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ANEXE

la
REGULAMENTUL (UE) .../... AL COMISIEI

de stabilire a metodelor de prelevare de probe si a metodelor de analiza pentru controlul
nivelurilor de dioxine, de PCB-uri de tipul dioxinelor si de PCB-uri care nu sunt de tipul
dioxinelor in anumite produse alimentare si de abrogare a Regulamentului (UE) nr.
589/2014
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

ANEXA I
DEFINITII SI ABREVIERI
DEFINITII

In sensul prezentului regulament, se aplicd definitiile mentionate in anexa I la
Decizia 2002/657/CE a Comisiei .

In plus fatd de definitiile respective, in sensul prezentului regulament se aplica
urmatoarele definitii:

»Nivel de actiune” inseamnd nivelul unei anumite substante, astfel cum este
mentionat in anexa la Recomandarea 2013/711/UE, care declanseaza investigatii
pentru a identifica sursa respectivei substante in cazurile in care sunt detectate
niveluri crescute ale substantei.

,Metode de screening” inseamna metodele utilizate pentru selectarea acelor probe cu
niveluri de PCDD/F-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor care depasesc nivelurile
maxime sau nivelurile de actiune. Aceste metode au o capacitate mare de tratare a
probelor, eficientd din punctul de vedere al costurilor, sporind astfel sansa de a
descoperi noi cazuri in care un grad mare de expunere poate sd ducd la riscuri de
sanatate pentru consumatori. Metodele de screening se bazeaza pe metode
bioanalitice sau GC-MS. Rezultatele probelor care depasesc valoarea de prag
stabilitd pentru verificarea conformitatii cu nivelul maxim trebuie sa fie verificate
printr-o noud analiza completd din proba originala utilizdnd o metoda de confirmare.

»Metode de confirmare” inseamna metode care furnizeaza informatii complete sau
complementare care permit identificarea si cuantificarea certd a PCDD/F-urilor si a
PCB-urilor de tipul dioxinelor la nivelul maxim sau, la nevoie, la nivelul de actiune.
Astfel de metode utilizeaza gaz-cromatografia cuplatd cu spectrometria de masa de
inalta rezolutie (GC-HRMS) sau gaz-cromatografia cuplata cu spectrometria de masa
in tandem (GC-MS/MS).

»Metode bioanalitice” Inseamna metode bazate pe principii biologice, cum ar fi
bioanalizele celulare, testele bazate pe receptori sau imunoanalizele. Ele nu dau
rezultate la nivel de congener, ci oferd doar o indicatie’ a nivelului TEQ, exprimati
in echivalente bioanalitice (BEQ), pentru a tine seama de faptul ca este posibil ca nu
toti compusii prezenti intr-un extract de proba si care determind un raspuns in cadrul
analizei sa indeplineasca toate cerintele principiului TEQ.

»Recuperarea aparentd a testului biologic” inseamnd valoarea nivelului BEQ,
calculata pornind de la curba de calibrare a TCDD sau PCB 126, corectata cu proba
martor si apoi impartitd la valoarea nivelului TEQ, determinatd prin metoda de

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).

Metodele bioanalitice nu sunt specifice pentru congenerii inclusi in schema TEF. In extractul de proba,
pot fi prezenti alti compusi AhR activi inruditi structural care contribuie la raspunsul global. Prin
urmare, rezultatele bioanalitice nu pot fi o estimare, ci mai degraba un indiciu al nivelului TEQ din
proba.
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1.6.

1.7.

1.8.

1.9.

1.10.

confirmare. Aceasta vizeaza corectarea factorilor cum ar fi pierderea de compusi
PCDD/F si de tipul dioxinelor in timpul etapelor de extractie si curatare,
coextragerea compusilor care duc la intensificarea sau atenuarea raspunsului (efecte
agoniste si antagoniste), calitatea ajustarii curbei sau diferentele dintre valorile TEF
si ale REP. Recuperarea aparenta a testului biologic se calculeaza pornind de la
probe de referintd adecvate cu modele pentru congeneri reprezentativi in jurul
nivelului maxim sau al nivelului de actiune.

,,Analizé duplicat” inseamna analiza separata a analitilor de interes, folosind o a doua
1 2
parte alicota din aceeagi pI'Obé. omogenizaté.

,.Limita specifici acceptatd de cuantificare’ a unui congener individual intr-o proba”
inseamnd concentratia minimd a unui analit care poate fi mdsuratd cu certitudine
statistica rezonabila si indeplineste criteriile de identificare, astfel cum sunt descrise
in standarde recunoscute pe plan international, de exemplu EN 16215:2012 (,,Hrana
pentru animale — Determinarea dioxinelor si a PCB-urilor de tipul dioxinelor prin
GC/HRMS si a PCB-urilor indicatori prin GC/HRMS”) si/sau in metodele EPA 1613
si 1668 revizuite.

Limita de cuantificare a unui congener individual poate fi definita ca:

(a) concentratia de analit in extractul unei probe care produce un raspuns
instrumental la doi ioni diferiti care urmeaza sa fie controlati cu un raport S/Z
(semnal/zgomot) de 3:1 pentru semnalul mai putin intens

sau, in cazul in care calcularea raportului semnal/zgomot nu furnizeaza rezultate
fiabile din motive tehnice,

(b) punctul corespunzator celei mai scazute concentratii de pe o curba de calibrare
care prezintd o deviere acceptabila (< 30%) si consecventa (masurata cel putin
la Tnceputul si la sfarsitul unei serii de probe) de la media factorului de raspuns
relatixg pentru toate punctele de pe curba de etalonare, in fiecare serie de
probe”.

»Estimare superioard” inseamnd conceptul care presupune utilizarea limitei de
cuantificare pentru contributia fiecarui congener necuantificat.

,Estimare inferioard” Inseamna conceptul care presupune utilizarea valorii zero
pentru contributia fiecarui congener necuantificat.

,Estimare mediand” inseamna conceptul care presupune ca, la calculul contributiei
fiecarui congener necuantificat, sa se utilizeze jumatate din limita de cuantificare.

,Lot” Inseamnd o cantitate identificabild de produse alimentare, livrata odata, pentru
care functionarul stabileste cd au caracteristici comune cum ar fi originea, varietatea,
tipul de ambalaj, ambalatorul, expeditorul sau marcajele. In cazul pestilor si al
produselor pesciresti, marimea pestilor trebuie sa fie, de asemenea, comparabila. in

Daca este cazul, trebuie respectate principiile descrise in ,,Ghidul privind estimarea LDD si LDC pentru
masuratorile in domeniul contaminantilor din produsele alimentare si din hrana pentru animale” [link
catre site].

Limita de cuantificare (LDC) se calculeaza de la punctul corespunzator celei mai scazute concentratii,
tindnd seama de gradul de recuperare a etaloanelor interne si a probei.
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1.12.

1.13.

1.14.

I1.

cazul in care marimea si/sau greutatea pestilor nu sunt comparabile in cadrul unui
transport, acesta poate sa fie totusi luat In considerare ca fiind un lot, Insa trebuie sa i
se aplice o procedura specifica de prelevare de probe.

»Sublot” Tnseamna o parte dintr-un lot mare, definita cu scopul de a aplica metoda de
prelevare a probelor respectivei parti. Fiecare sublot trebuie sa fie separat fizic si
identificabil.

,Probd elementara” inseamna o cantitate de material prelevata dintr-un singur loc din
lot sau sublot.

»Proba agregatd” inseamnd proba rezultatd prin combinarea tuturor probelor
elementare prelevate dintr-un lot sau sublot.

»Proba de laborator” inseamnd o parte/cantitate reprezentativd din proba globala
destinata laboratorului.

ABREVIERI UTILIZATE
BEQ Echivalente bioanalitice

GC Gaz-cromatografie, cromatografie in faza gazoasa

HRMS Spectrometrie de masa de 1nalta rezolutie
LRMS Spectrometrie de masa de joasa rezolutie
MS/MS Spectrometrie de masa in tandem

PCB Bifenil policlorurat

PCB-uri care nu sunt de tipul dioxinelor PCB 28, PCB 52, PCB 101, PCB 138,
PCB 153 si PCB 180

PCDD Dibenzo-p-dioxine policlorurate
PCDF Dibenzofurani policlorurati

QC Controlul calitatii

REP Potenta relativa

TEF Factor de echivalenta toxica

TEQ Echivalente toxice

TCDD 2,3,7,8-tetraclordibenzo-p-dioxina

U Incertitudine de masurare extinsa
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ANEXA 11

METODE DE PRELEVARE A PROBELOR PENTRU CONTROLUL OFICIAL AL

I1.

NIVELURILOR DE DIOXINE (PCDD/PCDF), DE PCB-URI DE TIPUL

DIOXINELOR SI DE PCB-URI CARE NU SUNT DE TIPUL DIOXINELOR DIN

ANUMITE PRODUSE ALIMENTARE

DOMENIUL DE APLICARE

Probele destinate controlului oficial al nivelurilor de dioxine (PCDD/F), de PCB-uri
de tipul dioxinelor si de PCB-uri care nu sunt de tipul dioxinelor din produsele
alimentare se realizeazd in conformitate cu metodele descrise in prezenta anexa.
Probele agregate astfel obtinute se considera reprezentative pentru loturile sau
subloturile din care sunt prelevate. Pe baza nivelurilor determinate in probele de

laborator, se stabileste dacd sunt respectate nivelurile maxime prevazute in
Regulamentul (CE) nr. 1881/2006.

Pentru a asigura respectarea dispozitiilor de la articolul 4 din Regulamentul (CE) nr.
852/2004, la prelevarea de probe pentru controlul nivelurilor de dioxine (PCDD/F),
de PCB-uri de tipul dioxinelor si de PCB-uri care nu sunt de tipul dioxinelor,
operatorii din sectorul alimentar prelevd probele in conformitate cu metodele
descrise in capitolul III din prezenta anexa sau aplica o procedurd de prelevare de
probe echivalentd, despre care s-a demonstrat cd are acelasi nivel de
reprezentativitate ca si procedura de prelevare descrisa in capitolul III din prezenta
anexa.

DISPOZITII GENERALE
Personal

Prelevarea de probe se efectueaza de catre o persoana autorizata, desemnata de statul
membru.

Materialul din care se preleva probe

Se preleva probe separate din fiecare lot sau sublot care trebuie sa fie examinat.
Precautii

In timpul prelevarii si pregatirii probelor, se iau masuri de precautie pentru a se evita
orice modificari care ar putea afecta continutul de dioxine si de PCB-uri, care ar

putea afecta in mod negativ determinarea analiticd sau care ar face ca probele
agregate sa devind nereprezentative.

Probe elementare

Pe cat posibil, probele elementare trebuie sia fie prelevate din locuri diferite
repartizate in fintregul lot sau sublot. Abaterea de la aceastd procedurda se
inregistreaza in procesul-verbal mentionat la punctul I1.8.

Pregatirea probei agregate
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I11.

Proba agregata se obtine prin combinarea probelor elementare. Proba trebuie sa aiba
cel putin 1 kg, cu exceptia cazurilor 1n care acest lucru nu este practic, de exemplu, in
cazul 1n care s-au prelevat probe dintr-un singur pachet sau in cazul in care produsul
are o valoare comerciala foarte mare.

Probe duplicat

Probele duplicat utilizate in scopul controlului, contestarii si arbitrajului se preleva
din proba agregatda omogenizatd, cu exceptia cazului in care aceastd procedura este
contrard reglementarilor statelor membre cu privire la drepturile operatorilor din
sectorul alimentar. Marimea probelor de laborator destinate controlului trebuie sa fie
suficientd pentru a permite cel putin efectuarea de analize duplicat.

Ambalarea si transportul probelor

Fiecare proba se introduce intr-un recipient curat, dintr-un material inert, care ofera
protectie corespunzatoare impotriva contamindrii, a pierderilor de analiti prin
adsorbtie in peretele intern al recipientului si impotriva deteriordrii n timpul
transportului. Se iau toate masurile de precautie necesare pentru a se evita orice
modificare a compozitiei probei care ar putea sa apara in timpul transportului sau al
depozitarii.

Sigilarea si etichetarea probelor

Fiecare proba prelevata pentru utilizare oficiald se sigileaza la locul prelevarii si se
eticheteaza in conformitate cu normele statelor membre.

Pentru fiecare prelevare de probe, se intocmeste un proces-verbal care sd permita
identificarea neechivoca a fiecarui lot si care sd contind data si locul prelevarii,
precum si orice informatii suplimentare care ar putea sa fie de ajutor analistului.

PLANUL DE PRELEVARE A PROBELOR

Metoda de prelevare a probelor aplicatd trebuie sa asigure reprezentativitatea probei
agregate pentru (sub)lotul de controlat.

fmpirtirea loturilor in subloturi

Loturile mari se impart in subloturi, cu conditia ca sublotul sa poatd fi separat fizic.
Pentru produsele comercializate in transporturi vrac mari (de exemplu, uleiurile
vegetale), se aplica valorile din tabelul 1. Pentru alte produse, se aplica valorile din
tabelul 2. Avand 1n vedere faptul cd greutatea unui lot nu este intotdeauna un
multiplu exact al greutatii subloturilor, greutatea sublotului poate depasi greutatea
mentionata cu maximum 20 %.

Tabelul 1

impirtirea loturilor in subloturi pentru produsele comercializate in
transporturi vrac

Greutatea lotului (in tone) Greutatea sau numarul de subloturi

>1 500 500 de tone
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>300si <1500 3 subloturi
> 5051 <300 100 de tone
<50 -

Tabelul 2: impirtirea loturilor in subloturi pentru alte produse

Greutatea lotului (in tone) Greutatea sau numarul de subloturi
> 15 15-30 de tone
<15 -

Numarul de probe elementare

Proba agregata care reuneste toate probele elementare trebuie sa fie de cel putin 1 kg
(a se vedea punctul I1.5).

Numarul minim de probe elementare care sunt prelevate din lot sau din sublot este
cel indicat 1n tabelele 3 si 4.

in cazul produselor lichide in vrac, lotul sau sublotul este amestecat cit mai temeinic
posibil astfel incat sa nu afecteze calitatea produsului, prin mijloace mecanice sau
manuale, imediat nainte de prelevarea probelor. In acest caz, se presupune ci se
realizeaza o repartizare omogena a contaminantilor dintr-un anumit lot sau sublot.
Prin urmare, este suficienta prelevarea a trei probe elementare dintr-un lot sau sublot
pentru a constitui proba agregata.

Probele elementare trebuie sa aiba o greutate similara. Greutatea unei probe
elementare trebuie sa fie de cel putin 100 de grame.

Abaterea de la aceastd procedurd se inregistreaza in procesul-verbal mentionat la
punctul IL.8 din prezenta anexa. In conformitate cu dispozitiile Deciziei 97/747/CE a
Comisiei’, mirimea probei agregate pentru ouile de gdina este de cel putin 12 oud
(pentru loturile 1n vrac si pentru loturile alcatuite din pachete individuale, se aplica
valorile din tabelele 3 si 4).

Tabelul 3: Numéarul minim de probe elementare de prelevat din lot sau sublot

Greutatea sau volumul Numarul minim de probe elementare
lotului/sublotului (in kg sau litri) de prelevat
<50 3
intre 50 s1 500 5
> 500 10

Daca lotul sau sublotul consta in pachete sau unitéti individuale, numarul de pachete
sau de unitati de prelevat pentru a forma o proba agregatd este mentionat in tabelul 4.

Decizia 97/747/CE a Comisiei din 27 octombrie 1997 de stabilire a nivelurilor si frecventelor prelevarii
de probe prevazute de Directiva 96/23/CE a Consiliului pentru monitorizarea anumitor substante si a
reziduurilor acestora existente in anumite produse de origine animald (JO L 303, 6.11.1997, p. 12).
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Tabelul 4: Numarul de pachete sau de unititi (probe elementare) de prelevat
pentru a constitui proba agregata in cazul in care lotul sau sublotul este format

din pachete sau unitati individuale

Numairul de pachete sau de unitati
din lot/sublot

Numarul de pachete sau de unitati de
prelevat

intre 1 si1 25

cel putin 1 pachet sau 1 unitate

intre 26 si 100

aproximativ 5 %, cel putin 2 pachete sau
unitati

> 100

aproximativ 5 %, maximum 10 pachete
sau unitati

Dispozitii specifice pentru prelevarea de probe din loturi care contin pesti

intregi cu marimi si greutiti comparabile

Se considera cad pestii au marimi si greutdti comparabile atunci cand diferenta de
marime si greutate nu depdseste aproximativ 50 %.

Numarul de probe elementare de prelevat din lot este mentionat in tabelul 3. Proba
agregata care reuneste toate probele elementare trebuie sa fie de cel putin 1 kg (a se

vedea punctul IL.5).

Atunci cand lotul din care se preleva probe contine pesti mici (pesti individuali
care cantaresc mai putin de aproximativ 1 kg), acestia se preleva intregi ca
probe elementare pentru a constitui proba agregatd. Atunci cand proba agregata
care rezultd cantareste mai mult de 3 kg, probele elementare pot fi constituite
din partea de mijloc, cantarind fiecare cel putin 100 de grame, a pestilor care
formeaza proba agregatd. Pentru omogenizarea probei, se utilizeaza intreaga
parte cdreia 1i este aplicabil nivelul maxim.

Partea din mijloc a pestelui este cea unde se afld centrul de greutate. Acesta
este localizat, in cele mai multe cazuri, la nivelul aripioarei dorsale (in cazul in
care pestele are aripioard dorsald) sau la mijlocul distantei dintre branhii si
anus.

Atunci cand lotul din care se prelevd probe contine pesti mai mari (fiecare
cantarind mai mult de aproximativ 1 kg), proba elementara este reprezentatd de
partea din mijloc a pestelui. Fiecare proba elementara cantareste cel putin 100
de grame.

In cazul pestilor de marime intermediara (aproximativ 1-6 kg), proba
elementara consta intr-o bucata prelevatad in sectiune transversald intre coloana
vertebrala si abdomen, din partea din mijloc a pestelui.

In cazul pestilor foarte mari (de exemplu, mai mari de aproximativ 6 kg), proba
elementard este prelevatd din masa musculard dorso-laterala de pe partea
dreaptd (vedere frontald), din partea de mijloc a pestelui. Atunci cand
prelevarea unei bucéti din partea de mijloc a pestelui ar insemna un prejudiciu
economic semnificativ, se poate considera suficientd prelevarea a trei probe
elementare cantarind fiecare cel putin 350 g, indiferent de marimea lotului sau,
ca alternativa, se poate preleva cate o parte egald din masa musculara din
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IV.

apropierea cozii si din cea din apropierea capului unui peste pentru a se forma
proba elementara reprezentativa pentru nivelul de dioxine din pestele intreg.

Prelevarea de probe din loturile de peste care contin pesti intregi de marimi
si/sau greutati diferite

— In ceea ce priveste constituirea probei, se aplica dispozitiile de la punctul II1.3.

— Atunci cand predomind o clasd/categorie de marime sau de greutate
(aproximativ 80 % sau mai mult din lot), proba se preleva de la pestii de
marimea sau greutatea predominantd. Aceastd probd se considera
reprezentativa pentru intregul lot.

—  Atunci cand nu predomind o anumitd clasd/categorie de marime sau de
greutate, trebuie sa se asigure faptul ca pestii selectati Tn vederea prelevarii de
probe sunt reprezentativi pentru lot. Instructiuni specifice pentru astfel de
cazuri sunt puse la dispozitie in documentul ,,Ghid de prelevare de probe din
pesti intregi de marime si/sau greutate diferita”®.

Prelevarea probelor in etapa de vinzare cu amanuntul

Prelevarea probelor din produsele alimentare in etapa de vanzare cu amdnuntul se
face, in masura posibilului, in conformitate cu dispozitiile privind prelevarea
probelor stabilite la punctul II1.2.

Daca nu este posibil, se poate utiliza o metoda alternativa de prelevare a probelor in
etapa de vanzare cu amanuntul, cu conditia sd se asigure o reprezentativitate
suficientd a lotului sau sublotului din care se preleva probele.

CONFORMITATEA LOTULUI CU SPECIFICATIILE
N CEEA CE PRIVESTE PCB-URILE CARE NU SUNT DE TIPUL DIOXINELOR

Lotul este considerat conform daca rezultatul analitic pentru suma PCB-urilor care

nu sunt de tipul dioxinelor nu depaseste nivelul maxim corespunzator, specificat in

Regulamentul (CE) nr. 1881/2006, tinand seama de incertitudinea de masurare
- 57

extinsa .

Lotul este considerat neconform cu nivelul maxim specificat in Regulamentul (CE)
nr. 1881/2006 in cazul in care media a doud limite superioare ale rezultatelor
analitice obtinute printr-o analizi duplicat® depaseste dincolo de orice indoiald
rezonabild nivelul maxim, tindnd seama de incertitudinea de masurare extinsa.

https://ec.europa.eu/food/sites/food/files/safety/docs/cs_contaminants catalogue dioxins_guidance-
sampling_exemples-dec2006_en.pdf

Daca este cazul, trebuie respectate principiile descrise in ,,Ghidul privind incertitudinea de masurare
pentru laboratoarele care efectueaza analize de PCDD/F si PCB utilizand spectrometria de masa prin
metoda de dilutie a izotopilor ™ [link catre site].

Analiza duplicat este necesara daca rezultatul primei determinari nu este conform. Analiza duplicat este
necesara pentru a exclude posibilitatea contaminarii incrucisate interne sau a incurcarii accidentale a

probelor. In cazul in care analiza este efectuatd in cursul unui episod de contaminare, se poate omite

confirmarea prin analizd duplicat in cazul in care probele selectionate pentru analizd sunt asociate, prin
trasabilitate, cu episodul de contaminare, iar nivelul constatat depéseste semnificativ nivelul maxim.
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Incertitudinea de masurare extinsa se calculeaza utilizandu-se un coeficient de
acoperire cu valoarea 2, care confera un nivel de incredere de aproximativ 95 %. Un
lot este considerat neconform daca media valorilor masurate minus incertitudinea
extinsd a mediei depaseste nivelul maxim stabilit.

Normele mentionate mai sus in cadrul acestui punct se aplica pentru rezultatul
analitic obtinut pe proba pentru controlul oficial. In cazul analizei realizate in scopuri
de contestatie sau de arbitraj, se aplicd normele nationale.

iN CEEA CE PRIVESTE DIOXINELE (PCDD/F-URI) $I PCB-URILE DE TIPUL
DIOXINELOR

Lotul este considerat conform daca rezultatul unei singure analize:

— efectuate printr-o metoda de screening cu o ratd de rezultate fals conforme sub
5 % aratd ca nivelul nu depdseste nivelul maxim respectiv de PCDD/F-uri si
suma dintre PCDD/F-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor, astfel cum sunt
prevazute in Regulamentul (CE) nr. 1881/2006;

— efectuate printr-o metoda de confirmare nu depaseste nivelul maxim respectiv
de PCDD/F-uri si suma dintre PCDD/F-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor,
astfel cum sunt prevazute in Regulamentul (CE) nr. 1881/2006, tindnd seama
de incertitudinea de masurare extinsa’.

Pentru testele de screening, se stabileste o valoare de prag aplicabila in decizia
asupra conformitatii cu nivelurile maxime respective stabilite fie pentru PCDD/F-uri,
fie pentru suma dintre PCDD/F-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor.

Lotul este considerat neconform cu nivelul maxim specificat in Regulamentul (CE)
nr. 1881/2006 in cazul in care media a doud limite superioare ale rezultatelor
analitice (analiza duplicat'®) obtinute utilizdnd o metodd de confirmare depaseste
dincolo de orice indoiald rezonabild nivelul maxim, tindnd seama de incertitudinea
de masurare extinsa.

Incertitudinea de masurare extinsa se calculeaza utilizandu-se un coeficient de
acoperire cu valoarea 2, care confera un nivel de incredere de aproximativ 95 %. Un
lot este considerat neconform daca media valorilor masurate minus incertitudinea
extinsd a mediei depdseste nivelul maxim stabilit.

Suma incertitudinilor extinse estimate ale rezultatelor analitice separate pentru
PCDD/F-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor trebuie utilizatd pentru incertitudinea
extinsa estimata a sumei dintre PCDD/F-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor.

A se vedea nota de subsol 12.

Analiza duplicat este necesara dacd rezultatul primei determinari realizate aplicand metodele de
confirmare, cu utilizarea etalonului intern marcat cu C pentru analitii relevanti, nu este conform.
Analiza duplicat este necesara pentru a exclude posibilitatea contamindrii incrucisate interne sau a
incurcarii accidentale a probelor. In cazul in care analiza este efectuati in cursul unui episod de
contaminare, se poate omite confirmarea prin analizd duplicat in cazul in care probele selectionate

pentru analizd sunt asociate, prin trasabilitate, cu episodul de contaminare, iar nivelul constatat

depaseste semnificativ nivelul maxim.
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Normele mentionate mai sus in cadrul acestui punct se aplicd pentru rezultatul
analitic obtinut pe proba pentru controlul oficial. In cazul analizei realizate in scopuri
de contestatie sau de arbitraj, se aplicd normele nationale.

DEPASIREA NIVELURILOR DE ACTIUNE

Nivelurile de actiune servesc ca instrument pentru selectarea probelor in cazurile in
care este necesar sd se identifice o sursd de contaminare si sd se ia masuri pentru
reducerea sau eliminarea acesteia. Metodele de screening stabilesc valorile-limita
corespunzatoare pentru selectarea acelor probe. Atunci cand sunt necesare eforturi
semnificative pentru a identifica o sursa si a reduce sau elimina contaminarea, ar
putea fi indicat ca depdsirea nivelului de actiune sd fie confirmatd printr-o analiza
duplicat utilizind o metodd de confirmare si tinand seama de incertitudinea de
miésurare extinsa' .

11

Explicatiile si cerintele privind analiza duplicat in vederea verificarii nivelurilor de actiune sunt identice
cu cele de la nota de subsol nr. 10 privind nivelurile maxime.
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ANEXA 111

PREGATIREA PROBELOR SI CERINTE PRIVIND METODELE DE ANALIZA
UTILIZATE IN CADRUL CONTROLULUI NIVELURILOR DE DIOXINE (PCDD/F-
URID) SI DE PCB-URI DE TIPUL DIOXINELOR DIN ANUMITE PRODUSE
ALIMENTARE

1. DOMENIUL DE APLICARE

Cerintele stabilite In prezenta anexa se aplica atunci cand produsele alimentare sunt
analizate 1n cadrul controlului oficial al nivelurilor de dibenzo-p-dioxine
policlorurate si de dibenzofurani policlorurati 2,3,7,8-substituiti (PCDD/F-uri) si
bifenili policlorurati (PCB-uri) de tipul dioxinelor, precum si in ceea ce priveste
pregatirea probelor si cerintele analitice in alte scopuri de reglementare, inclusiv in
scopul controalelor efectuate de operatorul din sectorul alimentar pentru a asigura
respectarea dispozitiilor de la articolul 4 din Regulamentul (CE) nr. 852/2004.

Monitorizarea prezentei PCDD/F-urilor si a PCB-urilor de tipul dioxinelor in
produsele alimentare poate fi efectuata cu doua tipuri diferite de metode de analiza:

(a) Metode de screening

Obiectivul metodelor de screening este selectarea acelor probe in care
nivelurile de PCDD/F-uri si de PCB-uri de tipul dioxinelor depasesc nivelurile
maxime sau nivelurile de actiune. Aceste metode de screening au o capacitate
mare de tratare a probelor, eficienta din punctul de vedere al costurilor, sporind
astfel sansa de a descoperi noi circumstante in care un grad mare de expunere
poate sa duca la riscuri de sdnatate pentru consumatori. Aplicarea lor urmareste
evitarea rezultatelor fals conforme. Ele pot sd cuprindd metode bioanalitice si
metode GC-MS.

Metodele de screening compara rezultatul analitic cu o valoare de prag,
determinind o decizie de tip da/nu cu privire la eventuala depasire a nivelului
maxim sau a nivelului de actiune. Concentratia de PCDD/F-uri si suma dintre
PCDD/F-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor din probele suspecte de
neconformitate cu nivelul maxim trebuie determinate sau confirmate printr-o
metoda de confirmare.

In plus, metodele de screening pot si dea o indicatie despre nivelurile de
PCDD/F-uri si de PCB-uri de tipul dioxinelor prezente in proba. In cazul
aplicdrii unor metode de screening bioanalitice, rezultatul este exprimat ca
echivalente bioanalitice (BEQ), in timp ce in cazul aplicarii metodelor fizico-
chimice GC-MS, acesta este exprimat ca echivalente toxice (TEQ). Rezultatele
exprimate numeric ale metodelor de screening sunt utile pentru a dovedi
conformitatea sau suspiciunea de neconformitate sau depasirea nivelurilor de
actiune si ofera o indicatie a intervalului 1n care se situeaza concentratiile n
vederea monitorizarii prin metode de confirmare. Acestea nu sunt adecvate
pentru scopuri precum evaluarea nivelurilor de fond, aprecierea gradului de
expunere, urmarirea tendintelor pe care le urmeaza concentratiile in timp sau
reevaluarea nivelurilor maxime si a celor de actiune.
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(b)

Metode de confirmare

Metodele de confirmare permit identificarea si cuantificarea fard echivoc a
PCDD/F-urilor si PCB-urilor de tipul dioxinelor prezente intr-o proba si ofera
informatii depline pentru fiecare congener. Prin urmare, aceste metode permit
controlarea nivelurilor maxime si a nivelurilor de actiune, inclusiv confirmarea
rezultatelor obtinute prin metodele de screening. In plus, rezultatele pot fi
folosite si pentru alte scopuri, precum determinarea nivelurilor de fond mici 1n
cadrul monitorizarii produselor alimentare, monitorizarea tendintelor in timp,
evaluarea expunerii populatiei si crearea unei baze de date pentru eventuala
reevaluare a nivelurilor de actiune si a nivelurilor maxime. Ele sunt, de
asemenea, importante pentru stabilirea recurentei aparitiei anumitor congeneri
in scopul de a identifica sursa unei posibile contamindri. Astfel de metode
utilizeazd GC-HRMS. Pentru confirmarea conformitatii sau a neconformitatii
cu nivelurile maxime, poate fi folosita si GC-MS/MS.

CONTEXT

Pentru calcularea concentratiilor de TEQ, concentratiile substantelor individuale

dintr-o proba data se inmultesc cu TEF corespunzatoare, astfel cum sunt stabilite de
catre Organizatia Mondiald a Sanatatii si enumerate in apendicele la prezenta anexa,
si apoi acestea se insumeaza pentru a obtine concentratia totald de compusi de tipul
dioxinelor exprimata ca TEQ-uri.

Metodele de screening si de confirmare pot fi aplicate pentru controlul unei anumite
matrice numai dacd metodele sunt suficient de sensibile pentru a detecta in mod

fiabil niveluri in zona nivelului de actiune sau maxim.

CERINTE DE ASIGURARE A CALITATII

Trebuie luate masuri pentru a se evita contaminarea incrucisata in fiecare etapa
a procedurii de prelevare de probe si de analizare.

Probele trebuie depozitate si transportate in recipiente de sticld, aluminiu,
polipropilena sau polietilend, corespunzatoare pentru depozitare, fara nicio
influenta asupra nivelurilor de PCDD/F-uri si de PCB-uri de tipul dioxinelor
din probe. Urmele de praf de hartie trebuie indepartate de pe recipientul cu
probe.

Depozitarea si transportul probelor trebuie efectuate astfel incat sa se pastreze
integritatea probei de produs alimentar.

In masura in care este relevant, fiecare proba de laborator se macini fin si se
amesteca temeinic printr-un procedeu dovedit cd realizeazd o omogenizare
completa (de exemplu, proba este macinata fin astfel incat sa treacd printr-o
sitd cu ochiuri de 1 mm); probele trebuie uscate inainte de macinare, in cazul in
care continutul de umiditate este prea mare.

Controlul reactivilor, al sticlariei si al echipamentului in vederea detectarii unei
posibile influente a rezultatelor bazate pe TEQ sau BEQ sunt de importanta
generala.
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Se efectueaza o analizd martor parcurgand intreaga procedurd analitica, insa
fara proba.

Pentru metodele bioanalitice, este de mare importantd ca toata sticlaria si toti
solventii utilizati In cadrul analizei sd fie testati, pentru a nu contine compusi
care interfereaza cu detectarea compusilor-tintd in intervalul de lucru. Sticlaria
se clateste cu solventi sau/si se incalzeste la temperaturi adecvate pentru a
elimina urmele de PCDD/F-uri, de compusi de tipul dioxinelor si de compusi
interferenti de pe suprafata acesteia.

Cantitatea de proba utilizata pentru extractie trebuie sa fie suficientd pentru a
indeplini cerintele referitoare la un interval de lucru intr-o gama de concentratii
suficient de mici si care include concentratiile la nivelurile maxime sau de
actiune.

Procedurile specifice de pregétire a probelor utilizate pentru produsele avute n
vedere urmeaza orientdri recunoscute la nivel international.

In cazul pestilor, pielea trebuie indepartatd, deoarece nivelul maxim se aplica
muschiului fara piele. Cu toate acestea, este necesar ca Intreg restul de tesut
muscular si adipos de pe partea interna a pielii sa fie indepartat de piele cu grija
si in intregime si adaugat la proba de analizat.

CERINTE PENTRU LABORATOARE

In conformitate cu dispozitiile Regulamentului (CE) nr. 882/2004,
laboratoarele sunt acreditate de un organism recunoscut care functioneaza in
conformitate cu Ghidul ISO 58, pentru a se asigura aplicarea de catre acestea a
procedurilor de asigurare a calitatii analizelor. Laboratoarele sunt acreditate
conform standardului EN ISO/IEC 17025. Daca este cazul, trebuie respectate
principiile descrise in Orientdrile tehnice pentru estimarea incertitudinii de
mésurgre si a limitelor de cuantificare pentru analiza PCDD/F-urilor si a PCB-
urilor “.

Competenta laboratoarelor se demonstreaza prin participarea continud si cu
succes la studiile interlaboratoare pentru determinarea PCDD/F-urilor si a
PCB-urilor de tipul dioxinelor in matricele de produse alimentare si in
intervalele de concentratii relevante.

Laboratoarele care aplica metode de screening pentru controlul de rutina al
probelor stabilesc o cooperare strdnsa cu laboratoarele care aplicd metoda de
confirmare, atat pentru controlul calitatii, cat si pentru confirmarea rezultatului
analitic al probelor suspecte.

CERINTE DE BAZA PRIVIND PROCEDURILE ANALITICE
REFERITOARE LA DIOXINE (PCDD/F-URI) SI PCB-URI DE TIPUL
DIOXINELOR

,»,Ghid privind incertitudinea de masurare pentru laboratoarele care efectueaza analize de PCDD/F si
PCB utilizand spectrometria de masa prin metoda de dilutie a izotopilor” [link catre site], ,,Ghid privind
estimarea LDD si LDC pentru masuratorile in domeniul contaminantilor din produsele alimentare si din
hrana pentru animale” [link catre site].
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5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

Interval de lucru si limite de cuantificare in gama de niveluri mici

Pentru PCDD/F-uri, cantitatile detectabile trebuie sd fie Tn gama superioarad a
femtogramelor (10°"° g) din cauza toxicititii extreme a unora dintre acesti
compusi. Pentru majoritatea congenerilor PCB, limita de cuantificare de
ordinul nanogramelor (10 g) este deja suficientd. Totusi, pentru misurarea
congenerilor PCB-urilor de tipul dioxinelor mai toxici (in special a
congenerilor non-orto substituiti), zona inferioara a intervalului de lucru trebuie
si ajungd in gama inferioara a picogramelor (1072 g).

Selectivitate (specificitate) mare

Este necesar sa se facd o distinctie intre PCDD/F-uri si PCB-uri de tipul
dioxinelor si o multitudine de alti compusi coextrasi care pot sa interfereze si
care sunt prezenti in concentratii cu pana la cateva ordine de marime mai mari
decit cele ale analitilor de interes. Pentru metodele bazate pe gaz-
cromatografie/spectrometrie de masa (GC-MS), este necesarda o diferentiere
intre diversii congeneri, respectiv intre cei toxici (de exemplu, cele
saptesprezece PCDD/F-uri 2,3,7,8-substituite si cele doudsprezece PCB-uri de
tipul dioxinelor) si alti congeneri.

Metodele bioanalitice sunt capabile sd detecteze compusii-tintd ca suma de
PCDD/F-uri si/sau de PCB-uri de tipul dioxinelor. Curdtarea probelor are drept
scop eliminarea compusilor care duc la rezultate fals neconforme sau a
compusilor care pot atenua raspunsul, ducand la rezultate fals conforme.

Acuratete mare (fidelitate si precizie, recuperare aparenta a testului biologic)

Pentru metodele GC-MS, determinarea ofera o estimare valabild a concentratiei
reale dintr-o proba. Acuratetea mare (acuratetea masurdtorii: concordanta cét
mai bunad intre rezultatul unei masuratori si valoarea reala sau alocata a marimii
masurabile) este necesard pentru a evita respingerea rezultatului analizei unei
probe in temeiul fiabilitatii slabe a nivelului TEQ determinat. Acuratetea se
exprimd prin fidelitate (diferenta dintre valoarea medie masuratd pentru un
analit pe un material certificat si valoarea sa certificatd, exprimatd ca procent
din aceasta valoare) si precizie (deviatia standard relativd RSDy calculatd pe
baza rezultatelor generate in conditii de reproductibilitate).

Pentru metodele bioanalitice, se determind recuperarea aparentd a testului
biologic.

Validarea in intervalul nivelului maxim si masuri generale de control al calitatii

In timpul procedurii de validare si/sau in timpul analizei de rutina,
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.

Ca masuri interne de control al calitatii, se efectueazad periodic controale
martor, experimente cu imbogatire sau analize ale unor probe de control
(preferabil, daca este posibil, cu material de referinta certificat). Se
inregistreaza si se verificd grafice de control al calitatii (QC) pentru controalele
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martor, experimentele cu imbogatire sau analizele unor probe de control,
pentru a se garanta ca performanta analitica este conforma cerintelor.

5.5. Limita de cuantificare

Pentru o metoda bioanaliticd de screening, stabilirea LDC nu este o cerinta
indispensabild, insd metoda trebuie sd demonstreze cd poate face distinctie
intre valoarea-martor si valoarea de prag. Atunci cand se furnizeaza un nivel
BEQ, se stabileste un nivel de raportare pentru a se lua decizii legate de
probele care prezintd un raspuns sub acest nivel. Trebuie sd se dovedeasca
faptul ca nivelul de raportare este diferit fatd de probele martor din cadrul
procedurii cu un factor de minimum trei, cu un raspuns inferior intervalului de
lucru. Prin urmare, se calculeaza pornind de la probe care contin compusii-tinta
in concentratii din jurul nivelului minim prevézut si nu de la un raport S/Z sau
de la un test martor.

Limita de cuantificare (LDC) pentru o metodd de confirmare este aproximativ
o cincime din nivelul maxim.

5.6. Criterii analitice

Pentru ca metodele de confirmare sau de screening sa ofere rezultate fiabile, in
intervalul nivelului maxim trebuie sa fie respectate urmatoarele criterii pentru
valoarea TEQ, respectiv BEQ, indiferent daca aceasta este determinata ca TEQ
total sau ca BEQ total (ca sumda de PCDD/F-uri si de PCB-uri de tipul
dioxinelor) sau separat pentru PCDD/F-uri si pentru PCB-uri de tipul
dioxinelor.

Screening cu metode
bioanalitice sau fizico- Metode de confirmare
chimice

Ratd a rezultatelor fals <5%

conforme*
Fidelitate intre -20 % s1 20 %
Repetabilitate (RSD;) <20 %
Precizie intermediara (RSDg) <25% <15%

* cu privire la nivelurile maxime

5.7. Cerinte specifice pentru metodele de screening

Atat GC-MS, cat si metodele bioanalitice pot fi folosite pentru screening.
Pentru metodele GC-MS, trebuie utilizate cerintele prevazute la punctul 6.
Pentru metodele bioanalitice bazate pe celule, sunt prevazute cerinte specifice
la punctul 7.

Laboratoarele care aplica metode de screening pentru controlul de rutina al

probelor stabilesc o cooperare strinsad cu laboratoarele care aplicd metoda de
confirmare.
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Performanta metodei de screening trebuie verificatd in timpul analizei de
rutind, printr-un control al calitatii analizelor si printr-o validare continua a
metodei. Trebuie sd existe un program continuu pentru controlul rezultatelor
conforme.

Verificarea posibilei suprimdri a raspunsului celular si a citotoxicitatii

20 % din extractele de probe se masoard in screeningul de rutind cu si fara
TCDD care se adaugd in functie de nivelul maxim sau de actiune, pentru a
verifica dacd raspunsul este, eventual, suprimat de catre substantele interferente
prezente in extractul de proba. Concentratia mdsurata a probei imbogatite se
compara cu suma dintre concentratia extractului netlmbogétit si concentratia cu
imbogatire. Daca aceastd concentratie masuratd este mai mica cu mai mult de
25 % fata de concentratia (suma) calculatd, aceasta indicd posibilitatea
elimindrii semnalului, iar proba respectivd trebuie supusd analizei de
confirmare. Rezultatele sunt monitorizate prin grafice de control al calitatii.

Controlul calitatii probelor conforme

Aproximativ 2-10 % din probele conforme, in functie de matricea probei si de
experienta laboratorului, se supun analizei de confirmare.

Determinarea ratelor de rezultate fals conforme pornind de la datele QC

Se determina rata rezultatelor fals conforme care rezultd din screeningul
probelor sub si peste nivelul maxim sau de actiune. Ratele reale de rezultate
fals conforme trebuie sa fie sub 5 %.

Atunci cand, In urma controlului de calitate al probelor conforme, sunt
disponibile cel putin 20 de rezultate confirmate per matrice/grup de matrice,
concluziile privind rata de rezultate fals conforme trebuie sa fie desprinse din
aceastd bazad de date. Rezultatele probelor analizate prin intermediul testarilor
interlaboratoare sau in timpul incidentelor de contaminare, care acopera un
interval de concentratii de pana la, de exemplu, 2x nivelul maxim (NM), pot fi,
de asemenea, incluse in cele cel putin 20 de rezultate pentru evaluarea ratei de
rezultate fals conforme. Probele acoperd cele mai frecvente modele de
congeneri, reprezentand diverse surse.

Desi testele de screening urmaresc Tn mod preferential sa detecteze probele
care depdsesc nivelul de actiune, criteriul de determinare a ratelor de rezultate
fals conforme este nivelul maxim, tindnd seama de incertitudinea de masurare
extinsd a metodei de confirmare.

Probele potential neconforme care rezultd in urma screeningului trebuie sa fie
intotdeauna verificate printr-o noud analizd completa a probei originale printr-o
metoda de confirmare. Aceste probe pot fi, de asemenea, folosite pentru a
evalua rata rezultatelor fals neconforme. Pentru metodele de screening, rata
,rezultatelor fals neconforme™ este procentul rezultatelor confirmate ca fiind
conforme 1n urma analizei de confirmare, in timp ce, in screeningul anterior, s-
a declarat cd proba este suspectati de a fi neconforma. In schimb, evaluarea
caracterului avantajos al metodei de screening se bazeazd pe compararea
probelor fals neconforme cu numarul total de probe verificate. Aceastd rata
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6.1.

6.2.

trebuie sa fie suficient de mica pentru a face ca utilizarea unui instrument de
screening sd fie avantajoasa.

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

— De asemenea, pentru metodele bioanalitice aplicate in conditii de repetabilitate,
valoarea RSD; intralaborator ar fi, de reguld, mai mica decat RSDg
(reproductibilitate).

CERINTE SPECIFICE PRIVIND METODELE GC-MS CARE TREBUIE
RESPECTATE IN SCOP DE SCREENING SAU DE CONFIRMARE

Diferente acceptabile intre estimarea superioara si estimarea inferioard a nivelurilor
OMS-TEQ

—  Diferenta dintre nivelurile de la limita superioara si cele de la limita inferioara
nu trebuie s@ fie mai mare de 20 % pentru confirmarea unei depasiri a nivelului
maxim sau, in caz de nevoie, a nivelurilor de actiune.

Controlul recuperarilor

— Pentru a se valida procedura analiticd, la inceputul efectudrii analizei, de
exemplu, Tnaintea fazei de extractie, trebuie sd se adauge etaloane interne de
PCDD/F-uri substituite cu clor la pozitiile 2,3,7,8 si marcate cu °C, precum si
ctaloane interne de PCB-uri de tipul dioxinelor marcate cu "C. Trebuie
adaugat cel putin un congener pentru fiecare din grupele omoloage tetra- pana
la octo-clorurate de PCDD/F-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 finregistrare a ionului selectionat prin
spectrometrie de masa, utilizat pentru monitorizarea PCDD/F-urilor si a PCB-
urilor de tipul dioxinelor). In cazul metodelor de confirmare, trebuie si fie
utilizate toate cele 17 etaloane interne de PCDD/F-uri substituite la pozitiile
2,3,7,8 si marcate cu 13C, precum si toate cele 12 etaloane interne de PCB-uri
de tipul dioxinelor marcate cu °C.

— De asemenea, se determina factorii de raspuns relativ pentru acei congeneri
o . 1 1o A ..
pentru care nu se adaugi niciun analog marcat cu "°C, utilizandu-se solutii de
calibrare corespunzatoare.

— Pentru produsele alimentare de origine vegetala si cele de origine animala care
contin mai putin de 10 % grasime, este obligatorie addugarea etaloanelor
interne inainte de extractie. Pentru produsele alimentare de origine animala
care contin mai mult de 10 % grasime, etaloanele interne se pot adauga fie
inainte, fie dupa extractia grasimii. Se procedeaza la o validare corespunzétoare
a eficacitdtii extractiei, In functie de etapa in care se introduc etaloanele interne
si de modul in care sunt prezentate rezultatele (pe baza de produs sau de
grasimi).

- Inaintea analizei GC-MS, trebuie si se adauge unul sau doud etaloane de
recuperare (surogat).
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6.3.

6.4.

6.5.

— Este necesar controlul recuperarii. Pentru metodele de confirmare, recuperarile

de etaloane interne individuale trebuie sa se situeze in intervalul 60-120 %.
Sunt acceptabile recuperari inferioare sau superioare pentru congeneri
individuali, in special pentru unele dibenzo-p-dioxine si unii dibenzofurani
hepta- si octo-clorurati, atdta timp cat contributia acestora la valoarea TEQ nu
depaseste 10 % din valoarea TEQ totald (bazata pe suma dintre PCDD/F-uri si
PCB-uri de tipul dioxinelor). Pentru metodele de screening GC-MS,
recuperarea trebuie sa se situeze in intervalul 30-140 %.

Eliminarea substantelor interferente

— Separarea PCDD/F-urilor de compusii clorurati interferenti, cum sunt PCB-

urile care nu sunt de tipul dioxinelor si bifenileterii clorurati, se realizeaza prin
tehnici cromatografice adecvate (de preferintd pe coloana de florisil, alumina
si/sau carbune).

— Separarea izomerilor prin gaz-cromatografie trebuie sd fie suficienta (< 25 %

de la pic la pic intre 1,2,3,4,7,8-HxCDF si 1,2,3,6,7,8-HxCDF).

Calibrarea cu curba standard

— Intervalul curbei de calibrare trebuie sa acopere intervalul relevant de niveluri

maxime sau de actiune.

Cerinte specifice pentru metodele de confirmare

- Pentru GC-HRMS:

In HRMS, rezolutia caracteristica trebuie sa fie mai mare sau egala cu 10 000
pentru toatd plaja maselor, cu o concavitate de 10 %.

Indeplinirea altor cerinte in materie de identificare si confirmare, astfel cum
sunt descrise in standardele international recunoscute, de exemplu, in
standardul EN 16215:2012 (Hrana pentru animale — Determinarea dioxinelor si
a PCB-urilor de tipul dioxinelor prin GC-HRMS si a PCB-urilor indicatori prin
GC-HRMS) si/sau 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 si nemarcati in
domeniul de aplicare al analizei.

Toleranta maxima admisa a intensitatii relative de +15 % pentru anumiti ioni
de tranzitie selectionati produsi in comparatie cu valorile calculate sau
masurate (media din standardele de calibrare), aplicind conditii MS/MS
identice, 1n special energia coliziunii si presiunea gazului de coliziune, pentru
fiecare tranzitie a unui analit.

Rezolutia pentru fiecare cuadrupol trebuie sd fie setata ca egald sau mai mare
decat rezolutia unitdtii de masd (rezolutia unitdtii de masa: o rezolutie
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7.1.1.

suficientd pentru a separa douad picuri la distantd de o unitate de masa), pentru a
se minimiza interferentele posibile cu analitii de interes.

Indeplinirea altor cerinte astfel cum sunt descrise in standardele international
recunoscute, de exemplu, 1n standardul EN 16215:2012 (Hrana pentru animale
— Determinarea dioxinelor si a PCB-urilor de tipul dioxinelor prin GC-HRMS
si a PCB-urilor indicatori prin GC-HRMS) si/sau in metodele EPA 1613 si
1668 revizuite, cu exceptia obligatiei de a utiliza GC-HRMS.

CERINTE SPECIFICE PENTRU METODELE BIOANALITICE

Metodele bioanalitice sunt metode bazate pe utilizarea de principii biologice precum
bioanalizele celulare, testele bazate pe receptori sau imunoanalizele. Prezentul punct
stabileste cerinte pentru metodele bioanalitice in general.

O metodd de screening, In principiu, clasificdi o probd ca fiind conforma sau
suspectatd a fi neconforma. In acest scop, nivelul BEQ calculat este comparat cu
valoarea de prag (a se vedea punctul 7.3). Probele sub valoarea de prag sunt declarate
conforme, iar probele egale sau peste valoarea de prag sunt declarate ca fiind
suspectate a fi neconforme, necesitand analizarea printr-o metoda de confirmare. In
practica, un nivel BEQ corespunzand la doua treimi din nivelul maxim poate servi
drept valoare de prag cu conditia sd se asigure o rata de rezultate fals conforme sub
5% si o ratd acceptabild pentru rezultatele fals neconforme. Cu niveluri maxime
diferite pentru PCDD/F-uri si pentru suma dintre PCDD/F-uri si PCB-uri de tipul
dioxinelor, verificarea conformitatii probelor fara fractionare necesita valori de prag
corespunzatoare ale testelor biologice pentru PCDD/F-uri. Pentru verificarea
probelor care depdsesc nivelurile de actiune, ar conveni ca valoare de prag un
procentaj corespunzator al nivelului de actiune respectiv.

In cazul in care nivelul indicativ este exprimat in BEQ, rezultatele pentru proba
trebuie sa fie furnizate in intervalul de lucru si sa depaseasca limita de raportare (a se
vedea punctele 7.1.1 si 7.1.6).

Evaluarea raspunsului la test
Cerinte generale

—  Atunci cand se calculeaza concentratiile pornind de la o curba de calibrare a
TCDD, valorile la extremitatea superioard a curbei vor prezenta o variatie
importantd [coeficient de variatie ridicat (CV)]. Intervalul de lucru este aria in
care acest CV este mai mic de 15 %. Extremitatea inferioara a intervalului de
lucru (limita de raportare) trebuie sd fie fixatd semnificativ (cel putin cu un
factor de trei) peste probele martor din cadrul procedurii. Extremitatea
superioard a intervalului de lucru este, de obicei, reprezentatd de valoarea EC7g
(70 % din concentratia maxima efectiva), dar mai scdzuta daca CV este mai
mare de 15 % in acest interval. Intervalul de lucru este stabilit in timpul
validarii. Valorile de prag (a se vedea punctul 7.3) trebuie sd se situeze in
intervalul de lucru.

— Solutiile etalon si extractele de probe trebuie sa fie testate in triplicat sau cel
putin in duplicat. Atunci cand se utilizeaza duplicate, o solutie etalon sau un
extract de control testat(d) in patru pana la sase godeuri repartizate pe placa
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7.1.2.

produce un raspuns sau o concentratie (posibila doar in intervalul de lucru) pe
baza unui CV < 15 %.

Calibrarea

7.1.2.1. Calibrarea cu curba standard

—  Nivelurile din probe pot fi estimate prin compararea raspunsului la test cu o
curba de calibrare a TCDD (sau a PCB 126 sau a unui amestec etalon de
PCDD/F-uri/PCB-uri de tipul dioxinelor) pentru a se calcula nivelul BEQ din
extract si, prin urmare, din proba.

- Curbele de calibrare contin intre opt si 12 concentratii (cel putin in duplicat),
cu un numar suficient de concentratii in partea inferioara a curbei (intervalul de
lucru). Se acordd o atentie speciala calitatii ajustarii curbei in intervalul de
lucru. Valoarea R* ca atare are valoare redusa sau nicio valoare in estimarea
calitatii ajustdrii in regresia nelineard. Se ajunge la o ajustare mai buna prin
reducerea la minimum a diferentei dintre nivelurile calculate si cele observate
in intervalul de lucru al curbei (de exemplu, prin reducerea la minimum a
sumei patratelor reziduurilor).

— Nivelul estimat in extractul de proba este corectat ulterior cu nivelul BEQ
calculat pentru o proba martor de matrice sau de solvent (pentru a tine seama
de impuritatile din solventi si din substantele chimice utilizate) si cu
recuperarea aparentd (calculatd pornind de la nivelul BEQ al unor probe de
referintd adecvate, cu modele reprezentative de congeneri in jurul nivelului
maxim sau al nivelului de actiune). Pentru a efectua o corectie cu recuperarea,
recuperarea aparenta trebuie sa fie situatd intotdeauna in intervalul necesar (a
se vedea punctul 7.1.4). Probele de referintd utilizate pentru corectia cu
recuperarea trebuie sa respecte cerintele de la punctul 7.2.

7.1.2.2. Calibrarea cu probe de referinta

7.1.3.

Alternativ, poate fi utilizata o curba de calibrare realizata pe baza a cel putin 4 probe
de referinta (a se vedea punctul 7.2): o matrice martor, plus trei probe de referinta de
0,5x, 1x si 2x nivelul maxim sau nivelul de actiune, elimindnd necesitatea de a aplica
o0 corectie cu proba martor si cu recuperarea, dacd proprietdtile matricei probelor de
referintd corespund celor ale probelor necunoscute. In acest caz, raspunsul la test
corespunzand la doud treimi din nivelul maxim (a se vedea punctul 7.3) poate fi
calculat direct din aceste probe si utilizat ca valoare de prag. Pentru verificarea
probelor care depasesc nivelurile de actiune, un procentaj corespunzator al acestor
niveluri de actiune ar corespunde ca valoare de prag.

Determinarea separatd a PCDD/F-urilor si a PCB-urilor de tipul dioxinelor

Extractele pot fi divizate in fractiuni care contin PCDD/F-uri si PCB-uri de tipul
dioxinelor, permitdnd o indicare separata a nivelurilor TEQ pentru PCDD/F-uri si
pentru PCB-uri de tipul dioxinelor (in BEQ). Se utilizeaza, de preferintd, o curba de
calibrare standard a PCB 126 pentru evaluarea rezultatelor fractiunii care contine
PCB-uri de tipul dioxinelor.

Recuperdrile aparente ale testului biologic
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,Recuperarea aparentd a testului biologic” se calculeazd pornind de la probe de
referintd adecvate cu modele reprezentative de congeneri in jurul nivelului maxim
sau al nivelului de actiune si exprimate ca procentaj al nivelului BEQ in comparatie
cu nivelul TEQ. in functie de tipul de test si de TEF" utilizate, diferentele intre
factorii TEF si REP pentru PCB-urile de tipul dioxinelor pot cauza recuperari
aparente mici pentru PCB-urile de tipul dioxinelor in comparatie cu PCDD/F-urile.
Prin urmare, in cazul in care se efectueazad o determinare separatda a PCDD/F-urilor si
a PCB-urilor de tipul dioxinelor, recuperarile aparente ale testului biologic sunt:
pentru PCB-uri de tipul dioxinelor, intre 20 % si 60 %, pentru PCDD/F-uri, intre
50 % si 130 % (intervalele se aplica pentru curba de calibrare a TCDD). Deoarece
contributia PCB-urilor de tipul dioxinelor la suma dintre PCDD/F-uri si PCB-uri de
tipul dioxinelor poate varia intre diferite matrice si probe, recuperarile aparente ale
testului biologic pentru parametrul suma reflectd aceste intervale si se situeaza intre
30 % si 130 %.

Controlul recuperarilor pentru curatare

Pierderea de compusi in timpul curatdrii se verificad in timpul validdrii. O proba
martor Tmbogatitd cu un amestec de congeneri diferiti face obiectul curdtarii (n = 3
cel putin), iar recuperarea si variabilitatea sunt verificate printr-o metodd de
confirmare. Recuperarea se situeaza intre 60 % si 120 %, mai ales pentru congenerii
care contribuie cu mai mult de 10 % la nivelul TEQ in diverse amestecuri.

Limita de raportare

Atunci cand se raporteaza nivelurile BEQ, se determina o limita de raportare pornind
de la probele de matrice relevante care implica modele tipice de congeneri, dar nu
pornind de la curba de calibrare a etaloanelor, din cauza preciziei mici in intervalul
inferior al curbei. Efectele extractiei si ale curatdrii trebuie luate in considerare.
Limita de raportare se fixeaza semnificativ (cel putin cu un factor de trei) peste
martorii procedurii.

Utilizarea probelor de referinta

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

— In fiecare serie de teste, se include un martor pentru procedurd sau, de
preferintd, un martor pentru matrice, precum si o proba de referintd la nivelul
maxim sau la nivelul de actiune. Aceste probe trebuie extrase si testate in
acelasi timp si in conditii identice. Proba de referintd trebuie sd prezinte un
raspuns clar mai puternic in comparatie cu proba martor, asigurand astfel
caracterul adecvat al testului. Probele respective pot fi utilizate pentru
corectiile cu proba martor si cu recuperarea.

— Probele de referintd alese pentru a efectua o corectie cu recuperarea sunt
reprezentative pentru probele testate, in sensul cd modelele de congeneri nu
conduc la o subestimare a nivelurilor.

13

Cerintele actuale se bazeaza pe TEF publicati in: M. Van den Berg et al, Toxicol Sci 93 (2), 223-241
(2006).
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7.3.1.

— Se pot include probe de referintd suplimentare, de exemplu de 0,5x si 2x
nivelul maxim sau nivelul de actiune, pentru a se demonstra eficacitatea
testului in intervalul de interes pentru controlul nivelului maxim sau al
nivelului de actiune. Combinate, aceste probe pot fi utilizate pentru calcularea
nivelurilor BEQ 1n probele de testare (a se vedea punctul 7.1.2.2).

Determinarea valorilor de prag

Se stabileste relatia dintre rezultatele bioanalitice in BEQ si rezultatele obtinute prin
metodele de confirmare in TEQ [de exemplu, prin experimente de calibrare in raport
cu matricea, care implicd probe de referintd imbogatite la 0, 0,5x, 1x si 2x fatd de
nivelul maxim (NM), cu 6 repetari la fiecare nivel (n = 24)]. Factorii de corectie
(martor si recuperare) pot fi estimati pornind de la aceasta relatie, dar trebuie sa fie
verificati in fiecare serie de teste prin includerea probelor martor pentru
procedurd/matrice si a probelor de recuperare (a se vedea punctul 7.2).

Valorile de prag se stabilesc pentru deciziile privind conformitatea probelor cu
nivelurile maxime sau pentru controlul nivelurilor de actiune, in cazul in care
prezinta interes, nivelurile maxime sau de actiune respective fiind stabilite fie numai
pentru PCDD/F-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor, fie pentru suma dintre PCDD/F-
uri si PCB-uri de tipul dioxinelor. Ele sunt reprezentate de limita inferioara a curbei
de distributie a rezultatelor bioanalitice (corectate pentru martor si recuperare)
corespunzand limitei de decizie aferente metodei de confirmare pe baza unui nivel de
incredere de 95 %, implicand o rata de rezultate fals conforme <5 %, si pe baza unei
valori a RSDgr < 25 %. Limita de decizie aferentd metodei de confirmare este nivelul
maxim, tindnd seama de incertitudinea de mésurare extinsa.

In practica, valoarea de prag (in BEQ) poate fi calculatd prin urmatoarele metode (a
se vedea figura 1):

Utilizarea sectorului inferior al intervalului de predictie de 95 % la limita de decizie
aferentd metodei de confirmare

Valoarea de prag = BEQpr — Sy x X t,f=m-2 \/1 /n+1/m+(x; — X)2 /0.,

unde:

BEQpL BEQ care corespunde limitei de decizie aferente metodei de
confirmare, fiind nivelul maxim care tine seama de incertitudinea de masurare
extinsa

syx deviatia standard reziduala

t o f=m-2 factor student (o = 5 %, f = grade de libertate, o singura parte)
m  numarul total de puncte de calibrare (indice j)

n numadrul de repetari la fiecare nivel

X; concentratia probei (in TEQ) In punctul de calibrare I determinata printr-o
metoda de confirmare
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x media concentratiilor (in TEQ) a tuturor probelor de calibrare

Qxx = Z (x, = )c)2 parametrul sumei patratelor
j=1

i = indice pentru punctul de calibrare i

Calculul pornind de la rezultatele bioanalitice (corectate pentru martor si recuperare)
ale analizelor multiple ale probelor (n>6) contaminate la limita de decizie aferenta
metodei de confirmare, ca extremitate inferioara a distributiei datelor la valoarea
medie BEQ corespunzatoare:

Valoarea de prag = BEQp — 1,64xSDgr
unde

SDr deviatia standard a rezultatelor testului biologic la BEQpy, masuratd in conditii
de reproductibilitate intralaborator

Calculul ca valoare medie a rezultatelor bioanalitice (in BEQ, corectate pentru
martor si recuperare) din mai multe analize ale probelor (n>6) contaminate la doua
treimi din nivelul maxim sau din nivelul de actiune. Acesta se bazeaza pe observatia
ca acest nivel va fi 1n jurul valorii de prag determinate conform punctului 7.3.1 sau
7.3.2.

Calculul valorilor de prag, bazat pe un nivel de incredere de 95 %, implicand o rata a
rezultatelor fals conforme <5 % si o valoare a RSDg <25 %:

1.  pornind de la sectorul inferior al intervalului de predictie de 95 % la limita de
decizie aferenta metodei de confirmare;

2. pornind de la analize multiple ale probelor (n>6) contaminate la limita de
decizie aferentd metodei de confirmare, ca limita inferioara a distributiei
datelor (reprezentata in figura printr-o curba sub forma de clopot) la valoarea
medie BEQ corespunzatoare.
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Figura 1
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Restrictii ale valorilor de prag:

Valorile de prag bazate pe BEQ, calculate pornind de la RSDg obtinut in cursul
validarii, utilizand un numar limitat de probe cu modele de matrice/congeneri
diferite, pot fi mai mari decat nivelurile maxime sau de actiune bazate pe TEQ
datorita unei precizii mai mari decat cea realizabila in analizele de rutina atunci cand
trebuie controlat un spectru necunoscut de posibile modele de congeneri. in astfel de
cazuri, valorile de prag se calculeazd pornind de la RSDr = 25 % sau se prefera doud
treimi din nivelul maxim sau din nivelul de actiune.

7.4. Caracteristici de performanta

Avand 1n vedere faptul ca nu se pot utiliza etaloane interne in metodele
bioanalitice, se efectueaza teste cu privire la repetabilitate pentru obtinerea de
informatii privind deviatia standard in cadrul unei serii de teste si intre serii de
teste. Repetabilitatea trebuie sa fie sub 20 %, iar reproductibilitatea
intralaborator sub 25 %. Aceasta se bazeazd pe nivelurile calculate in BEQ
dupa corectia cu proba martor si cu recuperarea.

Ca parte din procesul de validare, testul trebuie sa permitd diferentierea intre o
probd martor si un nivel la valoarea de prag, permitand identificarea probelor
peste valoarea de prag corespunzatoare (a se vedea punctul 7.1.2).

Se definesc compusii-tintd, interferentele potentiale si nivelurile maxime
tolerabile ale probei martor.

Deviatia standard in procente a raspunsului sau a concentratiei calculate

pornind de la raspuns (posibila numai in intervalul de lucru) a unei determinari
triple a unui extract de proba nu trebuie sa fie mai mare de 15 %.
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— Rezultatele necorectate ale probei (probelor) de referinta exprimata (exprimate)
in BEQ-uri (martor si la nivelul maxim sau la nivelul de actiune) sunt utilizate
pentru evaluarea performantei metodei bioanalitice pe o perioadd de timp
constanta.

— Graficele de control al calitatii (QC) pentru probele martor ale procedurii si
fiecare tip de proba de referintd se inregistreaza si se verificd pentru a se
garanta cd performanta analiticd este in conformitate cu cerintele, in special
pentru probele mator ale procedurii cu privire la diferenta minima impusa la
limita inferioard a intervalului de lucru si pentru probele de referinta cu privire
la reproductibilitatea intralaborator. Probele martor din cadrul procedurii
trebuie sa fie atent controlate pentru a evita rezultatele fals conforme atunci
cand se efectueaza operatiunea de scadere.

— Rezultatele analizelor realizate prin metodele de confirmare pentru probele
suspectate si pentru 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 dintre BEQ-uri si TEQ-uri. Aceasta baza de date
ar putea fi utilizatd pentru reevaluarea valorilor de prag aplicabile probelor de
rutina pentru matricele validate.

— Buna performantd a metodelor poate fi, de asemenea, demonstratd prin
participarea la testdrile interlaboratoare. Rezultatele probelor analizate in
testdrile interlaboratoare, care acopera un interval de concentratii care ajunge
pand la, de exemplu, 2x nivelul maxim, pot fi, de asemenea, incluse in
evaluarea ratei de rezultate fals conforme, in cazul in care un laborator este in
masurd sa demonstreze buna sa performantd. Probele acoperda cele mai
frecvente modele de congeneri, reprezentand diverse surse.

— In timpul incidentelor, valorile de prag pot fi reevaluate, reflectand matricea
specificd si modelele de congeneri doar ale acelui incident individual.

RAPORTAREA REZULTATULUI
Metode de confirmare

—  Rezultatele analitice includ nivelurile de congeneri individuali ai PCDD/F-
urilor si ai PCB-urilor de tipul dioxinelor si valorile TEQ si se raporteaza ca
estimare inferioara, estimare superioara 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.

— Raportul include si metoda utilizatd pentru extractia PCDD/F-urilor, a PCB-
urilor de tipul dioxinelor si a lipidelor. Continutul de lipide al probei se
determind si se raporteaza pentru probe din produse alimentare cu niveluri
maxime exprimate prin raportare la continutul de grasimi si cu o concentratie
de grasimi estimata in intervalul 0-2 % (in concordanta cu legislatia existenta).
Pentru alte probe determinarea continutului de lipide este optionala.

—  Recuperdrile etaloanelor interne individuale trebuie sa fie disponibile in cazul
in care recuperarile se situeaza In afara intervalului mentionat la punctul 6.2,
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atunci cand nivelul maxim este depasit (in acest caz, recuperdrile pentru una
dintre cele doud analize-duplicat), iar in celelalte cazuri, la cerere.

—  Intrucat, atunci cand se decide conformitatea unei probe, se tine seama de
incertitudinea de masurare extinsd, si acest parametru trebuie sd fie pus la
dispozitie. De aceea, rezultatele analitice se raporteazd ca x = U, unde x este
rezultatul analitic si U este incertitudinea de masurare extinsa, folosind un
factor de acoperire 2, care confera un nivel de incredere de aproximativ 95 %.
In cazul unei determinari separate a PCDD/F-urilor si a PCB-urilor de tipul
dioxinelor, suma incertitudinii extinse estimate a rezultatelor analitice separate
ale PCDD/F-urilor si ale PCB-urilor de tipul dioxinelor se utilizeaza pentru
suma PCDD/F-urilor si a PCB-urilor de tipul dioxinelor.

—  Rezultatele se exprimd In aceleasi unitdti si prin acelasi numar de cifre
semnificative ca si nivelurile maxime prevdazute in Regulamentul (CE)
nr. 1881/2006.

Metode bioanalitice de screening

— Rezultatul screeningului se exprima cu termenii ,,conform” sau ,,suspectat a fi
neconform” (,,suspectat”).

— In plus, se poate da un rezultat indicativ pentru PCDD/F-uri si/sau PCB-uri de
tipul dioxinelor exprimat in BEQ, nu in TEQ (a se vedea punctul 1). Rezultatul
probelor cu un raspuns sub limita de raportare se exprima ca fiind ,,sub limita
de raportare”. Rezultatul probelor cu un raspuns peste intervalul de lucru se
raporteazd ca ,depasind intervalul de lucru”, iar nivelul corespunzator
extremitatii superioare a intervalului de lucru se furnizeaza in BEQ.

— Pentru fiecare tip de matrice a probei, raportul mentioneaza nivelul maxim sau
nivelul de actiune pe care se bazeaza evaluarea.

— Raportul mentioneaza tipul de test aplicat, principiul de baza al testului si tipul
de calibrare.

— Raportul include si metoda utilizatd pentru extractia PCDD/F-urilor, a PCB-
urilor de tipul dioxinelor si a lipidelor. Continutul de lipide al probei se
determina si se raporteaza pentru probe din produse alimentare cu niveluri
maxime exprimate prin raportare la continutul de grasimi si cu o concentratie
de grasimi estimata in intervalul 0-2 % (in concordanta cu legislatia existenta).
Pentru alte probe determinarea continutului de lipide este optionala.

— In cazul probelor suspectate a fi neconforme, raportul trebuie si includa o nota
privind masurile care urmeazd a fi adoptate. Concentratia de PCDD/F-uri si
suma dintre PCDD/F-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor din probele cu niveluri
ridicate trebuie determinata/confirmata printr-o metoda de confirmare.

— Rezultatele neconforme se raporteaza numai in urma analizei de confirmare.

Metode fizico-chimice de screening
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Rezultatul screeningului se exprima cu termenii ,,conform” sau ,,suspectat a fi
neconform” (,,suspectat”).

Pentru fiecare tip de matrice a probei, raportul mentioneaza nivelul maxim sau
nivelul de actiune pe care se bazeaza evaluarea.

In plus, nivelurile de congeneri individuali ai PCDD/F-urilor si/sau ai PCB-
urilor de tipul dioxinelor si valorile TEQ se pot furniza ca estimare inferioara,
estimare superioarda si estimare mediand. Rezultatele se exprima In aceleasi
unitdti st prin (cel putin) acelasi numar de cifre semnificative ca si nivelurile
maxime mentionate in Regulamentul (CE) nr. 1881/2006.

Recuperdrile etaloanelor interne individuale trebuie s fie puse la dispozitie n
cazul 1n care recuperdrile se situeaza in afara intervalului mentionat la punctul
6.2, iar in celelalte cazuri, la cerere.

Raportul mentioneaza si metoda GC-MS aplicata.

Raportul include si metoda utilizatd pentru extractia PCDD/F-urilor, a PCB-
urilor de tipul dioxinelor si a lipidelor. Continutul de lipide al probei se
determind si se raporteazd pentru probe din produse alimentare cu niveluri
maxime exprimate prin raportare la continutul de grasimi si cu o concentratie
de grasimi estimata 1n intervalul 0-2 % (in concordanta cu legislatia existenta).
Pentru alte probe determinarea continutului de lipide este optionala.

In cazul probelor suspectate a fi neconforme, raportul trebuie si includa o nota
privind masurile care urmeaza a fi adoptate. Concentratia de PCDD/F-uri si
suma dintre PCDD/F-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor din probele cu niveluri
ridicate trebuie determinatd/confirmata printr-o metoda de confirmare.

Neconformitatea poate fi decisa numai in urma analizei de confirmare.
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Apendice

Factorii de echivalenta toxicd ai OMS (OMS-TEF) pentru evaluarea riscurilor pentru
sandtatea umana, bazati pe concluziile reuniunii de experti din cadrul Programului
international pentru securitate chimicd (IPCS) al Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS),
care a avut loc la Geneva, 1n iunie 2005 14

Congener Valoare TEF Congener Valoare TEF
Dibenzo-p-dioxine (,PCDD- PCB-uri ,,de tipul dioxinelor”
uri?) PCB-uri non-orto + PCB-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
Dibenzofurani (,, PCDF-uri”) 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; ,,0” = octa; ,,CDD” = clorodibenzodioxina; ,,CDF” =
clorodibenzofuran; ,,CB” = clorobifenil.

1 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), p. 223-241 (2006).
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ANEXA 1V

PREGATIREA PROBELOR SI CERINTE PRIVIND METODELE DE ANALIZA
UTILIZATE IN CADRUL CONTROLULUI NIVELURILOR DE PCB-URI CARE NU
SUNT DE TIPUL DIOXINELOR DIN ANUMITE PRODUSE ALIMENTARE

Cerintele stabilite in prezenta anexa se aplica atunci cand produsele alimentare sunt analizate
in cadrul controlului oficial al nivelurilor de PCB-uri care nu sunt de tipul dioxinelor, precum
si in ceea ce priveste pregdtirea probelor si cerintele analitice in alte scopuri de reglementare,
inclusiv in scopul controalelor efectuate de operatorul din sectorul alimentar pentru a asigura
respectarea dispozitiilor de la articolul 4 din Regulamentul (CE) nr. 852/2004.

Dispozitiile referitoare la pregétirea probelor de la punctul 3 din anexa III la prezentul
regulament se aplica si pentru controlul nivelurilor de PCB-uri care nu sunt de tipul dioxinelor
din produsele alimentare.

1. Metode de detectare aplicabile:

Gaz-cromatografie/detectare prin capturd de electroni (GC-ECD), GC-LRMS, GC-
MS/MS, GC-HRMS sau metode echivalente.

2. Identificarea si confirmarea analitilor de interes:

— Timpul de retentie relativ n raport cu etaloanele interne sau cu etaloanele de
referintd (deviatie acceptabila + 0,25 %).

— Separarea gaz-cromatografica a PCB-urilor care nu sunt de tipul dioxinelor de
substantele interferente, in special PCB-uri coeluante, mai ales in cazul in care
nivelurile probelor sunt in limite legale si neconformitatea trebuie si fie
confirmata'’.

— Pentru tehnicile GC-MS:

— Monitorizarea cel putin a urmatorului numar de ioni moleculari sau de
ioni caracteristici din clusterul molecular:

— doi ioni specifici pentru HRMS;
— trei ioni specifici pentru LRMS;

— doi ioni precursori specifici, fiecare cu un ion de tranzitie
corespunzator produs pentru MS-MS.

— Tolerantele maxime admisibile pentru abundentele izotopice relative
pentru fragmentele de masa selectionate:

Deviatia relativa a abundentei izotopice relative pentru fragmentele de
masa selectionate 1n raport cu valoarea teoretica a abundentei izotopice
sau cu etalonul de calibrare pentru ionul de cuantificare (ionul

Congeneri despre care s-a constatat ca sunt adesea coeluanti sunt, de exemplu, PCB 28/31, PCB 52/69
si PCB 138/163/164. Pentru GC-MS, este necesar sa se tind seama si de interferentele posibile din
partea fragmentelor de congeneri mai puternic clorurati.
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monitorizat cu cea mai ridicatd abundentd izotopica) si ionul (ionii) de
diagnostic: + 15 %.

— Pentru GC-ECD:

Confirmarea rezultatelor care depasesc nivelul maxim cu doud coloane de GC
cu faza stationara cu o polaritate diferita.

Demonstrarea performantei metodei:

Validare in intervalul nivelului maxim (0,5 pana la de 2 ori nivelul maxim), cu un
coeficient de variatie acceptabil pentru analiza repetata (a se vedea cerintele pentru
precizia intermediara de la punctul 8).

Limita de cuantificare:

Suma limitelor de cuantificare (LDC)'® ale PCB-urilor care nu sunt de tipul

dioxinelor nu trebuie si fie mai mare de o treime din nivelul maxim'’.

Controlul calitatii:

Controale periodice ale probelor martor, analiza probelor imbogatite, probe pentru
controlul calitatii, participarea la studii interlaboratoare pe matrice relevante.

Controlul recuperarilor:

— Utilizarea de etaloane interne corespunzatoare, cu proprietati fizico-chimice
comparabile cu cele ale analitilor de interes.

— Adaugarea de etaloane interne:
— addugare la produse (inaintea procesului de extractie si de curatare);
— adaugare posibila si pentru a extrage grasimea (inainte de procesul de
curdtare), in cazul n care nivelul maxim este exprimat prin raportare la

continutul de grasimi.

— Cerinte privind metodele care utilizeaza toti cei sase congeneri ai PCB-urilor
care nu sunt de tipul dioxinelor marcati cu un izotop:

— corectia rezultatelor pentru recuperarile etaloanelor interne;

— recuperdrile general acceptabile ale etaloanelor interne marcate cu un
1zotop sunt Intre 60 s1 120 %;

Daci este cazul, trebuie respectate principiile descrise in ,,Ghidul privind estimarea LDD si LDC pentru
masuratorile in domeniul contaminantilor din produsele alimentare si din hrana pentru animale” [link
catre site].

Este foarte recomandabil sa existe o contributie mai micé a nivelului reactivului martor la nivelul unui
contaminant dintr-o proba. Este responsabilitatea laboratorului sa controleze variatia nivelurilor martor,
in special in cazul in care aceste niveluri se scad.
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- sunt acceptabile recuperdri inferioare sau superioare pentru congenerii
individuali cu o contributie la suma de PCB-uri care nu sunt de tipul

dioxinelor mai mica de 10%.

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

— controlul recuperarii etalonului (etaloanelor) intern(e) pentru fiecare

proba;

— recuperadri acceptabile ale etalonului (etaloanelor) intern(e) intre 60 si 120

%o;

— corectia rezultatelor pentru recuperarile etaloanelor interne.

— Recuperdrile congenerilor nemarcati se verifica prin probe imbogatite sau
probe pentru controlul calitdtii cu concentratii in intervalul nivelului maxim.
Recuperdrile acceptabile pentru acesti congeneri sunt intre 60 si 120 %.

Cerinte pentru laboratoare:

In conformitate cu dispozitiile Regulamentului (CE) nr. 882/2004, laboratoarele sunt
acreditate de un organism recunoscut care functioneazd in conformitate cu Ghidul
ISO 58, pentru a se asigura aplicarea de catre acestea a procedurilor de asigurare a
calitatii analizelor. Laboratoarele sunt acreditate conform standardului EN ISO/IEC
17025. In plus, daca este cazul, trebuie respectate principiile descrise in Orientirile
tehnice pentru estimarea incertitudinii de masurare si a limitelor de cuantificare

pentru analiza PCB-urilor'®,

Caracteristici de performanta: criterii pentru suma PCB-urilor care nu sunt de

tipul dioxinelor la nivelul maxim:

Spectrometria de Alte tehnici
masa prin metoda
de dilutie a
izotopilor*
Fidelitate -20panala+20% | -30panala+ 30 %
Precizie intermediara (RSDg) <15% <20 %
Diferenta dintre estimarea <20 % <20 %
superioard si estimarea inferioara a
calculului
* Se impune utilizarea tuturor celor sase analogi marcati cu °C ca etaloane

interne.

Raportarea rezultatelor

,Ghid privind incertitudinea de masurare pentru laboratoarele care efectueaza analize de PCDD/F si
PCB utilizand spectrometria de masa prin metoda de dilutie a izotopilor” [link cétre site], ,,Ghid privind
estimarea LDD si LDC pentru masuratorile in domeniul contaminantilor din produsele alimentare si din

hrana pentru animale” [link catre site].
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Rezultatele analitice cuprind nivelurile de congeneri individuali ai PCB-urilor
care nu sunt de tipul dioxinelor si suma PCB-urilor care nu sunt de tipul
dioxinelor, raportate ca estimare inferioara, estimare superioard si estimare
mediana, pentru a include o cantitate maxima de informatii in raportarea
rezultatelor, ceea ce permite o interpretare a rezultatelor in conformitate cu
cerintele specifice.

Raportul include si metoda utilizatd pentru extractia PCB-urilor si a lipidelor.
Continutul de lipide al probei se determind si se raporteaza pentru probe din
produse alimentare cu niveluri maxime exprimate prin raportare la continutul
de grasimi si cu o concentratie de grasimi estimata in intervalul 0-2 % (in
concordantd cu legislatia existentd). Pentru alte probe determinarea
continutului de lipide este optionala.

Recuperdrile etaloanelor interne individuale trebuie sa fie disponibile in cazul
in care recuperdrile se situeaza in afara intervalului mentionat la punctul 6 si in
cazul in care nivelul maxim este depasit, iar in celelalte cazuri, la cerere.

Intrucat, atunci cind se decide conformitatea unei probe, se tine seama de
incertitudinea de masurare extinsa, si parametrul respectiv trebuie sa fie pus la
dispozitie. De aceea, rezultatele analitice se raporteaza ca x = U, unde x este
rezultatul analitic si U este incertitudinea de masurare extinsd, folosind un
factor de acoperire 2, care confera un nivel de Incredere de aproximativ 95 %.

Rezultatele se exprimd in aceleasi unitdti si prin acelasi numar de cifre

semnificative ca si nivelurile maxime prevdazute in Regulamentul (CE)
nr. 1881/2006.
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