


























































































METODE ZA KONTROLU NEPOŽELJNIH SUPSTANCI U HRANI ZA 

ŽIVOTINJE 

 

Dio I 

 

ODREĐIVANJE SLOBODNOG I UKUPNOG GOSIPOLA 

 

1. Predmet i područje primjene 

Određivanje nivoa slobodnog i ukupnog gosipola i hemijski sličnih materija u sjemenu pamuka,  

brašnu od pamukovog sjemena i pogači od pamukovog sjemena i u smješama za ishranu životinja 

koje sadrže određene sirovine za hranu za životinje, kada je koncentracija slobodnog i ukupnog 

gosipola i hemijski srodnih materija veća od 20 mg/kg vrši se prema sljedećoj metodi. 

 

2. Princip 

Gosipol se ekstrahuje u prisustvu 3-aminopropan-1-ola, bilo smješom propan-2-ola i heksana kod 

određivanja slobodnoga gosipola, bilo dimetilformamidom kod određivanja ukupnog gosipola. 

Gosipol se anilinom pretvori u gosipol-dianilin, čija se optička gustina mjeri na 440 nm.  

 

3. Reagensi 

3.1. Smješa propan-2-ol-heksana: pomiješa se 60 zapreminskih dijelova propan-2-ola s 40 

zapreminskih dijelova n-heksana 

3.2. Rastvarač A: U  sud zapremine 1 l doda se približno 500 ml smješe propan-2-ol-heksana (tačka 

3.1.), 2 ml 3-aminopropan-1-ola, 8 ml glacijalne sirćetne kisjeline i 50 ml vode. Dopuni se do 

oznake smješom propan-2-ola i heksana (tačka 3.1.). Ovaj je reagens stabilan nedjelju dana.  

3.3. Rastvarač B: U  sud zapremine 100 ml pipetom se prenese 2 ml 3-aminopropan-1-ola i 10 ml 

glacijalne sirćetne kisjeline. Ohladi se na sobnoj temperaturi i dopuni do oznake N,N-

dimetilformamidom. Ovaj je reagens stabilan nedjelju dana. 

3.4. Anilin: Ako optička gustina u  testu sa slijepom probom prelazi 0,022, anilin se destiluje iznad 

cinka u prahu, pri čemu se odbaci prva i zadnja frakcija od 10 % destilata. Ako se reagens drži u 

frižideru u zatvorenoj posudi od tamnog stakla, može se održati nekoliko mjeseci. 

3.5. Standardni rastvor gosipola A: U sud zapremine 250 ml doda se 27,9 mg gosipol acetata. 

Rastvori se i dopuni rastvaračem A (tačka 3.2.) do oznake. Pipetom se prenese 50 ml ovog rastvora 
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u sud zapremine 250 ml i dopuni rastvaračem A do oznake. Koncentracija gosipola u tom rastvoru 

iznosi 0,02 mg/ml. Prije upotrebe rastvor se ostavi jedan sat na sobnoj temperaturi.  

3.6. Standardni rastvor gosipola B: U sud zapremine 50 ml doda se 27,9 mg gosipol acetata. 

Rastvori se i dopuni rastvaračem B (tačka 3.3.) do oznake. Koncentracija gosipola u tom rastvoru 

iznosi 0,5 mg/ml. Ako se zaštite od svjetla, standardni rastvora gosipola A i B stabilni su 24 sata. 

 

4.Oprema 

4.1. Mješalica (rotaciona): približno 35 obr./min. 

4.2. Spektrofotometar 

 

5. Postupak  

5.1. Ispitivani uzorak 

Količina korišćenog ispitivanog uzorka zavisi o očekivanom sadržaju gosipola u uzorku. Poželjno 

je koristiti malu količinu ispitivanog uzorka i relativno velik alikvot filtrata tako da se dobije 

dovoljna količina gosipola za tačna fotometrijska mjerenja. Kod određivanja slobodnog gosipola u 

sjemenu pamuka, brašnu od pamukovog sjemena i pogači od pamukovog sjemena, količina 

ispitivanog uzorka ne prelazi 1 g; za smješu za ishranu životinja količina može biti do 5 g. U većini 

primjera je odgovarajući alikvot filtrata od 10 ml, isti sadrži 50 – 100 μg gosipola. Kod određivanja 

ukupnog  gosipola, ispitivani uzorak iznosi 0,5 – 5 g, tako da alikvot filtrata od 2 ml sadrži 40 – 200 

μg gosipola. 

Analiza se sprovodi na sobnoj temperaturi na približno 20 °C. 

5.2. OdreĎivanje slobodnog gosipola 
Uzorak se prenese u tikvicu sa brušenim grlom zapremine 250 ml, čije je dno prekriveno drobljenim 

staklom. 

Pipetom se doda 50 ml rastvarača A (tačka 3.2.), tikvica se zatvori i miješa jedan sat na mješalici. 

Filtrira se kroz suvi filter i filtrat prikupi u maloj tikvici s brušenim  grlom. Tokom filtriranja lijevak 

se prekrije sahatnim staklom. 

Pipetom se u  svaka od dva suda zapremine 25 ml (A i B) prenesu jednaki alikvoti filtrata, koji 

sadrže 50 – 100 μg gosipola. Prema potrebi se dopune rastvaračem A (tačka 3.2.) do 10 ml. Sud (A) 

se do oznake dopuni smješom propan-2-ol-heksana (tačka 3.1.). Ovaj se rastvor koristi kao 

referentni rastvor za mjerenje rastvora uzorka. Pipetom se u svaka od dva druga suda zapremine 25 

ml (C i D) prenese 10 ml rastvarača A (tačka 3.2.). Sud (C) se do oznake dopuni smješom propan-

2ol-heksana (tačka 3.1.). Ovaj rastvor se koristi kao referentni rastvor za mjerenje rastvora slijepe 

probe. 

U sudove (D) i (B) se doda po 2 ml anilina (tačka 3.4.). Zagrijava se 30 minuta nad vrelim vodenim 

kupatilom, do obojenja. Ohladi se na sobnoj temperaturi, dopuni do oznake smješom propan-2-ol-

heksana (tačka 3.1.), homogenizuje i ostavi jedan sat. 

Optička gustina rastvora iz slijepe probe (D) odredi se upoređivanjem s referentnim rastvorom (C), 

a optička gustina rastvora uzorka (B) upoređivanjem s referentnim rastvorom (A) u 

spektrofotometru na 440 nm sa staklenim kivetama veličine 1 cm.  

Oduzme se optička gustina rastvora slijepe probe od optičke gustine rastvora uzorka (= korigovana 

optička gustina). Iz te se vrijednosti izračunava udio slobodnog gosipola, u skladu sa tačkom 6 ovog 

dijela. 

5.3. OdreĎivanje ukupnog gosipola  
U  sud zapremine 50 ml prenese se ispitivani uzorak sa 1 – 5 mg gosipola i doda 10 ml rastvarača B 

(tačka 3.3.). Istovremeno se pripremi slijepa proba, tako da se u drugi  sud zapremine 50 ml prenese 

10 ml rastvarača B (tačka 3.3.).  Oba suda se zagrijavaju 30 minuta iznad vrelog vodenog kupatila. 

Ohlade se na sobnoj temperaturi, svaki sud se dopuni do oznake smješom propan-2-ola i heksana 

(tačka 3.1.). Homogenizuje se i ostavi 10 – 15 minuta da se istaloži, zatim se filtrira u tikvicu sa 

brušenim  grlom. 



U dva suda zapremine 25 ml pipetom se prenese po 2 ml filtrata uzorka, a u druga dva suda 

zapremine 25 ml po 2 ml filtrata slijepe probe. Po jedan sud iz svake serije dopuni se do 25 ml 

smješom propan-2-ol-heksana (tačka 3.1.). Ovi rastvori se koriste kao referentni rastvori. 

U svaki od preostala dva suda doda se 2 ml anilina (tačka 3.4.). Zagrijavaju se 30 minuta iznad 

vrelog vodenog kupatila do nastanka obojenja. Ohladi se na sobnoj temperaturi, dopuni smješom 

propan-2-ola i heksana (tačka 3.1.) do 25 ml, homogenizuje i ostavi jedan sat.                        

Optička gustina slobodnog gosipola određuje se u skladu sa tačkom 5.2. Iz te vrijednosti se 

izračunava udio ukupnoga gosipola, u skladu sa tačkom 6 ovog dijela. 

 

6. Izračunavanje rezultata 

Rezultati se mogu izračunati bilo iz specifične optičke gustine (tačka 6.1.) ili iz kalibracione krive 

(tačka 6.2.). 

6.1. Iz specifične optičke gustine 

Specifične optičke gustine, pri opisanim uslovima, su sljedeće: 

 

Slobodni gosipol: E (1%/1cm)=625 

Ukupni gosipol: E (1%/1cm)=600 

 

Udio slobodnog ili ukupnog gosipola u uzorku izračunava se sledećom formulom: 

% gosipol: E x1250/E1%1cm · p · a 

pri čemu je: 

E =  korigovana optička gustina, određena u skladu s tačkom 5.2., 

p =  masa ispitivanog uzorka u gramima, 

a =  alikvot filtrata u mililitrima. 

6.2. Iz kalibracione krive  

6.2.1. Slobodni gosipol  
Pripreme se dvije serije po pet sudova zapremine 25 ml. U svaku seriju sudova pipetom se prenesu 

alikvoti od 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 i 10,0 ml standardnog rastvora gosipola A (tačka 3.5.). Rastvaračem A 

(tačka 3.2.) se dopuni do 10 ml. Svaka se serija dopuni jednim sudom zapremine 25 ml koja sadrži 

samo 10 ml rastvarača A (tačka 3.2.) (slijepa proba). 

Sud iz prve serije (uključujući sud za slijepu probu) dopuni se do 25 ml smješom propan-2-ola i 

heksana (tačka 3.1.) (referentna serija). 

U svaki sud iz druge serije (uključujući sud za slijepu probu) doda se 2 ml anilina (tačka 3.4.). 

Zagrijava se 30 minuta iznad vrelog vodenog kupatila do nastanka obojenja. Ohladi se na sobnoj 

temperaturi, dopuni do oznake smješom propan-2-ol-heksana (tačka 3.1.), homogenizuje i ostavi 

jedan sat (standardna serija). 

Optička gustina rastvora iz standardne serije i odgovarajućih rastvora iz referentne serije odredi se u 

skladu s tačkom 5.2. Kalibraciona kriva se pripremi tako da se u dijagram unesu izmjerene optičke 

gustine u odnosu na količine gosipola (u μg). 

6.2.2. Ukupni gosipol 

Pripremi se šest  sudova zapremine 50 ml. U prvi sud se prenese 10 ml rastvarača B (tačka 3.3.), a u 

ostale 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 i 10,0 ml standardnog rastvora gosipola B (tačka 3.6.).  Svaki sud se dopuni 

do 10 ml rastvaračem B (tačka 3.3.). Zagrijava se 30 minuta iznad vrelog vodenog kupatila. Ohladi 

se na sobnoj temperaturi, dopuni do oznake smješom propan-2-ol-heksana (tačka 3.1.) i 

homogenizuje. 

Prenese se po 2,0 ml svakog od navedenih rastvora u svaku od dvije serije od po šest sudova 

zapremine 25 ml. Sudovi iz prve serije se dopune se do 25 ml smješom propan-2-ol-heksana (tačka 

3.1.) (referentna serija). 



U svaki od sudova iz druge serije doda se 2 ml anilina (tačka 3.4.). Zagrijava se 30 minuta iznad 

vrelog vodenog kupatila. Ohladi se na sobnoj temperaturi, dopuni do oznake smjesom propan-2-ol-

heksana (tačka 3.1.), homogenizuje i ostavi jedan sat (standardna serija). 

Optička gustina rastvora iz standardne serije i odgovarajućih rastvora iz referentne serije odredi se u 

skladu s tačkom 5.2. Kalibraciona kriva se pripremi tako da se u dijagram unesu izmjerene optičke 

gustine u odnosu na količine gosipola (u μg). 

6.3. Ponovljivost 

Razlika između rezultata dva uporedna postupka određivanja, izvedenih na istom uzorku, ne smije 

preći: 

- 15 % više vrijednosti za udio gosipola manji od 500 ppm, 

- 75 ppm apsolutne vrijednosti za udio gosipola od 500 – 750 ppm, 

- 10 % više vrijednosti za udio gosipola veći od 750 ppm. 

 

 

Dio II 

ODREĐIVANJE NIVOA DIOKSINA (PCDD/PCDF) I PCB-a 

 

Metode uzimanja uzoraka i tumačenje rezultata analize 

 

 

1.Predmet i područje primjene  

Uzorci za službenu kontrolu nivoa polihlorovanih dibenzo-p-dioksina (PCDD polihlorovanih 

dibenzofurana (PCDF), polihlorovanih bifenila sličnih dioksinu (PCB)
(1)

 i PCB-a koji nisu slični 

dioksinu u hrani uzimaju se u skladu sa propisom kojim su uređeni zahtjevi za higijenu hrane za 

životinje i nepoželjne supstance u hrani za životinje. 

Za potrebe ovog priloga primjenjuju se definicije utvrđene Pravilnikom o metodama za uzimanje 

uzoraka i laboratorijska ispitivanja hrane za životinje
(2)

. 

Skrining metode su metode koje se koriste za selekciju onih uzoraka sa nivoima PCDD/PCDF-a i 

PCB-a sličnih dioksinu koje prelaze maksimalno dozvoljene količine. One omogućavaju troškovno 

efikasnu veliku propusnost uzoraka i tako povećavaju mogućnost za otkrivanje novih incidenata sa 

velikom izloženošću i rizicima za zdravlje potrošača. Skrining metode zasnivaju se na 

bioanalitičkim i GC-MS metodama. Rezultati analize uzoraka koji prelaze cut-off vrijednost za 

provjeru usklađenosti sa maksimalno dozvoljenom količinom provjeravaju se kompletno 

ponovljenom analizom originalnog uzorka potvrdnom metodom. 

Potvrdne metode su metode koje obezbjeđuju potpune ili dodatne informacije koje omogućavaju 

nedvosmisleno otkrivanje i kvantifikaciju maksimalno dozvoljene količine PCDD/PCDF-a i 

dioksinu sličnih PCB-a. Za potvrdne metode koriste se gasna hromatografija i masena 

spektrometrija visoke rezolucije(GC-HRMS) ili gasna hromatografija i tandem masena 

spektrometrija (GC-MS/MS). 

 

 2. UsklaĎenost serije ili podserije sa maksimalno dozvoljenom količinom 

 2.1. U pogledu PCB-a koji nisu slični dioksinu 

Serija se prihvata ako analitički rezultat ne prelazi maksimalno dozvoljenu količinu za PCB-a koji 

nijesu slični dioksinu. Serija nije u skladu sa maksimalno dozvoljenim količinama utvrđenih 

propisom o maksimalno dozvoljenim količinama nepoželjnih materija u hrani za životinje 

uzimajući u obzir mjernu nesigurnost
(3)

 ako gornji
(4)

 analitički rezultat potvrđen dvostrukom 

analizom
(5)

, prelazi maksimalno dozvoljene količine. Srednja vrijednost dva određivanja koristi se  

za provjeru usaglašenosti, uzimajući u obzir mjernu nesigurnost. Mjerna nesigurnost može se uzeti 

u obzir u skladu sa jednim od sljedećih pristupa: - obračunom proširene nesigurnosti, koristeći 

faktor pokrivanja 2, čime se dobija pouzdanost od oko 95%. Serija odnosno podserija nije 



usaglašena ako je izmjerena vrijednost umanjena za mjernu nesigurnost (U) iznad utvrđene 

maksimalno dozvoljene količine. 

Odredbe ove tačke primjenjuju se na rezultate analize dobijene iz uzorka za službene kontrole, a 

slučaju potrebe za dodatnim analizama ili referentne potrebe, primjenjuju se nacionalni propisi.  

 

Kongener Vrijednost 

TEF-a 

Kongener Vrijednost 

TEF-a 

Dibenzo-p-dioksini (‚PCDD-ovi’) i dibenzo-p-

furani (‚PCDF-ovi’) 

  ‚Dioksinima slični’ PCB-ovi 

Ne-orto PCB-ovi + mono-orto 

PCB-ovi 

2,3,7,8-TCDD 1     

1,2,3,7,8-PeCDD 1 Ne-orto PCB-ovi   

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-

ovi 

  

2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 105 0,00003 

1,2,3,7,8-PeCDF 0,03 PCB 114 0,00003 

2,3,4,7,8-PeCDF 0,3 PCB 118 0,00003 

1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 PCB 123 0,00003 

1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 156 0,00003 

1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 157 0,00003 

2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00003 

1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 PCB 189 0,00003 

1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01     

OCDF 0,0003     

 

Upotrijebljene skraćenice: ‚T’ = tetra; ‚Pe’ = penta; ‚Hx’ = heksa; ‚Hp’ = hepta; ‚O’ = okta; ‚CDD’ 

= hlordibenzodioksin; ‚CDF’ = hlordibenzofuran; ‚CB’ = hlorbifenil. 

(1)  Tabela faktora ekvivalentne toksičnosti (TEF) za PCDD-ove, PCDF-ove i PCB-ove slične 

dioksinima: WHO-TEF-ovi za procjenu rizika za zdravlje ljudi na osnovu zaključaka sa stručnog 

zasjedanja Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) – Međunarodni program za bezbjednost 

hemikalija (IPCS) održanog u Ženevi u junu 2005. (Martin van den Berg et al., The 2005 World 

Health Organization Re-evaluation of Human and Mammalian Toxic Equivalency Factors for 

Dioxins and Dioxin-like Compounds. Toxicological Sciences 93(2), 223–241. (2006.)). 

(
2
) Pravilnik o metodama za uzimanje uzoraka i laboratorijska ispitivanja hrane za životinje 

("Službeni list CG", broj 78/16) 

(
3
) Načela opisana u smjernicama “Guidance Document on Measurement Uncertainty for 

laboratories performing PCDD/F and PCB Analysis using Isotope Dilution Mass Spectrometry 

poštuju se ako su primjenjiva. 

(
4
)  Pojam ‚gornji’ zahtijeva primjenu granice kvantifikacije za izračunavanje doprinosa svakog 

pojedinačnog nekvantifikovanog kongenera. Pojam ‚donji’ zahtijeva primjenu nule za 

izračunavanje doprinosa svakog pojedinačnog nekvantifikovanog kongenera. Pojam ‚srednji’ 



zahtijeva primjenu polovine granice kvantifikacije za izračunavanje doprinosa svakog pojedinačnog 

nekvantifikovanog kongenera. 

(
5
)  Dvostruka analiza: odvojena analiza predmetnih analita upotrebom drugog alikvota istog 

homogenizovanog uzorka. Primjenjuju se zahtjevi za dvostruku analizu iz Priloga 2, Dio III tačka 3. 

Međutim, za metode u kojima se upotrebljava 
13

C-obilježeni unutrašnji standard za odgovarajuće 

analite dvostruka analiza potrebna je samo ako rezultat prvog određivanja nije usklađen. Dvostruka 

analiza potrebna je kako bi se isključila mogućnost unutrašnje uzajamne kontaminacije ili slučajne 

zamjene uzoraka. Ako se analiza izvodi tokom incidenta kontaminacije, potvrđivanje dvostrukom 

analizom može se izostaviti u slučaju da su uzorci koji su odabrani za analizu sljedivošću povezani 

s incidentom kontaminacije i otkrivena je količina znatno veća od najveće dopuštene količine. 

(
6
)  Pojam ‚gornji’ zahtijeva primjenu granice kvantifikacije za izračunavanje doprinosa svakog 

pojedinačnog nekvantifikovanog kongenera ekvivalentu toksičnosti (TEQ). Pojam ‚donji’ zahtijeva 

primjenu nule za izračunavanje doprinosa svakog pojedinačnog nekvantifikovanog kongenera 

ekvivalentu toksičnosti (TEQ). Pojam ‚srednji’ zahtijeva primjenu polovine granice kvantifikacije 

za obračun doprinosa svakog pojedinačnog nekvantifikovanog kongenera ekvivalentu toksičnosti 

(TEQ). 

(
7
)   Primjenjuju se zahtjevi za dvostruku analizu iz Priloga II. Dio III tačke 2. Međutim, za 

potvrdne metode u kojima se upotrebljava 
13

C-obilježeni unutrašnji standard za odgovarajuće 

analite dvostruka analiza potrebna je samo ako rezultat prvog određivanja nije usklađen. Dvostruka 

analiza potrebna je kako bi se isključila mogućnost unutrašnje uzajamne kontaminacije ili slučajne 

zamjene uzoraka. Ako se analiza izvodi tokom incidenta kontaminacije, potvrđivanje dvostrukom 

analizom može se izostaviti u slučaju da su uzorci koji su odabrani za analizu sljedivošću povezani 

sa incidentom kontaminacije i otkrivena je količina znatno veća od najveće dopuštene količine. 

(
8
)  Jednako obrazloženje i zahtjevi za dvostruku analizu za kontrolu pragova za pokretanje 

postupka za najveće dopuštene količine. 

(
9
)  Bioanalitičke metode nijesu specifične za te kongenere koji su uključeni u sistem TEF. U 

izolatu uzorka mogu biti prisutni i druga strukturno povezana jedinjena koja se vežu na receptor 

aromatskih ugljovodonika (AhR), što doprinosi opštem odgovoru. Stoga bioanalitički rezultati 

nijesu procjena, već više pokazatelj vrijednosti TEQ u uzorku. 

(
10

)  ‚Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laboratories performing PCDD/F and 

PCB Analysis using Isotope Dilution Mass Spectrometry’ (http://ec.europa.eu/food/safety/animal-

feed_en), ‚Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ for Measurements in the Field 

of Contaminants in Feed and Food’ (http://ec.europa.eu/food/safety/animal-feed_en). 

(
*1

)  U odnosu na najveće dopuštene količine. 

(
11

)  Trenutni zahtjevi zasnivaju se na TEF-ovima objavljenima u: M. Van den Berg et al., Toxicol 

Sci 93 (2), 223–241. (2006.). 

(
12

)  Kongeneri za koje je često ustanovljeno da ko-eluiraju su npr. PCB 28/31, PCB 52/69 i PCB 

138/163/164. Za GC-MS uzimaju se u obzir i moguće interferencije fragmenata viših hloriranih 

kongenera. 

(
13

)  Načela opisana u smjernicama ‚Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ for 

Measurements in the Field of Contaminants in Feed and Food’ 

(http://ec.europa.eu/food/safety/animal-feed_en) poštuju se ako su primjenjiva. 

(
14

)  Preporučuje se niži doprinos nivoa reagensa u slijepoj probi od nivoa kontaminanta u uzorku. 

Laboratorija je odgovorna za kontrolu varijacije nivoa vrijednosti slijepih proba, posebno ako su te 

vrijednosti oduzete. 

(
15

)  Trenutni zahtjevi temelje se na TEF-ovima objavljenima u: M. Van den Berg et al., Toxicol Sci 

93 (2), 223–241. (2006.). 

(
16

)  Korišćenje svih šest 
13

C-označenih analoga prema zahtjevima internih standarda. 

 



2.2. U pogledu PCDD/F-a i dioksinu sličnih PCB-a 

 Serija je u skladu sa maksimalno dozvoljenim količinama ako rezultat pojedinačne analize: 

 - sprovedene skrining metodom sa sadržajem lažno usklađenih rezultata manjim od 5% ukazuje da 

nivo ne prelazi maksimalno  dozvoljene količine PCDD/PCDF-a i sume PCDD/PCDF-a i dioksinu 

sličnih PCB-a utvrđenih propisom o maksimalno dozvoljenim količinama nepoželjnih materija u 

hrani za životinje, 

 - sprovedene potvrdnom metodom ne prelazi maksimalno  dozvoljene količine PCDD/PCDF-a i 

sume PCDD/PCDF-a i dioksinu sličnih PCB-a utvrđenih propisom o maksimalno dozvoljenim 

količinama nepoželjnih materija u hrani za životinje uzimajući u obzir mjernu nesigurnost. 

Za skrining testove potrebno je odrediti cut-off vrijednost za odluku o usklađenosti sa maksimalno 

dozvoljenim količinama određenim za PCDD/PCDF ili za sumu PCDD/PCDF-a i dioksinu sličnih 

PCB-a. 

Serija nije u skladu sa maksimalno dozvoljenim količinama utvrđenih propisom o maksimalno 

dozvoljenim količinama nepoželjnih materija u hrani za životinje, ako gornji
(6)

 analitički rezultat 

dobijen potvrdnom metodom i potvrđen dvostrukom analizom
(7)

, prelazi bez sumnje maksimalno 

dozvoljenu količinu uzimajući u obzir mjernu nesigurnost. 

Srednja vrijednost dva određivanja koristi se za provjeru usklađenosti uzimajući u obzir mjernu 

nesigurnost. Mjerna nesigurnost može se uzeti u obzir u skladu sa jednim od sljedećih pristupa: - 

obračunom proširene nesigurnosti, koristeći faktor pokrivanja 2, čime se dobija pouzdanost od oko 

95%. Serija odnosno podserija nije usklađena ako je izmjerena vrijednost umanjena za mjernu 

nesigurnost (U) iznad utvrđene maksimalno  dozvoljene količine.  

U slučaju kada se odvojeno određuju PCDD/PCDF i dioksinu slični PCB-i, tada se koristi suma 

procijenjenih proširenih nesigurnosti za svaki rezultat analize PCDD/PCDF-a i dioksinu sličnih 

PCB-a zasebno, kako bi se dobila suma PCDD/PCDF-a i dioksinu sličnih PCB-a. 

Odredbe ove tačke primjenjuju se na rezultate analize dobijene na uzorku službene kontrole. U 

slučaju potrebe za dodatnim analizama ili referentne potrebe, primjenjuju se nacionalni propisi. 

 

3. Rezultati koji prelaze nivo potreban za pokretanje postupka utvrĎenih propisom o 

maksimalno dozvoljenim količinama nepoželjnih materija u hrani za životinje 

Nivoi potrebni za pokretanje postupka predstavljaju alat za odabir uzoraka u kojima je potrebno 

utvrditi izvor kontaminacije i preduzeti mjere za smanjenje ili uklanjanje. Skrining metode 

uspostavljaju odgovarajuće cut-off vrijednosti za uzorke. Mjere potrebne za otkrivanje izvora i za 

smanjenje ili uklanjanje kontaminacije sprovode se samo ako je pokretanje postupka potvrđeno 

dvostrukom analizom koristeći potvrdnu metodu i uzimajući u obzir mjernu nesigurnost
(8)

.  

 

 

 

Dio III 

Priprema uzorka i zahtjevi za metode analize koje se koriste za kontrolu količina dioksina 

(PCDD/PCDF) i dioksinu sličnih PCB-a u odreĎenoj hrani 

 

1.Područje primjene  

Zahtjevi iz ovog dijela primjenjuju se za službenu kontrolu hrane u kojoj se određuju količina 

2,3,7,8-supstituiranih polihlorovanih dibenzo-p-dioksina i polihlorovanih dibenzofurana 

(PCDD/PCDF) i dioksinu sličnih  polihlorovanih bifenila (dioksinu slični PCB-i) i za druge 

regulatorne potrebe uključujući kontrole koje sprovodi subjekat u poslovanju sa hranom za 

životinje
(9).

 

Monitoring prisustva PCDD/PCDF-a i dioksinu sličnih PCB-a u hrani može se vršti sljedećim 

metodama: 



(a) Skrining metode  

Cilj skrining metoda je odabir uzoraka sa nivoima PCDD/PCDF-a i dioksinu sličnih PCB-a koje 

prelaze maksimalno dozvoljene količine ili nivo potreban za pokretanje postupka. Skrining metode 

treba da omoguće efikasnu veliku propusnost uzoraka i povećanje mogućnosti za otkrivanje novih 

incidenata sa velikom izloženošću i rizicima za zdravlje potrošača. Osmišljene su kako bi se izbjegli 

lažno pozitivni rezultati, a mogu uključivati bioanalitičke metode i GCMS metode. 

Skrining metode porede analitičke rezultate sa cut-off vrijednošću, iz kojih proizilazi DA ili NE 

odluka u pogledu mogućeg prelaženja maksimalno dozvoljene količine ili nivoa za pokretanje 

postupka. Koncentracija PCDD/PCDF-a i zbir PCDD/F-a i dioksinu sličnih PCB-a u uzorcima za 

koje se sumnja da su neusklađeni sa maksimalno dozvoljenom količinom mora biti 

određena/potvrđena potvrdnom metodom.  

Osim toga, skrining metode mogu pokazati nivoe PCDD/PCDF-a i dioksinu sličnih PCB-a prisutne 

u uzorku. U slučaju primjene bioanalitičkih skrining metoda rezultat se izražava kao bioanalitički 

ekvivalenti (BEQ), dok se u slučaju primjene fizičko-hemijskih GC-MS metoda izražava kao 

toksični ekvivalenti (TEQ). Brojčano navedeni rezultati skrining metoda odgovarajući su za 

dokazivanje usklađenosti ili sumnje na neusklađenost ili prelaženja nivoa potreban za pokretanje 

postupka i pokazuju raspon nivoa u slučaju daljeg praćenja pomoću potvrdnih metoda. Oni nisu 

prikladni u svrhe kao što su ocjena količine prisutnosti, procjena unosa, praćenje vremenskih 

kretanja kod količina ili ponovljena ocjena nivoa potrebnog za pokretanje postupka i maksimalno  

dozvoljene količine.  

(b)      Potvrdne metode  

Potvrdne metode omogućavajuju određivanje količine PCDD/PCDF-a i dioksinu sličnih PCB-a u 

uzorku i obezbjeđuju punu informaciju na nivou kongenera. Stoga te metode omogućavaju kontrolu 

maksimalno dozvoljenih količina i potrebnog nivoa za pokretanje postupka uključujući potvrdu 

rezultata dobijenih skrining metodama. Osim toga rezultati se mogu koristiti u druge svrhe kao što 

su određivanje niskih količina prisutnosti kod praćenja hrane, praćenja vremenskih kretanja, 

procjena izloženosti populacije i stvaranje baze podataka zbog moguće ponovne ocjene potrebnog 

nivoa za pokretanje postupka i maksimalno dozvoljenih količina. One su važne i za određivanje 

uzoraka kongenera kako bi se ustanovio izvor moguće kontaminacije. Pri takvim metodama koristi 

se GC-HRMS. Za potvrđivanje usaglašenosti ili neusaglašenosti sa maksimalno dozvoljenom 

količinom može se koristiti i GC-MS/MS.  

2. NAPOMENE: 

Za obračun koncentracija toksičnih ekvivalenata (TEQ), koncentracije pojedinačnih materija u 

datom uzorku pomnože se njihovim odgovarajućim faktorom toksične ekvivalentnosti (TEF), a 

zatim saberu kako bi se dobila ukupna koncentracija dioksinu sličnih jedinjenja izraženih kao TEQ. 

Za potrebe ovog dijela B, prihvaćena specifična granica kvantifikacije pojedinačnog kongenera 

znači najniža koncentracija analita koja se može izmjeriti sa prihvatljivom statističkom sigurnošću, 

ispunjavajući kriterijume identifikacije koji su opisani u međunarodno priznatim standardima, npr. 

u standardu MEST EN 16215:2014 (Hrana za životinje - Određivanje dioksina i PCB-a sličnih 

dioksinu GC/HRMS-om i indikatora PCB-a GC/HRMS-om) i/ili u metodi EPA 1613 i 1668 kako 

su revidovani. 

Granica kvantifikacije pojedinog kongenera može se odrediti na sljedeći način: 

(a) koncentracija analita u ekstraktu uzorka koja proizvodi reagovanje instrumenta na dva različita 

jona koji se prate uz odnos signala i šuma (signal/šum) 3:1 pri manje osjetljivom signalu; ili 

(b) ako zbog tehničkih razloga obračun signal-šum ne daje pouzdane rezultate, najniža tačka 

koncentracije na kalibracionoj krivoj koja daje prihvatljivo (≤ 30%) i dosljedno (mjereno najmanje 

na početku i na kraju analitičke serije uzoraka) odstupanje prosječnom faktoru relativnog odgovora 

izračunato za sve tačke na kalibracionoj krivoj u svakoj seriji uzoraka. LOQ se računa iz najniže 

kalibracione tačke uzimajući u obzir reagovanje (recovery) internih standarda i unos uzorka. 



Bioanalitičke skrining metode ne daju rezultate na nivou kongenera, već samo navode
(10) 

vrijednosti 

TEQ izražene u bioanalitičkim ekvivalentima (BEQ), obzirom na to da sve komponente prisutne u 

ekstraktu uzorka koji proizvedu odgovor pri ispitivanju možda ne ispunjavaju sve zahtjeve načela 

TEQ. 

Skrining i potvrdne metode mogu se upotrijebiti za kontrolu određenog matriksa samo ako su 

dovoljno osjetljive za pouzdano utvrđivanje količina koje su na potrebnom nivou za pokretanje 

postupka ili maksimalno  dozvoljene količine. 

 

3. Zahtjevi za obezbjeĎivanje kvaliteta 

3.1. Mjere za sprečavanja uzajamne kontaminacije moraju se preduzeti tokom uzimanja uzoraka i 

analize. 

3.2. Uzorci se moraju čuvati i prevoziti u posudama od stakla, aluminijuma, polipropilena ili 

polietilena koje su odgovarjuće za čuvanje i ne utiču na sadržaj PCDD/PCDF-a i dioksinu sličnih 

PCB-a u uzorcima. Tragovi papirne prašine moraju se ukloniti iz posuda. 

3.3. Skladištenje i prevoz moraju biti sprovedeni tako da se očuva cjelovitost uzorka hrane. 

3.4. Svaki laboratorijski uzorak treba sitno samljeti i dobro promiješati koristeći postupak kojim se 

postiže potpuna homogenizacija (npr. prosijavanjem samljevenog uzorka kroz sito otvora 1 mm); 

ako je sadržaj vlage u uzorku previsok, uzorak se prije mljevenja mora osušiti, prema potrebi. 

3.5. Od opšte je važnosti kontrola reagenasa, stakla i  opreme, zbog mogućeg uticaja na rezultate 

izražene u TEQ ili BEQ.  

3.6 Slijepu probu treba analizirati, sprovodeći cijeli analitički postupak ali bez uzorka. 

3.7. Za bioanalitičke metode vrlo je važno da su sva stakla i rastvori koji se koriste u analizi ispitani 

i da su slobodni od jedinjenja koji interferiraju prilikom detekcije ciljanih komponenti u radnom 

obimu. Staklo treba isprati rastvorima ili/i grijati na temperaturama koje su pogodne za otklanjanje 

tragova PCDD/PCDF-a, dioksinu sličnih jedinjenja i interferirajućih jedinjenja sa njene površine. 

3.8. Količina uzorka za ekstrakciju mora biti dovoljna da se zadovolje zahtjevi u pogledu dovoljno 

niskog radnog raspona uključujući koncentracije na nivou maksimalno  dozvoljene količine ili 

potrebnog nivoa za pokretanje postupka.  

3.9. Posebni postupci pripreme uzorka koji se koriste za proizvode koji se ispituju moraju  biti u 

skladu sa međunarodno priznatim smjernicama.  

 

4.    Zahtjevi za laboratorije  

4.1. Laboratorije treba da su akreditovane u skladu sa zakonom, sa zahtjevima ISO vodiča br. 58 

(radi obezbjeđenja analitičkog kvaliteta) i u skladu sa standardom MEST EN ISO/IEC 17025:2011 i 

u skladu sa propisom kojim je uređena bezbjednost hrane. Načela opisana u tehničkim smjernicama 

za procjenu mjerne nesigurnosti i granica kvantifikacije za analizu PCDD/PCDF-ova i PCB-ova 

poštuju se ako su primjenjiva
(11).

 

4.2. Laboratorije treba da kontinuirano učestvuju u međulaboratorijskim studijama za određivanje 

PCDD/PCDF-a i dioksinu sličnih PCB-a u relevantnim matriksima hrane i rasponima koncentracija. 

4.3. Laboratorije koji sprovode skrining metode pri rutinskim kontrolama uzoraka treba da 

uspostave saradnju sa laboratorijima koji sprovode potvrdne metode zbog kontrole kvaliteta i 

potvrde analitičkih rezultata sumnjivih uzoraka. 

 

5. Osnovni zahtjevi za analitičke postupke za dioksine (PCDD/PCDF) i dioksinu slične PCB-e  

5.1. Nizak radni opseg  i granica kvantifikacije  

Za PCDD/PCDF, osjetljivost određivanja mora biti na nivou pikograma (10
-15 

g) zbog visoke 

toksičnosti nekih od ovih jedinjenja. Za većinu PCB kongenera dovoljna je osjetljivost u području 

nanograma (10
-9

 g). Međutim za mjerenje toksičnijih kongenera dioksinu sličnih PCB-a (posebno 

ne-orto supstituisanih kongenera) donja granica radnog obima mora dostići donje pikogramsko 



područje (10
-12

 g). Za sve druge kongenere PCB-a, dovoljan je nivo kvantifikacije u nanogramskom 

rasponu (10
-9

 g).  

5.2. Visoka selektivnost (specifičnost)  

5.2.1. Potrebno je praviti razliku između PCDD-a, PCDF-a i dioksinu sličnih PCB-a i mnogobrojnih 

drugih, istovremeno ekstrahovanih i vjerovatno interferirajućih jedinjenja, prisutnih u 

koncentracijama koje su nekoliko redova veličine veće od koncentracija predmetnih analita. Kod 

metoda gasne hromatografije/masene spektrometrije (GC-MS), treba praviti razliku između 

različitih kongenera, na primjer: između toksičnih (npr. 17 2,3,7,8-supstituisanih PCDD/PCDF i 12 

dioksinu sličnih PCB-ova) i drugih kongenera.  

5.2.2. Bioanalitičke metode moraju biti u stanju da detektuju ciljana jedinjenja kao suma 

PCDD/PCDF-a i/ili dioksinu sličnih PCB-a. Prečišćavanje uzorka ima za cilj uklanjanje jedinjenja 

koji uzrokuju lažnu neusklađenost rezultata ili jedinjenja koji mogu smanjiti odgovor i 

prouzrokovati lažno usklađene rezultate.  

5.3. Visoka tačnost (istinitost i preciznost, očito iskorišćenje pri biološkim testovima)  

5.3.1. Kod metoda GC-MS određivanje treba da obezbjedi  validnu procjenu prave koncentracije u 

uzorku. Visoka tačnost (tačnost mjerenja: podudarnost između rezultata mjerenja i stvarne ili 

prihvaćene referentne vrijednosti mjerenog) potrebna je da bi se izbjeglo odbijanje rezultata analize 

uzorka na osnovu nepouzdane procjene rezultata TEQ-a. Tačnost se izražava kao istinitost (razlika 

između izmjerene srednje vrijednosti za analit u sertifikovanom materijalu i njegove sertifikovane 

vrijednosti, izražene kao procenat ove vrijednosti) i preciznost (RSDR relativna standardna 

devijacija izračunata iz rezultata dobijenih u uslovima obnovljivosti (reproducibility)).  

5.3.2. Kod bionalitičkih metoda potrebno je odrediti očiglednu iskorišćenost pri biološkim 

testovima. Očigledna iskorišćenost pri biološkim testovima znači nivo BEQ-a izračunat iz 

kalibracione krive TCDD-a ili PCB-a 126, korigovana za vrijednost slijepe probe i zatim 

podijeljena sa vrijednosti TEQ-a, koja je određena potvrdnom metodom. Njegova namjena je 

ispravljanje faktora poput gubitka PCDD/PCDF-a i dioksinu sličnih jedinjenja tokom postupka 

ekstrakcije i prečišćavanja, povećavanje ili smanjivanje odgovora koekstrahovanih jedinjenja 

(agonistički i antagonistički efekti), kvalitet prilagođavanja krive, ili razlike između vrijednosti 

faktora ekvivalenta toksičnosti (TEF) i relativne potencije (REP). Očigledno iskorišćenje pri 

biološkim testovima izračunava se iz odgovarajućih referentnih uzoraka, koji imaju reprezentativnu 

raspodjelu kongenera u blizini predmetnog nivoa.  

5.4. Validnost u rasponu maksimalno  dozvoljene količine i opšte mjere za kontrolu kvaliteta 

5.4.1. Laboratorije moraju dokazati efikasnost izvođenja metode u određenom rasponu maksimalno 

dozvoljene količine, npr. 0,5x, 1x i 2x većom količinom od maksimalno dozvoljene količine, sa 

prihvatljivom relativnom standardnom devijacijom ponovljene analize tokom postupka validacije 

i/ili rutinske analize. 

5.4.2. Redovne slijepe probe i ogledi sa dodavanjem (spajkovanjem) ili analize kontrolnih uzoraka 

(ako je dostupan, poželjan je sertifikovani referentni materijal) sprovode se kao mjere unutrašnje 

kontrole kvaliteta. Dijagrami kontrole kvaliteta (QC) za slijepe probe, oglede sa dodavanjem 

(spajkovanjem) ili analize kontrolnih uzoraka, bilježe se i provjeravaju kako bi se sprovođenje 

analiza u skladu sa zahtjevima.  

5.5. Granica odreĎivanja (LOQ)  

5.5.1. Za bioanalitičku skrining metodu, određivanje LOQ nije potrebno, ali je potrebno dokazati da 

metoda može razlikovati slijepu probu od cut-off vrijednosti. Pri određivanju vrijednosti BEQ 

određuje se nivo izvještavanja zbog postupanja sa uzorcima koji daju odgovor ispod tog nivoa. Za 

nivo izvještavanja potrebno je dokazati da se razlikuje najmanje za tri puta od postupka sa slijepom 

probom sa odgovorom ispod radnog raspona. Stoga se izračunava na temelju uzoraka koji sadrže 

ciljana jedinjenja blizu najniže zahtijevanog nivoa, a ne iz odnosa između signala i šuma ili slijepe 

probe. 



5.5.2. Granica određivanja (LOQ) za potvrdnu metodu treba da bude približno jedna petina 

maksimalno dozvoljene količine. 

5.6. Analitički kriterijum  

Za pouzdane rezultate potvrdnih ili skrining metoda moraju biti ispunjeni sljedeći kriterijumi u 

rasponu maksimalno dozvoljene količine ili nivoa potrebnog za pokretanje postupka, za TEQ 

vrijednosti odnosno BEQ vrijednosti, koje se određuju kao ukupna vrijednost TEQ (kao suma 

PCDD/PCDF-a i dioksinu sličnih PCB-a), ili odvojeno za PCDD/PCDF i dioksinu slične PCB-e:    

 

 

 Skrining metode sa 

bioanalitičkim ili fizičko-

hemijskim metodama 

Potvrdne metode 

Učestalost lažno usklađenih 

rezultata 
(1)

 

<5%  

Istinitost  – 20% do +20% 

Ponovljivost (repeatability) 

(RSDr) 

<20%  

Unutar laboratorijska 

obnovljivost (RSDR) 

< 25% <15% 

(1)  U odnosu na maksimalno  

dozvoljene količine. 

  

 

 

5.7. Posebni zahtjevi za skrining metode 

5.7.1. Mogu se koristiti GC-MS metode analize i bioanalitičke metode. Za GC-MS metode 

primjenjuju se zahtjevi utvrđeni u tački 6 ovog dijela. Za ćelijske bioanalitičke metode primjenjuju 

se posebni zahtjevi utvrđeni u tački 7 ovog dijela. 

5.7.2. Laboratorije koje sprovode skrining metode za rutinsku kontrolu uzoraka moraju uspostaviti 

usku suradnju sa laboratorijama koji sprovode potvrdnu metodu.  

5.7.3. Tokom rutinske analize potrebno je sprovesti provjeru mogućnosti skrining metode pomoću 

kontrole analitičkog kvaliteta i stalnog vrednovanja metoda. Kontinuirano se mora sprovoditi 

program za kontrolu usklađenosti rezultata. 

5.7.4. Provjera mogućeg smanjenja ćelijskog odgovora i citotoksičnosti:  

20% izolata uzoraka mjeri se u rutinskom skrining pregledu bez i sa dodatim 2,3,7,8-TCDD koji 

odgovara maksimalno  dozvoljene količini ili nivou potrebnog za pokretanje postupka kako bi se 

provjerilo je li odgovor možda smanjen zbog interferirajućih supstanci prisutnih u ekstraktu uzorka. 

Izmjerena koncentracija uzorka sa dodatkom (spajkom) poredi se sa sumom koncentracija ekstrakta 

bez dodatka i koncentracije koja je dodata (spajkovana). Ako je ta izmjerena koncentracija za više 

od 25% manja od izračunate (zbirne) koncentracije, to ukazuje na moguće smanjenje signala i da te 

rezultate treba podvrći potvrdnoj analizi GC-HRMS. Rezultati se prate na dijagramima kontrole 

kvaliteta. 

5.7.5. Kontrola kvaliteta usklađenih uzoraka: 

Otprilike od 2% do 10% usklađenih uzoraka, zavisno od matriksa uzorka i laboratorijskog iskustva, 

biće potvrđena GC-HRMS analizom. 

5.7.6. Određivanje učestalosti lažno usklađenih rezultata na temelju podataka QC: 

Određuje se učestalost lažno usklađenih rezultata dobijenih skrining metodama analize uzoraka 

ispod i iznad maksimalno  dozvoljene količine ili nivoa potrebnog za pokretanje postupka. Stvarna 

učestalost lažno usklađenih rezultata mora biti ispod 5%. Kada je najmanje 20 potvrđenih rezultata 

po matriksu/grupi matriksa dostupno iz kontrole kvaliteta usklađenih uzoraka, donose se zaključci o 

učestalosti lažno usklađenih rezultata iz te baze podataka. Rezultati uzoraka analizirani prstenastim 



probama ili tokom incidenata kontaminacije koji pokrivaju raspon koncentracije do npr. 2x 

maksimalno dozvoljene količine (MDK), mogu se uključiti i u minimum od 20 rezultata za 

procjenu učestalosti lažno usklađenih rezultata. Uzorci moraju uključivati najčešće uzorke 

kongenera koji predstavljaju različite izvore.  

Iako su skrining metode usmjerene prvenstveno na otkrivanje uzoraka koji prelaze nivo potreban za 

pokretanje postupka, kriterijum za određivanje lažno usklađenih rezultata je maksimalno dozvoljena 

količina, uzimajući u obzir mjernu nesigurnost potvrdne metode. 

5.7.7. Mogući neusklađeni rezultati iz skrining metode moraju se uvijek provjeriti komplet 

ponovljenom analizom na originalnom uzorku potvrdnom metodom. Ti se uzorci mogu koristiti i za 

procjenu učestalosti lažno usklađenih rezultata. Kod skrining metoda učestalost „lažnih usklađenih 

rezultata” je dio rezultata za koje je potvrđeno da su usklađeni potvrdnom analizom, dok je 

prethodnom skrining metodom analize za uzorak izražena sumnja da nije usklađen. Međutim, 

procjena prednosti skrining metode zasniva se na upoređivanju lažno usklađenih rezultata sa 

ukupnim brojem pregledanih uzoraka. Ta učestalost mora biti dovoljno niska da je upotreba 

skrining metode korisna. 

5.7.8. Bioanalitičke metode moraju barem u uslovima validnosti tačno pokazati količinu TEQ, 

izračunatu i izraženu kao BEQ. I kod bioanalitičkih metoda sprovedenih u uslovima ponovljanja, 

unutar-laboratorijska ponovljivost RSDr je uobičajeno manja nego obnovljivost RSDR.  

 

6. Posebni zahtjevi koje moraju ispunjavati metode GC-MS za skrining ili potvrdne metode  

6.1. Prihvatljive razlike izmeĎu gornje i donje granice nivoa WHO-TEQ  

Razlika između gornje i donje granice ne smije biti veća od 20% da bi se potvrdilo prelaženje 

maksimalno  dozvoljene količine ili u slučaju potrebe prelaženja nivoa potrebnog za pokretanje 

postupka. 

6.2. Kontrola iskorišćenja (Control of recoveries) 

6.2.1. Dodavanje 
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C-označenih 2,3,7,8-hlor supstituisanih internih standarda za PCDD/PCDF i 
13

C-označenih internih standarda za dioksinu slične PCB-e je potrebno sprovesti na samom početku 

analize, na primjer prije ekstrakcije kako bi se vrednovao analitički postupak. Najmanje se mora 

dodati po jedan kongener za sve tetra do okta-hlorirane homologne grupe za PCDD/PCDF i 

najmanje po jedan kongener za sve homologne grupe za dioksinima slične PCB-e (odnosno 

najmanje po jedan kongener za svaki izabrani jon u spektrometriji masa koja se koristi za praćenje 

PCDD/PCDF-a odnosno dioksinima sličnih PCB-a). U slučaju potvrdnih metoda koristi se svih 17 
13

C-označenih 2,3,7,8-hlor supstituisanih internih standarda za PCDD/PCDF-e i svih 12 
13

C-

označenih internih standarda za dioksinu slične PCB-e. 

6.2.2. Relativne faktore odgovora treba utvrditi i za one kongenere za koje se ne dodaje ni jedan 
13

C-označen analog, tako što će se koristiti odgovarajući kalibracioni rastvori. 

6.2.3. Za hranu biljnog i životinjskog porijekla koja sadrži manje od 10% masti, interni standardi se 

obavezno dodaju prije ekstrakcije. Za hranu životinjskog porijekla u kojoj je sadržaj masti veći od 

10%, interni standardi se mogu dodati prije ili poslije ekstrakcije masti. Mora se sprovesti 

odgovarajuće vrednovanje efikasnosti ekstrakcije, što zavisi od toga dodaje li se interni standard 

prije ili nakon ekstrakcije masti, i o tome izražavaju li se rezultati na sadržaj masti u uzorku ili na 

cijeli uzorak. 

6.2.4. Prije GC-MS analize treba dodati 1 ili 2 (surogat) standarda radi provjere iskorišćenja. 6.2.5. 

Potrebno je kontrolisati iskorišćenje. Za potvrdne metode, iskorišćenje pojedinačnih internih 

standarda mora biti u rasponu između 60% i 120%. Manje ili veće iskorišćenje za pojedinačne 

kongenere, a posebno za neke hepta- i okta-hlorirane dibenzo-p-dioksine i dibenzofurane, je 

prihvatljivo pod uslovom da je njihov doprinos TEQ vrijednosti manji od 10% ukupne TEQ 

vrijednosti (dobijene na osnovu zbira PCDD/PCDF-a i dioksinima sličnih PCB-a). Za skrining 

metode GC-MS iskorišćenje mora biti u rasponu između 30% i 140%. 

6.3. Uklanjanje interferirajućih materija 



- Odvajanje PCDD/PCDF-a od interferirajućih hlorovanih jedinjenja kao što su PCB-i koji nisu 

slični dioksinu i hlorovani difenil eteri se sprovodi pomoću odgovarajućih hromatografskih tehnika 

(najbolje pomoću kolone sa florisilom, aluminijum-oksidom i/ili aktivnim ugljem). 

- Razdvajanje izomera gasnom hromatografijom mora biti zadovoljavajuće (<25% od pika do pika 

između 1,2,3,4,7,8-HxCDF i 1,2,3,6,7,8HxCDF).  

6.4. Kalibracija sa standardnom krivom 

Raspon kalibracione krive mora obuhvatati relevantni raspon maksimalno  dozvoljenih količina ili 

nivoa potrebnog za pokretanje postupka. 

6.5. Posebni zahtjevi za potvrdne metode  

- Za GC-HRMS: 

- U HRMS, rezolucija je tipično veća ili jednaka 10000 za cijeli maseni raspon pri 10% najmanjeg 

razmaka između dva pika vrijednosti jednakog intenziteta. 

- Ispunjavanje daljih kriterijuma za identifikaciju i potvrđivanje kako su opisani u međunarodno 

priznatim standardima, na primjer u standardu MEST EN 16215:2014 (Hrana za životinje - 

Određivanje dioksina i PCB-a sličnih dioksinu GC/HRMS-om i indikatora PCB-a GC/HRMS-om) 

i/ili u metodama EPA 1613 i 1668, kako su revidirane. 

- Za GC-MS/MS: 

- Praćenje barem dva specifična prekursora jona, svakog sa jednim posebnim odgovarajućim 

prelaznim jonom produkta za sve označene i neoznačene analite u okviru analize. 

- Najveće dozvoljeno odstupanje relativnih intenziteta jona od ±15% za odabranu tranziciju jona 

produkta u poređenju sa izračunatim ili izmjerenim vrijednostima (prosjek iz kalibracionih normi), 

primjenjujući identične MS/MS uslove, posebno energiju kolizije i pritisak gasa kolizije, za svaku 

tranziciju jednog analita.  

- Rezoluciju za svaki kvadropol treba postaviti jednako ili bolje od jedinične masene rezolucije 

(jedinična masena rezolucija: rezolucija koje je dovoljna da dva pika razdvoji za jednu masenu 

jedinicu) kako bi se smanjila moguća međudjelovanja ispitivanih analita.  

- Ispunjavanje zahtjeva međunarodno priznatih standarda, na primjer u standardu MEST EN 

16215:2014 (Hrana za životinje - Određivanje dioksina i PCB-a sličnih dioksinu GC/HRMS-om i 

indikatora PCB-a GC/HRMS-om) i/ili u revidiranim metodama EPA 1613 i 1668, osim obaveze da 

se koristi GC-HRMS. 

 

7. Posebni zahtjevi za bioanalitičke metode  

Bioanalitičke metode su metode zasnovane na upotrebi bioloških načela kao što su testovi na 

ćelijskoj osnovi, testovi na bazi receptora ili imunološki testovi.   

Skrining metoda klasifikuje uzorak kao usklađen ili kao sumnjiv da nije usklađen. U tu svrhu 

izračunata vrijednost BEQ upoređuje se sa cut-off vrijednošću. Uzorci ispod cut-off vrijednosti 

smatraju se usklađenima, za uzorke jednake ili iznad cut-off vrijednosti sumnja se da nisu usklađeni, 

što zahtijeva analizu potvrdnom metodom. U praksi BEQ vrijednost koja odgovara 2/3 maksimalno  

dozvoljene količine može se koristiti kao najprimjerenija cut-off vrijednost obezbjeđujući učestalost 

lažno usklađenih rezultata ispod 5% i prihvatljivu učestalost lažno neusklađenih rezultata. Kako su 

maksimalno  dozvoljene količine odvojene za PCDD/PCDF i za zbir PCDD/PCDF-a i dioksinu 

sličnih PCB-a, provjera usklađenosti uzoraka bez frakcionisanja zahtijeva odgovarajuće cut-off 

vrijednosti za PCDD/PCDF-e kod bioloških testova. Za provjeru uzoraka koji prelaze nivoa 

potrebne za pokretanje postupka, odgovarajući procenat nivoa potrebnog za pokretanje postupka 

može se koristiti kao cut-off vrijednost. Kod nekih bioanalitičkih metoda okvirna vrijednost 

izražena u BEQ može se navesti za uzorke unutar radnog raspona koji prelaze nivoe izvještavanja. 

7.1. Procjena odgovora na ispitivanje 

7.1.1. Opšti zahtjevi 

- Kada se koncentracije izračunavaju iz kalibracione krive za TCDD, vrijednosti na donjem i 

gornjem kraju krive pokazuju veliku razliku (visok koeficijent varijacije (CV)). Radni raspon je 



raspon u kojem je CV manji od 15%. Donji dio radnog raspona (nivo izvještavanja) mora se dalje 

odrediti u znatno većoj mjeri (najmanje tri puta više) od postupka slijepe probe. Gornji dio radnog 

raspona obično predstavlja vrijednost EC70 (70% najveće efikasne koncentracije), ali je niži ako je 

CV u tom rasponu veći od 15%. Radni raspon se određuje tokom validacije. Cut-off vrijednosti 

(7.3.) moraju biti dobro unutar radnog raspona. 

- Standardni rastvori i ekstrakti uzoraka ispituju se barem dvostrukom analizom. Kad se koriste 

dvostruke analize, standardni rastvori ili ekstrakti kontrolnih uzoraka ispitani u 4 do 6 bunarčića 

raspoređenih po pločici pokazuju odgovor ili koncentraciju (moguće samo u radnom rasponu) na 

temelju CV<15%. 

7.1.2. Kalibracija 

7.1.2.1. Kalibracija sa standardnom krivom  
- Nivoi u uzorcima mogu se procijeniti upoređivanjem odgovora na ispitivanje s kalibracionom 

krivom TCDD (ili PCB 126 ili standardna mješavina PCDD/PCDF-a/dioksinu sličnih PCB-a) za 

obračun BEQ vrijednosti u ekstraktu i kasnije u uzorku. 

- Kalibraciona kriva sadrži 8 do 12 koncentracija (barem dvostruko) sa dovoljno koncentracija u 

donjem dijelu krive (radni raspon). Posebnu pažnju treba obratiti na kvalitet prilagodljivosti krive u 

radnom rasponu. Tako R
2 

vrijednost ima malu ili nikakvu korist u procjeni ispravnosti 

prilagođavanja pri nelinearnoj regresiji. Bolje prilagođavanje postići će se smanjivanjem razlike 

između izračunatih i primijećenih vrijednosti u radnom rasponu krive (npr. smanjivanjem zbira 

kvadrata rezidua).  

- Procijenjena vrijednost u ekstraktu uzorka zatim se koriguje za vrijednost BEQ, izračunatu za 

slijepi uzorak matriksa/rastvora (kako bi se uzele u obzir nečistoće iz upotrijebljenih rastvora i 

hemikalija) i za očito iskorišćenje (izračunano iz vrijednosti BEQ odgovarajućih referentnih 

uzoraka sa reprezentativnim uzorcima kongenera u području maksimalno  dozvoljene količine ili 

nivoa potrebnog za pokretanje postupka). Za korekciju iskorišćenja, očigledno iskorišćenje treba 

uvijek biti unutar zahtijevanog raspona. Referentni uzorci koji se koriste za korekciju iskorišćenja 

treba da su usklađeni sa zahtjevima iz tačke 7.2. ovog dijela. 

 

7.1.2.2. Kalibracija sa referentnim uzorcima  

Druga mogućnost je da se da se u blizini ciljnog nivoa upotrijebi kalibraciona kriva pripremljena iz 

bar  četiri referentna uzorka jedan matriks slijepe probe i tri referentna uzorka sa 0,5x, 1,0x i 2,0x 

većom vrijednosti od maksimalno dozvoljene količine ili nivoa potrebnog za pokretanje postupka) 

zbog čega korekcija vrijednosti slijepih proba i iskorišćenja više nije potrebna. U ovom slučaju se 

može odgovor testa koji odgovara 2/3 maksimalno  dozvoljene količine izračunati neposredno iz tih 

uzoraka i upotrijebiti kao cut-off vrijednost. Za provjeru uzoraka koji prelaze nivoe potrebne za 

pokretanje postupka, odgovarajući procenat nivoa potrebnog za pokretanje postupka može 

odgovarati kao cut-off vrijednost. 

7.1.3. Odvojeno odreĎivanje PCDD/PCDF-a i dioksinu sličnih PCB-a  

Ekstrakti se mogu podijeliti u frakcije koje sadrže PCDD/PCDF i dioksinu slične PCB-e 

omogućavajući odvojeno iskazivanje vrijednosti TEQ za PCDD/PCDF i dioksinu slične PCB-e (u 

BEQ). Po mogućnosti se koristi standardna kalibraciona kriva PCB 126 za procjenu rezultata za 

frakciju koja sadrži dioksinu slične PCB-e. 

7.1.4. Očigledno iskorišćavanje pri biološkim testovima 

 „Očigledno iskorišćavanje pri biološkim testovima” izračunava se iz odgovarajućih referentnih 

uzoraka sa reprezentativnim uzorcima kongenera u području oko maksimalno  dozvoljene količine 

ili nivoa potrebnog za pokretanje postupka i izražava se kao procenat vrijednosti BEQ u 

komparaciji sa vrijednošću TEQ. Zavisno od vrste ispitivanja i upotrijebljenog ili upotrijebljenih 

TEF-ova
(12),

 razlike između faktora TEF i REP za dioksinu slične PCB-e mogu prouzrokovati manje 

očito iskorišćenje za dioksinu slične PCB-e u poređenju s PCDD/PCDF-om. Stoga ako se sprovodi 

odvojeno određivanje PCDD/PCDF-a i dioksinu sličnih PCB-a očito iskorišćenje pri biološkim 



testovima iznosi: za dioksinu slične PCB-e 20% do 60%, za PCDD/PCDF-e od 50% do 130% 

(rasponi važe za kalibracionu krivu TCDD). S obzirom da doprinos dioksinu sličnih PCB-a sumi 

PCDD/PCDF-a i dioksinu sličnih PCB-a može varirati kod različitih matriksa i uzoraka, očigledno 

iskorišćavanje pri biološkim testovima za parametar sume odražava ove raspone koji iznose od 30% 

do 130%. Bilo koja implikacija bitno revidiranih vrijednosti TEF-a na zakonodavstvo Unije za 

PCDD/PCDF-e i dioksinu slične PCB-e zahtijeva reviziju ovih raspona. 

 

 

7.1.5. Kontrola iskorišćenja prečišćavanja  

Gubitak jedinjenja tokom prečišćavanja uzorka provjerava se tokom validacije. Slijepa proba sa 

dodatkom mješavine različitih kongenera se podvrgava prečišćavanju (najmanje n=3), a 

iskorišćenje i varijabilnost provjeravaju se potvrdnom analizom. Iskorišćenje iznosi od 60% do 

120% naročito za kongenere koji doprinose više od 10% vrijednosti TEQ u različitim mješavinama. 

7.1.6.   Nivoi izvještavanja  

Za izvještavanje o vrijednostima BEQ, nivo izvještavanja se određuje na osnovu odgovarajućih 

matriksa uzoraka koji uključuju tipične uzorke kongenera, ali ne na osnovi kalibracione krive 

standarda zbog niske preciznosti u donjem rasponu krive. Efekti ekstrakcije i prečišćavanja se 

uzimaju u obzir. Nivo izvještavanja se određuje značajno iznad postupka sa uzorcima slijepe probe 

(najmanje tri puta više). 

7.2. Korišćenje referentnih uzoraka 

7.2.1. Referentni uzorci predstavljaju uzorke matriksa, uzorke kongenera i raspone koncentracija za 

PCDD/PCDF i dioksinu slične PCB-e oko maksimalno  dozvoljene količine ili nivo potreban za 

pokretanje postupka. 

7.2.2. Uz svaku seriju uzoraka koja se ispituje uključuje se jedna slijepa proba ili po mogućnosti 

slijepa proba datog matriksa i jedan referentni uzorak sa maksimalno  dozvoljenom količinom ili na 

nivo potrebnom za pokretanje postupka. Ovi uzorci se ekstrahuju i analiziraju istovremeno u istim 

uslovima. Referentni uzorak mora pokazati izrazito veći odgovor od slijepog uzorka, što 

obezbjeđuje ispravnost testa, a uzorci se mogu koristiti za korekciju slijepe probe i iskorišćenja. 

7.2.3. Referentni uzorci koji se odaberu za korekciju iskorišćenja su reprezentativni za ogledne 

uzorke, što znači da uzorci kongenera ne uzrokuju preniske procjene vrijednosti. 

7.2.4. Dodatnim referentnim uzorcima kojima su količine 0,5x i 2x veće od maksimalno  dozvoljene 

količine ili nivoa potrebnog za pokretanje postupka mogu se uključiti za dokazivanje ispravnosti 

ispitivanja u rasponu propisanih količina za kontrolu maksimalno  dozvoljene količine ili nivoa 

potrebnog za pokretanje postupka. Ako se kombinuju, ovi uzorci se mogu koristiti za izračun 

vrijednosti BEQ u oglednim uzorcima.  

7.3. OdreĎivanje cut-off vrijednosti  

Odnos između bionalitičkih rezultata u BEQ i rezultati GC/HRMS u TEQ određuje se (npr. 

kalibracijskim ogledima u matriksu, koji uključuju referentne uzorke sa dodatkom (spajkom) 0, 

0,5x, 1x i 2x maksimalno dozvoljene količine (MDK) sa šest ponavljanja na svakom nivou (n=24)). 

Faktori korekcije (slijepa proba i iskorišćenje) mogu se procijeniti iz ovog odnosa, ali se moraju 

provjeravati u svakoj seriji ispitivanja u skladu sa tačkom 7.2.2. ovog dijela. 

Cut-off vrijednosti određuju se za donošenje odluke o usklađenosti uzorka sa maksimalno  

dozvoljenim količinama ili za kontrolu nivoa potrebnog za pokretanje postupka, ako je relevantno, s 

obzirom na dotičnu maksimalno  dozvoljenu količinu ili nivoa potrebnog za pokretanje postupka 

određene posebno za PCDD/PCDF-e i za dioksinu slične PCB-e ili za sumu PCDD/PCDF-a i 

dioksinu sličnih PCB-a. Prikazuje ih donja krajnja tačka distribucije bioanalitičkih rezultata 

(korigovano za vrijednost slijepe probe i za iskorišćenje) što odgovara odlučujućoj granici potvrdne 

metode na bazi 95% nivoa povjerenja, što znači da je sadržaj lažno usklađenih rezultata <5% i na 

osnovu RSD R<25 %. Odlučujuća granica potvrdne metode je maksimalno  dozvoljene količina 



uzimajući u obzir mjernu nesigurnost. U praksi se cut-off vrijednost (u BEQ) može izračunati na 

sljedeći način:  

7.3.1. Korišćenje donjeg raspona 95% intervala predviđanja pri odlučujućoj granici potvrdne 

metode:  

 

gdje je: 

BEQDL - BEQ koji odgovara odlučujućoj granici potvrdne metode, koja je maksimalno  dozvoljena 

količina uzimajući u obzir mjernu nesigurnost 

Sy,x - standardna devijacija rezidua 

tα,f=m-2 - student faktor (α=5%, f=stepeni slobode, jednostrani) 

m - ukupan broj kalibracionih tačaka (indeks j) 

n - broj ponavljanja na svakom nivou  

xi - koncentracija uzorka (u TEQ) kalibracijske tačke i određena potvrdnom metodom 

x- srednja vrijednost koncentracija (u TEQ) svih kalibracionih uzoraka  

           m 

Q xx= ∑ (xi-x)
2
  - parametar zbira kvadrata, i = indeks za kalibracionu tačku i  

           j=1 

7.3.2. Obračun iz bioanalitičkih rezultata (korigovano za vrijednost slijepe probe i za iskorišćenje) 

višestrukih analiza uzoraka (n ≥ 6) kontaminiranih na odlučujućoj granici potvrdne metode, kao 

donja krajnja tačka distribucije podataka pri odgovarajućoj srednjoj BEQ vrijednosti:  

Cut-off vrijednost = BEQDL – 1,64 x SDR  

gdje je: 

 SDR - standardna devijacija rezultata bioanalitičkih testova pri BEQDL, izmjereno u unutar 

laboratorijskim uslovima obnovljivosti  

7.3.3. Obračun kao srednja vrijednost bioanalitičkih rezultata (u BEQ, korigiovano za vrijednost 

slijepe probe i za iskorišćenje) iz višestrukih analiza uzoraka (n≥6) kontaminiranih na 2/3 

maksimalno dozvoljene količine ili nivoa potrebnog za pokretanje postupka, što se zasniva na 

zapažanju o kretanju vrijednost oko cut-off vrijednosti datih u tač. 7.3.1. ili 7.3.2. ovog dijela.   

Obračun cut-off vrijednosti na osnovu 95% nivoa povjerenja, što znači da je udio lažno usklađenih 

rezultata <5 % i na osnovu RSD R < 25 %: 

 1) iz donjeg raspona 95% intervala predviđanja pri odlučujućoj granici potvrdne metode; 

 2) iz višestrukih analiza uzoraka (n≥6) kontaminiranih na odlučujućoj granici potvrdne metode kao 

donja krajnja tačka distribucije (na slici prikazana krivom u obliku zvona) pri odgovarajućoj 

srednjoj BEQ vrijednosti. 

 

  



Slika 1. 

 

 
 
 
 
7.3.4. Ograničenja cut-off vrijednosti 

Cut-off vrijednosti na osnovu BEQ, izračunate iz RSDR postignute tokom validacije koristeći 

ograničen broj uzoraka sa različitim uzorcima matriksa/kongenera mogu biti veće od maksimalno 

dozvoljene količine ili nivoa potrebnog za pokretanje postupka, na osnovu TEQ zbog veće 

preciznosti od one rutinski dobijene kada je potrebno kontrolisati nepoznati spektar mogućih 

uzoraka kongenera. U takvim slučajevima se cut-off vrijednosti izračunaju iz RSDR=25%, ili se daje 

prednost 2/3 maksimalno dozvoljene količine ili nivoa potrebnog za pokretanje postupka. 

7.4. Karakteristike izvodljivosti (Performance caracteristic) 

7.4.1. U bioanalitičkim metodama ne mogu se koristiti interni standardi, već se sprovode ispitivanja 

ponavljanja kako bi se dobili podaci o standardnoj devijaciji unutar i između serija ispitivanja. 

Ponavljanje mora biti manja od 20%, a interna laboratorijska obnovljivost manja od 25%. To se 

bazira na nivoima izračunatih u BEQ nakon korekcije za vrijednost slijepe probe i za iskorišćenja. 

7.4.2. U postupku validacije potrebno je dokazati da test pravi razliku između slijepe probe i nivoa 

na cut-off vrijednosti omogućavajući identifikaciju uzoraka iznad odgovarajuće cut-off vrijednosti. 

7.4.3. Moraju se utvrditi ciljna jedinjenja, moguće interference i najveće prihvatljive količine za 

slijepe probe. 

7.4.4. Procenat standardne devijacije u odgovoru ili koncentraciji izračunat iz odgovora (moguće 

samo u radnom rasponu) pri trostrukom određivanju ekstrakta uzorka ne smije biti iznad 15%. 

7.4.5. Nekorigovani rezultati referentnih uzoraka izraženi u BEQ (vrijednost slijepe probe i pri 

maksimalno dozvoljenoj količini ili nivou potrebnom za pokretanje postupka) koriste se za ocjenu 

izvodljivosti bioanalitičke metode u konstantnom vremenskom periodu. 

7.4.6. Dijagrami kontrole kvaliteta (QC) za postupke sa uzorcima slijepe probe i svaka vrsta 

referentnog uzorka bilježe se i provjeravaju kako bi se obezbjedilo da je izvodljivost analiza u 

skladu sa zahtjevima, a posebno za postupak sa slijepom probom u pogledu zahtijevane najmanje 

razlike do donjeg dijela radnog raspona i za referentne uzorke u pogledu unutar laboratorijske 

obnovljivosti. Postupke sa slijepim uzorcima potrebno je dobro kontrolisati kako bi se izbjegli lažno 

usklađeni rezultati kada se oduzimaju. 

7.4.7. Rezultati analiza sumnjivih uzoraka dobijenih potvrdnim metodama i 2 do 10% usklađenih 

uzoraka (najmanje 20 uzoraka po matriksu) sakupljaju se i koriste za procjenu izvodljivosti skrining 

metode i odnosa između BEQ i TEQ. Ova baza podataka može se koristiti za ponovljenu evaluaciju 

cut-off vrijednosti koje se primjenjuju na rutinske uzorke za validovane matrikse. 



7.4.8. Uspješna izvodljivost metoda može se takođe dokazati prstenastim probama. Rezultati 

uzoraka analiziranih prstenastim probama koje uključuju raspon koncentracija od npr. 2x 

maksimalno dozvoljene količine, mogu takođe biti uključeni u procjenu učestalosti lažno 

usklađenih rezultata, ako laboratorija može dokazati uspješnu izvodljivost. Uzroci uključuju 

najčešće uzorke kongenera, koji predstavljaju različite izvore. 

7.4.9. Tokom incidenata se mogu ponovo procijeniti cut-off vrijednosti uzimajući u obzir specifičan 

matriks i kongenere koji se pojavljuju u tom incidentu. 

 

8. Izvještavanje o rezultatima 

8.1. Potvrdne metode 

8.1.1. U onoj mjeri u kojoj to analitički postupak dozvoljava, analitički rezultati moraju sadržati 

količine pojedinačnih PCDD/PCDF-a i kongenera dioksinu sličnih PCB-a i treba ih definisati kao 

donje, gornje ili srednje kako bi se u izvještaj uključilo što više podataka o rezultatima i na taj način 

omogućilo tumačenje rezultata prema posebnim zahtjevima.  

8.1.2. U izvještaj je potrebno uključiti i metodu koja se koristi za ekstrakciju PCDD/PCDF-a, 

dioksinu sličnih PCB-a.  

8.1.3. Iskorišćenja individualnih internih standarda moraju biti navedena u slučaju da su van 

raspona iz tačke 6.2.5. ovog dijela, u slučaju da je dobijeni rezultat veći od maksimalno dozvoljene 

količine (u tom slučaju iskorišćenje za jednu od dvije duple analize), a u drugim slučajevima na 

zahtjev.  

8.1.4. S obzirom da mjernu nesigurnost treba uzeti u obzir pri odluci o usklađivanju uzorka, 

potrebno je navesti i taj parametar. Stoga se rezultati analize prikazuju kao x±U, gdje je x rezultat 

analize, a U je proširena mjerna nesigurnost koristeći faktor pokrivanja 2, čime se dobija nivo 

povjerenja od 95%. Određuju li se odvojeno PCDD/PCDF-i i dioksinu slični PCB-i, tada se suma 

procijenjene proširene nesigurnosti za pojedinačne rezultate analiza PCDD/PCDF-a i dioksinu 

sličnih PCB-a koristi za sumuPCDD/PCDF-a i dioksinu sličnih PCB-a. 

8.1.5. Rezultati se iskazuju u istim mjernim jedinicama i zaokružuju barem na jednak broj 

decimalnih mjesta kao maksimalno dozvoljene količine u skladu sa propisom o maksimalno 

dozvoljenim količinama nepoželjnih materija u hrani za životinje.  

8.2. Bioanalitičke skrining metode  

8.2.1. Rezultat skrining metode izražava se kao usklađen ili se za njega sumnja da je neusklađen 

(„sumnjiv”).  

8.2.2. Osim toga, rezultat za PCDD/PCDF-e i/ili dioksinu slične PCB-e može se izraziti u 

bioanalitičkim ekvivalentima (ne TEQ).  

8.2.3. Za uzorke sa odgovorom ispod granice izvještavanja navodi se da su „ispod granice 

izvještavanja”. Za uzorke sa odgovorom iznad radnog raspona navodi se da „prelaze radni raspon“ i 

odgovarajuća količina do gornjeg dijela radnog raspona navodi se u BEQ. 

8.2.4. Za svaku vrstu matriksa uzorka u izvještaju se navodi maksimalna dozvoljena količina ili 

nivo potreban za pokretanje postupka na kojoj se procjena zasniva.  

8.2.5. U izvještaju se navodi vrsta ispitivanja koje se koristi, osnovno načelo ispitivanja i vrsta 

kalibracije.  

8.2.6. U izvještaju je potrebno uključiti i metodu koja se koristi za ekstrakciju PCDD/PCDF-a, 

dioksinu sličnih PCB-a 

8.2.7. U slučaju uzoraka za koje se sumnja da nisu usklađeni, u izvještaj treba uključivati napomenu 

o postupku koji treba preduzeti. Koncentracija PCDD/PCDF-a i zbir PCDD/PCDF-a i dioksinu 

sličnih PCB-a u tim uzorcima sa povišenim nivoima mora se odrediti/potvrditi potvrdnom 

metodom. 

8.2.8. Neusklađeni rezultati navode se samo iz potvrdne metode. 

8.3. Fizičko-hemijske skrining metode 



8.3.1. Rezultat skrining metode izraža se kao „usklađen“ ili sew za njega „sumnja da je 

neusklađen“(sumnjiv). 

8.3.2. Za svaku vrstu uzorka matriksa u izvještaju se navodi najveća dopuštena količina ili prag za 

pokretanje postupka na kojima se temelji procjena. 

8.3.3. Navode se količine za pojedine PCDD/PCDF-ove i/ili dioksinima slične PCB kongenere i 

TEQ vrijednosti izražene kao donje, gornje i srednje. Rezultati se izražavaju istim jedinicama i 

zaokružuju se barem na isti broj decimalnih mjesta kao najveće dozvoljene količine u skladu sa 

propisom o maksimalno dozvoljenim količinama nepoželjnih materija u hrani za životinje. 

8.3.4. Iskorištavanje pojedinih internih standarda navedena su ako su van raspona navedenog u tački 

6.2.5., u slučaju da je dobijeni rezultat veći od najveće dozvoljene količine (iskorišćavanje za jednu 

ili dvije dvostruke analize) i u drugim slučajevima na zahtjev. 

8.3.5. U izvještaju se navodi primjenjena GC-MS metoda. 

8.3.6. U izvještaju je potrebno uključiti metodu koja se koristi za ekstrakciju PCDD/PCDF i 

dioksinima sličnih PCB-ova. 

8.3.7. U slučaju uzorka za koje se sumnja da nijesu usklađeni, izvještaj uključuje napomenu o 

postupku koji treba preduzeti. Koncentracija PCDD/PCDF-ova i zbir PCDD/PCDF-ova i 

dioksinima sličnih PCB-ova u tim uzorcima sa povećanim nivoima određuje/potvrđuje se 

potvrdnom metodom. 

8.3.8. O neusklađenosti odlučuje se poslije potvrdne analize. 

  

 

 

Dio IV 

Priprema uzorka i zahtjevi za metode analize koje se koriste za službenu kontrolu 

količina PCB-a koji nijesu slični dioksinima u hrani za životinje 

 

 

1.Područje primjene  

Analiza hrane za životinje za kontrolu nivoa PCB-ova koji nisu slični dioksinu i u pogledu pripreme 

uzoraka i analitičkih zahtjeva za druge regulatorske svrhe, uključujući kontrole koje sprovodi 

subjekt u poslovanju hranom za životinje usklađeni su sa Uredbom o bližim zahtjevima za higijenu 

hrane za životinje. 

 

2.Metode detekcije koje se koriste 

Gasna hromatografija/elektron apsorbujući detektor (GC-ECD), GC-LRMS, GC-MS/MS, GC-

HRMS ili istovjetne metode. 

 

3. Identifikacija i potvrda traženih analita  

3.1. Relativno retenciono vrijeme u odnosu na interne standarde ili referentne standarde (prihvaćena 

devijacija od ±0,25%). 

3.2. Gasno hromatografska separacija svih šest indikatorskih PCB-a od interferirajućih materija, 

posebno ko-eluiranih PCB-a, a posebno ako su uzorci u rasponu zakonski dozvoljenih granica i 

neusklađenost se mora potvrditi
(13).

 

3.3. Zahtjevi za tehnike GC-MS  

Monitoring najmanje:  

(a) dva specifična jona za HRMS;  

(b) tri specifična jona za LRMS;  

(c) 2 specifična prekursor jona, svakog s jednim posebnim odgovarajućim prelaznim jonom 

produkta za MS-MS.  



Najveća dozvoljena odstupanja za odgovore odabranih masenih fragmenata: Relativna devijacija 

intenziteta odabranih masenih fragmenata od teoretskog odgovora ili kalibracioni standard za ciljni 

jon (jon s najsnažnijim odgovorom koji se prati) i potvrdnih jona: ± 15 %.    

3.4.Zahtjevi za tehnike GC-ECD  

Potvrda rezultata koji prelaze dozvoljena odstupanja sa dvije GC kolone sa stacionarnim fazama 

različite polarnosti. 

 

4.Prikazivanje izvoĎenja metode  
Performanse metode se mogu validovati u obim maksimalno dozvoljene količine (0,5 do 2 puta više 

od maksimalno dozvoljene količine) sa prihvatljivim koeficijentom varijacije za ponovljene analize. 

 

5. Granica kvantifikacije  

Vrijednosti slijepe probe
(14)

 ne smiju biti veće od 30% nivoa kontaminacije što odgovara 

maksimalno dozvoljenoj količini
(15).

 

6. Kontrola kvaliteta  

Redovne slijepe probe, analize uzoraka sa dodatkom, analize uzoraka za kontrolu kvaliteta, učešće u 

međulaboratorijskim testovima sa različitim matriksima uzoraka. 

 

7. Kontrola iskorišćenja  

7.1. Korišćenje pogodnih internih standarda sa fizičko-hemijskim svojstvima koji odgovaraju 

analitima od interesa.  

7.2. Dodavanje internih standarda:  

Dodavanje proizvodima (prije ekstrakcije i postupka čišćenja).  

7.3. Zahtjevi za metode u kojima se koristi svih šest indikatorskih kongenera PCB-a označenih 

izotopima: 

(a) korekcija rezultata za iskorišćenje internih standarda;  

(b) iskorišćenje izotopski označenih internih standarda je između 60 i 120%;  

(c) manje ili veće iskorišćenje je prihvatljivo za pojedinačne kongenere koji učestvuju sa manje od 

10% u ukupnoj sumi. 

7.4. Zahtjevi za metode u kojima se ne koristi svih šest izotopski označenih internih standarda ili se 

koriste drugi interni standardi: 

(a) kontrola iskorišćenja internih standarda za svaki uzorak;  

(b) prihvatljivo iskorišćenje internih standarda između 60 i 120%;  

(c) korekcija rezultata u pogledu iskorišćenja internih standarda. 

7.5. Iskorišćenje neoznačenih kongenera provjerava se analizom uzoraka sa dodatkom ili kontrolnih 

uzoraka sa koncentracijama u rasponu maksimalno dozvoljene količine. Prihvatljivo iskorišćenje za 

te kongenere je između 60 i 120 %. 

 

8. Zahtjevi za laboratorije  

Laboratorije treba da su akreditovane u skladu sa zakonom, sa zahtjevima ISO vodiča br. 58 (radi 

obezbjeđenja analitičkog kvaliteta) i u skladu sa standardom MEST EN ISO/IEC 17025:2011 i u 

skladu sa propisom kojim je uređena bezbjednost hrane. Načela opisana u tehničkim smjernicama 

za procjenu mjerne nesigurnosti i granica kvantifikacije za analizu PCB-ova poštuju se ako su 

primjenjiva
(16).

 

 

  



9. Karakteristike izvodljivosti: kriterijum za sumu PCB-a koji nijesu slični dioksinima pri 

najvećoj dopuštenoj količini  
 

 RazreĎivanje izotopa-

masena spektometrija 
(17)

 

Ostale tehnike 

Istinitost -20 do 20% -30 do +30% 

Srednja preciznost (RSD) ≤ 15% ≤ 20% 

Razlika između izračunavanja 

gornjr i donje granice 

≤ 20% ≤ 20% 

 

10. Izvještaj o rezultatima  

10.1. U onoj mjeri u kojoj to analitički postupak dozvoljava, analitički rezultati moraju sadržati 

količine pojedinačnih PCB kongenera i treba ih definisati kao donje, gornje ili srednje kako bi se u 

izviještaju uključilo što više podataka o rezultatima i na taj način omogućilo tumačenje rezultata 

prema posebnim zahtjevima.  

10.2. U izvještaju je potrebno uključiti i metodu koja se koristi za ekstrakciju PCB-a. 

10.3. Iskorišćenja pojedinih internih standarda moraju biti navedena u slučaju da su van raspona 

datog u tački 7 ovog dijela, u slučaju da je dobijeni rezultat veći od maksimalno dozvoljenih 

količina, a u drugim slučajevima na zahtjev.  

10.4. S obzirom na to da mjernu nesigurnost treba uzeti u obzir pri odluci o usklađenosti uzorka, taj 

je parametar takođe potrebno navesti. Stoga se rezultati analize prikazuju kao x±U, gdje je x 

rezultat analize, a U je proširena mjerna nesigurnost koristeći faktor pokrivanja 2, čime se dobija 

nivo povjerenja od 95%. 

10.5. Rezultati se moraju iskazati u istim mjernim jedinicama i zaokružiti najmanje na jednak broj 

decimalnih mjesta kao maksimalno dozvoljene količine, u skladu sa propisom o maksimalno 

dozvoljenim količinama nepoželjnih materija u hrani za životinje.
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