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(Atos ndo legislativos)

REGULAMENTOS

REGULAMENTO (UE) N.° 252/2012 DA COMISSAO
de 21 de marco de 2012

que estabelece métodos de amostragem e andlise para o controlo oficial dos teores de dioxinas, PCB
sob a forma de dioxina e PCB nio semelhantes a dioxinas em determinados géneros alimenticios e
que revoga o Regulamento (CE) n.° 1883/2006

(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 legislagdo relativa aos alimentos para animais e
aos géneros alimenticios e das normas relativas a saide e ao
bem-estar dos animais (!), nomeadamente, o artigo 11.°, n.° 4,

Considerando o seguinte:

(1) O Regulamento (CE) n.° 1881/2006 da Comissio, de
19 de dezembro de 2006, que fixa os teores maximos
de certos contaminantes presentes nos géneros alimenti-
cios (3), define os teores maximos para PCB ndo seme-
lhantes a dioxinas, dioxinas e furanos e para a soma de
dioxinas, furanos e de PCB sob a forma de dioxina em
determinados géneros alimenticios.

(2) A Recomendagio da Comissdo 2011/516/UE, de 23 de
agosto de 2011, relativa a redugdo da presenga de dio-
xinas, furanos e PCB nos alimentos para animais e nos
géneros alimenticios (%) fixa niveis de acdo, a fim de es-
timular uma abordagem dindmica para reduzir a presenga
de dibenzo-para-dioxinas policloradas (PCDD) e dibenzo-
furanos policlorados (PCDF) e de PCB sob a forma de
dioxina em géneros alimenticios. Estes niveis de acdo sdo
um instrumento ao servico das autoridades competentes
e dos operadores para determinar as situacdes nas quais
se justifica identificar uma fonte de contaminacio e ado-
tar medidas com vista a sua redu¢do ou eliminacio.

JO L 165 de 30.4.2004, p. 1.
() JO L 364 de 20.12.2006, p. 5.
JO L 218 de 24.8.2011, p. 23.

()

O Regulamento (CE) n.° 1883/2006 da Comissdo, de
19 de dezembro de 2006, que estabelece os métodos
de amostragem e de andlise para o controlo oficial dos
teores de dioxinas e de PCB sob a forma de dioxina em
determinados géneros alimenticios (*) prevé disposicdes
especificas relativas aos procedimentos de amostragem
e métodos de andlise a aplicar no controlo oficial.

A aplicagdo dos novos teores maximos de PCB ndo se-
melhantes a dioxinas, estabelecidos apds a disponibili-
dade de um parecer cientifico da Autoridade Europeia
para a Seguranga dos Alimentos (AESA) sobre PCB nio
semelhantes a dioxinas e também com vista a prever uma
harmonizacdo a nivel da Unido, e a atualizacdo dos cri-
térios para os métodos de pré-selecdo exigem alteracdes
significativas. Assim, por motivos de clareza, é necessirio
substituir o Regulamento (CE) n.° 1883/2006 pelo pre-
sente regulamento.

As disposi¢des definidas no presente regulamento refe-
rem-se exclusivamente a amostragem e a andlise de dio-
xinas, de PCB sob a forma de dioxina e PCB ndo seme-
lhantes a dioxinas em aplicacgdo do Regulamento (CE)
n.° 1881/2006. Ndo afetam a estratégia, os teores e a
frequéncia da amostragem, tal como especificado nos
anexos III e IV da Diretiva 96/23/CE do Conselho, de
29 de abril de 1996, relativa as medidas de controlo a
aplicar a certas substincias e aos seus residuos nos ani-
mais vivos e respetivos produtos e que revoga as Direti-
vas 85/358|CEE e 86/469/CEE e as Decisdes 89/187/CEE
e 91/664/CEE (°). Ndo afetam os critérios de selecdo da
amostragem, tal como definido na Decisdo 98/179/CE da
Comissdo, de 23 de fevereiro de 1998, que estabelece
regras para a colheita das amostras oficiais a utilizar na
pesquisa de determinadas substéncias e seus residuos nos
animais vivos e respetivos produtos (°).

64 de 20.12.2006, p. 32.

JOL3
JO L 125 de 23.5.1996, p. 10.
JOL6

5 de 5.3.1998, p. 31.
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(6) Pode utilizar-se um método de andlise de pré-selecio ADOTOU O PRESENTE REGULAMENTO:

(10)

com validagdo amplamente aceitdvel e com rendimento
elevado para identificar as amostras com teores significa-
tivos de PCDD/F e PCB sob a forma de dioxina (de
preferéncia, selecionando amostras que excedam os niveis
de acdo e garantindo a sele¢do de amostras que excedam
os teores maximos). Os teores de PCDDJF e de PCB sob a
forma de dioxina nestas amostras tém de ser determina-
dos por um método de andlise de confirmacio. Por con-
seguinte, ¢ conveniente estabelecer requisitos adequados
para o método de pré-selecio certificando-se de que a
taxa de falsos resultados conformes relativamente a teo-
res maximos ¢ inferior a 5 % e requisitos rigorosos para
os métodos de andlise de confirmagdo. Além disso, os
métodos de confirmagdo permitem a determinagio de
teores também na gama baixa dos niveis de contamina-
¢do de base. Tal é importante para o acompanhamento
das tendéncias temporais, avaliagdo da exposi¢do e para a
reavaliagdo dos teores maximos e niveis de acio.

A amostragem de peixes de grandes dimensdes deve ser
especificada, por forma a garantir uma abordagem har-
monizada em toda a Unido.

Em peixes das mesmas espécies provenientes da mesma
regido, o teor de dioxinas, de PCB sob a forma de dioxina
e de PCB ndo semelhantes a dioxinas pode ser diferente,
consoante o tamanho efou a idade do peixe. Além disso,
o teor de dioxinas, de PCB sob a forma de dioxina e de
PCB ndo semelhantes a dioxinas ndo ¢ necessariamente o
mesmo em todas as partes do peixe. Por conseguinte, ¢
necessario que a amostragem e a preparagdo da amostra
sejam especificadas, por forma a garantir uma abordagem
harmonizada em toda a Unido.

E importante que os resultados analiticos sejam notifica-
dos e interpretados de maneira uniforme, a fim de asse-
gurar uma abordagem harmonizada de execugio em toda
a Unido.

As medidas previstas no presente regulamento estdo 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,

Artigo 1.°

Para efeitos do presente regulamento, sdo aplicdveis as defini-
¢Oes e abreviaturas estabelecidas no anexo L

Artigo 2.°

A amostragem destinada ao controlo oficial dos teores de dio-
xinas, furanos, PCB sob a forma de dioxina e PCB ndo seme-
lhantes a dioxinas nos géneros alimenticios enumerados na
seccdo 5 do anexo do Regulamento (CE) n.° 1881/2006 ¢
realizada em conformidade com os métodos descritos no anexo

II do presente regulamento.

Artigo 3.°

A preparacdo e a andlise das amostras destinadas ao controlo
oficial dos teores de dioxinas, furanos e PCB sob a forma de
dioxina nos géneros alimenticios enumerados na sec¢do 5 do
anexo do Regulamento (CE) n.° 1881/2006 sdo realizadas em
conformidade com os métodos descritos no anexo III do pre-
sente regulamento.

Artigo 4.°

As anilises destinadas ao controlo oficial dos teores de PCB ndo
semelhantes a dioxinas nos géneros alimenticios enumerados na
secgdo 5 do anexo do Regulamento (CE) n.° 1881/2006 sdo
realizadas em conformidade com os requisitos apliciveis aos
procedimentos analiticos descritos no anexo IV do presente
regulamento.

Artigo 5.°
E revogado o Regulamento (CE) n.° 1883/2006.

As referéncias ao regulamento revogado devem entender-se
como sendo feitas ao presente regulamento.

Artigo 6.°
O presente regulamento entra em vigor no vigésimo dia se-

guinte ao da sua publicagio no Jornal Oficial da Unido Europeia.

E aplicdvel a partir da data de entrada em vigor.

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

todos os Estados-Membros.

Feito em Bruxelas, em 21 de mar¢o de 2012.

Pela Comissdo
O Presidente
José Manuel BARROSO
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ANEXO 1

Defini¢des e abreviaturas

I. DEFINICOES

Para efeitos do presente regulamento, sdo aplicdveis as definicdes estabelecidas no anexo I da Decisdo 2002/657/CE da
Comissdo, de 14 de agosto de 2002, que d4 execugdo ao disposto na Diretiva 96/23/CE do Conselho relativamente ao
desempenho de métodos analiticos e a interpretagdo de resultados (1).

Além destas defini¢des, para efeitos do disposto no presente regulamento, sdo aplicdveis as seguintes defini¢des:

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.7.

1.8.

1.9.

BEQ

GC

«Nivel de acdo»: o teor de uma dada substancia, tal como definido no anexo da Recomendagio 2011/516/UE, que
dd inicio a investigacdes para identificar a fonte dessa substincia, nos casos em que ¢ detetado um aumento dos
teores da substincia.

«Métodos bioanaliticos» os métodos baseados na utilizagdo de principios bioldgicos, como ensaios com células,
ensaios com recetores ou imunoensaios. Nao ddo resultados ao nivel do congénere, mas apenas uma indica¢io ()
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 produzem uma resposta no teste podem cumprir todos os
requisitos do principio de TEQ.

«Recuperagdo aparente do bioensaio» o valor BEQ calculado a partir da curva de calibracio da TCDD ou do PCB
126 corrigida em fungdo 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 (a seguir PCDD/[F) e de compostos sob a forma
de dioxina durante as fases de extragdo e de limpeza, compostos coextraidos que aumentam ou diminuem a
resposta (efeitos agonisticos e antagdnicos), a qualidade de ajustamento da curva, ou diferencas entre os valores TEF
e REP. A recuperagdo aparente do bioensaio é calculada a partir de amostras de referéncia apropriadas com padrdes
de congéneres representativos proximos do teor requerido.

«Métodos semiquantitativos» método que dd uma indicacdo aproximada da concentragio do analito suposto,
embora o resultado numérico ndo preencha os requisitos para métodos quantitativos.

«O limite especifico aceite de quantificacdo de um congénere individual» a concentracdo 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 sensivel e o cumprimento de critérios de identificacdo descritos,
por exemplo, na norma prEN 16215 (Alimentacdo animal — determinacdo de dioxinas e de PCB sob a forma de
dioxina por CG/HRMS e de PCB indicadores por CG/HRMS) efou no método EPA 1613, revisio B.

«Limite superior» o conceito preconiza que o contributo de cada congénere ndo quantificado seja igual ao limite de
quantificacdo.

«Limite inferior»: o conceito preconiza que o contributo de cada congénere ndo quantificado seja igual a zero.

«Limite médio»: o conceito preconiza que o contributo de cada congénere ndo quantificado seja igual a metade do
limite de quantificagdo.

«Lote»: quantidade de alimentos identificdvel, entregue de uma vez, que apresenta, conforme estabelecido pelo
agente responsavel, caracteristicas comuns tais como a origem, a variedade, o tipo de embalagem, o embalador, o
expedidor ou a marcagdo. No caso do peixe efou de produtos da pesca, deve também ser compardvel o seu
tamanho. Se, dentro de uma remessa, o tamanho efou o peso do peixe ndo forem compardveis, a remessa pode
ainda ser considerada um lote, mas tem de ser aplicado um procedimento de amostragem especifico.

. «Sublote» parte designada de um grande lote para aplicacio do método de amostragem a essa parte designada.

Cada sublote deve ser fisicamente separado e identificvel.

. «Amostra elementar» quantidade de material colhido num sé ponto do lote ou sublote.
. «Amostra global»: a totalidade das amostras elementares colhidas no lote ou sublote.

. «Amostra de laboratério» uma parte/quantidade representativa da amostra global destinada ao laboratdrio.

II. ABREVIATURAS UTILIZADAS

Equivalentes bioanaliticos

Cromatografia em fase gasosa

() JO L 221 de 17.8.2002, p. 8.

() 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 nivel TEQ na amostra.
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HRMS
LRMS
PCB
PCDD
PCDF
QC
REP
FET
TEQ

TCDD

Espectrometria de massa de elevada resolugdo
Espectrometria de massa de baixa resolugdo
Policlorobifenilos

Dibenzeno-p-dioxinas policloradas
Dibenzofuranos policlorados

Controlo de qualidade

Atividade relativa

Fator de equivaléncia toxica

Equivalentes toxicos

Tetraclorodibenzodioxina

Incerteza expandida da medicdo
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ANEXO 1II

Métodos de amostragem destinada ao controlo oficial dos teores de dioxinas (PCDD/F), PCB sob a forma de
dioxina e PCB nio semelhantes a dioxinas em determinados géneros alimenticios
I. AMBITO DE APLICACAO

As amostras destinadas ao controlo oficial dos teores de dioxinas (PCDD/F), de PCB sob a forma de dioxina e de PCB ndo
semelhantes a dioxinas, a seguir referidas como dioxinas e PCB, nos géneros alimenticios sdo colhidas em conformidade
com os métodos descritos no presente anexo. As amostras globais assim obtidas sdo consideradas representativas dos
lotes ou sublotes dos quais foram colhidas. A observancia dos teores mdximos definidos no Regulamento (CE)
n.° 1881/2006 da Comissdo, que fixa os teores maximos de certos contaminantes presentes nos géneros alimenticios,
é estabelecida em funcdo dos teores determinados nas amostras de laboratério.

II. DISPOSICC)ES GERAIS
1. Pessoal

A amostragem deve ser efetuada por uma pessoa autorizada nomeada pelo Estado-Membro.

2. Material a amostrar

Cada lote ou sublote a analisar deve ser objeto de uma amostragem separada.

3. Precaucdes a tomar

Durante a amostragem e a preparagdo das amostras, devem ser tomadas precaugdes para evitar qualquer alteragdo que
possa afetar o teor de dioxinas e de PCB, afetar negativamente a determinagdo analitica ou tornar as amostras globais
ndo representativas.

4. Amostras elementares

Na medida do possivel, as amostras elementares devem ser colhidas em diversos pontos do lote ou sublote. Qualquer
inobservancia deste procedimento deve ser assinalada no registo previsto no ponto I1.8. do presente anexo.

5. Preparagio da amostra global

A amostra global é obtida através da juncdo das amostras elementares. Deve pesar, no minimo, 1kg, a menos que tal
ndo seja prdtico, por exemplo, quando a amostra tiver sido colhida de uma tdnica embalagem ou quando o produto
tiver um elevado valor comercial.

6. Amostras idénticas

As amostras idénticas, destinadas a eventual tomada de medidas de execugdo, a acdes judiciais e para efeitos de
arbitragem, devem ser obtidas a partir da amostra global homogeneizada, desde que esse procedimento ndo infrinja as
regras dos Estados-Membros no que respeita aos direitos dos operadores de empresas do setor alimentar. A dimensdo
das amostras de laboratério para efeitos de medidas de execugdo deve ser de ordem a permitir, no minimo, analises em
duplicado.

7. Acondicionamento e envio das amostras

Colocar cada amostra num recipiente limpo, de material inerte, protegendo-a adequadamente de qualquer possivel
contaminacio, de perda de analitos por adsor¢do na parede interna do recipiente ou de qualquer dano durante o
transporte. Devem ser tomadas todas as precaugdes necessdrias para evitar qualquer modificagio da composicio da
amostra que possa ocorrer durante o transporte ou a armazenagem.

8. Selagem e rotulagem das amostras

Cada amostra colhida para efeitos oficiais deve ser selada no local de amostragem e identificada de acordo com as
regras dos Estados-Membros.

Para cada amostragem, deve ser mantido um registo que permita identificar sem ambiguidade o lote amostrado,
indicando a data e o local de amostragem, bem como qualquer informagdo suplementar que possa ser ttil ao analista.

III. PLANO DE AMOSTRAGEM

O método de amostragem aplicado deve garantir que a amostra global ¢ representativa do (sub)lote a controlar.
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1. Divisio dos lotes em sublotes

Os grandes lotes devem ser subdivididos em sublotes, desde que os sublotes possam ser fisicamente separados. Para
produtos comercializados em remessas a granel (por exemplo, os dleos vegetais), é aplicdvel o quadro 1. Para outros
produtos, € aplicdvel o quadro 2. Dado que o peso do lote nem sempre é um mdltiplo exato do peso dos sublotes, o
peso dos sublotes pode exceder o peso indicado até um maximo de 20 %.

Quadro 1
Subdivisio de lotes em sublotes para produtos comercializados em remessas a granel
Peso do lote (toneladas) Peso ou ntimero de sublotes
> 1500 500 toneladas
>300 e <1500 3 sublotes
>50 e < 300 100 toneladas
<50 —
Quadro 2
Subdivisio de lotes em sublotes para outros produtos
Peso do lote (toneladas) Peso ou ntimero de sublotes
>15 15-30 toneladas
<15 _

2. Namero de amostras elementares

A amostra global, proveniente da jun¢do de todas as amostras elementares, deve ser, no minimo, de 1 kg (ver ponto
1.5 do presente anexo).

O niimero minimo de amostras elementares a colher do lote ou do sublote é o indicado nos quadros 3 e 4.

No caso de produtos liquidos comercializados a granel, o lote ou sublote sdo, na medida do possivel, cuidadosamente
misturados e de forma a ndo afetar a qualidade do produto, quer manual, quer mecanicamente, imediatamente antes
da colheita da amostra. Neste caso, pode pressupor-se uma distribui¢io homogénea dos contaminantes dentro de um
determinado lote ou sublote. Por conseguinte, é suficiente colher trés amostras elementares de um lote ou sublote para
constituir uma amostra global.

As amostras elementares sio de peso semelhante. Uma amostra elementar deve pesar, no minimo, 100 gramas.

Todas as alteragdes a esse procedimento devem ser assinaladas no registo previsto no ponto 1.8 do presente anexo.
Em conformidade com as disposi¢des da Decisdo 97/747|CE da Comissdo, de 27 de outubro de 1997, que fixa o nivel
e a frequéncia de amostragem previstos pela Diretiva 96/23/CE do Conselho para a pesquisa de determinadas subs-
tancias e seus residuos em certos produtos de origem animal ('), a dimensdo da amostra global para ovos de galinha é
de, pelo menos, 12 ovos (para lotes por grosso e para lotes constituidos por embalagens individuais, aplicam-se os
quadros 3 e 4).

Quadro 3
Nimero minimo de amostras elementares a colher do lote ou sublote
Peso ou volume do lote[sublote (em kg ou litros) Namero minimo de amostras elementares a colher
<50 3
50 a 500 5
> 500 10

Caso o lote ou sublote sejam constituidos por embalagens individuais ou unidades, o niimero de embalagens ou
unidades a colher para formar a amostra global é o que consta do quadro 4.

(") JO L 303 de 6.11.1997, p. 12.
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Quadro 4

Nimero de embalagens ou unidades (amostras elementares) a colher para formar a amostra global caso o lote
ou sublote consistam em embalagens individuais ou unidades

Niimero de embalagens ou unidades no lote ou sublote Niimero de embalagens ou unidades a colher
1a25 no minimo, uma embalagem ou unidade
26 a 100 cerca de 5 %, no minimo duas embalagens ou unidades
> 100 cerca de 5 %, no mdximo 10 embalagens ou unidades

3. Disposi¢des especificas para a amostragem de lotes contendo peixes inteiros de tamanho e peso compardveis

Os peixes sdo considerados como tendo um tamanho e peso compardveis se a diferenca em tamanho e peso nio
exceder cerca de 50 %.

O ntimero de amostras elementares a colher do lote estd definido no quadro 3. A amostra global, proveniente da
juncdo de todas as amostras elementares, deve ser, no minimo, de 1 kg (ver ponto IL5).

— Caso o lote a amostrar contenha peixes pequenos (cada um com peso inferior a cerca de 1 kg), o peixe inteiro é
colhido como amostra elementar para efeitos de constituicio da amostra global. Se a amostra global daf resultante
pesar mais de 3 kg, as amostras elementares podem consistir na parte do meio dos peixes que formam a amostra
global, pesando cada parte pelo menos 100 gramas. A parte inteira & qual o teor madximo seja aplicdvel é usada
para a homogeneizagdo da amostra.

A parte do meio do peixe é aquela em que se situa o centro de gravidade, que estd localizado, na maioria dos
casos, na barbatana dorsal (se o peixe tiver uma barbatana dorsal) ou a meio entre a abertura branquial e o anus.

— Caso o lote a amostrar contenha peixes maiores (cada um com peso superior a cerca de 1 kg), a amostra elementar
consistird na parte do meio do peixe. Cada amostra elementar deve pesar, no minimo, 100 gramas.

Para peixes de tamanho intermédio (com cerca de 1-6 kg), a amostra elementar é colhida como uma porgio da
parte do meio do peixe, entre a espinha dorsal e a barriga.

Para peixes muito grandes (por exemplo, com peso superior a cerca de 6 kg), a amostra elementar é colhida da
parte comestivel lateral-dorsal do lado direito (perspetiva frontal) da parte do meio do peixe. Caso a extracio de
uma por¢do da parte do meio do peixe possa resultar num prejuizo econémico significativo, pode considerar-se
suficiente a extracdo de trés amostras elementares de, pelo menos, 350 gramas cada, independentemente da
dimensdo do lote, ou, em alternativa, podem ser colhidas por¢des iguais da parte comestivel perto da cauda e
da parte comestivel perto da cabeca de um tnico peixe para formar a amostra elementar representativa do teor de
dioxinas no peixe inteiro.

4. Amostragem de lotes de peixe contendo peixes inteiros de tamanho e/ou peso diferentes

— Sdo aplicdveis as disposi¢des do ponto II1.3 no que respeita a constituicio da amostra.

— No caso de uma classe/categoria de tamanho ou peso ser predominante (cerca de 80 % ou mais do lote), a amostra
é colhida dos peixes com o tamanho ou peso predominantes. Esta amostra deve ser considerada representativa do
lote inteiro.

— Se ndo predominar nenhuma classe/categoria especifica de tamanho ou peso, entdo é necessdrio garantir que os
peixes selecionados para a amostra sdo representativos do lote. No documento relativo a orientacdes para a
amostragem de peixes inteiros de tamanho efou peso diferentes () («Guidance on sampling of whole fishes of different
size and/or weight») sdo apresentadas diretrizes especificas para estes casos.

. Amostragem na fase de venda a retalho

A amostragem dos géneros alimenticios na fase de venda a retalho deve fazer-se, sempre que possivel, em confor-
midade com as disposi¢des a ela referentes, constantes do ponto III.2 do presente anexo.

Sempre que tal ndo seja possivel, pode ser utilizado um método de amostragem alternativo na fase de venda a retalho,
desde que assegure a representatividade suficiente relativamente ao lote ou sublote submetido a amostragem.

(3) http:/|ec.europa.eu/food/food/chemicalsafety/contaminants/dioxins_en.htm
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IV. CONFORMIDADE DO LOTE OU DO SUBLOTE COM A ESPECIFICACAO

1. No que se refere a presenca de PCB ndo semelhantes a dioxinas

O lote ¢ aceite se o resultado analitico ndo for superior ao teor mdximo de PCB ndo semelhantes a dioxinas, tal como
estabelecido no Regulamento (CE) n.° 1881/2006, tomando em consideragdo a incerteza de medicdo.

O lote nédo é conforme com o teor miximo estabelecido no Regulamento (CE) n.° 18812006 se o resultado analitico
do limite superior, confirmado por anélise em duplicado (3), for superior ao teor maximo, com um grau de certeza
elevado, tendo em conta a incerteza de medicao.

A incerteza da medi¢do pode ser tomada 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 é conforme se o valor medido menos U for superior ao teor permitido
definido,

— estabelecendo o limite de decisdo (CCa) em conformidade com o disposto na Decisio 2002/657|CE da Comissdo,
de 14 de agosto de 2002 (ponto 3.1.2.5. do anexo I da referida decisio — caso das substancias com um limite
permitido definido). Um lote ou sublote ndo é conforme se o valor medido for igual ou superior ao CCa.

Estas regras sdo aplicdveis ao resultado analitico obtido na amostra para controlo oficial. Nos casos em que se efetuem
andlises para efeitos de acdes judiciais ou de referéncia, sdo aplicdveis as regras nacionais.

. No que se refere a dioxinas (PCDD/F) e PCB sob a forma de dioxina

O lote € aceite se o resultado de uma tinica analise

— realizada mediante um método de pré-sele¢do, com uma taxa de falsos resultados conformes inferior a 5 %, indicar
que o teor ndo excede o respetivo teor maximo de PCDD/F e a soma de PCDD/F e PCB sob a forma de dioxina, tal
como previsto no Regulamento (CE) n.° 1881/2006;

— realizada mediante um método de confirmagio ndo exceder o respetivo teor mdximo de PCDD/F e a soma de
PCDDJF e PCB sob a forma de dioxina, tal como previsto no Regulamento (CE) n.° 1881/2006, tendo em conta a
incerteza da medigdo.

Para os ensaios de pré-selecio, deve ser estabelecido um valor-limite para a decisio sobre o cumprimento dos
respetivos teores requeridos fixados quer para PCDDJF, quer para a soma de PCDDJF e PCB sob a forma de dioxina.

O lote ndo ¢é conforme com o teor méximo estabelecido no Regulamento (CE) n.° 1881/2006 se o resultado analitico
do limite superior, obtido com um método de confirmagdo e confirmado por andlise em duplicado (*), for superior ao
teor médximo, com um grau de certeza elevado, tendo em conta a incerteza de medigdo.

A incerteza da medi¢do pode ser tomada 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 confianga
de cerca de 95 %. Um lote ou sublote ndo ¢ conforme se o valor medido menos U for superior ao teor permitido
definido. No caso de uma determinacdo em separado de PCDD[F e de PCB sob a forma de dioxina, a soma da
incerteza expandida estimada dos resultados analiticos separados de PCDDJF ¢ de PCB sob a forma de dioxina tem
de ser utilizada para a incerteza expandida estimada da soma dos PCDD[F e dos PCB sob a forma de dioxina,

— estabelecendo o limite de decisio (CCa) em conformidade com o disposto na Decisdo 2002/657|CE da Comissio,
de 14 de agosto de 2002 (ponto 3.1.2.5. do anexo I da referida decisio — caso das substancias com um limite
permitido definido). Um lote ou sublote ndo é conforme se o valor medido for igual ou superior ao CCa.

Estas regras sdo aplicdveis ao resultado analitico obtido na amostra para controlo oficial. Nos casos em que se efetuem
andlises para efeitos de acdes judiciais ou de referéncia, sdo aplicdveis as regras nacionais.

A andlise em duplicado é necessdria 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 de medicdo, é utilizada para verificar a conformidade. No caso de a andlise
ser realizada no contexto de um incidente de contaminacdo por dioxinas, a confirmacio através de uma andlise em duplicado poderd
ser omitida, se as amostras selecionadas para andlise estiverem associadas, através da rastreabilidade, a esse incidente de contaminacao.
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V. SUPERACAO DE NIVEIS DE ACAO

Os niveis de agdo servem de instrumento para a sele¢do de amostras nos casos em que se justifica identificar uma fonte de
contaminacdo e adotar medidas com vista & sua redu¢do ou eliminagdo. Os métodos de pré-sele¢do devem estabelecer
valores-limite adequados para a selecio dessas amostras. Os esfor¢os necessdrios para identificar a fonte e reduzir ou
eliminar a contaminacdo devem ser utilizados apenas se a superagdo do nivel de agdo for confirmada por uma anélise em
duplicado mediante um método de confirmagdo e tendo em conta a incerteza de medigdo (*).

(% A explicacdo e os requisitos para andlises em duplicado para controlo de niveis de acdo sdo idénticos aos referidos na nota 3 para
teores maximos.
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ANEXO III

Preparacdo das amostras e requisitos respeitantes aos métodos de andlise utilizados no controlo oficial dos
teores de dioxinas (PCDD/F) e PCB sob a forma de dioxina em determinados géneros alimenticios

1. AMBITO DE APLICACAO

Os requisitos expostos no presente anexo devem ser aplicados quando se analisam géneros alimenticios para
efeitos de controlo oficial dos teores de dibenzo-p-dioxinas policloradas, dibenzofuranos policlorados (PCDD/F) e
dos bifenilos policlorados (PCB) sob a forma de dioxina substituidos nas posi¢des 2, 3, 7 e 8 e para outros fins
regulamentares.

A monitorizacdo da presenca de PCDD|F e PCB sob a forma de dioxina nos géneros alimenticios 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 teores maximos,
ou os niveis de acdo. Esta abordagem pode envolver um método de pré-selecdo que permita uma boa relagio
custo-eficdcia, aumentando assim a oportunidade de descobrir novos incidentes, com elevada exposicio e
riscos para a satide dos consumidores. Os métodos de pré-selecio podem incluir métodos bioanaliticos e
métodos CG/EM. A sua aplicagio deverd ter como objetivo evitar falsos resultados conformes. E necessario
que a concentragdo de PCDDJF ¢ a soma de PCDDJF e de PCB sob a forma de dioxina nas amostras com
teores significativos seja determinada/confirmada por um método de confirmagio;

=

Determinacdo dos teores de PCDD[F e de PCB sob a forma de dioxina nas amostras dos géneros alimenticios
na gama baixa dos niveis de contaminagdo de base. Tal é importante para o acompanhamento das tendéncias
temporais, avaliacio da exposicio da populagio e para a criagdo de uma base de dados para eventual
reavaliagdo dos niveis de acdo e dos teores maximos. Este objetivo é conseguido através de métodos de
confirmacdo, que permitam identificar os PCDD/F e PCB sob a forma de dioxina e quantificd-los inequivo-
camente ao teor requerido. Estes métodos podem ser utilizados para a confirmagdo de resultados obtidos por
métodos de pré-selecio e para a determinacdo de niveis de contaminacio de base baixos no controlo
alimentar. Sdo também importantes para o estabelecimento de padrdes de congéneres com vista a identificar
a fonte de uma eventual contaminagdo. Atualmente, tais métodos utilizam a cromatografia gasosa de elevada
resolucdofespectrometria de massa de elevada resolu¢io (HRGC/HRMS).

2. CLASSIFICACAO DOS METODOS PELO SEU GRAU DE QUANTIFICACAO ()

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

Para o controlo dos teores mdximos e dos niveis de acdo referentes aos PCDD[F e compostos sob a forma de
dioxina nos géneros alimenticios, podem ser aplicados métodos de pré-selecio que se baseiam na comparagdo
entre o resultado analitico e um valor-limite e que proporcionam uma decisdo de tipo sim/ndo para indicagdo da
eventual superacdo do teor requerido. Para o efeito, foram introduzidos métodos bioanaliticos. Em principio,
poder-se-ia também desenvolver métodos fisico-quimicos; no entanto, no que diz respeito aos teores maximos e
niveis de agdo baseados em TEQ e a complexa andlise com a necessaria determinacdo dos congéneres individuais
relevantes, ndo hd exemplos praticos.

Os métodos semiquantitativos ddo uma indica¢do aproximada da concentracdo, que pode ser ttil como infor-
macdo sobre a gama de concentracdo do analito e ajudar o analista na decisdo da gama de calibragdo para o teste
de confirmacdo a realizar posteriormente e para efeitos de controlo de qualidade. A titulo de exemplo, pode
referir-se 0 seguinte:

— os métodos bioanaliticos, que sdo capazes de detetar os analitos requeridos, incluem uma curva de calibracio,
dido uma decisdo de tipo sim/ndo para indicar a eventual superacdo do teor requerido e permitem a
comunicacdo do resultado como equivalentes bioanaliticos (BEQ), sendo uma indica¢do do valor TEQ na
amostra,

— os testes fisico-quimicos (por exemplo, GC-MS/MS ou GC/LRMS), em que as caracteristicas de precisio do
método de medicdo ndo cumprem os requisitos de testes quantitativos.

(") 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» (Orientacdes para a validacdo 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.ecuropa.eu/food/food/chemicalsafety/residues/lab_analysis_en.htm
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Os métodos quantitativos cumprem os mesmos requisitos de exatiddo, gama dinimica e precisio que os testes de
confirmacdo. Quando for necessdrio quantificar, estes métodos devem ser validados como métodos de confir-
macdo, tal como descrito no presente documento para PCDD|F e PCB sob a forma de dioxina.

ANTECEDENTES

Para o célculo de concentragdes de equivalentes de toxicidade (TEQ), as concentragdes de cada substancia numa
determinada amostra sdo multiplicadas pelos respetivos Fatores de equivaléncia toxica (FET), definidos pela
Organizagdo Mundial de Satide ¢ 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).

Os métodos de pré-selecdo e de confirmacdo apenas podem ser aplicados para o controlo de uma determinada
matriz se os métodos forem suficientemente sensiveis para detetar fiavelmente teores ao teor requerido (teor
méximo ou nivel de agdo).

REQUISITOS DE GARANTIA DA QUALIDADE

— Devem ser tomadas medidas para evitar a contamina¢do 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
polictileno, adequados para o armazenamento sem qualquer influéncia nos niveis de PCDD/F e PCB sob a
forma de dioxina das amostras. Devem ser removidos do recipiente da amostra os vestigios de poeiras de

papel.

— O armazenamento e o transporte das amostras tém de ser realizados de modo a manter a integridade da
amostra de alimentos.

— Desde que relevante, triturar finamente e misturar cuidadosamente cada amostra de laboratério, mediante um
processo relativamente ao qual se tenha demonstrado que possibilita uma homogeneizagdo completa (por
exemplo, trituragdo que permita passar por um crivo de 1 mm); as amostras devem ser exsicadas antes da
trituragdo, caso o teor em humidade seja demasiado elevado.

— E de importancia geral o controlo de reagentes, de material de vidro e de equipamento relativamente a uma
possivel influéncia dos 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.

— Para os métodos bioanaliticos, é de grande importancia que todo o material de vidro e solventes utilizados na
andlise sejam testados para verificar se estdo livres de compostos que interfiram com a dete¢do de compostos-
-alvo na gama de trabalho. O material de vidro deve ser enxaguado com solventes oufe aquecido a tempe-
raturas adequadas para remover da sua superficie vestigios de PCDD/JF, de compostos sob a forma de dioxina
e de compostos interferentes.

— A dimensdo 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 de preparacio de amostras utilizados para os produtos em causa devem seguir
orientacgdes aceites internacionalmente.

— No caso dos peixes, a pele tem de ser removida, dado que o teor médximo ¢ aplicdvel a parte comestivel sem
pele. Contudo, é necessdrio que todos os restos da parte comestivel e do tecido adiposo do lado interno da
pele sejam cuidadosamente raspados e completamente separados da pele e sejam adicionados a amostra a
analisar.

REQUISITOS APLICAVEIS AOS LABORATORIOS

— Em conformidade com o disposto no Regulamento (CE) n.° 882/2004, os laboratdrios 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 é comprovada pelo éxito da sua participagio continua em estudos
interlaboratoriais para a determinagdo de PCDDJF e de PCB sob a forma de dioxina nas matrizes relevantes
de alimentos e nas gamas de concentracdes.

— Os laboratérios que aplicam métodos de pré-selecio para o controlo de rotina de amostras devem estabelecer
uma estreita cooperagdo com os laboratérios que aplicam o método de confirmagdo, tanto para o controlo
da qualidade como para a confirmagdo do resultado analitico das amostras suspeitas.
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6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

REQUISITOS BASICOS A CUMPRIR PELO PROCEDIMENTO ANALITICO PARA DETERMINACAO DE DIOXI-
NAS (PCDDJF) E DE PCB SOB A FORMA DE DIOXINA

Gama de trabalho baixa e limites de quantificagio

— Para os PCDDJF, as quantidades detetéveis devem ser da gama dos femtogramas superiores (1071° g) devido a

extrema toxicidade de alguns destes compostos. Para bastantes congéneres de PCB, o limite de quantificagdo
na gama dos nanogramas (10~ g) j4 ¢é suficiente. No entanto, para a medicio dos congéneres de PCB sob a
forma de dioxina mais tdxicos (designadamente, os congéneres ndo-orto substituidos), o limite inferior da
gama de trabalho deve atingir os teores baixos dos picogramas (10712 g).

Seletividade (especificidade) elevada

— E necessario estabelecer uma distincio entre PCDD/F e PCB sob a forma de dioxina e intimeros compostos

coextraidos e eventualmente interferentes, que estdo presentes em concentragdes que podem atingir vérias
ordens de grandeza superiores aos analitos requeridos. Nos métodos de cromatografia gasosa/espectroscopia
de massa (GC/MS), é necessdria uma diferenciacdo entre vérios congéneres, nomeadamente entre congéneres
toxicos (por exemplo, os dezassete PCDD/JF 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 efou de
PCB sob a forma de dioxina. A limpeza das amostras destina-se a remocdo de compostos conducentes a
falsos resultados ndo conformes ou compostos que possam diminuir a resposta, provocando falsos resultados
conformes.

Exatidio elevada (rigor e precisio, recuperacio aparente do bioensaio)

— Para os métodos GC/MS, a determinagdo deve fornecer uma estimativa vélida da verdadeira concentragdo

numa amostra. E necessdria uma exatiddo elevada (exatiddo da medigdo: proximidade de concordancia entre o
resultado de uma medicdo e o valor verdadeiro ou que se presume verdadeiro da grandeza medida) por
forma a evitar a rejei¢do do resultado da andlise de uma amostra com base na 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
precisdo (RSDy, desvio-padrdo relativo, calculado a partir de resultados obtidos em condigdes de reproduti-
bilidade).

— Para métodos bioanaliticos, deve ser determinada a recuperagdo aparente do bioensaio.

Validagdo na gama do teor requerido e as medidas de controlo de qualidade geral

— Os laboratdrios devem demonstrar o desempenho de um método na gama do teor requerido (por exemplo,

0,5 vezes, uma vez e duas vezes o teor requerido) com um coeficiente de variagdo aceitdvel para andlises
repetidas, durante o processo de validagdo efou durante a andlise de rotina.

— Os controlos regulares com ensaios em branco, com amostras enriquecidas ou andlises de amostras de

controlo (de preferéncia, se disponivel, material de referéncia certificado) devem ser realizados como medidas
internas de controlo da qualidade. Devem registar-se e verificar-se os graficos de controlo de qualidade (CQ)
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 quantificacio

— Para 0 método bioanalitico de pré-selecdo, o estabelecimento do LOQ ndo ¢ um requisito indispensavel, mas

deve provar-se que o método é capaz de distinguir entre o valor do branco e o valor-limite. Quando se
proporciona um valor BEQ, deve ser estabelecido um nivel de notificacdo para lidar com amostras com uma
resposta abaixo desse nivel. Deve demonstrar-se que o nivel de notificagdo ¢ diferente, pelo menos por um
fator de trés, das amostras em branco do procedimento com uma resposta inferior a gama de trabalho. Por
conseguinte, deve ser calculado a partir das amostras que contenham os compostos-alvo préximos do teor
minimo exigido, e ndo a partir de um rdcio S/R ou um ensaio em branco.

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

Critérios analiticos

— Para obter resultados fidveis de métodos de confirmagdo ou de pré-selecdo, 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 PCDDJF e PCB sob a forma de
dioxina.
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6.7.

Peéselgho com métodos blowma- | 1 4o, o confimacto
iticos ou fisico-quimicos

Taxa de falsos resultados conformes (*) <5%

Rigor -20%a+ 20%
Repetibilidade (RSD,) <20%

Reprodutibilidade intralaboratorial (RSDg) <25% <15%

(*) no que diz respeito aos teores maximos

Requisitos especificos para métodos de pré-selecio

Para pré-selecdo tanto podem ser utilizados métodos bioanaliticos como GC/MS. Para os métodos GC/MS
devem ser utilizados os requisitos descritos no ponto 7 do presente anexo. Para os métodos bioanaliticos
baseados em células, os requisitos especificos estdo descritos no ponto 8 do presente anexo.

Os laboratérios que aplicam métodos de pré-selecdo e de controlo de rotina de amostras devem estabelecer
uma estreita cooperagdo com os laboratdrios que aplicam o método de confirmagio.

A verificagdo 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.

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 adi¢do de 2, 3, 7, 8-
-TCDD, correspondente ao teor requerido, a fim de verificar se a resposta é eventualmente suprimida por
substancias interferentes presentes no extrato da amostra. A concentracdo medida da amostra enriquecida é
comparada com a soma da concentragdo do extrato ndo enriquecido mais a concentragio do enriquecimento.
Se esta concentracio medida for mais do que 25 % inferior & concentragdo (soma) calculada, tal é uma
indicagio de uma potencial supressio do sinal e a respetiva amostra deve ser submetida a andlise de
confirmacdo GC/HRMS. Os resultados devem ser acompanhados nos 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, devem ser confirmados por GC/HRMS.

Determinacdo das taxas de falsos resultados conformes a partir de dados de controlo de qualidade

A taxa de falsos resultados conformes obtidos na pré-sele¢do de amostras abaixo e acima do teor mdximo ou
do nivel de agdo deve ser determinada. As taxas reais de falsos resultados conformes devem ser inferiores a
5 %.

Logo que o controlo de qualidade das amostras conformes revele, 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 contaminagdo, abrangendo uma gama de concentragdes que pode atingir, por exemplo, duas
vezes o teor mdximo (TM), também podem ser incluidos no minimo de 20 resultados para a avaliacdo da
taxa de falsos resultados conformes. As amostras devem abranger os padrdes de congéneres mais frequentes,
que representem diferentes fontes.

Embora os testes de pré-sele¢do devam, de preferéncia, ter como objetivo a detegdo de amostras superiores ao
nivel de agdo, o critério para determinar as taxas de falsos resultados conformes é o teor maximo, tendo em
conta a incerteza de medi¢do do método de confirmacio.

Os resultados da pré-sele¢do potencialmente ndo conformes devem ser sempre verificados por um método de
andlise de confirmagdo (GC/HRMS). Estas amostras podem também servir para avaliar a taxa de falsos
resultados ndo conformes. Para os métodos de pré-selecdo, a taxa de «falsos resultados ndo conformes» é
a fragdo dos resultados confirmados conformes por andlises de confirmacdo GC/HRMS, enquanto na pré-
-selecdo anterior, a amostra tinha sido declarada suspeita de ser ndo conforme. No entanto, a avaliagdo da
vantagem do método de pré-selecio deve basear-se na comparagdo das 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-sele¢do.



L 84[14

Jornal Oficial da Unido Europeia

23.3.2012

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

— Pelo menos nas condicdes de validagdo, os métodos bioanaliticos devem fornecer uma indicacdo valida do
valor TEQ, calculado e expresso em BEQ.

— Para os métodos bioanaliticos levados a cabo em condigdes de repetibilidade, o RSD, intralaboratorial devia
tipicamente ser inferior ao RSDy de reprodutibilidade.

REQUISITOS ESPECIFICOS APLICAVEIS AOS METODOS GC/HRMS A RESPEITAR PARA EFEITOS DE PRE-
-SELECAO OU DE CONFIRMACAO

Requisitos gerais

— A diferenca entre o limite superior e o limite inferior ndo deve exceder 20 % no caso de géneros alimenticios
com uma contaminacdo de cerca de 1 pg TEQ-OMS/g de gorduras (com base na soma de PCDD/F e PCB sob
a forma de dioxina). No tocante a géneros alimenticios com baixo teor em gorduras, tém de ser aplicados os
mesmos requisitos respeitantes a niveis de contaminagdo de cerca de 1 pg TEQ-OMS/[g de produto. Para
niveis inferiores de contaminacdo, por exemplo, 0,5 pg TEQ-OMS/g de produto, a diferenca entre o limite
superior e o limite inferior pode situar-se na gama de 25 % a 40 %.

Controlo das recuperacdes

— Logo no inicio do método analitico, por exemplo antes da extracdo, deve proceder-se a adi¢do de padrdes
internos de PCDD/F marcados com '>C e substituidos com cloro nas posi¢des 2, 3, 7 e 8 e de padroes
internos de PCB sob a forma de dioxina marcados com '*C, por forma a validar o procedimento analitico.
Deve ser adicionado, pelo menos, um congénere para cada grupo homdlogo de PCDDJF tetra a octo-clorados
e, pelo menos, um congénere para cada grupo homélogo de PCB sob a forma de dioxina (alternativamente,
deve ser utilizado para o controlo de PCDD|F e de PCB sob a forma de dioxina, pelo menos, um congénere
para cada funcdo de registo de ides selecionados por espectrometria de massa). No caso dos métodos de
confirmacdo, deve utilizar-se a totalidade dos 17 padrdes internos de PCDD/F substituidos nas posi¢des 2, 3,
7e 8123 marcados com 1°C e a totalidade dos 12 padrdes internos de PCB sob a forma de dioxina marcados
com °C.

— Também devem ser determinados fatores de resposta relativos no caso dos congéneres para os quais nio se
adiciona um composto analogo marcado com 1°C, através da utilizagio de solucdes de calibragio adequadas.

— Em relacdo aos géneros alimenticios de origem vegetal e aos géneros alimenticios de origem animal que
contenham menos de 10 % de gorduras, a adicdo de padrdes internos ¢ obrigatéria antes da extracdo. Em
relagdo aos géneros alimenticios de origem animal que contenham mais de 10 % de gorduras, os padrdes
internos podem ser adicionados antes ou apds a extracdo de gorduras. Deve ser efetuada uma validagdo
adequada da eficdcia da extragdo, 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 um ou dois padrdes de recuperagio (substitutos).

— £ necessario efetuar um controlo da recuperagio. Para os métodos de confirmagio, as recuperacdes de cada
padrdo interno devem situar-se na gama de 60 % a 120 %. Sdo aceitdveis recuperagdes inferiores ou supe-
riores para congéneres individuais, nomeadamente para algumas dibenzo-p-dioxinas e alguns dibenzofuranos
hepta- e octo-clorados, desde que a sua contribuicdo para o valor TEQ ndo exceda 10 % do valor TEQ total
(com base na soma de PCDDJF ¢ PCB sob a forma de dioxina). Para os métodos de pré-sele¢gio GC/MS, as
recuperagdes devem situar-se na gama de 30 % a 140 %.

Remocio de substincias interferentes

— Deve proceder-se a separacdo entre PCDDJF 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).

— [ suficiente a separagio de isémeros por cromatografia gasosa (< 25 % de pico a pico entre 1,2,3,4,7,8-
-HxCDF e 1,2,3,6,7,8-HxCDF).

Calibracio com curva padrio

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

REQUISITOS ESPECIFICOS PARA METODOS 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.
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8.1.

8.1.1.

8.1.2.

Um método de pré-sele¢do, 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 s3o 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 confirmagdo. Na prética, um valor BEQ
correspondente a 2/3 do teor maximo 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
teores maximos distintos para os PCDDJF e para a soma dos PCDD/F e dos PCB sob a forma de dioxina, a
verificagdo da conformidade das amostras sem fracionamento requer valores-limite de bioensaio adequados para
os PCDDJF. Para a verificacio de amostras que excedam os niveis de agdo, o valor-limite poderia ser uma
percentagem 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 notificacdo (ver 8.1.1 e 8.1.6.).

Avaliacdo da resposta do teste
Requisitos gerais

— O célculo das concentragdes a partir de uma curva de calibragio da TCDD apresenta uma grande variagio
[coeficiente de variagdo (CV) elevado] dos valores nas extremidades inferior e superior da curva. A gama de
trabalho ¢ a drea em que este CV ¢ inferior a 15 %. A extremidade inferior da gama de trabalho (limite de
notificagdo) deve ainda ser estabelecida num nivel significativamente superior (pelo menos, por um fator de
trés) ao dos ensaios em branco do procedimento. A extremidade superior da gama de trabalho é geralmente
representada pelo valor EC;y (70 % da concentragdo efetiva mdxima), mas mais abaixo, caso o CV seja
superior a 15 % nesta gama. A gama de trabalho ¢ estabelecida durante a validacdo. Os valores-limite (8.3)
devem situar-se dentro da gama de trabalho.

— As solucdes-padrio e os extratos de amostras devem ser testados, pelo menos, em duplicado. No caso de
utilizacdo de duplicados, uma solucdo-padrdo ou um extrato-testemunha testado em quatro a seis cavidades
repartidas ao longo da placa deve produzir uma resposta ou concentragio (apenas possivel na gama de
trabalho) com base num CV <15 %.

Calibragdo

8.1.2.1. Calibracdo com curva padrio

— Os teores nas amostras podem ser estimados por comparacdo da resposta do teste com uma curva de
calibragdo 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.

— As curvas de calibragdo devem incluir oito a 12 concentra¢des (pelo menos, em 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
adequacdo do ajustamento em regressdo ndo linear. Um melhor ajustamento serd alcangado através de uma
redugdo 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 funcio 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 recuperagdo aparente (calculada a partir do valor BEQ de amostras de
referéncia adequadas com padrdes congéneres representativos proximos do teor requerido). Para a corregdo
da recuperagdo, a recuperacdo aparente deve sempre situar-se dentro dos limites da gama exigida (ver ponto
8.1.4.). As amostras de referéncia utilizadas para a correcdo da recuperagio devem cumprir os requisitos
indicados no ponto 8.2.

8.1.2.2. Calibrag¢do com amostras de referéncia

Em alternativa, pode utilizar-se uma curva de calibracio preparada a partir de, pelo menos, quatro amostras de
referéncia (ver ponto 8.2: um ensaio branco de matriz e trés amostras de referéncia com 0,5 vezes, uma vez e
duas vezes o teor requerido) proximas do teor requerido, eliminando a necessidade de corre¢do em funcio do
ensaio em branco e da recuperagdo. Neste caso, a resposta do teste correspondente a 2[3 do teor méximo (ver
8.3) pode ser calculada diretamente a partir destas amostras e servir de valor-limite. Para a verificacdo de
amostras que excedam os niveis de agdo, o valor-limite poderia ser uma percentagem adequada destes niveis
de acdo.

Determinagio em separado de PCDD/F e PCB sob a forma de dioxina

Os extratos podem ser divididos em fra¢des contendo PCDDJF e PCB sob a forma de dioxina, permitindo uma
indicagdo separada de valores TEQ de PCDDJF e de PCB sob a forma de dioxina (em BEQ). Convém utilizar, de
preferéncia, uma curva de calibracdo-padrdo do PCB 126 para avaliar os resultados da fracdo que contém PCB
sob a forma de dioxina.
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8.1.4.  Recuperacdes aparentes do bioensaio

A «ecuperagdo aparente do bioensaio» deve ser calculada a partir de amostras de referéncia adequadas com
padrdes de congéneres representativos proximos do teor requerido e expressa em percentagem do valor BEQ em
comparacdo com o valor TEQ. Em fungdo do tipo de ensaio e de TEF (') utilizado, as diferencas entre os fatores
TEF e REP relativas aos PCB sob a forma de dioxina podem causar recuperacdes aparentes baixas para os PCB
sob a forma de dioxina em comparagio com os PCDDJF. Por conseguinte, no caso de uma determinacio em
separado de PCDDJF e PCB sob a forma de dioxina, as recuperagdes 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 de TCDD). Como o contributo dos PCB sob a forma de dioxina para a soma de PCDD/F e PCB sob a
forma de dioxina pode variar entre diferentes matrizes e amostras, as recuperacdes aparentes do bioensaio para o

pardmetro da soma refletem estas gamas e devem situar-se entre 30 % e 130 %.

8.1.5.  Controlo das recuperagdes para limpeza

— A perda de compostos durante a limpeza deve ser verificada durante a validagdo. Uma amostra em branco
enriquecida com uma mistura dos diferentes congéneres deve ser submetida a limpeza (pelo menos, n = 3) e
a recuperacdo 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.

8.1.6.  Limite de notificagdo

— Ao notificar valores BEQ, deve ser determinado um limite de notificagdo a partir de amostras de matriz
pertinentes que envolvam padrdes de congéneres tipicos, mas ndo a partir da curva de calibragdo das normas,
devido a baixa precisio na gama inferior da curva. Devem ser tidos em conta os efeitos da extragdo e da
limpeza. O limite de notificacdo deve ser estabelecido significativamente acima (pelo menos, por um fator de

trés) do valor dos ensaios em branco do procedimento.

8.2.  Utilizagdo de amostras de referéncia

— As amostras de referéncia representam a matriz da amostra, os padrdes de congéneres e as gamas de
concentra¢des dos PCDDJF e dos PCB sob a forma de dioxina proximos do teor requerido (teores maximos

ou niveis de acdo).

— Cada série de testes deve comportar um ensaio em branco do procedimento, ou de preferéncia um ensaio em
branco da matriz, bem como uma amostra de referéncia com o teor requerido. Estas amostras devem ser
extraidas e testadas no mesmo momento e em condigdes idénticas. A amostra de referéncia deve apresentar
uma resposta claramente elevada em comparagdo com a amostra em branco e, por conseguinte, assegurar a
adequacdo do teste. Estas amostras podem servir para as correcdes em func¢do do ensaio em branco e da

recuperacao.

— As amostras de referéncia escolhidas para efetuar uma corre¢io em fun¢io da recuperagio devem ser
representativas das amostras de ensaio, o que significa que os padrdes de congéneres ndo devem conduzir

a uma subestimac¢do dos teores.

— Podem incluir-se amostras de referéncia suplementares com teores 0,5 vezes e duas vezes 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 em amostras de ensaio

(8.1.2.2).

8.3. 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 calibracio ajustadas em fun¢do da matriz, envolvendo amostras de
referéncia enriquecidas a 0, 0,5 vezes, uma vez e duas vezes o teor maximo (TM), com seis repeti¢des em cada
nivel (n = 24)). Os fatores de corregdo (em branco e de recuperacido) podem ser estimados a partir desta relacdo,
mas devem ser verificados em cada série de testes ao incluir ensaios em branco do procedimento/da matriz e

amostras de recuperagdo (8.2).

Devem ser estabelecidos valores-limite para decidir da conformidade da amostra com teores maximos ou para
verificar se os niveis de acdo, se relevantes, estio conformes aos respetivos teores requeridos fixados tanto para os
PCDDJF 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 distribuicio dos resultados bioanaliticos (corrigidos em
funcdo do ensaio em branco e da recuperagio) correspondendo ao limite de decisdo da GC/HRMS com base num
nivel de confianca de 95 %, o que implica uma taxa de falsos resultados conformes < 5 %, e num RSDy < 25 %.

O limite de decisdo da GC/[HRMS € o teor mdximo, tendo em conta a incerteza de medicdo.

Na pritica, o valor-limite (em BEQ) pode ser calculado a partir das seguintes abordagens (ver figura 1):

(") Os requisitos atuais baseiam-se no TEF publicado em: M. Van den Berg et al, Toxicol Sci 93 (2), p. 223-241 (2006).
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Utilizacdo da faixa inferior do intervalo de previsdo de 95 % no limite de decisio da GC/[HRMS

Valor-limite = BEQpy — Sy x * tq fom-2 \/l/n +1/m+ (x - K)Z/Qxx

em que:

BEQp, o BEQ correspondente ao limite de decisdo da GC/[HRMS é o T™ incluindo a incerteza de medigdo

Syx desvio-padrido residual

t f-mo fator de Student (a = 5%, f = graus de liberdade, unilateral)

m nimero total de pontos de calibragio (indice j)

n ndmero de repeti¢des em cada nivel

X; concentragdo da amostra da GC/HRMS (em TEQ) do ponto de calibragdo i

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

Qxx = Z(xi - %)% pardmetro do quadrado da soma, i = indice do ponto de calibracio i
=1

Célculo a partir dos resultados bioanaliticos (corrigidos em fun¢do do ensaio em branco e da recuperagio) de
mdltiplas andlises de amostras (n > 6) contaminadas no limite de decisdio da GC/HRMS, como a extremidade
inferior da distribuicdo dos dados no valor BEQ médio correspondente:

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

SDg  desvio-padrdo dos resultados do bioensaio no BEQp;, medidos em condicdes de reprodutibilidade in-
tralaboratorial

Célculo como valor médio dos resultados bioanaliticos (em BEQ, corrigido em fungdo do ensaio em branco e da
recuperagdo) a partir de andlises miltiplas de amostras (n > 6) contaminadas em 23 do teor requerido. Tal
baseia-se na observacdo de que esse teor estard proximo do valor-limite determinado em conformidade com
8.3.1 ou 8.3.2.
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8.4.

Cdlculo dos valores-limite com base num nivel de confianca de 95 %, o que implica uma taxa de falsos
resultados conformes <5 %, e num RSDp <25 %: 1. a partir da faixa inferior do intervalo de previsio de
95 %, no limite de decisdo da HRGC/HRMS, 2. a partir de andlises multiplas de amostras (n = 6) contaminadas
no limite de decisio HRGC/HRMS como a extremidade inferior da distribui¢do de dados (representada na figura
por uma curva em forma de sino) no valor BEQ médio correspondente.

Restrigdes aos valores-limite:

Os valores-limite baseados no valor BEQ, calculados a partir do RSDy obtido durante a validacdo com a ajuda de
um ndmero limitado de amostras com diferentes padrdes de matriz/congéneres, podem ser superiores aos teores
requeridos baseados no valor TEQ, devido a uma melhor precisdo do que a que é possivel em andlises de rotina
quando um espectro desconhecido de possiveis 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

— Uma vez que ndo se podem utilizar padrdes internos nos métodos bioanaliticos, devem ser realizados testes
de repetibilidade para se obter 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 apds corregdo em funcio do ensaio em branco e da recuperacio.

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

— Devem ser definidos os compostos-alvo, as possiveis interferéncias e os teores maximos tolerdveis para a
amostra em branco.

— O desvio-padrdo percentual na resposta ou concentragdo calculada a partir da resposta (apenas possivel na
gama de trabalho) de uma determinacdo em triplicado de um extrato da amostra ndo deve 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 avaliacio do desempenho do método bioanalitico durante um periodo
de tempo constante.

— Devem registar-se e verificar-se os gréficos de controlo de qualidade (CQ) 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 procedimen-
to, no que respeita a diferenga minima requerida em relagido 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 bem controlados, a fim de evitar falsos resultados conformes, quando subtraidos.

— Os resultados das andlises 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-seledo e a relagdo entre BEQ e TEQ. Esta base de dados pode ser utilizada para efeitos de
reavaliagdo dos valores-limite aplicdveis as amostras de rotina para as matrizes validadas.

— Os bons desempenhos do método podem também ser demonstrados pela participagdo em ensaios interla-
boratoriais. Os resultados de amostras analisadas em ensaios interlaboratoriais, abrangendo uma gama de
concentra¢des que pode atingir, por exemplo, duas vezes o TM, também podem ser incluidos na avaliagdo da
taxa de falsos resultados conformes, se um laboratdrio estiver em condicdes de demonstrar os seus bons
desempenhos. As amostras devem abranger os padrdes de congéneres mais frequentes, que representem
diferentes fontes.

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

NOTIFICACAO DOS RESULTADOS
Métodos de confirmacio

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

— O relatério deve também incluir o método utilizado para a extragdo dos PCDDJF, dos PCB sob a forma de
dioxina e dos lipidos. O teor de lipidos da amostra deve ser determinado e notificado no relatério para as
amostras de alimentos com teores mdximos ou niveis de agdo expressos com base em gorduras e uma
concentra¢do de gorduras prevista na gama de 0 %-2 % (em funcdo da legislagio em vigor), para outras
amostras a determinagdo do teor de lipidos é facultativa.
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— As recuperacdes de cada padrdo interno devem ser disponibilizadas se se situarem fora da gama mencionada

no ponto 7.2, se o teor maximo for excedido e noutros casos mediante pedido.

Como a incerteza da medi¢do deve ser tida em conta ao decidir da conformidade de uma amostra, este
pardmetro deve igualmente ser indicado. 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 expansdo
de 2, o 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 PCDDJF e dos PCB sob a forma de dioxina tem de ser utilizada para a
soma dos PCDDJF e dos PCB sob a forma de dioxina.

Se a incerteza de medicdo for tida em conta mediante a aplicagdo de um CCa (tal como descrito no anexo II,
ponto IV. 2), este pardmetro deve ser mencionado.

Os resultados devem ser expressos nas mesmas unidades e com (pelo menos) o mesmo nimero de algaris-
mos significativos que os teores méximos definidos no Regulamento (CE) n.° 1881/2006.

Métodos bioanaliticos de pré-selecio

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

— Além disso, pode ser dado um resultado de PCDD[F efou de PCB sob a forma de dioxina expresso em

equivalentes bioanaliticos (BEQ) (ndo TEQ) (ver anexo III, ponto 2).

Se a incerteza de medigdo 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 determinagdo da
resposta de ensaio) da amostra.

As amostras com uma resposta inferior ao limite de notificacdo devem ser indicadas como inferiores ao
limite de notificacdo.

Para cada tipo de matriz da amostra, o relatério deve mencionar o teor requerido (teor mdximo, nivel de
agdo) em que se baseia a avaliagdo.

O relatério deve mencionar o tipo de teste aplicado, o principio de base do teste e o tipo de calibracdo.

O relatério deve também incluir o método utilizado para a extracio dos PCDD|F, dos PCB sob a forma de
dioxina e dos lipidos. O teor de lipidos da amostra deve ser determinado e notificado no relatério para as
amostras de alimentos com teores mdximos ou niveis de agdo expressos com base em gorduras e uma
concentracdo de gorduras prevista na gama de 0 %-2 % (em funcdo da legislacio em vigor), para outras
amostras a determinagdo do teor de lipidos é facultativa.
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Apéndice do ANEXO 1II

FET-OMS para avaliacio 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 Reevaluation of Human and Mammalian Toxic Equivalency Factors for Dioxins and Dioxin-
-like Compounds (Reavaliacio de 2005 pela OMS dos fatores de equivaléncia téxica (FET) em humanos e mamiferos
respeitantes as dioxinas e aos compostos sob a forma de dioxina). Toxicological Sciences 93(2), 223-241 (2006)]

Congénere Valor do FET Congénere Valor do FET

Dibenzo-p-dioxinas (<PCDD») PCB «sob a forma de dioxina»:
PCB nao-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
Dibenzofuranos («PCDF») 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; «CDF» =
clorodibenzofurano; «CB» = clorobifenilo.
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ANEXO IV

Preparagdo 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) em determinados géneros alimenticios

. Métodos de detecdo aplicdveis

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

. Identificacdo e confirmacio dos analitos requeridos

— Tempo de retengdo relativo em relagdo 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 coeluidos, em especial se
os teores das amostras se situarem na gama de limites legais e de ndo conformidade.
Nota: Os congéneres que coeluem frequentemente sdo, por exemplo, os PCB 28/31, os PCB 52/69 e os PCB 138/163/164. Em
relagio a GC/MS, devem também ter-se em conta as eventuais interferéncias de fragmentos de congéneres mais fortemente
clorados.
— Para as técnicas de GC/MS:
— Verificagdo de, pelo menos:
— dois ides especificos, para a HRMS,
— dois ides especificos de m/z > 200 ou trés ides especificos de m/z > 100 para a LRMS,
— um precursor e dois ides-produto para MS-MS.

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

Desvio relativo do rdcio de abundancia de fragmentos de massa selecionados em relagdo a abundancia tedrica
ou ao padrio de calibracdo de ides-alvo (ido mais abundante controlado) e de ides qualificadores:

Intensidade relativa de ides qualificadores em relagdo GC-EI-MS GC-CI-MS, GC-MS"

aos ides-alvo

(desvio relativo)

(desvio relativo)

>50 % +10% £20%
>20% a 50 % +15% +25%
>10% a 20 % £20% £30%
<10% £50% (%) 50 % (%)

(*) Ndmero 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 % em comparagdo com o ido-alvo.

— Para a GC[ECD:

Confirmagido de resultados que excedem a tolerdncia por meio de duas colunas de GC com fases estaciondrias de
polaridade diferente.

. Demonstragio do desempenho do método

Validagdo na gama do teor requerido (0,5 a duas vezes o teor requerido) com um coeficiente de variagio aceitdvel para
andlises repetidas (ver requisitos de precisdo intermédia no ponto 8).

. Limite de quantificagdo

Os valores dos ensaios em branco ndo devem ser superiores a 30 % do nivel de contaminagio correspondente ao teor
maximo (1).

. 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.

E fortemente recomendado ter uma contribui¢do inferior do valor do reagente em branco para o teor de um contaminante na amostra.

Compete ao laboratério controlar a variagio dos valores do branco, especialmente, se esses valores forem subtraidos.
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6. Controlo das recuperagdes

— Utilizacdo de padrdes internos adequados com propriedades fisico-quimicas compardveis aos analitos requeridos.

— Adigdo de padroes internos:

— adi¢do a produtos (antes do processo de extracdo e limpeza),

— adi¢do também possivel a gorduras extraidas (antes do processo de limpeza), se o teor maximo for expresso
com base em gorduras.

Requisitos para os métodos que utilizem os seis congéneres de PCB indicadores isotopicamente marcados:
— corregdo de resultados em fungdo das recuperacdes de padrdes internos,
— recuperagdes geralmente aceitdveis de padrdes internos isotopicamente marcados entre 50 % e 120 %,

— sdo aceitdveis recuperacdes inferiores ou superiores para congéneres individuais cujo contributo para a soma
dos seis PCB indicadores seja inferior a 10 %.

Requisitos para os métodos que ndo utilizem os seis padrdes internos isotopicamente marcados ou outros padrdes
internos:

— controlo da recuperagdo de padrdes internos para cada amostra,
— recuperacdes aceitdveis de padrdes internos entre 60 % e 120 %,
— corregdo de resultados em fungdo das recuperagdes de padrdes internos.

As recuperagdes de congéneres ndo marcados devem ser verificadas por amostras enriquecidas ou amostras de
controlo da qualidade com concentracdes na gama do teor requerido. As recuperagdes aceitdveis para estes
congéneres situam-se entre 70 % e 120 %.

7. Requisitos aplicdveis aos laboratdrios

Em conformidade com o disposto no Regulamento (CE) n.° 882/2004, os laboratdrios 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 laboratorios devem ser acreditados em conformidade com a norma EN ISO/IEC/17025.

8. Caracteristicas de desempenho: critérios aplicdveis 2 soma dos seis PCB indicadores no teor requerido

Rigor -30%a+30%
Precisdo intermédia (RSD %) <20%
Diferenca do célculo entre o limite superior ¢ o limite in- <20%
ferior

9. Notificacdo dos resultados

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

O relatério deve também incluir o método utilizado para a extracdo dos PCB e dos lipidos. O teor de lipidos da
amostra deve ser determinado e notificado no relatério para as amostras de alimentos com teores méximos
expressos com base em gorduras e uma concentragdo de gorduras prevista na gama de 0% — 2 % (em fungdo
da legislagdo em vigor), para outras amostras a determinacdo do teor de lipidos ¢ facultativa.

As recuperagdes de cada padrio interno devem ser disponibilizadas se se situarem fora da gama mencionada no
ponto 6, no caso de o teor mdximo ser excedido e noutros casos mediante pedido.

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

Se a incerteza de medicdo for tida em conta mediante a aplicagdo de um CCa (tal como descrito no anexo II,
ponto IV.1), este pardmetro deve ser mencionado.

Os resultados devem ser expressos nas mesmas unidades e com (pelo menos) o mesmo nimero de algarismos
significativos que os teores maximos definidos no Regulamento (CE) n.° 1881/2006.
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