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Decreto-Lei n.° 33/2004
de 7 de Fevereiro

As matérias-primas para a alimentacdo animal so
podem ser colocadas em circulagdo no espaco comunitario
se forem de qualidade sa, integra e comercializavel.

Importa, pois, garantir que a presenga de substincias
indesejaveis nos diversos alimentos para animais € maté-
rias-primas para a alimentacdo animal ocorra abaixo de
determinados limites maximos, de forma a impedir o
aparecimento de efeitos indesejaveis e prejudiciais,
tendo, no entanto, sempre presente que € impossivel
fixar tais teores em niveis inferiores aos detectaveis por
meio de métodos de andlise a definir a nivel comunitario.

Mais importante se torna este procedimento se tiver-
mos em conta que as dioxinas e os PCB sao extrema-
mente resistentes a degradagdo quimica e bioldgica, e,
por conseguinte, persistem no ambiente, acumulando-se
nas cadeias alimentares humana e animal e desenca-
deando, assim, um risco potencial de contaminacdo de
base. A esta ha a acrescentar a polui¢ao acidental dos
solos e cursos de 4dgua devida a descargas localizadas
de dioxinas provenientes de actividades industriais ou
devida a contaminac@o das matérias-primas para a ali-
mentagao animal durante a sua producao, transforma-
¢ao, transporte ou erros de gestao.

Os métodos de determinagao sdo elaborados com
base nos conhecimentos actuais podendo e devendo ser
adaptados tendo em conta a evolu¢ao dos conhecimen-
tos cientifico e tecnoldgico. Estes devem permitir uma
abordagem activa, serem fidveis e completos. As amos-
tras com risco de nivel significativo de dioxinas devem
ser sujeitas a um método de andlise de pré-seleccao
com validacao provada e amplamente aceitavel e com
rendimento elevado, sendo necessario determinar
depois os niveis de dioxinas nestas amostras por um
método de analise de confirmacgao.

Torna-se, pois, necessario estabelecer os requisitos
a que os métodos de andlise de confirmacdo e de pré-
-selecgdo devem obedecer, por forma a garantir que
os laboratdrios utilizem métodos de andlise com niveis
de desempenho comparavesis, fidveis e completos.

As disposicoes definidas no presente diploma refe-
rem-se exclusivamente aos requisitos para a determi-
nagdo dos niveis de dioxinas e de PCB sob a forma
de dioxina, regulamentados pelo Decreto-Lei
n.° 235/2003, de 30 de Setembro, que revoga o Decre-
to-Lei n.° 442/89, de 27 de Dezembro, e a Portaria
n.° 1107/89, de 27 de Dezembro.

Assim:

Nos termos da alinea a) do n.° 1 do artigo 198.° da
Constitui¢do, o Governo decreta o seguinte:

Artigo 1.°
Objecto

O presente diploma transpde para a ordem juridica
nacional a Directiva n.° 2002/70/CE, da Comissao, de
26 de Julho, que estabelece os requisitos para a deter-
minac@o dos niveis de dioxinas e de PCB sob a forma
de dioxina nos alimentos para animais.

Artigo 2.°

Métodos de amostragem

A amostragem destinada ao controlo oficial dos niveis
de dioxinas e furanos e a determinagao dos niveis de
PCB sob a forma de dioxina presentes nos alimentos
para animais € efectuada de acordo com os métodos

descritos no anexo 1 ao presente diploma, que dele faz
parte integrante.
Artigo 3.°

Preparacao das amostras e métodos de analise

A preparacao das amostras e os métodos de analise
utilizados no controlo oficial dos niveis de dioxinas e
furanos e na determinagao dos niveis de PCB sob a
forma de dioxina presentes nos alimentos para animais
devem respeitar os critérios descritos no anexo II ao
presente diploma, que dele faz parte integrante.

Artigo 4.°

Entrada em vigor

O presente diploma entra em vigor no dia seguinte
ao da sua publicacao.

Visto e aprovado em Conselho de Ministros de 17
de Dezembro de 2003.—José Manuel Durdo Bar-
roso — Maria Teresa Pinto Basto Gouveia — Armando
José Cordeiro Sevinate Pinto — Amilcar Augusto Contel
Martins Theias.

Promulgado em 28 de Janeiro de 2004.
Publique-se.
O Presidente da Republica, JORGE SAMPAIO.

Referendado em 29 de Janeiro de 2004.

O Primeiro-Ministro, Jos¢é Manuel Durdo Barroso.

ANEXO 1

Métodos de amostragem destinados ao controlo oficial dos
niveis de dioxinas (PCDD/PCDF) e a determinagdo de PCB
sob a forma de dioxina em determinados alimentos para
animais.

1 — Objectivo e ambito de aplicagdo. — As amostras
destinadas ao controlo oficial dos niveis do teor em dio-
xinas (PCDD/PCDF) bem como para a determinagio
do teor em PCB sob a forma de dioxina (!) em alimentos
para animais serao colhidas em conformidade com o dis-
posto na norma portuguesa n.° 3256 (1988), homologada
nos termos do Didrio da Republica, 2.* série, n.° 23, de
28 de Janeiro de 1988, que fixa as formas de recolha
comunitarias de amostras para o controlo oficial dos ali-
mentos para animais. As amostras globais assim obtidas
serdo consideradas representativas dos lotes ou sublotes
dos quais foram colhidas. A observancia dos niveis maxi-
mos estabelecidos no Decreto-Lei n.° 235/2003, de 30
de Setembro, serd estabelecida em funcdo dos niveis
determinados nas amostras de laboratorio.

2 — Conformidade do lote ou do sublote com a espe-
cificagao. — O laboratdrio de controlo deve analisar em
duplicado a amostra de laboratorio para efeitos de medi-
das executdrias, caso o resultado obtido na primeira
andlise seja inferior ou superior em menos de 20% ao
nivel maximo, calculando a média dos resultados. O lote
serd aceite se o resultado da primeira andlise for inferior
em mais de 20% ao nivel maximo ou, quando a andlise
em duplicado for necesséria, se a média estiver conforme
ao nivel maximo respectivo, tal como fixado no Decre-
to-Lei n.° 235/2003, de 30 de Setembro.

(") Factores de equivaléncia de toxicidade da Organizacdo Mundial
de Sadde para avaliacao do risco para o ser humano nas conclusoes
da reunido da Organizagdo Mundial de Satude realizada em Estocolmo,
Suécia, de 15 a 18 de Junho de 1997 (Van den Berg e outros, 1998).
Factores de equivaléncia de toxicidade (FET) para PCB, PCDD e

PCDF em seres humanos e fauna selvagem. Environmental Health
Perspectives, 106 (12), 775.
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Congéneres Valor FET
Dibenzo-p-dioxinas (PCDD) néo orto+PCB:
23,7,8TCDD .....ccoviiiiiiiii i 1
1,23,78-PeCDD .. .....ooviiiii 1
1,2,3,47,8HXCDD ..ot 0,1
1,2,3,6,7,8-HxCDD ......................... 0,1
1,2,3,789-HxCDD ...............oooian. 0,1
1,2,3,4,6,78-HpCDD ....................... 0,01
OCDD ..t e 0,000 1
Dibenzofuranos (PCDF):
23,7,8TCDF .....coiiiiiiiiiii i 0,1
1,23,78-PeCDF .......coiiiiiiiiiienn. 0,05
234,78PeCDF ..............ooooiiii 0,5
1,2,3,4 78-HXxCDF .......... ... . ... ... 0,1
1,2,3,6,7,8-HXCDF ............cccoiiee.... 0,1
1,2,3,7,89-HXCDF ..........coiiiiiiinann.. 0,1
23,4,6,78HXCDF ..............cooiiiinn. 0,1
1,2,3,4,6,78-HpCDF ....................... 0,01
1,2,3,4,7,89-HpCDF ....................... 0,01
OCDF ..t e 0,000 1
PCB (sob forma de dioxina) PCB mono-orto:
PCB néo orto:
PCB77 ..o 0,000 1
PCBS8I ... ... 0,000 1
PCB126 .....coviiiiiiii i 0,1
PCB169 ... 0,01
PCB mono-orto:
PCB105 ... 0,000 1
PCB114 ... i 0,000 5
PCBI18 ... ... o 0,000 1
PCB123 ... ... 0,000 1
PCBI156 ... 0,000 5
PCBI157 oo 0,000 5
PCB167 ... ..o 0,000 01
PCB189 ... 0,000 1

Abreviaturas utilizadas:
T=tetra;
Pe=penta;
Hx=hexa;
Hp=hepta;
O=octo;
CDD=dibenzo-p-dioxinas cloradas;
CDF=clorodibenzofurano;
CB=clorobifenilo.

ANEXO II

Preparacdao da amostra e requisitos respeitantes aos méto-
dos de analise utilizados no controlo oficial dos niveis de
dioxinas (PCDD/PCDF) e na determinacao de PCB sob a
forma de dioxina em determinados alimentos para animais.

1 — Objectivo e ambito de aplicagdo. — Estes requi-
sitos devem ser aplicados quando se analisam alimentos
para animais e matérias-primas destinadas a alimentacao
animal, tendo em vista a determinacdo das dioxinas
[dibenzo-p-dioxinas policloradas (PCDD) e dibenzo-fu-
ranos policlorados (PCDF)] e dos bifenilos policlorados
(PCB) sob a forma de dioxina.

1.1 — A monitorizagido da presenga de dioxinas em
alimentos para animais pode ser realizada mediante uma
estratégia que engloba um método de pré-selecgao, a
fim de escolher as amostras com niveis de dioxinas e
de PCB sob a forma de dioxina que sejam 30% a 40%
inferiores ao nivel requerido ou o excedam. E necessario
que a concentracio de dioxinas nas amostras com niveis
significativos seja determinada/confirmada por um
método de confirmagao.

1.2 — Os métodos de pré-seleccao sao métodos uti-
lizados na detecgao da presenca de dioxinas e de PCB
sob a forma de dioxina no nivel requerido. Estes métodos
tém capacidade para processar um elevado nimero de

amostras e sao utilizados para seleccionar grandes
nimeros de amostras potencialmente positivas. Sao con-
cebidos especificamente para evitar a obtencao de falsos
negativos.

1.3 — Os métodos de confirmacao sao métodos que
fornecem informagao completa ou complementar que
permitem a identificacdo e quantificagao inequivocas
ao nivel requerido de dioxinas e de PCB sob a forma
de dioxina.

2 — Antecedentes. — Uma vez que as amostras
ambientais e bioldgicas (incluindo as amostras de ali-
mentos para animais/matérias-primas para a alimenta-
¢do animal) contém, regra geral, misturas complexas
de diferentes congéneres de dioxinas, introduziu-se o
conceito de factores de equivaléncia de toxicidade (FET)
para facilitar a avaliacdo dos riscos. Estes FET foram
estabelecidos para exprimir concentragdes de misturas
de PCDD e PCDF substituidos nas posigoes 2, 3, 7 e
8 e, mais recentemente, alguns PCB nao orto e mono-
-orto com substituicio de cloro que possui uma acti-
vidade sob a forma de dioxina em equivalentes toxicos
(TEQ) de 2, 3, 7 e 8-TCDD (v. a nota 1 do anexo I).

2.1 — As concentracoes de cada substancia numa
determinada amostra sdo multiplicadas pelo respectivo
FET e, subsequentemente, somadas para darem a con-
centragao total de compostos sob a forma de dioxina
expressa em TEQ.

2.2 — O conceito de «limites maximos» exige a uti-
lizacao do limite de quantificacdo para o contributo de
cada congénere nao quantificado para o TEQ.

2.3 — O conceito de «limites minimos» exige a uti-
lizacdo de zero para o contributo de cada congénere
nao quantificado para o TEQ.

2.4 — O conceito de «limites médios» exige a uti-
lizacao de metade do limite de quantificagdo para cal-
cular o contributo de cada congénere nao quantificado
para o TEQ.

3 — Requisitos de garantia da qualidade a cumprir
na preparacao da amostra. — Aplicam-se as disposicoes
gerais relativas a preparacdo de amostras para andlise
tal como estabelecidas na norma portuguesa n.° 3256
(1988), homologada nos termos do Didrio da Repiiblica,
2.2 série, n.° 23, de 28 de Janeiro de 1988, os métodos
de anélise comunitarios para o controlo oficial dos ali-
mentos para animais definidos na Portaria n.° 816/89,
de 14 de Setembro, bem como as disposicdes constantes
da norma portuguesa n.° 2030 (1996), com o termo de
homologacdo n.° 183/96, de 11 de Novembro, também
ela relativa aos métodos de andlise dos alimentos para
animais.

3.1 — Devem ainda ser cumpridos os seguintes requi-
sitos:

3.1.1 — As amostras devem ser conservadas e trans-
portadas em contentores de vidro, aluminio, polipro-
pileno ou polietileno. Devem ser removidos do reci-
piente da amostra os vestigios de poeiras de papel. O
material de vidro deve ser enxaguado com solventes
previamente submetidos a um controlo destinado a
detectar a presenca de dioxinas;

3.1.2 — Efectuar uma andlise em branco através da
realizacdo de todo o procedimento analitico, omitindo
apenas a amostra,

3.1.3— O peso da amostra utilizado para extraccio
deve ser suficiente para respeitar os requisitos no tocante
a sensibilidade.

4 — Requisitos destinados aos laboratdrios. — Os
laboratérios deverdao demonstrar o desempenho de um
método na gama do nivel requerido, por exemplo, 0,5x,
1x e 2x do nivel requerido com um coeficiente de varia-
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¢ao aceitavel para andlises repetidas. No que se refere
aos critérios de aceitagdo, v.on.° 5.

4.1 — O limite de quantificagio de um método de
confirmagido deve situar-se na gama de cerca de um
quinto do nivel requerido, para garantir que siao res-
peitados coeficientes de variagdes aceitdveis na gama
do nivel requerido.

4.2 — Os controlos regulares com ensaios em branco,
com amostras enriquecidas ou andlises de amostras de
controlo (de preferéncia, se disponivel, material de refe-
réncia certificado) devem ser realizados como medidas
internas de controlo de qualidade.

4.3 — O é&xito da participagao em estudos interlabo-
ratoriais que avaliam a competéncia do laboratério é
amelhor forma de provar competéncia em anélises espe-
cificas. No entanto, o éxito da participagao em estudos
interlaboratoriais relativos, por exemplo, a amostras de
solo ou de aguas residuais ndo prova necessariamente
que se seja competente no dominio das amostras de
alimentos para o ser humano ou de alimentos para ani-
mais que apresentam niveis de contaminacao inferiores.
Consequentemente, é obrigatéria a participagdo cons-
tante em estudos interlaboratoriais respeitantes a deter-
minac@o de dioxinas e de PCB sob a forma de dioxina
nas matrizes relevantes de alimentos para animais/ali-
mentos para o ser humano.

4.4 — 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 através da norma ISO/IEC/17025:1999.

5 — Reaquisitos para os procedimentos analiticos para
determinacao de dioxinas ¢ de PCB sob a forma de
dioxina:

5.1 — Requisitos basicos de aceitacao dos procedi-
mentos analiticos:

5.1.1 — Sensibilidade elevada e limites de deteccao

baixos. — Para os PCDD e PCDF, as quantidades detec-
taveis devem ser da ordem dos picogramas TEQ (10712 g)
devido a extrema toxicidade de alguns destes compostos.
Sabe-se que os PCB ocorrem a niveis mais elevados
do que os PCDD e PCDF. Para bastantes congéneres
de PCB, uma sensibilidade na gama dos nanogramas
(10g) ja € suficiente. No entanto, para a medigao dos
congéneres de PCB sob a forma de dioxina mais toxicos
(designadamente os congéneres ndo orto substituidos),
deve ser conseguida a mesma sensibilidade que para
os PCDD e PCDF.
_ 5.1.2 — Selectividade elevada (especificidade). —
E necessario estabelecer uma distincao entre PCDD,
PCDF e PCB sob a forma de dioxina de intimeros com-
postos co-extraidos e eventualmente interferentes, que
estdo presentes em concentragoes que podem atingir
vérias ordens de grandeza superiores as dos analitos
requeridos. Relativamente aos métodos de cromatogra-
fia gasosa/espectroscopia de massa (CG/EM), é neces-
saria uma diferenciacdo entre varios congéneres, tal
como entre isdmeros toxicos (por exemplo, os 17 PCDD
e PCDF substituidos nas posigoes 2, 3, 7 e 8 e os PCB
sob a forma de dioxina) e outros congéneres. Os bioen-
saios deviam ser capazes de determinar valores TEQ
de forma selectiva como a soma de PCDD, PCDF e
PCB sob a forma de dioxina.

5.1.3 — Exactidao elevada (veracidade e preci-
sd0). — A determinacgao devia fornecer uma estimativa
valida e fiavel da verdadeira concentracdo numa amos-
tra. E necessdria uma exactidao elevada (exactiddo da
medi¢ao: a aproximacao da concordancia entre o resul-

tado de uma medicao e o valor veridico ou atribuido
da medicao) por forma a evitar a rejeicdo do resultado
da anédlise de uma amostra com base na reduzida fia-
bilidade da estimativa de TEQ. A exactidao € expressa
como rigor (diferenga entre o valor médio medido para
um analito num material certificado e o respectivo valor
certificado, expresso em percentagem deste valor) e pre-
cisdo (a precisdo ¢ normalmente calculada como um
desvio padrao, incluindo a repetibilidade e a reprodu-
tibilidade, e indica a aproximagido do acordo entre os
resultados obtidos através da aplicacao do procedimento
experimental vérias vezes sob condigdes prescritas).

5.2 — Os métodos de pré-seleccao podem compro-
meter os bioensaios e os métodos CG/EM; os métodos
de confirmacao sdo métodos de cromatografia gasosa
de elevada resolugao/espectroscopia de massa de ele-
vada resolucdo (CGER/EMER). Tém de ser cumpridos
os seguintes critérios no valor TEQ total:

Métodos
de pré-selecgao

Métodos
de confirmagao

Taxa de falsos negativos ............ <1%

Rigor ... -20% a
+20%

CV (coeficiente de variagdo) ........ <30% <15%

6 — Requisitos especificos dos métodos CG/EM a
cumprir para fins de pré-seleccdo ou de confirmacio:

6.1 — Deve ser efectuada logo no inicio do método
analitico, por exemplo antes da extrac¢ao, a adi¢do de
padroes internos de PCDD/F marcados com 12C e subs-
tituidos com cloro nas posigoes 2, 3, 7 e 8 (e de padrao
interno de PCB sob a forma de dioxina marcado com
13C, caso seja necessario determinar PCB sob a forma
de dioxina), a fim de validar o procedimento analitico.
Devera ser adicionado, pelo menos, um congénere para
cada grupo homoélogo de PCDD/F tetra a octoclorados
(e, pelo menos, um congénere para cada grupo homo-
logo de PCB sob a forma de dioxina, caso seja necessario
determinar PCB sob a forma de dioxina) (alternativa-
mente devera ser utilizado para o controlo de PCDD/F
e de PCB sob a forma de dioxina, pelo menos, um con-
génere para cada fung¢ao de registo de ides seleccionados
pela espectrometria de massa). Verifica-se uma nitida
preferéncia, no caso dos métodos de confirmagao, pela
utilizacdo dos padroes internos dos 17 PCDD/F subs-
tituidos nas posigoes 2, 3, 7 e 8 ¢ marcados com '3C
e dos padroes internos dos 12 PCB sob a forma de
dioxina marcados com '*C (caso seja necessério deter-
minar PCB sob a forma de dioxina).

6.2 — Também devem ser determinados factores de
resposta relativos para os congéneres aos quais nao se
adiciona um composto analogo marcado com 3C, atra-
vés da utilizacdo de solucdes de calibragdo adequadas.

6.3 — Em relacdo aos alimentos para animais de ori-
gem vegetal e aos alimentos para animais de origem
animal que contenham menos de 10 % de gorduras, a
adicao de padroes internos € obrigatdria antes da extrac-
¢a0. Em relagao aos alimentos para animais de origem
animal que contenham mais de 10 % de gorduras, os
padrdes internos podem ser adicionados antes ou apds
a extraccao de gorduras. Deve ser efectuada uma vali-
dacdo adequada da eficicia da extrac¢ao, dependendo
da fase em que sao introduzidos os padroes internos
e de os resultados serem notificados com base no pro-
duto ou na gordura.
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6.4 — Antes da andlise por CG/EM, devem ser adi-
cionados um ou dois padrdes de recuperagao (subs-
titutos).

6.5 — E necessdrio um controlo de recuperacao. Para
os métodos de confirmacio, as recuperacoes de cada
padrao interno deverdo situar-se na gama de 60 % a
120 %. Seriam aceitaveis recuperagdes inferiores ou
superiores para congéneres individuais, nomeadamente
para algumas dibenzodioxinas e dibenzofuranos hepta
e octo-clorados, desde que a sua contribuicao para o
valor TEQ nao excedesse 10 % do valor total de TEQ
(com base apenas em PCDD/F). Para os métodos de
pré-selecgao, as recuperacdes deverao situar-se na gama
de 30 % a 140 %.

6.6 — Devia proceder-se a separagao entre dioxinas
e compostos clorados interferentes, tais como PCB e
éteres difenilicos clorados através de técnicas de cro-
matografia adequadas (de preferéncia com uma coluna
de florisil, alumina e ou carbono).

6.7 — Devia ser suficiente a separagao de isdmeros
por cromatografia gasosa (< 25% de pico a pico entre
1, 2, 3, 4, 7, 8-HxCDF e 1, 2, 3, 6, 7, 8-HxCDF).

6.8 — A determinacdo devia ser realizada de acordo
com o método EPA 1613, revisao B: dioxinas e furanos
tetra a octo-clorados por diluicdo de is6topos com
CGER/EMER ou outro método com critérios de desem-
penho equivalentes.

6.9 — A diferenga entre o nivel superior e o nivel
inferior ndo deve exceder 20% no caso de alimentos
para animais com uma contaminagao por dioxinas na
gama ou acima do limite maximo. No tocante aos ali-
mentos para animais com niveis de contaminagao bas-
tante inferiores ao limite maximo, a diferenca pode
situar-se na gama de 25 % a 40 %.

7 — Métodos de andlise de pré-seleccao:

7.1 — Introdugdo. — Num método de pré-seleccao
podem utilizar-se diferentes abordagens analiticas: uma
abordagem puramente de pré-seleccdo e uma aborda-
gem quantitativa.

7.1.1 — Abordagem de pré-seleccio. — A resposta
das amostras ¢ comparada com a de uma amostra de
referéncia no nivel requerido. As amostras com uma
resposta inferior a da referéncia sdo declaradas nega-
tivas, as amostras com uma resposta superior sao sus-
peitas de serem positivas.

7.1.2 — Requisitos:

7.1.2.1 — Em cada série de testes terao de se incluir
uma amostra em branco e uma de referéncia, que sao
extraidas e testadas ao mesmo tempo e em condigoes
idénticas;

7.1.2.2 — A amostra de referéncia deve apresentar
uma resposta claramente elevada em comparagdo com
a amostra em branco;

7.1.2.3 — Deviam incluir-se outras amostras de refe-
réncia 0,5x e 2x o nivel requerido para demonstrar o
desempenho correcto do teste dentro da gama requerida
para o controlo do nivel requerido;

7.1.2.4 — Quando se testam outras matrizes, tem de
se demonstrar a adequacdo das amostras de referéncia,
preferencialmente incluindo amostras cuja CGER/EMER
revelou conterem um nivel TEQ préximo do da amostra
de referéncia ou de uma amostra em branco enriquecida
a este nivel;

7.1.2.5 — Uma vez que nao se podem utilizar padroes
internos nos bioensaios, sdo muito importantes os testes
de repetibilidade para se obter informacdes sobre o des-
vio padrdo numa série de testes. O coeficiente de varia-
¢ao deve ser inferior a 30 %.

7.1.2.6 — Para os bioensaios deverao ser definidos os
compostos-alvos, as possiveis interferéncias e os niveis
em branco maximos toleraveis.

7.1.3 — Abordagem quantitativa. — A abordagem
quantitativa exige varias séries de diluicoes do padrao,
purificacao e medicoes em duplicado ou triplicado, bem
como controlos em branco e de recuperacao. O resul-
tado pode ser expresso em TEQ, partindo-se assim do
principio de que os compostos responsaveis pelo sinal
correspondiam ao principio de TEQ. Para o obter, pode
usar-se TCDD (ou uma mistura padrdo de dioxina/-
furano) para produzir uma curva de calibracdo a fim
de calcular o nivel de TEQ no extracto e, consequen-
temente, na amostra. Posteriormente, este resultado é
corrigido com o nivel de TEQ calculado para uma amos-
tra em branco (para ter em conta as impurezas pro-
venientes de solventes e produtos quimicos utilizados)
e para uma recuperagio (calculada a partir do nivel
de TEQ numa amostra de controlo de qualidade pro-
ximo do limite requerido). E essencial referir que parte
da perda de recuperagao aparente pode dever-se a efei-
tos de matriz e ou a diferencas entre os valores de TEF
nos bioensaios e os valores oficiais de TEF fixados pela
Organizacdo Mundial de Sadde.

7.2 — Requisitos destinados a métodos de andlise uti-
lizados para a pré-seleccio. — Na pré-seleccio podem
usar-se os métodos de andlise e de bioensaio CG/EM.
Para os métodos CG/EM deverao ser utilizados os requi-
sitos descritos no n.° 6. Relativamente aos bioensaios
com células, os requisitos especificos estao fixados no
n.° 7.3 e, relativamente aos bioensaios com kits, no n.°
7.4.

7.2.1 — E necesséria informacio sobre o nimero de
falsos positivos e falsos negativos de um conjunto grande
de amostras abaixo e acima do nivel maximo ou do
nivel de acgdo, em comparacdo com o teor de TEQ
conforme determinado por um método de andlise de
confirmagao. As taxas efectivas de falsos negativos deve-
rao ser inferiores a 1%. A taxa de amostras com falsos
positivos deve ser suficientemente baixa para se poder
recorrer vantajosamente ao instrumento de pré-selec-
cao.

7.2.2 — Os resultados positivos tém sempre de ser
confirmados por um método de andlise de confirmacao
(CGER/EMER). Além disso, deviam confirmar-se por
CGER/EMER as amostras de uma ampla gama de TEQ
(aproximadamente 2% a 10% das amostras negativas).
Devera ser disponibilizada informacao sobre a corres-
pondéncia entre os resultados do bioensaio e os de
CGER/EMER.

7.3 — Requisitos especificos destinados a bioensaios
com células:

7.3.1 — Quando se procede a um bioensaio, cada teste
exige uma série de concentracoes de referéncia de
TCDD ou de uma mistura de dioxina/furano (curva de
dose-resposta completa com um R? > (,95). No entanto,
para efeitos de pré-seleccdo, pode usar-se uma curva
expandida de baixo nivel para analisar as amostras de
baixo nivel,

7.3.2 — Devia usar-se uma concentraciao de referén-
cia de TCDD (cerca de 3x o limite de quantificacdo)
relativa a uma ficha de controlo de qualidade para o
resultado do bioensaio durante um periodo de tempo
constante. Como alternativa, podia utilizar-se a resposta
relativa de uma amostra de referéncia por comparacao
com a recta de calibracio de TCDD, uma vez que a
resposta das células pode depender de muitos factores;

7.3.3 — Devem registar-se e verificar-se os graficos
de controlo de qualidade (CQ) para cada tipo de mate-
rial de referéncia, a fim de garantir que o resultado
esta conforme com as directrizes definidas;
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7.3.4— Em especial para os calculos quantitativos,
a inducao da diluicdo da amostra utilizada deve encon-
trar-se dentro da porgao linear da curva de resposta.
As amostras acima da porcao linear da curva de resposta
devem ser diluidas e testadas de novo. Assim, recomen-
da-se a realizacdo simultanea de testes com, pelo menos,
trés ou mais diluigoes;

7.3.5— 0O desvio padrdo percentual ndo deve ser
superior a 15 % numa determinacdo em triplicado para
cada diluicdo da amostra e nao superior a 30% entre
trés experiéncias independentes;

7.3.6 — O limite de detecgao pode ser fixado como
3x o desvio padrao da solu¢ao em branco de solvente
ou da resposta de base. Outra abordagem consiste em
aplicar uma resposta que seja superior a base (factor
de inducdo 5x superior ao da solugdo em branco de
solvente) calculada a partir da curva de calibracdo do
dia. O limite de quantificacdo pode ser fixado como
5 a Gx o desvio padrao da solucdo em branco de solvente
ou da resposta de base ou aplicar uma resposta que
seja nitidamente superior a base (factor de indugao 10x
superior ao da solu¢ao em branco de solvente) calculada
a partir da curva de calibragao do dia.

7.4 — Requisitos especificos destinados a bioensaios
com kits (1):

7.4.1 — Devem ser respeitadas as instrugdes do fabri-
cante no que se refere a preparacdo da amostra e as
analises;

7.4.2 — Nao devem ser utilizados os kits depois do
prazo de validade;

7.4.3 — Nao devem ser utilizados materiais ou com-
ponentes concebidos para serem usados com outros kits;
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7.4.4 — Os kits devem ser mantidos dentro da gama
especificada para a temperatura de armazenamento e
ser usados a temperatura de utilizagdo especificada;

7.4.5 — O limite de deteccdo para os imunoensaios
¢ determinado como a soma da média e de 3x o desvio
padrao, com base numa anélise de replicagao da solucao
em branco, a dividir pelo valor do declive da equacao
de regressao linear;

7.4.6 — Devem ser utilizados padroes de referéncia
para testes no laboratdrio a fim de se garantir que a
capacidade de resposta ao padrdo se encontra numa
gama aceitavel.

8 — Notificagao do resultado:

8.1 — Na medida em que o procedimento analitico
utilizado o permita, os resultados analiticos devem con-
ter os niveis de PCDD/F individual e de congéneres
PCB e serem indicados como limites minimos, limites
maximos ¢ limites médios, a fim de incluir o maximo
de informacoes possivel na notificacdo dos resultados
e, deste modo, permitir a interpretacdo dos resultados
de acordo com requisitos especificos.

8.2 — O relatdrio devera também incluir o teor de
lipidos da amostra bem como o método utilizado para
a respectiva extracgao.

8.3 — As recuperacoes de cada padrao interno devem
ser disponibilizadas no caso de as recuperagoes estarem
fora da gama mencionada no n.° 6, no caso de o limite
maximo ser excedido e noutros casos mediante pedido.

(') Nao foram ainda apresentadas quaisquer provas de kits comer-
cialmente disponiveis com base em bioensaios suficientemente sen-
siveis e fidedignos para serem utilizados na pré-selecgao da presenga

de dioxinas aos niveis exigidos em amostras de géneros alimenticios
e de alimentos para animais.
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