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REGULAMENTO (UE) N.° 278/2012 DA COMISSAO
de 28 de margo de 2012

que altera o Regulamento (CE) n.° 152/2009 no que respeita a determinacio dos teores de dioxinas
e de bifenilos policlorados

(Texto relevante para efeitos do EEE)

A COMISSAO EUROPEIA,

Tendo em conta o Tratado sobre o Funcionamento da Unido
Europeia,

Tendo em conta o Regulamento (CE) n.° 882/2004 do Parla-
mento Europeu e do Conselho, de 29 de abril de 2004, relativo
aos controlos oficiais realizados para assegurar a verificagdo do
cumprimento da legislacdo relativa aos alimentos para animais e
aos géneros alimenticios e das normas relativas a satde e ao
bem-estar dos animais ('), nomeadamente o artigo 11.°, n.° 4,

Considerando o seguinte:

(1) A Diretiva 2002/32/CE do Parlamento Europeu e do
Conselho, de 7 de maio de 2002, relativa as substancias
indesejaveis nos alimentos para animais (?) estabelece li-
mites médximos para a presenga de dioxinas, furanos e
bifenilos policlorados (PCB) em alimentos para animais,
bem como limiares de intervencio que induzem os Es-
tados-Membros a proceder a andlises a fim de identificar
a origem dessas substancias.

(20 O Regulamento (CE) n.° 152/2009 da Comissdo, de
27 de janeiro de 2009, que estabelece os métodos de
amostragem e andlise para o controlo oficial dos alimen-
tos para animais (*) inclui métodos para a determinagdo
dos teores de dibenzo-p-dioxinas policloradas (PCDD),
dibenzofuranos policlorados (PCDF) e de bifenilos poli-
clorados (PCB) sob a forma de dioxina em alimentos para
animais.

(3)  Pode utilizar-se um método de andlise de pré-selecio
com validagdo amplamente aceitdvel e com rendimento
elevado para identificar as amostras com teores significa-
tivos de PCDDJF e PCB sob a forma de dioxina (de
preferéncia, selecionando amostras que excedam os limia-
res de intervencdo e garantam a sele¢do de amostras que
excedam os limites maximos). Os teores de PCDDJF e de
PCB sob a forma de dioxina nestas amostras tém de ser
determinados por um método de andlise de confirmacio.
Por conseguinte, é conveniente estabelecer requisitos ade-
quados para o método de pré-sele¢io que garanta que a
taxa de falsos resultados conformes relativamente a limi-

tes maximos € inferior a 5 %, bem como requisitos rigo-
rosos para os métodos de andlise de confirmagdo. Além
disso, os métodos de confirmagio permitem a determi-
nagdo de teores também na gama baixa dos niveis de
contaminacdo de base. Este aspeto é importante para
acompanhar as tendéncias temporais, a avaliagdo da ex-
posicdo e para reavaliar os limites méximos e os limiares
de intervencio.

(4 A alteracdo dos limites maximos de dioxinas e de PCB
sob a forma de dioxina e o estabelecimento de PCB nio
semelhantes a dioxinas na Diretiva 2002/32/CE, bem
como a necessidade de atualizar os critérios dos métodos
de pré-sele¢do obrigam a modificar as regras aplicdveis a
determinacdo de dioxinas e PCB nos alimentos para ani-
mais, tal como previsto no anexo V, parte B, do Regu-
lamento (CE) n.° 152/2009. Por questdes de clareza e
inteligibilidade, convém substituir a parte B do anexo V.

(5)  E da maior importancia que os resultados analiticos se-
jam comunicados e interpretados de maneira uniforme, a
fim de assegurar uma abordagem harmonizada de execu-
¢do em toda a Unido.

(6) O anexo V do Regulamento (CE) n.° 152/2009 deve,
portanto, ser alterado em conformidade.

(7)  As medidas previstas no presente regulamento estio em
conformidade com o parecer do Comité Permanente da
Cadeia Alimentar e da Satide Animal e nem o Parlamento
Europeu nem o Conselho se lhes opuseram,

ADOTOU O PRESENTE REGULAMENTO:
Artigo 1.°

No anexo V do Regulamento (CE) n.° 152/2009, a parte B ¢é
alterada em conformidade com o anexo do presente regulamen-
to.

Artigo 2.°

O presente regulamento entra em vigor no vigésimo dia se-
guinte ao da sua publicagdo no Jornal Oficial da Unido Europeia.

E aplicvel a partir da data de entrada em vigor.

O presente regulamento é obrigatério em todos os seus elementos e diretamente aplicdvel em

todos os Estados-Membros.

Feito em Bruxelas, em 28 de marco de 2012.

JO L 165 de 30.4.2004, p. 1.
() JO L 140 de 30.5.2002, p. 10.
JO L 54 de 26.2.2009, p. 1.

Pela Comissdo
O Presidente
José Manuel BARROSO
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ANEXO

No anexo V do Regulamento (CE) n.° 152/2009, a parte B, DETERMINACAO DOS NIVEIS DE DIOXINAS (PCDD/PCDF)
E DE PCB SOB A FORMA DE DIOXINA PARA EFEITOS DE CONTROLO OFICIAL», passa a ter a seguinte redagdo:

«B. DETERMINACAO DOS TEORES DE DIOXINAS (PCDD/PCDF) E DE PCB
CAPITULO 1
Meétodos de amostragem e interpretacdo de resultados analiticos
1. Objecto e ambito de aplicagio

As amostras destinadas ao controlo oficial dos teores de dibenzo-p-dioxinas policloradas (PCDD), dibenzofuranos
policlorados (PCDEF), bifenilos policlorados (PCB) sob a forma de dioxina (*) e de PCB ndo semelhantes a dioxinas
nos alimentos para animais devem ser colhidas em conformidade com os métodos descritos no anexo 1. Devem
aplicar-se as exigéncias quantitativas respeitantes ao controlo de substancias ou produtos repartidos uniforme-
mente nos alimentos, tal como se prevé no ponto 5.A do anexo I. As amostras globais assim obtidas sdo
consideradas representativas dos lotes ou sublotes dos quais foram colhidas. A observancia dos limites maximos
estabelecidos na Diretiva 2002/32/CE deve ser estabelecida em fungdo dos teores determinados nas amostras de
laboratorio.

() Quadro dos FET (fatores de equivaléncia toxica) para dioxinas, furanos e PCB sob a forma de dioxina:
FET-OMS para avaliagio dos riscos para o ser humano com base nas conclusdes da reunido de peritos do
Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS) da OMS realizada em Genebra, em junho de 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 (Reavaliagio de 2005 pela OMS dos fatores de
equivaléncia toxica [FET] em humanos e mamiferos respeitantes as dioxinas e aos compostos sob a forma
de dioxina). Toxicological Sciences (Ciéncias toxicoldgicas) 93(2), p. 223-241 (2006)].

Congénere Valor do FET Congénere Valor do FET
Dibenzo-p-dioxinas («<PCDD») e PCB «sob a forma de dioxina»
dibenzo-p-furanos (<PCDF») PCB ndo-orto + PCB mono-orto
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 PCB ndo-orto
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 PCB 77 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB 81 0,0003
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 126 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 PCB 169 0,03
OCDD 0,0003

PCB 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

Abreviaturas utilizadas: «T» = tetra; «Pe» = penta; «Hx» = hexa; «Hp» = hepta; «O» = octo; «CDD» = clorodibenzodioxina;
«CDPF» = clorodibenzofurano; «CB» = clorobifenilo.

Para cfeitos da presente parte do anexo V, sdo aplicdveis as definicdes estabelecidas no anexo I da Decisdo
2002/657|CE da Comissdo, de 14 de agosto de 2002, que dd execugdo ao disposto na Diretiva 96/23/CE do
Conselho relativamente ao desempenho de métodos analiticos e a interpretacdo de resultados (**).

() JO L 221 de 17.8.2002, p. 8.
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Conformidade do lote ou do sublote com a especificacio
No que se refere a PCB ndo semelhantes a dioxinas

O lote estd conforme com a especificagio se o resultado analitico ndo for superior ao limite maximo de PCB ndo
semelhantes a dioxinas estabelecido na Diretiva 2002/32/CE, tomando em consideragdo a incerteza da medicio.

O lote ndo estd conforme com a especificagdo se o resultado analitico superior (***), confirmado por anélise em
duplicado (****), for superior ao limite méximo estabelecido na Diretiva 2002/32/CE, tomando em consideragdo
a incerteza da medigdo.

A incerteza da medigdo deve ser tida em consideragdo de acordo com uma das seguintes abordagens:

— calculando a incerteza expandida, utilizando um fator de expansdo de 2, que permite obter um nivel de
confianga de cerca de 95 %. Um lote ou sublote ndo estd conforme se o valor medido menos U for superior
ao limite maximo,

— estabelecendo o limite de decisio (CCa) em conformidade com o ponto 3.1.2.5 do anexo I da Decisio
2002/657|CE. Um lote ou sublote ndo estd conforme se o valor medido for igual ou superior ao CCa.

Estas regras de interpretagdo sdo aplicdveis ao resultado analitico obtido na amostra para controlo oficial. No
caso de andlises para efeitos de direito de recurso ou de procedimentos de arbitragem, sdo aplicdveis as normas
nacionais.

(***) O conceito de «limite superior» preconiza que o contributo de cada congénere ndo quantificado seja igual
ao limite de quantificacdo. O conceito de imite inferior» preconiza que o contributo de cada congénere
ndo quantificado seja igual a zero. O conceito de imite médio» preconiza que o contributo de cada
congénere ndo quantificado seja igual a metade do limite de quantificagdo.

(****) A andlise em duplicado é necessaria para se excluir a possibilidade de contaminagio cruzada interna ou de
uma troca acidental de amostras. A primeira andlise, que tem em conta a incerteza da medicdo, ¢ utilizada
para verificar a conformidade. No caso de a andlise ser realizada no contexto de um incidente de
contaminacdo, a confirmagdo através de uma andlise em duplicado poderd ser omitida, se as amostras
selecionadas para andlise estiverem associadas, através da rastreabilidade, a esse incidente de contaminagdo.

No que se refere a PCDDJF e a PCB sob a forma de dioxina

O lote estd conforme com as especificagdes se o resultado analitico de uma tnica andlise,

— realizada por um método de pré-sele¢io com uma taxa de falsos resultados conformes inferior a 5 %, indicar
que o teor ndo excede o respetivo limite mdximo de PCDD/F nem da soma de PCDD/F e PCB sob a forma de
dioxina fixado na Diretiva 2002/32/CE,

— realizada por um método de confirmacio, ndo excede o respetivo limite maximo de PCDD/F nem da soma de
PCDDJF e PCB sob a forma de dioxina fixado na Diretiva 2002/32/CE, tendo em conta a incerteza da
medicdo.

Em relagdo aos ensaios de pré-seledo, deve ser estabelecido um valor-limite para decidir da conformidade da
amostra com os respetivos teores requeridos fixados quer para PCDD/[F, quer para a soma de PCDDJF e PCB sob
a forma de dioxina.

O lote néo estd conforme com a especificagdo se o resultado analitico superior (****), obtido por um método de
confirmagdo e confirmado por andlise em duplicado, for superior ao limite mdximo estabelecido na Diretiva
2002/32/CE, tomando em consideracdo a incerteza da medigdo (¥****¥).

A incerteza da medigdo deve ser tida em consideragio de acordo com uma das seguintes abordagens:

— calculando a incerteza expandida, utilizando um fator de expansdo de 2, que permite obter um nivel de
confianca de cerca de 95 %. Um lote ou sublote ndo estd conforme se o valor medido menos U for superior
ao limite maximo. No caso de uma determinagdo em separado dos PCDD/F e dos PCB sob a forma de
dioxina, a soma da incerteza expandida estimada dos resultados analiticos separados dos PCDD/F e dos PCB
sob a forma de dioxina deve ser utilizada para a soma dos PCDD/F e dos PCB sob a forma de dioxina,

— estabelecendo o limite de decisdo (CCa) em conformidade com o ponto 3.1.2.5 do anexo I da Decisio
2002/657|CE. Um lote ou sublote ndo estd conforme se o valor medido for igual ou superior ao CCa.
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Estas regras de interpretagdo sdo aplicdveis ao resultado analitico obtido na amostra para controlo oficial. No
caso de andlises para efeitos de direito de recurso ou de procedimentos de arbitragem, sdo aplicdveis as normas
nacionais.

(****¥) O conceito de imite superior» exige que se utilize o limite de quantificacdo para calcular o contributo
de cada congénere ndo quantificado para os equivalentes toxicos (TEQ). O conceito de limite inferior»
exige que se utilize zero para calcular o contributo de cada congénere ndo quantificado para os TEQ. O
conceito de dimite médio» exige que se utilize metade do limite de quantificagdo para calcular o
contributo de cada congénere ndo quantificado para os TEQ.

(****¥) A andlise em duplicado é necessdria para se excluir a possibilidade de contaminagdo cruzada interna ou
de uma troca acidental de amostras. A primeira andlise, que tem em conta a incerteza da medigdo, é
utilizada para verificar a conformidade. No caso de a andlise ser realizada no contexto de um incidente
de contaminagdo, a confirmagdo através de uma andlise em duplicado poderd ser omitida, se as amostras
selecionadas para andlise estiverem associadas, através da rastreabilidade, a esse incidente de contami-
nacio

Resultados superiores aos limiares de intervencdo estabelecidos no anexo II da Diretiva 2002/32/CE

Os limiares de interven¢do servem de instrumento para a selecio de amostras nos casos em que é necessirio
identificar uma fonte de contaminagdo e adotar medidas com vista a sua redugdo ou eliminacio. Os métodos de
pré-selecio devem estabelecer valores-limite adequados para a sele¢do dessas amostras. Os esforcos necessirios
para identificar a fonte e reduzir ou eliminar a contaminagio devem ser envidados apenas se a superacdo dos
limiares de intervengdo for confirmada por uma andlise em duplicado mediante um método de confirmagio e
tendo em conta a incerteza da medigdo (F***x*¥),

(reeeeey Explicagdo e requisitos aplicdveis a andlise em duplicado para o controlo de limiares de intervengdo
idénticos aos da nota (*****) para limites maximos.

CAPITULO II

Preparacdo das amostras e requisitos respeitantes aos métodos de andlise utilizados no controlo oficial dos teores de

dioxinas (PCDD/PCDF) e de PCB sob a forma de dioxina em alimentos para animais
Ambito de aplicagio

Os requisitos expostos no presente anexo devem ser aplicados quando se analisarem alimentos para animais para
efeitos de controlo oficial dos teores de dibenzo-p-dioxinas policloradas, dibenzofuranos policlorados (PCDDJF) e
dos bifenilos policlorados (PCB) sob a forma de dioxina substituidos nas posicdes 2,3,7 e 8 e para outros fins
regulamentares.

A monitoriza¢do da presenca de PCDDJF e PCB sob a forma de dioxina nos alimentos para animais pode ser
realizada com dois objetivos diferentes:

a) Selecdo das amostras com teores de PCDD/F e PCB sob a forma de dioxina que excedam os limites maximos,
ou os limiares de intervencdo. Esta abordagem pode envolver um método de pré-selecio que permita uma
boa relagdo custo-eficicia, aumentando assim a oportunidade de descobrir novos incidentes com elevada
exposicdo e riscos para a saide dos consumidores. Os métodos de pré-selecio podem incluir métodos
bioanaliticos e métodos CG/EM. A sua aplicagdo deverd ter como objetivo evitar falsos resultados conformes.
E necessdrio que a concentracio de PCDDJF e a soma de PCDD/F e de PCB sob a forma de dioxina nas
amostras com teores significativos seja determinada/confirmada por um método de confirmacio;

b) Determinagdo dos teores de PCDDJF e de PCB sob a forma de dioxina nas amostras de alimentos para animais
na gama baixa dos niveis de contaminagio de base. Tal é importante para acompanhar as tendéncias
temporais e a avaliagio da exposi¢do da populagdo, bem como para criar uma base de dados para uma
eventual reavaliacdo dos niveis de a¢do e dos limites maximos. Este objetivo é conseguido através de métodos
de confirmagdo, que permitam identificar os PCDD/F e PCB sob a forma de dioxina e quantificd-los inequi-
vocamente ao teor requerido. Estes métodos podem utilizar-se para a confirmagdo de resultados obtidos por
métodos de pré-selecdo e para a determinacdo de niveis de contaminacdo de base baixos na monitorizacio
dos alimentos para animais. Sio também importantes para estabelecer padrdes de congéneres com vista a
identificar a fonte de uma eventual contaminag¢do. Atualmente, tais métodos utilizam a cromatografia gasosa
de elevada resolugdo/espetrometria de massa de elevada resolugdo (HRGC/HRMS).

Classificacio dos métodos pelo seu grau de quantificagdo (**** )

(k) Adaptada para PCDDJF e compostos sob a forma de dioxina a partir das «Guidelines for the validation
of screening methods for residues of veterinary medicines» (Orienta¢des para a validagdo de métodos
de pré-selecdo de residuos de medicamentos veterindrios), laboratérios de referéncia da UE (LRUE) para
residuos de medicamentos veterindrios e contaminantes em géneros alimenticios de origem animal em
Fougeres, Berlim e Bilthoven, 20/1/2010, http://ec.europa.cu/food/food/chemicalsafety/residues/lab_
analysis_en.htm.


http://ec.europa.eu/food/food/chemicalsafety/residues/lab_analysis_en.htm
http://ec.europa.eu/food/food/chemicalsafety/residues/lab_analysis_en.htm
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2.1.

2.2.

2.3.

4.2.

Os métodos qualitativos ddo uma resposta de tipo sim/ndo quanto a presenca dos analitos em causa, sem indica¢do
quantificada da concentragdo do analito requerido. Os métodos qualitativos podem ter o potencial para fornecer
resultados semiquantitativos, mas sdo utilizados apenas para comunicar uma decisdo de tipo sim/ndo como
indicagdo de teores acima ou abaixo de certas gamas, por exemplo, limite de dete¢do, limite de quantificagdo ou
valores-limite.

Para o controlo dos limites maximos e dos limiares de intervencio referentes aos PCDD/F e PCB sob a forma de
dioxina nos alimentos para animais, podem aplicar-se métodos de pré-selecio baseados na comparagio entre o
resultado analitico e um valor-limite e que proporcionam uma decisio de tipo sim/ndo para indicar a eventual
superagdo do teor requerido.

Meétodos semiquantitativos sio métodos que ddo uma indicacdo aproximada da concentracio do analito suposto,
embora o resultado numérico ndo preencha os requisitos para métodos quantitativos. Podem utilizar-se para
obter informacdes sobre a gama de concentra¢des do analito, a fim de ajudar o analista a decidir da gama de
calibracdo para o teste de confirmagdo a realizar posteriormente e para efeitos de controlo de qualidade.
Consideram-se métodos semiquantitativos, por exemplo, os seguintes métodos:

a) Métodos que tém por base principios bioldgicos, como ensaios com células, ensaios com recetores ou
imunoensaios, a seguir designados por métodos bioanaliticos, que sdo capazes de detetar os analitos reque-
ridos, que incluem uma curva de calibracdo, que ddo uma resposta sim/ndo para indicar a eventual superacdo
do nivel requerido e que permitem notificar o resultado como equivalentes bioanaliticos (BEQ), constituindo
uma indicacio do valor TEQ na amostra;

Z

testes fisico-quimicos [por exemplo, cromatografia gasosa-espetrometria de massa/espetrometria de massa
(GC-MS/MS) ou cromatografia gasosajespetrometria de massa de baixa resolu¢io (GC/LRMS)], em que as
caracteristicas de precisio do método de medicdo ndo cumprem os requisitos aplicdveis de testes quantita-
tivos.

Os métodos quantitativos cumprem os mesmos requisitos de exatiddo, gama dinamica e precisio que os métodos
de confirmagdo. Quando for necessdrio quantificar, validar-se-do métodos quantitativos como métodos de
confirmacio.

Contexto

Para o cdlculo de concentra¢des de equivalentes de toxicidade (TEQ), as concentragdes de cada substincia numa
determinada amostra sio multiplicadas pelos respetivos fatores de equivaléncia toxica (FET), definidos pela
Organizagdo Mundial de Satide e enumerados no apéndice do presente anexo, sendo subsequentemente somadas
para darem a concentragdo total de compostos sob a forma de dioxina expressos em equivalentes de toxicidade

(TEQ).

Para efeitos da presente parte B do anexo V, o limite especifico aceite de quantificagio de um congénere
individual é a concentragdo de um analito no extrato de uma amostra que produza uma resposta instrumental
a dois ides diferentes, a qual serd controlada com um rdcio sinal/ruido (S/R) de 3:1 para o sinal menos intenso e
o cumprimento de critérios de identificacdo descritos, por exemplo, na norma prEN 16215 (Alimentagdo animal
— determinacdo de dioxinas e de PCB sob a forma de dioxina por CG/HRMS e de PCB indicadores por CG/HRMS)
e/ou no método EPA 1613, revisio B.

Os métodos bioanaliticos de pré-sele¢do ndo dardo resultados ao nivel do congénere, mas apenas uma indica-
¢lo () do valor TEQ, expresso em equivalentes bioanaliticos (BEQ) no sentido de reconhecer o facto de
que nem todos os compostos presentes num extrato de amostra que produz uma resposta no teste podem
cumprir todos os requisitos do principio TEQ.

Os métodos de pré-selecdo e de confirmacido apenas podem ser aplicados para o controlo de uma determinada
matriz se os métodos forem suficientemente sensiveis para detetar fiavelmente teores ao teor requerido (limiar de
interven¢do ou limite maximo).

(rreeeor) Os métodos bioanaliticos ndo sdo especificos para os congéneres incluidos no sistema dos FET.
Podem estar presentes no extrato de amostra outros compostos estruturalmente relacionados ativos
como AhR (recetor aril-hidro-carboneto) que contribuem para a resposta global. Por conseguinte, os
resultados bioanaliticos ndo podem ser uma estimativa, mas sim uma indica¢do do valor TEQ na
amostra.

Requisitos de garantia da qualidade

Devem ser tomadas medidas para evitar a contaminagdo cruzada em cada etapa do procedimento de amostragem
e de andlise.

As amostras devem ser conservadas e transportadas em recipientes de vidro, aluminio, polipropileno ou polie-
tileno, adequados para o armazenamento sem qualquer influéncia nos teores de PCDDJF e PCB sob a forma de
dioxina das amostras. Devem ser removidos do recipiente da amostra os vestigios de poeiras de papel.
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4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

5.1.

5.2.

5.3.

6.1.

6.2.
6.2.1.

6.3.
6.3.1.

O armazenamento e o transporte das amostras devem ser realizados de modo a manter a integridade da amostra
de alimentos para animais.

Desde que relevante, cada amostra de laboratério deve ser finamente triturada e cuidadosamente misturada,
mediante um processo que tenha demonstrado alcangar uma homogeneiza¢do completa (por exemplo, trituragdo
que permita passar por um crivo de 1 mm). As amostras devem ser exsicadas antes da tritura¢do, caso o teor em
humidade seja demasiado elevado.

Deve proceder-se ao controlo de reagentes, de material de vidro e de equipamento relativamente a uma eventual
influéncia nos resultados baseados em TEQ ou em BEQ.

Deve ser efetuada uma andlise em branco através da realizacdo de todo o procedimento analitico, omitindo
apenas a amostra.

Relativamente aos métodos bioanaliticos, devem testar-se todo o material de vidro e os solventes utilizados na
andlise para verificar se estdo isentos de compostos que interfiram com a detegdo de compostos-alvo na gama de
trabalho. O material de vidro deve ser enxaguado com solventes ou aquecido a temperaturas adequadas para
remover da sua superficie vestigios de PCDDJF, de compostos sob a forma de dioxina e de compostos interfe-
rentes.

A quantidade da amostra utilizada para a extragdo deve ser suficiente para cumprir os requisitos relativos a uma
gama de trabalho suficientemente baixa, incluindo as concentragdes requeridas.

Os procedimentos especificos para preparagdo de amostras utilizados para os produtos em causa devem seguir
orientacdes aceites internacionalmente.

Requisitos aplicdveis aos laboratérios

Em conformidade com o disposto no Regulamento (CE) n.° 882/2004, os laboratérios devem ser acreditados por
um organismo reconhecido que opere em conformidade com o Guia ISO 58, a fim de assegurar que aplicam a
garantia de qualidade analitica. Os laboratérios devem ser acreditados em conformidade com a norma EN
ISO/IEC 17025.

A competéncia de um laboratério deve ser comprovada pelo éxito da sua participacio continua em estudos
interlaboratoriais para a determinagdo de PCDDJF e de PCB sob a forma de dioxina nas matrizes relevantes de
alimentos para animais e nas gamas de concentragdes.

Os laboratérios que aplicam métodos de pré-selecdo para o controlo de rotina de amostras devem estabelecer
uma estreita cooperacdo com os laboratérios que aplicam o método de confirmagio, tanto para o controlo da
qualidade como para a confirmacio do resultado analitico de amostras suspeitas.

Requisitos bdsicos a cumprir pelo procedimento analitico para determinacio de dioxinas (PCDDJF) e de
PCB sob a forma de dioxina

Gama de trabalho baixa e limites de quantificacdo

No que diz respeito aos PCDDJF, as quantidades detetdveis devem ser da gama dos femtogramas superiores
(10715 g) devido a extrema toxicidade de alguns destes compostos. Para a maioria dos congéneres de PCB, o
limite de quantificacio na gama dos nanogramas (10~ ° g) jd ¢ suficiente. Quanto a medigio dos congéneres de
PCB sob a forma de dioxina mais toxicos (designadamente, os congéneres ndo-orto substituidos), o limite inferior
da gama de trabalho deve atingir os teores baixos dos picogramas (10~ 2 g). Para todos os restantes congéneres
de PCB, ¢ suficiente o limite de quantificagio na gama dos nanogramas (10~ 7 g).

Seletividade (especificidade) elevada

E necessdrio estabelecer uma distincdo entre PCDDJF e PCB sob a forma de dioxina e inimeros compostos co-
-extraidos e eventualmente interferentes, presentes em concentra¢des que podem atingir varias ordens de grandeza
superiores as dos analitos requeridos. Nos métodos de GC/MS, é necessdria uma diferenciagio entre vdrios
congéneres, nomeadamente entre congéneres toxicos (por exemplo, os dezassete PCDDJF substituidos nas
posicdes 2,3,7 e 8 e os doze PCB sob a forma de dioxina) e outros congéneres.

Os métodos bioanaliticos devem ser capazes de detetar os compostos-alvo como a soma de PCDD/F e/ou de PCB
sob a forma de dioxina. A limpeza (clean-up) das amostras destina-se a remover compostos conducentes a falsos
resultados ndo conformes ou compostos que possam diminuir a resposta, provocando falsos resultados confor-
mes.

Exatiddo elevada (rigor e precisdo, recuperagdo aparente do bioensaio)

No que diz respeito aos métodos GC/MS, a determinacdo deve fornecer uma estimativa valida da verdadeira
concentragdo numa amostra. E necessaria uma elevada exatidio para se evitar a rejeigio do resultado da andlise
de uma amostra devido a reduzida fiabilidade do valor TEQ determinado. A exatiddo é expressa em termos de
rigor (diferenca entre o valor médio medido para um analito num material certificado e o respetivo valor
certificado, expresso em percentagem deste valor) e de precisio (RSDy, desvio-padréo relativo, calculado a partir
de resultados obtidos em condigdes de reprodutibilidade).
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No que diz respeito aos métodos bioanaliticos, deve determinar-se a recuperagdo aparente do bioensaio. Por
recuperagdo aparente do bioensaio, entende-se o valor BEQ calculado a partir da curva de calibracdo da TCDD ou
do PCB 126 corrigida em fun¢do do resultado do ensaio em branco e, em seguida, dividido pelo valor TEQ
determinado por GC/HRMS. Visa corrigir fatores como a perda de PCDD/PCDF e de compostos sob a forma de
dioxina durante as fases de extragdo e de limpeza, compostos co-extraidos que aumentam ou diminuem a
resposta (efeitos agonisticos e antagénicos), a qualidade de ajustamento da curva, ou diferencas entre os valores
dos fatores de equivaléncia téxica (FET) e da poténcia relativa (REP). A recuperagdo aparente do bioensaio é
calculada a partir de amostras de referéncia apropriadas com padrdes de congéneres representativos proximos do
teor requerido.

Validagdo na gama do teor requerido e medidas gerais de controlo da qualidade

Os laboratérios devem demonstrar o desempenho de um método na gama do teor requerido (por exemplo, 0,5 x
1 x e 2 x o teor requerido) com um coeficiente de variacdo aceitdvel para andlises repetidas, durante o proce-
dimento de validagdo e durante a andlise de rotina.

Devem realizar-se controlos regulares com ensaios em branco e com amostras enriquecidas ou andlises de
amostras de controlo (de preferéncia, se disponivel, material de referéncia certificado) como medidas internas
de controlo da qualidade. Devem registar-se e verificar-se os gréficos de controlo da qualidade para ensaios em
branco, com amostras enriquecidas, ou andlises de amostras de controlo, a fim de garantir que o desempenho
analitico estd em conformidade com os requisitos.

Limite de quantificacdo

No que diz respeito a0 método bioanalitico de pré-sele¢do, o estabelecimento do limite de quantificagio (LOQ)
ndo ¢ um requisito indispensdvel, mas deve provar-se que o método é capaz de distinguir entre o valor do ensaio
em branco e o valor-limite. Quando se proporciona um valor BEQ, deve estabelecer-se um nivel de notificagio
para lidar com amostras que revelam uma resposta abaixo deste nivel. Deve demonstrar-se que o nivel de
notificacdo ¢ diferente das amostras em branco do procedimento pelo menos por um fator de trés, com uma
resposta inferior a gama de trabalho. Por conseguinte, deve ser calculado a partir de amostras que contenham os
compostos-alvo préximos do teor minimo exigido, e ndo a partir de um rdcio S/R ou de um ensaio em branco.

O limite de quantificacio (LOQ) de um método de confirmacdo deve ser de cerca de um quinto do teor
requerido.

Critérios analiticos

Para se obterem resultados fidveis de métodos de confirmagdo ou de pré-selecio, devem ser satisfeitos os
seguintes critérios, respetivamente, para o valor TEQ ou o valor BEQ, quer determinado como valor TEQ total
(como a soma de PCDD/F e PCB sob a forma de dioxina) ou separadamente para PCDD[F e PCB sob a forma de
dioxina.

Pré-selecio com métO(’ios bioanaliticos Métodos de confirmacio
ou fisico-quimicos

Taxa de falsos resultados confor- <5%
mes (*)
Rigor -20% a+20%
Repetibilidade (RSD,) <20%
Reprodutibilidade  intralaboratorial <25% <15%
(RSDg)

(*) no que diz respeito aos limites maximos

Requisitos especificos para métodos de pré-selegio

Na pré-selecdo podem ser utilizados tanto GC/MS como métodos bioanaliticos. Em relagdo aos métodos GC/MS,
devem respeitar-se os requisitos descritos no ponto 7. Quanto aos métodos bioanaliticos baseados em células, os
requisitos especificos estio descritos no ponto 8.

Os laboratorios que aplicam métodos de pré-sele¢do e de controlo de rotina de amostras devem estabelecer uma
estreita cooperagdo com os laboratdrios que aplicam o método de confirmagao.

A verificacdo de desempenho do método de pré-selecio é necessdria durante a andlise de rotina, por controlo de
qualidade analitica e validagdo do método em curso. Deve existir um programa continuo para o controlo dos
resultados conformes.
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Controlo da eventual supressdo da resposta das células e da citotoxicidade

20 % dos extratos de amostras devem ser medidos em pré-selecdo de rotina com e sem adigdo de 2,3,7,8-TCDD,
correspondente ao teor requerido, a fim de verificar se a resposta é eventualmente suprimida por substincias
interferentes presentes no extrato da amostra. A concentracio medida da amostra enriquecida deve ser compa-
rada com a soma da concentragdo do extrato ndo enriquecido mais a concentracido do enriquecimento. Se esta
concentracio medida for mais de 25 % inferior a concentragdo (soma) calculada, tal é uma indicagdo de uma
potencial supressdo do sinal e a respetiva amostra deve ser submetida a andlise de confirmagdo GC/HRMS. Os
resultados devem ser controlados em grificos de controlo de qualidade.

Controlo da qualidade de amostras conformes

Aproximadamente 2 % a 10 % das amostras conformes, dependendo da matriz da amostra e da experiéncia
adquirida no laboratério, deve ser confirmada por GC/HRMS.

Determinagdo das taxas de falsos resultados conformes a partir de dados de controlo da qualidade

Deve determinar-se a taxa de falsos resultados conformes obtidos na pré-selecio de amostras abaixo e acima do
limite mdximo ou do limiar de intervencio. As taxas reais de falsos resultados conformes devem ser inferiores a
5 %. Quando o controlo da qualidade de amostras conformes revelar, pelo menos, 20 resultados confirmados
por matriz/grupo de matrizes, devem ser retiradas conclusdes sobre a taxa de falsos resultados conformes a partir
dessa base de dados. Os resultados das amostras analisadas em ensaios interlaboratoriais ou durante incidentes de
contaminacdo, abrangendo uma gama de concentragdes que pode atingir, por exemplo, 2 x o limite maximo
(LM), podem também ser incluidos no minimo de 20 resultados para a avaliagdo da taxa de falsos resultados
conformes. As amostras devem abranger os padrdes de congéneres mais frequentes, que representem diferentes
fontes.

Embora os ensaios de pré-selecdo devam, de preferéncia, ter como objetivo a detecdo de amostras superiores ao
limiar de intervencdo, o critério para determinar as taxas de falsos resultados conformes é o limite maximo,
tendo em conta a incerteza de medi¢do do método de confirmacio.

As amostras ndo conformes suspeitas obtidas na pré-selecio devem ser sempre verificadas por um método de
andlise de confirmagdo (GC/HRMS). Estas amostras podem também servir para avaliar a taxa de falsos resultados
ndo conformes. Relativamente aos métodos de pré-selecdo, a taxa de falsos resultados ndo conformes € a fracdo
de resultados conformes confirmados por andlises de confirmacdo GC/HRMS, enquanto na pré-selecdo anterior, a
amostra tinha sido declarada suspeita de ser ndo conforme. A avaliagdo da vantagem do método de pré-selegdo
baseia-se na comparagio de amostras de falsos ndo conformes com o nimero total de amostras verificadas. Esta
taxa deve ser suficientemente baixa para tornar benéfico o uso do instrumento de pré-selecdo.

Pelo menos nas condigdes de validacio, os métodos bioanaliticos devem fornecer uma indicagdo vilida do valor
TEQ, calculado e expresso em BEQ.

Também em relacdo aos métodos bioanaliticos realizados em condigdes de repetibilidade, o RSD, intralabora-
torial deveria tipicamente ser inferior ao RSDy de reprodutibilidade.

Requisitos especificos apliciveis aos métodos gc/ms a respeitar para efeitos de pré-seleccio ou de
confirmacio

Requisitos gerais

A diferenca entre o limite superior ¢ o limite inferior ndo deve exceder 20 % no caso de alimentos para animais
com uma contaminagdo de cerca de 1 ng TEQ-OMS/kg de produto com um teor de humidade de 12 % (com
base na soma de PCDDJF e PCB sob a forma de dioxina). Relativamente a teores de contaminacdo inferiores, por
exemplo, 0,5 ng TEQ-OMS/kg de produto, a diferenga entre o limite superior e o limite inferior pode situar-se na
gama de 25 %-40 %.

Controlo das recuperagdes

Logo no inicio do método analitico, por exemplo antes da extragdo, deve proceder-se a adicdo de padrdes
internos de PCDD/F marcados com '*C e substituidos com cloro nas posicdes 2,3,7 e 8 e de padrdes internos de
PCB sob a forma de dioxina marcados com 3C, por forma a validar o procedimento analitico. Deve ser
adicionado, pelo menos, um congénere para cada grupo homélogo de PCDDJF tetra a octo-clorados e, pelo
menos, um congénere para cada grupo homoélogo de PCB sob a forma de dioxina (em alternativa, deve ser
utilizado para o controlo de PCDDJF e de PCB sob a forma de dioxina, pelo menos, um congénere para cada
fungdo de registo de ides selecionados por espetrometria de massa). No caso de métodos de confirmagdo, deve
utilizar-se a totalidade dos 17 padrdes internos de PCDD/F substituidos nas posi¢des 2,3,7 e 8 e marcados com
13C e a totalidade dos 12 padrdes internos de PCB sob a forma de dioxina marcados com 1*C.
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Também devem ser determinados fatores de resposta relativos no caso dos congéneres para os quais ndo se
adiciona um composto analogo marcado com 1°C, através da utilizagio de solucdes de calibragio adequadas.

Em relacdo aos alimentos para animais de origem vegetal e aos alimentos para animais de origem animal que
contenham menos de 10 % de gorduras, a adi¢do de padrdes internos é obrigatdria antes da extracio. Em relagdo
aos alimentos para animais de origem animal que contenham mais de 10 % de gorduras, os padrdes internos sdo
adicionados antes ou apés a extracdo de gorduras. Deve ser efetuada uma validagdo adequada da eficdcia da
extracdo, dependendo da fase em que sdo introduzidos os padrdes internos e de os resultados serem notificados
com base no produto ou nas gorduras.

Antes da andlise por GC/MS, devem ser adicionados 1 ou 2 padrdes de recuperagio (substitutos).

E necessario efetuar o controlo da recuperacio. Para os métodos de confirmacio, as recuperacdes de cada padrio
interno devem situar-se na gama de 60 % a 120 %. S3o aceitdveis recuperagdes inferiores ou superiores para
congéneres individuais, nomeadamente para algumas dibenzo-p-dioxinas e alguns dibenzofuranos hepta- e octo-
~clorados, desde que o seu contributo para o valor TEQ ndo exceda 10 % do valor TEQ total (com base na soma
de PCDDJF e PCB sob a forma de dioxina). Para os métodos de pré-selecio GC/MS, as recuperagdes devem situar-
-se na gama de 30 % a 140 %.

Remogdo de substdncias interferentes

— Deve proceder-se a separacdo entre PCDD/F e compostos clorados interferentes, tais como PCB ndo seme-

lhantes a dioxina e éteres difenilicos clorados através de técnicas cromatograficas adequadas (de preferéncia,
com uma coluna de florisil, alumina efou carbono).

— A separagdo de isdbmeros por cromatografia gasosa deve ser < 25 % de pico a pico entre 1,2,3,4,7,8-HxCDF e

1,2,3,6,7,8-HxCDF.

Calibragdo com curva-padrdo

A gama da curva de calibragio deve abranger a gama relevante dos teores requeridos.

Requisitos especificos para métodos bioanaliticos

Métodos bioanaliticos sdo métodos baseados na utilizagdo de principios bioldgicos, como ensaios com células,
ensaios com recetores ou imunoensaios. O presente ponto 8 estabelece requisitos para métodos bioanaliticos em
geral.

Um método de pré-selecdo, em principio, classifica uma amostra como conforme ou suspeita de ser ndo
conforme. Para tal, o valor BEQ calculado é comparado com o valor-limite (ver 8.3). As amostras abaixo do
valor-limite sdo declaradas conformes, as amostras iguais ou acima do valor-limite sdo declaradas suspeitas de ser
ndo conformes e necessitam de uma andlise por um método de confirmacdo. Na pritica, um valor BEQ
correspondente a 2/3 do limite mdximo pode servir como valor-limite mais adequado, assegurando uma taxa
de falsos resultados conformes inferior a 5% e uma taxa aceitdvel de falsos resultados ndo conformes. Com
limites mdximos distintos para PCDDJF e para a soma de PCDD/F e PCB sob a forma de dioxina, a verificacdo da
conformidade das amostras sem fracionamento requer valores-limite de bioensaio adequados para os PCDDJF.
Para a verificagio de amostras que excedam os limiares de intervencdo, o valor-limite poderia ser uma per-
centagem adequada do respetivo teor requerido.

Além disso, no caso de determinados métodos bioanaliticos, pode ser dado um teor indicativo expresso em BEQ
para amostras na gama de trabalho e excedendo o limite de notificagdo (ver 8.1.1 e 8.1.6).

Avaliagio da resposta do teste
Requisitos gerais

— O célculo das concentragdes a partir de uma curva de calibragio da TCDD apresenta uma grande variagio

[elevado coeficiente de variagdo (CV)] dos valores nas extremidades inferior e superior da curva. A gama de
trabalho ¢ a drea em que esta CV ¢ inferior a 15 %. A extremidade inferior da gama de trabalho (limite de
notificacdo) deve ser estabelecida em, pelo menos, trés vezes o valor dos ensaios em branco do procedi-
mento. A extremidade superior da gama de trabalho é habitualmente representada pelo valor EC;4 (70 % da
concentragdo efetiva maxima), mas mais abaixo, caso a CV seja superior a 15 % nesta gama. A gama de
trabalho ¢ estabelecida durante a validagdo. Os valores-limite (ver 8.3) devem situar-se dentro da gama de
trabalho.

As solugdes-padrdo e os extratos de amostras devem ser testados, pelo menos, em duplicado. No caso de
utilizacio de duplicados, uma solugdo-padrdo ou um extracto-testemunha testado em 4 a 6 cavidades
repartidas ao longo da placa deve produzir uma resposta ou concentracdo (apenas possivel na gama de
trabalho) com base numa CV < 15 %.

Calibracio

8.1.2.1. Calibragdo com curva-padrdo

— Podem estimar-se os teores das amostras comparando a resposta do teste com uma curva de calibragio da

TCDD (ou do PCB 126 ou de uma mistura-padrdo de PCDD/F/PCB sob a forma de dioxina) para calcular o
valor BEQ no extrato e, posteriormente, na amostra.
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— As curvas de calibragﬁo devem conter 8 a 12 concentracoes (pelo menos, nos duplicados), com concen-
tragdes suficientes na parte inferior da curva (gama de trabalho). Serd dada especial atengdo a qualidade de
ajustamento da curva na gama de trabalho. Como tal, o valor R? tem pouco ou nenhum valor para estimar a
adequagdo do ajustamento em regressdo ndo linear. Um melhor ajustamento serd alcangado através de uma
reducdo da diferenga entre os teores calculados e os teores observados na gama de trabalho da curva, por
exemplo, reduzindo ao minimo a soma de residuos ao quadrado.

— O teor estimado no extrato de amostra é posteriormente corrigido em funcdo do valor BEQ calculado para
uma amostra em branco de matriz/solvente (para ter em conta impurezas provenientes de solventes e
produtos quimicos utilizados) e da recuperacdo aparente (calculada a partir do valor BEQ de amostras de
referéncia adequadas com padrdes de congéneres representativos proximos do teor requerido). Para a corre-
¢do da recuperagdo, a recuperagdo aparente deve situar-se dentro da gama exigida (ver ponto 8.1.4). As
amostras de referéncia utilizadas para a corre¢do da recuperagdo devem cumprir os requisitos indicados no
ponto 8.2.

8.1.2.2. Calibragdo com amostras de referéncia

8.2.

8.2.1.

8.2.2.

Em alternativa, pode utilizar-se uma curva de calibracdo preparada a partir de, pelo menos, 4 amostras de
referéncia (ver ponto 8.2.4: um ensaio branco de matriz e trés amostras de referéncia com 0,5 x, 1,0 x e 2,0 x o
teor requerido) proximas do teor requerido, eliminando a necessidade de corre¢do em funcdo do ensaio em
branco e da recuperacdo. Neste caso, a resposta do teste correspondente a 2/3 do limite médximo (ver ponto 8.3)
pode ser calculada diretamente a partir destas amostras e servir de valor-limite. Para a verificacdo de amostras que
excedam os limiares de intervenc¢do, o valor-limite poderia ser uma percentagem adequada destes limiares de
intervencao.

Determinag¢io em separado de PCDD|F e PCB sob a forma de dioxina

Os extratos podem ser divididos em fra¢des contendo PCDD/F e PCB sob a forma de dioxina, permitindo uma
indicacdo separada de valores TEQ de PCDDJF e de PCB sob a forma de dioxina (em BEQ). Convém utilizar, de
preferéncia, uma curva de calibragdo-padrdo do PCB 126 para avaliar os resultados da fragdo que contém PCB
sob a forma de dioxina.

Recuperagdes aparentes do bioensaio

A «recuperagio aparente do bioensaio» deve ser calculada a partir de amostras de referéncia adequadas com
padrdes de congéneres representativos préximos do teor requerido e expressa em percentagem do valor BEQ em
comparacdo com o valor TEQ. Em fungdo do tipo de ensaio e do sistema TEF (*****x) ytilizado, as diferencas
entre os fatores TEF e REP relativos aos PCB sob a forma de dioxina podem causar recuperagdes aparentes baixas
para os PCB sob a forma de dioxina em compara¢gio com os PCDDJF. Por conseguinte, no caso de uma
determinacdo em separado de PCDD[F e PCB sob a forma de dioxina, as recuperacdes aparentes do bioensaio
devem ser: para os PCB sob a forma de dioxina, de 25 % a 60 %, para os PCDDJF, de 50 % a 130 % (as gamas
aplicam-se a curva de calibragdo da TCDD). Como o contributo dos PCB sob a forma de dioxina para a soma de
PCDDJF e PCB sob a forma de dioxina pode variar entre diferentes matrizes e amostras, as recuperagdes
aparentes do bioensaio para a soma de PCDD/F e PCB sob a forma de dioxina refletem estas gamas e devem
situar-se entre 30 % e 130 %. Qualquer implicagdio que a revisdo substantiva dos valores FET tenha para a
legislacdo da Unido relativa aos PCDDJF e PCB sob a forma de dioxina exige a revisio destas gamas.

(rarrxxrrk) Qs requisitos atuais baseiam-se nos FET publicados em: M. Van den Berg et al, Toxicol Sci 93 (2),
223-241 (2006).

Controlo das recuperacdes para limpeza

A perda de compostos durante a limpeza deve ser verificada durante a validagio. Uma amostra em branco
enriquecida com uma mistura dos diferentes congéneres deve ser submetida a limpeza (pelo menos, n = 3) e a
recuperagdo e a variabilidade verificadas por andlise GC/HRMS. A recuperagdo deve situar-se entre 60 % e 120 %,
em especial para congéneres que contribuam mais de 10 % para o valor TEQ em vdrias misturas.

Limite de notificacdo

Ao notificar valores BEQ, deve ser determinado um limite de notificacdo a partir de amostras de matriz
pertinentes que envolvam padrdes de congéneres tipicos, mas ndo a partir da curva de calibracdo das normas,
devido a baixa precisdo na gama inferior da curva. Devem ser tidos em conta os efeitos da extracdo e da limpeza.
O limite de notificagdo deve ser estabelecido em, pelo menos, trés vezes o valor dos ensaios em branco do
procedimento.

Utilizagdo de amostras de referéncia

As amostras de referéncia representam a matriz da amostra, os padrdes de congéneres e as gamas de concen-
tragdes dos PCDDJF e dos PCB sob a forma de dioxina préximos do teor requerido.

Cada série de testes deve comportar um ensaio em branco da matriz e, caso tal ndo seja possivel, um ensaio em
branco do procedimento, bem como uma amostra de referéncia com o teor requerido. Estas amostras devem ser
extraidas e testadas no mesmo momento e em condi¢des idénticas. A amostra de referéncia deve apresentar uma
resposta claramente elevada em comparagdo com a amostra em branco, assegurando assim a adequagdo do teste.
Estas amostras podem servir para as corre¢des em fun¢do do ensaio em branco e da recuperagio.
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8.2.3.

8.2.4.

8.3.

As amostras de referéncia escolhidas para efetuar uma corre¢do em fungdo da recuperacdo devem ser represen-
tativas das amostras de ensaio, o que significa que os padrdes dos congéneres ndo podem conduzir a uma
subestimagdo dos teores.

Podem incluir-se amostras de referéncia suplementares com teores 0,5 x e 2 x superiores ao teor requerido, para
demonstrar o desempenho correto do teste dentro da gama requerida para o controlo do teor requerido.
Combinadas, estas amostras podem servir para calcular os valores BEQ das amostras de ensaio (ver ponto
8.1.2.2).

Determinacdo de valores-limite

A relagdo entre os resultados bioanaliticos em BEQ e os resultados da GC/HRMS em TEQ deve ser estabelecida,
por exemplo, através de experiéncias de calibragdo ajustadas em fungdo da matriz, envolvendo amostras de
referéncia enriquecidas a 0, 0,5 x, 1 x e 2 x o limite mdximo, com seis repeti¢cdes em cada nivel (n = 24). Os
fatores de correcdo (em branco e de recuperacdo) podem ser estimados a partir desta relacio, mas devem ser
verificados em conformidade com o ponto 8.2.2.

Devem ser estabelecidos valores-limite para decidir da conformidade da amostra com limites mdximos ou para
verificar se os limiares de intervencio, se relevantes, estio conformes aos respetivos teores requeridos fixados
tanto para os PCDD/F e os PCB sob a forma de dioxina, isoladamente, como para a soma dos PCDD[F e dos PCB
sob a forma de dioxina. Sdo representados pela extremidade inferior da distribuicdo dos resultados bioanaliticos
(corrigidos em fungdo do ensaio em branco e da recuperagdo) correspondendo ao limite de decisio GC/[HRMS
com base num nivel de confianga de 95 %, o que implica uma taxa de falsos resultados conformes < 5 %, e num
RSDy < 25 %. O limite de decisio da GG/HRMS ¢ o limite médximo, tendo em conta a incerteza de medigio.

O valor-limite (em BEQ) pode ser calculado em conformidade com uma das abordagens mencionadas nos
pontos 8.3.1, 8.3.2 ¢ 8.3.3 (ver figura 1).

Utilizagdo da faixa inferior do intervalo de previsdo de 95 % no limite de decisdo da GC/HRMS:

Valor-limite = BEQpr, — Sy x * tqf=m- \/1 /n+1/m+ (x — X)Z/Qxx

em que:

BEQp, o BEQ correspondente ao limite de decisdo da GC/HRMS ¢ o limite médximo incluindo a incerteza de
medicio
desvio-padrio residual

Y. X

of = m2 fator de Student (a = 5%, f = graus de liberdade, unilateral)

m nimero total de pontos de calibragdo (indice j)
n ntimero de repeticdes em cada nivel
X; concentracdo da amostra de GC[HRMS (em TEQ) do ponto de calibragdo i

X média das concentracdes (em TEQ) de todas as amostras de calibragio

m
Qu = Z(Xi -x)? pardmetro do quadrado da soma, i = ndice do ponto de calibracio i

=1
Célculo a partir dos resultados bioanaliticos (corrigidos em funcdo do ensaio em branco e da recuperagdo) de
multiplas andlises de amostras (n > 6), contaminadas no limite de decisio da GC/HRMS, como a extremidade
inferior da distribui¢do dos dados no valor BEQ médio correspondente:

Valor-limite = BEQp; — 1,64 x SDy
em que

SDg  desvio-padrio dos resultados do bioensaio no BEQp;, medidos em condi¢des de reprodutibilidade
intralaboratorial

Célculo como valor médio dos resultados bioanaliticos (em BEQ, corrigido em fung¢do do ensaio em branco e da
recuperagdo) a partir de andlises mltiplas de amostras (n = 6) contaminadas em 2/3 do teor requerido, com base
na observacdo de que este teor estard proximo do valor-limite determinado em conformidade com o ponto 8.3.1
ou com o ponto 8.3.2:
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8.4.2.
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8.4.5.
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Figura 1
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Célculo dos valores-limite com base num nivel de confianga de 95 %, o que implica uma taxa de falsos
resultados conformes < 5%, e num RSDp < 25 %: 1.% partir da faixa inferior do intervalo de previsio de
95 %, no limite de decisdio da HRGC/HRMS, 2. partir de andlises multiplas de amostras (n > 6) contaminadas
no limite de decisio HRGC/HRMS como a extremidade inferior da distribuicio de dados (representada na figura
por uma curva em forma de sino) no valor BEQ médio correspondente.

Restri¢des aos valores-limite:

Os valores-limite baseados no BEQ, calculados a partir do RSDy obtido durante a validagio com um ndmero
limitado de amostras com diferentes padrdes de matriz/congéneres, podem ser superiores aos teores requeridos
baseados em TEQ, devido a uma melhor precisio do que a que é possivel em andlises de rotina quando um
espetro desconhecido de eventuais padrdes de congéneres tem de ser controlado. Em tais casos, os valores-limite
devem ser calculados a partir de um RSDy = 25 %, ou, de preferéncia, a dois tercos do teor requerido.

Caracteristicas de desempenho

Devem realizar-se testes a repetibilidade dos métodos bioanaliticos para se obterem informacdes sobre o desvio-
-padrdo numa série de testes e entre séries de testes. A repetibilidade deve ser inferior a 20 % e a reprodutibilidade
intralaboratorial inferior a 25 %. Tal deve basear-se nos valores calculados em BEQ apés correcdo em fungdo do
ensaio em branco e da recuperacio.

Como parte do processo de validacdo, o teste deve demonstrar que discrimina entre uma amostra em branco e
um teor no valor-limite, permitindo a identificacio de amostras acima do valor-limite correspondente (ver ponto
8.1.2).

Devem ser definidos compostos-alvo, eventuais interferéncias e limites mdximos tolerdveis para a amostra em
branco.

O desvio-padrdo percentual na resposta ou concentracdo calculada a partir da resposta (apenas possivel na gama
de trabalho) de uma determinagdo em triplicado de um extrato da amostra ndo pode ser superior a 15 %.

Os resultados ndo corrigidos das amostras de referéncia expressos em BEQ (ensaio em branco e teor requerido)
devem ser utilizados para a avaliagio do desempenho do método bioanalitico durante um periodo de tempo
constante.

Devem registar-se e verificar-se os graficos de controlo da qualidade para ensaios em branco do procedimento e
para cada tipo de amostra de referéncia, a fim de garantir que o desempenho analitico estd em conformidade
com os requisitos, nomeadamente no tocante aos ensaios em branco do procedimento, no que respeita a
diferenca minima requerida em relacdo a extremidade inferior da gama de trabalho, e, no tocante as amostras
de referéncia, no que respeita a reprodutibilidade intralaboratorial. Os ensaios em branco do procedimento

devem ser controlados de modo a evitar falsos resultados conformes quando subtraidos.



L 91/20 Jornal Oficial da Unido Europeia 29.3.2012

8.4.7.  Os resultados das anilises por GC/[HRMS de amostras suspeitas e 2 % a 10 % das amostras conformes (minimo
de 20 amostras por matriz) devem ser recolhidos e utilizados para avaliar o desempenho do método de pré-
-selecdo e a relagdo entre BEQ e TEQ. Esta base de dados pode ser utilizada para efeitos de reavaliacdo de valores-
-limite aplicdveis &s amostras de rotina para as matrizes validadas.

8.4.8.  Os bons desempenhos do método podem também ser demonstrados pela participagdo em ensaios interlabora-
toriais. Os resultados de amostras analisadas em ensaios interlaboratoriais, abrangendo uma gama de concen-
tragdes que pode atingir, por exemplo, 2 x o limite mdximo, podem ser incluidos na avaliagio da taxa de falsos
resultados conformes, se um laboratdrio estiver em condi¢des de demonstrar os seus bons desempenhos. As
amostras devem abranger os padrdes de congéneres mais frequentes, que representem diferentes fontes.

8.4.9. Em caso de incidentes, os valores-limite podem ser reavaliados, refletindo a matriz e os padrdes de congéneres
especificos para cada incidente.

9. Notificagio dos resultados

9.1.  Métodos de confirmagdo

9.1.1. Na medida em que o procedimento analitico utilizado o permita, os resultados analiticos devem conter os teores
de cada congénere de PCDDJF e PCB sob a forma de dioxina e serem notificados em termos de limite inferior,
limite superior e limite médio, a fim de incluir o mdximo de informagdes possivel na notificacio dos resultados
e, deste modo, permitir a interpretacdo dos resultados de acordo com requisitos especificos.

9.1.2. O relatério deve incluir o método utilizado para a extragio dos PCDD/F, dos PCB sob a forma de dioxina e dos
lipidos.

9.1.3.  As recuperagdes de cada padrio interno devem ser disponibilizadas no caso de as recuperagdes estarem fora da
gama mencionada no ponto 7.2.5, se o limite mdximo for excedido e noutros casos mediante pedido.

9.1.4. Como a incerteza de medicdo deve ser tida em conta ao decidir da conformidade de uma amostra, este
pardmetro deve ser disponibilizado. Assim, os resultados analiticos devem ser notificados enquanto x +/- U,
em que x ¢ o resultado analitico e U ¢ a incerteza expandida da medigdo, utilizando um fator de expansio de 2,
0 que permite obter um nivel de confianca de cerca de 95 %. No caso de uma determinacdo em separado dos
PCDDJF e dos PCB sob a forma de dioxina, a soma da incerteza expandida estimada dos resultados analiticos
separados dos PCDD|F e dos PCB sob a forma de dioxina deve ser utilizada para a soma dos PCDD/F e dos PCB
sob a forma de dioxina.

9.1.5.  Se a incerteza de medicdo for tida em conta mediante a aplicagdo de CCa (tal como descrito no ponto 2.2), este
pardmetro deve ser mencionado.

9.1.6.  Os resultados devem ser expressos nas mesmas unidades e com, pelo menos, 0 mesmo niimero de algarismos
significativos que os limites maximos definidos na Diretiva 2002/32/CE.

9.2.  Métodos bioanaliticos de pré-selecio

9.2.1. O resultado da pré-selecio deve ser expresso como «conforme» ou «suspeito de ser ndo conforme» («suspeito»).

9.2.2.  Além disso, pode ser dado um resultado de PCDD/F efou de PCB sob a forma de dioxina expresso em BEQ, e
nao TEQ.

9.2.3.  Se a incerteza de medicio do valor BEQ calculado for dada, por exemplo, sob a forma de um desvio-padrio,
deve basear-se em, pelo menos, uma andlise em triplicado, incluindo extracdo, limpeza e determinacio da
resposta de ensaio.

9.2.4. As amostras com uma resposta inferior ao limite de notificagdo devem ser indicadas como «nferiores ao limite
de notificacion.

9.2.5. Para cada tipo de matriz da amostra, o relatério deve mencionar o teor requerido em que se baseia a avaliagdo.
9.2.6. O relatério deve mencionar o tipo de teste aplicado, o principio de base do teste e o tipo de calibracio.

9.2.7. O relatério deve incluir o método utilizado para a extracdo dos PCDD/F, dos PCB sob a forma de dioxina e dos
lipidos.
CAPITULO Il

Preparacdo de amostras e requisitos respeitantes aos métodos de andlise utilizados no controlo oficial dos teores de
PCB ndo semelhantes a dioxinas (PCB # 28, 52, 101, 138, 153 e 180)

1. Métodos de detecgdo apliciveis

Cromatografia gasosa/Detecdo por captura de eletrdes (GC/ECD), GC/LRMS, GC/MS-MS, GC/HRMS ou métodos
equivalentes.
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2.2.

2.3.

2.4.

Identificacdo e confirmagdo dos analitos requeridos
Tempo de retencdo relativo em relagio a normas ou padrdes de referéncia internos (desvio aceitdvel de
+]-0,25 %).

Deve confirmar-se, por cromatografia gasosa, que houve separacdo entre os seis PCB indicadores (PCB 28, PCB
52, PCB 101, PCB 138, PCB 153 e PCB 180) e substancias interferentes, especialmente PCB co-eluidos, em
especial se os teores das amostras se situarem na gama dos limites legais e de ndo conformidade.

Nota: Os congéneres que co-eluem frequentemente sdo, por exemplo, PCB 28/31, PCB 52/69 e PCB 138/163/164. Em relacdo a
CG/EM, devem também ter-se em conta as eventuais interferéncias de fragmentos de congéneres mais fortemente clorados.

Requisitos aplicdveis a técnicas GC/MS

Verificacdo de, pelo menos:

a) dois ides especificos, para a HRMS,

b) dois ides especificos de m/z > 200 ou trés ides especificos de m/z > 100 para a LRMS,

¢) 1 precursor e 2 ides-produto para MS-MS.

Tolerancias médximas permitidas para os rdcios de abundéncia relativos a fragmentos de massa selecionados:

Desvio relativo do rdcio de abundancia de massas de fragmentos selecionados em relagio a abundancia teérica
ou ao padrio de calibragdo de ides-alvo (id0 mais abundante controlado) e de ides qualificadores:

Intensidade relativa de ides qualificadores GC-EI-MS GC-CI-MS, GC-MS"
em relacdo a ides-alvo (desvio relativo) (desvio relativo)
> 50 % + 10 % +20%
>20% a 50% +15% +25%
>10% a 20% +20% + 30 %
<10% £ 50 % (%) £ 50% (%)

(*) Namero suficiente de fragmentos de massa com intensidade relativa > 10 % disponiveis, pelo que ndo ¢é recomendavel a
utilizacdo de ides qualificadores com uma intensidade relativa inferior a 10 % quando comparados com o ido-alvo.

Requisitos aplicdveis a técnicas GC/ECD:

Devem confirmar-se os resultados que excedem a tolerdncia por meio de duas colunas de GC com fases
estaciondrias de polaridade diferente.

Demonstracio do desempenho do método

Deve validar-se o desempenho do método na gama do teor requerido (0,5 a 2 vezes o teor requerido) com um
coeficiente de variagdo aceitdvel para anilises repetidas (ver requisitos aplicveis a precisdo intermédia mencio-
nados no ponto 8).

Limite de quantificacdo

Os valores dos ensaios em branco ndo devem ser superiores a 30 % do nivel de contaminacio correspondente ao
nivel maximo (FrrrRsRrRE)

(prerrear) Recomenda-se vivamente um contributo inferior do teor do ensaio em branco do reagente para o
teor de um contaminante numa amostra. Cabe ao laboratério controlar a variacdo dos teores dos
ensaios em branco, em especial, se se subtrairem os teores dos ensaios em branco.

Controlo da qualidade

Controlos regulares com ensaios em branco, andlise de amostras enriquecidas, amostras de controlo da qualidade,
participacdo em estudos interlaboratoriais em matrizes relevantes.
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6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

9.2.

9.3.

9.4.

9.5.

9.6.

Controlo de recuperagdes

Devem utilizar-se padrdes internos adequados, com propriedades fisico-quimicas compardveis as dos analitos
requeridos.

Adicdo de padrdes internos:

Adicdo a produtos (antes do processo de extragdo e limpeza).

Requisitos aplicdveis a métodos que utilizem os seis congéneres de PCB indicadores marcados com is6topos:
a) os resultados devem ser corrigidos em fungdo das recuperagdes de padrdes internos,

b) as recuperagdes de padrdes internos marcados com isétopos devem situar-se entre 50 % e 120 %,

¢) sdo aceitdveis recupera¢des inferiores ou superiores para congéneres individuais cujo contributo para a soma
dos seis PCB indicadores seja inferior a 10 %.

Requisitos aplicdveis a métodos que ndo utilizem os seis padrdes internos marcados com isétopos ou que
utilizem outros padrdes internos:

a) a recuperagdo de padrdes internos deve ser controlada para cada amostra,

b) as recuperagdes de padrdes internos devem situar-se entre 60 % e 120 %,

¢) os resultados devem ser corrigidos em fun¢do das recuperagdes de padrdes internos.

As recuperagdes de congéneres ndo marcados devem ser verificadas com amostras enriquecidas ou amostras de
controlo da qualidade com concentragdes na gama do teor requerido. Consideram-se aceitdveis as recuperagdes

destes congéneres se se situarem entre 70 % e 120 %.

Requisitos aplicdveis aos laboratérios

Em conformidade com o disposto no Regulamento (CE) n.° 882/2004, os laboratérios devem ser acreditados por
um organismo reconhecido que opere em conformidade com o Guia ISO 58, a fim de assegurar que aplicam a
garantia de qualidade analitica. Os laboratérios devem ser acreditados em conformidade com a norma EN
ISO/JIEC 17025.

Caracteristicas de desempenho: critérios apliciveis a soma dos seis pcb indicadores no teor requerido:

Rigor -30% a+ 30%
Precisdo intermédia (RSD %) < 20%
Diferenca do cdlculo entre limite superior e limite in- <20%

ferior

Notificagio dos resultados

Na medida em que o procedimento analitico utilizado o permita, os resultados analiticos devem conter os niveis
de cada congénere de PCB e ser indicados como limite inferior, limite superior e limite médio, a fim de incluir o
méximo de informacdes possivel na notificacgio dos resultados e, deste modo, permitir a interpretacdo dos
resultados de acordo com requisitos especificos.

Deve constar da notificagio o método utilizado na extracdo de PCB e de lipidos.

As recuperacdes de cada padrdo interno devem ser disponibilizadas no caso de as recuperacdes estarem fora da
gama mencionada no ponto 6, se o limite maximo for excedido e noutros casos mediante pedido.

Como a incerteza de medi¢do deve ser tida em conta ao decidir da conformidade de uma amostra, este
pardmetro deve igualmente ser disponibilizado. Assim, os resultados analiticos devem ser notificados enquanto
x +[- U, em que x é o resultado analitico e U é a incerteza expandida da medicdo, utilizando um fator de
expansdo de 2, o que permite obter um nivel de confianca de cerca de 95 %.

Se a incerteza de medi¢do for tida em conta mediante a aplicacdo de CCa (tal como descrito no ponto 2.1 do
capitulo I), este pardmetro deve ser mencionado.

Os resultados devem ser expressos nas mesmas unidades e com, pelo menos, 0 mesmo niimero de algarismos
significativos que os limites mdximos definidos na Diretiva 2002/32/CE.».



	Regulamento (UE) n . o 278/2012 da Comissão de 28 de março de 2012 que altera o Regulamento (CE) n. o 152/2009 no que respeita à determinação dos teores de dioxinas e de bifenilos policlorados (Texto relevante para efeitos do EEE)

