PRILOGA 2

Priprava vzorcev in zahteve za metode preskuSanja, ki se uporabljajo za dolo€anje vsebnosti aflatoksinov v
Zivilih za namen uradnega nadzora

1. Uvod

1.1. Previdnostni ukrepi

Aflatoksini se pod vplivom sonéne svetlobe postopno razgrajujejo, zato mora priprava vzorcev za preskusanje
potekati tako, da so vzorci ¢im bolj zaS¢iteni pred svetlobo. Porazdelitev aflatoksinov je izjemno nehomogena, zato je
pripravo vzorca, posebno postopek homogenizacije, potrebno opraviti z najvecjo pazljivostjo.

Za pripravo laboratorijskega vzorca, v katerem se preskuSanje izvaja, je potrebno uporabiti celoten vzorec, ki je
prispel v laboratorij.

1.2. Dolo¢anje vsebnosti aflatoksinov pri lupinarjih: izracun razmerja med lupino in jedrcem

MV aflatoksinov za lupinarje se nanaSajo na uzitni del (jedrce).

Vsebnost aflatoksinov v uzitnem delu (jedrcih) se lahko doloci:

— z odstranitvijo lupine pri lupinarjih, vsebnost aflatoksinov se dolo¢i neposredno v uzitnem delu (jedrcih),

— lupinarji se homogenizirajo z lupino vred in se po pripravi vzorca analizira vsebnost aflatoksinov. Pri vzoréenju in
analitskem postopku je potrebno oceniti maso jedrc lupinarjev v sestavljenem vzorcu. Maso jedrc v sestavljenem vzorcu
je potrebno oceniti po doloc€itvi faktorja razmerja med maso lupine in maso jedrca. Faktor razmerja se uporabi za
dologitev koli¢ine jedrc v vzorcu, ki se analizira in se lahko dolo&i na dva nacina:

I. Za vsak laboratorijski vzorec se nakljuéno vzame priblizno 100 lupinarjev z lupino. Faktor razmerja se doloci tako,
da se stehtajo celi lupinarji, nato se strejo in izluS¢ijo ter ponovno stehtajo, posebej delez lupin in posebej delez jedrc.

Il. Na podlagi vec¢jega Stevila vzorcev lupinarjev z lupino se ugotovi razmerje med maso jedrc in maso lupine in to
razmerje uporabi pri izraCunavanju vsebnosti aflatoksinov v vzorcih. V tem primeru je potrebno pred analizo vzorca od
vsakega sestavljenega vzorca naklju¢no odvzeti priblizno 100 lupinarjev z lupino in jih shraniti.

Ce dolo&en laboratorijski vzorec preseze MV aflatoksinov, je potrebno dologiti to&no razmerje mas jedro/lupina s
pomocjo shranjenih lupinarjev in ta faktor uporabiti pri izracunu rezultata.

2. Priprava laboratorijskega vzorca

Vsak laboratorijski vzorec se drobno zmelje in dobro premeSa po postopku, s katerim se dokazano dosezZe popolna
homogenizacija.

Ce se MV uporablja za suho snov, se vsebnost suhe snovi doloéi na delu homogeniziranega vzorca po postopku, s
katerim se dokazano natanéno doloci vsebnost suhe snovi.

3. Delitev sestavljenega vzorca na laboratorijske vzorce za uradni nadzor, za pridobitev drugega mnenja glede
zdravstvene ustreznosti in referenéne namene

Laboratorijski vzorci za uradni nadzor, za potrebe nosilcev dejavnosti zaradi pridobitve drugega mnenja glede
zdravstvene ustreznosti in za referenéne namene se odvzamejo iz homogeniziranega sestavljenega vzorca. Odvzamejo
se trije enakovredni vzorci. Velikost laboratorijskih vzorcev za uradni nadzor mora zadoS¢ati vsaj za ponovitev analize.

4. Analitske metode, ki se uporabljajo v laboratoriju in kontrola kakovosti

4.1. Definicije

Laboratorij mora glede metod upoStevati naslednje zahteve:

r = ponovljivost, vrednost manjSa ali enaka absolutni razliki dveh posameznih rezultatov preskusa, dobljenih pod
ponovljivimi pogoji (t. j. isti vzorec, isti analitik, ista aparatura, isti laboratorij in kratek ¢asovni razmik), za katero se
pricakuje, da bo dobljena z verjetnostjo 95% in zato jer = 2,8 x s;.

s, = standardni odmik, izra€unan iz rezultatov, dobljenih pri pogojih ponoviljivosti.

RSD; = relativni standardni odmik, izracunan iz rezultatov, dobljenih pri pogojih ponovljivosti [(s,/) x 100], pri c¢emer
je povprecje rezultatov vseh vzorcev, dobljenih pri pogojih ponovljivosti.

R = obnovljivost, vrednost manj3a ali enaka absolutni razliki dveh posameznih rezultatov preskusa, dobljenih pod
pogoji obnovljivosti (npr. identi¢ni material, razlicni izvajalci, razliéni laboratoriji, z uporabo razlicne metode), za katero se
priakuje, da bo dobljena z verjetnostjo 95% in zato je R = 2,8 x sg.

sg =standardni odmik, izra€unan iz rezultatov, dobljenih pri pogojih obnovljivosti.

RSDr = relativni standardni odmik, izraCunan iz rezultatov, dobljenih pri pogojih obnovljivosti [(sr /) x 100]; pri
C¢emer je povprecje rezultatov vseh vzorcev, dobljenih pri pogojih obnovljivosti.

HORRAT, ugotovljeni RSDy, deljen z vrednostjo, ocenjeno s Horwitzevo enacho, s predpostavko r = 0,66*R.

HORRATR ugotovljena vrednost RSDg, deljena z vrednostjo RSD,, izraCunano iz Horwitzeve enacbe.

4.2. SploSne zahteve

Analitske metode, ki se uporabljajo v okviru uradnega zdravstvenega nadzora nad Zivili, morajo biti v skladu z merili
iz 1. in 2. tocke priloge predpisa, ki ureja uradni zdravstveni nadzor nad Zivili.

4.3. Posebne zahteve

Kadar za dolo¢anje vsebnosti aflatoksinov v Zivilih niso predpisane nobene posebne metode, lahko laboratoriji
izberejo katerokoli metodo, ki ustreza naslednjim zahtevam:

Zahteva Koncentracijsko Priporo¢ena Najvisja
obmocje vrednost dovoljena
vrednost

slepi vzorec |vse zanemarljiva




izkoristek 0,01-0,05 pg/kg | 60-120%

aflatoksina >0,05 pg/kg 70-110%

M1

izkoristek <1,0 pgrkg 50-120%

vsote 1-10 pgkg 70-110%

aflatoksinov | >10 pg/kg 80-110%

B1, B2, G1,

G2

natanénost vse kot je dolo¢eno | 2x vrednost

RSDgr s Horwitzovo dolo¢ena s
enacbo Horwitzovo

enacho

natanénost RSDy, se lahko izra¢una kot 0,66 kratha natanénost
RSDg pri ustrezni koncentraciji

Opombe:

— vrednosti se nanaSajo na aflatoksin B1 kot na vsoto aflatoksinov B1 + B2 + G1 +G2;

— Vv primeru izrazanja (LS) aflatoksinov kot vsoto B1 + B2 + G1 +G2, je potrebno zagotoviti, da vsak posamezni
vzorec izpolnjuje zahteve, navedene v zgorniji preglednici;

— meje detekcije uporabljenih metod niso navedene, ker so dane vrednosti natanénosti pri ustrezni koncentraciji;

— vrednosti natanénosti se izraéunajo s Horwitzovo enagbo, npr.: RSDg=2(**°"%%), pri cemer:

— je RSDg relativni standardni odmik, izra¢unan na podlagi rezultatov, dobljenih pri pogojih obnovljivosti [(Sr/X)
*100]
— je C razmerje koncentracije (npr. 1 = 100 g/100 g, 0,001 = 1000 mg/kg).

To je posploSena enacba za izracunavanje natancnosti, ki se je izkazala kot neodvisna od analizirane snovi in
matrice in je pri vecini obi¢ajnih metod preskuSanja odvisna samo od koncentracije.

4. 4. 1zraCun izkoristka in poro¢anje rezultatov

Pri rezultatu analize se navede ali je izkoristek upoStevan ali ne. Navesti je treba tudi nacin navajanja in vrednost
izkoristka. Analitski rezultat, kjer je upoStevan izkoristek, se uporablja za preverjanje skladnosti (glej Prilogo 1, tocke
5.2.2,5.3.2,5.4.2,55.1.2in 5.5.2.3).

Rezultat analitskega preskuSanja mora biti izrazen kot xxU, kjer je x rezultat analiznega preskuSanja, U pa
razSirjena merilna negotovost, kar pri koli¢niku zajetja 2 pomeni priblizno 95% stopnjo zaupanja.

4.5. Standardi kakovosti za laboratorije

Laboratoriji za dolo¢anje vsebnosti aflatoksina v Zivilih morajo biti v skladu z zahtevami iz predpisa, ki ureja uradni
zdravstveni nadzor nad Zivili.

Ne glede na prejSnji odstavek morajo biti laboratoriji za dolo¢anje vsebnosti aflatoksinov Zivilih Zivalskega izvora v
okviru uradnega nadzora iz 3. tocke prvega odstavka 16. ¢lena Zakona o zdravstveni ustreznosti zivil in izdelkov ter
snovi, ki prihajajo v stik z Zivili v skladu z zahtevami iz predpisa o pogojih, ki jih morajo izpolnjevati Nacionalni
veterinarski inStitut in pooblasceni laboratoriji ter o postopku ugotavljanja izpolnjevanja pogojev.



