia vystavenia populdcie a budovania
databdzy na ticely mozného prehodnotenia opatreni a maximdlnych hladin. Tento ciel sa dosiahne pomocou
konfirmaénych metéd umoziujicich jednozna¢nt identifikiciu PCDDJF a dioxinom podobnych PCB a ich
stanovenie na pozadovanej drovni. Tieto metédy mozu byt pouzité na potvrdenie vysledkov ziskanych
skriningovymi metédami a na stanovenie nizkych pozadovych hladin pri monitorovani krmiv. Takisto st
tieto metddy dolezité na stanovenie kongenérovych profilov na tcely identifikdcie zdroja moznej kontami-
nacie. V stcasnosti sa pri tychto metddach pouziva vysokorozlifovacia plynové chromatografia/vysokorozli-
Sovacia hmotnostnd spektrometria (HRGC/HRMS).

Klasifikicia met6d podla ich stupfia kvantifikdcie (*******¥)

(reeeeex) Prisposobené PCDDJF a dioxinom podobnym zlGéenindm na zéklade ,Usmerneni pre validdciu metéd
skriningu reziduf veterindrnych lickov*, Referencné laboratérida EU (RLEU) pre rezidud veterindrnych
lickov a kontaminanty v potravinich Zivocisneho povodu vo Fougeres, Berline a Bilthovene,
20/1/2010, http:|/ec.europa.eu/food/food/chemicalsafety/residues/lab_analysis_enhtm
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Kvalitativnymi metédami sa dé zistit pritomnost/nepritomnost skimanych analytov, nie vsak kvantitativna indi-
kicia koncentrdcie uvazovaného analytu. Kvalitativnymi metédami sa sice mozu ziskat Ciastocné kvantitativne
vysledky, pouzivaji vsak sa jedine na zistenie pritomnosti/nepritomnosti latky, ako indikdtory hladin nad urcitym
rozpatim alebo pod nim, napr. nad alebo pod medzou detekcie, medzou stanovitelnosti alebo medznymi
hodnotami.

Na kontrolu maximdlnych hladin a akénych prahovych hodnot PCDD/PCDF a dioxinom podobnych PCB
v krmivich sa mozu pouzivat skriningové metddy, ktoré st zalozené na porovndvani analytického vysledku
s medznou hodnotou a poskytuji indikdciu mozného prekrocenia skiimanej hladiny.

Semikvantitativne metddy st met6dy, ktoré poskytuji pribliznd indikdciu koncentricie uvazovaného analytu,
pricom prisludny ¢iselny vysledok nespliia poziadavky kladené na kvantitativne metddy. Tieto metddy sa
mozu pouzivat na ziskavanie informdcii o rozsahu koncentrdcie analytu, ktoré st uzitocné pre analytika pri
urCovani kalibracného rozpitia pre konfirmacny test, ktory sa ma ndsledne uskutocnit, a na tcely kontroly
kvality. Za semikvantitativne sa povazujii napriklad tieto metddy:

a) met6dy zalozené na vyuzivani biologickych zdsad ako bunkové testy, receptorové testy alebo imunologické
testy, dalej len ,bioanalytické met6dy, ktoré maji schopnost detekcie skiimanych analytov, zahffiaju kali-
bra¢nd krivku, poskytuji indikdciu mozného prekrocenia/neprekrocenia predmetnej hladiny a umoziuji
vyjadrit vysledok v bioanalytickych ekvivalentoch (BEQ), st indikdtormi hodnoty TEQ vo vzorke;

b) fyzikdlno-chemicky test (napr. plynovd chromatografia — hmotnostnd spektrometriafhmotnostnd spektro-
metria (GC-MS/MS) alebo plynovd chromatografia/nizkorozli$ovacia hmotnostnd spektrometria (GC/LRMS))
— v pripade tejto metddy charakteristiky presnosti merania nespliaji poziadavky na kvantitativne testy.

Kvantitativne metédy splfajti tie isté poziadavky na spravnost, dynamicky rozsah a presnost ako konfirmacné
metddy. Ked je potrebnd kvantifikdcia, kvantifikacné metddy st validované ako konfirmacné metddy.

Savislosti

Pri vypocitavani koncentrdcii toxickych ekvivalentov (TEQ) sa ndsobia koncentracie jednotlivych latok v pred-
metnej vzorke im prislichajicim faktorom toxickej ekvivalencie (TEF) stanovenym Svetovou zdravotnickou
organizdciou a nachddzajicim sa na zozname v dodatku k tejto prilohe, a ndsledne sa spocitavaji, aby spolu
vyjadrili celkovi koncentriciu zlicenin podobnych dioxinom, vyjadrenti v toxickych ekvivalentoch (TEQ).

Na Ucely tejto Casti B prilohy V, $pecifickd medza stanovitelnosti individudlneho kongenéra je koncentricia
analytu v extrakte vzorky, ktord poskytuje pristrojovii odozvu pri dvoch réznych i6noch uréenych na monito-
rovanie, pricom pomer signdl-sum (S/N) je 3:1 pre i6n s menej citlivym signdlom a st splnené identifikacné
kritérid, ako st opisané napr. v norme prEN 16215 (Zivocisne krmivd — Stanovenie dioxfnov a dioxinom
podobnych PCB pomocou plynovej chromatografie/vysokorozliovacej hmotnostnej spektrometrie GC/HRMS
a indikdtorovych PCB pomocou GC/HRMS) afalebo v metéde EPA 1613, revizia B.

Bioanalytické skriningové metédy neposkytuji vysledky na drovni kongenéru, ale iba orientacné hodno-
ty (o) hladiny TEQ, vyjadrené v bioanalytickych ekvivalentoch (dalej len ,BEQ®), s prihliadnutim na
skuto¢nost, ze nie vSetky zlozky pritomné v extrakte vzorky vykazujicom pozitivny vysledok v teste zodpove-
dajui vietkym poziadavkdm principu TEQ.

Skriningové a konfirma¢né metddy sa mozu pouzit iba na kontrolu urcitej matrice, ak prislusné metddy nie si
dostatocne citlivé na to, aby bola detekcia hladin spolahlivd (akénd prahovd hodnota alebo maximélna hladina).

(o) Bioanalytické metddy nie st $pecifické pre uvedené kongenéry zahrnuté v schéme TEF. Vo extrakte
vzorky mozu byt pritomné iné Strukturdlne pribuzné AhR aktivne zlozky prispievajice k celkovej
odpovedi. Vysledky bioanalytickych testov preto nemé6zu byt predbeznym odhadom, skor iba orien-
ta¢nym indikdtorom hladiny TEQ vo vzorke.

Poziadavky na zabezpecenie kvality

Prijmi sa opatrenia, ktoré zabrdnia kriZovej kontamindcii v kazdom stupni odberu vzoriek a procesov analyzy.

Vzorky sa skladuji a prepravuji v sklenenych, hlinikovych, polypropylénovych alebo polyetylénovych nddobach
vhodnych na skladovanie, ktoré nemaji Ziadny vplyv na hladiny PCDD[F a dioxinom podobnych PCB vo
vzorkich. Z nddoby so vzorkami sa odstranuji stopy po papierovom prachu.
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Uschova a preprava vzorky sa vykondva sposobom, ktory zabezpedi uchovanie integrity vzorky krmiva.

V pripade potreby sa kazdd laboratérna vzorka jemne zomelie a dokladne premiesa postupom, ktory sa osvecil
na dosiahnutie dokonalej homogenizécie (napriklad vzorka sa zomelie tak, aby presla okami sita s velkostou
1 mm); Ak je obsah vlhkosti vo vzorkdch prili§ vysoky, pred zomletim sa vysusia.

Vykonaju sa kontroly mozného vplyvu reagentov, sklenych pomocok a vybavenia na vysledky zalozené na TEQ
a BEQ.

Vykond sa slepd skaska, a to uskuto¢nenim celého postupu analyzy, pri ktorom sa vynechd iba vzorka.

Pokial ide o bioanalytické metddy, testujii sa vietky sklené pomocky a vsetky rozpustadld pouzivané pri analyze,
aby sa potvrdila nepritomnost zliicenin rusiacich detekciu cielovych zliicenin v pracovnom rozsahu. Sklené
pomocky sa oplichnu rozpustadlami alebo zahreji na teplotu vhodnd na odstranenie stop PCDD/PCDEF,
dioxinom podobnych zlGcenin a zlicenin sposobujicich interferenciu z jeho povrchu.

Na extrakciu sa zvoli také mnozstvo vzorky, aby sa splnili poziadavky tykajiice sa dostatocne nizkej pracovnej
koncentracnej oblasti vratane sledovanych koncentracii.

Specifické postupy pripravy vzoriek pouzité pri skiimanych produktoch spliaji medzinrodne prijaté usmerne-
nia.

Poziadavky na laboratdrid

Akreditdciu laboratorif uskutociiuje v stilade s ustanoveniami nariadenia (ES) ¢. 882/2004 uzndvany orgdn, ktory
posobi v sdlade s pokynom ISO 58 s cielom zaistit, Ze uplatiuji zabezpecenie analytickej kvality. Akreditdcia
laboratérii sa uskutocniuje v silade s normou EN ISO/IEC 17025.

Laboratérna sposobilost sa dokazuje nepretrzitou uspesnou tcastou v medzilaboratérnych $tadidch na stano-
venie PCDD/PCDF a dioxinom podobnych PCB v prislusnych krmivovych matriciach a koncentra¢nych
rozsahoch.

Laboratorid uplatiiujice skriningové metddy na rutinnd kontrolu vzoriek nadvizuja tzku spoluprdcu s laborat6-
riami uplatfiujacimi konfirmaénd metddu tak na tGcely kontroly kvality, ako aj konfirmdcie vysledku analyzy
podozrivych vzoriek.

Zikladné Poziadavky, ktoré mi spifiat analyticky postup pre dioxiny (PCDD/PCDF) a dioxinom
podobné PCB

Nizky pracovny rozsah a medze stanovitelnosti

V pripade PCDD/PCDF sa stanovitelné mnozstva vzhladom na mimoriadnu toxicitu niektorych z tychto zli¢enin
musia nachddzat vo vyssom femtogramovom (1071° g) rozpiti. Pre vi¢sinu kongenérov PCB je medza stano-
vitelnosti v rozsahu nanogramov (107°g) uz dostatocnd. Pri merani toxickejsich dioxinom podobnych konge-
nérov PCB (predovSetkym non-orto-substituovanych kongenérov) musi nizsia hranica pracovného rozpitia
dosiahnuf nizke pikogramové (10712 g) hladiny. Pre vietky ostatné kongenéry PCB je medza stanovitelnosti
v rozsahu nanogramov (10~%g) dostatocnd.

Vysokd selektivnost (specifickost)

Ziada sa rozliSenie PCDD/PCDF a dioxinom podobnych PCB od mnozstva inych koextrahovanych a potencidlne
interferujicich zliicenin pritomnych v koncentracidch az niekolkorddovo vyssich ako je koncentrédcia skiimanych
analytov. V pripade metéd GC/MS je potrebné rozliSovat medzi roznymi kongenérmi, ako napriklad medzi
toxickymi (napr. sedemndstimi 2,3,7,8-substituovanymi PCDD/PCDF a dvandstimi dioxinom podobnymi PCB)
a ostatnymi kongenérmi.

Pomocou bioanalytickych metdd je moznd detekcia cielovych zlii¢enin ako sumy PCDD/PCDF a/alebo dioxinom
podobnych PCB. Cistenie vzorky m4 za ciel odstrnenie zlGcenin sposobujticich falosné vysledky stiladu alebo
zlacenin, ktoré mozu znizit odpoved, ¢im sposobia falosné vysledky stladu.

Vysokd presnost (pravdivost a presnost, zdanlivd vytaznost biotestu)

V pripade metéd GC/MS stanovenie poskytuje validny odhad skutocnej koncentricie vo vzorke. Vyzaduje sa
vysokd presnost, aby sa predislo odmietnutiu vysledku analyzy vzorky na zéklade nizkej spolahlivosti stanovenej
hladiny TEQ. Presnost sa vyjadruje ako pravdivost (rozdiel medzi nameranou priemernou hodnotou analytu
v certifikovanom materidli a jej certifikovanou hodnotou vyjadrenou ako percentudlny podiel tejto hodnoty)
a presnost (relativna Standardnd odchylka RSDy, ktord sa vypocita z vysledkov vygenerovanych za podmienok
reprodukovatelnosti).
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V pripade bioanalytickych metdd sa stanovuje zdanlivd vytaznost biotestu. Zdanlivd vytaznost biotestu je hladina
BEQ vypocitand z kalibra¢nej krivky TCDD alebo PCB 126 korigovand na slepy pokus a ndsledne vydelend
hladinou TEQ stanovenou pomocou GC/HRMS. Jej cielom je korekcia faktorov, ako st strata PCDD/PCDF
a dioxinom podobnych zlicenin pocas extrakcie a procesu Cistenia, spoluextrahované zlticeniny zvySujice
alebo znizujice odpoved (agonistické a antagonistické wcinky), kvalita prelozenia krivkou alebo rozdiely
medzi hodnotami TEF a REP (relativnej dcinnosti, Relative Potency). Zdanlivd vytaznost biotestu sa vypocitava
z vhodnych referencnych vzoriek s reprezentativnym kongenérovym profilom v oblasti sledovanej hladiny.

Validdcia v rozsahu skiimanej hladiny a vseobecné opatrenia kontroly kvality

Laboratérid pocas validacného postupu a pocas rutinnej analyzy preukazuji vykonnost metédy v rozsahu
skiimanej hladiny napr. na tdrovni 0,5-ndsobku, 1-ndsobku a 2-ndsobku prislusnej skimanej hladiny s prija-
te[nym varianym koeficientom pre opakovanii analyzu.

Pravidelné slepé kontroly a pokusy na vzorkach s pridavkom analytu alebo analyza kontrolnych vzoriek (ak je to
mozné, tak najlepsie certifikovaného referenéného materidlu) sa vykondvaji v rdmci vnatornych opatreni
kontroly kvality. Vyhotovia a overia sa tabulky kontroly kvality zo slepych kontrol, z pokusov na vzorkich
s pridavkom analytu alebo analyz kontrolnych vzoriek s cielom zabezpecit, aby bolo vykonanie analyzy v stlade
s poziadavkami.

Medza stanovitelnosti

Pri bioanalytickej skriningovej metdde nie je stanovenie medze stanovitelnosti (limit of quantification, dalej len
,LOQ®) nevyhnutnou poziadavkou, ale pomocou tejto metddy musi byt mozné rozliSovat medzi slepou
a medznou hodnotou. Pri stanovovani hladiny BEQ sa stanovuje referen¢nd hladina pre nakladanie so vzorkami
vykazujticimi odpoved pod touto hladinou. Musi sa preukdzat, ze prislusnd referencnd hladina sa (aspori troj-
nasobne) odlisuje od slepych vzoriek pouzitych pri postupe, ktoré vykazuji odpoved pod pracovnym rozsahom.
Vypocitava sa preto zo vzoriek obsahujicich cielové zliceniny v koncentrdcii priblizujicej sa pozadovanej
minimdlnej Grovni, a nie na zdklade pomeru signdl-Sum (S/N) alebo testu naslepo.

LOQ pre konfirmaénti metédu musi byt priblizne jedna pitina skiimanej hladiny.

Analytické kritérid

V zdujme dosiahnutia spolahlivych vysledkov pomocou konfirma¢nych alebo skriningovych metéd je nutné
splnit tieto kritérid, pokial ide o hodnotu TEQ alebo BEQ, ¢ uZ stanovend ako celkovy TEQ (ako suma
PCDD/PCDF a dioxinom podobnych PCB), alebo samostatne pre PCDD/PCDF a dioxinom podobné PCB.

Skrining pomocou bioanalytickych alebo

fyzikdlno-chemickych metod Konfirmacné metddy

Frekvencia nepresnych merani vyka- <5%
zujtcich sdlad (¥)

Pravdivost -20% az + 20 %
Opakovatelnost (RSD,) <20%
Vnitrolaboratérna  reprodukova- <25% <15%

telnost (RSDg)

(*) Pokial ide o maximélne hladiny.

Specifické poziadavky na skriningové metddy

Pri skriningu je moiné vyuzivat GC/MS, ako aj bioanalytické metédy. V pripade metéd GC/MS musia byt
splnené poziadavky stanovené v bode 7. Specifické poziadavky na bunkové bioanalytické metédy si stanovené
v bode 8.

Laboratérid pouzivajice skriningové metddy na rutinnd kontrolu vzoriek nadvizuju tzku spolupricu s labora-
tériami pouzivajicimi konfirmaéni metédu.

Overenie vykonnosti skriningovej metédy sa pozaduje pocas rutinnej analyzy, pri kontrole kvality analyzy
a prebiehajicej validdcii metédy. Musi fungovat nepretrzity program kontroly vysledkov vykazujicich stlad.
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Kontrola moznej supresie bunkovej odpovede a cytotoxicity:

20 % extraktov vzorky sa meria rutinnym skriningom bez pridania a s pridanim 2,3,7,8-TCDD v mnozZstve
zodpovedajicom skimanej hladine s cielom zistit, ¢i moze byt odpoved potencidlne potlacend interferujicimi
latkami pritomnymi v extrakte vzorky. Merand koncentrdcia umelo nakontaminovanej vzorky sa porovndva so
sictom koncentrdcie umelo nenakontaminovaného extraktu a koncentrcie pri umelej kontamindcii. Ak je tito
merand koncentrdcia viac ako 25 % niZsia ako vypocitand (s¢itand) koncentricia, je to indikdcia mozného
potlacenia (supresie) signdlu a prislusnd vzorka sa predkladd na konfirmacnti analyzu GC/HRMS. Vysledky sa
monitoruji v tabulkdch kontroly kvality.

Kontrola kvality vzoriek vykazujicich sdlad:

Priblizne 2 aZz 10 % vzoriek vykazujicich silad (v zavislosti od vzorkovej matrice a laboratérnych skiisenosti) sa
potvrdzuje pomocou GC/HRMS.

Stanovenie frekvencie nepresnych merani vykazujicich silad na zdklade tdajov ziskanych v rdmci kontroly
kvality:

Stanovuje sa frekvencia chybnych negativnych vysledkov pri skriningu vzoriek pod a nad maximélnou hladinou
alebo akénou prahovou hodnotou. Skutoéné chybné negativne hodnoty musia byt nizsie ako 5 %. Ak sa ziska
aspoft 20 potvrdenych vysledkov na matricu/skupinu matric z kontroly kvality negativnych vzoriek, na zdklade
tohto stiboru tidajov sa vyvodzuji zdvery o frekvencii chybnych merani vykazujicich silad. Vysledky zo vzoriek
analyzovanych v kruhovych testoch alebo pri pripadoch kontamindcie, ktoré sa nachddzaji v koncentra¢nom
rozpiti az do napriklad dvojndsobku maximalnej hladiny, mozu byt takisto zahrnuté medzi prisluné minimdlne
mnozstvo 20 vysledkov pre vyhodnocovanie frekvencie chybnych merani vykazujicich sdlad. Vzorky musia
pokryt najcastejsie kongenérové profily a reprezentovat rozliéné zdroje.

Hoci skriningové testy maji v prvom rade za ciel detekciu vzoriek prekracujicich akénd prahovi hodnotu,
kritérium pre stanovenie frekvencie chybnych merani vykazujicich stlad je maximdlna hladina, bertic do tivahy
moznost nepresnosti merania konfirmacnej metody.

Vysledky zo skriningu, pri ktorych je podozrenie na nedodrzanie stanovenych hladin, sa vzdy overuji konfir-
macnou analytickou metédou (GC/HRMS). Tieto vzorky sa mozu takisto pouZit na hodnotenie miery falosne
pozitivnych vysledkov (vysledkov nestladu). V pripade skriningovych metdd je frekvencia falosnych vysledkov
nestladu cast vysledkov, v pripade ktorych konfirmaénd analyza pomocou GC/HRMS vykdzala stlad (dodrzanie
stanovenych hladin), hoci vzorka bola na zdklade predchddzajiceho skriningu oznacend za vzorku, pri ktorej
existuje podozrenie na nestlad (nedodrzanie stanovenych hladin). Vyhodnotenie vyhodnosti skriningovej metédy
sa zakladd na porovnani vzoriek nesprévne vykazujticich nesilad s celkovym poctom odkontrolovanych vzoriek.
Tento pomer musi byt dostato¢ne nizky na to, aby bolo mozné povazovat ndstroj skriningu za vyhodny.

Bioanalytické met6dy poskytuji aspori pri podmienkach validdcie platnd indikdciu hladiny TEQ, vypocitanej
a vyjadrenej ako BEQ.

Takisto v pripade bioanalytickych metéd vykonanych za podmienok opakovatelnosti by mala byt vnitrolabo-
ratérna RSD, mensia ako RSDy reprodukovatelnosti.

Specifické poZiadavky na metédy gc/ms, ktoré je potrebné splnif na ticely skriningu a potvrdzovania
VSeobecné poziadavky

Rozdiel medzi hornou a dolnou medzou nesmie presiahnut 20 % v pripade krmiv kontaminovanych v miere
priblizne 1 ng WHO-TEQ/kg vyrobku s obsahom vlhkosti 12 % (na zdklade sumy PCDDJF a dioxinom podob-
nych PCB). Pri nizsich drovniach kontamindcie ako napriklad 0,5 ng WHO-TEQ/kg vyrobku sa moze rozdiel
medzi hornou hranicou a dolnou hranicou pohybovat v rozsahu 25 — 40 %.

Kontrola vytaznosti

Na tcely validdcie analytického postupu sa musia na dplnom zaciatku analytickej met6dy, napr. pred extrakciou,
pridat BC-oznacené 2,3,7,8-chlérsubstituované vnitorné (extrakéné) Standardy PCDDJF a 13C.oznacené
vnuatorné Standardy dioxinom podobnych PCB. Pre kazdd tetra- az okta-chlérovand homoldgovant skupinu
PCDD/PCDF sa pridéva aspon jeden kongenér a aspon jeden kongenér pre kazdd homol6govi skupinu dioxinom
podobnych PCB (pripadne aspon jeden kongenér pre kazdy sledovany hmotnostno-spektrometricky i6n pouzity
na monitorovanie PCDD/PCDF a dioxinom podobnych PCB). V pripade konfirma¢nych metdd je potrebné pouzit
vietkych 17 ’C-oznacenych 2,3,7,8-substituovanych vnttornych (extrakénych) standardov PCDD/PCDF a viet-
kych 12 13C-oznagenych vndtornych dioxinom podobnych 3tandardov PCB.
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7.2.2.  Pouzitim vhodnych kalibra¢nych roztokov sa stanovuji relativne odozvové faktory aj pre tie kongenéry, pre
ktoré nebol pridany *C-oznaceny ekvivalent.

7.2.3. Ak ide o krmivd rastlinného poévodu a krmivé Zivocisneho povodu, ktoré obsahuji menej ako 10% tuku, potom
sa vnitorné Standardy priddvaji povinne pred extrakciou. V pripade krmiv Zivocisneho povodu obsahujicich
viac ako 10 % tuku sa vniitorné $tandardy pridévaju pred extrakciou tuku alebo po nej. V zévislosti od toho,
v ktorej faze sa priddvaji vnatorné Standardy a ¢i sa vysledky uvddzaji na bdze produktu alebo tuku, sa vykond
vhodnd validdcia dc¢innosti extrakcie.

7.2.4.  Este pred zapocatim analyzy GC/MS sa pridaji jeden alebo dva (ndhradné) Standardy vytaznosti.

7.2.5.  Vyzaduje sa kontrola vytaZnosti. Vytaznosti individudlnych vnatornych standardov by sa mali v pripade konfir-
macnych metéd pohybovat v rozsahu 60 az 120 %. Vyssie alebo nizsie vytaznosti pre individudlne kongenéry,
najmd pre niektoré hepta- a okta- chlérované dibenzo-p-dioxiny a dibenzofurdny, st akceptovatelné za
podmienky, Ze ich podiel na hodnote TEQ neprekroci 10 % z celkovej hodnoty TEQ (vyjadrenej ako stcet
PCDD/PCDF a dioxinom podobnych PCB). Pri skriningovych metédach GC/MS sa musi vytaznost pohybovat
v rozpiti 30 az 140 %.

7.3. Odstrdnenie interferujticich ldtok

— Separacia PCDD|PCDF od interferujticich chlérovanych zlicenin, ako st PCB nepodobné dioxinom a chléro-
vané difenylétery, sa vykondva vhodnymi chromatografickymi postupmi (pokial mozno na koléne s florisi-
lom, oxidom hlinitym afalebo aktivnym uhlim).

— Separdcia izomérov plynovou chromatografiou md byt < 25 % ddolie medzi pikmi 1,2,3,4,7,8-HXCDF
a 1,2,3,6,7,8-HxCDF.

7.4.  Kalibrdcia na zdklade Standardnej krivky

Rozsah kalibracnej krivky pokryva prislusny rozsah skiimanych hladin.

8. Specifické poziadavky na bioanalytické metody

Bioanalytické metddy st metdédy na baze pouzitia biologickych principov, ako st bunkové testy, receptorové
testy alebo imunologické testy. V tomto bode 8 si stanovené poziadavky na bioanalytické met6dy ako také.

Skriningovd metdda klasifikuje v principe vzorku ako vzorku, v pripade ktorej st stanovené hladiny dodrzané,
alebo ako vzorku, v pripade ktorej existuje podozrenie na nedodrzanie stanovenych hladin. Na tieto tGcely sa
vypocitand hladina BEQ porovnd s medznou hodnotou (pozri bod 8.3). Vzorky pod medznou hodnotou sa
vyhldsia za vzorky, v pripade ktorych je dodrzand stanovend hladina, vzorky rovnajice sa medznej hodnote
alebo nad nou st vzorky, v pripade ktorych existuje podozrenie na prekrocenie stanovenych hladin, vyzaduja si
teda analyzu pomocou konfirma¢nej met6dy. V praxi, hladina BEQ zodpovedajica 2/3 maximalnej hladiny moze
poslizit ako najvhodnejsia medznd hodnota zabezpecujica vyskyt chybnych merani vykazujicich dodrzanie
stanovenych hladin pod droviiou 5 % a prijatelnd mieru vyskytu chybnych vysledkov poukazujiicich na nedo-
drzanie stanovenych hladin. Pri pouziti samostatnych maximalnych hladin pre PCDD[F a pre sumu PCDD/F
a dioxinom podobnych PCB si overenie dodrzania stanovenych hladin u vzoriek bez frakciondcie vyzaduje
vhodné medzné hodnoty pre biologické testy na PCDDJF. Na kontrolu vzoriek prekracujiicich akéné prahové
hodnoty by ako medznt hodnotu bolo vhodné pouzit primerany percentudlny podiel z prislusnej skidmanej
hladiny.

Dalej, v pripade urcitych bioanalytickych metéd sa moze pre vzorky v pracovnom rozsahu, ktoré prekracujt
referenénti medzu (pozri bod 8.1.1 a 8.1.6), pouzit indikativna hladina vyjadrend v BEQ.

8.1. Hodnotenie reakcie na test
8.1.1. V3seobecné poziadavky

— Pri vypocte koncentracii z kalibracnej krivky TCDD vykdzu dolné a horné medzné hodnoty krivky velkd
odchylku (CV — vysoky varia¢ny koeficient). Pracovny rozsah je oblast, v ktorej je CV mensi ako 15 %. Dolnd
hranica pracovného rozsahu (referen¢nd medza) musi byt najmenej trojndsobne vyssia ako slepé vzorky.
Hornd hranicu pracovného rozsahu obvykle predstavuje hodnota EC;, (70 % maximdlnej tcinnej koncen-
tracie), ale tito hodnota je nizsia, ak je CV v tomto rozsahu vyssi ako 15 %. Pracovny rozsah sa stanovuje pri
validdcii. Medzné hodnoty (pozri bod 8.3) musia byt jasne v rdmci pracovného rozsahu.

— Standardné roztoky a extrakty vzorky sa testuji aspoii dvakrit. Odozva alebo koncentricia standardnych
roztokov alebo kontrolnych extraktov pri dvojitom testovani v 4 az 6 jamkich rozlozenych na platni by
mala mat CV < 15 %.

8.1.2. Kalibrdcia
8.1.2.1. Kalibrdcia na zdklade Standardnej krivky

— Odhad hladin vo vzorkédch sa vykondva na zdklade porovnania reakcie na test s kalibra¢nou krivkou TCDD
(alebo PCB 126 alebo Standardnej zmesi PCDD/PCDF/dioxinom podobnych PCB) s cielom vypocitat hladinu
BEQ v extrakte a ndsledne vo vzorke.
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8.1.2.

8.1.3.

8.1.4.

8.1.5.

8.2.

8.2.1.

— Kalibra¢né krivky obsahuji 8 az 12 koncentracii (asponi dvojmo) s dostatoénym poctom koncentracii v nizej
¢asti krivky (pracovnom rozsahu). Specidlna pozornost je venovand kvalite prelozenia krivkou v pracovnom
rozsahu. Hodnota R? md sama osebe maly alebo Ziadny vyznam pre odhad spravnosti preloZenia pri
nelinedrnej regresii. Lepsie prelozenie krivky sa dosiahne minimalizdciou rozdielu medzi vypocitanymi a pozo-
rovanymi hladinami v pracovnom rozsahu krivky, napriklad metédou najmensich $tvorcov.

— Odhad hladiny v extrakte vzorky sa ndsledne upravi o hladinu BEQ vypocitant pre slept vzorku matrice/
rozpustadla (aby sa zohladnili necistoty pochddzajiice z pouzitych rozpustadiel a chemikalii) a o zdanlivi
vytaznost (vypocitand z hladiny BEQ vhodnych referen¢nych vzoriek s reprezentativnymi kongenérovymi
profilmi v oblasti sledovanych hladin). Na vykonanie korekcie vytaznosti musi byt zdanlivd vytaznost vzidy
v rdmci pozadovaného rozsahu (pozri bod 8.1.4.). Referencné vzorky pouzité na korekciu vytaznosti musia
byt v silade s poziadavkami uvedenymi v bode 8.2.

2. Kalibrdcia pomocou referencnych vzoriek

Alternativne sa moze pouzit kalibracna krivka zostrojend z aspon 4 referencnych vzoriek (pozri bod 8.2.4: jedna
slepd matrica plus tri referencné vzorky s 0,5—, 1,0— a 2,0—- ndsobkom skdmanej hladiny) v oblasti skiimanej
hladiny, pricom nie je potrebné vykonat korekciu na slepi vzorku a vytaznost. V tomto pripade moze byt
reakcia na test zodpovedajiica 2/3 maximélnej hladiny (pozri bod 8.3) vypocitand priamo z tychto vzoriek
a pouzitd ako medznd hodnota. Na kontrolu vzoriek prekracujicich akéné prahové hodnoty by ako medzni
hodnotu bolo vhodné pouzit primerany percentudlny podiel z tychto akénych prahovych hodnot.

Oddelené stanovovanie PCDD/PCDF a dioxinom podobnych PCB

Extrakty sa mozu rozdelit do frakcii obsahujicich PCDD/PCDF a diocinom podobné PCB, ¢im sa umozni
samostatné stanovenie hladin TEQ (v BEQ) pre PCDD/PCDF a dioxinom podobné PCB. Standardnd kalibracnd
krivka PCB 126 sa preferencne pouziva na hodnotenie vysledkov pre frakciu obsahujicu dioxinom podobné
PCB.

Zdanlivé vytaznosti biotestu

,Zdanlivd vytaznost biotestu“ sa vypocitava z vhodnych referencnych vzoriek s reprezentativnym kongenérovym
profilom v oblasti sledovanych hladin a vyjadruje sa ako percentudlny podiel hladiny BEQ v porovnani s hladinou
TEQ. V zévislosti od pouzitého typu testu a pouZitej schémy TEF (*******%) mozu rozdiely medzi faktormi TEF
a REP pre dioxinom podobné PCB spdsobovat nizke zdanlivé vytaznosti pre dioxinom podobné PCB v porovnani
s PCDD/PCDF. Preto v pripade oddeleného stanovovania PCDD/PCDF a dioxinom podobnych PCB st zdanlivé
vytaznosti biotestu: pre dioxinom podobné PCB na trovni 25 az 60 %, pre PCDD/PCDF 50 az 130 % (rozsahy
sa uplatiuja pri pouZiti kalibracnej krivky TCDD). KedZe podiel dioxinom podobnych PCB na sume PCDD/PCDF
a dioxinom podobnych PCB moze byt rozny v pripade roznych matric a vzoriek, zdanlivé vytaznosti biotestu
pre sumu PCDD/PCDF a dioxinom podobnych PCB odzrkadluji tieto rozsahy a nachddzaji sa medzi 30
a 130 %. Akykolvek vplyv do znacnej miery zrevidovanych hodnot TEF pre pravne predpisy Unie tykajiice sa
PCDD/PCDF a dioxinom podobnych PCB si vyzaduje reviziu tychto rozsahov.

(prxrxrexex) Sicasné poziadavky st zalozené na TEF uverejnenych v publikdcii: M. Van den Berg et al, Toxicol Sci
93 (2), 223-241 (2006).

Kontrola vytaznosti Cistenia

Pri validdcii sa kontroluje strata zlicenin, ku ktorej doslo pri Cisteni. Slepd vzorka umelo nakontaminovand
zmesou rozlicnych kongenérov sa podrobuje Cisteniu (aspoit n=3) a pomocou analyzy GC/HRMS sa overuje
vytaznost a variabilita. Vytaznost sa musi nachddzat v rozpiti 60 az 120 % predovsetkym v pripade kongenérov
s podielom na hladine TEQ v rozlicnych zmesiach vyssim ako 10 %.

Referencénd medza

Pri uvddzani hladin BEQ sa referenénd medza stanovuje z prislusnych vzoriek matric vykazujicich typické
kongenérové profily, nie vSak z kalibracnej krivky Standardov vzhladom na mald presnost v niz§om rozsahu
krivky. Zohladniuji sa G¢inky extrakcie a Cistenia. Referencnd medza musi byt stanovend aspon trojndsobne nad
slepymi vzorkami.

Pouzivanie referencnych vzoriek

Referencné vzorky predstavujii vzorkovii matricu, kongenérové profily a koncentracné rozsahy pre PCDD/PCDF
a dioxinom podobné PCB v oblasti sledovanych hladin.

Do kazdej testovacej série sa zahrnie slepd matrica, alebo ak to nie je mozné, slepd vzorka, ako aj referencnd
vzorka vykazujica skimand hladinu. Tieto vzorky sa extrahuji a testuju sicasne a pri identickych podmienkach.
Referencnd vzorka musi vykdzat zretelne silnejiu reakciu v porovnani so slepou vzorkou, ¢im sa zabezpeli
vhodnost prislusného testu. Tieto vzorky sa musia pouZit na korekciu slepych vzoriek a vytaznosti.
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8.2.3.

8.2.4.

8.3.

Referencné vzorky vybrané na korekciu vytaznosti sii reprezentativne pre testovacie vzorky, ¢ize kongenérové
profily nevedil k podhodnoteniu hladin.

Na preukdzanie sprdvnej funkcie testu v skdmanej oblasti sa na kontrolu skimanej hladiny mozu pouzit
dodatocné referencné vzorky vykazujice napr. 0,5- a 2,00- ndsobok skdmanej hladiny. Kombindcia tychto
vzoriek moze poslizit na vypocet hladin BEQ v testovacich vzorkich (pozri bod 8.1.2.2).

Stanovenie medznych hodnot

Stanovuje sa pomer medzi bioanalytickymi vysledkami v BEQ a vysledkami GC/HRMS v TEQ, napr. pomocou
kalibra¢nych experimentov prisposobenych prislusnej matrici, pri pouziti referencnych vzoriek umelo nakonta-
minovanych 0-, 0,5-, 1,00- a 2,00- ndsobkom maximaélnej hladiny, so 6 opakovaniami pri kazdej hladine
(n=24). Korekéné faktory (slepy pokus a vytaznost) mozno z tohto vztahu odhadnit, skontroluji sa viak podla
bodu 8.2.2.

Medzné hodnoty sa stanovujii na tGcely rozhodovania o tom, ¢i st vzorky v stlade s maximédlnymi hladinami,
resp. na tcely kontroly akénych prahovych hodnot, ak st relevantné, a to s prislusnymi skiimanymi hladinami
stanovenymi bud’ zvldst pre PCDD/PCDF a pre dioxinom podobné PCB, alebo pre sumu PCDD/PCDF a dioxinom
podobné PCB. Predstavuji dolnti hranicu distribicie bioanalytickych vysledkov (korigovanych vzhladom na slepy
pokus a vytaznost) zodpovedajicich rozhodovaciemu limitu GC/HRMS na 95 % hladine spolahlivosti, pri 5 %
drovni vyskytu falosne pozitivnych merani, a pri RSDg < 25 %. || VERZIA ZZ: Predstavuji nizsi sledovany
parameter distribticie bioanalytickych vysledkov (korigovanych vzhladom na slepy pokus a vytaznost) zodpove-
dajticich rozhodovaciemu limitu GC/HRMS na zdklade 95 % tdrovne spolahlivosti, ¢ize pri 5 % Grovni vyskytu
merania nesprdvne indikujiiceho dodrzanie hladin, a pri RSDy < 25%. Rozhodovaci limit GC/HRMS je maxi-
maélnou hladinou zohladiujiic nepresnosti merania.

Medznd hodnota (v BEQ) sa moze vypocitat v siilade s jednym z pristupov stanovenych v bodoch 8.3.1, 8.3.2
a 8.3.3 (pozri obrdzok 1):

Pouzitie dolného pasma 95 % predikéného intervalu pre rozhodovaci limit GC/HRMS:

Medznd hodnota = BEQpy, — Sy x * taf=m-2 \/1 /n+1/m+ (x; — E)z/Qxx

pricom:

BEQp,  BEQ zodpovedajiice rozhodovaciemu limitu GC/HRMS, ktory je sticasne maximdlnou hladinou pri
zohladneni nepresnosti merania

Standardnd odchylka reziduf

y.x
t of - ma Studentov koeficient (a = 5 %, f = pocet stupiiov volnosti, jednostranny)
m celkovy pocet kalibracnych bodov (index j)

n pocet opakovani pri kazdej hladine

X; koncentrdcia vzorky kalibra¢ného bodu i stanovend GC/HRMS (v TEQ)
X priemernd hodnota koncentracii (v TEQ) vietkych kalibra¢nych vzoriek

m
Qu = Z(Xi —X)? parameter stictu Stvorcov, i = index pre kalibracny bod i

=1
Vypocet vychddzajici z celého radu analyz vzoriek (n > 6) z bioanalytickych vysledkov (korigovanych na slepy
pokus a vytaznost), kontaminovanych na drovni rozhodovacieho limitu GC/HRMS predstavujiceho dolnii
hranicu ddtovej distribticie pri zodpovedajicej priemernej hodnote BEQ:

Medznd hodnota = BEQp; — 1,64 x SDy
pricom

SDp  Standardnd odchylka vysledkov biotestu BEQp; nameranych za podmienok vnitrolaboratérnej repro-
dukovatelnosti

Vypocet ako priemernd hodnota bioanalytickych vysledkov (v BEQ, korigovanych vzhladom na slepy pokus
a vytaznost) z mnohych analyz vzoriek (n > 6) kontaminovanych na trovni 2/3 sledovanej hladiny, na zdklade
poznatku, Ze tdto hladina sa bude pohybovat okolo medznej hodnoty urcenej v bode 8.3.1 alebo bode 8.3.2:
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Vypocet medznych hodnét na zdklade 95 %-nej Grovne spolahlivosti, ¢ize pri 5 %-nej pravdepodobnosti vyskytu
merania nespravne indikujiceho dodrzanie hladin, a pri RSDy < 25 %: 1. z dolného pdsma 95 % predikéného
intervalu pre rozhodovaci limit HRGC/HRMS, 2. z celého radu analyz vzoriek (n > 6) kontaminovanych na
drovni rozhodovacicho limitu HRGC/HRMS predstavujiceho dolnt hranicu distribiicie tdajov (zobrazeny na
obrazku krivkou zvonovitého tvaru) pri zodpovedajicej priemernej hodnote BEQ.

8.3.4. Obmedzenia tykajice sa medznych hodnot:

medzné hodnoty zaloZené na BEQ a vypocitané z RSDy ziskanej pri procese validdcie pouzitim obmedzeného
poctu vzoriek s rozlicnymi matricami/kongenérovymi profilmi mozu byt vyssie ako skimané hladiny zalozené
na TEQ z dovodu vysSej presnosti nez aki mozno bezne docielit v pripade, Ze sa musi kontrolovat neznime
spektrum moznych kongenérovych profilov. V takychto pripadoch sa medzné hodnoty vypocitavaji z RSDy =
25 %, alebo sa zvoli vypocet odvodeny z dvoch tretin skiimanej hladiny.

8.4. Charakteristiky vykonnosti

8.4.1. Testy opakovatelnosti bioanalytickych metdd sa vykonaji s cielom ziskat informdcie o Standardnej odchylke
v rdmci série testov a medzi nimi. Opakovatelnost musi byt nizsia ako 20 %, intralaboratérna reprodukova-
telnost nizdia ako 25 %. Vychddza sa z vypocitanych hladin v BEQ korigovanych na slepé vzorky a vytaznost.

8.4.2. Sucastou procesu validdcie je preukdzanie toho, Ze testy rozli§uji medzi slepou vzorkou a hladinou na drovni
medznej hodnoty, aby bolo mozné identifikovat vzorky s vysSou hladinou ako je prislusnd medznd hodnota
(pozri bod 8.1.2).

8.4.3. Je nutné definovat cielové zliiceniny, mozné interferencie a maximdlne hladiny v slepych vzorkach.

8.4.4. Percentudlna Standardnd odchylka reakcie alebo koncentricie vypocitanej na zdklade reakcie (moznej len
v pracovnom rozsahu) nesmie byt pri trojndsobnom stanovovani extraktu vzorky vyssia ako 15 %.

8.4.5. Nekorigované vysledky referen¢nej(-ych) vzorky(-iek) vyjadrené v BEQ (slepy pokus a skiimand hladina) sa
pouzivaju na vyhodnotenie vykonnosti prislusnej bioanalytickej metddy v konstantnom casovom obdobi.

8.4.6. Tabulky kontroly kvality pre slepé vzorky metddy a kazdy typ referencnej vzorky sa zaznamendvaji a kontroluji
s cielom zabezpecit, aby bolo vykonanie analyzy v stlade s poziadavkami, predovsetkym pokial ide o slepé
vzorky a v savislosti s nimi o pozadovany minimdlny odstup od dolnej medze pracovného rozsahu, ako aj
pokial' ide o referen¢né vzorky a v savislosti s nimi o vnitrolaboratérnu reprodukovatelnost. Slepé vzorky
metddy sa musia dokladne skontrolovat s cielom predist vyskytu chybnych vysledkov indikujicich po odpocitani
dodrzanie stanovenych hladin.
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8.4.7.

8.4.8.

8.4.9.

9.1.

9.1.1.

9.1.6.

9.2.

9.2.1.

9.2.2.

9.2.3.

9.2.4.

9.2.5.

9.2.6.

9.2.7.

Vysledky analyz podozrivych vzoriek a 2 az 10 % vyhovujicich vzoriek (minimdlne 20 vzoriek na matricu)
pomocou GC/HRMS sa zhromazduji a pouZivaji na vyhodnotenie vykonnosti skriningovej metody a vztahu
medzi BEQ a TEQ. Tento stibor Gdajov sa moze pouzit na prehodnotenie medznych hodnot uplatnitelnych na
rutinné vzorky v pripade validovanych matric.

Uspesnost fungovania metédy sa mozZe preukazat takisto Géastou na kruhovych testoch. Vysledky zo vzoriek
analyzovanych pomocou kruhovych testov, ktoré sa nachddzaji v koncentratnom rozpiti az do napr. dvojni-
sobku maximalnej hladiny, sa mozu zahrnit do vyhodnocovania frekvencie chybnych merani vykazujicich
stlad, ak je laboratérium schopné preukdzat svoju Gspesnti vykonnost. Vzorky musia pokryvat najcastejsie
kongenérové profily a reprezentovat rozlicné zdroje.

Pri pripadoch kontamindcie sa mozu medzné hodnoty prehodnotit tym spdsobom, Ze sa zohladni $pecifickd
matrica a kongenérovy profil tohto konkrétneho pripadu.

Oznamovanie vysledkov

Konfirmacné metddy

Pokial' to pouzity analyticky postup umoziuje, analytické vysledky musia zahffiat hladiny jednotlivych konge-
nérov PCDD/PCDF a dioxinom podobnych PCB a musia byt uvedené ako dolnd, hornd a strednd medza, aby sa

pri uvddzani vysledkov zahrnulo ¢o najviac informdcii, a tak umoznilo interpretovat vysledky v stlade s osobit-
nymi poziadavkami.

Spréva zahffia metodu pouzitd na extrahovanie PCDD/PCDF, dioxinom podobnych PCB a lipidov.

Udaje o vytaznostiach jednotlivych vnitornych standardov sa poskytujii v pripade, Ze vytaznosti sa pohybuja
mimo oblasti uvedenej v bode 7.2.5, ak sa prekro¢i maximélna hladina a v ostatnych pripadoch na poziadanie.

KedZe je nutné pri rozhodovani o stlade vzorky zohladnif nepresnost merania, tento parameter musi byt
k dispozicii. Preto sa analytické vysledky uvddzaju ako ,x +/- U“ priom x je analyticky vysledok a U je
roz§irend neistota merania pri pouZiti koeficientu pokrytia v hodnote 2, ktory zabezpecuje priblizne 95 %-nii
troven spolahlivosti. V pripade samostatného stanovenia PCDD/PCDF a dioxinom podobnych PCB sa pre sumu
PCDDJF a dioxinom podobnych PCB pouziva suma odhadovanej rozsirenej neistoty samostatnych analytickych
vysledkov PCDD/PCDF a dioxinom podobnych PCB.

Ak sa nepresnost merania zohladni uplatnenim CCa (ako je uvedené v bode 2.2), je nutné uviest tento
parameter.

Vysledky sa vyjadruji v identickych jednotkdch a s (najmenej) rovnakym poctom podstatnych hodnot, ako si
maximdalne hladiny stanovené v smernici 2002/32/ES.

Bioanalytické skriningové metddy

Vysledok skriningu sa vyjadruje ako ,v stlade* alebo ,podozrenie na nestilad” (,podozrenie®).

Okrem toho sa moze uvddzat vysledok pre PCDD/PCDF a/alebo dioxinom podobné PCB vyjadreny v BEQ (nie
TEQ).

Ak sa uvedie neistota merania pri vypocitanej hladine BEQ, napr. ako Standardnd odchylka, musi sa vychddzat
z aspon trojndsobnej analyzy vzorky (vritane extrakcie, Cistenia a stanovenia reakcie na test).

Vzorky vykazujice reakciu pod referen¢nou medzou sa musia oznacit ako vzorky ,pod referencnou medzou*.
Pre kazdy typ matrice sa uvddza skimand hladina, z ktorej vychddza hodnotenie.

V sprdve sa uvddza druh pouzitého testu, zdkladnd testovacia zdsada a druh kalibracie.

Spréva zahffia metodu pouzitd na extrahovanie PCDD/PCDF, dioxinom podobnych PCB a lipidov.

KAPITOLA 111

Priprava vzoriek a poZiadavky na analytické metddy pouZivané pri tdradnej kotrole hladin PCB, ktoré nie sii podobné

1.

dioxinom (PCB # 28, 52, 101, 138, 153, 180)
Uplatnitelné detekéné metédy

Plynovd chromatografia/Detekcia elektrénového zdchytu (GCJ/ECD), GC/LRMS, GC/MS-MS, GC/HRMS alebo
ekvivalentné met6dy.
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2.2.

2.3.

2.4.

Identifikicia a konfirmdcia skdmanych analytov
Relativny retencny Cas vo vztahu k vnttornym 3tandardom alebo referenénym $tandardom (prijatelnd odchylka
- 0,25 %).

Separdcia vetkych Siestich indikdtorovych PCB (PCB 28, PCB 52, PCB 101, PCB 138, PCB 153 a PCB 180) od
interferujicich latok, osobitne koelujicich PCB, najmi ak st hladiny vzoriek v rozsahu zdkonom stanovenych
medz{ a nesilad treba potvrdit.

[Kongenéry, ktoré ¢asto koelujii st napr. PCB 28/31, PCB 52/69 a PCB 138/163/164. V pripade GC/MS sa zohladnia tiez mozné
interferencie z fragmentov vyssie chlérovanych kongenérov.]

Poziadavky na techniky GC/MS

Monitorovanie aspon:

a) dvoch $pecifickych iénov pri HRMS;

b) dvoch $pecifickych iénov mjz > 200 alebo troch $pecifickych iénov m/z >100 pri LRMS;
¢) jedného prekurzora a dvoch produktovych iénov pri MS-MS.

Maximélne povolené tolerancie pomerov odoziev pre vybrané fragmenty hmoty:

Relativna odchylka pomeru odoziev vybranych fragmentov hmoty od teoretickej odozvy alebo od kalibra¢ného
Standardu pre kvantifika¢ny i6n (najintenzivnejsi sledovany i6n) a dokazovy(-€) ion(-y):

.,Rel(‘*tiV;‘a intenzita qéfizoviﬁ9é'gch) GC-EIMS GC-CLMS, GC-MS™
ronui-ov) v porovnani § kvantifixacnym (relativna odchylka) (relativna odchylka)
ionom
> 50 % +10% +20%
> 20% az 50 % £ 15% £ 25%
> 10 % az 20 % + 20 % + 30 %
< 10% £ 50 % (%) £ 50 % (%)

(*) Je dostupny dostatocny pocet fragmentov hmoty s relativnou intenzitou > 10 %, preto sa neodportica pouzivat kvalifikacny
(-) ion(-y) s relativnou intenzitou menej ako 10 % v porovnani s cielovym idnom..

Poziadavky na techniky GC/ECD

Vysledky presahujiice toleranciu sa potvrdzuji pomocou dvoch stlpov GC so staciondrnymi fizami roznej
polarity.

Preukdzanie vykonnosti metédy

Validdcia v oblasti skiimanej hladiny (0,5 az 2,00-ndsobok sledovanej hladiny) s akceptovatelnym variaénym
koeficientom pre opakovand analyzu (pozri poziadavky na vnitrolaboratérnu presnost v bode 8).

Medza stanovitelnosti

Slepé hodnoty nie sii vyssie ako 30 % trovne kontamindcie zodpovedajicej maximalnej hladine (¥oxrxrwrrs),

(prrrreoa) Vyrazne sa odporica, aby bol prispevok hladiny reagenénej slepej vzorky k hladine kontaminantu

vo vzorke niz§i. Laboratérium je zodpovedné za kontrolu kolisania hladin slepych vzoriek, najma
ak sa hladiny slepych vzoriek odpocitavaju.

Kontrola kvality

Pravidelné kontroly slepych vzoriek, analyzy vzoriek s pridavkom analytu, vzoriek na kontrolu kvality, pravidelna
Gcast v medzilaboratérnych $tadidch relevantnych matric.
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6. Kontrola vytaZnosti

6.1. Pouziji sa vhodné vnitorné Standardy s fyzikdlno-chemickymi vlastnostami porovnatelnymi sledovanym analy-
tom.

6.2. Pridanie vnitornych $tandardov:

Pridanie k vyrobkom (pred procesom extrakcie a Cistenia).
6.3. Poziadavky na met6dy s pouzitim vsetkych $iestich izotopom oznacenych kongenérov PCB:
a) vysledky sa koriguji pre vytaznosti vndtornych standardov;
b) vytaznosti izotopom oznacenych vniitornych $tandardov sa musia pohybovat medzi 50 a 120 %;

¢) nizsie alebo vyssie vytaznosti pri jednotlivych kongenéroch s podielom na sume $iestich indikdtorovych PCB
niz§im ako 10 % st prijatelné.

6.4. Poziadavky na metddy, pri ktorych sa nepouziva vietkych Sest izotopom oznacenych vnitornych §tandardov
alebo iné vnitorné $tandardy:

a) vytaznost vnatorného(-ych) Standardu(-ov) sa kontroluje pri kazdej vzorke;
b) vytaznosti vnttorného(-ych) Standardu(-ov) sa musia pohybovat medzi 60 a 120 %;
¢) vysledky vytaznosti vnitornych $tandardov sa koriguja.
6.5. Vytaznosti neoznacenych kongenérov sa kontroluji prostrednictvom vzoriek s pridavkom analytu s koncentra-
ciami v rozsahu sledovanej hladiny. Vytaznosti tychto kongenérov sa povazuji za prijatelné, ak sa pohybujiu

medzi 70 a 120 %.

7. Poziadavky na laboratérid

V stlade s ustanoveniami nariadenia (ES) ¢. 882/2004 akreditéciu laboratérii uskutocfiuje uzndvany orgdn, ktory
posobi v stlade s pokynom ISO 58 s cielom zaistit uplatiiovanie zabezpecenia analytickej kvality. Akreditdcia
laboratérii sa uskutocriuje v silade s normou EN ISO/IEC 17025.

8. Vykonnostné charakteristiky: kritérid pre sumu Siestich indikdtorovych PCB v sledovanej hladine
Pravdivost -30az + 30%
Vntrolaboratérna presnost (RSD %) <20%

Rozdiel medzi vypoctom hornej a dolnej medze <20%

9. Poddvanie spriv

9.1. Pokial to pouzity analyticky postup umoziuje, analytické vysledky musia zahfiat hladiny jednotlivych konge-
nérov PCB a musia byt uvedené ako dolnd, hornd a strednd medza, aby sa pri uvddzani vysledkov zahrnulo ¢o
najviac informécif, a tak umoznilo interpretovat vysledky v silade s osobitnymi poziadavkami.

9.2. Sprdva zahffia met6du pouZiti na extrahovanie PCB a lipidov.

9.3.  Udaje o vytaznostiach jednotlivych vndtornych $tandardov sa poskytujii v pripade, Ze vytaznosti sa pohybujt
mimo rozsahu uvedeného v bode 6, v pripade, Ze sa prekro¢i maximdlna hladina, ako aj v ostatnych pripadoch
na poziadanie.

9.4. KedZe je nutné pri rozhodovani o stilade vzorky zohladnif moZnd nepresnost merania, tento parameter musi byt
tiez k dispozicii. Preto sa analytické vysledky uvddzaja ako ,x +/-U“, priom x je analyticky vysledok a U je
rozsirend neistota merania pri pouziti koeficientu pokrytia v hodnote 2, ktory zabezpecuje priblizne 95 %-ni
drovent spolahlivosti.

9.5. Ak sa nepresnost merania zohladni uplatnenim CCa (ako je uvedené v bode 2.1 kapitoly 1), je nutné uviest tento
parameter.

9.6.  Vysledky sa vyjadrujii v identickych jednotkdch a s najmenej rovnakym poctom podstatnych hodnét, ako st
maximélne hladiny stanovené v smernici 2002/32/ES.*



	Nariadenie Komisie (EÚ) č. 278/2012 z 28. marca 2012, ktorým sa mení a dopĺňa nariadenie (ES) č. 152/2009, pokiaľ ide o stanovenie hladín dioxínov a polychlórovaných bifenylov (Text s významom pre EHP)

