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REGULAMENTO (CE) N.° 152/2009 DA COMISSAO
de 27 de Janeiro de 2009

que estabelece os métodos de amostragem e analise para o controlo
oficial dos alimentos para animais

(Texto relevante para efeitos do EEE)

Artigo 1.°

A amostragem para efeitos de controlo oficial de alimentos para ani-
mais, em especial no que se refere a determina¢do de constituintes,
incluindo material que contenha ou consista em ou que seja produzido
a partir de organismos geneticamente modificados (OGM), de aditivos
para a alimentagdo animal, como definidos pelo Regulamento (CE) n.
© 1831/2003 do Parlamento Europeu e do Conselho (1), ou de subs-
tancias indesejaveis, na ace¢do da Diretiva 2002/32/CE do Parlamento
Europeu e do Conselho (?), ¢ efetuada em conformidade com os méto-
dos indicados no anexo I, com excecdo da amostragem para efeitos de
controlo da contaminag¢@o microbioldgica.

O método de amostragem estabelecido no anexo I ¢ aplicavel para o
controlo de alimentos para animais no que se refere a determinagdo
de residuos de pesticidas, como definidos no Regulamento (CE)
n.° 396/2005 do Parlamento Europeu e do Conselho (?), € para o con-
trolo da conformidade com o Regulamento (UE) n.° 619/2011.

Artigo 2.°

A preparacdo das amostras para analise e a expressao dos resultados
efectuam-se de acordo com os métodos descritos no anexo II.

Artigo 3.°

As analises para efeitos de controlo oficial dos alimentos para animais
efectuam-se de acordo com os métodos descritos no anexo III (Métodos
de analise para o controlo da composicdo das matérias-primas para a
alimentagdo animal e dos alimentos compostos para animais), no anexo
IV (Métodos de analise para o controlo do teor dos aditivos autorizados
nos alimentos para animais), no anexo V (Métodos de analise para o
controlo das substancias indesejaveis nos alimentos para animais) e no
anexo VI (Métodos de analise para a determinacdo dos constituintes de
origem animal para o controlo oficial dos alimentos para animais).

Artigo 4.°

O valor energético dos alimentos compostos destinados a aves de ca-
poeira ¢ calculado em conformidade com o disposto no anexo VII.

(") Regulamento (CE) n.° 1831/2003 do Parlamento Europeu e do Conselho, de

22 de setembro de 2003, relativo aos aditivos destinados a alimentagdo
animal (JO L 268 de 18.10.2003, p. 29).

(?) Diretiva 2002/32/CE do Parlamento Europeu e do Conselho, de 7 de maio de
2002, relativa as substancias indesejaveis nos alimentos para animais
(JO L 140 de 30.5.2002, p. 10).

() JO L 70 de 16.3.2005, p. 1.
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Artigo 5.°

Usam-se, para efeitos de confirmacgdo, os métodos de analise descritos
no anexo VIII para o controlo da presenga ilegal de aditivos que ja ndo
estdo autorizados nos alimentos para animais.

Artigo 6.°

Sdo revogadas as Directivas 71/250/CEE, 71/393/CEE, 72/199/CEE,
73/46/CEE, 76/371/CEE, 76/372/CEE, 78/633/CEE, 81/715/CEE,
84/425/CEE, 86/174/CEE, 93/70/CEE, 93/117/CE, 98/64/CE,
1999/27/CE, 1999/76/CE, 2000/45/CE, 2002/70/CE e 2003/126/CE.

As referéncias as directivas revogadas devem entender-se como sendo
feitas para o presente regulamento ¢ devem ser lidas de acordo com os
quadros de correspondéncia constantes do anexo IX.

Artigo 7.°
O presente regulamento entra em vigor no vigésimo dia seguinte ao da
sua publica¢do no Jornal Oficial da Unido Europeia.
E aplicdvel a partir de 26 de Agasto de 2009.

O presente regulamento ¢ obrigatério em todos os seus elementos e
directamente aplicavel em todos os Estados-Membros.
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ANEXO 1

METODOS DE AMOSTRAGEM

1. OBJETO E AMBITO DE APLICACAO

As amostras destinadas aos controlos oficiais de alimentos para animais
sdo colhidas de acordo com os métodos seguidamente indicados. As
amostras assim obtidas serdo consideradas representativas das por¢des
amostradas.

O objetivo das amostras representativas ¢ obter uma pequena fragdo de
um lote, correspondendo a determinacdo de quaisquer caracteristicas
particulares dessa fragdo ao valor médio das caracteristicas do lote.
O lote ¢ amostrado colhendo repetidamente amostras elementares em
varias posigdes unicas do lote. Essas amostras elementares sdo combi-
nadas misturando-as de forma a obter uma amostra global a partir da
qual sao preparadas amostras finais representativas por divisao repre-
sentativa.

Se uma inspe¢do visual ou outra informagdo pertinente revelar uma
diferenca de qualidade entre as por¢des amostradas do alimento para
animais e o resto do alimento para animais do mesmo lote, essas
por¢oes devem ser separadas do resto do alimento para animais e ser
tratadas como um sublote separado. Se ndo for possivel dividir o
alimento para animais em sublotes separados, o produto em causa ¢
amostrado como lote Unico. Nesses casos, esse facto sera mencionado
no relatorio de amostragem.

Sempre que um alimento para animais amostrado em conformidade
com as disposi¢des do presente regulamento ndo satisfaga os requisitos
da UE e faca parte de um lote de alimentos para animais da mesma
categoria ou descri¢do, presume-se que todos os alimentos para animais
desse lote se encontram afetados da mesma forma, a menos que, na
sequéncia de uma avaliagdo rigorosa, ndo sejam detetados indicios de
que o resto do lote ndo cumpre os requisitos da UE.

A amostragem pode igualmente incluir alimentos para animais apre-
sentados para venda pelos operadores das empresas do setor dos ali-
mentos para animais através de técnicas de comunicagdo a distancia
nos termos do artigo 11.°, n.° 3, do Regulamento (CE) n.® 767/2009 do
Parlamento Europeu e do Conselho ('). A amostragem de alimentos
para animais apresentados para venda através de técnicas de comuni-
cagdo a distancia deve, em principio, estar sujeita ao disposto nos
pontos estabelecidos no presente anexo. Os aspetos especificos da
amostragem de alimentos para animais apresentados para venda a dis-
tdncia encontram-se descritos no ponto 11.

2. DEFINICOES

— Lote: quantidade identificada de alimentos para animais que se
presume ter caracteristicas uniformes, nomeadamente a origem, a
variedade, o tipo de acondicionamento, o embalador, o expedidor
ou a rotulagem; no caso de um processo de producdo, uma quan-
tidade do produto fabricada por uma unidade de produgdo de uma
unica unidade fabril que utilize parametros de producdo uniformes
ou por varias dessas unidades, quando produzida em ordem sequen-
cial e armazenada em conjunto.

— Porg¢do amostrada: lote ou uma parte identificada do lote ou sublo-
te.

— Amostra selada: amostra selada de modo a impedir qualquer acesso
a amostra sem quebrar ou remover o selo.

(") Regulamento (CE) n.° 767/2009 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 13 de julho

de 2009, relativo a colocagdo no mercado e a utilizagdo de alimentos para animais, que
altera o Regulamento (CE) n.° 1831/2003 e revoga as Diretivas 79/373/CEE do Conse-
lho, 80/511/CEE da Comissdo, 82/471/CEE do Conselho, 83/228/CEE do Conselho,
93/74/CEE do Conselho, 93/113/CE do Conselho e 96/25/CE do Conselho e a Deci-
sdo 2004/217/CE da Comissdo (JO L 229 de 1.9.2009, p. 1).
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— Amostra elementar: quantidade colhida num ponto da porgdo amos-
trada.

— Amostra global: conjunto de amostras elementares colhidas da
mesma por¢do amostrada.

— Amostra reduzida: parte da amostra global, obtida a partir desta
através de um processo de redugdo representativa.

— Amostra final: parte da amostra global (misturada), da amostra
reduzida ou da amostra global homogeneizada, em fungdo do tipo
de controlo (ver ponto 9.4).

— Amostra laboratorial: amostra destinada ao laboratorio (como rece-
bida pelo laboratério), que pode ser uma amostra final, reduzida ou
global.

— Amostra de um alimento para venda a distancia: amostra de um lote
de alimentos para animais apresentados para venda através de téc-
nicas de comunicagdo a distancia.

DISPOSICOES GERAIS

— As amostras sdo colhidas por pessoas autorizadas para o efeito pela
autoridade competente.

— Para uma amostra de um alimento para venda a distancia, a auto-
ridade competente deve solicitar uma quantidade do alimento para
animais ao operador da empresa do setor de alimentos para ani-
mais, através de técnicas de comunicag¢do a distancia.

— A amostra tem de ser selada de modo a impedir qualquer acesso a
amostra sem quebrar ou remover o selo.

A marca do selo tem de ser claramente identificavel e visivel.

— Identificagdo da amostra: a amostra tem de estar marcada de modo
indelével e identificada de forma a garantir uma relacdo inequivoca
com o relatério de amostragem.

— De cada amostra global ou reduzida s@o obtidas as seguintes amos-
tras finais: uma amostra para efeitos de controlo (da aplicagao da
legislagao) e uma destinada ao operador da empresa do setor dos
alimentos para animais (para efeitos de recurso). Pode ser obtida
uma amostra final adicional, para efeitos de arbitragem. Caso a
amostra global completa esteja homogeneizada, as amostras finais
sdo obtidas a partir da amostra global homogeneizada, desde que
esse procedimento nao colida com as regras dos Estados-Membros
em matéria de direitos do operador.

— Nos termos do artigo 15.°, n®® 1 e 2, do Regulamento

(UE) 2017/625, quando necessario para a realizacdo da amostragem
oficial e sempre que solicitado pelas autoridades competentes, os
operadores das empresas do setor dos alimentos para animais de-
vem:

— facultar ao pessoal das autoridades competentes o acesso ao
equipamento sob o seu controlo, incluindo, se for caso disso,
a disponibilizagdo do equipamento para a colheita de amostras e
do equipamento de protecdo individual necessarios,

— prestar apoio e cooperar com o pessoal das autoridades compe-
tentes a fim de permitir a amostragem, nomeadamente disponi-
bilizando os alimentos para animais ao pessoal das autoridades
competentes.
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4.2.

4.2.1.
4.2.1.1.

42.1.2.

4.2.2.

4.2.3.

EQUIPAMENTO

O equipamento destinado a colheita de amostras deve ser fabricado
com materiais que ndo contaminem os produtos amostrados. O equi-
pamento destinado a ser utilizado varias vezes tem de ser facil de
limpar para evitar contaminagdes cruzadas.

Equipamento recomendado para a amostragem dos alimentos séli-
dos

Amostragem manual

P4 de amostragem com fundo plano e bordos verticais.

Sonda de fenda longa ou compartimentada. As dimensdes da sonda tém
de ser adequadas as caracteristicas da por¢do amostrada (profundidade
do recipiente, dimensdes do saco, etc.) e ao tamanho das particulas que
compdem o alimento.

Se a sonda tiver varias aberturas, para garantir que a amostra ¢ colhida
em diferentes sitios, as aberturas devem ser separadas por comparti-
mentos ou por aberturas sequenciais.

Amostragem mecanica

Podem ser utilizados aparelhos mecanicos apropriados para a amostra-
gem de alimentos em movimento. O aparelho mecéanico sera conside-
rado adequado se, pelo menos, toda a sec¢ao do caudal for amostrada.

A amostragem de alimentos em movimento (em caudais elevados)
pode ser efetuada por sistemas automaticos de recolha de amostras.

Divisor

Quando possivel e adequado, devem ser utilizados aparelhos destinados
a dividir a amostra em partes aproximadamente iguais, para a prepara-
¢do de amostras reduzidas de uma forma representativa.

REQUISITOS QUANTITATIVOS QUANTO AO NUMERO DE
AMOSTRAS ELEMENTARES

— Os requisitos quantitativos estabelecidos nos pontos 5.1 e 5.2 no
que se refere ao numero de amostras elementares sdo aplicaveis a
por¢des com uma dimensdo maxima de 500 toneladas e que podem
ser amostradas de forma representativa. O procedimento de amos-
tragem descrito ¢ igualmente valido para quantidades superiores a
por¢ao maxima prescrita, desde que o nimero maximo de amostras
elementares indicado nos quadros seguintes, constantes dos pontos
5.1.1, 5.1.3 e 5.1.5, seja ignorado, passando a ser determinado pela
formula de raiz quadrada apresentada na parte respetiva do proce-
dimento (ver ponto 5.3), e na condi¢do de a dimensdo minima da
amostra global ser aumentada proporcionalmente. Tal ndo impede
que um lote grande possa ser dividido em sublotes de menor di-
mensdo e que cada sublote seja amostrado em conformidade com o
procedimento descrito nos pontos 5.1 e 5.2.

— A dimensdo da por¢do amostrada tem de ser suficiente para per-
mitir a amostragem de todas as partes que a compdem.

— Para lotes ou sublotes muito grandes (> 500 toneladas) e para lotes
cujo transporte ou armazenagem nao permita uma amostragem se-
gundo o procedimento estabelecido nos pontos 5.1 e 5.2 do pre-
sente ponto, deve aplicar-se o procedimento de amostragem indi-
cado no ponto 5.3.
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5.1.

— Para amostras de alimentos para venda a distdncia, o tamanho do
lote a partir do qual a quantidade do alimento ¢ solicitada, geral-
mente ndo ¢ conhecido pela autoridade competente. Por conseguin-
te, o procedimento estabelecido nos pontos 5.1 e 5.2 ndo pode ser
utilizado. Neste caso, aplicar-se-a4 o processo descrito no ponto 11.

— Se for legalmente exigida ao operador da empresa do setor de
alimentos para animais a aplicagdo do presente regulamento no
ambito de um sistema obrigatorio de controlo, o operador pode
divergir dos requisitos quantitativos estabelecidos no presente pon-
to, para ter em conta determinadas caracteristicas operacionais,
desde que demonstre cabalmente a autoridade competente a equi-
valéncia do procedimento de amostragem em termos de represen-
tatividade e apos autorizagdo dessa autoridade.

— Em casos excecionais, quando ndo seja possivel aplicar o método
de amostragem previsto no que diz respeito aos requisitos quanti-
tativos, devido a danos comerciais inaceitaveis do lote (relaciona-
dos com o tipo de acondicionamento, meios de transporte, armaze-
nagem, etc.), pode ser aplicado um método de amostragem alterna-
tivo, desde que seja tdo representativo quanto possivel e esteja
plenamente descrito e documentado.

Requisitos quantitativos das amostras elementares respeitantes ao
controlo de substincias ou produtos repartidos uniformemente nos
alimentos para animais

Alimentos solidos a granel

Dimensdo da porgdo amostrada | Numero minimo de amostras elementares

< 2,5 toneladas 7

\ (20 vezes o nimero de toneladas que
constituem a por¢do amostrada) (¥) ,
até 40 amostras elementares

> 2.5 toneladas

(*) Sempre que o numero obtido for fracionario, deve ser arredondado para o
inteiro imediatamente superior.

Alimentos liquidos a granel

Dimensdo da por¢do amostrada

Numero minimo de amostras elementares

< 2,5 toneladas ou < 2500 | 4 (%)
litros
> 2,5 toneladas ou > 2500 | 7 (%)

litros

(*) No caso de ndo ser possivel homogeneizar o liquido, o nimero de amostras
elementares tem de ser aumentado.

Alimentos embalados

Os alimentos para animais (s6lidos e liquidos) podem ser embalados
em sacos, latas, barricas, etc., que sdo referidos no quadro seguinte
enquanto unidades. As unidades de grande dimensdo (= 500 kg ou
litros) tém de ser amostradas em conformidade com as disposicdes
estabelecidas para os alimentos a granel (ver 5.1.1 e 5.1.2).

Nuamero minimo de unidades a partir do qual
deve ser obtida (pelo menos) uma amostra
elementar (*)

Dimensdo da por¢do amostrada

1 a 20 unidades 1 unidade (**)

21 a 150 unidades 3 unidades (**)
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5.2

Numero minimo de unidades a partir do qual
Dimensdo da porg¢do amostrada | deve ser obtida (pelo menos) uma amostra
elementar (*)

151 a 400 unidades 5 unidades (**)

> 400 unidades Vs de \ (ntimero de unidades que com-
pdem a porgdo amostrada) (*¥**) , até
40 unidades

(*)  Sempre que a abertura de uma unidade possa afetar a analise (p. ex., no
caso de alimentos humidos pereciveis), a amostra elementar ¢ composta
pela unidade ndo aberta.

(**) Para unidades cujo conteudo ndo exceda 1 kg ou 1 litro, a amostra ele-
mentar ¢ composta pelo conteudo de uma unidade de origem.

(***) Sempre que o numero obtido for fracionario, deve ser arredondado para o
inteiro imediatamente superior.

Alimentos em blocos e pedras minerais para lamber

Sera considerado, no minimo, um bloco ou pedra para lamber por cada
por¢ao amostrada de 25 unidades e, no maximo, quatro destes produ-
tos.

Para blocos ou pedras para lamber cujo peso unitario ndo exceda 1 kg,

a amostra elementar ¢ composta pelo contetido de um bloco ou pedra
para lamber.

Alimentos grosseiros/forragem

Dimensao da porgdo amostrada |Numero minimo de amostras elementares (*)

< 5 toneladas 5

> 5 toneladas \ (5 vezes o niimero de toneladas que
constituem a por¢do amostrada) (*¥*) ,
até 40 amostras elementares

(*) E um facto que, em certas situagdes (p. ex. na silagem) nido ¢ possivel
recolher as amostras elementares exigidas, sem causar danos inaceitaveis ao
lote. Nessas situagdes, pode ser aplicado um método alternativo de amos-
tragem, tendo sido elaborado um guia para a amostragem desses lotes, que
se encontra disponivel em: https:/food.ec.europa.eu/system/files/2016-10/
/animal-feed-guidance_documents_691_2013_en.pdf

(**) Sempre que o numero obtido for fracionario, deve ser arredondado para o
inteiro imediatamente superior.

Requisitos quantitativos das amostras elementares respeitantes ao
controlo de constituintes ou substincias suscetiveis de nio estarem
repartidos uniformemente nos alimentos para animais

Estes requisitos quantitativos das amostras elementares devem ser apli-
cados nas seguintes situagdes:

— controlo de aflatoxinas, cravagem do centeio, outras micotoxinas e
impurezas botanicas prejudiciais nas matérias-primas para a alimen-
tagdo animal,

— controlo da contaminagdo cruzada por um constituinte, incluindo
material geneticamente modificado, ou uma substancia suscetivel de
reparticdo ndo uniforme nos alimentos para animais.

Sempre que a autoridade de controlo suspeitar fortemente de que essa
reparticdo ndo uniforme também se verifica em caso de contaminagdo
cruzada por um constituinte ou substdncia em alimentos compostos,
podem ser aplicados os requisitos quantitativos previstos no quadro
seguinte.
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5.3.

Dimensdo da por¢ao amostrada | Numero minimo de amostras elementares

< 80 toneladas Ver requisitos quantitativos no ponto

5.1. O nimero de amostras elementares
a colher tem de ser multiplicado por
2,5.

> 80 toneladas 100

Requisitos quantitativos das amostras elementares no caso de lotes
muito grandes

No caso de porgdes amostradas muito grandes (porgdes amostradas
> 500 toneladas), o niimero de amostras elementares a colher = 40
amostras elementares + Vtoneladas em relagdo ao controlo das subs-
tancias ou produtos repartidos uniformemente nos alimentos para ani-
mais, ou 100 amostras elementares + Vtoneladas em relagdo ao controlo
de constituintes ou substancias suscetiveis de ndo estarem repartidos
uniformemente nos alimentos para animais.

REQUISITOS QUANTITATIVOS DA AMOSTRA GLOBAL

E necessaria uma tnica amostra global por por¢do amostrada.

Natureza dos alimentos para Dimensdo minima da amostra
animais global (*) (**)

6.1.

Alimentos a granel 4 kg

6.2.

Alimentos embalados 4 kg (***)

6.3.

Alimentos liquidos ou se- | 4 litros
miliquidos

6.4.

Alimentos em blocos ou pedras minerais para lamber:

6.4.1.

peso unitario superior a 1 | 4 kg
kg

6.4.2.

peso unitario nao superior | peso de quatro blocos ou pe-
alkg dras de origem

6.5.

Alimentos grosseiros/forra- | 4 kg (¥***)
gem

*)

)

(***)

No caso de o alimento para animais amostrado ter elevado valor, pode ser
obtida uma quantidade mais pequena de amostra global na condi¢do de
este facto estar descrito e documentado no relatério de amostragem.

Em conformidade com as disposigdes do Regulamento (UE) n.° 619/2011
da Comissdo, de 24 de junho de 2011, que estabelece os métodos de
amostragem e analise para o controlo oficial dos alimentos para animais
no que respeita a presenga de material geneticamente modificado cujo
procedimento de autorizagdo esta pendente ou cuja autorizagdo expirou
(JO L 166 de 25.6.2011, p. 9), a amostra global para controlar a presenga
de material geneticamente modificado tem de conter, pelo menos,
35 000 sementes/graos. Tal significa que para o milho a dimensido da
amostra global deve ser de pelo menos 10,5 kg e para a soja de 7 kg. No
caso de outras sementes ¢ grios de cereais como a cevada, o paingo, a
aveia, o arroz, o centeio, o trigo e a colza, a dimensdo da amostra global
de 4 kg corresponde a mais de 35 000 sementes/graos.

No caso de alimentos embalados, pode também ndo ser possivel atingir a
dimensdo de 4 kg para a amostra global devido a dimensdo das unidades
individuais.

(****) No caso de alimentos grosseiros/forragem com baixa densidade relativa

(p. ex., o feno e a palha), a amostra global deve ter uma dimensdo minima
de 1 kg.
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8.1.

8.2.
8.2.1.

REQUISITOS QUANTITATIVOS DAS AMOSTRAS FINAIS
Amostras finais

E exigida a andlise de pelos menos uma amostra final. A dimensdo da
amostra final destinada a analise ndo pode ser inferior as quantidades
seguintes:

Alimentos solidos 500 g (¥) (¥¥) (F**) (¥F*¥)

Alimentos liquidos ou semi- | 500 ml (*)

liquidos

(*) Em conformidade com as disposigdes do Regulamento (UE) n.° 619/

/2011, a amostra final para o controlo da presenga de material genetica-
mente modificado deve conter, pelo menos, 10 000 sementes/graos. Tal
significa que para o milho a dimensdo da amostra final deve ser de pelo
menos 3 000 g e para a soja de 2 000 g. No caso de outras sementes e
grios de cereais como a cevada, o paingo, a aveia, o arroz, o centeio, o
trigo e a colza, a dimensdo da amostra final de 500 g corresponde a mais
de 10 000 sementes/graos.

(**)  Se a dimensdo da amostra global for significativamente inferior a 4 kg ou
litros (ver notas de rodapé, ponto 6), também pode ser colhida uma
quantidade menor de amostra final na condigdo de este facto estar descrito
e documentado no relatorio de amostragem.

(***)  Em caso de amostragem de leguminosas, grios de cereais e frutos de
casca rija para determinacdo de residuos de pesticidas, a dimensdo mi-
nima da amostra final ¢ de 1 kg em conformidade com as disposi¢des da
Diretiva 2002/63/CE da Comissdo, de 11 de julho de 2002, que estabe-
lece métodos de amostragem comunitarios para o controlo oficial de
residuos de pesticidas no interior ¢ a superficie de produtos de origem
vegetal ou animal e revoga a Diretiva 79/700/CEE (JO L 187 de
16.7.2002, p. 30).

(****) Em caso de analise por inspe¢do visual ou por microscopia, a dimensao
da amostra final para andlise deve ser de 1 kg.

METODO DE AMOSTRAGEM PARA LOTES MUITO GRANDES
OU LOTES ARMAZENADOS OU TRANSPORTADOS DE MODO
A NAO PERMITIR UMA AMOSTRAGEM DE TODO O LOTE

Principios gerais

Sempre que o tipo de transporte ou armazenagem de um lote ndo
permita colher amostras elementares em todo o lote, a amostragem
deve ser, de preferéncia, efetuada enquanto o lote estiver em movimen-
to.

No caso de grandes armazéns destinados a alimentos para animais, os
operadores devem ser incentivados a instalar equipamentos nos arma-
zéns que permitam uma amostragem (automatica) em todo o lote ar-
mazenado.

Em caso de aplicagdo dos procedimentos de amostragem previstos no
presente ponto, o operador da empresa do setor de alimentos para
animais ou o seu representante sdo informados acerca desses procedi-
mentos. Se os referidos procedimentos de amostragem forem questio-
nados pelo operador ou pelo seu representante, o operador ou o seu
representante deve permitir que a autoridade competente proceda a
amostragem em todo o lote a expensas do operador.

Lotes grandes transportados por navio
Amostragem dinamica de lotes grandes transportados por navio

A amostragem de lotes grandes nos navios deve ser preferencialmente
realizada enquanto o produto estd em movimento (amostragem dinami-
ca).

A amostragem ¢ feita por pordo, podendo os pordes estar fisicamente
separados. Todavia, os pordes sdo esvaziados parcialmente um apds
outro, deixando essa separagdo fisica inicial de existir ap6s a trans-
feréncia para as instalagdes de armazenamento. A amostragem pode,
portanto, ser efetuada em fungdo da separagdo fisica inicial ou da
separagdo existente apds transferéncia para as referidas instalagoes.
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8.2.2.

8.3.

8.4.
8.4.1.

A descarga de um navio pode durar varios dias. Normalmente, as
amostras tém de ser colhidas a intervalos regulares durante todo o
periodo de descarga. Contudo, nem sempre ¢ possivel ou adequado
para um inspetor oficial estar presente para amostragem durante toda
a operagdo de descarga. Por conseguinte, é permitida a amostragem de
uma parte (por¢do amostrada) da totalidade do lote. O numero de
amostras elementares ¢ determinado em fungdo da dimensao da porgdo
amostrada.

Sempre que seja amostrada uma parte de um lote de alimentos para
animais da mesma categoria ou descricdo e seja considerado que essa
parte do lote ndo satisfaz os requisitos da UE, presume-se que todos os
alimentos para animais desse lote se encontram afetados da mesma
forma, a menos que, na sequéncia de uma avaliagdo rigorosa, ndo
sejam detetados indicios de que o resto do lote ndo cumpre os requi-
sitos da UE.

Mesmo quando a amostragem oficial ¢ efetuada de forma automatica, ¢
necessaria a presenca de um inspetor. Contudo, se a amostragem au-
tomatica utilizar pardmetros preestabelecidos que ndo possam ser alte-
rados durante a amostragem e se as amostras elementares forem reco-
lhidas num recipiente selado, impedindo qualquer possivel fraude, a
presenca de um inspetor s6 ¢ exigida no inicio da amostragem, de
cada vez que tenha de ser mudado o recipiente das amostras, e no

final da amostragem.

Amostragem estatica de lotes transportados por navio

No caso de a amostragem ser realizada de forma estatica, t€m de ser
aplicados os procedimentos previstos para as instalagdes de armazena-
gem (silos) acessiveis pelo topo (ver ponto 8.4.1).

A amostragem tem de ser efetuada através da parte acessivel (do topo)
do lote/pordo. O niimero de amostras elementares ¢ determinado em
fun¢do da dimensdo da porgdo amostrada. Sempre que seja amostrada
uma parte de um lote de alimentos para animais da mesma categoria ou
descrigdo e seja considerado que essa parte do lote ndo satisfaz os
requisitos da UE, presume-se que todos os alimentos para animais
desse lote se encontram afetados da mesma forma, a menos que, na
sequéncia de uma avaliagdo rigorosa, nao sejam detetados indicios de
que o resto do lote ndo cumpre os requisitos da UE.

Amostragem de lotes grandes armazenados em armazéns

A amostragem tem de ser efetuada através da parte acessivel do lote. O
nimero de amostras elementares ¢ determinado em fungdo da dimensao
da por¢ao amostrada. Sempre que seja amostrada uma parte de um lote
de alimentos para animais da mesma categoria ou descri¢do e seja
considerado que essa parte do lote ndo satisfaz os requisitos da UE,
presume-se que todos os alimentos para animais desse lote se encon-
tram afetados da mesma forma, a menos que, na sequéncia de uma
avaliagdo rigorosa, ndo sejam detetados indicios de que o resto do lote
ndo cumpre os requisitos da UE.

Amostragem de instalacées de armazenagem (silos)
Amostragem de silos (facilmente) acessiveis pelo topo

A amostragem tem de ser efetuada através da parte acessivel do lote. O
nimero de amostras elementares ¢ determinado em fungdo da dimensao
da por¢do amostrada. Sempre que seja amostrada uma parte de um lote
de alimentos para animais da mesma categoria ou descricdo e seja
considerado que essa parte do lote ndo satisfaz os requisitos da UE,
presume-se que todos os alimentos para animais desse lote se encon-
tram afetados da mesma forma, a menos que, na sequéncia de uma
avaliagdo rigorosa, ndo sejam detetados indicios de que o resto do lote
ndo cumpre os requisitos da UE.
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8.4.2.
8.4.2.1.

8.4.2.2.

8.5.

9.1.

9.2.

Amostragem de silos ndo acessiveis pelo topo (silos fechados)

Silos ndo acessiveis pelo topo (silos fechados)
com dimensdo > 100 toneladas

Os alimentos para animais armazenados neste tipo de silos ndo podem
ser amostrados de forma estatica. Por conseguinte, sempre que os
alimentos para animais no silo tenham de ser amostrados e ndo exista
possibilidade de mové-los, ¢ estabelecido um acordo com o operador
no sentido de informar o inspetor sobre 0 momento em que o silo sera
descarregado, para que possa ser realizada uma amostragem dinamica
dos alimentos.

Silos ndo acessiveis pelo topo (silos fechados)
com dimensao < 100 toneladas

O procedimento de amostragem envolve a introdugdo num recipiente
de uma quantidade de 50 kg a 100 kg e a recolha de uma amostra a
partir dessa quantidade. A dimens3o da amostra global corresponde a
todo o lote e o niimero de amostras elementares ¢ determinado em
fungdo da quantidade libertada do silo para o recipiente de amostragem.
Sempre que seja amostrada uma parte de um lote de alimentos para
animais da mesma categoria ou descricdo e seja considerado que essa
parte do lote ndo satisfaz os requisitos da UE, presume-se que todos os
alimentos para animais desse lote se encontram afetados da mesma
forma, a menos que, na sequéncia de uma avaliagdo rigorosa, ndo
sejam detetados indicios de que o resto do lote ndo cumpre os requi-
sitos da UE.

Amostragem de alimentos a granel em contentores grandes fecha-
dos

Muitas vezes, estes lotes s6 podem ser amostrados quando descarrega-
dos. Em determinados casos, ndo ¢ possivel proceder a descarga no
ponto de importagdo ou de controlo, devendo a amostragem ter lugar
quando os contentores sdo descarregados.

INSTRUCOES RELATIVAS A COLHEITA, A PREPARACAO E AO
ACONDICIONAMENTO DAS AMOSTRAS

Generalidades

As amostras devem ser colhidas e preparadas tdo rapidamente quanto
possivel, tendo em conta as precaugdes necessarias para evitar que o
produto seja alterado ou contaminado. Os instrumentos, as superficies e
os recipientes destinados a receber as amostras t€ém de estar limpos e
secos.

Amostras elementares

As amostras elementares tém de ser colhidas, aleatoriamente e de
forma uniforme em termos de reparticdo, em toda a porgdo de amos-
tragem e apresentar dimensdes aproximadamente equivalentes.

As amostras elementares tém uma dimensdo minima de 100 g ou 25 g
em caso de alimentos grosseiros/forragem com baixa densidade relati-
va.

Sempre que, em conformidade com as regras dos procedimentos de
amostragem estabelecidas no ponto 8, tenham de ser colhidas menos de
40 amostras elementares, a dimensdo dessas amostras ¢ determinada
em funcdo da dimensdo exigida para a amostra global (ver ponto 6).

No caso de amostragem de pequenos lotes de alimentos embalados
relativamente aos quais, de acordo com os requisitos quantitativos,
tenha de ser colhido um nimero limitado de amostras elementares,
cada amostra elementar sera composta pelo conteido de uma unidade
de origem cujo conteudo ndo exceda 1 kg ou 1 litro.

Em caso de amostragem de alimentos embalados constituidos por pe-
quenas unidades (p. ex., < 250 g), a dimensdo das amostras elementa-
res depende da dimensdo de cada unidade.



02009R0152 — PT — 04.04.2024 — 009.001 — 13

No caso de amostras de alimentos para venda a distancia, a dimensdo
das amostras elementares depende da dimensdo de cada unidade e
pode, em casos especificos, ser inferior a 100 g ou a 100 ml.

9.2.1.  Alimentos a granel

Sempre que adequado, a colheita das amostras pode ser efetuada
quando da movimenta¢do do lote (carga ou descarga).

9.2.2.  Alimentos embalados

Apos selecao do numero requerido de unidades amostradas, como in-
dicado no ponto 5, procede-se a colheita de uma parte do contetdo de
cada unidade com o auxilio de uma sonda ou pa. Sempre que neces-
sario, as amostras sdo colhidas depois de se esvaziar separadamente as
unidades.

9.2.3.  Alimentos liquidos ou semiliquidos homogéneos ou homogeneizaveis

Apos selecao do numero requerido de unidades amostradas, como in-
dicado no ponto 5, procede-se a colheita de uma quantidade em cada
unidade apods se ter homogeneizado o conteudo, se necessario.

As amostras elementares podem ser colhidas quando da descarga do
produto.

9.2.4.  Alimentos liquidos ou semiliquidos ndo homogeneizaveis

Apos selecao do numero requerido de unidades amostradas, como in-
dicado no ponto 5, procede-se a colheita das amostras a diferentes
niveis.

As amostras podem igualmente ser colhidas quando da descarga do
produto, mas rejeitando as primeiras fragdes.

Nos dois casos, o volume total colhido ndo pode ser inferior a 10 litros.

9.2.5.  Alimentos em blocos e pedras minerais para lamber

Apos selecdo do ntimero requerido de blocos ou pedras para lamber
amostradas, como indicado no ponto 5, pode ser colhida uma parte de
cada bloco ou pedra. Em caso de suspeita de bloco ou pedra ndo
homogéneo, todo o bloco ou pedra pode ser colhido como amostra.

Para blocos ou pedras para lamber cujo peso unitario ndo exceda 1 kg,
a amostra elementar é composta pelo contetido de um bloco ou pedra
para lamber.

9.3. Preparacao das amostras globais

As amostras elementares devem ser misturadas para formar uma sé
amostra global.

9.4. Preparaciao das amostras finais

O material da amostra global deve ser misturado cuidadosamente (*).

Introduzir cada amostra num recipiente apropriado. Tomar todas as
precaugdes necessarias para evitar qualquer modificagdo da composigao
da amostra ou qualquer contaminac¢éo ou adulteragdo que possam ocor-
rer no decurso do transporte ou armazenagem.

9.4.1.  Substdincias repartidas uniformemente

No caso de controlo de constituintes ou substancias repartidos unifor-
memente nos alimentos para animais, a amostra global pode ser redu-
zida de forma representativa para, pelo menos, 2,0 kg ou 2,0 litros
(amostra reduzida) (?) de preferéncia utilizando um divisor mecanico
ou automatico. Para controlar a presenca de residuos de pesticidas em

(") Se necessario, esmagar os aglomerados (separando-os eventualmente da massa e recons-
tituindo em seguida o todo).
(?) Exceto no caso de alimentos grosseiros/forragem com baixa densidade relativa.
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9.4.2.

9.5.

9.6.

10.

leguminosas, grdos de cereais, e frutos de casca rija, a dimensdo mi-
nima da amostra reduzida serd de 3 kg. Se a natureza dos alimentos
para animais ndo permitir a utilizagdo de um divisor ou ndo estiver
disponivel um divisor, a amostra pode ser reduzida pelo método dos
quartos.

A partir das amostras globais ou das amostras reduzidas, podem ser
colhidas as amostras finais (para efeitos de controlo, recurso e even-
tualmente arbitragem), tendo aproximadamente a mesma quantidade e
respeitando os requisitos quantitativos indicados no ponto 7.

Substancias repartidas ndo uniformemente

No caso de controlo de constituintes, incluindo material geneticamente
modificado, ou substincias suscetiveis de ndo estarem repartidos uni-
formemente nos alimentos para animais, a amostra global deve ser:

i) completamente homogeneizada. A partir das amostras globais ho-
mogeneizadas, podem depois ser colhidas as amostras finais (para
efeitos de controlo, recurso e eventualmente arbitragem), tendo
aproximadamente a mesma quantidade e respeitando os requisitos
quantitativos indicados no ponto 7, ou

ii) reduzida para, pelo menos, 2 kg ou 2 litros (), utilizando um divi-
sor mecanico ou automatico. Apenas quando a natureza dos alimen-
tos para animais ndo permita a utilizagdo de um divisor, pode a
amostra, se necessario, ser reduzida pelo método dos quartos. Para
controlar a presenga de material geneticamente modificado no am-
bito do Regulamento (UE) n.° 619/2011, a amostra reduzida tem de
conter, pelo menos, 35 000 sementes/grdos para obter amostras fi-
nais destinadas ao controlo, recurso e eventualmente arbitragem
contendo, no minimo, 10 000 sementes de cereais [ver nota de
rodapé (**) no ponto 6 e nota de rodapé (*) no ponto 7].

A partir das amostras reduzidas, podem ser colhidas as amostras finais,
tendo aproximadamente a mesma quantidade e respeitando os requisi-
tos quantitativos indicados no ponto 7.

Acondicionamento das amostras

Os recipientes sdo selados e rotulados de forma a impedir a sua aber-
tura sem danificacdo do selo. O rdtulo deve estar totalmente incorpo-
rado no selo. Em alternativa, a amostra pode ser colocada num reci-
piente que terd de ser fechado de forma a ndo permitir a sua abertura
sem danificac@o irreversivel e a impedir a sua reutilizagao.

Envio das amostras para o laboratério

As amostras sdo enviadas sem atrasos desnecessarios para o laboratorio
de analises designado, juntamente com a informagdo necessaria para
proceder a analise.

REGISTO DA AMOSTRAGEM

Tem de ser efetuado um registo de cada amostra, identificando clara-
mente cada por¢do amostrada e a respetiva dimens@o.

O registo deve igualmente mencionar qualquer desvio do procedimento
de amostragem previsto no presente regulamento.

Além de disponibilizado ao laboratério de controlo oficial, o registo
deve ser facultado ao operador da empresa do setor de alimentos para
animais e/ou ao laboratorio designado pelo operador.

(") Exceto no caso de alimentos grosseiros/forragem com baixa densidade relativa.
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11. AMOSTRAS DE ALIMENTOS PARA VENDA A DISTANCIA

— Para uma amostra de alimentos para venda a distancia, o alimento
para animais deve ser solicitado ao operador da empresa do setor de
alimentos para animais através de técnicas de comunicacdo a dis-
tancia. Neste caso, quando a autoridade competente solicita os ali-
mentos para animais ndo ¢ obrigada a identificar-se com uma iden-
tidade oficial ao operador da empresa do setor dos alimentos para
animais, podendo utilizar uma identidade falsa.

— A amostra global e as amostras finais da amostra do alimento para
venda a distancia tém de ser colhidas imediatamente apds a rece¢do
da remessa por pessoas autorizadas para o efeito. Para preparar a
amostra global, tem de ser colhido, aleatoriamente e de forma
uniforme em termos de repartigdo, um niimero adequado de amos-
tras elementares a partir da quantidade total obtida, que ¢ depois
misturado cuidadosamente ou homogeneizado, em conformidade,
tanto quanto possivel, com os principios estabelecidos nos pontos
5, 9.2 e 9.3. Se os alimentos para animais forem embalados em
unidades individuais, devem ser obtidas no minimo quatro unida-
des, a partir das quais ¢ colhida pelo menos uma amostra elementar.
Em casos individuais, quando haja conhecimento de que as unida-
des sdo provenientes de lotes diferentes, o niimero de unidades a
amostrar tem de ser reduzido e limitado as unidades do mesmo lote.
No caso da andlise a amostras de alimentos para venda a distancia
para detecdo de constituintes ou substancias repartidos nao unifor-
memente no alimento para animais, o niimero de amostras elemen-
tares tem de ser, pelo menos, 2,5 vezes superior ao das amostras
analisadas para detecdo de substancias repartidas uniformemente no
alimento.

A partir das amostras globais sdo entdo colhidas as amostras finais
correspondentes (para efeitos de controlo, recurso e eventualmente
arbitragem), em conformidade, tanto quanto possivel, com os prin-
cipios estabelecidos no ponto 9.4 e¢ ¢ declarado no relatorio de
amostragem que se trata de uma amostra de alimento para venda
a distancia. De seguida, a autoridade competente informa imedia-
tamente o operador da empresa do setor de alimentos para animais
acerca da amostragem. O operador ¢ igualmente notificado de que,
sempre que possivel, uma amostra (de recurso) detida pela autori-
dade competente se encontra a sua disposicdo numa localizagdo
especifica, para efeitos de recurso, ou foi enviada para o operador
da empresa do setor de alimentos para animais, ou foi enviada para
o laboratorio designado pelo operador, em conformidade com as
normas nacionais em vigor.

Se a amostra for enviada diretamente para o laboratorio oficial, a
amostra final tem de ser preparada e selada no laboratério por
pessoas autorizadas para o efeito ou na presenga de pessoas auto-
rizadas para o efeito. O relatorio de amostragem da amostra do
alimento para venda a distdncia tem de ser enviado imediatamente
ap0s a preparacdo das amostras finais para a autoridade competente,
que informa o operador da empresa do setor de alimentos para
animais acerca da amostragem.

Considera-se que a quantidade fornecida pelo operador da empresa
do setor de alimentos para animais a autoridade competente repre-
senta uma parte de um lote de alimentos para animais da mesma
categoria ou descri¢do. Nos termos do artigo 15.° do Regulamento
(CE) n.° 178/2002 do Parlamento Europeu € do Conselho ('), se se
concluir que essa parte do lote ndo satisfaz os requisitos da UE,
presume-se que todos os alimentos para animais desse lote se en-
contram afetados da mesma forma, incluindo no caso de amostras
de alimentos para venda a distancia, a menos que, na sequéncia de
uma avaliacdo rigorosa, ndo sejam detetados indicios de que o resto
do lote ndo cumpre os requisitos da UE.

(") Regulamento (CE) n.° 178/2002 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 28 de janeiro

de 2002, que determina os principios e normas gerais da legislacdo alimentar, cria a
Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos e estabelece procedimentos em
matéria de seguranga dos géneros alimenticios (JO L 31 de 1.2.2002, p. 1).
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ANEXO 11

DISPOSICOES GERAIS RELATIVAS AOS METODOS DE ANALISE

DOS ALIMENTOS PARA ANIMAIS

A. PREPARACAO DE AMOSTRAS PARA ANALISE
Objeto

Os procedimentos descritos no presente anexo referem-se a preparacdo
para analise das amostras enviadas aos laboratorios de controlo, apos
uma amostragem efetuada segundo o disposto no anexo I.

As amostras laboratoriais tém de ser preparadas de forma que as quan-
tidades colhidas, como previsto nos métodos de analise, sejam homogé-
neas e representativas das amostras finais.

Além dos procedimentos descritos no presente anexo, devem ser segui-
das as orientagdes para a preparagdo de amostras previstas nas normas
EN ISO 6498.

Precaucdes a tomar

O procedimento de preparacdo da amostra adotado depende dos métodos
de andlise a utilizar e dos constituintes ou substancias a controlar. Im-
porta, pois, que o procedimento aplicado se adeque ao método de analise
utilizado e aos constituintes ou substincias a controlar.

Todas as operagdes tém de ser efetuadas de forma a evitar tanto quanto
possivel a contaminagdo da amostra ou a alteracdo da sua composigao.

Todas as moagens, misturas e peneiramentos devem ser efetuados rapi-
damente, evitando a0 maximo expor a amostra ao ar ¢ a luz. Ndo se
devem usar moinhos ou trituradores suscetiveis de aquecer demasiado a
amostra.

Recomenda-se a moagem manual para os alimentos particularmente sen-
siveis ao calor. Deve ainda garantir-se que o equipamento nio seja uma
fonte de contaminagdo.

A homogeneizagdo da amostra através da preparagdo de uma suspensdo
por mistura de alto cisalhamento com agua permite, por vezes, obter
subamostras mais homogéneas, relativamente as obtidas por homogenei-
zagdo a seco ou moagem, especialmente no caso de substincias quimicas
repartidas de forma heterogénea. No entanto, subamostras homogéneas
podem igualmente ser obtidas através de suficiente moagem a seco.

Em certos casos, tal como para a determina¢do da cravagem do centeio,
impurezas botanicas prejudiciais, etc., a homogeneizagdo da amostra ¢é
obtida através da mistura da amostra e ndo por moagem.

Caso a amostra ndo possa ser preparada sem uma variagdo significativa
do seu teor em humidade, esse teor deve ser determinado antes e depois
da preparagdo pelo método estabelecido na parte A do anexo III.

Procedimento
Procedimento geral

A aliquota de teste ¢ colhida da amostra final homogeneizada. Nao se
recomenda o uso do método dos quartos, dado que pode dar origem a
aliquotas de teste com uma elevada margem de erro de divisdo.
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3.14.

3.2.

Alimentos que podem ser moidos tal como se encon-
tram

— Misturar a amostra final e recolhé-la para um recipiente adequado,
limpo, seco e com fecho hermético. Misturar de novo a fim de
garantir uma homogeneizagdo completa, imediatamente antes de co-
lher a quantidade para analise (aliquota de teste).

Alimentos que podem ser moidos apds secagem

— Salvo indicagdo especifica em contrario nos métodos de analise, secar
a amostra final de maneira a baixar o seu teor de humidade para 8 %
a 12 %, utilizando o processo de pré-dessecagdo indicado no ponto
4.3 do método de determinacao do teor de humidade referido na parte
A do anexo III. Proceder, em seguida, como indicado no ponto 3.1.1.

Alimentos liquidos ou semiliquidos

— Recolher a amostra final para um recipiente adequado, limpo, seco e
com fecho hermético. Misturar cuidadosamente a fim de garantir uma
homogeneizagdo completa, imediatamente antes de colher a quanti-
dade para analise (aliquota de teste).

Outros alimentos

— Caso a amostra final ndo possa ser preparada por qualquer dos pro-
cessos acima indicados, utilizar outro processo de preparagdo apro-
priado que garanta que as quantidades colhidas para analise (aliquotas
de teste) sdo homogéneas e representativas das amostras finais.

Procedimento especifico em caso de analise por inspegdo visual ou por
microscopia ou quando toda a amostra global esteja homogeneizada

— Em caso de exame por inspe¢do visual (sem utilizar um microsco-
pio), toda a amostra global ou final ¢ utilizada para exame.

— Em caso de exame microscopico, o laboratorio pode reduzir a amos-
tra global ou reduzir mais ainda a amostra reduzida. As amostras
finais para efeitos de recurso e eventualmente arbitragem, sdo colhi-
das segundo um procedimento equivalente ao procedimento adotado
para obter a amostra final para efeitos de controlo.

— Caso toda a amostra global esteja homogeneizada, as amostras finais
sdo colhidas da amostra global homogeneizada.

— Para a determinacdo da cravagem do centeio e de impurezas botani-
cas prejudiciais, a amostra final tem de ser dividida em duas suba-
mostras de igual massa, de aproximadamente 500 gramas. Uma su-
bamostra ¢ analisada. Se o resultado das subamostras for igual ou
inferior a 50 % (limiar analitico) do teor méaximo, a amostra cumpre
o teor maximo. Se o resultado for superior a 50 % do teor maximo, ¢
necessario analisar outra subamostra e utiliza-se a média do resultado
das duas subamostras para verificar o cumprimento do teor maximo.

Armazenamento das amostras

As amostras tém de ser armazenadas a uma temperatura que ndo altere a
sua composi¢do. As amostras destinadas a analise de vitaminas ou subs-
tancias particularmente sensiveis a luz devem ser armazenadas em con-
di¢des que impecam que a amostra seja adversamente afetada pela luz.
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B. DISPOSICOES RELATIVAS AOS REAGENTES E EQUIPAMENTOS
UTILIZADOS NOS METODOS DE ANALISE

1. Salvo indicagdo especifica em contrario nos métodos de analise, todos os
reagentes analiticos tém de ser analiticamente puros (a. p.). Para a analise
de vestigios, a pureza dos reagentes tem de ser controlada mediante um
ensaio em branco. Consoante o resultado obtido, podera ou ndo vir a ser
necessaria a sua purificacdo suplementar.

2. Todas as operagdes de preparagdo de solugdes, diluicdo e lavagem men-
cionadas nos métodos de analise sem indicagcdes quanto a natureza do
solvente ou diluente a utilizar significam que devera ser utilizada agua.
Regra geral, a dgua deve ser desmineralizada ou destilada. Em certos
casos, indicados nos métodos de analise, essa agua tem de ser submetida
a processos de purificagdo especificos.

3. Atendendo ao equipamento corrente normalmente presente nos laborato-
rios de controlo, o método de andlise indica apenas o material especial
ou os instrumentos ¢ aparelhos que devam responder a determinadas
condi¢des. Esse material tem de estar bem limpo, em especial quando
tém de ser determinadas quantidades infimas de substancias.

C. APLICACAO DOS METODOS DE ANALISE E EXPRESSAO DOS
RESULTADOS

1. Procedimento de extracio

Varios métodos determinam um procedimento de extragdo especifico.
Regra geral, podem ser usados procedimentos de extragdo diferentes
do indicado no método de analise, desde que o procedimento usado tenha
dado provas de que proporciona, para a matriz em causa, a mesma
eficiéncia de extracdo que o procedimento mencionado no método de
analise.

2. Procedimento de purificacio

Varios métodos indicam um procedimento de purificacdo especifico.
Regra geral, podem ser usados procedimentos de purificagdo diferentes
do indicado no método de anlise, desde que o procedimento usado tenha
dado provas de que proporciona, para a matriz em causa, resultados
analiticos equivalentes aos do procedimento mencionado no método de
analise.

3. Numero de determinacdes

No caso de analise de substancias indesejaveis, se o resultado da primeira
determinagdo for significativamente (> 50 %) inferior a especificacdo a
controlar, ndo s3o necessarias determinagdes adicionais, desde que se
tenham aplicado os procedimentos de qualidade adequados. Nos outros
casos, ¢ necessario um ensaio em duplicado (segunda determinago) para
se excluir a possibilidade de contaminagdo cruzada interna ou de uma
troca acidental de amostras. A média das duas determinagdes ¢ utilizada
para a avaliagdo adicional.

Em caso de controlo dos teores minimo e maximo de aditivos para a
alimentagdo animal, se os resultados da primeira determina¢do forem
superiores ao teor minimo ou inferiores ao teor maximo, ndo sdo neces-
sarias determinagdes adicionais, desde que se tenham aplicado os proce-
dimentos de qualidade adequados. Nos outros casos, ¢ necessario um
ensaio em duplicado (segunda determinag@o) para se excluir a possibili-
dade de contaminag¢do cruzada interna ou de uma troca acidental de
amostras. A média das duas determina¢des ¢ utilizada para a avaliagdo
adicional.

Nos casos em que o controlo incide sobre o teor declarado de uma subs-
tancia ou ingrediente, se o resultado da primeira determinagdo confirmar o
teor declarado, ou seja, se o resultado analitico se situar dentro da gama de
variagdo aceitavel desse teor, ndo sdo necessarias mais determinagdes,
desde que se tenham aplicado os procedimentos de qualidade adequados.
Nos outros casos, ¢ necessario um ensaio em duplicado (segunda determi-
nagdo) para se excluir a possibilidade de contaminag@o cruzada interna ou
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de uma troca acidental de amostras. A média das duas determinagdes ¢
utilizada para a avaliagdo adicional (a média do resultado analitico situa-
-se ou ndo dentro da gama de varia¢do aceitavel do teor declarado).

Em certos casos, a gama de variagdo aceitavel encontra-se estabelecida
na legislagdo, nomeadamente no Regulamento (CE) n.° 767/2009 e no
Regulamento (UE) 2019/4 do Parlamento Europeu e do Conselho (!).

4. Notificacio do método de analise utilizado

O relatério de analise deve mencionar o método de analise utilizado.

5. Notificacio do resultado analitico

O resultado analitico, que deve ser expresso em conformidade com as
indicagcdes dadas no método de analise e conter o devido numero de
algarismos significativos, pode, caso necessario, ser corrigido em fungao
do teor de humidade apresentado pela amostra final antes da sua prepa-
ragdo para analise.

A maioria dos teores regulamentares (nomeadamente os teores maximo e
minimo) na legislagdo da UE no dominio da alimentacdo animal sdo
estabelecidos em relagdo a alimentos para animais com um teor de hu-
midade de 12 %. Por conseguinte, nestes casos, a fim de avaliar o
resultado analitico medido na amostra em relagdo ao teor regulamentar,
¢ necessario que o resultado analitico seja primeiro dividido pelo teor de
matéria seca da amostra (em %) multiplicado por 88, tal como indicado
na formula seguinte:

R o 88 x R ana
%7100 - Me
em que:
Mec: teor de humidade da amostra (em %). Por conseguinte, 100 —
Mc representa o teor de matéria seca da amostra (em %).
R resultado analitico medido na amostra.

R;> o resultado para um alimento para animais com um teor de hu-
midade de 12 %; a avaliar em relagdo ao teor regulamentar.

Além disso, se as seguintes condi¢des forem preenchidas:

— o resultado da analise ¢ significativamente (> 50 %) inferior ou
superior a informagdo constante do rétulo ou a especificagdo a con-
trolar (dependendo se a informagdo constante do rotulo ou a especi-
ficagdo corresponde a um teor maximo ou minimo),

— o teor de humidade do alimento para animais amostrado ¢ conhecido
e pode ser determinado que a corre¢do em fungdo do teor de humi-
dade nao influenciara a avaliagdo,

desde que se tenham aplicado os procedimentos de qualidade ade-
quados e se a analise se destinar exclusivamente a verificar a obser-
vancia das disposi¢oes legislativas, a corregdo em fungdo do teor de
humidade pode ser omitida (p. ex., em casos em que nao existe uma
especificagdo ou um teor regulamentar), a menos que seja necessaria
para a interpretagdo do resultado.

Se o resultado analitico for corrigido em fungdo do teor de humidade, a
incerteza de medi¢ao correspondente tem de ser igualmente corrigida no
mesmo procedimento.

(") Regulamento (UE) 2019/4 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 11 de dezembro

de 2018, relativo ao fabrico, a colocagdo no mercado e a utilizagdo de alimentos
medicamentosos para animais, que altera o Regulamento (CE) n.° 183/2005 do Parla-
mento Europeu e do Conselho e revoga a Diretiva 90/167/CEE do Conselho (JO L 4 de
7.1.2019, p. 1).
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No caso da determina¢do da cravagem do centeio e de impurezas bota-
nicas prejudiciais por inspe¢do visual ou por microscopia, ndo é neces-
saria a corregdo em func¢do do teor de humidade.

6. Incerteza de medicdo analitica e taxa de recuperacio no caso da
analise de substincias indesejaveis

No que diz respeito as substincias indesejaveis na aceg¢do da Dire-
tiva 2002/32/CE, um produto destinado a alimentagdo animal é conside-
rado ndo conforme com o limite maximo fixado se se considerar que o
resultado analitico expresso como a média de duas determinagdes inde-
pendentes, em relagdo a um alimento com um teor de humidade de 12 %,
ultrapassa o limite maximo tendo em conta a incerteza de medigdo ana-
litica expandida utilizando um fator de expansdo de 2, que permite obter
um nivel de confianga de cerca de 95 %, e a corregdo em funcdo da
recuperagdo. Isto significa que, para avaliar a conformidade, usa-se a
concentragdo analisada, corrigida em fungdo da recuperagdo, e subtrai-
-se a incerteza de medi¢do analitica expandida. Este procedimento so é
aplicavel nos casos em que o método de analise permita estimar a in-
certeza de medigdo analitica expandida e a corre¢do em fungdo da recu-
peracdo (p. ex., ndo € necessario no caso de inspegdo visual ou por
microscopia).

Se o resultado analitico da amostra colhida para efeitos de recurso ul-
trapassar o teor maximo (sem ter em conta a incerteza de medigdo
analitica expandida), tal confirma a ndo conformidade em relagdo a
amostra de controlo, na auséncia de normas nacionais especificas a
este respeito.

O resultado analitico sera apresentado do seguinte modo (na medida em
que o método de analise utilizado permita estimar a incerteza de medigao
analitica expandida):

a) Corrigido em fung@o da recuperagdo, quando adequado e pertinente,
facto que tera de ser declarado. A taxa de recuperacdo deve ser citada,
a menos que a corregdo intrinseca de enviesamento faga parte do
procedimento, em que o enviesamento corresponde a diferenca entre
o valor medido e a concentragao de referéncia. Se a taxa de recupe-
racdo se situar entre 90 % e 110 % ndo ¢é necessario efetuar a
correcao;

b) Como «x +/- U», em que x ¢ o resultado analitico e U ¢ a incerteza
de medigdo analitica expandida, utilizando um fator de expansdo de 2
(1), que permite obter um nivel de confianga de cerca de 95 %.

Todavia, se o resultado da analise for significativamente (> 50 %) in-
ferior a especificagdo a controlar e se a analise se destinar exclusiva-
mente a verificar a observancia das disposi¢des legislativas, desde que se
tenham aplicado os procedimentos de qualidade adequados, os valores da
taxa de recuperacdo e da incerteza de medigao analitica expandida podem
ser omitidos (p. ex., em casos em que ndo existe uma especificagdo ou
teor regulamentar), a menos que sejam necessarios para a interpretagdo
do resultado.

7. Incerteza de medicdo analitica e taxa de recuperacio no caso da
andlise do teor de aditivos para a alimentacdo animal

Para verificar a observancia dos aditivos para a alimentagdo animal no
que diz respeito aos teores minimo ¢ maximo autorizados, a presenca de
um aditivo para a alimentagdo animal ¢ considerada ndo conforme com
os teores minimo e maximo fixados se o resultado analitico, expresso
como a média de duas determina¢des independentes, em relagdo a um
alimento para animais com um teor de humidade de 12 %:

— ultrapassar o teor maximo, tendo em conta a incerteza de medi¢do
analitica expandida e a correcao em fungdo da recuperagdo. Isto signi-
fica que, para avaliar a conformidade, usa-se a concentragdo analisada

(") O intervalo de confianga de 95 % pode ser alcangado utilizando outros fatores, como o
fator t.
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(ou seja, a média das duas determinagdes), corrigida em fungdo da
recuperagdo, ¢ subtrai-se a incerteza de medicdo analitica expandida,

— for inferior ao teor minimo, tendo em conta a incerteza de medi¢do
analitica expandida e a correcdo em fungdo da recuperacgdo. Isto
significa que, para avaliar a conformidade, usa-se a concentragdo
analisada (ou seja, a média das duas determinagdes), corrigida em
fungdo da recuperacdo, e soma-se a incerteza de medi¢do analitica
expandida.

Se o resultado analitico da amostra colhida para efeitos de recurso ul-
trapassar o teor maximo (sem ter em conta a incerteza de medi¢do
analitica expandida), tal confirma a ndo conformidade em relagdo a
amostra de controlo, na auséncia de normas nacionais especificas a
este respeito.

O resultado analitico sera apresentado do seguinte modo (na medida em
que o método de analise utilizado permita estimar a incerteza de medigao
analitica expandida):

a) Corrigido em fung@o da recuperacdo, quando adequado e pertinente,
facto que tera de ser declarado. A taxa de recuperagdo deve ser citada,
a menos que a corregdo intrinseca de enviesamento faga parte do
procedimento, em que o enviesamento corresponde a diferenca entre
o valor medido e a concentragdo de referéncia. Se a taxa de recupe-
ragdo se situar entre 90 % e 110 % ndo ¢ necessario efetuar a
corregao;

b) Como «x +/- U», em que x ¢é o resultado analitico (a média de duas
determinagdes) ¢ U ¢ a incerteza de medicdo analitica expandida,
utilizando um fator de expanséo de 2 ('), que permite obter um nivel
de confianca de cerca de 95 %.

(") O intervalo de confianga de 95 % pode ser alcangado utilizando outros fatores, como o

fator t.
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ANEXO 111

METODOS DE ANALISE PARA O CONTROLO DA COMPOSICAO
DAS MATERIAS-PRIMAS PARA A ALIMENTACAO ANIMAL E DOS

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

"

ALIMENTOS COMPOSTOS PARA ANIMAIS

A. DETERMINACAO DA HUMIDADE
Objeto e Ambito de aplicacio

Este método permite determinar o teor de humidade dos alimentos para
animais. Se os alimentos contiverem substancias volateis, como por
exemplo &cidos organicos, deve ter-se em conta que, a par do teor
de humidade, também se mede um ntimero significativo de substancias
volateis.

O método ndo abrange a analise dos produtos lacteos enquanto maté-
rias-primas para a alimenta¢do animal e dos alimentos compostos para
animais constituidos essencialmente de produtos lacteos, a analise das
matérias gordas animais e vegetais nem a analise das sementes e frutos
oleaginosos.

A determinagdo do teor de humidade nas sementes oleaginosas ¢é efe-
tuada utilizando o método previsto na norma EN ISO 665 — Sementes
de oleaginosas - Determinagdo do teor de dgua e matérias voldteis, no
pressuposto de que, antes da determinagdo do teor de humidade, as
sementes de soja tém de ser moidas.

Principio

A amostra ¢ dessecada em condi¢des definidas que variam em fungdo
da natureza do alimento. A perda de massa ¢ determinada por pesagem.
E necessario proceder a uma pré-dessecagio sempre que se trate de
alimentos so6lidos com um elevado teor de humidade.

Equipamento

Triturador construido num material que ndo absorva a humidade, facil
de limpar e que permita uma trituragao rapida e uniforme sem provocar
aquecimento sensivel, que evite o mais possivel o contacto com o ar
exterior, e que satisfaga as exigéncias indicadas nos pontos 4.1.1 ¢ 4.1.2
(p. ex., microtrituradores de martelos ou com arrefecimento por agua,
moinhos de cones desmontaveis, trituradores de movimento lento ou de
discos dentados).

Balanga analitica com uma sensibilidade de 1 miligrama.

Recipientes secos de metal inoxidavel ou de vidro, munidos de uma
tampa hermética; superficie util que permita obter uma repartig¢io da
amostra de ensaio da ordem dos 0,3 g/cm>.

Estufa isotérmica (+ 2 °C) de aquecimento elétrico, com uma regulagio
rapida da temperatura e convenientemente ventilada (').

Estufa de vacuo, com aquecimento elétrico regulavel, munida de uma
bomba de o6leo e quer de um dispositivo de introdugdo de ar quente
seco, quer de um agente desidratante (p. ex., 6xido de calcio).

Exsicador com placa de metal ou de porcelana espessa, perfurada,
contendo um agente desidratante eficaz.

Para a dessecagdo dos cereais, assim como das farinhas e sémolas grossas e finas, a

estufa deve ter uma capacidade térmica tal que, regulada previamente a temperatura de
131 °C, possa atingir de novo esta temperatura menos de 45 minutos apds a colocagdo
do nimero maximo de amostras de ensaio a secar simultancamente. A estufa devera
ainda ter uma ventilagdo tal que, secando durante 2 horas todas as amostras de trigo
mole que pode conter, os resultados apresentem uma diferenga inferior a 0,15 % rela-
tivamente aos resultados obtidos apos quatro horas de dessecacdo.
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4.1.

4.1.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

Procedimento

N.B.: As operagdes descritas nesta sec¢do devem ser efetuadas ime-
diatamente apos a abertura das embalagens que contém as amos-
tras. As analises devem ser efetuadas pelo menos em duplicado.

Preparagdo

Alimentos com exceg¢dao dos mencionados nos pon-
tos 4.1.2 e 4.1.3

Tomar pelo menos 50 g da amostra. Se for necessario, triturar ou
dividir de maneira apropriada para evitar qualquer variagdo do teor
de humidade (ver ponto 6).

Cerecais e sémolas grossas

Tomar pelo menos 50 g da amostra. Moer em particulas, das quais pelo
menos 50 % passem por uma peneira de malhas de 0,5 mm e ndo
deixem mais de 10 % de residuos sobre outro crivo de malhas redondas
de 1 mm.

Alimentos liquidos ou pastosos, alimentos cons-
tituidos essencialmente de matérias gordas

Tomar e pesar, com uma aproximag¢do de 10 mg, cerca de 25 g da
amostra, adicionar-lhe uma quantidade adequada de areia anidra, com
uma aproximag¢do de 10 mg, misturar até a obten¢do de um produto
homogeéneo.

Dessecagdo

Na estufa, secar um recipiente (ponto 3.3) com a tampa, a 103 °C,
durante 30 minutos + 1 minuto. Retirar da estufa e arrefecer até a
temperatura ambiente, no exsicador (ponto 3.6).

Alimentos com excegdo dos mencionados nos pon-
tos 4.2.2 ¢ 4.2.3

Pesar, com uma aproximac@o de 1 mg, o recipiente com a tampa. Pesar
dentro dele, com uma aproximagdo de 1 mg, cerca de 5 g da amostra
repartindo-a uniformemente. Colocar o recipiente destapado na estufa
previamente aquecida a 103 °C. Introduzir o recipiente o mais rapida-
mente possivel, para evitar que a temperatura da estufa des¢a dema-
siado. Deixar secar durante quatro horas, a partir do momento em que a
estufa tiver atingido de novo a temperatura de 103 °C. Abrir a estufa,
colocar imediatamente a tampa no recipiente, retira-lo da estufa, deixar
arrefecer 30 a 45 minutos no exsicador (ponto 3.6) e pesar com uma
aproximacdo de 1 mg.

No caso de alimentos constituidos essencialmente de matérias gordas
(> 50 %), efetuar uma dessecagdo suplementar de 30 minutos na estufa
a 103 °C. A diferenga entre as duas pesagens ndo deve exceder o valor
correspondente a 0,1 % de humidade.

Cereais, farinhas, sémolas grossas e finas

Pesar, com uma aproximagdo de 0,5 mg, o recipiente com a tampa.
Pesar dentro dele, com uma aproximagdo de 1 mg, cerca de 5 g da
amostra triturada, repartindo-a uniformemente. Colocar o recipiente
destapado na estufa previamente aquecida a 130 °C. Introduzir o reci-
piente o mais rapidamente possivel, para evitar que a temperatura da
estufa des¢a demasiado. Deixar secar durante duas horas, a partir do
momento em que a estufa tiver atingido de novo a temperatura de
130 °C. Abrir a estufa, colocar imediatamente a tampa no recipiente,
retira-lo da estufa, deixar arrefecer 30 a 45 minutos no exsicador
(ponto 3.6) e pesar com uma aproximagdo de 1 mg.
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4.2.3.

4.3.

Alimentos compostos contendo mais de 4 % de sa-
carose ou de lactose: matérias-primas para a ali-
mentag¢do animal tais como alfarroba, produtos ce-
reais hidrolisados, germes de malte, rodelas de
beterraba, soluveis de peixe e agucares;

Pesar, com uma aproximagao de 0,5 mg, o recipiente com a tampa.
Pesar dentro dele, com uma aproximagdo de 1 mg, cerca de 5 g da
amostra, repartindo-a uniformemente. Colocar o recipiente destapado
na estufa de vacuo (ponto 3.5) previamente aquecida a uma tempera-
tura entre 80 °C e 85 °C. Introduzir o recipiente o mais rapidamente
possivel, para evitar que a temperatura da estufa des¢a demasiado.

Elevar a pressdo a 100 Torr e deixar secar a esta pressao durante quatro
horas, quer sob uma corrente de ar seco e quente, quer por meio de um
agente desidratante (cerca de 300 g para 20 amostras). Neste ultimo
caso, desligar a bomba de vacuo quando a pressdo indicada tiver sido
atingida. Contar o tempo de secagem a partir do momento em que a
estufa tiver atingido de novo a temperatura de 80 °C a 85 °C. Reduzir
cuidadosamente a pressdo no interior da estufa até a pressdo atmosfé-
rica. Abrir a estufa, tapar imediatamente o recipiente, retird-lo da es-
tufa, deixar arrefecer durante 30 a 45 minutos no exsicador (ponto 3.6)
e pesar com uma aproximagdo de 1 mg. Proceder a uma dessecagao
complementar de 30 minutos na estufa de vdcuo a uma temperatura
entre 80 °C e 85 °C e pesar novamente. A diferenga entre as duas
pesagens nao deve exceder o valor correspondente a 0,1 % de humi-
dade.

Pré-dessecagdo (parcial)

Os alimentos «humidos», com uma fragdo massica inferior a 85 % de
matéria seca (p. ex., forragens, ragdes completas, alimentos para ani-
mais nao liquidos), tém de ser parcialmente dessecados antes de serem
moidos finamente, a fim de analisar as suas substancias estaveis; a
dessecagdo parcial ndo ¢ possivel para a determinagdo de substdncias
instaveis.

A dessecagdo parcial pode ser efetuada utilizando uma estufa com
ventilagdo forgada ou um forno de micro-ondas ou por liofilizagao.
Exceto no caso de dessecagdo parcial por liofilizagdo, o objetivo ¢é
secar o alimento para animais a uma temperatura estavel inferior
a 60 °C, a fim de que a composi¢do quimica sofra apenas alteragdes
minimas. A dessecacdo a temperaturas superiores a 60 °C conduz a
alteracdes na composi¢do quimica do alimento (nomeadamente degra-
dagdo proteica). O alimento dessecado ¢ estabilizado durante cerca de
15 minutos a temperatura ambiente, antes de se proceder a medi¢do da
matéria seca parcial, de modo a minimizar a potencial alteragdo no teor
de humidade durante o processo de moagem e armazenamento. A
dessecagdo a temperaturas inferiores a 60 °C ndo retira toda a agua
do alimento para animais; por conseguinte, a matéria seca total do
alimento ndo ¢ obtida apos uma pré-dessecagdo parcial. Apos a desse-
cagdo, a subamostra ¢ moida e analisada para determinagdo da matéria
seca (final) da amostra parcialmente seca (o teor de humidade restante
de 3 % a 15 %) quando os outros constituintes quimicos sdo determi-
nados.

Por conseguinte, recomenda-se um procedimento em duas etapas para a
determinagdo da matéria seca. Primeiro, determinar o teor parcial de
matéria seca (se inferior a 85 % de matéria seca), em seguida, deter-
minar o restante teor de matéria seca numa amostra de ensaio moida e
calcular o teor total de matéria seca multiplicando o valor de matéria
seca parcial pelo valor de matéria seca restante.

Calculo dos resultados

O teor de humidade (X), em percentagem da amostra, ¢ dado pelas
seguintes formulas:
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5.1. Dessecagdo sem pré-dessecagdo

X = (m) % 100
m

em que:

m massa inicial, em gramas, da amostra de ensaio,
my = massa, em gramas, da amostra de ensaio seca.

5.2. Desseca¢do com pré-dessecagao (1)

- X 100 X
X, = <mzmo)m1+m_ml} oo (1_ u)
my m m X my

em que:

m = massa inicial, em gramas, da amostra de ensaio,

m; = massa, em gramas, da amostra de ensaio, depois da pré-desse-
cacdo,

m, = massa, em gramas, da amostra de ensaio depois da trituragdo ou
moagem,

m, = massa, em gramas, da amostra de ensaio seca.

5.3. Repetibilidade

A diferenca entre os resultados de duas determinagdes paralelas efe-
tuadas com a mesma amostra ndo deve exceder 0,2 % do valor abso-
luto da humidade, exceto no caso de alimentos humidos para animais
de companhia e produtos de roer para caes, em que a diferenca nio
deve exceder 0,5 % do valor absoluto da humidade.

6. Observacgao

Se for necessaria uma triturag¢do e dela resultar uma variagdo do teor de
humidade do produto, os resultados da analise que dizem respeito aos
componentes do alimento devem ser corrigidos de acordo com o teor
de humidade da amostra inicial.

B. DETERMINACAO DA HUMIDADE NAS MATERIAS GORDAS
ANIMAIS E VEGETAIS

1. Objeto e ambito de aplicacio

O método permite determinar o teor em humidade (dgua e outras
matérias volateis) das matérias gordas animais e vegetais.

2. Principio

A amostra ¢ seca a 103 °C até massa constante (a perda de massa entre
duas pesagens sucessivas deve ser igual ou inferior a 1 mg). A perda
de massa ¢ determinada por pesagem.

3. Equipamento

3.1 Capsula de fundo plano, em material resistente a corrosdo, didmetro: 8
a 9 cm, altura: cerca de 3 cm.

3.2. Termoémetro com globo refor¢ado e camara de dilatagdo na extremi-
dade superior, graduado de cerca de 80 °C a pelo menos 110 °C,

comprimento: cerca de 10 cm.

3.3. Banho de areia ou placa de aquecimento elétrica.

(") Para mais detalhes no que diz respeito ao célculo, remete-se para a norma EN ISO 6498

— Alimentos para animais — Diretrizes para preparacdo de amostras.
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3.4. Exsicador, contendo um agente desidratante eficaz.
3.5. Balanga analitica.
4. Procedimento

Pesar, com uma aproximagdo de 1 mg, cerca de 20 g da amostra
homogeneizada na capsula (ponto 3.1) seca e com tara calculada, con-
tendo o termometro (ponto 3.2). Aquecer em banho de areia ou placa
de aquecimento (ponto 3.3), agitando constantemente com a ajuda do
termometro, de modo a que a temperatura atinja 90 °C em cerca de 7
minutos.

Reduzir a intensidade do aquecimento, atendendo a frequéncia com que
as bolhas sobem do fundo do recipiente. A temperatura ndao pode
ultrapassar 105 °C. Continuar a agitar, raspando o fundo da capsula
até que cesse a formagao de bolhas.

A fim de assegurar a eliminagdo total da humidade, repetir varias vezes
o aquecimento a 103 °C + 2 °C, arrefecendo até 93 °C entre os
aquecimentos sucessivos. Em seguida deixar arrefecer no exsicador
(ponto 3.4) até que atinja a temperatura ambiente e pesar. Repetir
esta operacdo até que a perda de massa entre duas pesagens sucessivas
deixe de exceder 2 mg.

N.B.: Um aumento de massa da amostra apos aquecimento repetido
indica uma oxidagdo da gordura. Neste caso, calcular o resultado
a partir da pesagem efetuada imediatamente antes do comego do
aumento de massa.

5. Calculo dos resultados

O teor de humidade (X) em percentagem da amostra ¢ dado pela

formula:
100
X = (m1 — mz) X —
m
em que:
m = massa, em gramas, da amostra de ensaio,

m; = massa, em gramas, da capsula com o respetivo conteudo, antes
do aquecimento,

m, = massa, em gramas, da capsula com o respetivo conteudo, apds
aquecimento.

Os resultados inferiores a 0,05 % devem ser registados com a referén-
cia «inferior a 0,05 %».

Repetibilidade

A diferenca entre os resultados obtidos em duas determinagdes parale-
las efetuadas com a mesma amostra ndo pode exceder 0,1 % em valor
absoluto.

C. DETERMINACAO DO TEOR DE AZOTO E CALCULO DO TEOR DE
PROTEINA BRUTA

1. Objeto e ambito de aplicacio

O presente método permite determinar o teor de proteina bruta dos
alimentos para animais com base no teor de azoto, determinado pelo
método de Kjeldahl (1).

(") O teor de azoto pode ser determinado em todos os alimentos para animais, no entanto, o

fator de conversio de 6,25 para o calculo do teor de proteina bruta pode ndo ser
aplicavel no caso de matérias para a alimentagdo animal a base de insetos (fator de
conversdo inferior) e de determinados alimentos para animais de companhia e proteinas
do plasma sanguineo (fator de conversdo superior).
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Principio

A amostra ¢ mineralizada com acido sulfurico, na presenga de um
catalisador. A soluc@o acida ¢é alcalinizada por adicdo de uma solugdo
de hidroxido de sodio. O amoniaco ¢ destilado e recolhido numa

quantidade determinada de acido sulftrico, cujo excesso ¢ titulado
com uma solucgdo-padrao de hidroxido de sodio.

Alternativamente, o amoniaco libertado ¢ destilado numa solugdo de
acido boérico em excesso, seguido de titulagdo com uma solucdo de
acido cloridrico ou sulftrico.

Reagentes

Sulfato de potassio.

Catalisador: 6xido de cobre (II), CuO, ou sulfato de cobre (II) penta-
-hidratado, CuSO,4 5H,0.

Zinco granulado.

Acido sulfurico, p20 = 1,84 g/ml.

Acido sulfarico, solu¢do volumétrica padrao, c(H,SO4) = 0,25 mol/l.
Acido sulfurico, solugio volumétrica padrao, c(H,SO4) = 0,10 mol/l.
Acido sulfarico, solugio volumétrica padrio, c(H,SO,) = 0,05 mol/l.

Indicador vermelho de metilo: dissolver 300 mg de vermelho de metilo
em 100 ml de etanol, o = 95-96 % (v/v).

Solugdo de hidroxido de sodio (pode utilizar-se uma solugdo de pureza
técnica), £ = 40 g/100 ml (m/v: 40 %).

Hidroxido de soédio, solugdo volumétrica padrao, c(NaOH)
0,25 mol/l.

Hidréxido de sdédio, solugdo volumétrica padrao, c(NaOH) =
0,10 mol/l.

Pedra-pomes granulada, lavada em 4cido cloridrico e inflamada.
Acetanilida (p.f. = 114 °C, teor de N = 10,36 %).

Sacarose (isenta de azoto).

Acido bérico (H;BO3).

Solugdo de indicador vermelho de metilo: dissolver 100 mg de verme-
lho de metilo em 100 ml de etanol ou metanol.

Solugdo de verde de bromocresol: dissolver 100 mg de verde de bro-
mocresol em 100 ml de etanol ou metanol.

Solugdo de acido borico (10 g/l a 40 g/l, em fung¢do do equipamento
utilizado).

Se se aplicar a dete¢do colorimétrica do ponto final, deve adicionar-se
os indicadores vermelho de metilo e bromocresol as solugdes de acido
boérico. Se se preparar 1 | de solugdo de acido borico, adicionam-se,
antes de ajustar o volume, 7 ml de solugdo de indicador vermelho de
metilo (ponto 3.16) e 10 ml de solug@o de verde de bromocresol (ponto
3.17).

O pH das solugdes de acido borico preparadas pode diferir em fungdo
da agua usada. O pH da solucdo de acido boérico tem de estar com-
preendido entre 4,3 e 4,7. Por vezes, ¢ necessario efetuar um ajuste
com um pequeno volume de uma solugdo alcalina a fim de obter um
resultado positivo no ensaio em branco.
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5.2

5.2.1.

5.2.2.

Nota: Com a adigdo de cerca de 3 a 4 ml de NaOH (ponto 3.11) a 11
de acido borico 10 g/l consegue-se normalmente um bom ajuste.
A solugdo deve ser armazenada a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz e de fontes de vapores de amoniaco.

Acido cloridrico, solu¢@o volumétrica padrao, c(HCl) = 0,10 mol/l.

Nota: Podem usar-se outras concentragdes das solucdes volumétricas
(pontos 3.5, 3.6, 3.7, 3.10, 3.11, e 3.19) desde que se efetue a
respetiva corre¢do no calculo dos resultados. As concentragdes
devem sempre ser expressas com quatro casas decimais.

Equipamento

Equipamento adequado para efetuar a mineralizagdo, a destilagdo ¢ a
titulagdo pelo método de Kjeldahl.

Procedimento
Mineraliza¢ao

Pesar, com uma aproximagao de 0,001 g, 1 g de amostra e transferi-la
para o recipiente do aparelho de mineralizagdo. Adicionar 15 g de
sulfato de potassio (ponto 3.1), uma quantidade adequada de catalisador
(ponto 3.2) [0,3 a 0,4 g de oxido de cobre (II) ou 0,9 a 1,2 g de sulfato
de cobre (II) penta-hidratado], 25 ml de acido sulfurico (ponto 3.4) e,
se necessario, alguns granulos de pedra-pomes (ponto 3.12), misturan-
do.

Comegar por aquecer moderadamente a mistura, agitando ocasional-
mente se necessario, até a carbonizagdo completa da massa e o desa-
parecimento da espuma. Aquecer seguidamente de um modo mais
vigoroso até a ebuli¢do; o aquecimento é adequado quando se observar
a condensacdo do acido nas paredes do recipiente. Evitar o sobreaque-
cimento lateral e a adesdo de particulas organicas as paredes.

Quando a solugdo ficar limpida ¢ assumir um tom verde-claro, conti-
nuar a ebulicdo durante mais duas horas, arrefecendo de seguida.

Destilagdo

Adicionar cuidadosamente uma quantidade de agua adequada para a
dissolugdo completa dos sulfatos. Deixar arrefecer e adicionar, se ne-
cessario, alguns granulos de zinco (ponto 3.3). Proceder de acordo com
o disposto nos pontos 5.2.1 ou 5.2.2.

Destilagdao com recolha em acido sulfarico

Colocar no baldao de recolha do dispositivo de destilagdo 25 ml, rigo-
rosamente medidos, de acido sulftrico (ponto 3.5) ou (ponto 3.7), em
fungdo do teor presumido de azoto. Adicionar algumas gotas de ver-
melho de metilo (ponto 3.8).

Adaptar o recipiente de mineralizagdo ao refrigerante do dispositivo de
destilagdo, imergindo a extremidade do refrigerante no liquido contido
no baldo de recolha, at¢ uma profundidade minima de 1 cm (ver
observagdo no ponto 8.3). Juntar cuidadosamente 100 ml de solugdo
de hidroxido de sodio (ponto 3.9) ao recipiente de mineralizagdo, evi-
tando perdas de amoniaco (ver observagdo no ponto 8.1). Aquecer o
recipiente até a destilagdo completa do amoniaco.

Destilagdo com recolha em acido boérico

Sempre que a titulagdo do teor de amoniaco no destilado for realizada
manualmente, aplica-se o procedimento mencionado a seguir. Se a
unidade de destilagdo for totalmente automatizada e incluir a titulagdo
do teor de amoniaco no destilado, seguir as instru¢des do fabricante.
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5.3.

5.4.

Colocar um baldo de recolha com 25 a 30 ml da solu¢do de acido
boérico (ponto 3.18) sob a saida do refrigerante de forma que o tubo de
saida se situe sob a superficie da solu¢do de acido borico em excesso.
Regular a unidade de destilagdo de forma a adicionar 50 ml da solugdo
de hidroxido de sodio (ponto 3.9). Colocar a unidade de destilagdo em
funcionamento de acordo com as instrugdes do fabricante e destilar o
amoniaco libertado com a adigdo da solugdo de hidroxido de sodio.
Recolher o destilado na solugdo de acido borico. A quantidade de
destilado (duragdo da destilagdo por arrastamento de vapor) depende
da quantidade de azoto na amostra. Seguir as instrugdes do fabricante.

Nota: Numa unidade de destilagdo semiautomatica, a adi¢do de hidro-
xido de sodio em excesso e a destilagdo por arrastamento de
vapor sdo realizadas automaticamente.

Titulagdo

Proceder de acordo com o disposto nos pontos 5.3.1 ou 5.3.2.

Acido sulfuarico

Titular o excesso de acido sulftrico existente no baldo de recolha com
a solucdo de hidroxido de sodio (pontos 3.10 ou 3.11), em funco da
concentragdo de acido sulfurico utilizada, até atingir o ponto final.

Acido borico

Com o auxilio de uma bureta, titular o contetido do baldo de recolha
com a solugdo volumétrica padrao de acido cloridrico (ponto 3.19) ou
com a solugdo volumétrica padrio de acido sulftrico (ponto 3.6) e
registar o volume de solugdo titulante usada.

Se se aplicar a detegdo colorimétrica do ponto final, este ¢ atingido
assim que a solucdo comeca a adquirir uma cor rosa. A leitura da
bureta ¢ feita com uma aproximacdo de 0,05 ml. A visualizagdo do
ponto final pode ser facilitada pelo uso de uma placa de agitagdo
magnética dotada de iluminacdo ou de um detetor fotométrico.

Esta operagdo pode ser feita automaticamente se se usar um dispositivo
de destilagao por arrastamento de vapor com titulagdo automatica.

Para o funcionamento do destilador ou destilador/titulador, seguir as
instrugdes do fabricante.

Nota: Quando se usa um sistema de titulagdo automatica, a titulagdo
comeca assim que se da inicio a destilacdo e usa-se a solugdo de
acido borico a 1 % (ponto 3.18).

Se se recorrer a uma unidade de destilagdo totalmente automatizada, a
titulagdo do amoniaco também se pode fazer com a detecdo do ponto
final através de um sistema potenciométrico de medi¢ao do pH.

Neste caso, usa-se um titulador automatico com um medidor de pH. O
medidor de pH deve estar devidamente calibrado no intervalo de pH 4
a 7, segundo procedimentos laboratoriais normais.

O ponto final da titulagdo ¢ atingido a um pH de 4,6, correspondente
ao ponto de inflexdo da curva de titulagdo (ponto de maior declive).

Ensaio em branco

Com vista a confirmar a auséncia de azoto nos reagentes, efetuar um
ensaio em branco (mineralizagdo, destilagdo e titulagdo) utilizando 1 g
de sacarose (ponto 3.14) em vez da amostra.
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6.1.

6.2.
6.2.1.

6.2.2.

Calculo dos resultados

Os calculos efetuam-se em conformidade com os pontos 6.1 ou 6.2.
Calculo para a titulagdo em conformidade com o ponto 5.3.1

O teor de proteina bruta, expresso em percentagem ponderal, ¢ dado
pela formula seguinte:

(Vo— V1) x ¢ x 0,014 x 100 x 6,25
m

em que:

Vo = volume, em ml, de NaOH (pontos 3.10 ou 3.11) utilizado no
ensaio em branco,

V; = volume, em ml, de NaOH (pontos 3.10 ou 3.11) utilizado na
titulagdo da amostra,

¢ = concentragdo, em mol/l, da solugdo de hidréxido de sodio (pon-
tos 3.10 ou 3.11),

m = massa (g) da amostra.

Cdlculo para a titulagdo em conformidade com o ponto 5.3.2

Titulagdo com acido cloridrico

O teor de proteina bruta, expresso em percentagem ponderal, ¢ dado
pela formula seguinte:

(V1 - V()) xcx1,4x%x625
m

em que:

m massa (g) da toma de ensaio,

o
Il

concentragdo, em mol/l, da solu¢ao volumétrica padrao de acido
cloridrico (3.19),

Vo = volume, em ml, de acido cloridrico utilizado no ensaio em
branco,

V, = volume, em ml, de acido cloridrico utilizado na toma de ensaio.
Titulagdo com acido sulfurico

O teor de proteina bruta, expresso em percentagem ponderal, ¢ dado
pela formula seguinte:

(V1= Vo) X ¢ x 28 %625
m

em que:

m massa (g) da toma de ensaio,

¢ = concentragdo, em mol/l, da solu¢do volumétrica padrao de acido
sulftrico (3.6),

Vo = volume, em ml, de acido sulfurico (3.6) utilizado no ensaio em
branco,

V; = volume, em ml, de acido sulftrico (3.6) utilizado na toma de
ensaio.
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7.2.

7.3.

8.2.

8.3.

8.4.

Verificacdo do método

Repetibilidade

A diferenca entre os resultados de duas determinagdes paralelas efe-
tuadas com a mesma amostra ndo deve exceder:

— 0,4 %, em valor absoluto, para teores de proteina bruta inferiores
a 20 %,

— 2,0 % do maior dos valores, para teores de proteina bruta com-
preendidos entre 20 % e 40 %,

— 0,8 %, em valor absoluto, para teores superiores a 40 %.

Reprodutibilidade

A diferenga entre os resultados de duas determinagdes efetuadas com a
mesma amostra em laboratdrios diferentes ndo deve exceder:

— 1,8 %, em valor absoluto, para teores de proteina bruta inferiores
a 20 %,

— 9,0 % do maior dos valores, para teores de proteina bruta com-
preendidos entre 20 % e 40 %,

— 3,6 %, em valor absoluto, para teores superiores a 40 %.

Exatidao

Efetuar a analise (mineralizagdo, destilacdo e titulagdo) numa quanti-
dade adequada de acetanilida (ponto 3.13) (p. ex., 0,2 g a 0,3 g) na
presenga de 1 g de sacarose (ponto 3.14); 1 g de acetanilida devera
consumir 14,80 ml de acido sulfurico (ponto 3.5). A taxa de recupe-
ragdo deve ser de, pelo menos, 99 %.

Observagoes

O equipamento utilizado pode ser de tipo manual, semiautomatico ou
automatico. Se for necessario efetuar uma operagdo de transferéncia
entre os processos de mineralizagdo e destilagdo, ndo deverdo obser-
var-se perdas. Se o recipiente do dispositivo de destilacdo ndo se en-
contrar munido de uma ampola de carga, adicionar o hidroxido de
sodio imediatamente antes de adaptar o recipiente ao refrigerante, ver-
tendo o liquido cuidadosamente ao longo das paredes.

Se o residuo da mineralizacdo solidificar, recomegar o processo, utili-
zando um volume de acido sulfurico (ponto 3.4) superior ao especifi-
cado no ponto 5.1.

No caso de produtos com baixo teor de azoto, o volume de acido
sulftrico (ponto 3.7) a adicionar ao baldo de recolha pode ser reduzido,
se necessario, para 10 ou 15 ml e diluido para 25 ml com agua.

Em analises de rotina, pode recorrer-se a métodos alternativos para a
determinagdo da proteina bruta, mas o método Kjeldahl descrito na
presente parte C é o método de referéncia. Deve demonstrar-se, para
cada matriz individualmente, a equivaléncia dos resultados obtidos com
o método alternativo (p. ex., DUMAS) em comparagdo com o método
de referéncia. Dado que os resultados obtidos com métodos alternati-
vos, mesmo depois de verificada a sua equivaléncia, podem apresentar
um pequeno desvio em relagdo aos resultados derivados do método de
referéncia, € necessario mencionar no relatério analitico o método de
analise usado na determinagdo da proteina bruta.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

4.2.

4.3.

5.2

D. DETERMINACAO DA UREIA
Objeto e ambito de aplicacio

Este método permite determinar o teor de ureia utilizada como aditivo
em alimentos para ruminantes.

Principio

Suspende-se a amostra em agua juntamente com um agente clarificante
e filtra-se. Determina-se o teor de ureia do filtrado, apds a adigdo de 4-
-dimetilaminobenzaldeido (4-DMAB), medindo a densidade Otica a um
comprimento de onda de 420 nm.

Reagentes

Solugdo de 4-dimetilaminobenzaldeido: dissolver 1,6 g de 4-DMAB em
100 ml de etanol a 96 % e juntar 10 ml de acido cloridrico (p,o:
1,19 g/ml). O tempo de conservagdo maximo deste reagente ¢ de
duas semanas.

Solugdo de Carrez I: dissolver, em agua, 21,9 g de acetato de zinco, Zn
(CH5C00),2H,0, e 3 g de acido acético glacial. Perfazer o volume de
100 ml com agua.

Solugdo de Carrez II: dissolver em agua 10,6 g de ferrocianeto de
potassio, K4Fe(CN)g3H,0. Perfazer o volume de 100 ml com agua.

Carvao ativado, ndo absorvente da ureia (a verificar).

Solugdo de ureia a 0,1 % (m/v).

Equipamento

Misturador basculante: cerca de 35 a 40 rotagdes por minuto.

Tubos de ensaio: 160 x 16 mm, com tampa esmerilada.

Espetrofotometro.

Procedimento
Analise da amostra

Pesar, com uma aproximag¢do de 1 mg, 2 g de amostra, introduzi-la
com | g de carvdo ativado (ponto 3.4) num baldo volumétrico de 500
ml. Juntar 400 ml de agua e 5 ml de solugdo de Carrez I (ponto 3.2),
misturar durante cerca de 30 segundos e juntar em seguida 5 ml de
solu¢do de Carrez II (ponto 3.3). Misturar durante 30 minutos no
misturador. Completar o volume com agua, agitar e filtrar.

Recolher 5 ml de filtrado limpido e incolor e transferi-los para os tubos
de ensaio com tampa esmerilada, juntar 5 ml de solu¢do de 4-DMAB
(ponto 3.1) e misturar. Colocar os tubos em banho-maria a 20 °C (+ 4 °
C). Decorridos 15 minutos, medir a densidade otica da solugdo de
amostra, com o espetrofotdometro, a 420 nm. Comparar com a solugao
de reagentes feita no ensaio em branco.

Curva de calibra¢do

Recolher volumes de 1, 2, 4, 5 ¢ 10 ml de solugdo de ureia (ponto 3.5),
introduzi-los em baldes volumétricos de 100 ml, completando os vo-
lumes com agua. De cada um dos baldes, retirar 5 ml de solugdo e
juntar 5 ml de solugdo de 4-DMAB (ponto 3.1), homogeneizar e medir
a densidade otica, como referido, por comparagdo com uma solugdo de
referéncia com 5 ml de 4-DMAB e 5 ml de 4gua, isenta de ureia.
Tragar a curva de calibragdo.
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7.2.

Calculo dos resultados
A partir da curva de calibracdo, determinar a quantidade de ureia na
amostra.

Exprimir o resultado em mg de ureia por kg de amostra.

Avaliacdo do método

Repetibilidade

A diferenga entre os resultados de duas determinagdes efetuadas na
mesma amostra, no mesmo laboratério e pelo mesmo analista, ndo
deve exceder:

— a 420 nm:

— 50 % do maior dos valores, para teores de ureia compreendidos
entre 3 000 mg/kg e 5 000 mg/kg,

— 25 % do maior dos valores, para teores de ureia compreendidos
entre 5 000 mg/kg e 7 000 mg/kg,

— 20 % do maior dos valores, para teores de ureia iguais ou
superiores a 7 000 mg/kg,

— a 435 nm:

— 40 % do maior dos valores, para teores de ureia compreendidos
entre 3 000 mg/kg ¢ 5000 mg/kg,

— 25 % do maior dos valores, para teores de ureia compreendidos
entre 5 000 mg/kg ¢ 9 000 mg/kg,

— 5 % do maior dos valores, para teores de ureia iguais ou supe-
riores a 9 000 mg/kg.

Reprodutibilidade

A diferenga entre os resultados de duas determinagdes efetuadas com a
mesma amostra em laboratorios diferentes e/ou por analistas diferentes
ndo deve exceder:

— a 420 nm:

— 3000 mg/kg, em valor absoluto, para teores de ureia compreen-
didos entre 3 000 mg/kg e 12 000 mg/kg,

— 4500 mg/kg, em valor absoluto, para teores de ureia iguais ou
superiores a 12 000 mg/kg.

— a 435 nm:

— 50 % do maior dos valores, para teores de ureia compreendidos
entre 3 000 mg/kg e 8 000 mg/kg,

— 25 % do maior dos valores, para teores de ureia iguais ou
superiores a 8 000 mg/kg.

Resultados de um estudo colaborativo

Foi organizado um exercicio de comparagdo interlaboratorial na UE, no
qual participaram 18 laboratorios. Foram analisadas cinco amostras
positivas de alimentos compostos para ruminantes, designadas MAT
nos quadros 1 e 2 (1 andlise), em duplicados em ensaio cego, e foi
analisada uma vez uma amostra em branco de um alimento composto
para ruminantes.

Apos a exclusdo de valores andmalos, foram efetuados os calculos para
os limites de repetibilidade (r) e de reprodutibilidade (R), tal como
definidos por orienta¢des internacionais, utilizando a analise de varian-
cia dos valores validos.
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Os valores de desempenho analitico calculados (repetibilidade e repro-
dutibilidade) sdo apresentados nos quadros seguintes. De todas as
amostras analisadas, incluindo o material em branco, ndo foram encon-
trados quaisquer falsos positivos ou falsos negativos.

Quadro 1

Caracteristicas de desempenho analitico para a ureia medida a A = 420 nm, em todas as matérias-

-primas
MAT 2 MAT 5 MAT 3 MAT 4 MAT 6
Ovinos Bovinos Ovinos Ovinos Bovinos
Valor conhecido da fragdo massica (mg/kg) 3000 5000 7001 9036 11 000
Valor médio da fracdo massica (mg/kg) 4241 6993 7 830 9962 12 071
Desvio-padrao da reprodutibilidade, 1141 1303 985 994 1711
sr (mgrkg)
Desvio-padrdo da repetibilidade, 723 601 549 712 737
s: (mg/kg)
Desvio-padrdo relativo da reprodutibilidade, 27 19 13 10 14
RSDr (%)
Desvio-padrdo relativo da repetibilidade, 17 9 7 7 6
RSD,. (%)
Limite de reprodutibilidade, R 3195 3 649 2759 2784 4790
[R = 2,8 x sz]
Limite de repetibilidade, r 2024 1 684 1536 1994 2 064
[r =28 xs]
Quadro 2

Caracteristicas de desempenho analitico para a ureia medida a A

= 435 nm, em todas as matérias-

-primas

MAT 2 MAT 5 MAT 3 MAT 4 MAT 6

Ovinos Bovinos Ovinos Ovinos Bovinos
Valor conhecido da fragdo massica (mg/kg) 3000 5000 7001 9036 11 000
Valor médio da fragdo massica (mg/kg) 4101 6467 7890 10 062 11 642
Desvio-padrdo da reprodutibilidade, 706 1194 675 745 1378
s (mg/kg)
Desvio-padrao da repetibilidade, 570 628 613 196 167
sy (mg/kg)
Desvio-padrao relativo da reprodutibilidade, 17 18 9 7 12
RSDr (%)
Desvio-padrao relativo da repetibilidade, 14 10 8 2 1
RSD, (%)
Limite de reprodutibilidade, R 1977 3344 1 889 2087 3 859
[R = 2,8 x sg]
Limite de repetibilidade, r 1596 1759 1715 549 467
[r =28 xs]
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9. Observagoes

9.1. Para teores de ureia superiores a 3 %, reduzir a amostra de ensaio para
1 g, ou diluir a solugdo inicial, para que o teor de ureia por cada 500
ml ndo seja superior a 50 mg.

9.2. Para teores de ureia pouco elevados, aumentar o peso da amostra, sem
deixar, no entanto, que a quantidade de amostra impega o filtrado de
ficar limpido e incolor.

9.3. Os resultados acima referidos, obtidos em ensaios colaborativos, indi-
cam que ndo existe uma diferenga significativa na precisdo no que diz
respeito ao teor de ureia medido a 420 nm e a 435 nm.

E. DETERMINACAO DOS AMINOACIDOS (COM EXCECAO DO
TRIPTOFANO)

Os métodos de analise a utilizar na determinagdo dos aminoacidos
(com excecao do triptofano) sdo:

— EN ISO 13903 — Animal feeding stuffs — Determination of amino
acids content (Alimentos para animais — Determinagdo do teor de
aminoacidos),

— EN ISO 17180 —Animal feeding stuffs — Determination of lysine,
methionine, and threonine in commercial amino acid products and
premixtures (') (Alimentos para animais — Determinagdo de lisina,
metionina e treonina em produtos comerciais a base de aminoacidos
e em pré-misturas),

— o método de andlise a seguir descrito, nos pontos 1 a 10.

1. Objeto e ambito de aplicacio

O presente método destina-se a determinacao do teor de aminoacidos
livres (naturais e de sintese) e aminoacidos totais (ligados e livres) em
matérias-primas para a alimentagdo animal, alimentos compostos para
animais e pré-misturas contendo menos de 10 % (*) de cada aminoa-
cido, utilizando um analisador de aminoacidos. O método ¢é aplicavel a
determinagdo dos seguintes aminodacidos: cistina/cisteina, metionina,
lisina, treonina, alanina, arginina, acido aspartico, acido glutdmico,
glicina, histidina, isoleucina, leucina, fenilalanina, prolina, serina, tiro-
sina e valina.

O método ndo permite distinguir as formas D e L nem os varios sais de
aminoacidos. Nao ¢ aplicavel para a determinacao do triptofano nem de
derivados hidroxilados de aminoacidos.

2. Principio
2.1. Aminoacidos livres

Os aminoacidos livres sdo extraidos com acido cloridrico diluido. As
macromoléculas azotadas co-extraidas sdo precipitadas com acido sul-
fossalicilico e removidas por filtragdo. O pH do filtrado ¢ ajustado
a 2,20. Os aminoacidos sdo separados por cromatografia de troca ionica
e determinados fotometricamente a 570 nm, apos reagdo com ninidrina.

2.2. Aminodcidos totais

O procedimento a adotar depende dos aminoacidos a dosear. A cisti-
na/cisteina e a metionina necessitam de oxidagdo a acido cisteico e a
metionina sulfona, respetivamente, antes da hidrolise. A tirosina é de-
terminada nos hidrolisados de amostras nao oxidadas. Todos os restan-
tes aminoacidos referidos no ponto 1 (Objeto e ambito de aplicagdo)
podem ser determinados a partir de amostras oxidadas ou nao oxidadas.

(") O método de analise previsto na norma EN 17180 ¢é referido como um método alter-
nativo a utilizar para efeitos de controlos oficiais na determina¢do de aminoacidos em
alimentos para animais com um teor em aminoacidos superior a 10 %.

Este método ndo foi validado num ensaio colaborativo no que diz respeito a pré-mis-
turas contendo mais de 10 % de aditivos para a alimentagdo animal. No entanto, ¢é
também aplicavel a estas matrizes com pequenas modificagdes adequadas, desde que
o método seja posteriormente validado internamente. Para mais informagdes, consultar
https:/joint-research-centre.ec.europa.eu/eurl-fa-eurl-feed-additives/eurl-fa-authorisa-
tion_en?prefLang=pt.

(2

-~
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.16.2.

3.16.3.

A oxidagdo ¢ realizada a 0 °C, com uma mistura acido perférmico/fe-
nol. O excesso de reagente de oxidagao ¢ decomposto com bissulfito de
sodio. A amostra, oxidada ou ndo, é hidrolisada com acido cloridrico
(ponto 3.20) durante 23 horas. O pH do hidrolisado ¢ ajustado a 2,20.
Os aminoacidos sdo separados por cromatografia de troca idnica e
determinados fotometricamente a 570 nm (440 nm no caso da prolina),
apoOs reagdo com ninidrina.

Reagentes

Deve utilizar-se agua bidestilada ou agua de qualidade equivalente
(condutividade inferior a 10 puS).

Peroxido de hidrogénio, w (m/m) = 30 %.

Acido formico, w (m/m) = 98-100 %.

Fenol.

Bissulfito de sodio.

Hidroxido de sodio.

Acido 5-sulfossalicilico di-hidratado.

Acido cloridrico (densidade aproximada 1,18 g/ml).
Citrato trissodico di-hidratado.

2,2’-Tiodietanol (tiodiglicol).

Cloreto de sodio.

Ninidrina.

Eter de petroleo, intervalo de ebuligdo: 40 a 60 °C.

Norleucina ou outro composto adequado, para ser usado como padrao
interno.

Azoto (teor de oxigénio inferior a 10 ppm).
1-Octanol.
Aminoécidos.

Substancias-padrdo dos aminodcidos referidos no ponto 1 (Objeto e
ambito de aplicagdo). Os produtos devem ser puros e ndo conter
agua de cristalizagdo. Secar sob vacuo, com P,Os ou H,SOy,, durante
uma semana, antes de usar.

Acido cisteico.
Metionina sulfona.
Solucao de hidréxido de sodio, ¢ = 7,5 mol/l:

Dissolver 300 g de NaOH (ponto 3.5) em 4gua, e perfazer o volume de
1 litro.

Solucao de hidréxido de sodio, ¢ = 1 mol/l:

Dissolver 40 g de NaOH (ponto 3.5) em agua, e perfazer o volume de
1 litro.

Solugdo de acido formico/fenol:

Misturar 889 g de acido foérmico (ponto 3.2) com 111 g de agua e
adicionar 4,73 g de fenol (ponto 3.3).
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3.20.

3.21.

3.22.

3.23.

3.24.

3.25.

3.26.

3.27.

3.27.1.

3.27.2.

3.27.3.

Mistura de hidrélise, ¢ = 6 mol/l de HCI contendo 1 g de fenol/l:

Adicionar 1 g de fenol (ponto 3.3) a 492 ml de HCI (ponto 3.7) e
perfazer o volume de 1 litro com 4gua.

Mistura de extra¢ao, ¢ = 0,1 mol/l de HCI contendo 2 % de tiodiglicol:
Diluir 8,2 ml de HCI (ponto 3.7) em cerca de 900 ml de agua, adicio-
nar 20 ml de tiodiglicol (ponto 3.9) e perfazer o volume de 1 litro com
agua (ndo misturar diretamente os reagentes dos pontos 3.7 e 3.9).

Acido 5-sulfossalicilico, B = 6 %:

Dissolver 60 g de acido 5-sulfossalicilico (ponto 3.6) em agua e per-
fazer o volume de 1 litro.

Mistura oxidante (acido perférmico/fenol):

Misturar, num pequeno copo, 0,5 ml de peroxido de hidrogénio (ponto
3.1) com 4,5 ml de solugdo de acido formico/fenol (ponto 3.19). In-
cubar a 20-30 °C durante uma hora, de modo a obter acido perférmico.
Arrefecer num banho de gelo (15 minutos) e adicionar a amostra.

Cuidado: evitar o contacto com a pele e utilizar vestuario de protegdo.
Tampdo citrato, ¢ = 0,2 mol Na'/l, pH = 2,20:

Dissolver 19,61 g de citrato de sodio (ponto 3.8), 5 ml de tiodiglicol
(ponto 3.9), 1 g de fenol (ponto 3.3) e 16,50 ml de HCI (ponto 3.7) em
cerca de 800 ml de agua. Ajustar o pH a 2,20. Perfazer o volume de 1
litro com agua.

Tampdes de eluigdo, preparados em fungdo do analisador utilizado
(ponto 4.9).

Reagente de ninidrina, preparado em fun¢do do analisador utilizado
(ponto 4.9).

Solugdes-padrao de aminoacidos. Estas solugdes devem ser armazena-
das a uma temperatura inferior a 5 °C.

Solugdo-mae padrao de aminoacidos (ponto 3.16.1).
¢ = 2,5 umol/ml de cada aminoacido em acido cloridrico.
Disponiveis no comércio.

Solugdo-mae padrio de acido cisteico e metionina sulfona, ¢ =
1,25 pmol/ml.

Dissolver, num baldo volumétrico de 1 litro, 0,2115 g de acido cisteico
(ponto 3.16.2) e 0,2265 g de metionina sulfona (ponto 3.16.3) em
tampao citrato (ponto 3.24), completando o volume com o mesmo
tampdo. Armazenar a uma temperatura inferior a 5 °C, por um periodo
ndo superior a 12 meses. Esta solugdo ndo é necessaria no caso de a
solugdo-mae padrao (ponto 3.27.1) conter acido cisteico e metionina
sulfona.

Solugdo-mae de padrdo interno, p. ex., norleucina, ¢ = 20 pmol/ml.

Dissolver, num baldo volumétrico de 250 ml, 0,6560 g de norleucina
(ponto 3.13) em tampao citrato (ponto 3.24), completando o volume
com 0 mesmo tampao. Armazenar a uma temperatura inferior a 5 °C,
por um periodo ndo superior a 6 meses.
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3.27.4.

3.27.5.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

Solugdo de calibragdo de aminoacidos-padrdo para uso com os hidro-
lisados, ¢ = 5 nmol/50 ul de 4cido cisteico ¢ metionina sulfona e ¢ =
10 nmol/50 pl dos restantes aminoacidos. Dissolver, num copo de 100
ml, 2,2 g de cloreto de sodio (ponto 3.10) em 30 ml de tampao citrato
(ponto 3.24). Adicionar 4,00 ml de solugdo-mae padrao de aminoacidos
(ponto 3.27.1), 4,00 ml de solugdo-mae padrio de acido cisteico e
metionina sulfona (ponto 3.27.2) e 0,50 ml de solu¢do-mae de padrio
interno (ponto 3.27.3), se for caso disso. Ajustar o pH a 2,20 com a
solucdo de hidroxido de sodio (ponto 3.18).

Transferir quantitativamente para um balao volumétrico de 50 ml, com-
pletar o volume com tampdo citrato (ponto 3.24) e homogeneizar.

Armazenar a uma temperatura inferior a 5 °C, por um periodo nao
superior a 3 meses.

Ver igualmente observagdes no ponto 9.1.

Solugdo de calibragdo de aminoacidos-padrdo para uso com os hidro-
lisados obtidos de acordo com o ponto 5.3.3.1, bem como com extratos
(ponto 5.2). A solucdo de calibragdo ¢ preparada em conformidade com
o ponto 3.27.4, suprimindo o cloreto de sodio.

Armazenar a uma temperatura inferior a 5 °C, por um periodo ndo
superior a 3 meses.

Equipamento

Baldao de fundo redondo de 100 ml ou 250 ml equipado com um
condensador de refluxo.

Frasco de vidro borossilicato de 100 ml munido de tampa de rosca com
revestimento de borracha ou teflon (p. ex., Duran, Schott) para uso em
estufa.

Estufa munida de um sistema de ventilagdo e de um sistema de regu-
lacao de temperatura com exatiddo superior a + 2 °C.

Medidor de pH (com leitura as milésimas).
Filtro de membrana (porosidade 0,22 pm).
Centrifuga.

Evaporador rotativo de vacuo.

Agitador mecanico ou magnético.

Analisador de aminoacidos ou aparelho de HPLC munido de uma
coluna de troca i6nica, derivatizagdo pos-coluna com ninidrina e dete-
tor fotométrico.

O enchimento da coluna ¢ de resinas de poliestireno sulfonado que
permitem separar os aminoacidos entre si, bem como de outros produ-
tos com reagdo positiva a ninidrina. A estabilidade do fluxo das bom-
bas que controlam o caudal do tampao de eluigdo e do reagente de
ninidrina deve ser de cerca de + 0,5 %, quer durante o ensaio de
calibragdo, quer durante a execugdo da analise.

Em alguns analisadores de aminoacidos, ¢ possivel utilizar procedimen-
tos de hidrdlise cujos hidrolisados contenham uma concentragdo de
sodio superior a 0,8 mol/l, bem como a totalidade do acido foérmico
residual do processo de oxidagdo. Noutros analisadores, a separagdo de
determinados aminoacidos ndo ¢ satisfatoria caso os produtos de hi-
drélise contenham um excesso de acido formico e/ou uma concentragdo
elevada de ido sodio. Nestes casos, o volume de acido ¢ reduzido, por
evaporagdo, a cerca de 5 ml, apo6s a hidrolise e antes do ajuste do pH.
A evaporacdo deve ser realizada sob vacuo, a uma temperatura nao
superior a 40 °C.
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5.2.

5.3.
53.1.

Procedimento
Preparagdo da amostra

A amostra ¢ moida a uma granulometria inferior a 0,5 mm. As amos-
tras com elevado teor de humidade devem ser secas ao ar, a uma
temperatura ndo superior a 50 °C, ou liofilizadas, antes da moagem.
Se o seu teor de matérias gordas for elevado, as amostras terdao de ser
submetidas a uma extragdo com éter de petréleo (ponto 3.12) antes da
moagem.

Determina¢do dos aminodcidos livres

Pesar num baldo de Erlenmeyer, com uma aproximagdo de 0,2 mg,
uma quantidade adequada (1-5 g) de amostra preparada de acordo com
o ponto 5.1 e adicionar 100,0 ml de mistura de extragdo (ponto 3.21).
Agitar durante 60 minutos em agitador mecanico ou magnético (ponto
4.8). Deixar sedimentar e pipetar 10,0 ml de solugdo sobrenadante para
um copo de 100 ml.

Adicionar, sob agitacdo, 5,0 ml de solugdo de acido sulfossalicilico
(ponto 3.22), mantendo a agitacdo durante 5 minutos. Filtrar ou cen-
trifugar o sobrenadante, de modo a remover qualquer precipitado. Co-
locar 10,0 ml da solugdo resultante num copo de 100 ml e ajustar o pH
a 2,20 com solugdo de hidroxido de sodio (ponto 3.18), transferir para
um baldo volumétrico de volume adequado utilizando tampdo citrato
(ponto 3.24) e completar até a marca com a solugdo-tampao (ponto
3.24).

Caso se utilize um padrdo interno, adicionar 1,00 ml (ponto 3.27.3) por
cada 100 ml de solugdo final, antes de completar até a marca com
tampdo (ponto 3.24).

Efetuar a analise cromatografica de acordo com o ponto 5.4.

Se os extratos ndao forem sujeitos a cromatografia no mesmo dia,
devem ser armazenados a uma temperatura inferior a 5 °C.

Determinagdo dos aminodcidos totais
Oxidacao

Pesar, com uma aproximacao de 0,2 mg, entre 0,1 e 1 g de amostra
preparada (ponto 5.1):

— num balao de fundo redondo de 100 ml (ponto 4.1), no caso de
hidrolise em sistema aberto (ponto 5.3.2.3), ou

— num baldo de fundo redondo de 250 ml (ponto 4.1), caso seja
necessario um teor de sodio reduzido (ponto 5.3.3.1), ou

— num frasco de 100 ml munido de tampa de rosca (ponto 4.2), no
caso de hidrolise em sistema fechado (ponto 5.3.2.4).

A toma de amostra para ensaio deve ter um teor aproximado de azoto
de 10 mg e um teor de humidade ndo superior a 100 mg.

Colocar o baldo ou o frasco num banho de gelo, arrefecer até 0 °C,
adicionar 5 ml de mistura oxidante (ponto 3.23) e misturar com uma
vareta de vidro de ponta recurva. Selar o baldo ou o frasco contendo a
vareta com pelicula impermeavel ao ar, e colocar o conjunto cons-
tituido pelo recipiente selado e o banho de gelo no frigorifico, a 0 °
C, durante 16 horas. Apds este periodo, retirar do frigorifico e decom-
por o excesso de oxidante por adicdo de 0,84 g de bissulfito de sodio
(ponto 3.4).

Continuar de acordo com o descrito no ponto 5.3.2.1.
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53.2.
53.2.1.

53.2.2.

5.3.2.3.

5.3.2.4.

5.33.1.

Hidrolise

Hidrolise de amostras oxidadas

A amostra oxidada como descrito no ponto 5.3.1, adicionar 25 ml de
mistura de hidrélise (ponto 3.20) tendo o cuidado de arrastar quaisquer
residuos de amostra das paredes do recipiente e da vareta.

Proceder em conformidade com o ponto 5.3.2.3 ou 5.3.2.4, em fungao
do tipo de hidrolise.

Hidrolise de amostras nao oxidadas

Pesar num baldo de fundo redondo de 100 ml ou 250 ml (ponto 4.1) ou
num frasco de 100 ml munido de tampa de rosca (ponto 4.2), com uma
aproximagdo de 0,2 mg, 0,1 a 1 g de amostra preparada (ponto 5.1). A
por¢do de ensaio pesada deve ter um teor aproximado de azoto de 10
mg. Adicionar cuidadosamente 25 ml da mistura de hidrolise (ponto
3.20) e misturar. Proceder de acordo com o descrito no ponto 5.3.2.3
ou 5.3.2.4.

Hidrolise em sistema aberto

Juntar 3 pérolas de vidro como reguladores de ebuli¢io a mistura
preparada de acordo com o ponto 5.3.2.1 ou 5.3.2.2 e¢ manter em
ebuligdo continua, sob refluxo, durante 23 horas. Apo6s a hidrolise,
lavar o condensador pelo topo, com 5 ml de tampdo citrato (ponto
3.24). Desmontar o conjunto e arrefecer o baldo num banho de gelo.

Proceder de acordo com o ponto 5.3.3.
Hidrolise em sistema fechado

Colocar o frasco que contém a mistura preparada de acordo com o
ponto 5.3.2.1 ou 5.3.2.2 numa estufa (ponto 4.3) a 110 °C. Durante a
primeira hora, de modo a evitar um aumento da pressdo (devido aos
gases libertados) e para evitar uma explosdo, colocar a tampa de rosca
no topo do frasco sem, contudo, o vedar. Decorrida uma hora, vedar o
frasco com a tampa e manter em estufa (ponto 4.3) durante 23 horas.
Apds a hidrdlise, remover o frasco da estufa, abri-lo cuidadosamente e
coloca-lo num banho de gelo, até arrefecer.

Com o auxilio de tampao citrato (ponto 3.24), transferir quantitativa-
mente o conteudo do frasco para um copo ou um baldo de fundo
redondo de 250 ml, em fungdo do procedimento de ajuste do pH a
utilizar (ponto 5.3.3).

Proceder de acordo com o ponto 5.3.3.

Ajuste do pH

Para o ajuste do pH, proceder de acordo com o ponto 5.3.3.1 ou
5.3.3.2, em funcdo da tolerancia do analisador de aminoacidos (ponto
4.9) ao sodio.

Sistemas cromatograficos (ponto 4.9) que necessitem de um teor redu-
zido de sodio

E aconselhavel utilizar uma solugio-mde de padrio interno (ponto
3.27.3), no caso de analisadores de aminoacidos que necessitem de
um teor reduzido de soédio (uma vez que o volume de acido deve ser
reduzido).

Neste caso, adicionar 2,00 ml de solugdo-mae de padrio interno (ponto
3.27.3) ao hidrolisado, antes da evaporacao.

Adicionar 2 gotas de l-octanol (ponto 3.15) ao hidrolisado obtido de
acordo com os pontos 5.3.2.3 ou 5.3.2.4.
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53.3.2.

5.4.

Em evaporador rotativo (ponto 4.7), reduzir o volume a 5-10 ml, sob
vacuo, a 40 °C. Se, acidentalmente, o volume for reduzido a menos de
5 ml, o produto deve ser rejeitado e a analise recomegada.

Ajustar o pH a 2,20 com solugdo de hidroxido de sodio (ponto 3.18), e
proceder de acordo com o referido no ponto 5.3.4.

Restantes analisadores de aminoacidos (ponto 4.9)

Neutralizar parcialmente o hidrolisado obtido de acordo com o ponto
5.3.2.3 ou 5.3.2.4 mediante a adi¢ao cuidadosa, sob agita¢do, de 17 ml
de solugdo de hidroxido de sodio (ponto 3.17), mantendo a temperatura
inferior a 40 °C.

Ajustar o pH a 2,20, a temperatura ambiente, com as solugdes de
hidroxido de sodio (ponto 3.17) e (ponto 3.18). Proceder de acordo
com o ponto 5.3.4.

Solugdo de amostra para cromatografia

Com o auxilio de tampao citrato (ponto 3.24), transferir quantitativa-
mente o produto de hidrélise com o pH ajustado (ponto 5.3.3.1 ou
5.3.3.2) para um baldo volumétrico de 200 ml, completando até a
marca com o mesmo tampao (ponto 3.24).

No caso de ndo se ter adicionado ainda um padrdo interno, juntar 2,00
ml da solugdo-mae de padrdo interno (3.27.3) e completar até a marca
com tampao citrato (ponto 3.24). Homogeneizar.

Efetuar a analise cromatografica de acordo com o ponto 5.4.

Se as solugdes de amostra ndo forem analisadas no mesmo dia, devem
ser conservadas a uma temperatura inferior a 5 °C.

Cromatografia

Antes de iniciar a analise cromatografica, deixar estabilizar o extrato
(ponto 5.2) ou o produto de hidrdlise (ponto 5.3.4) a temperatura
ambiente. Agitar a mistura e filtrar uma quantidade adequada com
um filtro de membrana de 0,22 pum (ponto 4.5). A solucdo limpida
resultante ¢ sujeita a cromatografia de troca idnica no analisador de
aminoacidos (ponto 4.9).

A injegdo pode ser manual ou automatica. A quantidade de solugdo
utilizada na analise dos padrdes e das amostras deve ser constante, com
uma aproximagdo de + 0,5 %, exceto no caso de se utilizar um padrao
interno, ¢ a razao entre as concentragdes de sodio e de aminoacidos na
solu¢do-padrao e na amostra deve ser tdo proxima quanto possivel.

Em geral, a frequéncia dos ensaios de calibragdo depende da estabili-
dade do reagente de ninidrina e do sistema analitico. O padrdo ou a
amostra sdo diluidos com tampao citrato (ponto 3.24), de modo que a
area dos picos dos aminoacidos produzidos pelo padrdo seja 30-200 %
da area dos picos correspondentes dos aminoacidos da amostra.

A cromatografia dos aminoacidos varia ligeiramente em fungdo do tipo
de analisador e da resina utilizados. O sistema escolhido deve permitir
a separagdo dos aminoacidos entre si, bem como dos restantes produtos
com reacgdo positiva a ninidrina. Além disso, o sistema devera dar uma
resposta linear a alteracdo das quantidades de aminoécidos injetadas, na
gama das concentragdes utilizadas.

Durante a cromatografia, as razdes entre a altura do vale e a altura do
pico referidas infra aplicam-se na analise de uma solugdo equimolar
(dos aminoacidos a determinar). A solu¢do equimolar de aminoacidos
deve conter, pelo menos, 30 % da quantidade maxima de cada ami-
noacido que pode ser determinada com exatiddo no analisador de ami-
noacidos (ponto 4.9).
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6.1.

Para a separagdo treonina-serina, se os respetivos picos estiverem par-
cialmente sobrepostos, a razao entre a altura do vale e a altura do
menor dos dois picos sobrepostos no cromatograma nao deve exce-
der 2:10 (caso se pretenda determinar apenas a cistina/cisteina, a me-
tionina, a treonina e a lisina, a ma resolu¢do de dois picos adjacentes
afeta a determinagdo). No que respeita aos restantes aminoacidos, a
separagdo deve ser superior a 1:10.

O sistema deve assegurar a separagdo da lisina das substancias afins e
da ornitina.

Calculo dos resultados
Procede-se a determinagdo da area do pico correspondente a cada

aminoacido presente na amostra e no padrio, sendo o respetivo teor
(X), expresso em g por kg de amostra, calculado pela formula:

7A><c><M><V
~ B xm x 1000

Caso tenha sido utilizado um padrdo interno, multiplicar pelo fator: %

A = area do pico do hidrolisado ou do extrato,

B = area do pico da solugdo-padrdo de calibracao,

C = éarea do pico do padrdo interno, no hidrolisado ou no extrato,
D = area do pico do padrio interno, na solu¢do-padrao de calibragdo,

M = massa molecular do aminoacido a determinar,
¢ = concentra¢do da solugdo-padrdo, em pmol/ml,

m = massa (g) da amostra (corrigida em caso de secagem ou desen-
gorduramento),

V = volume do hidrolisado (ponto 5.3.4) ou volume de diluigdo total
do extrato (ponto 6.1), em ml.

A cistina e a cisteina sdo determinadas na forma de acido cisteico, no
hidrolisado da amostra oxidada, sendo expressas em cistina
(C6H12N,04S,, M = 240,30 g/mol), considerando M = 120,15 g/mol
(0,5 x 240,30 g/mol).

A metionina é determinada na forma de metionina sulfona, no hidro-
lisado da amostra oxidada, sendo expressa em metionina, considerando
M = 149,21 g/mol.

A metionina livre adicionada é determinada na forma de metionina,
apos extragdo, utilizando o mesmo valor de massa molecular.

O volume total de diluigdo dos extratos (F), para a determinagdo dos
aminoacidos livres (5.2), ¢ calculado do seguinte modo:

FZIOOle(lOmH—Sml) LV

10 ml 10

V = volume do extrato final.

Avaliacio do método

O método foi testado num estudo internacional de comparagdo interla-
boratorial realizado em 1990 com base em quatro tipos de alimentos
para animais (alimento misto para suinos, alimento composto para
frangos, concentrado proteico e pré-mistura).
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Nota: O método foi testado num segundo estudo internacional de com-
paragdo interlaboratorial em 2003, que utilizou pares de dupli-
cados cegos de amostras de alimentos de acabamento para fran-
gos, alimentos de arranque para frangos, milho, farinha de peixe
e farinha de aves de capoeira. Para mais pormenores, consultar a
norma EN ISO 13903.

Os resultados da comparagao interlaboratorial de 1990, apds eliminagao
dos valores andmalos, para a média e o desvio-padrao sdo apresentados
nos quadros seguintes:

Médias, expressas em g/kg

Aminoacidos
Material de referéncia
Treonina Cistina/Cisteina Metionina Lisina
Alimento misto para suinos 6,94 3,01 3,27 9,55
n =15 n=17 n =17 n=13
Alimento composto para frangos 9,31 3,92 5,08 13,93
n =16 n =18 n =18 n =16
Concentrado proteico 22,32 5,06 12,01 47,74
n=16 n=17 n=17 n =15
Pré-mistura 58,42 — 90,21 98,03
n =16 n =16 n =16

n = nimero de laboratérios participantes.

Repetibilidade

Os valores relativos a repetibilidade, expressos em termos de «desvio-
-padrdo intralaboratorial», obtidos na comparagdo interlaboratorial do
quadro anterior sdo apresentados nos quadros seguintes:

Coeficiente de variacdo, expresso em percentagem, da repetibilidade (CV,)

Aminoacidos
Material de referéncia
Treonina Cistina/Cisteina Metionina Lisina
Alimento misto para suinos 1,9 3,3 34 2,8
n =15 n=17 n=17 n =13
Alimento composto para frangos 2,1 2,8 3,1 2,1
n =16 n =18 n =18 n =16
Concentrado proteico 2,7 2,6 2,2 2,4
n =16 n=17 n=17 n =15
Pré-mistura 2,2 — 2,4 2,1
n=16 n=16 n =16

n = namero de laboratoérios participantes.

Reprodutibilidade

Os valores do desvio-padrdo interlaboratorial obtidos na comparagdo
interlaboratorial acima mencionada sdo apresentados no quadro seguin-
te:
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9.2.

9.3.

10.

10.1.

Coeficiente de variaciio, expresso em percentagem, da reprodutibilidade (CVpg)

Aminoacidos
Material de referéncia
Treonina Cistina/Cisteina Metionina Lisina
Alimento misto para suinos 4,1 9,9 7,0 3,2
n =15 n=17 n=17 n =13
Alimento composto para frangos 52 8,8 10,9 5,4
n =16 n =18 n =18 n =16
Concentrado proteico 3,8 12,3 13,0 3,0
n =16 n =17 n =17 n=15
Pré-mistura 43 — 6,9 6,7
n =16 n =16 n =16

n = nimero de laboratérios participantes.

Utilizacdo de materiais de referéncia

Deve verificar-se a aplicagdo correta do método mediante a realizagdo
de ensaios em duplicado com materiais de referéncia certificados,
quando disponiveis. Recomenda-se a calibragdo com solugdes de cali-
bragdo de aminoacidos certificadas.

Observacoes

Em virtude das diferencas entre os analisadores de aminoacidos, deve
tomar-se como orientacdo a concentracdo final das solu¢des de cali-
bracdo de aminoacidos-padrao (ver pontos 3.27.4 e 3.27.5) e do hidro-
lisado (ver ponto 5.3.4).

A zona de resposta linear do aparelho deve ser verificada para todos os
aminodacidos.

A solug@o-padriao ¢ diluida com tampao citrato de modo que os picos
surjam no meio dessa zona.

Quando se utilizar um aparelho de cromatografia liquida de alta reso-
lugdo para analise dos hidrolisados, as condi¢des experimentais devem
ser otimizadas de acordo com as recomendagdes do fabricante.

A aplicagdo do método a alimentos compostos para animais ou pré-
-misturas com mais de 1 % de cloretos (concentrados, minerais, ali-
mentos complementares para animais) pode originar uma subestimagao
da metionina, sendo por isso necessario um tratamento especial.

Critérios de desempenho

A compilagdo dos resultados (exceto para a tirosina) dos dois estudos
colaborativos (de 1990, apresentado acima no ponto 7, ¢ de 2005,
apresentado na norma EN ISO 13903) define os critérios seguintes
para a repetibilidade e a reprodutibilidade. Os valores decorrentes des-
ses dois ensaios interlaboratoriais podem nao ser aplicaveis a gamas de
concentragdo e matrizes diferentes das indicadas.

Repetibilidade

A diferenga entre os resultados de duas determinagdes efetuadas na
mesma amostra, no mesmo laboratério e pelo mesmo analista, nao
deve exceder:

— 6 % do maior dos valores, para aminoacidos totais no caso da
glicina, da alanina, da lisina, da prolina, do acido glutimico, da
isoleucina e da histidina,

— 8 % do maior dos valores, para aminoacidos totais no caso da
treonina, da fenilalanina, da metionina, do 4cido aspartico e da
leucina,
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10.2.

— 10 % do maior dos valores, para aminodcidos totais no caso da
arginina e da valina,

— 12 % do maior dos valores, para o aminoacido total serina,
— 15 % do maior dos valores, para o aminoacido total cistina/cisteina.

Reprodutibilidade

A diferenga entre os resultados de duas determinagdes efetuadas com a
mesma amostra em laboratorios diferentes e/ou por analistas diferentes
ndo deve exceder:

— 15 % do maior dos valores, para aminodcidos totais no caso da
glicina, da alanina e da treonina,

— 20 % do maior dos valores, para aminodcidos totais no caso da
lisina, da prolina, da fenilalanina, da metionina e do acido asparti-
co,

— 22 % do maior dos valores, para aminoacidos totais no caso do
acido glutamico e da leucina,

— 27 % do maior dos valores, para o aminodcido total arginina,
— 32 % do maior dos valores, para o aminoacido total isoleucina,

— 35 % do maior dos valores, para aminodcidos totais no caso da
valina e da serina,

— 40 % do maior dos valores, para o aminoacido total histidina,
— 50 % do maior dos valores, para o aminoacido total cistina/cisteina.

F. DETERMINACAO DO TRIPTOFANO

Os métodos de analise a utilizar na determinagdo do triptofano sdo:

— EN ISO 13904 — Animal feeding stuffs — Determination of tryptop-
han content (Alimentos para animais — Determinagdo do teor de
triptofano)

— o método de andlise a seguir descrito, nos pontos 1 a 9

Objeto e ambito de aplicacio

O método permite determinar o triptofano livre e total em alimentos
para animais. As formas D e L ndo sdo distinguidas.

Principio

Para a determinagdo do triptofano total, procede-se a hidrolise da
amostra em condig¢des alcalinas com uma solu¢do saturada de hidroxido
de bario que se aquece em seguida a 110 °C durante 20 horas. Depois
de concluida a hidrolise, adiciona-se um padrdo interno.

Para a determinacdo do triptofano livre, efetua-se uma extragdo da
amostra em condigdes moderadamente 4cidas na presenga de um pa-
drdo interno.

O triptofano e o padr@o interno no hidrolisado ou no extrato sdo de-
terminados por HPLC com detegdo por fluorescéncia.
Reagentes

Agua bidestilada ou agua de qualidade equivalente (condutividade in-
ferior a 10 pS/cm).
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Substéncia-padrio: triptofano (grau de pureza/teor > 99 %) seco sob
vacuo na presenga de pentoxido de fosforo.

Padrio interno: a-metiltriptofano (grau de pureza/teor > 99 %) seco sob
vacuo na presenga de pentoxido de fosforo.

Hidroxido de bario octa-hidratado (tomar as devidas precaucdes para
ndo expor excessivamente o Ba(OH),-8H,0O ao ar, para evitar a for-
magdo de BaCO;, que poderia perturbar a determinagdo) (ver observa-
¢do no ponto 9.3).

Hidréxido de sodio.

Acido ortofosforico, w (m/m) = 85 %.

Acido cloridrico, p2o = 1,19 g/ml.

Metanol de qualidade equivalente para HPLC.

Eter de petroleo, intervalo de ebuligdo: 40 a 60 °C.
Solugdo de hidroxido de sodio, ¢ = 1 mol/l:

Dissolver 40,0 g de NaOH (ponto 3.5) em agua e completar o volume
com agua (ponto 3.1) até perfazer 1 litro.

Acido cloridrico, ¢ = 6 mol/l:

Misturar 492 ml de HCI (ponto 3.7) com agua até perfazer 1 litro.
Acido cloridrico, ¢ = 1 mol/l:

Misturar 82 ml de HCI (ponto 3.7) com agua até perfazer 1 litro.
Acido cloridrico, ¢ = 0,1 mol/l:

Misturar 8,2 ml de HCl (ponto 3.7) com agua até perfazer 1 litro.
Acido ortofosforico, ¢ = 0,5 mol/l:

Misturar 34 ml de éacido ortofosforico (ponto 3.6) com agua (ponto 3.1)
até perfazer 1 litro.

Solugdo concentrada de triptofano (ponto 3.2), ¢ = 2,50 pmol/ml:

Em baldo volumétrico de 500 ml, dissolver 0,2553 g de triptofano
(ponto 3.2) em acido cloridrico (ponto 3.13) e completar o volume
com o mesmo acido (ponto 3.13) até ao traco. Conservar a -18 °C
no maximo durante quatro semanas.

Solugdo concentrada de padrdo interno, ¢ = 2,50 pmol/ml:

Em baldo volumétrico de 500 ml, dissolver 0,2728 g de a-metiltripto-
fano (ponto 3.3) em acido cloridrico (ponto 3.13) e completar o volume
com o mesmo acido (ponto 3.13) até ao trago. Conservar a -18 °C no
maximo durante quatro semanas.

Solugdo-padrao de calibragdo de triptofano e de padro interno:

Tomar 2,00 ml da solu¢do concentrada de triptofano (ponto 3.15)
e 2,00 ml da solugdo concentrada de padrdo interno (o-metiltriptofano)
(ponto 3.16). Diluir com agua (ponto 3.1) e metanol (ponto 3.8) até
obter aproximadamente o mesmo volume e aproximadamente a mesma
concentragdo de metanol (10-30 %) que o hidrolisado pronto.

A solug@o ¢ preparada imediatamente antes da utilizagdo.

Proteger da luz solar direta durante a preparag@o.
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3.20.

3.21.

3.22.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.2.

Acido acético.
1,1,1-Tricloro-2-metil-2-propanol.
Etanolamina, w (m/m) > 98 %.

Solugdo de 1 g de 1,1,1-tricloro-2-metil-2-propanol (ponto 3.19) em
100 ml de metanol (ponto 3.8).

Fase movel para HPLC: 3,00 g de acido acético (ponto 3.18) + 900 ml
de agua (ponto 3.1) + 50,0 ml da solugdo 1 g/100 ml (ponto 3.21) de
1,1,1-tricloro-2-metil-2-propanol (ponto 3.19) em metanol (ponto 3.8).
Ajustar o pH a 5,00 com etanolamina (ponto 3.20). Completar o vo-
lume com &agua (ponto 3.1) até perfazer 1 000 ml.

Equipamento

Aparelho para HPLC com espetrofluorimetro.

Coluna para cromatografia liquida com 125 mm x 4 mm e enchimento
Cyg de 3 pum, ou equivalente.

Medidor de pH.

Frasco de polipropileno de 125 ml, com colo largo e tampa de rosca.
Filtro de membrana, porosidade 0,45 pm.

Autoclave, 110 (£ 2) °C, 1,4 (£ 0,1) bar.

Agitador mecanico ou magnético.

Agitador vortex.

Procedimento
Preparagdo da amostra

A amostra ¢ moida a uma granulometria inferior a 0,5 mm. As amos-
tras com elevado teor de humidade devem ser secas ao ar, a uma
temperatura ndo superior a 50 °C, ou liofilizadas, antes da moagem.
Se o seu teor de matérias gordas for elevado, as amostras terao de ser
submetidas a uma extracdo com éter de petroleo (ponto 3.9) antes da
moagem.

Determinagdo do triptofano livre (extrag¢do)

Pesar num baldo de Erlenmeyer, com uma aproximagdo de 1 mg, uma
quantidade adequada (1-5 g) de amostra preparada de acordo com o
ponto 5.1. Adicionar 100,0 ml de acido cloridrico (ponto 3.13) e 5,00
ml da solu¢do concentrada de padrdo interno (ponto 3.16). Agitar du-
rante 60 minutos em agitador mecanico ou magnético (ponto 4.7).
Deixar sedimentar e pipetar 10,0 ml da solugdo sobrenadante para
um copo. Adicionar 5 ml de 4cido ortofosforico (ponto 3.14). Ajustar
o pH a 3 com a solugdo de hidroxido de sédio (ponto 3.10). Adicionar
metanol (ponto 3.8) em quantidade suficiente para obter uma concen-
tracdo de metanol no volume final compreendida entre 10 % e 30 %.
Transferir para um balao volumétrico de capacidade adequada e diluir
com 4gua até ao volume necessario para a cromatografia [aproximada-
mente 0 mesmo volume que a solugdo-padrao de calibragdo (ponto
3.17)].

Filtrar alguns mililitros da solu¢@o por um filtro de membrana de 0,45
um (ponto 4.5) antes de proceder a injec@o na coluna de HPLC. Efetuar
a analise cromatografica de acordo com o ponto 5.4.

Proteger a solucdo-padrdo e os extratos da luz solar direta. Se os
extratos ndo puderem ser analisados no mesmo dia, podem ser conser-
vados a 5 °C durante um maximo de trés dias.
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5.3.

5.4.

Determinagdo do triptofano total (hidrolisado)

Pesar em frasco de polipropileno (ponto 4.4), com uma aproximagao de
0,2 mg, 0,1 ga 1 g da amostra preparada de acordo com o ponto 5.1. A
toma de amostra para ensaio deve ter um teor aproximado de azoto de
10 mg. Adicionar 8,4 g de hidroxido de bario octa-hidratado (ponto
34) e 10 ml de agua. Agitar em agitador vortex (ponto 4.8) ou mag-
nético (ponto 4.7) (deixar o magnete revestido a teflon no frasco).
Lavar as paredes do frasco com 4 ml de agua. Colocar a tampa de
rosca e fechar o frasco sem enroscar muito a tampa. Colocar na auto-
clave (ponto 4.6) com agua em ebuli¢do e manter sob a a¢ao do vapor
durante 30-60 minutos. Fechar a autoclave e manter a 110 (= 2) °C
durante 20 horas.

Antes de abrir a autoclave, reduzir a temperatura a um pouco menos de
100 °C. Para evitar a cristalizagdo do Ba(OH),"8H,0, adicionar a
mistura quente 30 ml de 4gua a temperatura ambiente. Agitar com
cuidado. Adicionar 2,00 ml da solucdo concentrada de padrdo interno
(o-metiltriptofano) (ponto 3.16). Arrefecer o recipiente num banho
de agua/gelo durante 15 minutos.

Adicionar, em seguida, 5 ml de acido ortofosforico (ponto 3.14). Man-
ter o recipiente no banho de arrefecimento e neutralizar com HCI
(ponto 3.11), sob agitagdo; ajustar o pH a 3,0 com HCI (ponto 3.12).
Adicionar metanol em quantidade suficiente para obter uma concen-
tragdo de metanol no volume final compreendida entre 10 % e 30 %.
Transferir para um baldo volumétrico de capacidade adequada e diluir
com agua até ao volume necessario para a cromatografia (por exemplo,
100 ml). A adigdo de metanol ndo deve produzir precipitagdo.

Filtrar alguns mililitros da solu¢@o por um filtro de membrana de 0,45
um (ponto 4.5) antes de proceder a injec@o na coluna de HPLC. Efetuar
a analise cromatografica de acordo com o ponto 5.4.

Proteger a solugdo-padrdo e o hidrolisado da luz solar direta. Se o
hidrolisado ndo puder ser analisado no mesmo dia, pode ser conservado
a 5 °C durante um maximo de trés dias.

Analise por HPLC

As condigdes a seguir especificadas para a elui¢@o isocratica sdo-no a
titulo indicativo. Poderdo escolher-se outras condi¢des, desde que pro-
duzam resultados equivalentes (ver igualmente observagdes nos pontos
9.1 ¢ 9.2):

Coluna para cromatografia 125 mm x 4 mm e enchimento C;g de 3

liquida (ponto 4.2): um, ou equivalente
Temperatura da coluna: Temperatura ambiente
Fase movel (ponto 3.22): 3,00 g de acido acético (ponto

3.18) + 900 ml de agua (3.1) + 50,0
ml da solugdo (ponto 3.21) de 1,1,1-tri-
cloro-2-metil-2-propanol (ponto 3.19)
em metanol (ponto 3.8) (1 g/100 ml).
Ajustar o pH a 5,00 com etanolamina
(ponto  3.20). Perfazer o volume de
1 000 ml com 4gua (ponto 3.1).

Caudal: 1 ml/min
Tempo total de eluigdo: cerca de 34 minutos

Comprimento de onda de de- excitagdo: 280 nm; emissdo: 356 nm
tegdo:

Volume injetado: 20 pl
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Calculo dos resultados

A quantidade de triptofano (X), expressa em gramas, por 100 gramas
de amostra, ¢ calculada através da formula seguinte:

_AXBXV] XexXVy xM
T CxDx Vs x 10000 x m

A = area do pico do padrdo interno na solugdo-padrdo de calibragdo
(ponto 3.17)

B = area do pico do triptofano no extrato (ponto 5.2) ou no hidro-
lisado (ponto 5.3)

V; = volume em ml (2 ml) de solugdo concentrada de triptofano
(ponto 3.15) adicionado a solug¢do de calibragdo (ponto 3.17)

¢ = concentragdo, em pumol/ml (= 2,50), da solu¢do concentrada de
triptofano (ponto 3.15) adicionada a solucdo de calibragdo
(ponto 3.17)

V, = volume, em ml, da solugdo concentrada de padrao interno (ponto
3.16) adicionado na extracdo (ponto 5.2) (= 5,00 ml) ou na
hidrélise (ponto 5.3) (= 2,00 ml)

C = area do pico do padrdo interno no extrato (ponto 5.2) ou no
hidrolisado (ponto 5.3)

D = area do pico do triptofano na solugdo-padrao de calibracdo
(ponto 3.17)

V; = volume em ml (= 2,00 ml) de solu¢do concentrada de padrao
interno (ponto 3.16) adicionado a solugdo-padrdo de calibragdo
(ponto 3.17)

m = massa, em g, da amostra (corrigida para a massa original se tiver
sido submetida a secagem e/ou desengorduramento)

M = massa molecular do triptofano (= 204,23 g/mol)

Repetibilidade

A diferenca entre os resultados de duas determinagdes paralelas efe-
tuadas com a mesma amostra ndo deve exceder 10 % do maior dos
valores.

Resultados de um estudo colaborativo

Tendo em vista a certificagdo do método de hidrolise, foi organizado
um estudo colaborativo da UE (quarta comparagao interlaboratorial), no
ambito do qual foram analisadas trés amostras em 12 laboratdrios.
Cada amostra foi analisada em quintuplicado. Os resultados obtidos
figuram no quadro seguinte:

Amostra 2
Amostra 1 A Amostra 3
Alimento para Alimento con-
Alimento para | suinos com su- trad
suinos plemento de L- centrado para
-triptofano suinos
L 12 12 12
n 50 55 50
Meédia [g/kg] 2,42 3,40 4,22
s [g/ke] 0,05 0,05 0,08
r [g/kg] 0,14 0,14 0,22
CV; [%] 1,9 1,6 1,9
Sk [g/kg] 0,15 0,20 0,09
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Amostra 2
Amostra 1 Amostra 3

Alimento para

. . Alimento con-
Alimento para | suinos com su-

centrado para

suinos plemento de L- .
. suinos

-triptofano
R [g/kg] 0,42 0,56 0,25
CVg [%] 6,3 6,0 22
L = nimero de laboratérios que apresentaram resultados
n = nimero de resultados individuais considerado (com excec¢do dos valores

anomalos, identificados pelo teste de Cochran, Dixon)

s, = desvio-padrdo da repetibilidade
Sg = desvio-padrdo da reprodutibilidade

r repetibilidade

R = reprodutibilidade

CV, = coeficiente de variacdo da repetibilidade (%)
CVy = coeficiente de variagdo da reprodutibilidade (%)

Tendo em vista a certificagdo do método de extragdo do triptofano
livre, foi organizado um outro estudo colaborativo da UE (terceira
comparagdo interlaboratorial), no ambito do qual foram analisadas
duas amostras em 13 laboratorios. Cada amostra foi analisada em
quintuplicado. Os resultados obtidos figuram no quadro seguinte:

Amostra 4 Amostra 5
. . Mistura de trigo e soja
Mlstuerasge; trigo (= amostra 4) com triptofano
) adicionado (0,457 g/kg)
L 12 12
n 55 60
Meédia [g/kg] 0,391 0,931
s, [g/kg] 0,005 0,012
r [g/kg] 0,014 0,034
CV; [%] 1,34 1,34
Sr [g/kg] 0,018 0,048
R [g/kg] 0,050 0,134
CVg [%] 4,71 5,11
L = nimero de laboratérios que apresentaram resultados
n = numero de resultados individuais considerado (com exceg¢do dos valores
andmalos, identificados pelo teste de Cochran, Dixon)
s, = desvio-padrdo da repetibilidade
Sg = desvio-padrdo da reprodutibilidade
r = repetibilidade
R = reprodutibilidade

CV, = coeficiente de variagdo da repetibilidade (%)
CVy = coeficiente de variagdo da reprodutibilidade (%)

Tendo em vista a certificagdo do triptofano para a hidrolise, foi orga-
nizado um outro estudo de comparacdo interlaboratorial da UE, no
ambito do qual foram analisadas quatro amostras em sete laboratorios.
Os resultados obtidos figuram no quadro seguinte. Cada amostra foi
analisada em quintuplicado.
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9.2.

Amostra 2
Amostra 1 Farinha de peixe Amostra 3 Amostra 4
Alimento misto | €om bailb'(o teor Farinha de soja Leite em pd des-
para suinos de matérias gor- natado
(CRM 117) das (CRM 119) (CRM 120)
(CRM 118)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Meédia [g/kg] 2,064 8,801 6,882 5,236
s, [g/kg] 0,021 0,101 0,089 0,040
r [g/kg] 0,059 0,283 0,249 0,112
CV,; [%] 1,04 1,15 1,30 0,76
Sr [g/kg] 0,031 0,413 0,283 0,221
R [g/kg] 0,087 1,156 0,792 0,619
CVg [%] 1,48 4,69 4,11 4,22
L = nimero de laboratérios que apresentaram resultados
n = numero de resultados individuais considerado (com exceg¢do dos valores andmalos, identifi-
cados pelo teste de Cochran, Dixon)
s, = desvio-padrdo da repetibilidade
Sg = desvio-padrdo da reprodutibilidade
r = repetibilidade

R = reprodutibilidade

CV, = coeficiente de variagdo da repetibilidade (%)
CVy = coeficiente de variagdo da reprodutibilidade (%)

Observacoes

A aplicagdo das condigdes cromatograficas a seguir especificadas pode
permitir uma melhor separagdo entre o triptofano e o a-metiltriptofano.

Elui¢do isocratica seguida de lavagem da coluna com aplicagdo de um

gradiente:

Coluna para cromatografia liqui- 125 mm X 4 mm, enchimento Cig

da:
Temperatura da coluna:

Fase movel:

Gradiente a aplicar:

de 5 pm, ou equivalente
32 °C

A: KH,PO4 (0,01 mol/l)/metanol
95 +5(V+V)

B: metanol

0 min 100 % A 0 % B

15 min 100 % A
17 min 60 % A
19 min 60 % A
21 min 100 % A
33 min 100 % A
Caudal: 1,2 ml/min
Tempo total de eluicdo: cerca de 33 minutos

A cromatografia varia
material de enchimento
separar o triptofano do
também importante que

em funcdo do tipo de aparelho de HPLC e do
da coluna. O sistema selecionado deve permitir
padrdo interno com retorno a linha de base. E
os produtos de degradacdo sejam bem separados
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9.3.

1.1.

1.2.

1.3.

2.2.

do triptofano e do padro interno. Devem efetuar-se algumas passagens
cromatograficas de hidrolisados sem padrdo interno para avaliar da pre-
sen¢a de impurezas na zona da linha de base correspondente ao padrao
interno. E importante que o tempo total de elui¢io seja suficientemente
longo para eluir todos os produtos de degradagdo; caso contrario, pode
haver interferéncia de picos eluidos tardiamente em passagens cromato-
graficas posteriores.

O sistema cromatografico deve produzir uma resposta linear nas con-
digdes de trabalho. A linearidade da resposta deve ser determinada com
uma concentracdo constante (normal) do padrdo interno e concentra-
¢des variaveis de triptofano. E importante que o tamanho dos picos do
triptofano e do padrdo interno esteja dentro da zona de linearidade do
sistema de HPLC/fluorescéncia. Se o(s) pico(s) do triptofano e/ou do
padrao interno for(em) muito grande(s) ou muito pequeno(s), havera
que repetir a andlise com outra dimensdo de amostra e/ou um volume
final devidamente ajustado.

Hidroxido de bario

Com o tempo, a dissolu¢do do hidroxido de bario torna-se mais dificil.
Dai resulta uma solugdo turva para a analise por HPLC, a qual pode
produzir resultados por defeito para o triptofano.

G. DETERMINACAO DAS MATERIAS GORDAS BRUTAS
Objeto e ambito de aplicacio

Este método tem por objetivo a determinacdo das matérias gordas
brutas nos alimentos para animais.

A utilizagdo dos dois processos a seguir descritos depende da natureza
¢ da composi¢do do alimento e da razdo pela qual a analise ¢ realizada.

Para a determinagdo de matérias gordas brutas nas sementes e frutos
oleaginosos, bem como nos alimentos para animais que contenham
mais de 15 % de matérias gordas brutas, a extra¢@o e reextragdo devem
ser efetuadas utilizando, respetivamente, o processo A e o processo B
(ponto 5.3).

Processo A — Matérias gordas brutas extraiveis diretamente

Este método ¢ aplicavel a matérias-primas para a alimentagdo animal
de origem vegetal, com excecdo daquelas a que ¢ aplicavel o processo
B.

Processo B — Matérias gordas brutas totais

Este método ¢ aplicavel a matérias-primas para a alimentagdo animal
de origem animal e a todos os alimentos compostos para animais. Deve
ser utilizado para todas as matérias-primas das quais ndo se possam
extrair completamente as matérias gordas sem hidrélise prévia (p. ex.,
gluten, leveduras, proteinas de batata e produtos submetidos a proces-
sos como a extrusao, transformagdo em flocos e aquecimento).

Interpretagdo dos resultados

Sempre que, pelo processo B, for obtido um resultado de valor mais
elevado do que o obtido pelo processo A, o resultado obtido com o
processo B sera considerado como o verdadeiro valor.

Principio

Processo A

A amostra ¢ extraida com éter de petroleo. O solvente ¢ destilado e o
residuo ¢ seco e pesado.

Processo B

A amostra ¢ tratada a quente com acido cloridrico. A mistura ¢ arre-
fecida e filtrada. Depois de ter sido lavado e seco, o residuo ¢ subme-
tido a analise segundo o processo A.
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3. Reagentes

3.1. Eter de petroleo, intervalo de ebuli¢do: 40 a 60 °C. O indice de bromo
deve ser inferior a 1 e o residuo apds evaporagdo inferior a 2 mg/100
ml.

3.2. Sulfato de sodio, anidro.

3.3. Acido cloridrico, ¢ = 3 mol/l.

3.4. Adjuvante de filtragdo, por exemplo, terra de diatomaceas, Hyflo-su-
percel.

4. Equipamento

4.1. Extrator. Se o dispositivo for munido de um sifdo (aparelho Soxhlet), a

taxa de refluxo deve ser regulada de maneira a obter cerca de 10 ciclos
por hora; se se tratar de um aparelho sem sifao, a taxa de refluxo deve
ser de cerca de 10 ml por minuto.

4.2. Cartuchos de extragdo, isentos de matérias soliiveis em éter de petroleo,
com uma porosidade compativel com as exigéncias do ponto 4.1.

4.3. Estufa, quer de vacuo, a 75 °C + 3 °C, quer de ar, a 100 °C + 3 °C.

5. Procedimento
5.1 Processo A (ver ponto 8.1)

Pesar 5 g de amostra, com uma aproximagdo de 1 mg, introduzi-los
num cartucho de extragdo (ponto 4.2) e cobri-los com um tampao de
algodao isento de matéria gorda.

Colocar o cartucho num extrator (ponto 4.1) e proceder a extragao
durante 6 horas com éter de petroleo (ponto 3.1). Recolher o extrato
de éter de petroleo num baldo seco com tara calculada, contendo frag-
mentos de pedra-pomes (1).

Eliminar o solvente por destilagdo. Secar o residuo, colocando o baldo
durante uma hora e meia numa estufa (ponto 4.3). Deixar arrefecer
num exsicador e pesar. Secar de novo durante 30 minutos para ter a
certeza de que a massa da matéria gorda permanece constante (a perda
de massa entre duas pesagens sucessivas deve ser igual ou inferior a 1
mg).

5.2. Processo B

Pesar, com uma aproximagdo de 1 mg, 2,5 g de amostra (ver ponto
8.2), introduzi-los num copo de 400 ml ou num baldo de Erlenmeyer
de 300 ml e juntar 100 ml de acido cloridrico (ponto 3.3) e alguns
fragmentos de pedra-pomes. Cobrir o copo com um vidro de relogio ou
munir o baldo de Erlenmeyer de um condensador de refluxo. Deixar
ferver suavemente durante uma hora, a chama fraca ou sobre uma placa
de aquecimento. Evitar que o produto adira as paredes do recipiente.

Arrefecer e adicionar uma quantidade de adjuvante de filtragdo (ponto
3.4) suficiente para evitar qualquer perda de matéria gorda na filtragdo.
Filtrar num papel de filtro duplo, humidificado e isento de matérias
gordas. Lavar o residuo com agua fria até a neutralizagdo do filtrado.
Verificar que o filtrado ndo contém matérias gordas. A presenca destas
indica que, antes da hidrolise, deve ser efetuada uma extragdo da
amostra com éter de petrdleo, segundo o processo A.

Colocar o papel de filtro duplo contendo o residuo num vidro de
relogio e secar durante uma hora e meia na estufa (ponto 4.3)
a 100 °C + 3 °C.

(") Substituir os fragmentos de pedra-pomes por pérolas de vidro sempre que a matéria
gorda deva ser objeto de exames qualitativos posteriores.
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5.3.

Introduzir o papel de filtro duplo contendo o residuo seco num cartu-
cho de extragdo (ponto 4.2) e cobrir com um tampao de algodao isento
de matéria gorda. Colocar o cartucho num extrator (ponto 4.1) e pros-
seguir como indicado nos segundo e terceiro paragrafos do ponto 5.1.

Processo A e reextragdo pelo processo B

Para a determinacdo das matérias gordas brutas nas sementes e frutos
oleaginosos, bem como nos alimentos para animais que contenham
mais de 15 % de matérias gordas brutas, a extragdo e a reextragao
devem ser efetuadas utilizando, respetivamente, o processo A e o pro-
cesso B.

Tal significa que ap6s a extragdo com éter de petroleo (processo A), o
residuo ou uma por¢do do residuo ¢ reextraido com acido cloridrico
(processo B). O teor em matérias gordas brutas corresponde a soma dos
valores obtidos pelos processos A ¢ B.

Expressao dos resultados

Exprimir a massa do residuo em percentagem da amostra.

Repetibilidade

A diferenca entre os resultados de duas determinagdes paralelas efe-
tuadas com a mesma amostra pelo mesmo analista ndo deve exceder:

— 0,2 %, em valor absoluto, para teores de matérias gordas brutas
inferiores a 5 %,

— 4,0 % do maior dos valores para teores entre 5 e 10 %,
— 0,4 %, em valor absoluto, para teores superiores a 10 %.

Observagodes

Para produtos de elevado teor de matérias gordas, dificeis de triturar ou
inadequados para a colheita de uma amostra de ensaio reduzida e
homogénea, proceder como se segue:

Pesar, com uma aproximagdo de 1 mg, 20 g de amostra e mistura-los
com 10 g ou mais de sulfato de sddio anidro (ponto 3.2). Extrair com
éter de petroleo (ponto 3.1) como indicado no ponto 5.1. Completar o
extrato obtido com éter de petrdleo (ponto 3.1) até perfazer 500 ml e
misturar. Introduzir 50 ml de solugdo num pequeno baldo seco com
tara calculada, contendo fragmentos de pedra-pomes. Eliminar o sol-
vente por destilagdo, secar e prosseguir como indicado no ultimo para-
grafo do ponto 5.1.

Eliminar o solvente do residuo de extragdo que se encontra no cartucho
de extragdo, triturar o residuo até atingir uma granulometria de 1 mm,
coloca-lo novamente no cartucho de extragdo (ndo adicionar sulfato de
sodio) e prosseguir como indicado nos segundo e terceiro paragrafos do
ponto 5.1.

O teor de matérias gordas brutas em percentagem da amostra ¢ dado
pela formula:

(10m1 +m2) x5

em que:
m; = massa, em gramas, do residuo da primeira extragdo (aliquota do
extrato),

m, = massa, em gramas, do residuo da segunda extracao.
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8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

3.2.

3.3.

3.4.
3.5.
3.6.

3.7.

4.2.

4.3.

4.4.
4.5.

4.6.

No caso de determinados produtos (p. ex., produtos pobres em matérias
gordas), a amostra de ensaio pode ser aumentada.

Os alimentos para animais de companhia com um elevado teor de agua
podem ter de ser misturados com sulfato de sodio anidro antes da
hidrolise e da extragdo, como para o processo B.

No ponto 5.2, pode ser mais eficaz utilizar dgua quente em vez de fria
para lavar o residuo apos filtragdo.

Para alguns alimentos para animais, o tempo de secagem de uma hora e
meia pode ter de ser aumentado. A secagem excessiva deve ser evitada,
pois pode levar a resultados por defeito. Pode também ser utilizado um
forno de micro-ondas.

H. DETERMINACAO DA FIBRA BRUTA
Objeto e ambito de aplicacio

O presente método permite efetuar a determinagdo, em alimentos para
animais, de substincias organicas isentas de gordura e insoliveis em
meio acido e em meio alcalino, convencionalmente designadas por
fibra bruta.

O método nao ¢ aplicavel na determinagdo de lignocelulose e carvdo
vegetal (particulas demasiado finas).

Principio

A amostra, eventualmente desengordurada, ¢ tratada sucessivamente
com solugdes de acido sulfurico e hidroxido de potassio em ebuligdo,
de concentragdes determinadas. O residuo ¢ separado por filtragdo num
filtro de vidro calcinato, lavado, seco, pesado e incinerado a uma
temperatura compreendida entre 475 e 500 °C. A perda de massa
resultante da incineracdo corresponde a fibra bruta presente na amostra
de ensaio.

Reagentes

Acido sulftrico, ¢ = 0,13 mol/l.
Agente antiespuma (p. ex., n-octanol).

Adjuvante de filtragdo (Celite 545 ou equivalente), aquecido a 500 °C
durante quatro horas (ponto 8.6).

Acetona.

Eter de petroleo, intervalo de ebuligio: 40 a 60 °C.
Acido cloridrico, ¢ = 0,5 mol/l.

Solugdo de hidréxido de potassio, ¢ = 0,23 mol/l.

Equipamento

Unidade de aquecimento para a mineralizagdo com 4cido sulfurico e
hidroxido de potéssio, equipada com um suporte para o cadinho de
filtragdo (ponto 4.2) e com um tubo, munido de uma torneira, para a
saida do liquido e para efetuar o vacuo, por recurso eventual a ar
comprimido. Diariamente, antes do uso, proceder ao pré-aquecimento
da unidade com agua em ebuli¢do, durante cinco minutos.

Cadinho de filtragdo de vidro, com uma placa filtrante de vidro calci-
nato fundido, de porosidade 40-90 um. Antes da primeira utiliza¢o,
aquecer a 500 °C durante alguns minutos, arrefecendo em seguida
(ponto 8.6).

Baldo, proprio para ebuli¢do, com uma capacidade minima de 270 ml,
equipado com um condensador de refluxo.

Estufa com termostato.
Mufla com termostato.
Unidade de extragao a frio, constituida por um suporte para o cadinho

de filtragao (ponto 4.2) e por um tubo de descarga equipado com
torneira, para efetuar o vacuo e para a saida do liquido.
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4.7.

Juntas para a montagem da unidade de aquecimento (ponto 4.1), do
cadinho de filtracdo (ponto 4.2) e do baldo (ponto 4.3) assim como
para a ligagdo da unidade de extragdo a frio (ponto 4.6) com o cadinho.

Procedimento

Pesar, com uma aproximagdo de 1 mg, 1 g de amostra, previamente
preparada, transferindo-a para o cadinho de filtragdo (ponto 4.2) (ver
observagdes nos pontos 9.1, 9.2 ¢ 9.3) e adicionar 1 g de adjuvante de
filtragdo (ponto 3.3).

Montar a unidade de aquecimento (ponto 4.1) e o cadinho de filtragao
(ponto 4.2), adaptando em seguida o baldo (ponto 4.3) ao cadinho.
Adicionar ao baldao 150 ml de acido sulfurico (ponto 3.1), em ebuli¢do,
juntando algumas gotas de agente antiespuma (ponto 3.2), se necessa-
rio.

Levar o liquido a ebulicdo em 5 + 2 minutos, deixando ferver vigoro-
samente durante exatamente 30 minutos.

Abrir a torneira do tubo de descarga (ponto 4.1) e filtrar, sob vacuo, o
acido sulftrrico através do cadinho de filtragdo. Ainda sob vacuo, lavar
o residuo no filtro com trés porgdes sucessivas, de 30 ml cada, de agua
em ebuli¢do. Assegurar que o residuo fica seco por aspira¢ao, apds
cada lavagem.

Fechar a torneira e adicionar mais 150 ml de hidroxido de potassio
(ponto 3.7) em ebulicdo. Juntar algumas gotas de agente antiespuma
(ponto 3.2). Levar o liquido a ebuligdo em 5 = 2 minutos, deixando
ferver vigorosamente durante exatamente 30 minutos. Filtrar o residuo,
lavando-o de modo idéntico ao descrito no tratamento com acido sul-
farico.

Apds a Ultima lavagem e secagem, retirar o cadinho com o seu con-
teido e adapti-lo a unidade de extragdo a frio (ponto 4.6). Ligar o
vacuo e lavar o residuo com trés porg¢des sucessivas, de 25 ml cada, de
acetona (ponto 3.4), secando o residuo por aspiragdo, apos cada lava-
gem.

Secar o cadinho de filtragao até massa constante, na estufa, a 130 °C.
Apos cada secagem, arrefecer no exsicador e pesar de imediato. Colo-
car o cadinho na mufla, incinerando entre 475 e 500 °C, durante pelo
menos 30 minutos, até massa constante (a perda de massa entre duas
pesagens sucessivas deve ser igual ou inferior a 2 mg).

Apos cada calcinacdo, proceder ao arrefecimento na mufla e, em se-
guida no exsicador, antes de pesar.

Efetuar um ensaio em branco. A perda de massa resultante da incine-
racdo nao devera, neste caso, exceder 4 mg.

Calculo dos resultados

O teor de fibra bruta, expresso em percentagem da amostra, ¢ dado
pela expressdo:

(mo —ml) x 100
m

X =

em que:

2
I

massa da amostra, em g,

perda de massa apos incineragdo, durante a determinagdo, em g,

B
Il

= perda de massa apos incineragdo, durante o ensaio em branco,
em g.

B
[
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9.2.

9.3.

9.4.

9.5.

9.6.

Repetibilidade

A diferenca entre os resultados de duas determinagdes paralelas efe-
tuadas com a mesma amostra ndo deve exceder:

— 0,6 % em valor absoluto, para os teores de fibra bruta inferiores
a 10 %,

— 6 % do maior dos valores, para os teores de fibra bruta iguais ou
superiores a 10 %.

Reprodutibilidade

A diferenga entre os resultados de duas determinagdes efetuadas com a
mesma amostra em laboratorios diferentes nao deve exceder:

— 1,0 % em valor absoluto, para os teores de fibra bruta inferiores
a 10 %,

— 10 % do maior dos valores, para os teores de fibra bruta iguais ou
superiores a 10 %.

Observagodes

Os alimentos para animais cujo teor de gordura bruta seja superior
a 10 % deverdo ser previamente desengordurados, por recurso a éter
de petroleo (ponto 3.5). Adaptar o cadinho de filtragdo (ponto 4.2) com
o seu contetido a unidade de extragdo a frio (ponto 4.6) e lavar, sob
vacuo, com trés por¢des sucessivas, de 30 ml cada, de éter de petroleo,
assegurando que o residuo esta seco. Adaptar o cadinho com o seu
contetido a unidade de aquecimento (ponto 4.1), continuando de acordo
com a descricdo efetuada no ponto 5.

Os alimentos para animais que contenham gorduras que nao possam ser
extraidas diretamente com éter de petroleo (ponto 3.5) deverdao ser
desengordurados de acordo com o método descrito no ponto 8.1 e
sujeitos a um novo processo de desengorduramento, precedido do tra-
tamento com acido em ebuligdo. Apos tratamento com acido e lavagem
subsequente, adaptar o cadinho com o seu conteido a unidade de
extragdo a frio (ponto 4.6), lavando com trés porg¢des sucessivas, de
30 ml cada, de acetona, seguidas de trés por¢des sucessivas, também de
30 ml, de éter de petrdleo. Secar por aspiragdo e continuar 0 processo
de acordo com a descri¢do efetuada no ponto 5, comegando pelo tra-
tamento com hidréxido de potassio.

Se o teor em carbonatos dos alimentos para animais exceder 5 %,
expressos em carbonato de calcio, adaptar o cadinho (ponto 4.2) com
a amostra pesada a unidade de aquecimento (ponto 4.1). Lavar a amos-
tra com trés porgdes sucessivas, de 30 ml cada, de acido cloridrico
(ponto 3.6). Apds cada adi¢do, deixar a amostra repousar durante cerca
de um minuto, antes de filtrar. Lavar uma vez com 30 ml de agua e
continuar de acordo com a descrigdo efetuada no ponto 5.

No caso da utilizagdo de uma bateria de aparelhos (varios cadinhos
ligados a mesma unidade de aquecimento), ndo se devera proceder, na
mesma série, a duas determinagdes diferentes com a mesma amostra.

Se, apos a ebulicdo, a filtracdo das solucdes acidas e alcalinas se
revelar dificil, proceder a introdugdo de ar comprimido pelo tubo de
descarga da unidade de aquecimento, continuando em seguida a filtra-
¢ao.

Com vista a prolongar a vida média dos cadinhos de filtracdo de vidro,
¢ conveniente ndo utilizar temperaturas de incineracdo superiores
a 500 °C. Dever-se-d0 igualmente evitar quaisquer choques térmicos
excessivos no decurso dos ciclos de aquecimento e arrefecimento.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.8.1.

3.8.2.

3.8.3.

3.9.

I. DETERMINACAO DOS ACUCARES
Objeto e ambito de aplicacio

Este método permite determinar os aglcares redutores ¢ os aglcares
totais apds inversdo, expressos sob a forma de glucose ou eventual-
mente sob a forma de sacarose, utilizando 0,95 como fator de conver-
sdo. Este método ¢ aplicavel aos alimentos compostos. Existem méto-
dos especiais para outros alimentos para animais. Se for necessario,
poderd medir-se separadamente a lactose, ndao sem ter em conta o
respetivo valor no célculo dos resultados.

Este método ¢ utilizado na determinagdo do teor de agucar para o
calculo do valor energético dos alimentos para animais.

Na determinagdo do teor de agucar para outros efeitos, podem utilizar-
-se outros métodos de analise.

Principio

Os agucares sdo extraidos com etanol diluido e a solugdo ¢ clarificada
com solugdes de Carrez I e II. Uma vez eliminado o etanol, efetuam-se
as determinagdes, antes e depois da inversdo, aplicando o método de
Luff-Schoorl.

Reagentes
Etanol, solugdo a 40 % (v/v), densidade: 0,948 g/ml a 20 °C, ajustado
para o ponto de viragem da fenolftaleina.

Solugdo de Carrez I: dissolver em agua 21,9 g de acetato de zinco, Zn
(CH5CO0),2H,, e 3 g de acido acético glacial. Perfazer o volume de
100 ml com agua.

Solugdo de Carrez II: dissolver em agua 10,6 g de ferrocianeto de
potassio, K4Fe(CN)g3H,0. Perfazer o volume de 100 ml com &agua.

Alaranjado de metilo, solugdo a 0,1 % (m/v).
Acido cloridrico 4 mol/l.

Acido cloridrico 0,1 mol/l.

Solugdo de hidréxido de sodio 0,1 mol/l.
Reagente de Luff-Schoorl:

Agitando lentamente, deitar a solugdo de acido citrico (ponto 3.8.2) na
solugdo de carbonato de sodio (ponto 3.8.3). Juntar em seguida a
solucdo de sulfato de cobre (ponto 3.8.1) e perfazer o volume de 1
litro com agua. Deixar repousar durante a noite e filtrar.

Verificar a concentragdo do reagente assim obtido (Cu 0,05 mol/l;
Na,CO; 1 mol/l), ver o ultimo paragrafo do ponto 5.4. O pH da
solugdo devera ser cerca de 9.4.

Solugdo de sulfato de cobre: dissolver 25 g de sulfato de cobre, Cu-
SO4'5H,0, isento de ferro, em 100 ml de agua.

Solugdo de acido citrico: dissolver 50 g de acido citrico, C¢HgO7°H,0,
em 50 ml de agua.

Solugdo de carbonato de sodio: dissolver 143,8 g de carbonato de sodio
anidro em cerca de 300 ml de 4gua quente. Deixar arrefecer.

Solugdo de tiossulfato de sodio 0,1 mol/l.

Solugdo de amido: juntar uma mistura de 5 g de amido soluvel e 30 ml
de agua a 1 litro de agua a ferver. Manter em ebulicdo durante trés
minutos, deixar arrefecer e juntar, se necessario, 10 mg de iodeto de
mercurio como conservante.
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5.2.

5.3.

5.4.

Acido sulfarico 3 mol/l.

Solugdo de iodeto de potassio a 30 % (m/v).

Pedra-pomes granulada fervida em acido cloridrico, lavada com agua e
seca.

3-Metilbutan-1-ol.

Equipamento

Misturador basculante: cerca de 35 a 40 rotagdes por minuto.

Procedimento
Extracdao da amostra

Pesar, com uma aproximagdo de 1 mg, 2,5 g de amostra ¢ introduzi-la
num baldo volumétrico de 250 ml. Juntar 200 ml de etanol (ponto 3.1)
e misturar durante uma hora no misturador. Juntar 5 ml de solugdo de
Carrez | (ponto 3.2) e agitar durante cerca de 30 segundos. Juntar em
seguida 5 ml de solugdo de Carrez II (ponto 3.3) e tornar a agitar,
durante um minuto. Completar o volume com etanol (ponto 3.1), ho-
mogeneizar e filtrar. Recolher 200 ml de filtrado e evapora-lo até cerca
de metade do volume a fim de eliminar a maior parte do etanol. Trans-
ferir quantitativamente o residuo da evaporagdo com agua quente para
um baldo volumétrico de 200 ml, deixar arrefecer, completar o volume
com agua, homogeneizar e, se necessario, filtrar. Esta sera a solugdo
utilizada para a determinagdo dos aglicares redutores e, apds inversao,
dos agucares totais.

Determinagdo dos agiicares redutores

Com uma pipeta, recolher uma quantidade de solugdo, ndo superior
a 25 ml, que contenha menos de 60 mg de acucares redutores, expres-
sos em glucose. Se necessario, perfazer o volume de 25 ml com agua
destilada e determinar o teor de aglicares redutores pelo método de
Luff-Schoorl. O resultado ¢ expresso em percentagem de glucose na
amostra.

Determinacdo dos agiicares totais apos a inversdo

Com a pipeta, recolher 50 ml de solugdo e deitd-la num balao volumé-
trico de 100 ml. Juntar algumas gotas de solugdo de alaranjado de
metilo (ponto 3.4) e em seguida acido cloridrico (ponto 3.5) lentamente
e mexendo sempre, at¢é que haja uma viragem nitida para vermelho.
Juntar 15 ml de acido cloridrico (3.6) e mergulhar o baldo, durante 30
minutos, em agua fervendo abundantemente. Arrefecer rapidamente até
cerca de 20 °C e juntar 15 ml de solugao de hidroxido de sédio (ponto
3.7). Perfazer o volume de 100 ml com 4gua e homogeneizar. Recolher
uma quantidade nao superior a 25 ml e que contenha menos de 60 mg
de agtlicares redutores expressos em glucose. Se necessario, perfazer o
volume de 25 ml com 4gua destilada e determinar o teor de agucares
redutores pelo método de Luff-Schoorl. O resultado devera ser ex-
presso em percentagem de glucose, ou eventualmente sacarose, multi-
plicando pelo fator 0,95.

Titulagdao pelo método de Luff-Schoorl

Recolher, com uma pipeta, 25 ml de reagente de Luff-Schoorl (ponto
3.8) e deita-lo para um baldo de Erlenmeyer de 300 ml; juntar 25 ml
exatos da solugdo de agucares ja clarificada. Juntar dois granulos de
pedra-pomes (ponto 3.13), aquecer, agitando manualmente sobre uma
chama aberta de altura média, e levar o liquido a ebulicdo em cerca de
dois minutos. Colocar imediatamente o baldo de Erlenmeyer sobre uma
placa com rede de amianto com uma abertura de cerca de 6 cm de
diametro, sob a qual tera sido previamente acendida uma chama, regu-
lada de forma a aquecer apenas o fundo do baldo de Erlenmeyer.
Ajustar ao balao de Erlenmeyer um condensador de refluxo. Deixar
em ebulicdo durante exatamente dez minutos. Arrefecer imediatamente
em agua fria durante cerca de cinco minutos e titular como se segue:
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7.2.

8.2.

8.3.

Juntar 10 ml de solugdo de iodeto de potéssio (ponto 3.12) e, imedia-
tamente depois e com cuidado (dado o risco de formagdo de espuma
abundante), adicionar 25 ml de acido sulfarico (ponto 3.11). Titular
seguidamente com a solugdo de tiossulfato de sodio (ponto 3.9) até ao
aparecimento de uma coloragdo amarelada, juntar o indicador de amido
(ponto 3.10) e completar a titulagao.

Efetuar a mesma titulagdo numa mistura, medida com exatiddo, de 25
ml de reagente de Luff-Schoorl (ponto 3.8) e 25 ml de agua, a que se
juntam 10 ml de solug@o de iodeto de potassio (ponto 3.12) e 25 ml de
acido sulfurico (ponto 3.11), sem levar a ebuligdo.

Calculo dos resultados

Calcular por meio da tabela a quantidade de glucose, expressa em mg,
correspondente a diferenga entre os valores das duas titulagdes, expres-
sos em ml de tiossulfato de sodio 0,1 mol/l. Exprimir o resultado em
percentagem da amostra.

Procedimentos especiais

No caso de alimentos muito ricos em melago ou pouco homogéneos,
pesar uma amostra de 20 g e introduzi-la com 500 ml de agua num
baldo volumétrico de 1 litro. Misturar durante uma hora no misturador.
Clarificar com solugdes de Carrez 1 (ponto 3.2) e II (ponto 3.3) tal
como se descreve no ponto 5.1, mas utilizando uma quantidade quatro
vezes superior de cada solugdo. Completar o volume até a marca com
etanol a 80 % (V/v).

Homogeneizar e filtrar. Eliminar o etanol como se descreve no ponto
5.1. Na auséncia de amido dextrinizado, completar o volume até a
marca com agua destilada.

No caso dos melacos e das matérias-primas para a alimenta¢do animal
ricas em aglicares e praticamente isentas de amido (alfarroba, cascas
secas de beterraba, etc.), pesar 5 g de amostra e introduzi-los num
baldo volumétrico de 250 ml, juntar 200 ml de agua destilada e mis-
turar durante uma hora ou mais, se necessario, no misturador. Clarificar
em seguida com solugdes de Carrez [ (ponto 3.2) e II (ponto 3.3) tal
como se descreve no ponto 5.1. Completar o volume com agua, ho-
mogeneizar e filtrar. Para determinar os agucares totais, proceder como
descrito no ponto 5.3.

Observagoes

Para evitar a formacdo de espuma, recomenda-se a adi¢ao (indepen-
dentemente do volume) de cerca de 1 ml de 3-metilbutan-1-ol (ponto
3.14) antes da ebuligdo com o reagente de Luff-Schoorl.

O teor de sacarose, em percentagem, sera igual a diferenga entre o teor
de agticares totais apos a inversdo, expressos em glucose, e o teor de
acucares redutores (igualmente expressos em glucose), multiplicada por
0,95.

Para determinar o teor de aglcares redutores, com exclusdo da lactose,
podem utilizar-se dois processos:

Para um calculo aproximado, multiplica-se o teor de lactose, determi-
nado num ensaio em separado, por 0,675 e subtrai-se o resultado obtido
do teor de agucares redutores.

Para um célculo mais rigoroso dos agucares redutores, com exclusao da
lactose, ¢ necessario utilizar a mesma amostra nas duas determinacdes
finais, efetuando-se uma analise com parte da solu¢do obtida no ponto
5.1 e outra com parte da solugdo que se utiliza no método de deter-
minacdo da lactose (apds a fermentacdo dos outros tipos de agucares
seguida de clarificaco).
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Em ambos os casos, a quantidade de agucar presente determina-se pelo
método de Luff-Schoorl e o respetivo calculo faz-se em mg de glucose,
subtraindo um valor do outro e exprimindo o resultado em termos
percentuais relativamente a amostra.

Exemplo

Os volumes recolhidos correspondem ambos, em cada uma das deter-
minagdes, a uma amostra de 250 mg.

No primeiro caso, sdo gastos 17 ml de solugdo de tiossulfato de sodio
0,1 mol/l, o que corresponde a 44,2 mg de glucose, e no segundo sdo
gastos 11 ml, o que corresponde a 27,6 mg de glucose.

A diferenca ¢ de 16,6 mg de glucose.

O teor de agucares redutores (exceto a lactose), calculado como glu-
cose, sera portanto de:

4x16,6
10

= 6,64%

Tabela de valores para 25 ml de reagente de Luff-Schoorl

ml de Na,S,03 0,1 mol/l, dois minutos de aquecimento e dez mi-
nutos de ebulicao

Na$,03 GI“COSei’nf/r:rtt‘;ZeO:Q“cares Lactose Na,S,03
0,1 mol/l CeH 120, C12H201, 0,1 mol/l
ml mg diferenga mg diferenca ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 1
2 4,8 2,4 73 3,7 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 9
10 25,0 2,6 37,0 3.8 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 11
12 30,3 2,7 44,6 3.8 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 22
23 62,2 88,0 23

J. DETERMINACAO DA LACTOSE
Objeto e ambito de aplicacio

Este método permite determinar o teor de lactose em alimentos para
animais que a contenham em mais de 0,5 % de lactose.

Principio

Dissolvem-se os agucares em agua. Submete-se a solugdo a uma fer-
mentagdo pela levedura Saccharomyces cerevisiae, que ndo modifica a
lactose. Apos clarificagdo e filtragdo, determina-se o teor de lactose do
filtrado pelo método Luff-Schoorl.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.4.1.

3.4.2.

3.4.3.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Reagentes

Suspensdo de Saccharomyces cerevisiae: suspender 25 g de levedura
fresca em 100 ml de agua. O tempo maximo de conservacao desta
suspensdo em frigorifico ¢ de uma semana.

Solugdo de Carrez I: dissolver em agua 21,9 g de acetato de zinco, Zn
(CH53C00),2H,0, e 3 g de acido acético glacial. Perfazer o volume de
100 ml com agua.

Solugdo de Carrez II: dissolver em agua 10,6 g de ferrocianeto de
potassio, K4Fe(CN)g3H,0. Perfazer o volume de 100 ml com agua.

Reagente de Luff-Schoorl:

Agitando lentamente, deitar a solugdo de acido citrico (ponto 3.4.2) na
solugdo de carbonato de sodio (ponto 3.4.3). Juntar em seguida a
solucdo de sulfato de cobre (ponto 3.4.1) e perfazer o volume de 1
litro com 4gua. Deixar repousar durante a noite e filtrar. Verificar a
concentragdo do reagente assim obtido (Cu 0,05 mol/l; Na,CO;
1 mol/l). O pH da solugdo devera ser cerca de 9,4.

Solugdo de sulfato de cobre: dissolver 25 g de sulfato de cobre, Cu-
S04 5H,0, isento de ferro, em 100 ml de agua.

Solugdo de 4cido citrico: dissolver 50 g de acido citrico, C¢HgO7°H,O0,
em 50 ml de agua.

Solugdo de carbonato de sodio: dissolver 143,8 g de carbonato de sddio
anidro em cerca de 300 ml de agua quente. Deixar arrefecer.

Pedra-pomes granulada fervida em acido cloridrico, lavada com agua e
seca.

Solugdo de iodeto de potassio a 30 % (m/v).

Acido sulfarico 3 mol/l.

Solucdo de tiossulfato de sodio 0,1 mol/l.

Solugdo de amido: juntar uma mistura de 5 g de amido soltvel ¢ 30 ml
de 4gua a 1 litro de 4gua a ferver. Manter em ebulicdo durante trés
minutos, deixar arrefecer e juntar, se necessario, 10 mg de iodeto de
mercirio como conservante.

Equipamento

Tina de banho-maria, com termostato regulado para 38-40 °C.

Procedimento

Pesar, com uma aproximagao de 1 mg, 1 g de amostra e introduzi-la
num baldo volumétrico de 100 ml. Juntar 25 a 30 ml de agua, colocar o
baldo durante trinta minutos em banho-maria a ferver, deixando arre-
fecer em seguida até cerca de 35 °C. Juntar 5 ml da suspensdo de
levedura (ponto 3.1) e homogeneizar. Deixar o baldo durante duas
horas em banho-maria a uma temperatura de 38 a 40 °C e deixar
arrefecer em seguida até cerca de 20 °C.

Juntar 2,5 ml de solugdo de Carrez I (ponto 3.2) e agitar durante 30
segundos; adicionar seguidamente 2,5 ml de solugdo de Carrez II
(ponto 3.3), agitando novamente durante 30 segundos. Perfazer o vo-
lume de 100 ml com agua, misturar e filtrar. Com uma pipeta, recolher
uma quantidade de filtrado ndo superior a 25 ml, que contenha, de
preferéncia, entre 40 ¢ 80 mg de lactose, e introduzi-lo num baldo
de Erlenmeyer de 300 ml. Se necessario, perfazer o volume de 25
ml com agua.
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Efetuar segundo o mesmo processo um ensaio em branco com 5 ml de
suspensao de levedura (ponto 3.1). Determinar o teor de lactose em
conformidade com o método de Luff-Schoorl, como se indica a seguir:
juntar a 25 ml exatos de reagente de Luff-Schoorl (ponto 3.4) dois
granulos de pedra-pomes (ponto 3.5). Aquecer, agitando manualmente
sobre uma chama aberta de altura média e levar o liquido a ebuli¢do
em cerca de dois minutos. Colocar imediatamente o baldo de Erlen-
meyer sobre uma placa com rede de amianto com uma abertura de
cerca de 6 cm de didmetro, sob a qual tera sido previamente acendida
uma chama, regulada de forma a aquecer apenas o fundo do baldo de
Erlenmeyer. Ajustar ao baldo de Erlenmeyer um condensador de re-
fluxo. Deixar em ebuli¢ao durante exatamente dez minutos. Arrefecer
imediatamente em agua fria durante cerca de cinco minutos e titular
como se segue:

Juntar 10 ml de solugdo de iodeto de potassio (ponto 3.6) e, imedia-
tamente depois e com cuidado (dado o risco de formagdo de espuma
abundante), adicionar 25 ml de acido sulfurico (ponto 3.7). Titular
seguidamente com a solugdo de tiossulfato de sodio (ponto 3.8) até
ao aparecimento de uma coloragdo amarelada, juntar o indicador de
amido (ponto 3.9) e completar a titulagdo.

Efetuar a mesma titulagdo numa mistura, medida com exatidao, de 25
ml de reagente de Luff-Schoorl (ponto 3.4) e 25 ml de 4gua, a que se
juntam 10 ml de solug@o de iodeto de potassio (ponto 3.6) e 25 ml de
acido sulfurico (ponto 3.7), sem levar a ebuli¢do.

Calculo dos resultados

Utilizando a tabela, determinar a quantidade de lactose, em mg, cor-
respondente a diferenga entre os resultados das duas titulagdes, expres-
sos em ml de tiossulfato de sddio 0,1 mol/l.

Exprimir o resultado obtido para a lactose anidra em percentagem da
amostra.

Observacgao

1. Para os produtos que contenham mais de 40 % de acucares fer-
mentaveis, utilizar mais de 5 ml de suspensdo de levedura (ponto
3.1).

2. Em alimentos para animais com um «teor de lactose reduzidoy», a
lactose ¢ convertida em frutose, a qual ndo ¢ completamente fer-
mentada em 2 horas, resultando em valores mais elevados ou falsos
positivos (uma vez que continuam a ocorrer residuos de frutose no
extrato).

Tabela de valores para 25 ml de reagente de Luff-Schoorl

ml de Na,S,03; 0,1 mol/l, dois minutos de aquecimento e dez
minutos de ebulicio

Na,$,05 Glucose? fru;gzz agucares Lactose Na,$,05
0,1 mol/l 1?::16{,1205 C1oH201; 0,1 mol/l
ml mg diferenga mg diferenga ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 8
9 224 2,6 33,2 3,8 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 15
16 41,3 2,9 59,9 39 16
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3.2

3.3.

Na,S,03 Glucosei,nf‘f::g(sjzsacucares Lactose Na,S,03
0,1 mol/l CeH 120, C12H2,01, 0,1 mol/l
ml mg diferenga mg diferenga ml
17 44,2 2,9 63,8 39 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 22
23 62,2 88,0 23

K. DETERMINACAO DO AMIDO
METODO POLARIMETRICO
Objeto e ambito de aplicacio

O presente método permite determinar o teor de amido e dos seus
produtos de degradagdo de elevado peso molecular em alimentos
para animais, tendo em vista verificar o cumprimento do valor energé-
tico declarado (disposi¢oes do anexo VII) e do Regulamento (CE) n.
© 767/20009.

Este método ¢ utilizado na determinacdo do teor de amido para o
célculo do valor energético dos alimentos para animais.

Na determinagdo do teor de amido para outros efeitos, podem utilizar-
-se outros métodos de analise.

Principio
O método inclui duas determinagdes. Na primeira, a amostra ¢ tratada

com acido cloridrico diluido. Depois de clarificada e filtrada, mede-se a
rotagdo Otica da solugdo por polarimetria.

Na segunda, a amostra ¢ submetida a extracdo com etanol a 40 %.
Depois de acidificado o filtrado com é&cido cloridrico, clarificagdo e
filtragdo, mede-se a rotagdo oOtica tal como na primeira determinagao.

A diferenca entre as duas medi¢des, multiplicada por um fator conhe-
cido, da o teor de amido da amostra.

Reagentes

Acido cloridrico, solu¢do a 25 % (m/m), densidade: 1,126 g/ml.

Acido cloridrico, solugio a 1,13 % (m/v).

A concentragdo ¢ verificada por titulagio com uma solugdo 0,1 mol/l
de hidroxido de sodio, na presenga de vermelho de metilo a 0,1 %
(m/v) em etanol a 94 % (v/v). Para a neutralizagdo de 10 ml, sdo
necessarios 30,94 ml de NaOH 0,1 mol/l.

Solugdo de Carrez I: dissolver em agua 21,9 g de acetato de zinco, Zn
(CH5C00),2H,0, e 3 g de acido acético glacial. Perfazer o volume de
100 ml com agua.
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3.4.

3.5.

4.2.

5.2.

5.3.

Solugdo de Carrez II: dissolver em agua 10,6 g de ferrocianeto de
potassio, K4Fe(CN)g3H,0. Perfazer o volume de 100 ml com agua.

Etanol, solugdo a 40 % (v/v), densidade: 0,948 g/ml a 20 °C.

Equipamento

Baldao de Erlenmeyer de 250 ml com esmerilado normalizado e con-
densador de refluxo.

Polarimetro ou sacarimetro.

Procedimento
Preparagdo da amostra

Triturar a amostra de maneira a passar a totalidade da mesma por um
crivo de malha redonda de 0,5 mm de diametro.

Determinagdo da rotagdo oOtica total (P ou S) (ver observagdo no ponto
7.1)

Pesar, com uma aproximagao de 1 mg, 2,5 g da amostra triturada para
um baldo volumétrico de 100 ml. Adicionar 25 ml de acido cloridrico
(ponto 3.2), agitar, para homogeneizar a amostra de ensaio, e adicionar
mais 25 ml de acido cloridrico (ponto 3.2). Introduzir o baldo num
banho de dgua em ebuli¢do e agitar enérgica e regularmente durante
trés minutos, para evitar a formagdo de aglomerados. A quantidade de
agua no banho deve ser suficiente para que este se mantenha em
ebuli¢do quando o baldo for introduzido. O baldo ndo pode ser retirado
do banho durante a agitacdo. Decorridos 15 minutos exatos, retirar o
baldo do banho, adicionar 30 ml de agua fria e arrefecer imediatamente
até 20 °C.

Juntar 5 ml de solucdo de Carrez I (ponto 3.3) e agitar durante cerca de
30 segundos. Adicionar em seguida 5 ml da solucdo de Carrez II
(ponto 3.4) e agitar de novo durante cerca de 30 segundos. Completar
o volume com agua, homogeneizar ¢ filtrar. Se o filtrado ndo ficar
perfeitamente limpido (o que é pouco frequente), recomecar a analise
utilizando uma quantidade maior das solugdes de Carrez 1 e II, por
exemplo, 10 ml.

Medir, em seguida, a rotagdo otica da solugdo num tubo de 200 mm
com o polarimetro ou o sacarimetro.

Determinagdo da rotagdo otica (P’ ou S°) de substancias soliveis em
etanol a 40 %

Introduzir, num baldo volumétrico de 100 ml, 5 g de amostra, pesada
com uma aproximacdo de 1 mg, e adicionar cerca de 80 ml de etanol
(ponto 3.5) (ver observagdo no ponto 7.2). Deixar o baldo em repouso a
temperatura ambiente durante uma hora; durante esse lapso de tempo,
agitar energicamente por seis vezes, para que a amostra de ensaio fique
bem misturada com o etanol. Perfazer o volume com etanol (ponto
3.5), homogeneizar e filtrar.

Pipetar 50 ml de filtrado (correspondentes a 2,5 g de amostra) para um
baldo de Erlenmeyer de 250 ml, adicionar 2,1 ml de acido cloridrico
(ponto 3.1) e agitar energicamente. Adaptar um condensador de refluxo
ao baldo de Erlenmeyer e mergulhar este num banho de agua em
ebulicdo. Decorridos exatamente 15 minutos, retirar o balao de Erlen-
meyer do banho, transferir o contetido para um baldo volumétrico de
100 ml, lavar com um pouco de agua fria e arrefecer até 20 °C.
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6.1.

6.2.

Clarificar, em seguida, com as solu¢des de Carrez I (ponto 3.3) e II
(ponto 3.4), completar o volume com agua, homogeneizar, filtrar e
medir a rotagdo Otica como indicado nos segundo e terceiro paragrafos
do ponto 5.2.

Calculo dos resultados

O teor percentual de amido ¢ calculado como segue:

Medicées polarimétricas

2000 x (P — P’
Teor de amido (%) = #

20°
[a]p
P = rotagdo Otica total, em graus de angulo
P’ = rotagdo Otica, em graus de angulo, das substancias soluveis em

etanol a 40 % (v/v)

o]

= rota¢do Otica especifica do amido puro. Os valores convencional-
mente admitidos para este fator sdo os seguintes:

+ 185,9 °: amido de arroz
+ 185,7 °: amido de batata
+ 184,6 °: amido de milho
+ 182,7 °: amido de trigo
+ 181,5 °:  amido de cevada
+ 181,3 °: amido de aveia

+ 184,0 °:  outros tipos de amido e misturas de amidos em
alimentos compostos para animais.

Medi¢oes sacarimétricas

2000 (2N x0,665) x (S—S) 266N x(S—§)

Teor de amido(%) =

20° 20°
o] 100 o3
S = rotagdo Otica total, em graus sacarimétricos
S’ =rotagdo Otica, em graus sacarimétricos, das substancias soluveis

em etanol a 40 % (v/v)

N = massa (g), de sacarose dissolvida em 100 ml de agua, corres-
pondente a um poder rotatorio de 100 graus sacarimétricos,
quando medido com um tubo de 200 mm

16,29 g para os sacarimetros franceses
26,00 g para os sacarimetros alemdes
20,00 g para os sacarimetros mistos

[(Jt]zDOo = rotagdo otica especifica do amido puro (ver ponto 6.1).
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6.3. Repetibilidade

A diferenca entre os resultados de duas determinagdes paralelas efe-
tuadas com a mesma amostra ndo deve exceder 0,4, em valor absoluto,
para teores de amido inferiores a 40 %, ou 1 %, em valor relativo, para
teores de amido iguais ou superiores a 40 %.

7. Observacoes

7.1. Se a amostra contiver mais de 6 % de carbonatos, expressos em car-
bonato de calcio, estes devem ser destruidos por tratamento com a
quantidade apropriada, exata, de acido sulfurico diluido antes da deter-
minagdo da rota¢ao Otica total.

7.2. No caso dos produtos com teor de lactose elevado, como o soro de
leite em pd ou o leite em po desnatado, proceder como segue depois da
adicdo de 80 ml de etanol (ponto 3.5): adaptar um condensador de
refluxo ao baldo e mergulhar este durante 30 minutos num banho de
agua a 50 °C. Em seguida, deixar arrefecer e prosseguir a analise como
indicado no ponto 5.3.

7.3. Caso estejam presentes em quantidades significativas, as seguintes ma-
térias-primas para a alimentagdo animal produzem comprovadamente
interferéncias na determinagdo do teor de amido por polarimetria, po-
dendo originar resultados incorretos:

— produtos derivados da beterraba (sacarina), nomeadamente polpa de
beterraba (sacarina), melago de beterraba (sacarina), polpa de be-
terraba (sacarina) melagada, vinassa de beterraba (sacarina), agtcar
(de beterraba),

— polpa de citrinos,

— sementes de linho, bagago de linho, obtido por pressdo, bagaco de
linho, obtido por extragéo,

— colza, bagago de colza, obtido por pressdo, bagaco de colza, obtido
por extragdo, cascas de colza,

— sementes de girassol, bagago de girassol, obtido por extragdo, ba-
gaco de girassol, parcialmente descascado, obtido por extracdo,

— bagago de copra (coco), obtido por pressao, bagaco de copra (coco),
obtido por extragdo,

— polpa de batata,

— leveduras desidratadas,

— produtos ricos em inulina (p. ex., lascas e farinha de tupinambos),
— torresmos,

— produtos a base de soja.

Nestes casos, pode utilizar-se o método de analise indicado no Regu-
lamento (CE) n.° 121/2008 da Comisséo ('). Este método pode igual-
mente ser utilizado em alimentos para animais com um teor de amido
inferior a 1 %.

(") Regulamento (CE) n.° 121/2008 da Comissdo, de 11 de fevereiro de 2008, que estabe-
lece 0 método de analise para a determinagdo do teor de amido em preparagdes dos tipos
utilizados na alimentagdo de animais (codigo NC 2309) (JO L 37 de 12.2.2008, p. 3).
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4.2.

4.3.

5.1

5.2.

7.2.

7.3.

L. DETERMINACAO DAS CINZAS BRUTAS
Objeto e ambito de aplicacio

Este método permite determinar o teor de cinzas brutas em alimentos
para animais.

Principio
Incinera-se amostra a 550 °C e pesa-se o residuo.

Reagentes

Nitrato de amonio, solugao a 20 % (m/v).

Equipamento

Placa de aquecimento.
Mufla elétrica com termostato.

Cadinhos para incineragdo em silica, porcelana ou platina, retangulares
(aprox. 60 x 40 x 25 mm) ou circulares (didmetro: 60 a 75 mm, altura:
20 a 40 mm).

Procedimento

Pesar, com uma aproximagdo de 1 mg, cerca de 5 g de amostra (2,5 g
para os produtos com tendéncia para aumentar de volume) num cadi-
nho para incineragdo previamente aquecido a 550 °C, arrefecido e
tarado. Colocar o cadinho na placa de aquecimento e aquecer progres-
sivamente até a carbonizacdo da matéria. Proceder a incineracdo de
acordo com o disposto no ponto 5.1 ou 5.2.

Introduzir o cadinho na mufla calibrada e regulada para 550 °C. Manter
esta temperatura até a obtenc@o de cinzas brancas, de cor cinzenta-clara
ou avermelhada, e sem particulas de carvao visiveis. Colocar o cadinho
num exsicador, deixar arrefecer e pesar imediatamente.

Introduzir o cadinho na mufla calibrada e regulada para 550 °C. In-
cinerar durante 3 horas. Colocar o cadinho num exsicador, deixar ar-
refecer e pesar imediatamente. Incinerar de novo por 30 minutos por
forma a garantir que a massa das cinzas permanece constante (a perda
de massa entre duas pesagens sucessivas deve ser igual ou inferior a 1

mg).

Calculo dos resultados

Calcular a massa do residuo subtraindo-lhe a tara.
Exprimir o resultado em percentagem da amostra.

Observacoes

As cinzas de substdncias de dificil incinera¢do devem ser submetidas a
uma primeira incinera¢do de pelo menos trés horas e arrefecidas, adi-
cionando-se-lhes em seguida algumas gotas de solugdo de nitrato de
amonio a 20 % ou de agua (com extremo cuidado, para evitar a
dispersdo das cinzas ou a formacao de aglomerados). Prosseguir com
a calcinacdo, apds secagem em estufa. Repetir eventualmente a opera-
¢do até a incineragdo total.

Para as substdncias que resistam ao tratamento indicado no ponto 7.1,
proceder do modo seguinte: depois de uma incineragdo de trés horas,
recolher as cinzas em 4agua quente e filtrd-las num pequeno filtro,
isento de cinzas. Incinerar o filtro e o seu conteudo no primeiro cadi-
nho. Colocar o filtrado no cadinho arrefecido, evaporar até a secura,
incinerar e pesar.

No caso das matérias gordas, pesar rigorosamente 25 g de amostra
num cadinho de capacidade adequada. Carbonizar, inflamando a subs-
tancia com uma torcida de papel de filtro isento de cinzas. Terminada a
combustdo, humedecer com o minimo de agua possivel. Secar e inci-
nerar como indicado no ponto 5.
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1.2.

2.2.

3.2.

3.3.

4.2.

4.3.

4.4.

5.2

M. DETERMINACAO DAS CINZAS INSOLUVEIS EM ACIDO
CLORIDRICO

Objeto e ambito de aplicacio

Este método permite determinar o teor de substancias minerais insold-
veis em &cido cloridrico existentes nos alimentos para animais. Podem
utilizar-se dois processos, em fun¢do do tipo de amostra:

Processo A: aplicavel as matérias-primas organicas e a maior parte dos
alimentos compostos.

Processo B: aplicavel aos compostos e misturas minerais, assim como
aos alimentos compostos cujo teor de substincias minerais insoluveis
em acido cloridrico, determinado segundo o Processo A, seja superior
al %.

Principio

Processo A: incinera-se a amostra, tratam-se as cinzas em acido clori-
drico em ebulicdo, filtra-se o residuo insoltivel e pesa-se.

Processo B: trata-se a amostra com acido cloridrico. Filtra-se a solu-
¢do, incinera-se o residuo e tratam-se as cinzas assim obtidas como no
Processo A.

Reagentes

Acido cloridrico 3 mol/l.
Acido tricloroacético, solugdo a 20 % (m/v).
Acido tricloroacético, solugio a 1 % (m/v).

Equipamento

Placa de aquecimento.
Mufla elétrica com termostato.

Cadinhos para incineragdo em silica, porcelana ou platina, retangulares
(aprox. 60 x 40 x 25 mm) ou circulares (didmetro: 60 a 75 mm, altura:
20 a 40 mm).

Filtros isentos de cinzas.

Procedimento
Processo A:

Incinerar a amostra de acordo com o método indicado para a determi-
nagdo do teor de cinzas brutas. Podem igualmente utilizar-se as cinzas
obtidas nessa determinagao.

Introduzir as cinzas num copo de 250 a 400 ml com 75 ml de acido
cloridrico (ponto 3.1). Levar cuidadosamente o liquido a uma ebuli¢cdo
suave mantendo-a durante 15 minutos. Filtrar a solugdo quente com
papel de filtro isento de cinzas e lavar o residuo com agua quente até
desaparecer a reacdo acida. Secar o filtro que contém o residuo e
incinera-lo, num cadinho tarado, a uma temperatura de 550 °C (min.)
a 700 °C (max.). Arrefecer num exsicador e pesar.

Processo B

Pesar, com uma aproximagdo de 1 mg, 5 g de amostra e introduzi-la
num copo de 250 a 400 ml. Juntar sucessivamente 25 ml de agua e 25
ml de acido cloridrico (ponto 3.1), misturar e deixar que acabe a
efervescéncia. Juntar mais 50 ml de acido cloridrico (ponto 3.1).
Caso se verifique libertacdo de gas, aguardar que esta cesse completa-
mente, colocar em seguida o copo num banho-maria em ebulicdo du-
rante 30 minutos ou mais, se necessario, para hidrolisar completamente
o amido eventualmente presente. Filtrar a quente com um filtro isento



02009R0152 — PT — 04.04.2024 — 009.001 — 70

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

de cinzas e lavar o filtro com 50 ml de agua quente (ver observagdo no
ponto 7). Colocar o filtro com o residuo num cadinho para incineragao,
secar e incinerar a uma temperatura entre 550 °C (min.) e 700 °C
(max.). Introduzir as cinzas num copo de 250 a 400 ml com 75 ml
de acido cloridrico (ponto 3.1); prosseguir como indicado no segundo
paragrafo do ponto 5.1.

Calculo dos resultados

Calcular a massa do residuo subtraindo-lhe a tara. Exprimir o resultado
em percentagem da amostra.

Observacgao

Se a filtragdo for dificil, repetir a analise substituindo os 50 ml de
acido cloridrico (ponto 3.1) por 50 ml da solugdo de acido tricloracé-
tico a 20 % (m/v) (ponto 3.2), lavando o filtro com uma solugdo quente
de acido tricloracético a 1 % (ponto 3.3).

N. DETERMINACAO DO FOSFORO TOTAL
O fosforo total é determinado pelo

— pelo método de analise previsto na norma EN [5510 — Animal
feeding stuffs: Methods of sampling and analysis - Determination
of calcium, sodium, phosphorus, magnesium, potassium, iron, zinc,
copper, manganese, cobalt, molybdenum and lead by ICP-AES
(Alimentos para animais: Métodos de amostragem e analise — De-
terminag@o do calcio, sodio, fosforo, magnésio, potassio, ferro, zin-
co, cobre, manganés, cobalto, molibdénio e chumbo por ICP-AES),
ou

— pelo método de analise previsto na norma EN 15621 — Animal
feeding stuffs: Methods of sampling and analysis - Determination
of calcium, sodium, phosphorus, magnesium, potassium, sulphur,
iron, zinc, copper, manganese and cobalt after pressure digestion
by ICP-AES (Alimentos para animais: Métodos de amostragem e
analise — Determinacdo do calcio, sodio, fosforo, magnésio, potds-
sio, enxofre, ferro, zinco, cobre, manganés e cobalto por ICP-AES
ap6s mineralizagdo sob pressdo), ou

— pelo método fotométrico, a seguir descrito.

METODO FOTOMETRICO
Objeto e ambito de aplicacio

Este método permite determinar o teor de fosforo total dos alimentos
para animais. E particularmente indicado para a analise de produtos
pobres em fosforo. Em alguns casos (produtos ricos em fosforo), pode
ser aplicado um método gravimétrico.

Principio

A amostra ¢ mineralizada, quer por via seca (para os alimentos orga-
nicos) quer por via himida (para os compostos minerais ¢ os alimentos
liquidos) e colocada em solugdo acida. A solucao é tratada pelo rea-
gente vanadomolibdico. A densidade otica da solugdo amarela assim
obtida ¢ medida em espetrofotdmetro a 430 nm.

Reagentes

Carbonato de calcio.

Acido cloridrico, pyy = 1,10 g/ml (aprox. 6 mol/l).

Acido nitrico, pyo = 1,045 g/ml.

Acido nitrico, pyo = 1,38 a 1,42 g/ml.

Acido sulfarico, poo = 1,84 g/ml.

Reagente vanadomolibdico: misturar 200 ml de solugdo de heptamo-
libdato de amonio (ponto 3.6.1), 200 ml de solugdo de monovanadato

de amonio (ponto 3.6.2) e 134 ml de acido nitrico (ponto 3.4) num
baldo volumétrico de 1 litro. Perfazer o volume com agua.
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4.5.
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Solug@o de heptamolibdato de amoénio: dissolver em agua quente 100 g
de heptamolibdato de amoénio, (NH4)6Mo,0,4 "4H,O. Juntar 10 ml de
amonia (densidade 0,91 g/ml) e perfazer 1 litro com agua.

Solugdo de monovanadato de amonio: em 400 ml de agua quente,
dissolver 2,35 g de monovanadato de amoénio, NH4VO;. Adicionar
lentamente, e agitando sempre, 20 ml de acido nitrico diluido [7 ml
de HNOj; (ponto 3.4) + 13 ml de H,O] e perfazer o volume de 1 litro
com agua.

Solug@o-padrao a 1 mg/ml de fésforo: dissolver em 4gua 4,387 g de di-
-hidrogenofosfato de potassio, KH,PO,. Perfazer o volume de 1 litro
com agua.

Equipamento

Cadinhos para incineracdo em silica, porcelana ou platina.

Mufla elétrica com termostato regulado para 550 °C.

Balao Kjeldahl, 250 ml.

Baldes volumétricos e pipetas de precisao.

Espetrofotometro.

Tubos de ensaio, didmetro: cerca de 16 mm, de rosca normalizada de
14,5 mm; capacidade: 25 a 30 ml.

Procedimento
Preparagdo da solug¢dao

Consoante a natureza da amostra, preparar uma solucdo tal como in-
dicado nos pontos 5.1.1 ou 5.1.2.

Caso geral

Pesar 1 g ou mais de amostra, com uma aproximacdao de 1 mg. In-
troduzir a amostra de ensaio num baldo Kjeldahl, adicionar 20 ml de
acido sulfurico (ponto 3.5) agitar para impregnar completamente a
substancia com acido e evitar que adira as paredes do baldo, aquecer
e manter em ebuli¢do durante 10 minutos. Deixar arrefecer ligeiramen-
te, adicionar 2 ml de acido nitrico (ponto 3.4), aquecer lentamente,
deixar arrefecer ligeiramente, juntar de novo um pouco de acido nitrico
(ponto 3.4) e levar a ebuligdo. Repetir estas operagdes até a obtengao
de uma solugdo incolor. Arrefecer, juntar um pouco de agua, transferir
o liquido para um baldo volumétrico de 500 ml, enxaguando o baldo de
Kjeldahl com agua quente. Deixar arrefecer, completar o volume com
agua, homogeneizar e filtrar.

Amostras contendo substancias organicas e isentas
de di-hidrogenofosfatos de calcio e de magnésio

Pesar, com uma aproximacdo de 1 mg, cerca de 2,5 g de amostra num
cadinho de incineragdo. Misturar intimamente a amostra de ensaio com
1 g de carbonato de calcio (ponto 3.1). Incinerar na mufla a 550 °C até
a obtencdo de cinzas brancas ou cinzentas (uma pequena quantidade de
carvdo ndo prejudica). Transferir as cinzas para um copo de precipita-
¢do de 250 ml. Juntar 20 ml de 4agua e acido cloridrico (ponto 3.2) até
que cesse a efervescéncia. Juntar mais 10 ml de acido cloridrico (ponto
3.2). Colocar o copo num banho de areia e evaporar até a secura para
insolubilizar a silica. Redissolver o residuo em 10 ml de acido nitrico
(ponto 3.3) e levar a ebuli¢do, durante 5 minutos num banho de areia
ou placa de aquecimento, sem evaporar até a secura. Transferir o
liquido para um baldo volumétrico de 500 ml, enxaguando o copo de
precipitagdo varias vezes com agua quente. Deixar arrefecer, completar
o volume com agua, homogeneizar e filtrar.
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5.2.

5.3.

3.2

3.3.

3.4.

Desenvolvimento da coloragdo e medi¢do da densidade otica

Diluir uma aliquota do filtrado obtido no ponto 5.1.1 ou 5.1.2 de modo
a obter uma concentragdo em fosforo nao superior a 40 pg/ml. Intro-
duzir 10 ml desta solugdo num tubo de ensaio (ponto 4.6) e¢ adicionar
10 ml do reagente vanadomolibdico (ponto 3.6). Homogeneizar e dei-
xar repousar 10 minutos, pelo menos, a temperatura de 20 °C. Medir a
densidade otica em espetrofotometro a 430 nm por comparagdo com
uma solugdo obtida por adi¢do de 10 ml do reagente vanadomolibdico
(ponto 3.6) a 10 ml de agua.

Curva de calibrag¢do

A partir da solugdo-padrao (ponto 3.7) preparar solu¢des contendo
respetivamente 5, 10, 20, 30 e 40 pg de fosforo por ml. Tomar 10
ml de cada uma destas solugdes e adicionar 10 ml do reagente vana-
domolibdico (ponto 3.6). Homogeneizar e deixar repousar 10 minutos,
pelo menos, a temperatura de 20 °C. Medir a densidade Otica como
indicado no ponto 5.2. Tragar a curva de calibragdo representando em
ordenadas os valores da densidade Otica e, em abcissas, as quantidades
correspondentes de fosforo. A curva é linear para concentragdes com-
preendidas entre 0 e 40 pg/ml.

Calculo dos resultados

Recorrendo a curva de calibragdo, determinar a quantidade de fosforo
na amostra de ensaio.

Exprimir o resultado em percentagem da amostra.
Repetibilidade
A diferenca entre os resultados de duas determinagdes paralelas efe-

tuadas com a mesma amostra ndo deve exceder:

— 3 % do maior dos valores, para os teores de fosforo inferiores
as %,

— 0,15 % em valor absoluto para os teores de fosforo iguais ou
superiores a 5 %.

0. DETERMINACAO DO CLORO SOB A FORMA DE CLORETOS

Objeto e ambito de aplicacio

Este método permite determinar o cloro dos cloretos soluveis em agua,
convencionalmente expressos como cloreto de sodio. E aplicavel aos
alimentos compostos.

Principio

Dissolvem-se os cloretos em agua. Se o produto contiver matérias
organicas, procede-se a sua clarificagdo. Acidifica-se ligeiramente a
solugdo com acido nitrico e os cloretos precipitam sob a forma de
cloreto de prata com uma solugdo de nitrato de prata. Titula-se o
excesso de nitrato de prata com uma solugdo de tiocianato de amonio
segundo o método de Volhard.

Reagentes

Solugdo de tiocianato de amoénio 0,1 mol/l.
Solugdo de nitrato de prata 0,1 mol/l.
Solugdo saturada de sulfato férrico de amonio, (NH4)Fe(SO,),.

Acido nitrico, densidade: 1,38 g/ml.
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3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

5.2.

Eter dietilico.

Acetona.

Solugdo de Carrez I: dissolver em agua 21,9 g de acetato de zinco, Zn
(CH5C00),2H,0, e 3 g de acido acético glacial. Perfazer o volume de
100 ml com agua.

Solugdo de Carrez II: dissolver em agua 10,6 g de ferrocianeto de
potassio, K4Fe(CN)g3H,0. Perfazer o volume de 100 ml com agua.

Carvao ativado, isento de cloretos ¢ ndo absorvente.

Equipamento

Misturador basculante: cerca de 35 a 40 rotagdes por minuto.

Procedimento
Preparagdo da solu¢dao

Conforme o tipo de amostra, preparar uma solu¢do como se indica no
ponto 5.1.1, 5.1.2 ou 5.1.3.

Efetuar ao mesmo tempo, sem a amostra, um ensaio em branco.

Amostras sem matéria organica

Pesar, com uma aproximag¢do de 1 mg, uma amostra de ensaio ndo
superior a 10 g, que ndo contenha mais de 3 g de cloro sob a forma de
cloretos, e introduzi-la, com 400 ml de 4gua, num baldo volumétrico de
500 ml, a cerca de 20 °C. Misturar durante 30 minutos no misturador,
completar o volume, homogeneizar e filtrar.

Amostras com matéria orgdnica, a exce¢do dos
produtos mencionados no ponto 5.1.3

Pesar, com uma aproximagdo de 1 mg, cerca de 5 g de amostra e
introduzi-la com 1 g de carvdo ativado num baldo volumétrico de
500 ml. Adicionar 400 ml de agua a cerca de 20 °C e 5 ml de solugdo
de Carrez I (ponto 3.7), agitar durante 30 segundos ¢ juntar em seguida
5 ml de solucdo de Carrez II (ponto 3.8). Misturar durante 30 minutos
no misturador, completar o volume, homogeneizar e filtrar.

Alimentos cozidos, bagacos e¢ farinha de linhaga,
produtos ricos em farinha de linhaga e outros pro-
dutos ricos em mucilagens ou substancias coloi-
dais (amido dextrinado, por exemplo)

Preparar a solugdo como se indica no ponto 5.1.2, mas sem filtrar.
Decantar (se necessario, centrifugar), recolher 100 ml do liquido so-
brenadante e introduzi-lo num baldo volumétrico de 200 ml. Adicionar
acetona (ponto 3.6), completando o volume, homogeneizar e filtrar.

Titulagdo

Com uma pipeta, transferir para um baldo de Erlenmeyer 25 a 100 ml
do filtrado (dependendo do teor presumido de cloro) obtido no ponto
5.1.1, 5.1.2 ou 5.1.3. A aliquota nao devera conter mais de 150 mg de
cloro (Cl). Se for necessario, diluir com agua, para obter, pelo menos,
50 ml de filtrado, juntar 5 ml de 4cido nitrico (ponto 3.4), 2 ml de
soluc@o saturada de sulfato férrico de amonio (ponto 3.3) e duas gotas
de solucdo de tiocianato de amonio (ponto 3.1), que se deitam com
uma bureta cheia até a marca zero. Em seguida, juntar-lhe a solugdo de
nitrato de prata (ponto 3.2) com uma bureta até obter um excesso de 5
ml. Adicionar 5 ml de éter dietilico (ponto 3.5) e agitar fortemente para
formar o precipitado. Titular o excesso de nitrato de prata com a
soluc@o de tiocianato de amonio (ponto 3.1) até a viragem para verme-
lho acastanhado se manter durante um minuto.
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7.2.

7.3.

Calculo dos resultados

O teor de cloro (X), expresso em percentagem de cloreto de sédio, ¢
dado pela seguinte formula:

5,845 % (V, — 13)
- m

X

em que:
V,; = ml de solugdo de nitrato de prata 0,1 mol/l adicionada,

V, = ml da solug@o de tiocianato de amonio 0,1 mol/l gasta na titu-
lagdo,

m = gramas da aliquota de amostra.

Se o ensaio em branco revelar que houve consumo de solucdo de
nitrato de prata 0,1 mol/l, subtrair o valor da quantidade consumida
ao volume (V; - V,).

Observacoes

A titulagdo pode igualmente fazer-se por potenciometria ou amperome-
tria.

Para os produtos muito ricos em matérias gordas, proceder a um de-
sengorduramento prévio com éter dietilico ou éter de petroleo.

Para as farinhas de peixe, a titulagdo pode ser efetuada pelo método de
Mobhr.
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ANEXO 1V

METODOS DE ANALISE PARA O CONTROLO DO TEOR DE

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.

3.7.

Q)

ADITIVOS AUTORIZADOS NOS ALIMENTOS PARA ANIMAIS

A. DETERMINACAO DA VITAMINA A

A vitamina A ¢ determinada:

— pelo método de analise previsto na norma EN 17547 — Animal
feeding stuffs: Methods of sampling and analysis - Determination
of vitamin A, E and D (') content - Method using solid phase
extraction (SPE) clean-up and high-performance liquid chromato-
graphy (HPLC) [Alimentos para animais: Métodos de amostragem
e analise — Determinagdo do teor de vitamina A, vitamina E e
vitamina D — Método que utiliza purificagdo com extracdo em
fase solida (SPE) e cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC)]
ou

— por cromatografia liquida de alta resolugdo em fase reversa (RP-
-HPLC) com um detetor de UV ou de fluorescéncia, tal como
descrito a seguir, nos pontos 1 a 9.

Objeto e Ambito de aplicacio

Este método permite determinar o teor de vitamina A (retinol) em
alimentos para animais. A vitamina A determinada pelo presente mé-
todo abrange o 4lcool retinilico totalmente frans e os seus isdmeros cis.
O teor de vitamina A ¢ expresso em unidades internacionais (UI) por
quilograma. Uma UI corresponde a atividade de 0,300 pg de vitamina
A totalmente frans na forma de alcool, 0,344 ng de vitamina A total-
mente frans na forma de acetato ou 0,550 pug de vitamina A totalmente
trans na forma de palmitato.

O limite de quantificacdo ¢ 2 000 Ul de vitamina A por kg.
Principio

A amostra ¢ hidrolisada com solugdo etandlica de hidroxido de potassio
e a vitamina A é extraida com éter de petroleo. Remove-se o solvente
por evaporagdo e dissolve-se o residuo em metanol; se necessario,
dilui-se até a concentragdo requerida. O teor de vitamina A ¢é determi-
nado por cromatografia liquida de alta resolugdo em fase reversa (RP-
-HPLC), com um detetor de UV ou de fluorescéncia. Os parimetros

cromatograficos sdo escolhidos de forma a ndo haver separacao entre a
vitamina A na forma de alcool totalmente frans e os seus isomeros cis.

Reagentes

Etanol, o = 96 %.

Eter de petréleo, intervalo de ebuligio: 40 a 60 °C.
Metanol.

Solugdo de hidréxido de potassio, ¢ = 50 g/100 ml.

Solug@o de ascorbato de sodio, ¢ = 10 g/100 ml (ver observagdes no
ponto 7.7).

Sulfureto de sodio, Na,S-xH,0 (x =7 - 9).

1. Solugdo de sulfureto de sodio, ¢ = 0,5 mol/l em glicerol, = 120 g/l
(para x = 9) (ver observagdes no ponto 7.8).

Solugdo de fenolftaleina, ¢ = 2 g/100 ml em etanol (ponto 3.1).

Refere-se o método de analise previsto na norma EN 17547 como um método alterna-

tivo a utilizar para efeitos de controlos oficiais na determinagdo da vitamina A e da
vitamina E em lugar dos métodos de determinagdo da vitamina A e da vitamina E
descritos, respetivamente, na parte A ¢ na parte B do presente anexo.
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3.8.

3.9.

3.11.1.

3.12.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.23.

4.2.4.

4.3.

44,

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

2-Propanol.

Fase movel para HPLC: mistura de metanol (ponto 3.3) e agua, p. ex.
980 + 20 (v + v). A proporcdo exata dependera das caracteristicas da
coluna utilizada.

Azoto, isento de oxigénio.

Vitamina A totalmente trans na forma de acetato, extrapura, de ativi-
dade certificada, p. ex. 2,80 x 106 Ul/g.

Solug¢do-mae de vitamina A totalmente zrans na forma de acetato: num
baldo volumétrico de 100 ml, pesar, com uma aproximagao de 0,1 mg,
50 mg de vitamina A na forma de acetato (ponto 3.11). Dissolver com
2-propanol (ponto 3.8) e completar o volume com o mesmo solvente
até ao traco. A concentracdo nominal desta solugdo ¢ de 1400 UI de
vitamina A por ml. A concentragdo exata ¢ determinada conforme
descrito no ponto 5.6.3.1.

Vitamina A totalmente frans na forma de palmitato, extrapura, de
atividade certificada, p. ex. 1,80 x 106 Ul/g.

Solugdo-mae de vitamina A totalmente frans na forma de palmitato:
num baldo volumétrico de 100 ml, pesar, com uma aproximagdo de 0,1
mg, 80 mg de vitamina A na forma de palmitato (ponto 3.12). Dissol-
ver com 2-propanol (ponto 3.8) e completar o volume com o mesmo
solvente até ao trago. A concentragdo nominal desta solugao ¢ de 1400
Ul de vitamina A por ml. A concentragdo exata ¢ determinada con-
forme descrito no ponto 5.6.3.2.

2,6-Di-terc-butil-4-metilfenol (BHT) (ver observagdes no ponto 7.5).

Equipamento

Evaporador rotativo de vacuo.
Material de vidro ambarizado.
Baldes de 500 ml de fundo plano ou Erlenmeyer, com colo esmerilado.

Baldes volumétricos de 10, 25, 100 e 500 ml, com colo estreito e
tampa esmerilada.

Ampolas de decantagdo, de 1 000 ml, com tampa esmerilada.
Baldes em forma de pera, de 250 ml, com colo esmerilado.

Condensador de Allihn, com camisa de 300 mm, com junta esmerilada
e adaptador para alimentagdo de gas.

Papel de filtro de pregas, com 185 mm de didmetro, para a separagdo
de fases (p. ex., Schleicher & Schuell 597 HY 1/2).

Aparelho para HPLC com sistema de injegdo.

Coluna para cromatografia liquida com 250 mm x 4 mm e enchimento
Cig de 5 ou 10 um, ou equivalente (critério de eficiéncia: pico unico
para todos os isomeros do retinol nas condi¢des da HPLC).

Detetor de UV ou de fluorescéncia, com comprimento de onda regu-
lavel.

Espetrofotometro com células de quartzo de 10 mm.
Banho de agua equipado com um agitador magnético.

Aparelho de extracdo, constituido por (ver figura 1):
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4.8.1.

4.8.2.

5.1

5.2.

5.3.

Cilindro de vidro de 1 litro com colo esmerilado e tampa.

Dispositivo de vidro com colo esmerilado, adaptavel ao precedente,
com uma tubuladura lateral e um tubo axial ajustavel. O tubo ajustavel
termina em U na extremidade inferior e ¢ afilado na extremidade
oposta, para permitir a transferéncia da fase liquida superior do cilindro
para uma ampola de decantagdo.

Procedimento

Nota: A vitamina A ¢ sensivel a luz (ultravioleta) e a oxidagdo. Efetuar
todas as operagdes na auséncia de luz (utilizando material de
vidro ambarizado ou protegido com folha de aluminio) e de
oxigénio (sob corrente de azoto). Durante a extragdo, o ar acima
do liquido deve ser substituido por azoto (para evitar excessos
de pressdo, soltar a tampa de vez em quando).

Preparagdo da amostra

Moer a amostra de forma a poder passa-la por um crivo de 1 mm,
tomando as devidas precaugdes para evitar a geracdo de calor. Efetuar
a moagem imediatamente antes da pesagem e saponifica¢do; caso con-
trario, pode haver perdas de vitamina A. Ndo moer as amostras se a
distribuigdo granulométrica for adequada (p. ex., pré-misturas e aditi-
vos para a alimentagdo animal).

Saponificag¢do

Em fungdo do teor de vitamina A, pesar, com uma aproximacgdo de |
mg, 2 g a 25 g de amostra num baldo de 500 ml de fundo plano ou
Erlenmeyer (ponto 4.2.1). Em caso de concentragdes baixas, a massa
da toma de ensaio pode ser aumentada a fim de obter particulas sufi-
cientes para a analise. Adicionar sucessivamente, sob agitagdo, 130 ml
de etanol (ponto 3.1), aproximadamente 100 mg de BHT (ponto 3.13),
2 ml da solugdo de ascorbato de sddio (ponto 3.5) e 2 ml da solucdo de
sulfureto de sodio (ponto 3.6). Adaptar o condensador (ponto 4.3) ao
baldo e mergulhar este ultimo no banho de dgua equipado com um
agitador magnético (ponto 4.7). Aquecer até a ebuli¢do e deixar em
refluxo durante 5 minutos. Adicionar em seguida, pelo condensador
(ponto 4.3), 25 ml da solu¢@o de hidroxido de potassio (ponto 3.4) e
deixar em refluxo durante mais 25 minutos, com agitacdo e sob uma
corrente ligeira de azoto. Lavar o condensador com cerca de 20 ml de
agua e arrefecer o conteudo do baldo até a temperatura ambiente.

Extragado

Transferir quantitativamente a solug¢do de saponificagdo para uma am-
pola de decantacao de 1 000 ml (ponto 4.2.3) ou para o aparelho de
extragdo (ponto 4.8), lavando com um volume total de 250 ml de agua.
Lavar o baldo de saponificacdo sucessivamente com 25 ml de etanol
(ponto 3.1) e 100 ml de éter de petroleo (ponto 3.2) e transferir os
liquidos de lavagem para a ampola de decantacdo ou o aparelho de
extragdo. A proporg¢do de agua e etanol na solu¢do combinada assim
constituida deve ser aproximadamente 2:1. Agitar vigorosamente du-
rante 2 minutos e deixar em repouso durante 2 minutos.

Extracdo com uma ampola de decantagdao (ponto
4.2.3)

Depois da separagao das fases (ver observagdo no ponto 7.3), transferir
a fase etérea para outra ampola de decantagdo (ponto 4.2.3). Repetir
duas vezes a operagdo de extracdo com 100 ml de éter de petroleo
(ponto 3.2) e mais duas vezes com 50 ml de éter de petréleo (ponto
3.2).

Lavar os extratos combinados na ampola de decantagdo por duas vezes,
com volumes de 100 ml de agua cada, agitando suavemente por rota-
¢do (para evitar a formagdo de emulsdes), e, em seguida, agitar vigo-
rosamente com mais volumes de 100 ml de 4gua até esta permanecer
incolor a solu¢do de fenolftaleina (ponto 3.7) (quatro lavagens sdo
normalmente suficientes). Filtrar o extrato lavado com um filtro de



02009R0152 — PT — 04.04.2024 — 009.001 — 78

5.4.

5.5.

pregas para a separagdo de fases (ponto 4.4) seco para um baldo vo-
lumétrico de 500 ml (ponto 4.2.2), a fim de remover alguma 4gua ainda
em suspensdo. Lavar a ampola de decantagdo e o filtro com 50 ml de
éter de petroleo (ponto 3.2), completar o volume com éter de petroleo
(ponto 3.2) até ao trago e homogeneizar.

Extracdo com aparelho de extragcdo (ponto 4.8)

Depois da separagdo das fases (ver observagdo no ponto 7.3), substituir
a tampa do cilindro de vidro (ponto 4.8.1) pelo dispositivo de vidro
com esmerilado (ponto 4.8.2) e colocar a extremidade inferior em U do
tubo ajustavel de modo a que fique imediatamente acima do nivel da
interface. Aumentar a pressdo por alimentacdo de azoto através da
tubuladura lateral e transferir a fase etérea superior para uma ampola
de decantagdo de 1 000 ml (ponto 4.2.3). Adicionar 100 ml de éter de
petroleo (ponto 3.2) ao cilindro, tapar e agitar vigorosamente. Depois
da separacao das fases, transferir a fase superior para a ampola de
decantagdo conforme descrito acima. Repetir a operacdo de extragdo
com mais 100 ml de éter de petroleo (ponto 3.2) e duas vezes com
volumes de 50 ml de éter de petroleo (ponto 3.2), transferindo as fases
etéreas para a ampola de decantagdo.

Lavar os extratos etéreos combinados conforme descrito no ponto 5.3.1
e proceder conforme descrito no mesmo ponto.

Preparagdo da solu¢do de amostra para a HPLC

Pipetar uma aliquota da solugdo de éter de petréleo (obtida no ponto
5.3.1 ou 5.3.2) para um baldo em forma de pera de 250 ml (ponto
4.2.4). Evaporar o solvente quase até a secura no evaporador rotativo
(ponto 4.1), sob pressao reduzida, num banho a uma temperatura nao
superior a 40 °C. Restabelecer a pressdo atmosférica com uma alimen-
tagdo de azoto (ponto 3.10) e retirar o baldo do evaporador rotativo.
Remover o solvente restante sob uma corrente de azoto (ponto 3.10) e
dissolver imediatamente o residuo com um volume conhecido (10 ml -
100 ml) de metanol (ponto 3.3) (a concentragdo de vitamina A tem de
estar compreendida entre 5 Ul/ml e 30 Ul/ml).

Determinagdo por HPLC

Procede-se a separagao da vitamina A numa coluna de fase reversa Cig
(ponto 4.5.1) e determina-se a sua concentragdo com um detetor de UV
(325 nm) ou de fluorescéncia (excitag@o: 325 nm; emissdo: 475 nm)
(ponto 4.5.2).

Injetar uma aliquota (p. ex., 20 pl) da solugdo metanodlica obtida no
ponto 5.4 e eluir com a fase moével (ponto 3.9). Calcular a altura ou
area média dos picos correspondentes a varias inje¢des da mesma
solu¢do de amostra e a altura ou area média dos picos correspondentes
a varias injegoes das solugdes de calibragao (ponto 5.6.2).

Condigdes da HPLC
As condigdes a seguir especificadas sao-no a titulo indicativo. Poderao

escolher-se outras condig¢des, desde que produzam resultados equiva-
lentes.

Coluna para cromatografia li- 250 mm X 4 mm, enchimento C;g de 5 ou 10 pum, ou

quida (ponto 4.5.1): equivalente

Fase movel (ponto 3.9): Mistura de metanol (ponto 3.3) e agua, p. ex. 980 + 20
v+v)

Caudal: 1-2 ml/minuto

Detetor (ponto 4.5.2): Detetor de UV (325 nm) ou de fluorescéncia (excita-

¢do: 325 nm/emissdo: 475 nm)
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5.6. Calibragao
5.6.1. Preparagdo das solugdes-padrdo de trabalho

Pipetar 20 ml da solugdo-mde de vitamina A na forma de acetato
(ponto 3.11.1) ou 20 ml da solugdo-mae de vitamina A na forma de
palmitato (ponto 3.12.1) para um baldo de 500 ml de fundo plano ou
Erlenmeyer (ponto 4.2.1) e efetuar a hidrélise conforme descrito no
ponto 5.2, mas sem adicionar BHT. Proceder, em seguida, a extragdo
com éter de petroleo (ponto 3.2) conforme descrito no ponto 5.3 e
completar o volume com éter de petroleo (ponto 3.2) até perfazer
500 ml. Evaporar 100 ml do extrato obtido no evaporador rotativo
(ver ponto 5.4) quase até a secura, remover o solvente restante sob
uma corrente de azoto (ponto 3.10) e redissolver o residuo com 10,0 ml
de metanol (ponto 3.3). A concentragdo nominal desta solugao ¢ de 560
Ul de vitamina A por ml. A concentragdo exata ¢ determinada con-
forme descrito no ponto 5.6.3.3. Preparar a solu¢do-padrdo de trabalho
imediatamente antes da sua utilizag@o.

Pipetar 2,0 ml desta solugdo-padrao de trabalho para um baldo volumé-
trico de 20 ml, completar o volume com metanol (ponto 3.3) até ao
trago ¢ homogeneizar. A concentragdo nominal desta solugdo-padrdo de
trabalho diluida ¢ de 56 UI de vitamina A por ml.

5.6.2. Preparagdo das solugdes de calibracdo e tragado da
curva de calibragdo

Pipetar 1,0, 2,0, 5,0 ¢ 10,0 ml da solucdo-padrao de trabalho diluida
para uma série de baldes volumétricos de 20 ml, completar o volume
com metanol (ponto 3.3) até ao trago e homogeneizar. A concentragdo
nominal destas solugdes ¢ de 2,8, 5,6, 14,0 ¢ 28,0 Ul de vitamina A
por ml.

Injetar varios volumes de 20 pl de cada solugdo de calibragao e deter-
minar as alturas (ou areas) médias dos picos. Tragar uma curva de
calibragdo com base nas alturas (ou areas) médias dos picos e nos
resultados obtidos na padronizagao no UV (ponto 5.6.3.3).

5.63. Padronizacdo no UV das solugdes-padrao
5.6.3.1. Solugdo-mae de vitamina A na forma de acetato

Pipetar 2,0 ml da solugdo-mie de vitamina A na forma de acetato
(ponto 3.11.1) para um baldo volumétrico de 50 ml (ponto 4.2.2) e
completar o volume com 2-propanol (ponto 3.8) até ao traco. A con-
centracdo nominal desta solucdo ¢ de 56 Ul de vitamina A por ml.
Pipetar 3,0 ml desta solu¢do diluida de vitamina A na forma de acetato
para um baldo volumétrico de 25 ml e completar o volume com 2-
-propanol (ponto 3.8) até ao traco. A concentragdo nominal desta so-
lugdo ¢ de 6,72 UI de vitamina A por ml. Tracar o espetro de UV desta
solu¢do no espetrofotometro (ponto 4.6), entre 300 nm e 400 nm, em
relagdo ao 2-propanol (ponto 3.8). O maximo de extingdo deve estar
compreendido entre 325 nm e 327 nm.

Calculo do teor de vitamina A:

UI de vitamina A/ml = E3p6% 19,0

(E}Of’m da vitamina A na forma de acetato = 1530 a 326 nm, em 2—Propanol )

5.6.3.2. Solucdo-mde de vitamina A na forma de palmitato

Pipetar 2,0 ml da solu¢do-mde de vitamina A na forma de palmitato
(ponto 3.12.1) para um baldo volumétrico de 50 ml (ponto 4.2.2) e
completar o volume com 2-propanol (ponto 3.8) até ao traco. A concen-
tragdo nominal desta solug¢do ¢ de 56 Ul de vitamina A por ml. Pipetar
3,0 ml desta solucao diluida de vitamina A na forma de acetato para um
baldo volumétrico de 25 ml e completar o volume com 2-propanol
(ponto 3.8) até ao traco. A concentracdo nominal desta solucdo é de
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5.6.3.3.

6,72 Ul de vitamina A por ml. Tragar o espetro de UV desta solugdo no
espetrofotometro (ponto 4.6), entre 300 nm e 400 nm, em relagdo ao 2-
-propanol (ponto 3.8). O maximo de extin¢do deve estar compreendido
entre 325 nm e 327 nm.

Calculo do teor de vitamina A:

UI de vitamina A/ml = E3 x 19,0

(El%

Lo da vitamina A na forma de palmitato = 957 a 326 nm, em 2-Propanol)

Solugdo-padrao de trabalho de vitamina A

Pipetar 3,0 ml da solugdo-padrdo de trabalho nao diluida de vitamina
A, preparada conforme descrito no ponto 5.6.1, para um baldo volumé-
trico de 50 ml (ponto 4.2.2) e completar o volume com 2-propanol
(ponto 3.8) até ao traco. Pipetar 5,0 ml desta solugdo para um balao
volumétrico de 25 ml e completar o volume com 2-propanol (ponto
3.8) até ao trago. A concentragdo nominal desta solucao ¢ de 6,72 Ul
de vitamina A por ml. Tracar o espetro de UV desta solugdo no
espetrofotometro (ponto 4.6), entre 300 nm e 400 nm, em relagdo ao
2-propanol (ponto 3.8). O maximo de extingdo deve estar compreen-
dido entre 325 nm e 327 nm.

Calculo do teor de vitamina A:

UI de vitamina A/ml = Es;sx 18,30

(EI%  da vitamina A na forma de 4lcool = 1 821 a 325 nm, em 2-Propanol)

Cilculo dos resultados
A partir da altura ou 4rea média dos picos da vitamina A da solucdo de

amostra, determinar a concentra¢do desta em Ul/ml, com base na curva
de calibragdo (ponto 5.6.2).

O teor de vitamina A, w, da amostra, expresso em Ul/kg, ¢ dado pela
seguinte formula:

500 x cx V, x 1000

Ul /k
w V xm [U1/kg]
em que:
¢ = concentragdo, em Ul/ml, de vitamina A da solugdo de amostra
(ponto 5.4),
V; = volume, em ml, de solugdo de amostra (ponto 5.4),
V, = volume, em ml, da aliquota tomada no ponto 5.4,
m = massa, em g, da toma de ensaio.
Observagoes

No caso das amostras com baixas concentragdes de vitamina A, pode
ser util combinar os extratos etéreos de duas saponificagdes (quantidade
pesada: 25 g) numa unica solu¢do de amostra para a determinagdo por
HPLC.
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7.2. A toma de amostra utilizada na analise ndo deve conter mais de 2 g de
matérias gordas.

7.3. Se ndo se der a separagdo de fases, adicionar aproximadamente 10 ml
de etanol (ponto 3.1), para desfazer a emuls@o.

7.4. No caso do dleo de figado de bacalhau e outras matérias gordas puras,
o tempo de saponificacdo deve ser aumentado para 45-60 minutos.

7.5. Em vez de BHT, pode utilizar-se hidroquinona.

7.6. E possivel separar os isomeros do retinol com uma coluna de fase
normal. Mas, neste caso, para a realizacdo dos calculos, devem so-
mar-se as alturas (ou areas) dos picos correspondentes a todos os
isomeros cis e trans.

7.7. Em vez da solucdo de ascorbato de sédio, podem utilizar-se aproxima-
damente 150 mg de 4cido ascorbico.

7.8. Em vez da solugdo de sulfureto de sddio, podem utilizar-se aproxima-
damente 50 mg de EDTA.

7.9. No caso das analises da vitamina A nos substitutos do leite, deve
dedicar-se uma ateng@o especial aos seguintes aspetos:

— quando da saponifica¢do (ponto 5.2): devido a quantidade de ma-
téria gorda presente na amostra, pode ser necessario aumentar a
quantidade de solugdo de hidréxido de potassio (ponto 3.4),

— quando da extracdo (ponto 5.3): devido a presenca de emulsdes,
pode ser necessario adaptar a propor¢do 2:1 entre a agua e o etanol.

Para verificar se o método de analise utilizado produz resultados fiaveis
nesta matriz especifica (substituto do leite) deve realizar-se um ensaio
de recuperacdo com uma toma de ensaio adicional. Se a taxa de recu-
peragao for inferior a 80 %, o resultado analitico tem de ser corrigido
em fun¢do da recuperagio.

8. Repetibilidade

A diferenca entre os resultados de duas determinagdes paralelas efe-
tuadas com a mesma amostra ndo deve exceder 15 % do maior dos

valores.
9. Resultados de um estudo colaborativo (')
Pré-mistura Alime?:(r)a(p;gé—mis— Conr::igzr;?;) de 1 Alimento proteico Alirrllsir:écéspara

L 13 12 13 12 13

n 48 45 47 46 49
média [Ul/kg] 17,02 x 106 1,21 x 106 537 100 151 800 18 070
sr [Ul/kg] 0,51 x 106 0,039 x 106 22 080 12 280 682

r [Ul/kg] 1,43 x 106 0,109 x 106 61 824 34384 1910
CVr [%] 3,0 3,5 4,1 8,1 3,8

sR [Ul/kg] 1,36 x 106 0,069 x 106 46 300 23 060 3614

(') Organizado pelo grupo de trabalho «Alimentos para animais» do Verband Deutscher
Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).
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. Alimento pré-mis- | Concentrado de . . Alimento para
Pré-mistura . . Alimento proteico .
turado minerais leitdes

R [Ul/kg] 3,81 x 106 0,193 x 106 129 640 64 568 10119
CVR [%] 8,0 6,2 8,6 15 20
L: numero de laboratorios
n: numero de valores individuais
sr: desvio-padrao da repetibilidade
sR: desvio-padrao da reprodutibilidade
r: repetibilidade
R: reprodutibilidade
CVr: coeficiente de variagdo da repetibilidade

CVR:  coeficiente de variacdo da reprodutibilidade
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Figura 1
Aparelho de extracdo (ponto 4.8)

i Dispositivo de vidro com colo

esmerilado (4.8.2)
(largura aproximada: 45 cm)

Cilindro de vidro de 1 | com colo
esmerilado e tampa (4.8.1)
(altura aproximada: 48 cm)

-—  Tubo ajustavel

Fase de éter de
petroleo

Fase aquosa
+

penso saponificado
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

B. DETERMINACAO DA VITAMINA E

A vitamina E ¢ determinada:

— pelo método de analise previsto na norma EN 17547 — Animal
feeding stuffs: Methods of sampling and analysis - Determination
of vitamin A, E and D (') content - Method using solid phase
extraction (SPE) clean-up and high-performance liquid chromato-
graphy (HPLC) [Alimentos para animais: Métodos de amostragem
e analise — Determina¢do do teor de vitamina A, vitamina E e
vitamina D — Método que utiliza purificagdo com extragdo em
fase solida (SPE) e cromatografia liquida de alta resolu¢do (HPLC)]
ou

— por cromatografia liquida de alta resolugdo em fase reversa (RP-
-HPLC) com um detetor de UV ou de fluorescéncia, tal como
descrito a seguir, nos pontos 1 a 9.

Objeto e Ambito de aplicacio

Este método permite determinar o teor de vitamina E em alimentos
para animais. O teor de vitamina E ¢ expresso em mg de acetato de
DL-a-tocoferol por quilograma; 1 mg de acetato de DL-o-tocoferol
corresponde a 0,91 mg de DL-a-tocoferol (vitamina E).

O limite de quantificacdo ¢ 2 mg de vitamina E/kg e s6 pode ser
alcangado com um detetor de fluorescéncia. Com um detetor de UV,
o limite de quantificagdo ¢ de 10 mg/kg.

Principio

A amostra ¢ hidrolisada com solugéo etandlica de hidroxido de potassio
e a vitamina E ¢ extraida com éter de petroleo. Remove-se o solvente
por evaporagdo e dissolve-se o residuo em metanol; se necessario,
dilui-se até a concentra¢do requerida. O teor de vitamina E ¢é determi-

nado por cromatografia liquida de alta resolugdo em fase reversa (RP-
-HPLC), com um detetor de fluorescéncia ou de UV.

Reagentes

Etanol, o = 96 %.

Eter de petroleo, intervalo de ebuligdo: 40 a 60 °C.
Metanol.

Solugdo de hidréxido de potassio, ¢ = 50 g/100 ml.

Solugdo de ascorbato de sodio, ¢ = 10 g/100 ml (ver observagdes no
ponto 7.7).

Sulfureto de sodio, Na,S-xH,O (x =7 - 9).

Solugdo de sulfureto de sédio, ¢ = 0,5 mol/l em glicerol, B = 120 g/l
(para x = 9) (ver observagdes no ponto 7.8).

Solugdo de fenolftaleina, ¢ = 2 g/100 ml em etanol (ponto 3.1).

Fase movel para HPLC: mistura de metanol (ponto 3.3) e agua, p. ex.
980 + 20 (v + v). A propor¢do exata dependera das caracteristicas da
coluna utilizada.

Azoto, isento de oxigénio.

Acetato de DL-a-tocoferol, extrapuro, de atividade certificada.

(") Refere-se 0 método de anélise previsto na norma EN 17547 como um método alterna-

tivo a utilizar para efeitos de controlos oficiais na determinagdo da vitamina A e da
vitamina E em lugar dos métodos de determinagdo da vitamina A e da vitamina E
descritos, respetivamente, na parte A ¢ na parte B do presente anexo.
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3.10.1.

3.11.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.3.

4.4.

4.5.

4.5.1.

4.6.

4.7.

4.8.

4.8.1.

4.8.2.

Solugdo-mae de acetato de DL-a-tocoferol: num baldo volumétrico de
100 ml, pesar, com uma aproximagao de 0,1 mg, 100 mg de acetato de
DL-a-tocoferol (ponto 3.10). Dissolver com etanol (ponto 3.1) e com-
pletar o volume com o mesmo solvente até ao trago; 1 ml desta solugéo
contém | mg de acetato de DL-a-tocoferol (padronizagdo no UV: ver o
ponto 5.6.1.3; estabilizagdo: ver observagdes no ponto 7.4).

DL-a-tocoferol, extrapuro, de atividade certificada.

Solu¢do-mae de DL-a-tocoferol: num baldo volumétrico de 100 ml,
pesar, com uma aproximagdo de 0,1 mg, 100 mg de DL-a-tocoferol
(ponto 3.11). Dissolver com etanol (ponto 3.1) e completar o volume
com o mesmo solvente até ao traco; 1 ml desta solugdo contém 1 mg
de DL-a-tocoferol. (padronizagdo no UV: ver o ponto 5.6.2.3; estabi-
lizagdo: ver observagdes no ponto 7.4).

2,6-Di-terc-butil-4-metilfenol (BHT) (ver observagdes 7.5).

Equipamento

Evaporador rotativo.

Material de vidro ambarizado.

Baldes de 500 ml de fundo plano ou Erlenmeyer, com colo esmerilado.

Baloes volumétricos de 10, 25, 100 e 500 ml, com colo estreito e
tampa esmerilada.

Ampolas de decantagdo, de 1 000 ml, com tampa esmerilada.

Baldes em forma de pera, de 250 ml, com colo esmerilado.

Condensador de Allihn, com camisa de 300 mm, com junta esmerilada
¢ adaptador para alimentagdo de gas.

Papel de filtro de pregas, com 185 mm de didmetro, para a separagdo
de fases (p. ex., Schleicher & Schuell 597 HY 1/2).

Aparelho para HPLC com sistema de injecdo.

Coluna para cromatografia liquida com 250 mm x 4 mm e enchimento
Cig de 5 ou 10 pm, ou equivalente.

Detetor de fluorescéncia ou de UV, com comprimento de onda regu-
lavel.

Espetrofotometro com células de quartzo de 10 mm.

Banho de agua equipado com um agitador magnético.

Aparelho de extragdo, constituido por (ver figura 2):

Cilindro de vidro de 1 litro com colo esmerilado e tampa.

Dispositivo de vidro com colo esmerilado, adaptavel ao precedente,
com uma tubuladura lateral e um tubo axial ajustavel. O tubo ajustavel
termina em U na extremidade inferior e ¢ afilado na extremidade
oposta, para permitir a transferéncia da fase liquida superior do cilindro
para uma ampola de decantacdo.
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5.1

5.2.

5.3.

Procedimento

Nota: A vitamina E ¢ sensivel a luz (UV) e a oxidagdo. Efetuar todas
as operacdes na auséncia de luz (utilizando material de vidro
ambarizado ou protegido com folha de aluminio) e de oxigénio
(sob corrente de azoto). Durante a extragdo, o ar acima do
liquido deve ser substituido por azoto (para evitar excessos de
pressdo, soltar a tampa de vez em quando).

Preparagdo da amostra

Moer a amostra de forma a poder passa-la por um crivo de 1 mm,
tomando as devidas precaugdes para evitar a geracdo de calor. Efetuar
a moagem imediatamente antes da pesagem e da saponificagdo; caso
contrario, pode haver perdas de vitamina E.

Saponifica¢do

Em fun¢do do teor de vitamina E, pesar com uma aproximacdo de 0,01
g, 2 g a 25 g de amostra num baldo de fundo plano ou Erlenmeyer de
500 ml (ponto 4.2.1). Adicionar sucessivamente, sob agitagdo, 130 ml
de etanol (ponto 3.1), aproximadamente 100 mg de BHT (ponto 3.12),
2 ml da solugdo de ascorbato de sodio (ponto 3.5) e 2 ml da solugdo de
sulfureto de sodio (ponto 3.6). Adaptar o condensador (ponto 4.3) ao
baldo e mergulhar este Gltimo no banho de agua equipado com um
agitador magnético (ponto 4.7). Aquecer até a ebulicdo e deixar em
refluxo durante 5 minutos. Adicionar em seguida, pelo condensador
(ponto 4.3), 25 ml da solu¢do de hidroxido de potassio (ponto 3.4) e
deixar em refluxo durante mais 25 minutos, com agitagdo e sob uma
corrente ligeira de azoto. Lavar o condensador com cerca de 20 ml de
agua e arrefecer o conteudo do balao até a temperatura ambiente.

Extragdo

Transferir quantitativamente a solug¢do de saponificagdo para uma am-
pola de decantagao de 1 000 ml (ponto 4.2.3) ou para o aparelho de
extragdo (ponto 4.8), lavando com um volume total de 250 ml de agua.
Lavar o baldo de saponificagdo sucessivamente com 25 ml de etanol
(ponto 3.1) e 100 ml de éter de petroleo (ponto 3.2) e transferir os
liquidos de lavagem para a ampola de decantagdo ou o aparelho de
extragdo. A propor¢do de agua e etanol na solugdo combinada assim
constituida deve ser aproximadamente 2:1. Agitar vigorosamente du-
rante 2 minutos e deixar em repouso durante 2 minutos.

Extracdo com uma ampola de decantagdao (ponto
4.2.3)

Depois da separagao das fases (ver observagdo no ponto 7.3), transferir
a fase etérea para outra ampola de decantagdo (ponto 4.2.3). Repetir
duas vezes a operagdo de extracdo com 100 ml de éter de petroleo
(ponto 3.2) e mais duas vezes com 50 ml de éter de petrdleo (ponto
3.2).

Lavar os extratos combinados na ampola de decantagdo por duas vezes,
com volumes de 100 ml de agua cada, agitando suavemente por rota-
¢do (para evitar a formagdo de emulsdes), e, em seguida, agitar vigo-
rosamente com mais volumes de 100 ml de 4gua até esta permanecer
incolor a solu¢do de fenolftaleina (ponto 3.7) (quatro lavagens sdo
normalmente suficientes). Filtrar o extrato lavado com um filtro de
pregas para a separacdo de fases (ponto 4.4) seco para um baldo vo-
lumétrico de 500 ml (ponto 4.2.2), a fim de remover alguma agua ainda
em suspensdo. Lavar a ampola de decantagdo e o filtro com 50 ml de
éter de petroleo (ponto 3.2), completar o volume com éter de petroleo
(ponto 3.2) até ao trago e homogeneizar.

Extracdo com aparelho de extragdo (ponto 4.8)

Depois da separagdo das fases (ver observagdo no ponto 7.3), substituir
a tampa do cilindro de vidro (ponto 4.8.1) pelo dispositivo de vidro
com esmerilado (ponto 4.8.2) e colocar a extremidade inferior em U do
tubo ajustavel de modo a que fique imediatamente acima do nivel da
interface. Aumentar a pressdo por alimentacdo de azoto através da
tubuladura lateral e transferir a fase etérea superior para uma ampola
de decantagdo de 1 000 ml (ponto 4.2.3). Adicionar 100 ml de éter de
petroleo (ponto 3.2) ao cilindro, tapar e agitar vigorosamente. Depois
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5.4.

5.5.

5.6.
5.6.1.
5.6.1.1.

da separacdo das fases, transferir a fase superior para a ampola de
decantagdo conforme descrito acima. Repetir a operacdo de extracdo
com mais 100 ml de éter de petroleo (ponto 3.2) e duas vezes com
volumes de 50 ml de éter de petroleo (ponto 3.2), transferindo as fases
etéreas para a ampola de decantagdo.

Lavar os extratos etéreos combinados conforme descrito no ponto 5.3.1
e proceder conforme descrito no mesmo ponto.

Preparagdo da solugdo de amostra para a HPLC

Pipetar uma aliquota da solugdo de éter de petréleo (obtida no ponto
5.3.1 ou 5.3.2) para um baldo em forma de pera de 250 ml (ponto
4.2.4). Evaporar o solvente quase até a secura no evaporador rotativo
(ponto 4.1), sob pressao reduzida, num banho a uma temperatura nao
superior a 40 °C. Restabelecer a pressdo atmosférica com uma alimen-
tagdo de azoto (ponto 3.9) e retirar o baldo do evaporador rotativo.
Remover o solvente restante sob uma corrente de azoto (ponto 3.9) e
dissolver imediatamente o residuo com um volume conhecido (10 ml -
100 ml) de metanol (ponto 3.3) (a concentracdo de DL-a-tocoferol tem
de estar compreendida entre 5 pg/ml e 30 pg/ml).

Determinagdao por HPLC

Procede-se a separagdo da vitamina E numa coluna de fase reversa Cig
(ponto 4.5.1) e determina-se a sua concentragdo com um detetor de
fluorescéncia (excitagdo: 295 nm; emissdo: 330 nm) ou um detetor de
UV (292 nm) (ponto 4.5.2).

Injetar uma aliquota (p. ex., 20 ul) da solugdo metandlica obtida no
ponto 5.4 e eluir com a fase moével (ponto 3.8). Calcular a altura ou
area média dos picos correspondentes a varias injecoes da mesma
solu¢do de amostra e a altura ou area média dos picos correspondentes
a varias injecdes das solugdes de calibragdo (ponto 5.6.2).

Condi¢des da HPLC

As condigdes a seguir especificadas sdo-no a titulo indicativo. Poderdo
escolher-se outras condi¢des, desde que produzam resultados equiva-
lentes.

Coluna para cromatografia 250 mm X 4 mm, enchimento C;g de 5
liquida (ponto 4.5.1): ou 10 pm, ou equivalente

Fase movel (ponto 3.8): Mistura de metanol (ponto 3.3) e agua,
p- ex., 980 + 20 (v + V)

Caudal: 1-2° ml/minuto

Detetor (ponto 4.5.2): Detetor de fluorescéncia (excitagdo: 295
nm; emissdo: 330 nm) ou detetor de UV
(292 nm)

Calibrag¢ao (acetato de DL-o-tocoferol ou DL-a-tocoferol)
Padrdo de acetato de DL-a-tocoferol
Preparagdo da solugdo-padrdo de trabalho

Pipetar 25 ml da solugdo-méae de acetato de DL-a-tocoferol (ponto
3.10.1) para um baldo de 500 ml de fundo plano ou Erlenmeyer (ponto
4.2.1) e efetuar a hidrolise conforme descrito no ponto 5.2. Proceder,
em seguida, a extracdo com éter de petroleo (ponto 3.2) conforme
descrito no ponto 5.3 e completar o volume com éter de petroleo até
perfazer 500 ml. Evaporar 25 ml do extrato obtido no evaporador
rotativo (ver ponto 5.4) quase até a secura, remover o solvente restante
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5.6.1.2.

5.6.1.3.

5.6.2.
5.6.2.1.

5.6.2.2.

5.6.2.3.

sob uma corrente de azoto (ponto 3.9) e redissolver o residuo com 25,0
ml de metanol (ponto 3.3). A concentragdo nominal desta solugdo ¢
45,5 ug de DL-o-tocoferol/ml, equivalente a 50 pg de acetato de DL-a-
-tocoferol/ml. Preparar a solugdo-padrio de trabalho imediatamente
antes da sua utilizagdo.

Preparac@o das solugdes de calibragdo e tragado da curva de calibragdo

Pipetar 1,0, 2,0, 4,0 ¢ 10,0 ml da solugdo-padrao de trabalho para uma
série de baldes volumétricos de 20 ml, completar o volume com me-
tanol (ponto 3.3) até ao traco e homogeneizar. A concentragdo nominal
destas solugdes ¢ de 2,5, 5,0, 10,0 e 25,0 ug de acetato de DL-a-
-tocoferol/ml, equivalentes a 2,28, 4,55, 9,10 e 22,8 pg de DL-a-toco-
ferol/ml.

Injetar varios volumes de 20 pl de cada solugdo de calibragdo e deter-
minar as alturas (ou areas) médias dos picos. Tragar uma curva de
calibracdo com base nas alturas (ou areas) médias dos picos.

Padronizagdo no UV da solugdo-mae de acetato de DL-a-tocoferol
(ponto 3.10.1)

Diluir, com etanol, 5,0 ml da solugdo-mae de acetato de DL-a-tocoferol
(ponto 3.10.1) até perfazer 25,0 ml e tracar o espetro de UV desta
solu¢do no espetrofotometro (ponto 4.6), entre 250 nm e 320 nm, em
relagdo ao etanol (ponto 3.1).

O maximo de absor¢do deve situar-se nos 284 nm:

E|% = 43,6a 284 nm, em etanol

Para esta diluicdo, deve obter-se uma extingdo compreendida entre 0,84
e 0,88.

Padrdao de DL-a-tocoferol
Preparacdo da solugdo-padrio de trabalho

Pipetar 2 ml da solugdo-mae de DL-a-tocoferol (ponto 3.11.1) para um
baldo volumétrico de 50 ml, dissolver com metanol (ponto 3.3) e com-
pletar o volume com metanol até ao trago. A concentragdo nominal
desta solucdo ¢ 40 pg de DL-a-tocoferol/ml, equivalente a 44,0 ug de
acetato de DL-o-tocoferol/ml. Preparar a solugdo-padrdo de trabalho
imediatamente antes da sua utilizag@o.

Preparacdo das solugdes de calibragdo e tragado da curva de calibragdo

Pipetar 1,0, 2,0, 4,0 ¢ 10,0 ml da solu¢do-padrdo de trabalho para uma
série de baldes volumétricos de 20 ml, completar o volume com me-
tanol (ponto 3.3) até ao traco e homogeneizar. A concentragdo nominal
destas solugdes ¢ de 2,0, 4,0, 8,0 ¢ 20,0 pg de DL-a-tocoferol/ml,
equivalentes a 2,20, 4,40, 8,79 ¢ 22,0 pug de acetato de DL-a-tocofe-
rol/ml.

Injetar varios volumes de 20 pl de cada solugdo de calibragao e deter-
minar as alturas (ou areas) médias dos picos. Tragar uma curva de
calibracdo com base nas alturas (ou areas) médias dos picos.

Padronizagdo no UV da solugdo-mae de DL-a-tocoferol (ponto 3.11.1)

Diluir, com etanol, 2,0 ml da solu¢do-mae de DL-a-tocoferol (ponto
3.11.1) até perfazer 25,0 ml e tragar o espetro de UV desta solu¢do no
espetrofotometro (ponto 4.6), entre 250 nm e 320 nm, em relacdo ao
etanol (ponto 3.1). O maximo de absor¢do deve situar-se nos 292 nm:
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7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

El%

Lem = 75,82 292 nm, em etanol

Para esta dilui¢do, deve obter-se uma extingdao de 0,6.

Calculo dos resultados

A partir da altura ou drea média dos picos da vitamina E da solugdo de
amostra, determinar a concentracdo desta em pg/ml (expressa em ace-
tato de DL-a-tocoferol) com base na curva de calibragdo (ponto 5.6.1.2
ou 5.6.2.2).

O teor de vitamina E, w, da amostra, expresso em mg/kg, ¢ dado pela
seguinte formula:

500 x ¢ x V,
= k
W=y o me/ke]
em que:
¢ = concentragdo, em pg/ml, de vitamina E (expressa em acetato de

DL-a-tocoferol) da solu¢do de amostra (ponto 5.4),

V; = volume, em ml, de solugdo de amostra (ponto 5.4),

V, = volume, em ml, da aliquota tomada no ponto 5.4,
m = massa, em g, da toma de ensaio.

Observagoes

No caso das amostras com baixas concentragcdes de vitamina E, pode
ser util combinar os extratos etéreos de duas saponificagdes (quantidade
pesada: 25 g) numa unica solu¢do de amostra para a determinagdo por
HPLC.

A toma de amostra utilizada na analise ndo deve conter mais de 2 g de
matérias gordas.

Se ndo se der a separacdo de fases, adicionar aproximadamente 10 ml
de etanol (ponto 3.1), para desfazer a emulsdo.

Depois das medigdes espetrofotométricas efetuadas com a solugdo de
acetato de DL-o-tocoferol ou de DL-a-tocoferol de acordo com os
pontos 5.6.1.3 ou 5.6.2.3, respetivamente, adicionar a solu¢do (ponto
3.10.1 ou 3.10.2) cerca de 10 mg de BHT (ponto 3.12) e conservar a
mesma em frigorifico (prazo de validade: maximo quatro semanas).

Em vez de BHT, pode utilizar-se hidroquinona.

E possivel separar os isdmeros a-, B-, y- e d-tocoferol com uma coluna
de fase normal.

Em vez da solugao de ascorbato de sédio, podem utilizar-se aproxima-
damente 150 mg de acido ascorbico.

Em vez da solugdo de sulfureto de sddio, podem utilizar-se aproxima-
damente 50 mg de EDTA.

Em condi¢des alcalinas, o acetato de vitamina E hidrolisa muito rapi-
damente, pelo que ¢ muito sensivel a oxidagdo, especialmente na pre-
senga de oligoelementos como o ferro ou o cobre. A determinagdo da
vitamina E em pré-misturas com teores superiores a 5 000 mg/kg pode
ter por consequéncia a degradacdo da vitamina E. Assim, recomenda-se
a confirmagdo através de um ensaio por HPLC que inclua uma digestao
enzimatica da formula¢do com vitamina E sem a etapa de saponifica-
¢do em meio alcalino.
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Repetibilidade

A diferenca entre os resultados de duas determinagdes paralelas efe-
tuadas com a mesma amostra ndo deve exceder 15 % do maior dos

valores.

Resultados de um estudo colaborativo (')

A Alimento pré-mis- [ Concentrado de | Alimento pro- | Alimento para
Pré-mistura . . . x
turado minerais teico leitdes

L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
média [mg/kg] 17 380 1187 926 315 61,3
s, [mg/kg] 384 45,3 25,2 13,0 2,3
r [mg/kg] 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
CVr [%] 2,2 3.8 2,7 4,1 3.8
sr [mg/kg] 830 65,0 55,5 18,9 7,8
R [mg/kg] 2324 182,0 1554 52,9 21,8
CVR [%] 4,8 5,5 6,0 6,0 12,7
L: numero de laboratorios
n: numero de valores individuais
Sy desvio-padrdo da repetibilidade
SR: desvio-padrao da reprodutibilidade
I repetibilidade
R: reprodutibilidade
CV.: coeficiente de variagdo da repetibilidade
CVg: coeficiente de variagdo da reprodutibilidade

Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).

(') Organizado pelo grupo de trabalho «Alimentos para animais» do Verband Deutscher
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Cilindro de vidro de 1| com colo
esmerilado e tampa (4.8.1)
(altura aproximada: 48 cm)

\

Fase de éter de
petroleo

Fase aguosa
+

penso saponificado

Figura 2
Aparelho de extracdo (ponto 4.8)

Dispositivo de vidro com cola

esmerilado (4.8.2)
(largura aproximada: 45 cm)

-  Tubo ajustavel
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C. DETERMINACAO DOS OLIGOELEMENTOS FERRO, COBRE,
MANGANES E ZINCO

Os teores de ferro, cobre, manganés e zinco podem ser determinados:

— pelo método de analise previsto na norma EN 15510 — Animal
feeding stuffs: Methods of sampling and analysis - Determination
of calcium, sodium, phosphorus, magnesium, potassium, iron, zinc,
copper, manganese, cobalt, molybdenum and lead by ICP-AES
(Alimentos para animais: Métodos de amostragem e analise — De-
terminag@o do calcio, sodio, fosforo, magnésio, potassio, ferro, zin-
co, cobre, manganés, cobalto, molibdénio e chumbo por ICP-AES),
ou

— pelo método de analise previsto na norma EN 15621 — Animal
feeding stuffs: Methods of sampling and analysis - Determination
of calcium, sodium, phosphorus, magnesium, potassium, sulphur,
iron, zinc, copper, manganese and cobalt after pressure digestion
by ICP-AES (Alimentos para animais: Métodos de amostragem e
analise — Determinacdo do calcio, sodio, fosforo, magnésio, potds-
sio, enxofre, ferro, zinco, cobre, manganés e cobalto por ICP-AES
ap6s mineralizagdo sob pressdo), ou

— pelo método de analise previsto na norma EN 17053 — Animal
feeding stuffs: Methods of sampling and analysis - Determination
of trace elements, heavy metals and other elements in feed by ICP-
-MS (multi-method) [Alimentos para animais: Métodos de amostra-
gem e analise — Determinagdo de oligoelementos, metais pesados e
outros elementos nos alimentos para animais por ICP-MS (vérios
métodos)], ou

— pelo método de anélise previsto na norma EN ISO 6869 — Alimentos
para animais — Determinag¢ao dos teores de cdlcio, cobre, ferro, mag-
nésio, manganés, potdssio, sodio e zinco — Método por espetrometria
de absor¢ao atomica, ou

— pelo método de espetrometria de absorcdo atomica de chama
(FAAS), tal como descrito a seguir, nos pontos 1 a 8.

1. Objeto e ambito de aplicacio

Este método permite determinar os oligoelementos ferro, cobre, man-
ganés e zinco nos alimentos para animais (!). Os limites de quantifica-
¢do sdo os seguintes:

— ferro (Fe): 20 mg/kg,
— cobre (Cu): 10 mg/kg,
— manganés (Mn): 20 mg/kg,
— zinco (Zn): 20 mg/kg.
2. Principio

A amostra ¢ colocada em solugdo em acido cloridrico, apos a destrui-
¢do da matéria organica eventualmente presente. Os elementos ferro,
cobre, manganés e zinco sdo determinados, ap6s uma dilui¢do apro-
priada, por espetrometria de absor¢ao atomica.

3. Reagentes
Observagées prévias

A égua utilizada na preparagdo dos reagentes e das solugdes necessa-
rias ao processo de andlise devera estar isenta dos catides a determinar,
devendo obter-se mediante dupla destilagdo num aparelho em borossi-
licato ou silica, ou por tratamento duplo com uma resina de permuta
idnica.

Os reagentes devem ser, pelo menos, de pureza analitica. A auséncia
do elemento a determinar deve ser verificada por um ensaio em branco.
Os reagentes podem, se necessario, ser submetidos a uma maior puri-
ficagdo.

(") Este método foi validado num ensaio colaborativo para vérias matrizes de alimentos
para animais. Para mais informacdes, consultar https://joint-research-centre.ec.europa.
eu/eurl-fa-eurl-feed-additives/eurl-fa-authorisation_en?prefLang=pt.
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3.1

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.7.1.

3.8.

3.8.1.

3.9.

3.9.1.

3.10.1.

As solugdes-padrdao adiante descritas poderdo ser substituidas por so-
lugdes-padrdo comerciais, desde que venham garantidas e sejam testa-
das antes da sua utilizacao.

Acido cloridrico (d: 1,19 g/ml).
Acido cloridrico (6 mol/l).
Acido cloridrico (0,5 mol/l).

Acido fluoridrico a 38-40 % (v/v), com um teor de ferro (Fe) inferior
a 1 mg/l e residuo de evaporacdo inferior a 10 mg (expressos em sul-
fato)/litro.

Acido sulfarico (d: 1,84 g/ml).

Peroxido de hidrogénio [aproximadamente 100 vol. de oxigénio (30 %
em massa)].

Solug@o-padrao de ferro (1 000 pg Fe/ml), preparada da seguinte for-
ma, ou solugdo comercial equivalente: dissolver 1 g de arame de ferro
em 200 ml de acido cloridrico 6 mol/l (ponto 3.2), adicionar 16 ml de
peroxido de hidrogénio (ponto 3.6) e perfazer o volume de 1 litro com
agua.

Solugdo-padrao de trabalho de ferro (100 pg Fe/ml): diluir a solugdo-
-padrdo (ponto 3.7) em agua, na propor¢do 1:9.

Solugdo-padrao de cobre (1 000 pg Cu/ml), preparada da seguinte for-
ma, ou solu¢do comercial equivalente:

— dissolver 1 g de cobre em p6 em 25 ml de acido cloridrico 6 mol/l
(ponto 3.2), adicionar 5 ml de perdxido de hidrogénio (ponto 3.6) e
perfazer o volume de 1 litro com agua.

Solug@o-padrao de trabalho de cobre (10 pg Cu/ml): diluir a solugdo-
-padrdao (ponto 3.8) em agua na propor¢dao de 1:9; diluir em seguida
esta solugdo em dagua, novamente na propor¢do de 1:9.

Solugdo-padriao de manganés (1 000 pg Mn/ml), preparada da seguinte
forma, ou solugdo comercial equivalente:

— dissolver 1 g de manganés em po6 em 25 ml de acido cloridrico
6 mol/l (ponto 3.2), perfazer o volume de 1 litro com agua.

Solugdo-padrao de trabalho de manganés (10 pg Mn/ml): diluir a so-
lugdo-padrao (ponto 3.9) em agua na proporg¢do de 1:9; diluir em
seguida esta solugdo em agua, novamente na proporg¢ao de 1:9.

Solugao-padrao de zinco (1 000 pg Zn/ml), preparada da seguinte for-
ma, ou solu¢do comercial equivalente:

— dissolver 1 g de zinco em barra ou placa em 25 ml de 4cido
cloridrico 6 mol/l (ponto 3.2), perfazer o volume de 1 litro com
agua.

Solugdo-padrao de trabalho de zinco (10 pg Zn/ml): diluir a solugdo-
-padrdo (ponto 3.10) em agua na proporgdo de 1:9; diluir em seguida
esta solugdo em agua, novamente na propor¢do de 1:9.

Solugdo de cloreto de lantanio preparada da seguinte forma: dissolver
12 g de 6xido de lantdnio em 150 ml de agua, adicionar 100 ml de
acido cloridrico 6 mol/l (ponto 3.2) e perfazer o volume de 1 litro com
agua.
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4.2.

4.3.

5.1.

5.1
5.1

5.1

Q)

(Z

=

Equipamento

Mufla de temperatura regulavel e, de preferéncia, com registador.

Material de vidro em borossilicato resistente. Recomenda-se a utiliza-
¢do de material que sirva exclusivamente para a determinagdo dos
oligoelementos.

Espetrofotometro de absor¢ao atomica, com caracteristicas de sensibi-
lidade e precisdo compativeis com as exigéncias desta técnica.

Procedimento (')
Amostras com matéria organica
1. Incineragdo e preparagdo da solugdo a analisar(®

.1.1. Colocar entre 5 ¢ 10 g de amostra, pesados com uma aproximagdo de
0,2 mg, num cadinho de quartzo ou platina [ver nota b)], secar em
estufa a 105 °C e introduzir o cadinho na mufla (ponto 4.1) a frio.
Fechar a mufla [ver nota c)] e elevar progressivamente a sua tempe-
ratura por forma a que atinja os 450 a 475 °C em 90 minutos. Manter
esta temperatura durante 4 a 16 horas (durante a noite, por exemplo)
para eliminar a substancia carbonosa, abrir em seguida a mufla e deixar
arrefecer [ver nota d)].

Humedecer as cinzas com 4gua a transferi-las em seguida para um
copo de 250 ml. Lavar o cadinho com cerca de 5 ml de 4cido cloridrico
(ponto 3.1) e transferir, lentamente ¢ com precaucdo, a solugdo de
lavagem para o copo (podera produzir-se uma reagdo violenta pela
formagdo de CO,). Em seguida adicionar acido cloridrico (ponto 3.1)
gota a gota, com agitagdo, até que cesse a efervescéncia. Evaporar até a
secura, mexendo regularmente com uma vareta de vidro.

Juntar ao residuo 15 ml de acido cloridrico 6 mol/l (ponto 3.2) e, em
seguida, aproximadamente 120 ml de agua. Agitar com vareta de vidro,
que deve ser deixada no copo, e tapar com um vidro de relogio. Levar
lentamente a ebuli¢do e ferver em lume brando até que a dissolugdo
das cinzas deixe de ser visivel. Filtrar com papel de filtro, isento de
cinzas, e recolher o filtrado num baldo volumétrico de 250 ml. Lavar o
copo e o filtro com 5 ml de acido cloridrico 6 mol/l (ponto 3.2) quente
e duas vezes com agua a ferver. Completar o volume com &gua (a
concentragdo em HCI ¢ aproximadamente de 0,5 mol/l).

.1.2. Se o residuo que ficou no filtro for de cor negra (carbonosa) coloca-lo de
novo na mufla e incinera-lo a 450-475 °C. Esta incineragdo, que requer
apenas algumas horas (trés a cinco horas, aproximadamente), conside-
rar-se-a terminada quando as cinzas se apresentarem de cor branca ou

Poderdo ser utilizados outros métodos de mineralizagdo desde que se tenha demonstrado
terem resultados semelhantes (por exemplo, a mineralizagdo por micro-ondas sob pres-
530).

As forragens verdes (frescas ou desidratadas) sdo suscetiveis de conter grandes quanti-
dades de silica vegetal que pode reter oligoelementos e tem de ser eliminada. As
amostras destes alimentos devem ser submetidas ao seguinte procedimento modificado:
efetuar a operagdo do ponto 5.1.1.1 até ao estadio da filtragdo. Lavar duas vezes, em
agua a ferver, o papel de filtro que contém o residuo insoluvel e colocd-lo num cadinho
de quartzo ou platina.

Incinerar na mufla (ponto 4.1) a uma temperatura inferior a 550 °C até desaparecer
completamente toda a substincia carbonosa. Deixar arrefecer, juntar algumas gotas de
agua, deitar em seguida 10 a 15 ml de 4cido fluoridrico (ponto 3.4) e evaporar até a
secura, a aproximadamente 150 °C. Se o residuo ainda contiver silica, dissolvé-la em
alguns ml de 4cido fluoridrico (ponto 3.4) e evaporar até a secura. Juntar 5 gotas de
acido sulftrico (ponto 3.5) e aquecer até ao desaparecimento do fumo branco. Juntar 5
ml de acido cloridrico 6 mol/l (ponto 3.2) e aproximadamente 30 ml de agua, aquecer,
filtrar a solugdo para um baldo volumétrico de 250 ml e completar o volume com agua
(a concentragdo em HCI ¢ aproximadamente de 0,5 mol/l). Prosseguir a operagdo a
partir do ponto 5.1.2.



02009R0152 — PT — 04.04.2024 — 009.001 — 95

quase branca. Dissolver o residuo em aproximadamente 2 ml de acido
cloridrico (ponto 3.1), evapora-lo até a secura e adicionar 5 ml de 4cido
cloridrico 6 mol/l (ponto 3.2). Aquecer, filtrar a solu¢do para o baldo
volumétrico e completar o volume com agua (a concentragdo em HCI é
de aproximadamente 0,5 mol/l).

Notas:

a) Na determinagdo dos oligoelementos, convém estar atento ao risco
de contaminagdo, designadamente pelo zinco, cobre e ferro. E por
essa razdo que o equipamento utilizado na preparagdo das amostras
deve estar isento destes metais.

Para reduzir o risco de contaminag@o, ¢ conveniente trabalhar numa
atmosfera isenta de poeiras, com equipamento rigorosamente limpo
e material de vidro cuidadosamente lavado. A determina¢do do
zinco ¢ especialmente propicia a contaminagdo, em especial com
origem no material de vidro, reagentes, poeiras, etc.

b) Calcular a massa da amostra a incinerar em funcdo do teor estimado
de oligoelementos presentes no alimento e da sensibilidade do es-
petrofotometro utilizado. Para certos alimentos pobres em oligoele-
mentos, podera ser necessario partir de uma amostra de 10 a 20 g e
limitar o volume da solugdo final a 100 ml.

¢) A incineragdo deve ser feita numa mufla fechada, sem inje¢do de ar

nem de oxigénio.

~

d) A temperatura indicada pelo pirdmetro ndo devera ultrapassar os
475 °C.

5.1.2. Determinagdo espetrofotométrica
5.1.2.1. Preparagdo das solucdes de calibragido

A partir das solu¢des-padrao de trabalho dos pontos 3.7.1, 3.8.1, 3.9.1
e 3.10.1, preparar, para cada oligoelemento a determinar, uma gama de
solugdes de calibracdo, apresentando cada uma delas uma concentragao
em HCI de aproximadamente 0,5 mol/l e, no caso do ferro, do man-
ganés e do zinco, uma concentragdo em cloreto de lantanio correspon-
dente a 0,1 % de lantanio (m/v).

As concentragdes de oligoelementos escolhidas deverdo situar-se na
zona de sensibilidade do espetrofotometro utilizado. Os quadros adiante
apresentados indicam, a titulo de exemplo, as composigdes de gamas
tipicas de solugdes de calibragdo; podera ser necessario, conforme o
tipo e a sensibilidade do espetrofotometro utilizado, optar por outras

concentragdes.

Ferro
png Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
ml de solugdo-padrao de trabalho (ponto 0 0,5 1 2 3 4 5
3.7.1) (1 ml = 100 pg Fe)
ml HCI (ponto 3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml de solugao de cloreto de lantanio (ponto 3.11); perfazer o volume de 100 ml com agua.
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Cobre
png Cu/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml de solugdo-padrdo de trabalho (ponto 0 1 2 4 6 8 10
3.8.1) (1 ml = 10 pg Cu)
ml HCI (ponto 3.2) 8 8 8 8 8 8 8
Manganés
ug Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml de solugdo-padrao de trabalho (ponto 0 1 2 4 6 8 10
3.9.1) (1 ml = 10 pug Mn)
ml HCI (ponto 3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml de solugdo de cloreto de lantanio (ponto 3.11); perfazer o volume de 100 ml com agua.

Zinco
ug Zn/ml 0 0,05 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8
ml de solugdo-padrao de trabalho (ponto 0 0,5 1 2 4 6 8
3.10.1) (1 ml = 10 pg Zn)
ml HCI (ponto 3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml de solugao de cloreto de lantanio (ponto 3.11); perfazer o volume de 100 ml com agua.

5.1.2.2. Preparagdo da solucdo para analise

Para a determinagdo do cobre, a solugao preparada como indicado no
ponto 5.1.1 poderd, regra geral, ser utilizada diretamente. Se for ne-
cessario diluir a solugdo de forma a que a sua concentragdo se situe na
gama de concentragdes das solugdes de calibragdo, podera pipetar-se
uma aliquota para um baldo volumétrico de 100 ml e completar o
volume com acido cloridrico 0,5 mol/l (ponto 3.3).

Para a determinagdo do ferro, manganés e zinco, pipetar uma aliquota
da solugdo preparada como indicado no ponto 5.1.1 para um baldo
volumétrico de 100 ml, adicionar 10 ml de solugdo de cloreto de
lantanio (ponto 3.11) e completar o volume com acido cloridrico
0,5 mol/l (ponto 3.3) (ver também o ponto 8 «Observagio»).

5.1.2.3. Ensaio em branco

Efetuar, sem a amostra, um ensaio em branco que inclua todas as
etapas constantes do método. A solucdo de calibracdo «0» ndo deve
ser utilizada como «branco».

5.1.2.4. Medigdo da absorgdo atémica

Medir a absor¢do atomica das solugdes de calibracdo e da solugdo a
analisar utilizando uma chama oxidante ar-acetileno aos seguintes com-
primentos de onda:

Fe: 248,3 nm
Cu: 324,8 nm
Mn: 279,5 nm
Zn: 213,8 nm

Repetir quatro vezes cada medigdo.
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5.2.

Alimentos minerais

Na auséncia de matérias organicas ¢ inutil a incinera¢do prévia. Seguir
o método a partir do segundo paragrafo do ponto 5.1.1.1. Pode ser
dispensada a evaporagdo em presenca de acido fluoridrico.

Calculo dos resultados

Calcular a concentracdo do oligoelemento na solugdo a analisar, por
meio de uma curva de calibragdo, e exprimir o resultado em mg de
oligoelemento por kg de amostra (ppm).

Repetibilidade

A diferenca entre os resultados de duas determinagdes paralelas efe-
tuadas com a mesma amostra pelo mesmo analista ndo deve exceder:

— 5 mg/kg, em valor absoluto, para teores do oligoelemento em causa
inferiores a 50 mg/kg,

— 10 % do maior dos valores, para teores entre 50 e 100 mg/kg,
— 10 mg/kg, em valor absoluto, para teores entre 100 e 200 mg/kg,
— 5 % do maior dos valores, para teores superiores a 200 mg/kg.

Observacao

A presenga de grandes quantidades de fosfatos podera interferir com a
determinagdo do ferro, manganés e zinco. Esta interferéncia deve ser
corrigida por adi¢do de uma solugdo de cloreto de lantanio (ponto
3.11). Se, no entanto, a amostra apresentar uma razdo ponderal
[(Ca + Mg)/P] > 2, pode ser dispensada a adi¢do da solug@o de cloreto
de lantanio (ponto 3.11) a solug@o a analisar e as solugdes de calibra-
¢do.

D. DETERMINACAO DA HALOFUGINONA

Bromidrato  de  DL-trans-7-bromo-6-cloro-3-[3-(3-hidroxi-2-piperidil)
acetonil]-quinazolin-4(3H)-ona

O teor de halofuginona ¢ determinado:

— pelo método de analise previsto na norma EN 17299 —Alimentos
para animais: Meétodos de amostragem e andlise — Pesquisa e
determinag¢do de coccidiostaticos autorizados em aditivos e
al % e 3 % de nivel de contamina¢do cruzada, bem como dos
coccidiostaticos ndo registados e de um antibiotico em niveis de
subaditivos, em alimentos compostos para animais por Cromato-
grafia Liquida de Alta Resolu¢do — Detegdo por espetrometria de
massa em tandem (LC-MS/MS), ou

— por cromatografia liquida de alta resolu¢do (HPLC) em fase reversa
com um detetor de UV, tal como descrito a seguir, nos pontos 1
a 8.

Objeto e Ambito de aplicacio

O presente método destina-se a determinacdo da halofuginona em ali-
mentos para animais. O limite de quantificacdo ¢ 1 mg/kg.

Principio

Apoés tratamento com agua quente, a halofuginona ¢é extraida com
acetato de etilo sob a forma de base livre e posteriormente transferida
por particdo, sob a forma de cloridrato, para uma solugdo aquosa de
acido acético. O extrato € purificado por cromatografia de troca idnica,
sendo o teor de halofuginona determinado por cromatografia liquida de
alta resolu¢do (HPLC) em fase reversa, com um detetor de UV.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.6.2.

3.7.

3.8.

3.9.

Reagentes

Acetonitrilo de qualidade equivalente para HPLC.

Resina Amberlite XAD-2.

Acetato de amonio.

Acetato de etilo.

Acido acético glacial.

Halofuginona, substincia-padrdo (bromidrato de DL-trans-7-bromo-6-
-cloro-3-[3-(3-hidroxi-2-piperidil)acetonil]-quinazolin-4-(3H)-ona, E
764).

Solu¢do-mae padrdo de halofuginona, 100 pg/ml

Pesar, com uma aproximagao de 0,1 mg, 50 mg de halofuginona (ponto
3.6) num baldo volumétrico de 500 ml. Dissolver com solugdo-tampao
de acetato de amonio (ponto 3.18), perfazer o volume com a mesma
solu¢do e homogeneizar. Esta solucdo mantém-se estavel durante trés
semanas, a 5 °C, na auséncia de luz.

Solugdes de calibragao

Transferir, respetivamente, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ¢ 6,0 ml de solugdo-mae
padrao de halofuginona (ponto 3.6.1) para uma série de baldes volumé-
tricos de 100 ml. Perfazer o volume com a fase mével (ponto 3.21) e
homogeneizar. As solugdes resultantes possuem concentragdes de ha-
lofuginona de 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ¢ 6,0 pg/ml, respetivamente. Estas
solugdes tém que ser preparadas antes de cada utilizacdo.

Acido cloridrico, p20 = 1,16 g/ml, aproximadamente.
Metanol.

Nitrato de prata.

Ascorbato de sodio.

Carbonato de sddio.

Cloreto de sodio.

EDTA (sal dissddico do acido etilenodiaminotetracético).
Agua de qualidade equivalente para HPLC.

Solug@o de carbonato de sédio, ¢ = 10 g/100 ml.

Solu¢do de carbonato de sodio saturada com cloreto de sodio, ¢ =
5 g/100 ml

Dissolver 50 g de carbonato de sddio (ponto 3.11) em agua, diluir para
1 litro e adicionar cloreto de sddio (ponto 3.12) até obter uma solugdo
saturada.

Acido cloridrico, 0,1 mol/l, aproximadamente

Diluir 10 ml de HCI (ponto 3.7) em agua e perfazer o volume de 1
litro.

Solugdo-tampao de acetato de amoénio, 0,25 mol/l, aproximadamente

Dissolver 19,3 g de acetato de amonio (ponto 3.3) e 30 ml de acido
acético (ponto 3.5) em agua (ponto 3.14), perfazendo o volume de 1
litro.
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3.20.

3.21.

4.2.

43.

4.4.

44.1.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.1.

5.1.1.

Preparacdo da resina Amberlite XAD-2

Lavar com agua uma quantidade adequada de Amberlite (ponto 3.2),
até a remocdo completa dos ides cloreto, verificada através da realiza-
¢do do teste com nitrato de prata (ponto 3.20) com a fase aquosa
recolhida. Seguidamente, lavar a resina com 50 ml de metanol (ponto
3.8), rejeitar o metanol e armazenar a resina numa nova por¢do de
metanol fresco.

Solugdo de nitrato de prata, 0,1 mol/l, aproximadamente:
Dissolver 0,17 g de nitrato de prata (ponto 3.9) em 10 ml de agua.
Fase movel para HPLC

Misturar 500 ml de acetonitrilo (ponto 3.1) com 300 ml de solugao-
-tampdo de acetato de amoénio (ponto 3.18) e 1 200 ml de agua (ponto
3.14). Ajustar o pH a 4,3 com &cido acético (ponto 3.5). Filtrar com
um filtro de 0,22 pm (ponto 4.8) e desgaseificar a solugdo (p. ex. por
aplicagdo de ultra-sons durante 10 minutos). A solu¢do permanece
estavel durante um més, se for armazenada na auséncia de luz e
num recipiente fechado.

Equipamento

Banho de ultrassons.
Evaporador rotativo.
Centrifuga.

Aparelho para HPLC com detetor de ultravioleta de comprimento de
onda variavel ou detetor de rede de diodos.

Coluna para cromatografia liquida com 300 mm x 4 mm e enchimento
Cig de 10 pm, ou coluna equivalente.

Coluna de vidro (300 mm x 10 mm), equipada com um filtro de vidro
calcinato ¢ torneira.

Filtros de fibra de vidro de 150 mm de didmetro.
Filtros de membrana, porosidade 0,45 pm.
Filtros de membrana, porosidade 0,22 pum.

Procedimento

Nota: Sob a forma de base livre, a halofuginona ¢ instavel em solugdes
alcalinas e em acetato de etilo, ndo devendo permanecer neste
ultimo durante mais de 30 minutos.

Generalidades

De modo a comprovar a auséncia de halofuginona e outras substancias
suscetiveis de interferir no processo, deve proceder-se a andlise de uma
amostra em branco de um alimento para animais (ensaio em branco).

Deve efetuar-se um ensaio de recuperacdo utilizando a amostra do
ensaio em branco, fortificada com uma quantidade conhecida de halo-
fuginona semelhante a quantidade presente na amostra. Para obter uma
fortificagdo a um nivel de 3 mg/kg, adicionam-se 300 pl de solucao-
-mde padrdo (ponto 3.6.1) a 10 g de amostra para o ensaio em branco.
Misturar, deixar em repouso 10 minutos e proceder a extragdo (ponto
5.2).

Nota: Para os fins do presente método, a amostra para o ensaio em
branco deve ter composi¢do semelhante a da amostra em analise
e nao deve acusar a presenca de halofuginona.
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5.2.

5.3.
5.3.1.

Extragdo

Pesar, com uma aproximagdo de 0,1 g, 10 g da amostra previamente
preparada para um tubo de centrifuga de 200 ml. Adicionar 0,5 g de
ascorbato de sodio (ponto 3.10), 0,5 g de EDTA (ponto 3.13) e 20 ml
de agua e homogeneizar. Colocar o tubo num banho de agua a 80 °C,
durante 5 minutos. Apos arrefecimento a temperatura ambiente, adicio-
nar 20 ml de solugdo de carbonato de sodio (ponto 3.15) e homoge-
neizar. Adicionar imediatamente 100 ml de acetato de etilo (ponto 3.4)
e agitar manualmente com vigor durante 15 segundos. Colocar o tubo
durante trés minutos num banho de ultrassons (ponto 4.1), desenros-
cando a rolha. Centrifugar durante dois minutos e decantar a fase de
acetato de etilo, através de um filtro de fibra de vidro (ponto 4.6), para
uma ampola de decantagdo de 500 ml. Repetir a extragdo da amostra
com uma segunda por¢do de 100 ml de acetato de etilo. Lavar os
extratos combinados durante um minuto com 50 ml de solu¢do de
carbonato de sodio saturada com cloreto de sodio (ponto 3.16), rejei-
tando a fase aquosa.

Extrair a fase organica durante um minuto com 50 ml de 4cido clori-
drico (ponto 3.17). Transferir a camada inferior de 4cido para uma
ampola de decantagdo de 250 ml. Extrair novamente a fase organica
durante 1,5 minutos com uma nova por¢do de 50 ml de 4cido clori-
drico, combinando este extrato com o primeiro. Lavar os extratos aci-
dos combinados por agitagdo com 10 ml de acetato de etilo (ponto 3.4),
durante cerca de 10 segundos.

Transferir quantitativamente a fase aquosa para um baldo de fundo
redondo de 250 ml, rejeitando a fase organica. Evaporar o acetato de
etilo remanescente da solugdo acida, por recurso a um evaporador
rotativo (ponto 4.2). A temperatura do banho de agua ndo deve exceder
40 °C. A uma pressdo aproximada de 25 mbar, todo o acetato de etilo
residual devera ser removido em 5 minutos, a 38 °C.

Purifica¢dao
Preparacdao da coluna de Amberlite

Deve preparar-se uma coluna de XAD-2 para cada extrato de amostra.
Com o auxilio de metanol (ponto 3.8), transferir para uma coluna de
vidro (ponto 4.5) 10 g de Amberlite preparada (ponto 3.19). Colocar
um pequeno tampao de 1a de vidro no topo do leito de resina. Remover
o metanol da coluna e lavar a resina com 100 ml de agua, suspendendo
o fluxo quando o nivel de liquido atingir o topo do leito de resina.
Deixar a coluna estabilizar durante 10 minutos antes da utilizagdo. Nao
permitir, em caso algum, a secagem da coluna.

Purificag¢do da amostra

Transferir quantitativamente o extrato (ponto 5.2) para o topo da co-
luna de Amberlite preparada (ponto 5.3.1) e eluir, desprezando o elua-
to. O caudal de elui¢do ndo devera exceder 20 ml/min. Lavar o baldo
de fundo redondo com 20 ml de acido cloridrico (ponto 3.17), apro-
veitando a solugdo residual para lavar a coluna de resina. Remover
quaisquer residuos de solu¢do acida por recurso a uma corrente de
ar. Rejeitar os residuos de lavagem. Adicionar a coluna 100 ml de
metanol (ponto 3.8) e deixar eluir 5 a 10 ml, recolhendo o eluato
num baldo de fundo redondo de 250 ml. Estabilizar a resina com o
metanol remanescente durante 10 minutos e continuar a eluigdo a um
caudal ndo superior a 20 ml/min, recolhendo o eluato no mesmo baldo
de fundo redondo. Evaporar o metanol no evaporador rotativo (ponto
4.2); a temperatura do banho de agua ndo devera exceder 40 °C. Com o
auxilio da fase movel (ponto 3.21), transferir quantitativamente o resi-
duo para um baldo volumétrico de 10 ml. Perfazer o volume com fase
movel e homogeneizar. Filtrar uma aliquota através de um filtro de
membrana (ponto 4.7). Guardar esta solu¢do para a analise por HPLC
(ponto 5.4).



02009R0152 — PT — 04.04.2024 — 009.001 — 101

5.4.
5.4.1.

5.4.2.

5.43.

Analise por HPLC

Pardmetros

As condigdes a seguir especificadas sdo-no a titulo indicativo. Poderdo
escolher-se outras condig¢des, desde que produzam resultados equiva-
lentes.

Coluna para cromatografia liquida (ponto 4.4.1)
Fase movel para HPLC (ponto 3.21)

Caudal: 1,5 a 2 ml/minuto

Comprimento de onda de detegdo: 243 nm
Volume injetado: 40 to 100 pl

Verificar a estabilidade do sistema cromatografico mediante a injegdo
repetida da solugdo de calibragdo (ponto 3.6.2), que contém 3,0 pg/ml
de halofuginona, até obter picos com alturas (ou areas) e tempos de
reten¢do reprodutiveis.

Curva de calibragao

Injetar varias vezes cada solugao de calibragdo (ponto 3.6.2) ¢ medir a
altura (ou area) dos picos correspondentes a cada concentragdo. Tragar
uma curva de calibrag@o, colocando a altura (ou area) média dos picos
das solugdes de calibragdo em ordenadas e as concentragdes correspon-
dentes, expressas em pg/ml, em abcissas.

Solugdo de amostra

Injetar varias vezes o extrato de amostra (ponto 5.3.2), utilizando o
mesmo volume utilizado para as solugdes de calibragdo, e determinar a
altura (ou area) média dos picos correspondentes a halofuginona.

Cilculo dos resultados
A partir da altura (ou area) média dos picos da halofuginona da solugdo
de amostra, determinar a concentracdo desta em pg/ml, com base na

curva de calibragdo (ponto 5.4.2).

O teor de halofuginona da amostra, w, expresso em mg/kg, ¢ dado pela
formula:

_cx10
T m

w

em que:

¢ : concentragdo de halofuginona da solu¢do de amostra, expressa
em pg/ml,

m : massa, em gramas, da toma de ensaio.

Validag¢do dos resultados
Identidade

A identidade do analito pode ser confirmada por cocromatografia ou
por recurso a um detetor de rede de diodos, comparando os espetros do
extrato de amostra e da solugdo de calibragdo (ponto 3.6.2) que contém
6,0 pg/ml de halofuginona.

Cocromatografia

Fortificar um extrato de amostra com a adi¢do de uma quantidade
adequada de uma solugdo de calibragdo (ponto 3.6.2). A quantidade
de halofuginona adicionada deve ser idéntica a quantidade de halofu-
ginona presumida no extrato de amostra.
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Apenas se devera verificar um aumento da altura do pico correspon-
dente a halofuginona, atendendo a quantidade adicionada e a dilui¢do
do extrato. A largura do pico a meia altura ndo podera diferir mais de
10 % da largura inicial.

7.1.2. Dete¢do com um detetor de rede de diodos
Os resultados sdo avaliados de acordo com os seguintes critérios:

a) O comprimento de onda de absor¢do maxima dos espetros da amos-
tra e do padrdo, registado no maximo do pico cromatografico, deve
ser o mesmo, com uma margem de variagdo dependente da resolu-
¢3o do sistema de detecdo. No caso de um detetor de rede de
diodos, esta margem ¢é, em geral, de + 2 nm;

b) Entre 225 e 300 nm, os espetros da amostra e do padrao, registados
no maximo dos picos cromatograficos, ndo devem diferir entre si no
que respeita as zonas do espetro que apresentem uma absorvancia
relativa compreendida entre 10 e 100 %. Este critério considera-se
satisfeito se estiverem presentes os mesmos maximos e a diferenga
entre ambos os espetros ndo exceder, em caso algum, 15 % da
absorvancia do analito-padrao;

c) Entre 225 ¢ 300 nm, os espetros na curva ascendente, no maximo e
na curva descendente do pico do extrato da amostra ndo devem
diferir entre si nas partes do espetro que apresentem uma absorvan-
cia relativa compreendida entre 10 % e 100 %. Este critério consi-
dera-se satisfeito se estiverem presentes 0s mesmos maximos e a
diferenga entre os espetros nao exceder, em caso algum, 15 % da
absorvancia do espetro no maximo do pico.

Se algum destes critérios ndo for satisfeito, a presenga do analito ndo
pode ser confirmada.

7.2. Repetibilidade

A diferenca entre os resultados de duas determinagdes paralelas efe-
tuadas com a mesma amostra ndo pode exceder 0,5 mg/kg, para teores
de halofuginona até 3 mg/kg.

7.3. Recuperagao

A taxa de recuperagdo da amostra em branco fortificada deve ser de,
pelo menos, 80 %.

8. Resultados de um estudo colaborativo

Num estudo colaborativo (1), procedeu-se a andlise de trés amostras por
oito laboratdrios.

Resultados
Amostra A (bran(jo) Amostra B (farinha) Amostra C (granulado)
quando da rececdo
quando da rece- | decorridos dois | quando da rece- | decorridos dois
¢a0 meses ¢ao0 meses
Meédia [mg/kg] ND 2,80 2,42 2,89 2,45
Sgr [mg/kg] — 0,45 0,43 0,40 0,42
CVg [%] — 16 18 14 17

(") The Analyst, vol. 108, 1983, p. 1252.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

Amostra A (branco)

quando da recegio Amostra B (farinha)

Amostra C (granulado)

¢ao meses

quando da rece- | decorridos dois

quando da rece-
¢do

decorridos dois
meses

Rec. [%] 86 74

88

75

ND = nédo detetado
Sr = desvio-padrdo da reprodutibilidade
CVy = coeficiente de variagdo da reprodutibilidade (%)

Rec. = recuperagdo (%)

E. DETERMINACAO DA ROBENIDINA

Cloridrato de 1,3-bis[(4-clorobenzilideno)amino]guanidina
O teor de robenidina ¢ determinado:

— pelo método de analise previsto na norma EN 17299 —Alimentos
para animais: Meétodos de amostragem e andalise — Pesquisa e
determina¢do de coccidiostdticos autorizados em aditivos e
al % e 3 % de nivel de contaminagdo cruzada, bem como dos
coccidiostaticos ndo registados e de um antibiotico em niveis de
subaditivos, em alimentos compostos para animais por Cromato-
grafia Liquida de Alta Resolu¢do — Detegdo por espetrometria de
massa em tandem (LC-MS/MS), ou

— por cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC) em fase reversa
com um detetor de UV, tal como descrito a seguir, nos pontos 1
a 8.

Objeto e ambito de aplicacio

Este método destina-se a determinacdo da robenidina em alimentos
para animais. O limite de quantificacdo ¢ 5 mg/kg.

Principio

A amostra ¢ extraida com metanol acidificado. O extrato ¢ seco, sendo
uma aliquota submetida a purificagdo numa coluna de 6xido de alumi-
nio. A robenidina ¢ eluida da coluna com metanol, concentrada e
posteriormente diluida com fase movel para um volume adequado. O
teor de robenidina é determinado por cromatografia liquida de alta
resolugdo (HPLC) em fase reversa, com um detetor de UV.

Reagentes

Metanol.

Metanol acidificado

Transferir 4,0 ml de acido cloridrico (p20 = 1,18 g/ml) para um baldo
volumétrico de 500 ml, completar até ao trago com metanol (ponto 3.1)
e homogeneizar. A solugdo deve ser preparada antes de cada utilizagdo.
Acetonitrilo de qualidade equivalente para HPLC.

Crivo molecular

Tipo 3A, particulas com malha de dimensao 8-12 (particulas de alu-
minossilicato cristalino com 1,6-2,5 mm de diametro e poros com 0,3

mm de diametro).

Oxido de aluminio acido, de grau de atividade I, para cromatografia em
coluna
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3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.9.1.

3.9.2.

3.9.3.

Transferir 100 g de 6xido de aluminio para um recipiente adequado e
adicionar 2,0 ml de 4gua. Tapar e agitar durante cerca de 20 minutos.
Guardar num recipiente bem rolhado.

Solugdo de di-hidrogenofosfato de potassio, ¢ = 0,025 mol/l

Dissolver, num baldo volumétrico de 1 000 ml, 3,40 g de di-hidroge-
nofosfato de potassio em agua de qualidade para HPLC, perfazer o
volume e homogeneizar.

Solugdo de hidrogenofosfato dissoédico, ¢ = 0,025 mol/l

Dissolver, num baldo volumétrico de 1000 ml, 3,55 g de hidrogeno-
fosfato dissodico anidro (ou 4,45 g de hidrogenofosfato dissodico di-
-hidratado, ou ainda 8,95 g de hidrogenofosfato dissodico dodeca-hi-
dratado) em agua de qualidade equivalente para HPLC, completar até
ao traco e homogeneizar.

Fase movel para HPLC

Misturar os seguintes reagentes:

650 ml de acetonitrilo (ponto 3.3)

250 ml de agua (qualidade equivalente para HPLC)

50 ml de solugdo de di-hidrogenofosfato de potassio (ponto 3.6)
50 ml de solugdo de hidrogenofosfato dissodico (ponto 3.7)

Filtrar com um filtro de 0,22 pm (ponto 4.6) e desgaseificar a solugao
(p. ex. por aplicacdo de ultrassons durante 10 minutos).

Substancia-padrao

Robenidina pura: cloridrato de 1,3-bis[(4-clorobenzilideno)amino]gua-
nidina.

Solugdo-mae padrdo de robenidina: 300 pg/ml

Pesar, com uma aproximag¢do de 0,1 mg, 30 mg de robenidina padrdo
(ponto 3.9). Dissolver em metanol acidificado (ponto 3.2) num baldo
volumétrico de 100 ml, perfazer o volume com o mesmo solvente e
homogeneizar. Envolver o baldo em folha de aluminio e armazenar ao
abrigo da luz.

Solugdo-padrao intermédia de robenidina: 12 pg/ml

Transferir 10,0 ml de solugdo-mae padrao (ponto 3.9.1) para um baldo
volumétrico de 250 ml, completar o volume com fase movel (ponto
3.8) e homogeneizar. Envolver o baldo em folha de aluminio e arma-
zenar ao abrigo da luz.

Solugdes de calibragao

Transferir, respetivamente, 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 e 25,0 ml de solugdo-
-padrao intermédia (ponto 3.9.2) para baldes volumétricos de 50 ml.
Perfazer o volume com a fase movel (ponto 3.8) e homogeneizar. As
solugdes assim obtidas contém, respetivamente, 1,2; 2.4, 3,6, 4,8
e 6,0 pg/ml de robenidina. Estas solugdes tém que ser preparadas antes
de cada utilizag@o.

Agua de qualidade equivalente para HPLC.

Equipamento
Coluna de vidro:
Coluna de vidro ambarizado, equipada com torneira e reservatorio de

cerca de 150 ml, possuindo 10-15 mm de didmetro interno e 250 mm
de comprimento.
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4.2.

4.3.

4.4,

44.1.

4.5.

4.6.

4.7.

5.1
S5.1.1.

5.1.2.

5.2.

5.3.
5.3.1.

Agitador mecénico ou magnético.

Evaporador rotativo.

Aparelho para HPLC com detetor de ultravioleta de comprimento de
onda variavel ou detetor de rede de diodos adequado para determina-
¢oes na gama de comprimentos de onda de 250 a 400 nm.

Coluna para cromatografia liquida: 300 mm x 4 mm, com enchimento
Cig de 10 pm ou equivalente.

Filtro de fibra de vidro (Whatman GF/A ou equivalente).

Filtros de membrana, porosidade 0,22 pum.

Filtros de membrana, porosidade 0,45 pm.

Procedimento

Nota: A robenidina é fotossensivel, devendo utilizar-se material
de vidro ambarizado para todas as operagdes.

Generalidades

De modo a comprovar a auséncia de robenidina e outras substincias
suscetiveis de interferir no processo, deve proceder-se a analise de uma
amostra em branco de um alimento para animais (ensaio em branco).

Deve efetuar-se um ensaio de recuperagao utilizando a amostra do
ensaio em branco (ponto 5.1.1), fortificada com uma quantidade co-
nhecida de robenidina semelhante a quantidade presente na amostra.
Para obter uma fortificagdo a um nivel de 60 mg/kg, transferir 3,0 ml
de solucdo-mae padrdo (ponto 3.9.1) para um baldo de Erlenmeyer de
250 ml. Evaporar a solu¢do sob uma corrente de azoto até obter um
volume aproximado de 0,5 ml. Adicionar 15 g de amostra para o
ensaio em branco, misturar e esperar 10 minutos antes de iniciar a
extragdo (ponto 5.2).

Nota: Para os fins do presente método, a amostra para o ensaio
em branco deve ter composi¢do semelhante a da amostra
em analise e ndo deve acusar a presenga de robenidina.

Extragao

Pesar, com uma aproximacgdo de 0,01 g, cerca de 15 g de amostra
preparada. Transferi-la para um baldo de Erlenmeyer de 250 ml e
adicionar 100,0 ml de metanol acidificado (ponto 3.2). Tapar e agitar
durante uma hora no agitador (ponto 4.2). Filtrar a solu¢do num filtro
de fibra de vidro (ponto 4.5) e recolher a totalidade do filtrado num
baldo de Erlenmeyer de 150 ml. Adicionar 7,5 g de crivo molecular
(ponto 3.4), tapar e agitar durante cinco minutos. Filtrar imediatamente
num filtro de fibra de vidro. Guardar esta solugdo para as operagdes de
purificagdo (ponto 5.3).

Purifica¢dao
Preparag¢do da coluna de 6xido de aluminio

Colocar um pequeno tampao de fibra de vidro na extremidade inferior
da coluna de vidro (ponto 4.1), comprimindo-o com o auxilio de uma
vareta de vidro. Pesar 11,0 g de 6xido de aluminio preparado de acordo
com o descrito no ponto 3.5 e transferi-lo para a coluna. Devem tomar-
-se precaugdes no sentido de minimizar a exposi¢do ao ar no decurso
destas operacdes. Bater levemente na extremidade inferior da coluna
para que o oxido de aluminio assente.
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

54.3.

Purificagdo da amostra

Pipetar para a coluna 5,0 ml de extrato de amostra preparado de acordo
com o ponto 5.2. Colocar a ponta da pipeta junto da parede da coluna e
esperar que a solug@o seja absorvida pelo oxido de aluminio. Eluir a
robenidina da coluna por recurso a 100 ml de metanol (ponto 3.1), a
um caudal de 2-3 ml/minuto, recolhendo o eluato num baldo de fundo
redondo de 250 ml. Evaporar até a secura a solucdo de metanol, sob
pressdo reduzida, a 40 °C, com o auxilio de um evaporador rotativo
(ponto 4.3). Dissolver o residuo em 3-4 ml de fase movel (ponto 3.8) e
transferir quantitativamente para um baldo volumétrico de 10 ml. Lavar
o baldo de fundo redondo com diversas porg¢oes de 1-2 ml de fase
movel, transferindo as mesmas para o baldo volumétrico. Perfazer o
volume com o mesmo solvente ¢ homogeneizar. Filtrar uma aliquota
com um filtro de membrana de 0,45 pum (ponto 4.7). Guardar esta
solu¢do para a analise por HPLC (ponto 5.4).

Andalise por HPLC

Pardametros

As condigdes a seguir especificadas sdo-no a titulo indicativo. Poderao
escolher-se outras condi¢des, desde que produzam resultados equiva-
lentes.

Coluna para cromatografia liquida (ponto 4.4.1)

Fase movel para HPLC (ponto 3.8)

Caudal: 1,5 a 2 ml/minuto

Comprimento de onda de detecdo: 317 nm

Volume injetado: 20 to 50 ul

Verificar a estabilidade do sistema cromatografico mediante a injegao
repetida da solugdo de calibragdo (ponto 3.9.3), que contém 3,6 ug/ml
de robenidina, até obter picos com alturas (ou areas) e tempos de
retengdo reprodutiveis.

Curva de calibracao

Injetar varias vezes cada solug@o de calibracdo (ponto 3.9.3) e medir a
altura (ou area) dos picos correspondentes a cada concentragdo. Tragar
uma curva de calibragdo, colocando a altura (ou area) média dos picos
das solugdes de calibragdo em ordenadas e as concentragdes correspon-
dentes, expressas em pg/ml, em abcissas.

Solugdo de amostra

Injetar vérias vezes o extrato de amostra (ponto 5.3.2), utilizando o
mesmo volume utilizado para as solu¢des de calibragdo, e determinar a
altura (ou area) média dos picos correspondentes a robenidina.

Calculo dos resultados
A partir da altura (ou area) média dos picos da robenidina da solugdo

de amostra, determinar a concentracdo desta em pg/ml, com base na
curva de calibragdo (ponto 5.4.2).

O teor de robenidina da amostra, w, expresso em mg/kg, ¢ dado pela
formula:
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7.2.

¢ x 200
W=—-

em que:

¢ = concentragdo de robenidina da solugcdo de amostra, expressa
em pg/ml,

m = massa, em gramas, da toma de ensaio.

Valida¢ao dos resultados
Identidade

A identidade do analito pode ser confirmada por cocromatografia ou
por recurso a um detetor de rede de diodos, comparando os espetros do
extrato de amostra e da solugdo de calibragdo (ponto 3.9.3) que contém
6 ng/ml de robenidina.

Cocromatografia

Fortificar um extrato de amostra com a adi¢do de uma quantidade
adequada de solugdo de calibragdo (ponto 3.9.3). A quantidade de
robenidina adicionada deve ser idéntica a quantidade de robenidina
presumida no extrato de amostra.

Apenas se deverd verificar um aumento da altura do pico correspon-
dente a robenidina, atendendo a quantidade adicionada e a dilui¢do do
extrato. A largura do pico a meia altura ndo poderd diferir mais de
10 % da largura inicial.

Detegcdo com um detetor de rede de diodos

Os resultados sdo avaliados de acordo com os seguintes critérios:

a) O comprimento de onda de absor¢do maxima dos espetros da amos-
tra e do padrdo, registado no maximo do pico cromatografico, deve
ser o mesmo, com uma margem de variagdo dependente da resolu-
¢ao do sistema de detecdo. No caso de um detetor de rede de
diodos, esta margem ¢, em geral, de cerca de 2 nm;

b) Entre 250 e 400 nm, os espetros da amostra e do padrao, registados
no maximo dos picos cromatograficos, ndo devem diferir entre si no
que respeita as zonas do espetro que apresentem uma absorvancia
relativa compreendida entre 10 e 100 %. Este critério considera-se
satisfeito se estiverem presentes os mesmos maximos e a diferenca
entre ambos os espetros ndo exceder, em caso algum, 15 % da
absorvancia do analito-padrao;

c) Entre 250 e 400 nm, os espetros na curva ascendente, no maximo e
na curva descendente do pico do extrato da amostra ndo devem
diferir entre si nas partes do espetro que apresentem uma absorvan-
cia relativa compreendida entre 10 % e 100 %. Este critério consi-
dera-se satisfeito se estiverem presentes 0S mesmos maximos e a
diferenga entre os espetros ndo exceder, em caso algum, 15 % da
absorvancia do espetro no maximo do pico.

Se algum destes critérios nao for satisfeito, a presenca do analito ndo
pode ser confirmada.

Repetibilidade

A diferenca entre os resultados de duas determinagdes paralelas efe-
tuadas com a mesma amostra ndo deve exceder 10 % do maior dos
valores, para teores de robenidina superiores a 15 mg/kg.
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7.3. Recuperagdo

A taxa de recuperagdo de uma amostra em branco fortificada deve ser
de, pelo menos, 85 %.

8. Resultados de um estudo colaborativo

Num estudo colaborativo da UE, procedeu-se a analise por 12 labora-
torios de quatro amostras de alimentos para aves de capoeira e coelhos,
sob a forma de farinha e granulado. Para cada amostra, foram efetuadas
analises em duplicado. Os resultados obtidos figuram no quadro se-

guinte:
Aves de capoeira Coelhos
Farinha Granulado Farinha Granulado

Meédia [mg/kg] 27,00 27,99 43,6 40,1
s, [mg/kg] 1,46 1,26 1,44 1,66
CV, [%] 54 4,5 33 4,1
Sg [mg/kg] 4,36 3,36 4,61 3,91
CVy [%] 16,1 12,0 10,6 9,7
Recuperagao [%] 90,0 93,3 87,2 80,2

S desvio-padrdo da repetibilidade
CV, = coeficiente de variagdo da repetibilidade (%)

Sg = desvio-padrdo da reprodutibilidade

CVy = coeficiente de variagdo da reprodutibilidade (%)

F. DETERMINACAO DO DICLAZURIL

(+)-4-clorofenil|2,6-dicloro-4-(2,3,4,5-tetra-hidro —3,5-dioxo-1,2,4-tria-
zin-2-il)fenil]-acetonitrilo

O teor de diclazuril é determinado:

— pelo método de analise previsto na norma EN 17299 —Alimentos
para animais: Meétodos de amostragem e analise — Pesquisa e
determinag¢do de coccidiostaticos autorizados em aditivos e
al % e 3 % de nivel de contamina¢do cruzada, bem como dos
coccidiostaticos ndo registados e de um antibiotico em niveis de
subaditivos, em alimentos compostos para animais por Cromato-
grafia Liquida de Alta Resolu¢do — Detegdo por espetrometria de
massa em tandem (LC-MS/MS), ou

— por cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC) em fase reversa
com gradiente ternario, com um detetor de UV, tal como descrito a
seguir, nos pontos 1 a 9.

1. Objeto e ambito de aplicacio

Este método permite determinar o teor de diclazuril em alimentos
compostos para animais e pré-misturas ('). O limite de dete¢do é de
0,1 mg/kg; o limite de quantificacdo ¢ de 0,5 mg/kg. Limites de dete-
¢do inferiores sdo alcancgaveis, mas devem ser validados pelo utilizador.

2. Principio

Depois de adicionado um padrdo interno, submete-se a amostra a uma
operagdo de extracdo com metanol acidificado. No caso dos alimentos
para animais, purifica-se uma aliquota do extrato num cartucho de
extracdo com fase solida C;g, elui-se o diclazuril do cartucho com

1) O método pode ser igualmente aplicavel para a determinagdo do diclazuril em matérias-
! P Cr 1g] ap p
-primas para a alimentagdo animal.
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3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
3.8.

3.8.1.

3.8.2.

3.9.

3.9.1.

3.9.2.

3.9.3.

uma mistura de metanol acidificado e agua, evapora-se e dissolve-se o
residuo em DMF/4gua. No caso das pré-misturas, evapora-se o extrato
e dissolve-se o residuo em DMF/agua. O teor de diclazuril ¢ determi-
nado por cromatografia liquida de alta resolu¢do (HPLC) em fase
reversa com gradiente ternario, com um detetor de UV.

Reagentes

Agua de qualidade equivalente para HPLC.
Acetato de amonio.

Hidrogenossulfato de tetrabutilaménio (TBHS).
Acetonitrilo de qualidade equivalente para HPLC.
Metanol de qualidade equivalente para HPLC.
N,N-Dimetilformamida (DMF).

Acido cloridrico, p2o = 1,19 g/ml.

Substancia-padrdo: diclazuril, (+)-4-clorofenil[2,6-dicloro-4-(2,3,4,5-te-
tra-hidro—3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2-il)fenil]-acetonitrilo de grau de pu-
reza garantido.

Solug@o-mae padrao de diclazuril, 500 pg/ml.

Num baldo volumétrico de 50 ml, pesar, com uma aproximagao de 0,1
mg, 25 mg de diclazuril-padrdo (ponto 3.8). Dissolver em DMF (ponto
3.6), completar o volume com DMF (ponto 3.6) e homogeneizar. En-
volver o baldo com folha de aluminio ou utilizar material de vidro
ambarizado e guardar no frigorifico. A temperaturas nao superiores
a 4 °C, a solugdo mantém-se estavel durante um més (').

Solugdo-padrao de diclazuril, 50 pg/ml.

Transferir 5,00 ml da solugdo-mae padrao (ponto 3.8.1) para um baldo
volumétrico de 50 ml, completar o volume com DMF (ponto 3.6) e
homogeneizar. Envolver o baldo com folha de aluminio ou utilizar
material de vidro ambarizado e guardar no frigorifico. A temperaturas
ndo superiores a 4 °C, a solucdo mantém-se estavel durante um més.

Padrdo interno: a substancia utilizada ¢ o 2,6-dicloro-a-(4-clorofenil)-4-
-[4,5-di-hidro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2(3H)-il]- a-metilbenzenoacetoni-
trilo (diclazuril metilo).

Solugdo-mae de padrdo interno, 500 pg/ml.

Num baldo volumétrico de 50 ml, pesar, com uma aproximagio de 0,1
mg, 25 mg de padrdo interno (ponto 3.9). Dissolver em DMF (ponto
3.6), completar o volume com DMF (ponto 3.6) e homogeneizar. En-
volver o baldo com folha de aluminio ou utilizar material de vidro
ambarizado e guardar no frigorifico. A temperaturas nao superiores
a 4 °C, a solugdo mantém-se estavel durante um meés.

Solug@o de padrdo interno, 50 ug/ml.

Transferir 5,00 ml da solugdo-méae padrdo interno (ponto 3.9.1) para
um baldo volumétrico de 50 ml, completar o volume com DMF (ponto
3.6) e homogeneizar. Envolver o baldo com folha de aluminio ou
utilizar material de vidro ambarizado e guardar no frigorifico. A tem-
peraturas ndo superiores a 4 °C, a solugdo mantém-se estavel durante
um mes.

Solu¢do do padrdo interno para as pré-misturas, p/1 000 mg/ml (p =
teor nominal, em mg/kg, de diclazuril da pré-mistura)

Num baldo volumétrico de 100 ml, pesar, com uma aproximagio de 0,1
mg, p/10 mg do padrdo interno, dissolver em DMF (ponto 3.6) num
banho de ultrassons (ponto 4.7), completar o volume com DMF e
homogeneizar. Envolver o baldo com folha de aluminio ou utilizar
material de vidro ambarizado e guardar no frigorifico. A temperaturas
ndo superiores a 4 °C, a solugdo mantém-se estavel durante um més.

(") Uma estabilidade mais prolongada, por um periodo maximo de um ano, pode ser

conseguida, mas tem de ser confirmada pelo laboratorio individual.
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3.10.1.

3.10.2.

3.10.3.

3.10.4.

3.10.5.

3.13.1.

3.13.2.

3.13.3.

Solugdes de calibracao
Solug@o de calibragdo, 1 pg/ml (diclazuril)

Pipetar 1,00 ml da solugdo-padrao de diclazuril (ponto 3.8.2) e 2,00 ml
da solucdo de padrdo interno (ponto 3.9.2) para um balao volumétrico
de 50 ml. Adicionar 17 ml de DMF (ponto 3.6), completar o volume
com agua (ponto 3.1) e homogeneizar. A solugdo é preparada imedia-
tamente antes da utilizagdo.

Solugdo de calibragdo, 2 pg/ml (diclazuril)

Pipetar 2,00 ml da solugdo-padrao de diclazuril (ponto 3.8.2) e 2,00 ml
da solucdo de padrdo interno (ponto 3.9.2) para um baldo volumétrico
de 50 ml. Adicionar 16 ml de DMF (ponto 3.6), completar o volume
com agua (ponto 3.1) e homogeneizar. A solugdo ¢ preparada imedia-
tamente antes da utilizagdo.

Solugdo de calibragdo, 3 pg/ml (diclazuril)

Pipetar 3,00 ml da solugdo-padrao de diclazuril (ponto 3.8.2) e 2,00 ml
da solucdo de padrao interno (ponto 3.9.2) para um baldo volumétrico
de 50 ml. Adicionar 15 ml de DMF (ponto 3.6), completar o volume
com agua (ponto 3.1) e homogeneizar. A solugdo ¢ preparada imedia-
tamente antes da utilizagdo.

Solug@o de calibragdo, 4 pg/ml (diclazuril)

Pipetar 4,00 ml da solugdo-padrao de diclazuril (ponto 3.8.2) e 2,00 ml
da solucdo de padrdo interno (ponto 3.9.2) para um balao volumétrico
de 50 ml. Adicionar 14 ml de DMF (ponto 3.6), completar o volume
com agua (ponto 3.1) e homogeneizar. A solugdo é preparada imedia-
tamente antes da utilizagdo.

Solugdo de calibragdo, 5 pg/ml (diclazuril)

Pipetar 5,00 ml da solugdo-padrao de diclazuril (ponto 3.8.2) e 2,00 ml
da solucdo de padrdo interno (ponto 3.9.2) para um baldo volumétrico
de 50 ml. Adicionar 13 ml de DMF (ponto 3.6), completar o volume
com agua (ponto 3.1) e homogeneizar. A solugdo ¢ preparada imedia-
tamente antes da utilizagdo.

Nota: As solugdes de calibragdo (pontos 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3,
3.10.4 e 3.10.5) indicadas no presente protocolo cobrem
concentragdes de diclazuril em alimentos para animais en-
tre 0,5 e 2,5 mg/kg.

Cartucho de extragdo com fase solida C;g, p. ex., Mega Bond Elut;
volume: 20 cm®, massa de substancia sorvente: 5000 mg (pré-condi-
cionamento de acordo com as orientagdes do fornecedor).

Solvente de extragdo: metanol acidificado.

Pipetar 5,0 ml de acido cloridrico (ponto 3.7) para um recipiente com
1 000 ml de metanol (ponto 3.5) e homogeneizar.

Fase movel para HPLC

Eluente A: solugdo de acetato de amonio e hidrogenossulfato de tetra-
butilamoénio.

Dissolver 5 g de acetato de amoénio (ponto 3.2) e 3,4 g de TBHS
(ponto 3.3) em 1000 ml de agua (ponto 3.1) e homogeneizar.

Eluente B: acetonitrilo (ponto 3.4).

Eluente C: metanol (ponto 3.5).
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4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.3.
4.4.

4.5.
4.6.

4.7.

5.1

5.1.1.

5.2.

5.2.1.

Equipamento

Agitador mecanico.
Equipamento para HPLC com gradiente terndrio:

Coluna para cromatografia liquida com 100 mm x 4,6 mm e enchi-
mento Hypersil ODS de 3 um, ou equivalente.

Detetor de UV com comprimento de onda regulavel ou detetor de rede
de diodos.

Evaporador rotativo.

Filtros de membrana (p. ex., nylon com resisténcia quimica), porosi-
dade 0,45 pm.

Seringas ndo reutilizaveis, 5 ml.
Sistema de vacuo.
Banho de ultrassons.

Procedimento
Generalidades

Amostra de alimento para animais para o ensaio em
branco

De modo a comprovar a auséncia de diclazuril e outras substincias
suscetiveis de interferir no processo, deve proceder-se a analise de uma
amostra em branco de um alimento para animais (ensaio em branco).
Essa amostra em branco deve ser de tipo similar ao da amostra em
analise e ndo devem ser detetados diclazuril nem substancias susceti-
veis de interferir no processo.

Ensaio de recuperacdo

Deve efetuar-se um ensaio de recuperagdo utilizando a amostra do
ensaio em branco, fortificada com uma quantidade conhecida de dicla-
zuril semelhante a quantidade presente na amostra. Para obter uma
fortificagdo a um nivel de 1 mg/kg, adicionar 0,1 ml da solugdo-mae
padrdo (ponto 3.8.1) a 50 g da amostra para o ensaio em branco,
homogeneizar e deixar em repouso durante 10 minutos, misturando
de novo varias vezes antes de prosseguir (ponto 5.2).

Caso ndo se disponha de um alimento para animais para o ensaio em
branco de tipo similar ao da amostra (ver ponto 5.1.1), pode determi-
nar-se a recuperagdo pelo método da adicao de padrdo. Nesse caso,
adiciona-se a amostra a analisar uma quantidade de diclazuril seme-
lhante a que ja se encontra presente ¢ analisa-se a amostra assim obtida
juntamente com a amostra sem adi¢do. A recuperagdo ¢ calculada por
subtracdo.

Extragdo
Alimentos compostos para animais

Pesar, com uma aproximagdo de 0,01 g, cerca de 50 g de amostra.
Transferir a quantidade pesada para um baldo de Erlenmeyer de 500
ml, adicionar 1,00 ml da solugdo de padrdo interno (ponto 3.9.2) e 200
ml do solvente de extragdo (ponto 3.12) e tapar. Colocar o baldo de
Erlenmeyer no agitador (ponto 4.1) e deixar a agitar durante a noite.
Deixar assentar durante 10 minutos. Transferir uma aliquota de 20 ml
do liquido sobrenadante para um recipiente de vidro adequado e diluir
com 20 ml de agua (ponto 3.1). Verter esta solu¢do num cartucho de
extragdo (ponto 3.11) e forgar a passagem por aplicacdo de vacuo
(ponto 4.6). Lavar o cartucho com 25 ml de uma mistura 65 + 35
(V + V) de solvente de extragdo (ponto 3.12) e agua (ponto 3.1).
Rejeitar as fragdes recolhidas e eluir os compostos retidos com 25
ml de uma mistura 80 + 20 (V + V) de solvente de extragdo (ponto
3.12) e agua. Evaporar esta fragdo a 60 °C num evaporador rotativo
(ponto 4.3), suspendendo a operagdo logo que seja atingida a secura.
Dissolver o residuo em 1,0 ml de DMF (ponto 3.6), adicionar 1,5 ml de
agua (ponto 3.1) e homogeneizar. Filtrar por um filtro de membrana
(ponto 4.4) montado numa seringa ndo reutilizavel (ponto 4.5). Efetuar
em seguida a analise por HPLC (ponto 5.3).
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52.2.

5.3.

5.3.1.

Pré-misturas

Pesar, com uma aproximagdo de 0.001 g, cerca de 1 g de amostra.
Transferir a quantidade pesada para um baldo de Erlenmeyer de 500
ml, adicionar 1,00 ml da solug¢@o de padrdo interno (ponto 3.9.3) e 200
ml do solvente de extragcdo (ponto 3.12) e tapar. Colocar o baldo de
Erlenmeyer no agitador (ponto 4.1) e deixar a agitar durante a noite.
Deixar assentar durante 10 minutos. Transferir uma aliquota de
10 000/p ml (p = teor nominal, em mg/kg, de diclazuril na pré-mistura)
do liquido sobrenadante para um baldo de vidro de fundo redondo de
volume adequado. Evaporar a 60 °C, sob pressdo reduzida, num eva-
porador rotativo (ponto 4.3), suspendendo a operacdo logo que seja
atingida a secura. Redissolver o residuo em 10,0 ml de DMF (ponto
3.6), adicionar 15,0 ml de agua (ponto 3.1) e homogeneizar. Efetuar em
seguida a analise por HPLC (ponto 5.3).

Analise por HPLC

Parametros

As condigdes a seguir especificadas sdo-no a titulo indicativo. Poderdo
escolher-se outras condi¢des, desde que produzam resultados equiva-
lentes ou melhores.

— Coluna para cromatografia liquida (ponto 4.2.1): 100 mm x 4,6 mm
e enchimento Hypersil ODS de 3 pum, ou equivalente

— Fase movel:

— Eluente A (ponto 3.13.1): solu¢do aquosa de acetato de amonio
e hidrogenossulfato de tetrabutilamoénio

— Eluente B (ponto 3.13.2): acetonitrilo
— Eluente C (ponto 3.13.3): metanol
— Modo de elui¢ao — gradiente linear
— condigdes iniciais: A + B+ C =60 + 20 +20 (V+V +V)

— ap6s 10 minutos, aplicagdo de um gradiente de eluigdo por
forma a atingir A + B+ C =45 +20+35(V+V +V)ao
fim de 30 minutos

— De seguida, efetuar uma lavagem com B durante 10 minutos
— Caudal: 1,5-2 ml/minuto
— Volume injetado: 20 ul
— Comprimento de onda de detegdo: 280 nm

Para verificar a estabilidade do sistema cromatografico, injetar varias
vezes a solucdo de calibragao (ponto 3.10.2) com 2 pg/ml de diclazuril
e de padrao interno até se obterem alturas de pico e tempos de retengdo
constantes.

Analise cromatografica das solugdes de calibracgédo

Injetar 20 pl das solugdes de calibragdo (pontos 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3,
3.10.4 e 3.10.5), duas vezes cada, identificar e integrar os picos do
diclazuril e do padrdo interno, e tragar a curva de calibragdo com base
na razdo entre a altura ou area média do pico correspondente ao di-
clazuril e a altura ou area média do pico correspondente ao padrao
interno contra a concentragdo de diclazuril nas solugdes de calibra-

¢ao (pg/ml).

Analise cromatografica das solugdes de calibragdo

Injetar duas vezes 20 pl da solugdo da amostra (ponto 5.2.1 ou 5.2.2) e
determinar a altura ou area média dos picos do diclazuril e do padrdo
interno.
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6.2.

w =

Calculo dos resultados

Alimentos compostos para animais

O teor de diclazuril, w, da amostra, expresso em mg/kg, ¢ dado pela
seguinte formula:

Altura(d,s) : Area(d,s) _
Altura(iys) Areal(i,s
. ura(i,s) 10V rea(i,s) 10V
a " a "
em que:

— altura(d,s) = altura do pico do diclazuril da solugdo de amostra
(ponto 5.2.1),

— area(d,s) = area do pico do diclazuril da solugdo de amostra (ponto
5.2.1),

— altura(i,s) = altura do pico do padrdo interno da solugdo de amostra
(ponto 5.2.1),

— area(i,s) = area do pico do padrdo interno da solucdo de amostra
(ponto 5.2.1),

— b = ordenada na origem da curva de calibragio em fungdo das
solugdes de calibragdo (pontos 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4
e 3.10.5) em conformidade com o ponto 5.3.2

— a = declive da curva de calibra¢do em funcdo das solu¢bes de
calibragdo (pontos 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 e 3.10.5) em con-
formidade com o ponto 5.3.2,

— m = massa, em gramas, da toma de ensaio,

— V = volume, em ml, do extrato de amostra, de acordo com o ponto
5.2.1 (ou seja, 2,5 ml).

Pré-misturas

O teor de diclazuril, w, da amostra, expresso em mg/kg, ¢ dado pela
seguinte formula:

Altura(d,s) b A'rea(d,s) N
Altura(i,s) Area(i,s
) x 0020 o, Arealls) o o0r
a m a m
em que:

— altura(d,s) = altura do pico do diclazuril da solugdo de amostra
(ponto 5.2.2),

— area(d,s) = area do pico do diclazuril da solu¢ao de amostra (ponto
5.2.2),

— altura(i,s) = altura do pico do padrdo interno da solugdo de amostra
(ponto 5.2.2),

— area(i,s) = area do pico do padrdo interno da solucdo de amostra
(ponto 5.2.2),

— b = ordenada na origem da curva de calibragio em funcdo das
solu¢des de calibragdo (pontos 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4
e 3.10.5) em conformidade com o ponto 5.3.2,

— a = declive da curva de calibra¢do em funcdo das solu¢des de
calibragdo (pontos 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 e 3.10.5) em con-
formidade com o ponto 5.3.2,

— m = massa, em gramas, da toma de ensaio,

— V = volume, em ml, do extrato de amostra, de acordo com o ponto
5.2.2 (ou seja, 25 ml).

— p = teor nominal, em mg/kg, de diclazuril na pré-mistura.
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7.2.

Validacdo dos resultados
Identidade

A identidade do analito pode ser confirmada por cocromatografia ou
com um detetor de rede de diodos que permita comparar os espetros do
extrato de amostra (pontos 5.2.1 ou 5.2.2) e da solugdo de calibragao
(ponto 3.10.2).

Cocromatografia

Fortificar um extrato de amostra (ponto 5.2.1 ou 5.2.2) com a adi¢do de
uma quantidade adequada de solugdo de calibragdo (ponto 3.10.2). A
quantidade de diclazuril adicionada deve ser semelhante a existente no
extrato de amostra.

Apenas se devera verificar um aumento da altura dos picos correspon-
dentes ao diclazuril e ao padrdo interno, atendendo a quantidade adi-
cionada e a diluicdo do extrato. A largura desses picos a meia altura
nao podera diferir mais de 10 % da largura inicial do pico do diclazuril
e do pico do padrdo interno, respetivamente, do extrato de amostra ndo
fortificado.

Detegdao com um detetor de rede de diodos

Os resultados sdo avaliados de acordo com os seguintes critérios:

a) O comprimento de onda de absor¢do maxima dos espetros da amos-
tra e do padrdo, registado no maximo do pico cromatografico, deve
ser o mesmo, com uma margem de variagdo dependente da resolu-
¢30 do sistema de detecdo. No caso de um detetor de rede de
diodos, essa margem ¢, em geral, de + 2 nm;

b) Entre 230 e 320 nm, os espetros da amostra e do padrao, registados
no maximo dos picos cromatograficos, ndo devem diferir entre si no
que respeita as zonas do espetro que apresentem uma absorvancia
relativa compreendida entre 10 % e 100 %. Este critério considera-
-se satisfeito se estiverem presentes os mesmos maximos e a dife-
renca entre ambos os espetros ndo exceder, em caso algum, 15 % da
absorvancia do analito-padrao;

c) Entre 230 e 320 nm, os espetros na curva ascendente, no maximo e
na curva descendente do pico do extrato da amostra ndo devem
diferir entre si nas partes do espetro que apresentem uma absorvan-
cia relativa compreendida entre 10 % e 100 %. Este critério consi-
dera-se satisfeito se estiverem presentes 0s mesmos maximos e a
diferenga entre os espetros ndo exceder, em caso algum, 15 % da
absorvancia do espetro no maximo do pico.

Se algum destes critérios ndo for satisfeito, a presenca do analito ndo
pode ser confirmada.

Repetibilidade

A diferenca entre os resultados de duas determinacdes independentes
efetuadas com duas subamostras ndo deve exceder:

— 30 % do maior dos valores, para teores de diclazuril entre 0,5 mg/kg
e 2,5 mg/kg,

— 0,75 mg/kg, para teores de diclazuril compreendidos entre 2,5 mg/kg
e 5 mg/kg,

— 15 % do maior dos valores, para teores de diclazuril superiores
a 5 mg/kg.
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7.3.

Recuperagao

Utilizando uma amostra (em branco) fortificada, a recuperagdo deve
ser, pelo menos, de 80 %.

Resultados de um estudo colaborativo

Foram realizados dois estudos colaborativos. No primeiro, realizado
por outro grupo de laboratorios em 1994, foram analisadas duas amos-
tras de pré-misturas (O 100 e A 100) e trés amostras de alimentos
complementares para aves de capoeira (L1, Z1 e K1). Uma pré-mistura
foi misturada com uma matriz organica (O 100) e a outra com uma
matriz inorganica (A 100), com teores teéricos de diclazuril de 100 mg/
/kg. Os laboratorios receberam instrugdes para analisarem cada amostra
uma vez ou em duplicado (no Journal of AOAC International, vol. 77,
n.° 6, 1994, p. 1359, podem ser encontrados elementos mais pormeno-
rizados sobre o primeiro estudo colaborativo realizado).

No segundo estudo colaborativo, foram analisados trés alimentos com-
postos para aves de capoeira, com concentragdes de diclazuril de
0,9 mg/kg (MAT 1), 1,5 mg/kg (MAT 2) e uma amostra de alimento
para animais para o ensaio em branco (MAT 3) (no relatério técnico do
JRC, de 2016, € no Journal of AOAC International, vol. 102, n.° 2,
2019, p. 646, podem ser encontrados elementos mais pormenorizados
sobre o segundo estudo interlaboratorial realizado). Os resultados dos
dois estudos colaborativos sdo apresentados no quadro seguinte:

Amostra | Amostra 20| Amostra 3 | Amostra 4 | Amostra 5 [ Amostra 6 | Amostra 7 | Amostra 8
1A 100 100 L1 Z1 K1 MAT 1 MAT 2 MAT 3
L 11 11 11 11 6 10 9 10
n 19 18 19 19 12 20 18 10
Meédia (mg/kg) 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89 1,0 1,5 < LOQ
S, (mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03 0,11 0,07 —
CV. (%) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34 11,2 4,5 —
Sg (mg/kg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12 0,18 0,21 —
CVg (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65 18,1 14,3 —
Teor nomi- 100 100 1,0 1,0 1,0 0,9 1,5 —
nal (mg/kg)
Referéncia (*) Primeiro | Primeiro [Primeiro es-Primeiro es-{ Primeiro | Segundo | Segundo | Segundo
estudo de | estudo de | tudo de tudo de |estudo de [estudo de|estudo de|estudo de
1994 1994 1994 1994 1994 2015 2015 2015
L = numero de laboratdrios
n = ntmero de valores individuais
S, = desvio-padrio da repetibilidade

CV, = coeficiente de variagdo da repetibilidade
Sk = desvio-padrio da reprodutibilidade

CVg = coeficiente de variagdo da reprodutibilidade
LOQ = limite de quantificagdo

(*) Primeiro estudo de 1994: Journal of AOAC International, vol. 77, n.° 6, 1994, p. 1359; Segundo estudo de 2015:
Relatério técnico do JRC, Re-validation of a method for the determination of diclazuril by collaborative study, 2016.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

Observagdes gerais

E necessario comprovar previamente a linearidade da resposta do di-
clazuril em toda a gama de concentragdes objeto das determinagdes.

Pelo menos para a analise do diclazuril em alimentos compostos para
animais com elevado teor de matérias gordas (para efeitos do presente
método, que excedam 12 % de matérias gordas), o método analitico
pode ser substituido por outro método baseado em HPLC, p. ex., um
método baseado em cromatografia liquida de alta resolug@o associada a
espetrometria de massa (HPLC-MS), desde que esse método alternativo
apresente caracteristicas de desempenho equivalentes (taxa de recupe-
racdo, precisdo nas condigdes de repetibilidade e reprodutibilidade).

G. DETERMINACAO DA LASALOCIDA DE SODIO

Sal sodico de um acido monocarboxilico polieterificado produzido por
Streptomyces lasaliensis

O teor de lasalocida de sédio é determinado:

— pelo método de analise previsto na norma EN 17299 —Alimentos
para animais: Meétodos de amostragem e andalise — Pesquisa e
determinac¢do de coccidiostaticos autorizados em aditivos e
al % e 3 % de nivel de contamina¢do cruzada, bem como dos
coccidiostaticos ndo registados e de um antibiotico em niveis de
subaditivos, em alimentos compostos para animais por Cromato-
grafia Liquida de Alta Resolu¢do — Detegdo por espetrometria de
massa em tandem (LC-MS/MS), ou

— por cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC) em fase reversa
com um detetor espetrofluorimétrico (de fluorescéncia), tal como
descrito a seguir, nos pontos 1 a 8.

Objeto e ambito de aplicacio

Este método permite determinar o teor de lasalocida de sodio em
alimentos para animais. O limite de detegdo ¢ de 5 mg/kg; o limite
de quantificagdo ¢ de 10 mg/kg.

Principio

A lasalocida de sédio ¢ extraida da amostra com metanol acidificado e
determinada por cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC) em
fase reversa, com um detetor espetrofluorimétrico (de fluorescéncia).
Reagentes

Di-hidrogenofosfato de potassio (KH,POy).

Acido ortofosforico, w (m/m) = 85 %.

Solugao de acido ortofosforico, ¢ = 20 %.

Diluir 23,5 ml de acido ortofosférico (ponto 3.2) para 100 ml, com
agua.

6-Metil-2-heptilamina (1,5-dimetil-hexilamina), w (m/m) = 99 %.
Metanol de qualidade equivalente para HPLC.

Acido cloridrico, densidade = 1,19 g/ml.

Solugdo de tampao fosfato, ¢ = 0,01 mol/l

Dissolver 1,36 g de KH,PO, (ponto 3.1) em 500 ml de agua (ponto
3.11); adicionar 3,5 ml de acido ortofosforico (ponto 3.2) e 10,0 ml de
6-metil-2-heptilamina (ponto 3.4). Ajustar o pH a 4,0 com solucdo de

acido ortofosforico (ponto 3.3) e diluir para 1 000 ml com agua (ponto
3.11).
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3.8.

3.9.

3.10.1.

3.10.2.

3.10.3.

4.2.

4.3.

5.1.1.

Metanol acidificado

Transferir 5,0 ml de acido cloridrico (ponto 3.6) para um baldo volu-
métrico de 1000 ml, perfazer o volume com metanol (ponto 3.5) e
homogeneizar. A solucdo ¢ preparada imediatamente antes da utiliza-
¢ao0.

Fase movel para HPLC: solugdo de tampdo fosfato-metanol 5 + 95
V+YV)

Misturar 5 ml de solugdo de tampao fosfato (ponto 3.7) com 95 ml de
metanol (ponto 3.5).

Lasalocida de sodio-padrdo de pureza garantida, C3;4Hs30gNa (sal so-
dico de um acido monocarboxilico polieterificado produzido por Strep-
tomyces lasaliensis), E 763.

Solugdo-mae padrdo de lasalocida de sodio, 500 pg/ml

Num baldo volumétrico de 100 ml, pesar, com uma aproximagdo de 0,1
mg, 50 mg de lasalocida de sodio (ponto 3.10) e dissolver em metanol
acidificado (ponto 3.8). Completar o volume com o mesmo solvente e
homogeneizar. A solucdo tem de ser preparada imediatamente antes da
utilizagdo.

Solugdo-padrio intermédia de lasalocida de sodio, 50 pg/ml

Pipetar 10,0 ml da solugdo-mée padrao (ponto 3.10.1) para um baldo
volumétrico de 100 ml, completar o volume com metanol acidificado
(ponto 3.8) e homogeneizar. A solu¢do ¢ preparada imediatamente
antes da utilizacao.

Solugdes de calibracao

Transferir 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 e 10,0 ml da solugdo-padrao intermédia
(ponto 3.10.2) para uma série de baldes volumétricos de 50 ml. Per-
fazer o volume com metanol acidificado (ponto 3.8) e homogeneizar.
As solugdes obtidas contém 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 ¢ 10,0 pg de lasalocida de
sodio por ml, respetivamente, e tém de ser preparadas imediatamente
antes da utilizagao.

Agua de qualidade equivalente para HPLC.

Equipamento

Banho de ultrassons (ou banho de agua com agitacdo) com temperatura
regulavel.

Filtros de membrana, porosidade 0,45 pm.

Aparelho para HPLC com sistema de inje¢do com capacidade de in-
jecdo de volumes de 20 pl.

Coluna para cromatografia liquida em fase reversa com 125 mm x 4
mm e enchimento C;g de 5 pum, ou equivalente.

Espetrofluorimetro com comprimentos de onda de emissao e de exci-
tacdo regulaveis.

Procedimento
Generalidades

Amostra de alimento para animais para o ensaio em
branco

Para a realiza¢do do ensaio de recuperagdo (ponto 5.1.2) analisa-se uma
amostra em branco de um alimento para animais para comprovar a
auséncia de lasalocida de sodio e de substancias suscetiveis de inter-
ferir no processo. Essa amostra em branco deve ser de tipo similar ao
da amostra em analise e ndo devem ser detetadas lasalocida de sodio
nem substancias suscetiveis de interferir no processo.
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5.1.2. Ensaio de recuperagio

Deve efetuar-se um ensaio de recuperagdo utilizando a amostra do
ensaio em branco, fortificada com uma quantidade conhecida de lasa-
locida de sodio semelhante a quantidade presente na amostra. Para
obter uma fortificagdo a um nivel de 100 mg/kg, adicionar 10,0 ml
de solugdo-mae padrio (ponto 3.10.1) a um baldo de Erlenmeyer de
250 ml e concentrar por evaporagdo até cerca de 0,5 ml. De seguida,
adicionar 50 g de alimento para animais em branco, homogeneizar e
esperar 10 minutos, misturando de novo varias vezes antes de proceder
a extragdo (ponto 5.2).

Caso ndo se disponha de um alimento para animais para o ensaio em
branco de tipo similar ao da amostra (ver ponto 5.1.1), pode determi-
nar-se a recuperagdo pelo método da adigdo de padrdo. Nesse caso,
adiciona-se a amostra a analisar uma quantidade de lasalocida de sodio
semelhante a que ja se encontra presente e analisa-se a amostra assim
obtida juntamente com a amostra sem adigdo. A recuperagao ¢ calcu-
lada por subtrag@o.

5.2. Extragdo
52.1. Alimentos para animais

Num baldo de Erlenmeyer de 250 ml, pesar, com uma aproximagdo de
0,01 g, 5 a 10 g de amostra. Com uma pipeta, adicionar 100,0 ml de
metanol acidificado (ponto 3.8), homogeneizando por agitagao. Colocar
no banho de ultrassons (ponto 4.1) a cerca de 40 °C, durante 20
minutos. Retirar o Erlenmeyer do banho e arrefecer a temperatura
ambiente. Deixar repousar durante cerca de uma hora, até a deposicdo
das matérias em suspensdo, e filtrar uma aliquota com um filtro de
membrana de 0,45 pm (ponto 4.2) para um recipiente adequado. Efe-
tuar em seguida a analise por HPLC (ponto 5.3).

522. Pré-misturas

Num baldo de Erlenmeyer de 250 ml, pesar, com uma aproximagdo de
0,001 g, cerca de 2 g da pré-mistura ndo moida. Adicionar 100,0 ml de
metanol acidificado (ponto 3.8), homogeneizando por agitagdo. Colocar
no banho de ultrassons (ponto 4.1) a cerca de 40 °C, durante 20
minutos. Retirar o Erlenmeyer do banho e arrefecer a temperatura
ambiente. Diluir até ao trago com metanol acidificado (ponto 3.8) e
homogeneizar. Deixar repousar durante cerca de uma hora, até a de-
posicdo das matérias em suspensdo, e filtrar uma aliquota com um
filtro de membrana de 0,45 pm (ponto 4.2). Diluir um volume ade-
quado do filtrado clarificado com metanol acidificado (ponto 3.8), de
modo a obter uma solu¢do de ensaio com cerca de 4 pg/ml de lasalo-
cida de sodio. Efetuar em seguida a analise por HPLC (ponto 5.3).

5.3. Analise por HPLC
53.1. Pardmetros

As condigdes a seguir especificadas sdo-no a titulo indicativo. Poderdo
escolher-se outras condig¢des, desde que produzam resultados equiva-
lentes.

Coluna para cromatografia liquida em enchimento Cig de 5 pum, ou equivalente
fase reversa com 125 mm x 4 mm (ponto

4.3.1):

Fase movel (ponto 3.9): mistura de solugdo de tampao fosfato (ponto
3.7) com metanol (ponto 3.5) 5 + 95 (V + V)

Caudal: 1,2 ml/min

Comprimentos de onda de detegdo: Excitagdo: 310 nm

Emissdo: 419 nm

Volume injetado: 20 ul
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6.1.

6.2.

Para verificar a estabilidade do sistema cromatografico, injetar varias
vezes a solugdo de calibragdo (ponto 3.10.3) com 4,0 pg/ml até se
obterem alturas (ou areas) de pico e tempos de reten¢do constantes.

Curva de calibragao

Injetar varias vezes cada solug@o de calibragdo (ponto 3.10.3) e deter-
minar a altura ou area média dos picos para cada concentragdo. Tragar
uma curva de calibra¢@o, colocando a altura (ou area) média dos picos
das solugdes de calibragdo em ordenadas e as concentragdes correspon-
dentes, expressas em pg/ml, em abcissas.

Solugdao de amostra

Injetar varias vezes volumes dos extratos de amostra obtidos nos pon-
tos 5.2.1 e 5.2.2, idénticos ao volume utilizado para as solugdes de
calibracdo e determinar a altura ou a area média dos picos de lasalocida
de sodio.

Calculo dos resultados

A partir da altura ou area média dos picos obtidos por injegdo da
solucdo da amostra (ponto 5.3.3), determinar a concentragdo de lasa-
locida de sodio em pg/ml com base na curva de calibragdo.

Alimentos para animais

O teor de lasalocida de sodio, w, da amostra, expresso em mg/kg, ¢
dado pela seguinte formula:

cxV;
W= [mg/ke]
em que:
c = concentra¢do de lasalocida de sddio, em pg/ml, do extrato da
amostra (ponto 5.2.1),
V; = volume, em ml, do extrato, de acordo com o ponto 5.2.1 (isto
¢, 100 ml),
m = massa, em g, da toma de ensaio.

Pré-misturas

O teor de lasalocida de sodio, w, da amostra, expresso em mg/kg, ¢
dado pela seguinte formula:

cxV, xf
W =—————[mg/kg|

em que:

¢ = concentragdo de lasalocida de sodio, em pg/ml, do extrato da
amostra (ponto 5.2.2),

V, = volume, em ml, do extrato, de acordo com o ponto 5.2.2 (isto &,
250 ml),

f = fator de dilui¢do, de acordo com o ponto 5.2.2,

m = massa, em g, da toma de ensaio.
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7.2.

7.3.

Validacdo dos resultados
Identidade

Os métodos baseados na espetrofluorimetria estio menos sujeitos a
interferéncias que os métodos que utilizam um detetor de UV. A iden-
tidade do analito pode ser confirmada por cocromatografia.

Cocromatografia

Fortificar um extrato de amostra (ponto 5.2.1 ou 5.2.2) com a adi¢do de
uma quantidade adequada de solucdo de calibracdo (ponto 3.10.3). A
quantidade de lasalocida de sodio adicionada deve ser semelhante a
existente no extrato da amostra. Apenas se devera verificar um au-
mento da altura do pico correspondente a lasalocida de sodio, aten-
dendo a quantidade adicionada e a dilui¢do do extrato. A largura do
pico a meia altura ndo podera diferir mais de 10 % da largura inicial do
pico da lasalocida de sodio do extrato da amostra ndo fortificado.

Repetibilidade

A diferenca entre os resultados de duas determinagdes paralelas efe-
tuadas com a mesma amostra ndo deve exceder:

— 15 % do maior dos valores, para teores de lasalocida de sodio entre
30 mg/kg e 100 mg/kg,

— 15 mg/kg, para teores de lasalocida de sodio entre 100 mg/kg
e 200 mg/kg,

— 7,5 % do maior dos valores, para teores de lasalocida de sodio
superiores a 200 mg/kg.

Recuperagdo

Utilizando uma amostra (em branco) fortificada, a recuperagdo deve ser
pelo menos de 80 %. No respeitante as amostras de pré-misturas for-
tificadas, a recuperacdo deve ser pelo menos de 90 %.

Resultados de um estudo colaborativo

Apresentam-se no quadro seguinte os resultados das analises efetuadas
a duas pré-misturas (amostras 1 e 2) e cinco alimentos para animais
(amostras 3 a 7) no ambito de um estudo colaborativo (¥) com 12
laboratorios. Para cada amostra, foram efetuadas analises em duplicado.
Os resultados obtidos figuram no quadro seguinte:

Amostra 6 Amostra 7
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5 R Alimento
- . . Alimento

Pré-mistura Pré-mistura Granulado | Farelos para | Alimento para aves de para aves

para frangos para perus para perus frangos para perus capoeira A de cagoelra
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Média  [mg/ 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
/kg]
s, [mg/kg] 107 408 1,71 2,23 2,27 1,93 1,75
CV, [%] 2,12 2,52 2,24 2,84 2,44 4,00 5,37
sr [mg/kg] 286 883 3,85 7,32 5,29 3,47 3,49
CVr [%] 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

Amostra 6 Amostra 7
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5 . Alimento
- . . Alimento
Pré-mistura Pré-mistura Granulado | Farelos para | Alimento para aves de para aves
para frangos para perus para perus frangos para perus capocira A de calg)oelra
Teor nomi- [ 5000 (**) 16 000 (**) 80 (*¥) 105 (*%) 120 (**) 50 (+) 35 ()

nal [mg/kg]

L = numero de laboratorios

n = nmero de valores individuais

Sy = desvio-padrdo da repetibilidade

sg = desvio-padrdo da reprodutibilidade

CV, = coeficiente de variagdo da repetibilidade (%)
CVr = coeficiente de variagdo da reprodutibilidade (%)
*) Analyst, vol. 120, 1995, p. 2175.

(**) Teor declarado pelo fabricante.

) Alimento preparado no laboratorio.

H. DETERMINAGAO DO CLORIDRATO DE AMPROLIO

cloreto de 1-[(4-amino-2-propil-5-pirimidinil)metil]-2-metilpiridinio,
monocloridrato

Objeto e ambito de aplicacio

Este método destina-se a determinacdo de amprolio em alimentos para
animais. O limite de detecdo ¢ de 1 mg/kg; o limite de quantificagdo ¢
de 5 mg/kg.

Principio

A amostra ¢ extraida com uma mistura metanol-agua. A amostra ¢ de
seguida diluida com a fase moével, e depois filtrada com um filtro de
membrana. A determinagdo do teor de amprolio ¢ efetuada por croma-
tografia liquida de alta resolucdo (HPLC) de permuta cationica, com
um detetor de UV.

Reagentes

Metanol.

Acetonitrilo de qualidade equivalente para HPLC.
Agua de qualidade equivalente para HPLC.

Solugdo de di-hidrogenofosfato de sodio, ¢ = 0,1 mol/l

Num baldo volumétrico de 1 000 ml, dissolver em agua (ponto 3.3)
13,80 g de di-hidrogenofosfato de sddio mono-hidratado, completar o
volume com agua (ponto 3.3) e homogeneizar.

Solugdo de perclorato de sodio, ¢ = 1,6 mol/l

Num baldo volumétrico de 1 000 ml, dissolver em agua (ponto 3.3)
224,74 g de perclorato de sddio mono-hidratado, completar o volume
com agua (ponto 3.3) e homogeneizar.

Fase movel para HPLC (ver observagdao no ponto 9.1)

Mistura 450 + 450 + 100 (v + v + v) de acetonitrilo (ponto 3.2),
solu¢do de di-hidrogenofosfato de sodio (ponto 3.4) e solugdo de per-
clorato de sodio (ponto 3.5). Antes de utilizar a fase movel, filtrar por
um filtro de membrana de 0,22 pm (ponto 4.3) e desgaseificar a solu-
¢do [p. ex., num banho de ultrassons (ponto 4.4) durante pelo menos 15
minutos].

Substancia-padrdo: amprélio puro, cloreto de 1-[(4-amino-2-propil-5-
-pirimidinil)metil]-2-metilpiridinio, E 750 (ver ponto 9.2).
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3.7.1.

3.7.2.

3.7.3.

3.8.

4.2.

43.

4.4,

4.5.

5.1

S5.1.1.

Solugdo-mae padrao de amprolio, 500 pg/ml

Num baldo volumétrico de 100 ml, pesar, com uma aproximagao de 0,1
mg, 50 mg de amprolio (ponto 3.7) e dissolver em 80 ml de metanol
(ponto 3.1), colocando depois o baldo durante 10 minutos no banho de
ultrassons (ponto 4.4). Depois do tratamento por ultrassons, levar a
solugdo a temperatura ambiente, perfazer o volume com 4gua e homo-
geneizar. A temperaturas ndo superiores a 4 °C, a solugdo mantém-se
estavel durante um més.

Solug@o-padrao intermédia de amprolio, 50 pg/ml

Pipetar 5,0 ml da solugdo-mae padrio (ponto 3.7.1) para um baldo
volumétrico de 50 ml, completar o volume com solvente de extragdo
(ponto 3.8) e homogeneizar. A temperaturas ndo superiores a 4 °C, a
solugdo mantém-se estavel durante um més.

Solugdes de calibracao

Transferir 0,5, 1,0 e 2,0 ml da solugdo-padrao intermédia (ponto 3.7.2)
para uma série de baldes volumétricos de 50 ml. Perfazer o volume
com fase movel (ponto 3.6) e homogeneizar. As solugdes obtidas con-
tém 0,5, 1,0, ¢ 2,0 pg de amprolio por ml, respetivamente, e tém de ser
preparadas imediatamente antes da utilizacao.

Solvente de extragao
Mistura 2 + 1 (v + v) de metanol (ponto 3.1) e agua.

Equipamento

Aparelho para HPLC com sistema de injegdo, com capacidade para
injecdo de volumes de 100 pl

Coluna para cromatografia liquida com 125 mm X 4 mm e enchimento
de permuta cationica Nucleosil 10 SA de 5 ou 10 um, ou equivalente.

Detetor de UV com comprimento de onda regulavel ou detetor de rede
de diodos.

Filtro de membrana de PTFE, porosidade 0,45 pm.
Filtro de membrana, porosidade 0,22 pum.

Banho de ultrassons.

Agitador mecanico ou magnético.

Procedimento
Generalidades

Amostra de alimento para animais para o ensaio em
branco

Para a realizagdo do ensaio de recuperagdo (ponto 5.1.2), analisa-se
uma amostra em branco de um alimento para animais, para comprovar
a auséncia de amprolio e de substancias suscetiveis de interferir no
processo. Essa amostra em branco deve ser de tipo similar ao da
amostra em analise e ndo devem ser detetados amprdlio nem subs-
tancias suscetiveis de interferir no processo.

Ensaio de recuperacgao

Deve efetuar-se um ensaio de recupera¢do utilizando a amostra do
ensaio em branco, fortificada com uma quantidade conhecida de am-
prolio semelhante a quantidade presente na amostra. Para obter uma
fortificagdo a um nivel de 100 mg/kg, adicionar 10,0 ml de solugdo-
-mde padrdo (ponto 3.7.1) a um baldo de Erlenmeyer de 250 ml e
concentrar por evaporacao até cerca de 0,5 ml. De seguida, adicionar
50 g de alimento para animais em branco, homogeneizar ¢ esperar 10
minutos, misturando de novo varias vezes antes de proceder a extragdo
(ponto 5.2).



02009R0152 — PT — 04.04.2024 — 009.001 — 123

Caso ndo se disponha de um alimento para animais para o ensaio em
branco de tipo similar ao da amostra (ver ponto 5.1.1), pode determi-
nar-se a recuperagdo pelo método da adigdo de padrdo. Nesse caso,
adiciona-se a amostra a analisar uma quantidade de amprolio seme-
lhante & que ja se encontra presente na amostra. A amostra assim
obtida ¢ analisada juntamente como a amostra ndo fortificada e a
recuperagdo ¢ calculada por subtragdo.

5.2. Extragdo

52.1. Pré-misturas (teor de amproéolio < 1 %) e alimentos
para animais

Num baldo de Erlenmeyer de 500 ml, pesar, com uma aproximagdo de
0,01 g, 5 a 40 g da amostra, em fungdo do teor de amprolio, e adicio-
nar 200 ml do solvente de extragdo (ponto 3.8). Colocar o Erlenmeyer
no banho de ultrassons (ponto 4.4) e deixar atuar durante 15 minutos.
Retirar o Erlenmeyer do banho e agitar durante uma hora em agitador
mecanico ou magnético (ponto 4.5). Tomar uma aliquota do extrato e
diluir com a fase movel (ponto 3.6), de modo a obter um teor de
amprolio de 0,5 a 2 pg/ml, e homogeneizar (ver observagdo no ponto
9.3). Filtrar 5 a 10 ml desta solug@o diluida por um filtro de membrana
(ponto 4.2). Efetuar em seguida a andlise por HPLC (ponto 5.3).

522. Pré-misturas (teor de amprolio > 1 %)

Num Erlenmeyer de 500 ml, pesar, com uma aproximagdo de 0,001 g,
1 a 4 g da pré-mistura, em fungdo do teor de amproélio, e adicionar 200
ml do solvente de extragdo (ponto 3.8). Colocar o Erlenmeyer no banho
de ultrassons (ponto 4.4) e deixar atuar durante 15 minutos. Retirar o
Erlenmeyer do banho e agitar durante uma hora em agitador mecéanico
ou magnético (ponto 4.5). Tomar uma aliquota do extrato e dilui-la
com a fase movel (ponto 3.6), de modo a obter um teor de amproélio de
0,5 a 2 pg/ml, e homogeneizar. Filtrar 5 a 10 ml desta solucao diluida
por um filtro de membrana (ponto 4.2). Efetuar em seguida a analise
por HPLC (ponto 5.3).

5.3. Andalise por HPLC
53.1. Parametros:

As condigdes a seguir especificadas sao-no a titulo indicativo. Poderao
escolher-se outras condigdes, desde que produzam resultados equiva-
lentes.

Coluna para cromatografia 125 mm x 4 mm e enchimento de permuta cationica
liquida (ponto 4.1.1): Nucleosil 10 SA de 5 ou 10 pm, ou equivalente

Fase movel (ponto 3.6): Mistura 450 + 450 + 100 (v + v + v) de acetonitrilo
(ponto 3.2), solucdo de di-hidrogenofosfato de sodio
(ponto 3.4) e solugdo de perclorato de sédio (ponto 3.5).

Caudal: 0,7-1 ml/minuto

Comprimento de onda de de- 264 nm
te¢do:

Volume injetado: 100 pl

Para verificar a estabilidade do sistema cromatografico, injetar vérias
vezes a solucdo de calibragdo (ponto 3.7.3) com 1,0 pg/ml até se
obterem alturas de pico e tempos de retencdo constantes.

5.3.2. Curva de calibragdo

Injetar varias vezes cada solugdo de calibragdo (ponto 3.7.3) e deter-
minar a altura ou area média dos picos para cada concentracdo. Tragar
uma curva de calibrac@o, colocando a altura (ou area) média dos picos
das solugdes de calibragdo em ordenadas e as concentragdes correspon-
dentes, expressas em pg/ml, em abcissas.
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Solugdo de amostra

Injetar varias vezes um volume de extrato de amostra (ponto 5.2)
idéntico ao utilizado para as solugdes de calibragdo e determinar a
altura (ou area) média dos picos de amprolio.

Calculo dos resultados

A partir da altura (ou area) média dos picos de amprolio da solugdo de
amostra, determinar a concentragdo desta em pg/ml com base na curva
de calibragdo (ponto 5.3.2).

O teor de amprolio, w, da amostra, expresso em mg/kg, ¢ dado pela
seguinte formula:

_ Vxgexf

w [mg/kg]

em que:

V = volume, em ml, do solvente de extracdo (ponto 3.8), de acordo
com o ponto 5.2 (isto €, 200 ml),

¢ = concentragdo de amprolio, em pg/ml, do extrato de amostra
(ponto 5.2),
f = fator de dilui¢do, de acordo com o ponto 5.2,

m = massa, em g, da toma de ensaio.

Valida¢ao dos resultados
Identidade

A identidade do analito pode ser confirmada por cocromatografia ou
com um detetor de rede de diodos que permita comparar os espetros do
extrato de amostra (ponto 5.2) e da solugao de calibragdo (ponto 3.7.3)
com 2,0 pg/ml.

Cocromatografia

Fortificar um extrato de amostra (ponto 5.2) com a adicdo de uma
quantidade adequada de solug@o de calibragdo (ponto 3.7.3). A quan-
tidade de amprolio adicionada deve ser semelhante & existente no ex-
trato de amostra.

Apenas se devera verificar um aumento da altura do pico correspon-
dente ao amprolio, atendendo a quantidade adicionada e a dilui¢do do
extrato. A largura do pico a meia altura ndo podera diferir mais de
10 % da largura inicial do pico de amproélio do extrato de amostra ndo
fortificado.

Detecdao com um detetor de rede de diodos

Os resultados sdo avaliados de acordo com os seguintes critérios:

a) O comprimento de onda de absor¢do maxima dos espetros da amos-
tra e do padrdo, registado no maximo do pico cromatografico, deve
ser o mesmo, com uma margem de variagdo dependente da resolu-
¢a0 do sistema de detecdo. No caso de um detetor de rede de
diodos, essa margem ¢, em geral, de + 2 nm;

b) Entre 210 e 320 nm, os espetros da amostra e do padrdo, registados
no maximo dos picos cromatograficos, ndo devem diferir entre si no
que respeita as zonas do espetro que apresentem uma absorvancia
relativa compreendida entre 10 % e 100 %. Este critério considera-
-se satisfeito se estiverem presentes os mesmos maximos e a dife-
renga entre ambos os espetros ndo exceder, em caso algum, 15 % da
absorvancia do analito-padrao;
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7.2.

7.3.

c) Entre 210 e 320 nm, os espetros na curva ascendente, no maximo e
na curva descendente do pico do extrato da amostra ndo devem
diferir entre si nas partes do espetro que apresentem uma absorvan-
cia relativa compreendida entre 10 % e 100 %. Este critério consi-
dera-se satisfeito se estiverem presentes 0S mesmos maximos e a
diferenga entre os espetros nido exceder, em caso algum, 15 % da
absorvancia do espetro no maximo do pico.

Se algum destes critérios nao for satisfeito, a presenca do analito nao
pode ser confirmada.

Repetibilidade

A diferenca entre os resultados de duas determinagdes paralelas efe-
tuadas com a mesma amostra ndo deve exceder:

— 15 % do maior dos valores, para teores de amprolio entre 25 mg/kg
e 500 mg/kg,

— 75 mg/kg, para teores de amprolio compreendidos entre 500 mg/kg
¢ 1000 mg/kg,

— 7.5 % do maior dos valores, para teores de amprolio superiores a
1 000 mg/kg.

Recuperagado

Utilizando uma amostra (em branco) fortificada, a recuperacdo deve
ser, pelo menos, de 90 %.

Resultados de um estudo colaborativo

No ambito de um estudo colaborativo, analisaram-se trés alimentos
para aves de capoeira (amostras 1 a 3), um suplemento mineral (amos-
tra 4) e uma pré-mistura (amostra 5). Os resultados obtidos figuram no
quadro seguinte:

Amz:lrirlaféﬁ;’ma Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5
L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
média [mg/kg] — 45,5 188 5129 25140
s, [mg/kg] — 2,26 3,57 178 550
CVr [%] — 4,95 1,90 3,46 2,20
sg [mg/kg] — 2,95 11,8 266 760
CVk [%] — 6,47 6,27 5,19 3,00
teor nomi- — 50 200 5000 25 000
nal [mg/kg]
L: numero de laboratérios
n: nimero de valores individuais
S desvio-padrio da repetibilidade
CV,.: coeficiente de variagdo da repetibilidade
Sk! desvio-padrdo da reprodutibilidade

CVg:  coeficiente de variagdo da reprodutibilidade
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9.2.

9.3.

Observagoes

Se a amostra contiver tiamina, o pico da tiamina aparecera no croma-
tograma imediatamente antes do pico do amprolio. Como o presente
método exige a separagdo do amprolio da tiamina, se a coluna utilizada
(ponto 4.1.1) ndo efetuar essa separagdo, substituir, na fase movel
(ponto 3.6) até 50 % do acetonitrilo por metanol.

De acordo com a British Pharmacopoeia, o espetro de uma solugdo de
amproélio (¢ = 0,02 mol/l) em acido cloridrico (¢ = 0,1 mol/l) apresenta
maximos a 246 nm e 262 nm. As absorvancias serdo, respetivamente,
0,84 ¢ 0,80.

O extrato deve ser sempre diluido com fase movel. Caso contrario,
devido a variagdes da forga ionica, o tempo de retengdo do pico de
amprolio pode apresentar desvios significativos.

1) DETERMINACAO DA NARASINA
O teor de narasina ¢ determinado:

— pelo método de analise previsto na norma EN 17299 — Alimentos
para animais: Meétodos de amostragem e andlise — Pesquisa e
determinac¢do de coccidiostaticos autorizados em aditivos e
al % e 3 % de nivel de contamina¢do cruzada, bem como dos
coccidiostaticos ndo registados e de um antibiotico em niveis de
subaditivos, em alimentos compostos para animais por Cromato-
grafia Liquida de Alta Resolu¢do — Detegdo por espetrometria de
massa em tandem (LC-MS/MS), ou

— pelo método de analise previsto na norma EN ISO 14183 — Animal
feedingstuffs — Determination of monensin, narasin and salinomycin
contents — Liquid chromatographic method using post-column de-
rivatisation (Alimentos para animais — Determinac@o dos teores de
monensina, narasina e salinomicina — Método de cromatografia
liquida com derivatizagdo pos-coluna).

J) DETERMINACAO DA NICARBAZINA
O teor de nicarbazina é determinado:

— pelo método de analise previsto na norma EN 17299 — Alimentos
para animais: Meétodos de amostragem e analise — Pesquisa e
determina¢do de coccidiostdticos autorizados em aditivos e
al % e 3 % de nivel de contaminagdo cruzada, bem como dos
coccidiostaticos ndo registados e de um antibiotico em niveis de
subaditivos, em alimentos compostos para animais por Cromato-
grafia Liquida de Alta Resolu¢do — Detegdo por espetrometria de
massa em tandem (LC-MS/MS), ou

— pelo método de analise previsto na norma EN [5782 — Animal
feedingstuffs — Determination of nicarbazin — High-performance
liquid chromatographic method (Alimentos para animais — Deter-
minagdo do teor de nicarbazina — Método de cromatografia liquida
de alta resolucdo).

K. DETERMINACAO DO DECOQUINATO
O teor de decoquinato ¢ determinado:

— pelo método de analise previsto na norma EN 17299 — Alimentos
para animais: Métodos de amostragem e andlise — Pesquisa e
determinag¢do de coccidiostaticos autorizados em aditivos e
al % e 3 % de nivel de contamina¢do cruzada, bem como dos
coccidiostaticos ndo registados e de um antibiotico em niveis de
subaditivos, em alimentos compostos para animais por Cromato-
grafia Liquida de Alta Resolu¢do — Detegdo por espetrometria de
massa em tandem (LC-MS/MS), ou

— pelo método de analise previsto na norma EN 16162 — Animal
feedingstuffs — Determination of decoquinate by HPLC with fluo-
rescence detection (Alimentos para animais — Determinagdo do
decoquinato por HPLC com detecdo por fluorescéncia).



02009R0152 — PT — 04.04.2024 — 009.001 — 127

L. DETERMINACAO DA MONENSINA

O teor de monensina é determinado:

— pelo método de analise previsto na norma EN 17299 — Alimentos
para animais: Meétodos de amostragem e andlise —— Pesquisa e
determinacdo de coccidiostdticos autorizados em aditivos e
al % e 3 % de nivel de contaminac¢do cruzada, bem como dos
coccidiostaticos ndo registados e de um antibiotico em niveis de
subaditivos, em alimentos compostos para animais por Cromato-
grafia Liquida de Alta Resolugdo — Detegdo por espetrometria de
massa em tandem (LC-MS/MS), ou

— pelo método de analise previsto na norma EN ISO 14183 — Animal
feedingstuffs — Determination of monensin, narasin and salinomycin
contents — Liquid chromatographic method using post-column de-
rivatisation (Alimentos para animais — Determinac@o dos teores de
monensina, narasina e salinomicina — Método de cromatografia
liquida com derivatizagdo pos-coluna).

M. DETERMINACAO DA SALINOMICINA

O teor de salinomicina ¢ determinado:

— pelo método de analise previsto na norma EN 17299 — Alimentos
para animais: Métodos de amostragem e andlise — Pesquisa e
determina¢do de coccidiostdticos autorizados em aditivos e
al % e 3 % de nivel de contaminag¢do cruzada, bem como dos
coccidiostaticos ndo registados e de um antibiotico em niveis de
subaditivos, em alimentos compostos para animais por Cromato-
grafia Liquida de Alta Resolugdo — Deteg¢do por espetrometria de
massa em tandem (LC-MS/MS), ou

— pelo método de analise previsto na norma EN ISO 14183 — Animal
feedingstuffs — Determination of monensin, narasin and salinomycin
contents — Liquid chromatographic method using post-column de-
rivatisation (Alimentos para animais — Determinacdo dos teores de
monensina, narasina e salinomicina — M¢étodo de cromatografia
liquida com derivatizagdo pos-coluna).

N. DETERMINACAO DA SEMDURAMICINA

O teor de semduramicina ¢ determinado:

— pelo método de analise previsto na norma EN 17299 — Alimentos
para animais: Meétodos de amostragem e andalise — Pesquisa e
determina¢do de coccidiostdticos autorizados em aditivos e
al % e 3 % de nivel de contamina¢do cruzada, bem como dos
coccidiostaticos ndo registados e de um antibiotico em niveis de
subaditivos, em alimentos compostos para animais por Cromato-
grafia Liquida de Alta Resolu¢do — Detegdo por espetrometria de
massa em tandem (LC-MS/MS), ou

— pelo método de analise previsto na norma EN ISO 16158 — Animal fee-
dingstuffs — Determination of semduramicin content — Liquid chromato-
graphic method using a «treey analytical approach (Alimentos para ani-
mais — Determinagio do teor de semduramicina — Método de cromatografia
liquida utilizando uma abordagem analitica em «arvorey).

O. NORMAS EN

As normas EN indicadas a seguir sdo pertinentes para a aplicacdo do
artigo 34.°, n.° 2, alinea a), do Regulamento (UE) 2017/625:

EN ISO 30024 — Animal feeding stuffs — Determination of phytase
activity (Alimentos para animais — Determinacdo da atividade da fitase)

EN 17050 — Animal feeding stuffs — methods of sampling and analysis
— Determination of iodine in animal feed by ICP-MS (Alimentos para
animais — Métodos de amostragem e analise — Determinagdo do iodo
em alimentos para animais por ICP-MS)

EN 17550 — Animal feeding stuffs: Determination of carotenoids in
animal compound feed and premixtures by reverse phase high perfor-
mance liquid chromatography — UV detection (RP-HPLC-UV) [Ali-
mentos para animais: Determinagdo de carotenoides em alimentos com-
postos para animais e pré-misturas por cromatografia liquida de alta
resolugdo em fase reversa com dete¢ao por UV (RP-HPLC-UV)]

EN 15784 — Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis —
Detection and enumeration of Bacillus spp (Alimentos para animais:
Me¢étodos de amostragem e analise — Dete¢do e contagem de Bacillus

spp.)
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EN 15785 — Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis
Isolation and enumeration of Bifidobacterium spp. (Alimentos para
animais: Métodos de amostragem e analise — Isolamento e contagem
de Bifidobacterium spp.)

EN 15786 — Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis
Detection and enumeration of Pediococcus spp (Alimentos para ani-
mais: Métodos de amostragem e analise — Dete¢do e contagem de
Pediococcus spp.)

EN 15787 — Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis -
Detection and enumeration of Lactobacillus spp. used as feed additive
(Alimentos para animais: Métodos de amostragem e analise — Detecao
e contagem de Lactobacillus spp. utilizado como aditivo na alimenta-
¢do animal)

EN 15788 — Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis -
Detection and enumeration of Enterococcus (E. faecium) spp. used as
feed additive (Alimentos para animais: Métodos de amostragem e ana-
lise — Detec¢do e contagem de Enterococcus (E. faecium) spp. utilizado
como aditivo na alimenta¢do animal)

EN 15789 — Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis -
Detection and enumeration of Saccharomyces cerevisiae used as feed
additive (Alimentos para animais: Métodos de amostragem e analise —
Detegdo e contagem de Saccharomyces cerevisiae utilizado como adi-
tivo na alimentagdo animal)

EN 15510 — Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis -
Determination of calcium, sodium, phosphorus, magnesium, potassium,
iron, zinc, copper, manganese, cobalt, molybdenum, and lead by ICP-
-AES [Alimentos para animais: Métodos de amostragem e analise —
Determinagdo do calcio, sddio, foésforo, magnésio, potassio, ferro, zin-
co, cobre, manganés, cobalto, molibdénio e chumbo por ICP-AES)
(para a analise do cobalto e do molibdénio enquanto aditivos para a
alimentagao animal)

EN 15621 — Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis -
Determination of calcium, sodium, phosphorus, magnesium, potassium,
sulphur, iron, zinc, copper, manganese and cobalt after pressure di-
gestion by ICP-AES (Alimentos para animais: Métodos de amostragem
e analise — Determinagdo do calcio, sodio, fosforo, magnésio, potassio,
enxofre, ferro, zinco, cobre, manganés e cobalto por ICP-AES apds
mineralizagdo sob pressdo) (para a analise do cobalto enquanto aditivo
para a alimenta¢do animal)

EN 16159 — Animal feeding stuffs — Determination of selenium by
hydride generation atomic absorption spectrometry (HGAAS) after mi-
crowave digestion (digestion with 65 % nitric acid and 30 % hydrogen
peroxide) [Alimentos para animais — Determinagdo do selénio por es-
petrometria de absor¢do atémica com geracao de hidretos (HGAAS)
apos mineralizagdo por micro-ondas (mineralizagdo com 65 % de acido
nitrico ¢ 30 % de peroxido de hidrogénio] (para a analise do selénio
enquanto aditivo para a alimentagdo animal)

EN 17053 — Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis -
Determination of trace elements, heavy metals and other elements in
feed by ICP-MS (multi-method) [Alimentos para animais: Métodos de
amostragem e analise — Determinac@o de oligoelementos, metais pesa-
dos e outros elementos nos alimentos para animais por ICP-MS (varios
métodos)] (para a analise do cobalto, molibdénio e selénio enquanto
aditivos para a alimentagdo animal)
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ANEXO V

METODOS DE ANALISE PARA O CONTROLO DE SUBSTANCIAS
INDESEJAVEIS NOS ALIMENTOS PARA ANIMAIS

A. DETERMINACAO DOS TEORES DE DIOXINAS (PCDD/PCDF) E DE
PCB

CAPITULO 1

METODOS DE AMOSTRAGEM E INTERPRETACAO DOS
RESULTADOS ANALITICOS

1. Ambito de aplicacio e definicdes

As amostras destinadas ao controlo oficial do teor de dibenzo-p-dioxi-
nas policloradas (PCDD), dibenzofuranos policlorados (PCDF), bifeni-
los policlorados sob a forma de dioxina (PCB) (') e PCB ndo seme-
lhantes a dioxinas nos alimentos para animais devem ser colhidas em
conformidade com os métodos descritos no anexo I. Devem aplicar-se
as exigéncias quantitativas respeitantes ao controlo de substancias ou
produtos repartidos uniformemente nos alimentos, tal como se prevé no
ponto 5.1 do anexo I. As amostras globais assim obtidas sdo conside-
radas representativas dos lotes ou sublotes dos quais foram colhidas. A
observancia dos teores maximos fixados pela Diretiva 2002/32/CE deve
ser estabelecida com base nos teores determinados nas amostras de
laboratoério.

(") Quadro dos FET (fatores de equivaléncia toxica) para PCDD, PCDF e PCB sob a forma
de dioxina: FET-OMS para avaliagdo dos riscos para o ser humano com base nas
conclusdes da reunido de peritos do Programa Internacional de Seguranga Quimica
(IPCS) da Organizagdo Mundial da Satde (OMS) realizada em Genebra, em junho de
2005 (Martin van den Berg, et al., «The 2005 World Health Organization Re-evaluation
of Human and Mammalian Toxic Equivalency Factors for Dioxins and Dioxin-like
Compounds», Toxicological Sciences, vol. 93, n.° 2, 2006, p. 223).

Congénere Valor do FET Congénere Valor do FET
Dibenzo-p-dioxinas PCB «sob a forma de dioxina» PCB
(«PCDD») e dibenzo- nao-orto + PCB mono-orto
-p-furanos («PCDF»)
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 PCB nao-orto
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 PCB 77 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB 81 0,0003
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 126 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 PCB 169 0,03
OCDD 0,0003 PCB mono-orto
2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 105 0,00003
1,2,3,7,8-PeCDF 0,03 PCB 114 0,00003
2,3,4,7,8-PeCDF 0,3 PCB 118 0,00003
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 PCB 123 0,00003
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 156 0,00003
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 157 0,00003
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00003
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 PCB 189 0,00003
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,0003

Abreviaturas utilizadas: «T» = tetra; «Pe» = penta; «Hx» = hexa; «Hp» = hepta; «O» =
octa; «CDD» = clorodibenzodioxina; «CDF» = clorodibenzofurano; «CB» = clorobife-
nilo.
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Para efeitos da presente parte, aplicam-se as defini¢oes estabelecidas no
anexo I do Regulamento de Execugdo (UE) 2021/808 da Comissdo ().

Para além destas defini¢des, para efeitos do disposto na presente parte
sdo aplicaveis as seguintes definigdes:

«Métodos de rastreion: os métodos utilizados para a sele¢do de amos-
tras com teores de PCDD/F e PCB sob a forma de dioxina que ex-
cedam os teores maximos ou os limiares de intervencdo. Devem apre-
sentar uma elevada capacidade de processamento de amostras com uma
boa relagdo custo-eficacia, aumentando assim a oportunidade de desco-
brir novos incidentes com elevada exposigdo e riscos para a saude dos
consumidores. Os métodos de rastreio devem basear-se em métodos
bioanaliticos ou em GC-MS. Os resultados de amostras que excedem
o valor-limite utilizado para verificar a conformidade com o teor ma-
ximo devem ser verificados por uma reandlise completa da amostra
inicial utilizando um método de confirmagao.

«Métodos de confirmacdo»: os métodos que fornecem informagdes
completas ou complementares que permitem a identificacdo e quanti-
ficagdo inequivocas de PCDD/F e de PCB sob a forma de dioxina no
teor maximo ou, em caso de necessidade, no limiar de intervengéo.
Estes métodos utilizam a cromatografia gasosa/espetrometria de massa
de alta resolugdo (GC-HRMS) ou a cromatografia gasosa/espetrometria
de massa em tandem (GC-MS/MS).

2. Conformidade do lote ou do sublote com o teor maximo
2.1. No que se refere a PCB nao semelhantes a dioxinas

O lote ou sublote estd conforme com o teor maximo se o resultado
analitico para a soma de PCB 28, PCB 52, PCB 101, PCB 138, PCB
153 e PCB 180 (a seguir referidos como PCB ndo semelhantes a
dioxinas) ndo for superior ao teor maximo estabelecido na Dire-
tiva 2002/32/CE, tomando em considera¢do a incerteza de medigdo
expandida (?). O lote ou sublote nio estd conforme com o teor maximo
estabelecido na Diretiva 2002/32/CE se a média dos dois limites supe-
riores (*) dos resultados analiticos obtidos com uma analise em dupli-
cado (°), tendo em conta a incerteza de medi¢do expandida, for superior
ao teor maximo com um grau de confianga elevado, ou seja, utiliza-se,
para avaliar a conformidade, a concentragdo analisada, apds deducdo da
incerteza de medigdo expandida.

(®) Regulamento de Execugdo (UE) 2021/808 da Comissdo, de 22 de margo de 2021,
relativo ao desempenho dos métodos analiticos para os residuos de substdncias farma-
cologicamente ativas utilizadas em animais produtores de géneros alimenticios e a
interpretagdo dos resultados, bem como aos métodos a utilizar na amostragem, e que
revoga as Decisdes 2002/657/CE e 98/179/CE (JO L 180 de 21.5.2021, p. 84).
Devem seguir-se, quando aplicaveis, os principios descritos em Guidance Document on
Measurement Uncertainty for Laboratories performing PCDD/F and PCB Analysis
using Isotope Dilution Mass Spectrometry, https://food.ec.europa.eu/system/files/2017-
-05/animal-feed-guidance_document_pcdd-f pcb_en.pdf.

O conceito de «limite superior» preconiza que o contributo de cada congénere nio
quantificado seja igual ao limite de quantificagdo. O conceito de «limite inferior
preconiza que o contributo de cada congénere ndo quantificado seja igual a zero. O
conceito de «limite médio» preconiza que o contributo de cada congénere ndo quanti-
ficado seja igual a metade do limite de quantificagdo.

Analise em duplicado: uma analise separada dos analitos pertinentes utilizando uma
segunda aliquota da mesma amostra homogeneizada. De forma geral, aplicam-se os
requisitos relativos a analise em duplicado previstos no anexo II, capitulo C, ponto 3.
No entanto, para métodos que utilizem padrdes internos marcados com '*C para os
analitos pertinentes, a analise em duplicado s6 é necessaria se o resultado da primeira
determinagdo ndo for conforme. A analise em duplicado ¢ necessdria para se excluir a
possibilidade de contaminagdo cruzada interna ou de uma troca acidental de amostras.
No caso de a analise ser realizada no contexto de um incidente de contaminagdo, a
confirmagdo através de uma analise em duplicado pode ser omitida se as amostras
selecionadas para analise estiverem associadas, através da rastreabilidade, a esse inci-
dente de contaminagdo e o teor obtido for significativamente superior ao teor maximo.

(3
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A incerteza de medicdo expandida ¢é calculada utilizando um fator de
expansdo de 2, que permite obter um nivel de confianca de cerca de
95 %. Um lote ou sublote ndo esta conforme se a média dos valores
medidos menos a incerteza expandida da média for superior ao teor
maximo.

As regras descritas no presente ponto sdo aplicaveis ao resultado ana-
litico obtido na amostra para controlo oficial. No caso de analises para
efeitos de um segundo parecer de peritos ou de procedimentos de
arbitragem, s3o aplicaveis as normas nacionais.

2.2. No que se refere a PCDD/F e a PCB sob a forma de dioxina

O lote ou sublote esta conforme com o teor maximo se o resultado de
uma unica analise,

— realizada por um método de rastreio com uma taxa de falsos resul-
tados conformes inferior a 5 %, indicar que o teor ndo excede o
respetivo teor maximo de PCDD/F nem da soma de PCDD/F e
PCB sob a forma de dioxina fixados na Diretiva 2002/32/CE,

— realizada por um método de confirmag@o, ndo exceder o respetivo
teor maximo de PCDD/F nem da soma de PCDD/F e PCB sob a
forma de dioxina fixados na Diretiva 2002/32/CE, tendo em conta a
incerteza de medigdo expandida.

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

O lote ou sublote nao esta conforme com o teor maximo estabelecido
na Diretiva 2002/32/CE se a média dos dois limites superiores (°) dos
resultados analiticos, obtidos com uma anélise em duplicado (7) utili-
zando um método de confirmagado, for superior ao teor maximo com
um grau de confianga elevado, tendo em conta a incerteza de medigao
expandida, ou seja, utiliza-se, para avaliar a conformidade, a concen-
tracdo analisada, apos deducao da incerteza de medi¢do expandida.

A incerteza de medicdo expandida ¢ calculada utilizando um fator de
expansdo de 2, que permite obter um nivel de confianca de cerca de
95 %. Um lote ou sublote ndo estd conforme se a média dos valores
medidos menos a incerteza expandida da média for superior ao teor
maximo.

Para a soma dos PCDD/F ¢ dos PCB sob a forma de dioxina, deve
utilizar-se a soma das incertezas expandidas estimadas dos resultados
analiticos obtidos separadamente para PCDD/F e PCB sob a forma de
dioxina.

(°) O conceito de «limite superior» preconiza que o contributo para os equivalentes toxicos
(TEQ) de cada congénere ndo quantificado seja igual ao limite de quantificagdo. O
conceito de «limite inferior» preconiza que o contributo para os TEQ de cada congénere
ndo quantificado seja igual a zero. O conceito de «limite médio» preconiza que o
contributo para os TEQ de cada congénere ndo quantificado seja igual a metade do
limite de quantificagdo.

De forma geral, aplicam-se os requisitos relativos a analise em duplicado previstos no
anexo II, capitulo C, ponto 3. No entanto, para métodos de confirmagdo que utilizem
padrdes internos marcados com '*C para os analitos pertinentes, a anélise em duplicado
sO € necessaria se o resultado da primeira determinagdo nao for conforme. A analise em
duplicado ¢ necessaria para se excluir a possibilidade de contamina¢do cruzada interna
ou de uma troca acidental de amostras. No caso de a andlise ser realizada no contexto de
um incidente de contaminacdo, a confirmagdo através de uma analise em duplicado pode
ser omitida se as amostras selecionadas para andlise estiverem associadas, através da
rastreabilidade, a esse incidente de contaminagdo e o teor obtido for significativamente
superior ao teor maximo.

(7
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As regras descritas no presente ponto sdo aplicaveis ao resultado ana-
litico obtido na amostra para controlo oficial. No caso de analises para
efeitos de direito de recurso ou de arbitragem, sdo aplicaveis as normas
nacionais.

3. Resultados superiores aos limiares de intervencio estabelecidos no
anexo II da Diretiva 2002/32/CE

Os limiares de intervengdo servem de instrumento para a selecdo de
amostras nos casos em que ¢ necessario identificar uma fonte de con-
taminagdo e adotar medidas com vista a sua redu¢do ou eliminagao. Os
métodos de rastreio devem estabelecer os valores-limite adequados para
a selecdo daquelas amostras. Caso sejam necessarios esforgos signifi-
cativos para identificar a fonte e reduzir ou eliminar a contaminagdo, ¢
adequado confirmar a superacdo dos limiares de interveng@o por uma
andlise em duplicado mediante um método de confirmagdo e tendo em
conta a incerteza de medi¢do expandida (®).

CAPITULO 11

PREPARACAO DAS AMOSTRAS E REQUISITOS RESPEITANTES

AOS METODOS DE ANALISE UTILIZADOS NO CONTROLO

OFICIAL DOS TEORES DE DIOXINAS (PCDD/PCDF) E DE PCB SOB
A FORMA DE DIOXINA EM ALIMENTOS PARA ANIMAIS

1. Ambito de aplicacio

Os requisitos estabelecidos no presente capitulo devem ser aplicados
quando se analisam alimentos para animais para efeitos de controlo
oficial dos teores de PCDD/F substituidos nas posi¢oes 2,3,7,8 e de
PCB sob a forma de dioxina, bem como no que se refere a preparacdo
das amostras e aos requisitos analiticos para outros fins regulamentares,
incluindo os controlos efetuados pelos operadores das empresas do
setor dos alimentos para animais a fim de assegurar a conformidade
com o disposto no Regulamento (CE) n.° 183/2005 do Parlamento
Europeu e do Conselho (°).

A monitorizagdo da presenga de PCDD/F e PCB sob a forma de
dioxina nos alimentos para animais pode ser realizada com dois tipos
diferentes de métodos analiticos:

a) Métodos de rastreio

O objetivo dos métodos de rastreio é selecionar as amostras com teores
de PCDD/F e PCB sob a forma de dioxina que excedam os teores
maximos ou os limiares de interven¢ao. Os métodos de rastreio devem
assegurar uma elevada capacidade de processamento de amostras com
uma boa relagdo custo-eficacia, aumentando assim a oportunidade de
descobrir novos incidentes com elevada exposi¢@o e riscos para a satde
dos consumidores. A sua aplicac@o deve ter como objetivo evitar falsos
resultados conformes. Podem incluir métodos bioanaliticos e métodos
GC-MS.

Os métodos de rastreio comparam o resultado analitico com um valor-
-limite, fornecendo uma decisdo do tipo sim/ndo sobre a eventual su-
peragio do teor maximo ou do limiar de intervengdo. E necessario que
a concentra¢do de PCDD/F e a soma de PCDD/F e de PCB sob a
forma de dioxina em amostras suspeitas de nao conformidade com o
teor maximo seja determinada ou confirmada por um método de con-
firmagao.

Além disso, os métodos de rastreio podem dar uma indicagdo dos
teores de PCDD/F e de PCB sob a forma de dioxina presentes na
amostra. Em caso de aplicagdo de métodos de rastreio bioanaliticos,
o resultado é expresso em equivalentes bioanaliticos (BEQ), ao passo
que, em caso de aplicacdo de métodos fisico-quimicos GC-MS, o re-
sultado ¢ expresso em equivalentes toxicos (TEQ). Os resultados dos

(®) A explicagdo e os requisitos para as analises em duplicado para efeitos de controlo dos

limiares de intervengdo sdo idénticos aos referidos na nota de rodapé 5 para os teores
maximos.

(°) Regulamento (CE) n.° 183/2005 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 12 de janeiro
de 2005, que estabelece requisitos de higiene dos alimentos para animais (JO L 35 de
8.2.2005, p. 1).
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métodos de rastreio indicados numericamente sdo adequados para de-
monstrar a conformidade ou a suspeita de ndo conformidade ou a
superacdo dos limiares de intervengdo e fornecem uma indicagdo da
gama de valores em caso de aplicagdo subsequente de métodos de
confirmagdo. Nao sdo adequados para fins como a avaliagdo dos niveis
de base, a estimativa de ingestdo, o acompanhamento das tendéncias
temporais dos teores ou a reavaliagdo dos limiares de intervencao e dos
teores maximos.

b) Métodos de confirmagdo

Os métodos de confirmag@o permitem a identificagdo e quantificacdo
inequivocas de PCDD/F e PCB sob a forma de dioxina presentes numa
amostra ¢ fornecem uma informagdo exaustiva sobre os teores dos
congéneres individuais. Por conseguinte, estes métodos permitem o
controlo dos teores maximos e dos limiares de intervengao, incluindo
a confirmagdo dos resultados obtidos por métodos de rastreio. Além
disso, os resultados podem ser utilizados para outros fins, como a
determinagdo de niveis de base reduzidos na monitorizagdo dos alimen-
tos para animais, o acompanhamento das tendéncias temporais, a ava-
liagdo da exposi¢ao e a criagdo de uma base de dados para uma
eventual reavaliagdo dos limiares de intervengdo e dos teores maximos.
Sdo também importantes para o estabelecimento de padrdes de congé-
neres com vista a identificar a fonte de uma eventual contaminagao.
Tais métodos utilizam GC-HRMS. Para confirmar a conformidade ou
ndo conformidade com o teor maximo, pode também utilizar-se a GC-
-MS/MS.

Contexto

Para o calculo de concentracdes de TEQ, as concentragdes de cada
substdncia numa determinada amostra devem ser multiplicadas pelos
respetivos fatores de equivaléncia toxica (FET) (ver nota de rodapé 1
do capitulo 1), sendo subsequentemente somadas para darem a concen-
tragdo total de compostos sob a forma de dioxina expressa em TEQ.

Para efeitos da presente parte A, por limite de quantificagdo especifico
aceite de um congénere individual, entende-se o teor mais baixo do
analito que pode ser medido com uma certeza estatistica razoavel,
cumprindo os critérios de identificagdo tal como descritos em normas
reconhecidas  internacionalmente, por exemplo, na norma
EN 16215:2012 [Animal feed - Determination of dioxins and dioxin-
-like PCBs by GC-HRMS and of indicator PCBs by GC-HRMS (Ali-
mentagdo animal — Determinacdo de dioxinas e de PCB sob a forma de
dioxina por GC-HRMS e de PCB indicadores por GC-HRMS)] e/ou
nos métodos EPA 1613 e 1668, na sua forma revista.

O limite de quantificagdo de um congénere individual pode ser identi-
ficado como:

a) A concentragdo de um analito no extrato de uma amostra que pro-
duz uma resposta instrumental a dois ides diferentes a ser monito-
rizada com um racio S/R (sinal/ruido) de 3:1 para o sinal de dados
em bruto menos intensivo; ou

b) Se, por motivos de ordem técnica, o calculo sinal/ruido nao fornecer
resultados fiaveis, o ponto de concentragdo mais baixo numa curva
de calibragdo que apresente um desvio aceitavel (< 30 %) e coerente
(medido pelo menos no inicio e no final de uma série de amostras
analiticas) em relacdo ao fator de resposta relativo médio calculado
para todos os pontos da curva de calibracdo em cada série de
amostras. O limite de quantificagdo (LOQ) ¢ calculado a partir do
ponto de concentragdo mais baixo tendo em conta a recuperagdo dos
padrdes internos e a quantidade da amostra.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

)

Os métodos de rastreio bioanaliticos ndo dardo resultados ao nivel dos
congéneres, mas apenas uma indicagéo ('°) do valor TEQ, expresso em
equivalente bioanalitico para ter em conta o facto de que nem todos os
compostos presentes num extrato de amostra que produz uma resposta
no teste podem cumprir todos os requisitos do principio de TEQ.

Os métodos de rastreio e de confirmagdo apenas podem ser aplicados
para o controlo de uma determinada matriz se forem suficientemente
sensiveis para detetar fiavelmente os teores no limiar de intervengdo ou
no teor maximo.

Requisitos de garantia da qualidade

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

As amostras devem ser conservadas e transportadas em recipientes de
vidro, aluminio, polipropileno ou polietileno, adequados para o arma-
zenamento sem qualquer influéncia nos teores 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 ¢ o transporte das amostras devem ser realizados de
modo a manter a integridade da amostra de alimentos para animais.

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

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

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

Relativamente aos métodos bioanaliticos, devem testar-se todo o ma-
terial de vidro e os solventes utilizados na analise para verificar se
estdo isentos de compostos que interfiram com a dete¢do de compos-
tos-alvo na gama de trabalho. O material de vidro deve ser enxaguado
com solventes ou aquecido a temperaturas adequadas para remover da
sua superficie vestigios de PCDD/F, de compostos sob a forma de
dioxina e de compostos interferentes.

A quantidade da amostra utilizada para a extragdo deve ser suficiente
para cumprir os requisitos relativos a uma gama de trabalho suficien-
temente baixa, incluindo as concentragdes dos teores maximos ou do
limiar de intervengao.

Os procedimentos especificos de preparagdo de amostras utilizados
para os produtos em causa devem seguir orientagdes aceites interna-
cionalmente, ou seja, a norma EN ISO 6498.

Os métodos bioanaliticos ndo sdo especificos para os congéneres incluidos no sistema

de FET. Podem estar presentes no extrato de amostra outros compostos estruturalmente
relacionados com o AhR ativo (recetor aril-hidro-carboneto), que contribuem para a
resposta global. Por conseguinte, os resultados bioanaliticos ndo podem ser uma esti-
mativa, mas sim uma indica¢do do nivel TEQ na amostra.
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4. Requisitos aplicaveis aos laboratoérios

4.1. Em conformidade com o disposto no Regulamento (UE) 2017/625, os
laboratoérios devem ser acreditados por um organismo reconhecido que
opere em conformidade com o Guia ISO/IEC 58, a fim de assegurar
que aplicam a garantia de qualidade analitica. Os laboratdrios devem
ser acreditados em conformidade com a norma EN ISO/IEC/17025.
Devem seguir-se, quando aplicaveis, os principios descritos nas orien-
tagdes técnicas relativas a estimativa da incerteza de medi¢ao e dos
limites de quantificagdo para a analise de PCDD/F e PCB ().

4.2. A competéncia de um laboratério deve ser comprovada mediante uma
participagdo continua e bem-sucedida em estudos interlaboratoriais para
a determinagdo de PCDD/F e de PCB sob a forma de dioxina nas
matrizes de alimentos para animais e gamas de concentragdes relevan-
tes.

4.3. Os laboratorios que aplicam métodos de rastreio para o controlo de
rotina de amostras devem estabelecer uma estreita cooperagdo com o0s
laboratdrios que aplicam o método de confirmagdo, tanto para o con-
trolo da qualidade como para a confirmag¢do do resultado analitico de
amostras suspeitas.

S. Requisitos basicos a cumprir pelo procedimento analitico para de-
terminac¢ao de dioxinas (PCDD/F) e de PCB sob a forma de dioxina

5.1. Gama de trabalho e limites de quantifica¢do reduzidos

Para os PCDD/F, as quantidades detetaveis devem situar-se na gama
alta dos femtogramas (107" g) devido & extrema toxicidade de alguns
destes compostos. Para a maioria dos congéneres de PCB, um limite de
quantificagdo na gama dos nanogramas (10 g) ja é suficiente. Quanto
a medigdo dos congéneres de PCB sob a forma de dioxina mais toxicos
(designadamente, os congéneres ndo-orto substituidos), o limite inferior
da gama de trabalho deve atingir os valores inferiores dos picogramas
(10712 g). Para todos os restantes congéneres de PCB, é suficiente um
limite de quantificagio na gama dos nanogramas (107 g).

5.2. Seletividade (especificidade) elevada

5.2.1.  E necessario estabelecer uma distingio entre PCDD/F ¢ PCB sob a
forma de dioxina e inimeros outros compostos coextraidos e eventual-
mente interferentes, que estdo presentes em concentragdes superiores
em varias ordens de grandeza as dos analitos requeridos. Nos métodos
de GC-MS, ¢ necessaria uma diferenciacdo entre varios congéneres,
nomeadamente entre congéneres toxicos (por exemplo, os dezas-
sete PCDD/F substituidos nas posi¢des 2,3,7,8 e os doze PCB sob a
forma de dioxina) e outros congéneres.

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

(MY Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laboratories performing PCDD/F
and PCB Analysis using Isotope Dilution Mass Spectrometry, https://food.ec.europa.
eu/system/files/2017-05/animal-feed-guidance_document pcdd-f pcb_en.pdf; Guidance
Document on the Estimation of LOD and LOQ for Measurements in the Field of
Contaminants in Feed and Food, https://food.ec.europa.eu/system/files/2016-10/cs_con-
taminants_sampling_analysis-report 2004 en.pdf.
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.5.

5.5.1.

5.6.

Exatiddo elevada (rigor e precisdo, recuperagdo aparente do bio-
ensaio)

Para os métodos GC-MS, a determinacgdo deve fornecer uma estimativa
valida da verdadeira concentracio numa amostra. E necessaria uma
exatiddo elevada para se evitar a rejeicdo do resultado da analise de
uma amostra devido a reduzida fiabilidade do valor TEQ determinado.
A exatidao ¢ expressa em termos de rigor (diferenga entre o valor
médio medido para um analito num material certificado e o respetivo
valor certificado, expresso em percentagem deste valor) e de precisdo
(RSDg, desvio-padrao relativo, calculado a partir de resultados obtidos
em condi¢des de reprodutibilidade).

Para métodos bioanaliticos, deve ser determinada a recuperagdo apa-
rente do bioensaio. Por recuperagéo aparente do bioensaio, entende-se o
valor BEQ calculado a partir da curva de calibragdo de TCDD ou do
PCB 126 corrigido em fun¢do do resultado do ensaio em branco e, em
seguida, dividido pelo valor TEQ determinado pelo método de confir-
magdo. Visa corrigir fatores como a perda de PCDD/F e de compostos
sob a forma de dioxina durante as fases de extragao e de limpeza,
compostos coextraidos que aumentam ou diminuem a resposta (efeitos
agonistas e antagonistas), a qualidade do ajustamento da curva, ou
diferengas entre os valores FET e os valores da poténcia relativa
(REP). A recuperagdo aparente do bioensaio ¢ calculada a partir de
amostras de referéncia adequadas com padrdes de congéneres represen-
tativos proximos do teor requerido.

Validagdo na gama do teor maximo e medidas gerais de controlo de
qualidade

Os laboratorios devem demonstrar o desempenho de um método na
gama do teor maximo, por exemplo, 0,5 vezes, uma vez e duas vezes
o teor maximo, com um coeficiente de variagdo aceitavel para analises
repetidas, durante o procedimento de validagdo e durante a analise de
rotina.

Os controlos regulares com ensaios em branco, com amostras enrique-
cidas ou analises de amostras de controlo (de preferéncia, se disponi-
vel, material de referéncia certificado) devem ser realizados como me-
didas internas de controlo da qualidade. Devem registar-se e verificar-
-se os graficos de controlo da qualidade para ensaios em branco, com
amostras enriquecidas ou analises de amostras de controlo, a fim de
garantir que o desempenho analitico estd em conformidade com os
requisitos.

Limite de quantificagdo

No que diz respeito a0 método bioanalitico de rastreio, o estabeleci-
mento do limite de quantificagdo (LOQ) ndo é um requisito indispen-
savel, mas deve provar-se que o método consegue fazer a diferenciacdo
de todos os valores situados entre o valor do ensaio em branco e o
valor-limite. Quando se transmite 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 de amostras que contenham
os compostos-alvo proximo do teor minimo exigido, e ndo a partir de
um racio S/R ou de um ensaio em branco.

O LOQ de um método de confirmagdo deve ser de cerca de um quinto
do teor maximo.

Critérios analiticos

Para se obterem resultados fiaveis de métodos de confirmagdo ou de
rastreio, devem ser satisfeitos os seguintes critérios na gama do teor
maximo para o valor TEQ ou o valor BEQ, respetivamente, quer
determinado como valor TEQ total ou valor BEQ total (como a
soma de PCDD/F e PCB sob a forma de dioxina) quer separadamente
para PCDD/F e PCB sob a forma de dioxina:
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5.7.

5.7.1.

5.7.2.

5.7.3.

5.7.4.

5.7.5.

5.7.6.

Rastreio com
métodos bio-
analiticos ou | Métodos de confirmagao
fisico-quimicos

Taxa de falsos resultados con- <5%

formes (*)

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

Precisdo intermédia (RSDg) <25 % <15 %

(*) No que diz respeito aos teores maximos.

Requisitos especificos para métodos de rastreio

No rastreio podem ser utilizados tanto GC-MS como métodos bioana-
liticos. Em relagdo aos métodos GC-MS, devem respeitar-se os requi-
sitos descritos no ponto 6. Quanto aos métodos bioanaliticos baseados
em células, os requisitos especificos estdo descritos no ponto 7.

Os laboratorios que aplicam métodos de rastreio para o controlo de
rotina de amostras devem estabelecer uma estreita cooperacdo com o0s
laboratorios que aplicam o método de confirmagao.

A verificagdo do desempenho do método de rastreio é necessaria du-
rante a analise de rotina, por controlo da qualidade analitica e validagao
continua do método. Deve existir um programa continuo para o con-
trolo dos resultados conformes.

Controlo da eventual supressdo da resposta das células e da citotoxi-
cidade:

20 % dos extratos de amostras devem ser medidos em ensaios de
rastreio de rotina sem e com adigdo de 2,3,7,8-TCDD, correspondente
ao teor maximo ou ao limiar de intervengdo, a fim de verificar se a
resposta ¢ eventualmente suprimida por substincias interferentes pre-
sentes no extrato da amostra. A concentragdo medida da amostra enri-
quecida deve ser comparada com a soma da concentragdo do extrato
ndo enriquecido mais a concentragdo do enriquecimento. Se esta con-
centragdo medida for inferior, em mais de 25 %, a concentra¢do (soma)
calculada, tal é uma indicacdo de uma potencial supressdo do sinal e a
respetiva amostra deve ser submetida a analise de confirmagido por GC-
-HRMS. Os resultados devem ser monitorizados através de graficos 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 laboratorio, devem ser
confirmadas por GC/HRMS.

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

Deve determinar-se a taxa de falsos resultados conformes obtidos no
rastreio de amostras abaixo ¢ acima do teor maximo ou do limiar de
intervencdo. As taxas reais de falsos resultados conformes devem ser
inferiores a 5 %. Quando o controlo da qualidade de amostras confor-
mes revelar, pelo menos, 20 resultados confirmados por matriz/grupo
de matrizes, devem ser retiradas conclusdes sobre a taxa de falsos
resultados conformes a partir dessa base de dados. Os resultados das
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5.7.7.

5.7.8.

6.1.

6.2.

6.2.1.

amostras analisadas em ensaios interlaboratoriais ou durante incidentes
de contaminagdo, abrangendo uma gama de concentragdes que pode
atingir, por exemplo, duas vezes o teor maximo (TM), podem também
ser incluidos no minimo de 20 resultados para a avaliagdo da taxa de
falsos resultados conformes. As amostras devem abranger os padrdes
de congéneres mais frequentes, que representem diferentes fontes.

Embora os testes de rastreio devam, de preferéncia, ter como objetivo a
detecdo de amostras que excedem o limiar de intervengdo, o critério
para determinar as taxas de falsos resultados conformes ¢ o teor ma-
ximo, tendo em conta a incerteza de medi¢ao expandida do método de
confirmagao.

As amostras potencialmente ndo conformes no rastreio devem ser sem-
pre verificadas por uma reanalise completa da amostra inicial por um
método de analise de confirmagdo. Estas amostras podem também
servir para avaliar a taxa de falsos resultados ndo conformes. Relati-
vamente aos métodos de rastreio, a taxa de falsos resultados ndo con-
formes ¢ a fracdo dos resultados que foram confirmados como confor-
mes por analises de confirmagdo, quando no rastreio anterior a amostra
tinha sido declarada potencialmente nido conforme. A avaliagdo das
vantagens do método de rastreio deve basear-se na comparagdo das
amostras com falsos resultados ndo conformes com o nimero total
de amostras verificadas. Esta taxa deve ser suficientemente baixa
para tornar vantajoso o uso do instrumento de rastreio.

Nas condigdes de validagdao, os métodos bioanaliticos devem fornecer
uma indicagdo valida do valor TEQ, calculado e expresso em BEQ.

Também em relagdo aos métodos bioanaliticos levados a cabo em
condigdes de repetibilidade, a RSD, intralaboratorial ¢ tipicamente
mais baixa do que em condigdes de reprodutibilidade (RSDg).

Requisitos especificos aplicaveis aos métodos GC-MS usados para
fins de rastreio ou de confirmacio

Diferengas aceitaveis entre o limite superior e o limite inferior dos
resultados TEQ-OMS

A diferenga entre o limite superior e o limite inferior ndo deve exceder
20 % no caso de confirmacdo da superacdo do teor maximo ou, em
caso de necessidade, dos limiares de intervengao.

Controlo das recuperagoes

Logo no inicio do método analitico, por exemplo antes da extragdo,
deve proceder-se a adigdo de padrdes internos de PCDD/F marcados
com °C e substituidos com cloro nas posi¢des 2,3,7 ¢ 8 e de padrdes
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 homologo de PCDD/F tetra a octa-
-clorado e, pelo menos, um congénere para cada grupo homologo 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
espetrometria de massa). No caso dos métodos de confirmagdo, deve
utilizar-se a totalidade dos 17 padrdes internos de PCDD/F substituidos
nas posigdes 2,3,7 ¢ 8 e marcados com °C e a totalidade dos 12
padrdes internos de PCB sob a forma de dioxina marcados com '*C.
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6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.3.

6.4.

6.5.

Também devem ser determinados fatores de resposta relativos no caso
dos congéneres para os quais ndo se adiciona um composto analogo
marcado com '°C, através da utilizagio de solugdes de calibragdo
adequadas.

Em relacdo aos alimentos para animais de origem vegetal e aos ali-
mentos para animais de origem animal que contenham menos de 10 %
de gorduras, a adicdo de padrdes internos ¢ obrigatoria antes da ex-
tragdo. Em relacdo aos alimentos para animais de origem animal que
contenham mais de 10 % de gorduras, os padrdes internos sdo adicio-
nados antes ou apds a extracdo de gorduras. Deve ser efetuada uma
validagdo adequada da eficiéncia da extra¢do, dependendo da fase em
que sdo introduzidos os padrdes internos.

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

E necessario efetuar o controlo da recuperagio. Para os métodos de
confirmagdo, as recupera¢des de cada padrdo interno devem situar-se
no intervalo de 60 % a 120 %. Sa@o aceitaveis recuperacdes inferiores
ou superiores para congéneres individuais, nomeadamente para algumas
dibenzo-p-dioxinas e alguns dibenzofuranos hepta- e octa-clorados,
desde que o seu contributo para o valor TEQ ndo exceda 10 % do
valor TEQ total (com base na soma de PCDD/F ¢ PCB sob a forma de
dioxina). Para os métodos de rastreio GC-MS, as recuperagdes devem
situar-se no intervalo de 30 % a 140 %.

Remocgdo de substancias interferentes

— Os PCDD/F devem ser separados dos compostos clorados interfe-
rentes, tais como PCB ndo semelhantes a dioxina e éteres difenili-
cos clorados, através de técnicas cromatograficas adequadas (de
preferéncia, com uma coluna de florisil, alumina e/ou carbono).

— A separagdo de isdmeros por cromatografia gasosa deve ser < 25 %
de pico a pico entre 1,2,3,4,7,8-HxCDF e 1,2,3,6,7,8-HxCDF.

Calibra¢ao com curva padrdo

A gama da curva de calibragdo deve abranger a gama relevante do teor
maximo ou dos limiares de intervengao.

Critérios especificos para métodos de confirmagdo

— Para GC-HRMS:

Na HRMS, a resolugdo deve, normalmente, ser maior ou igual a
10 000 para todo o intervalo massico a 10 % do vale.

Cumprimento de outros critérios de identificagdo e confirmagao, tal
como descritos em normas reconhecidas internacionalmente, por
exemplo, na norma EN 16215:2012 [Animal feed - Determination
of dioxins and dioxin-like PCBs by GC-HRMS and of indicator
PCBs by GC-HRMS (Alimentagdo animal — Determinagao de dio-
xinas ¢ de PCB sob a forma de dioxina por GC-HRMS e de PCB
indicadores por GC-HRMS)] e/ou nos métodos EPA 1613 e 1668,
na sua forma revista.

— Para GC-MS/MS:
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7.1.
7.1.1.

Monitorizagdo de, pelo menos, dois ides precursores especificos,
cada um com um ido-produto de transi¢do especifico corresponden-
te, para todos os analitos marcados e ndo marcados no ambito da
analise.

Tolerdncia méxima permitida das intensidades idnicas relativas
de + 15 % para uma sele¢do de ides-produto de transicdo em
comparagdo com os valores calculados ou medidos (média dos
padrdes de calibragao), aplicando condicdes MS/MS idénticas, no-
meadamente energia de colisdo e pressdo do gas de colisdo, para
cada transicdo de um analito.

Resolugdo para cada quadripolo a ser definida a um nivel igual ou
superior a resolugdo da unidade de massa (resolu¢do da unidade de
massa: resolugdo suficiente para separar dois picos com uma dife-
ren¢a de uma unidade de massa), a fim de reduzir a0 minimo as
interferéncias possiveis sobre os analitos a analisar.

Cumprimento de outros critérios tal como descritos em normas
reconhecidas internacionalmente, por exemplo, na norma
EN 16215:2012 [Animal feed - Determination of dioxins and dio-
xin-like PCBs by GC-HRMS and of indicator PCBs by GC-HRMS
(Alimentagdo animal — Determina¢do de dioxinas e de PCB sob a
forma de dioxina por GC-HRMS e de PCB indicadores por GC-
-HRMS)] e/ou nos métodos EPA 1613 e 1668, na sua forma revis-
ta, exceto a obrigacdo de utilizar GC-HRMS.

REQUISITOS ESPECIFICOS PARA METODOS BIOANALITI-
Ccos

Os métodos bioanaliticos sdo métodos baseados na utilizagdo de prin-
cipios biolégicos, como ensaios com células, ensaios com recetores ou
imunoensaios. O presente ponto estabelece requisitos para os métodos
bioanaliticos em geral.

Um método de rastreio, 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 ponto 7.3). As amostras
abaixo do valor-limite sdo declaradas conformes, as amostras iguais ou
acima do valor-limite sdo declaradas suspeitas de ser nao conformes e
necessitam de uma analise por um método de confirmagdo. Na pratica,
um valor BEQ correspondente a dois ter¢os do limite maximo pode
servir como valor-limite, desde que se assegure uma taxa de falsos
resultados conformes inferior a 5 % e uma taxa aceitavel de falsos
resultados ndo conformes. Com teores maximos distintos para
os PCDD/F e para a soma dos PCDD/F e dos PCB sob a forma de
dioxina, a verificagdo da conformidade das amostras sem fraciona-
mento requer valores-limite de bioensaio adequados para os PCDD/F.
Para a verificagdo de amostras que excedam os limiares de intervengao,
uma percentagem adequada do respetivo limiar de intervenc@o servira
como valor-limite.

Se um teor indicativo for expresso em BEQ, os resultados da amostra
devem ser apresentados na gama de trabalho e devem exceder o limite
de notificagdo (ver pontos 7.1.1 e 7.1.6).

Avaliagdo da resposta do teste

Requisitos gerais

— Ao calcular as concentragdes a partir de uma curva de calibragdo de
TCDD, os valores na extremidade superior da curva apresentardo
uma grande variagdo [coeficiente de variacdo (CV) elevado]. A
gama de trabalho ¢ a zona em que este CV ¢ inferior a 15 %. A
extremidade inferior da gama de trabalho (limite de notificagdo)
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deve ser estabelecida em, pelo menos, trés vezes o valor dos en-
saios em branco do procedimento. A extremidade superior da gama
de trabalho ¢ geralmente representada pelo valor ECy (70 % da
concentragdo efetiva maxima), mas deve ser inferior caso o CV seja
superior a 15 % nesta gama. A gama de trabalho ¢ estabelecida
durante a validagdo. Os valores-limite (ver ponto 7.3) devem situar-
-se dentro da gama de trabalho.

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

7.12. Calibragio

7.1.2.1. Calibragdo com curva padrao

— Podem estimar-se os teores das amostras comparando a resposta do
teste com uma curva de calibragdo de TCDD (ou do PCB 126 ou
de uma mistura-padrdo de PCDD/PCDF/PCB sob a forma de dio-
xina) para calcular o valor BEQ no extrato e, posteriormente, na
amostra.

— As curvas de calibragdo devem conter oito a 12 concentragdes (pelo
menos em duplicado), com concentragdes suficientes na parte in-
ferior da curva (gama de trabalho). Sera dada especial atengdo a
qualidade do ajustamento da curva na gama de trabalho. Como tal,
o valor R? tem pouco ou nenhum valor para estimar a adequagio
do ajustamento numa regressao nao linear. Um melhor ajustamento
sera alcangado através da minimizag¢do da diferenca entre os teores
calculados e os teores observados na gama de trabalho da curva,
por exemplo, minimizando a soma dos quadrados dos desvios.

— O teor estimado no extrato de amostra ¢ posteriormente corrigido
em fungdo do valor BEQ calculado para uma amostra em branco de
matriz ou solvente (para ter em conta as impurezas provenientes de
solventes e produtos quimicos utilizados) e da recuperagdo aparente
(calculada a partir do valor BEQ de amostras de referéncia adequa-
das com padrdes de congéneres representativos proximos do teor
maximo ou do limiar de interveng@o). Para a correcdo da recupe-
ragdo, a recuperagdo aparente deve situar-se dentro da gama exigida
(ver ponto 7.1.4). As amostras de referéncia utilizadas para a cor-
re¢do da recuperagdo devem cumprir os requisitos indicados no
ponto 7.2.

7.1.2.2. Calibragdo com amostras de referéncia

Em alternativa, pode utilizar-se uma curva de calibragdo preparada a
partir de, pelo menos, quatro amostras de referéncia (ver ponto 7.2.4):
podem usar-se um ensaio em branco da matriz e trés amostras de
referéncia com 0,5 vezes, uma vez e duas vezes o teor maximo ou o
limiar de intervengdo, eliminando a necessidade de corre¢do em fungdo
do ensaio em branco e da recuperagdo se as propriedades da matriz das
amostras de referéncia corresponderem as das amostras com teor des-
conhecido. Neste caso, a resposta do teste correspondente a dois ter¢os
do teor maximo (ver ponto 7.3) pode ser calculada diretamente a partir
destas amostras e servir de valor-limite. Para a verificagdo de amostras
que excedam os limiares de intervengdo, o valor-limite podera ser uma
percentagem adequada destes limiares de interveng@o.
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7.2.

7.2.1.

7.2.2.

Determinac¢do em separado de PCDD/F e PCB sob a
forma de dioxina

Os extratos podem ser divididos em fragdes contendo PCDD/F e PCB
sob a forma de dioxina, permitindo uma indicagdo separada dos valores
TEQ (em BEQ) de PCDD/F e de PCB sob a forma de dioxina. Utilizar,
de preferéncia, uma curva de calibragdo-padrao do PCB 126 para ava-
liar os resultados da fracdo que contém PCB sob a forma de dioxina.

Recuperacdes aparentes do bioensaio

A «recuperagdo aparente do bioensaio» deve ser calculada a partir de
amostras de referéncia adequadas com padrdes de congéneres represen-
tativos proximos do teor maximo ou do limiar de intervengdo e ex-
pressa em percentagem do valor BEQ em comparagdo com o valor
TEQ. Em fungdo do tipo de ensaio e dos FET ('2) utilizados, as dife-
rencas entre os fatores FET e REP relativos aos PCB sob a forma de
dioxina podem causar recuperagdes aparentes baixas para os PCB sob a
forma de dioxina em comparagdo com os PCDD/F. Por conseguinte, no
caso de uma determinagdo em separado de PCDD/F e de PCB sob a
forma de dioxina, as recuperagdes aparentes do bioensaio devem ser:
para os PCB sob a forma de dioxina, de 20 % a 60 %, para os PCDD/F,
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 recuperagdes aparentes do bioensaio
para a soma de PCDD/F e PCB sob a forma de dioxina refletem estas
gamas e devem situar-se entre 30 % e 130 %. Qualquer implicagdo que
a revisdo substancial dos valores FET tenha para a legislagdo da Unido
relativa aos PCDD/F e PCB sob a forma de dioxina exige a revisdo
destas gamas.

Controlo das recuperagdes para a limpeza (clean-
-up)

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 recuperagdo e a variabilidade verificadas por um método de
confirmagdo. A recuperacdo deve situar-se entre 60 % e 120 %, em
especial para congéneres que contribuam mais de 10 % para o valor
TEQ em varias misturas.

Limite de notificacdo

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

Utiliza¢do de amostras de referéncia

As amostras de referéncia devem representar a matriz da amostra, os
padroes de congéneres e as gamas de concentragdes dos PCDD/F e dos
PCB sob a forma de dioxina proximos do teor maximo ou do limiar de
intervengao.

Cada série de testes deve comportar um ensaio em branco da matriz e,
caso tal ndo seja possivel, um ensaio em branco do procedimento, bem
como uma amostra de referéncia com o teor maximo ou o limiar de
intervencdo. Estas amostras devem ser extraidas e testadas ao mesmo
tempo e em condi¢des idénticas. A amostra de referéncia deve apre-
sentar uma resposta claramente elevada em comparagdo com a amostra
em branco, assegurando assim a adequagdo do teste. Essas amostras
podem ser utilizadas para as corre¢cdes em fungdo do ensaio em branco
e da recuperacdo.

('?) Os requisitos atuais baseiam-se nos FET publicados em: Van den Berg, M., et al.,

Toxicol Sci, vol. 93, n.° 2, 2006, p. 223.
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7.2.3.

7.2.4.

7.3.

As amostras de referéncia escolhidas para efetuar uma correcao em
fungdo da recuperagdo devem ser representativas das amostras de en-
saio, o que significa que os padrdes dos congéneres ndo podem con-
duzir a uma subestimagdo dos teores.

Podem incluir-se amostras de referéncia suplementares com, por exem-
plo, teores 0,5 vezes e duas vezes superiores ao teor maximo ou ao
limiar de intervengdo, para demonstrar o desempenho correto do teste
dentro da gama requerida para o controlo do teor maximo ou do limiar
de intervencdo. Combinadas, estas amostras podem ser utilizadas para
calcular os valores BEQ das amostras de ensaio (ver ponto 7.1.2.2).

Determinagdo de valores-limite

A relacao entre os resultados bioanaliticos em BEQ e os resultados do
método de confirmagdo em TEQ deve ser estabelecida, por exemplo
através de experiéncias de calibracdo ajustadas em func¢do da matriz,
envolvendo amostras de referéncia enriquecidas a 0, 0,5 vezes, uma vez
e duas vezes o TM, com seis repetigdes em cada teor (n = 24). Os
fatores de corregdo (do ensaio em branco e da recuperagdo) podem ser
estimados a partir desta relacdo, mas devem ser verificados em con-
formidade com o ponto 7.2.2.

Devem ser estabelecidos valores-limite para decidir da conformidade
da amostra com os teores maximos ou para verificar se os limiares de
intervencdo, se relevantes, estdo conformes aos respetivos teores ma-
ximos ou limiares de intervencdo fixados tanto para os PCDD/F e os
PCB sob a forma de dioxina, isoladamente, como para a soma
dos PCDD/F e dos PCB sob a forma de dioxina. Sao representados
pela extremidade inferior da distribuicdo dos resultados bioanaliticos
(corrigidos em funcdo do ensaio em branco e da recuperagdo) corres-
pondendo ao limite de decisdo do método de confirmagdo com base
num nivel de confianga de 95 %, o que implica uma taxa de falsos
resultados conformes < 5 %, ¢ uma RSDy < 25 %. O limite de decisdao
do método de confirmagdo ¢ o teor maximo, tendo em conta a incerteza
de medi¢do expandida.

O valor-limite (em BEQ) pode ser calculado em conformidade com
uma das abordagens mencionadas nos pontos 7.3.1, 7.3.2 e 7.3.3 (ver
figura 1).

Utilizagdo da faixa inferior do intervalo de previsdo de 95 % no limite
de decisdo do método de confirmagio

Valor—limite = BEQpy, — sy x X tu,f:m—Z\/l/n +1/m+ (x)—%)7 /O

em que:

BEQpL = BEQ correspondente ao limite de decisao do
método de confirmagdo, trata-se do teor maxi-
mo, tendo em conta a incerteza de medicao
expandida

Syx = desvio-padrao residual

taf=ma2= fator de Student (0. = 5 %, f = graus de liber-
dade, unilateral)

m = numero total de pontos de calibragdo (indice j)

n= namero de repetigdes para cada teor

X; = concentragdo da amostra (em TEQ) do ponto
de calibragdo i, determinada por um método de
confirmagdo

X média das concentragdes (em TEQ) de todas as

amostras de calibracao

Qux = ijzl(xI 7)?)2 pardmetro do quadrado da soma, i = indice do
ponto de calibragdo i
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Calculo a partir dos resultados bioanaliticos (corrigidos em fungdo do
ensaio em branco e da recuperagdo) de multiplas analises de amostras
(n > 6), contaminadas no limite de decisao do método de confirmagéo,
como a extremidade inferior da distribuigdo dos dados no valor BEQ
médio correspondente:

Valor—limite = BEQp — 1,64 x SDg
em que:

SDr  desvio-padrdo dos resultados do bioensaio no BEQp;, medidos

em condi¢des de reprodutibilidade intralaboratorial

Calculo como valor médio dos resultados bioanaliticos (em BEQ, cor-
rigido em fung¢do do ensaio em branco e da recuperagdo) a partir de
analises multiplas de amostras (n > 6) contaminadas a dois tergos do
teor maximo ou do limiar de interven¢do, com base na observagao de
que este teor estara proximo do valor-limite determinado em confor-
midade com o ponto 7.3.1 ou com o ponto 7.3.2:

Célculo dos valores-limite com base num nivel de confianga de 95 %,
0 que implica uma taxa de falsos resultados conformes < 5 %, e uma
RSDg < 25 %:

1. A partir da faixa inferior do intervalo de previsdo de 95 % no limite
de decisao do método de confirmag@o.

2. A partir de analises multiplas de amostras (n > 6) contaminadas no
limite de decisdo do método de confirmagdo, como a extremidade
inferior da distribui¢do dos dados (representado na Figura 1 por uma
curva em forma de sino) no valor BEQ médio correspondente.

Restricoes aos valores-limite

Os valores-limite baseados no valor BEQ, calculados a partir da RSDgr
obtida durante a validagdo utilizando um ntmero limitado de amostras
com diferentes padrdes de matrizes/congéneres, podem ser superiores
aos teores maximos ou aos limiares de interven¢do baseados no valor
TEQ, devido a uma melhor precisio do que a que ¢é possivel em
analises de rotina quando tem de ser controlado um espetro desconhe-
cido de possiveis padroes de congéneres. Em tais casos, os valores-
-limite devem ser calculados a partir de uma RSDy = 25 %, ou, de
preferéncia, a dois tergos do teor maximo ou do limiar de intervengao.

Figura 1
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7.4.

7.4.1.

7.4.2.

7.4.3.

7.4.4.

7.4.5.

7.4.6.

7.4.7.

7.4.8.

7.4.9.

8.1.

8.1.1.

Caracteristicas de desempenho

Uma vez que ndao se podem utilizar padrdes internos nos métodos
bioanaliticos, devem ser realizados testes de repetibilidade de métodos
bioanaliticos para se obter informagdes sobre o desvio-padrdo numa
série de testes e entre séries de testes. A repetibilidade deve ser inferior
a 20 % e a reprodutibilidade intralaboratorial inferior a 25 %. Tal deve
basear-se nos valores calculados em BEQ apés correcdo em fungdo do
ensaio em branco e da recuperagdo.

Como parte do processo de validagdo, o teste deve demonstrar que
discrimina entre uma amostra em branco € um teor no valor-limite,
permitindo a identificagdo de amostras acima do valor-limite corres-
pondente (ver ponto 7.1.2).

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

O desvio-padrao percentual na resposta ou concentragdo calculada a
partir da resposta (apenas possivel na gama de trabalho) de uma de-
terminagdo em triplicado de um extrato da amostra ndo pode ser su-
perior a 15 %.

Os resultados ndo corrigidos das amostras de referéncia expressos em
BEQ (no ensaio em branco e no teor maximo ou limiar de intervengao)
devem ser utilizados para a avaliagdo do desempenho do método bio-
analitico durante um periodo de tempo constante.

Devem registar-se e verificar-se os graficos de controlo da qualidade
para os ensaios em branco do procedimento e para cada tipo de amos-
tra de referéncia, a fim de garantir que o desempenho analitico estd em
conformidade com os requisitos, nomeadamente, no tocante aos ensaios
em branco do procedimento, no que respeita a diferenca minima re-
querida em relagdo a extremidade inferior da gama de trabalho, e, no
tocante as amostras de referéncia, no que respeita a reprodutibilidade
intralaboratorial. Os ensaios em branco do procedimento devem ser
controlados de modo a evitar falsos resultados conformes quando sub-
traidos.

Os resultados dos métodos de confirmagdo 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 mé-
todo de rastreio e a relagao entre BEQ e TEQ. Esta base de dados pode
ser utilizada para efeitos de reavaliagdo dos valores-limite aplicaveis as
amostras de rotina para as matrizes validadas.

Os bons desempenhos do método podem também ser demonstrados
pela participagdo em ensaios interlaboratoriais. Os resultados de amos-
tras analisadas em ensaios interlaboratoriais, abrangendo uma gama de
concentragdes que pode atingir, por exemplo, duas vezes o teor maxi-
mo, podem ser incluidos na avaliacdo da taxa de falsos resultados
conformes, se um laboratorio estiver em condi¢des 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, refle-
tindo a matriz e os padrdes de congéneres especificos para cada inci-
dente.

Notificacdo dos resultados
Meétodos de confirmagdo

Os resultados analiticos devem conter os teores de cada congénere
de PCDD/F ¢ PCB sob a forma de dioxina e os valores TEQ devem
ser notificados em termos de limite inferior, limite superior e limite
médio, a fim de incluir o maximo de informagdes possivel na notifi-
cacdo dos resultados e, deste modo, permitir a interpretagdo dos resul-
tados de acordo com requisitos especificos.
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8.2.

8.2.1.

8.2.2.

8.2.3.

8.2.4.

8.2.5.

8.2.6.

8.2.7.

8.2.8.

8.3.

8.3.1.

O relatorio deve incluir o método utilizado para a extracao dos PCDD/F
e dos PCB sob a forma de dioxina.

As recuperagdes de cada padrdo interno devem ser disponibilizadas no
caso de as recuperagdes estarem fora da gama mencionada no ponto
6.2.5, se o teor maximo for excedido (neste caso, as recuperagdes para
uma das duas analises em duplicado) e noutros casos mediante pedido.

Como a incerteza de medigdo expandida a deve ser tida em conta ao
decidir da conformidade de uma amostra, este parimetro deve ser
disponibilizado. Assim, o resultado analitico deve ser notificado en-
quanto «x +/- U», em que x € o resultado analitico e U ¢ a incerteza
de medigdo expandida, utilizando um fator de expansdo de 2, que
permite obter um nivel de confianga de cerca de 95 %. No caso de
uma determinagdo em separado dos PCDD/F e dos PCB sob a forma
de dioxina, a soma da incerteza expandida estimada dos resultados
analiticos separados dos PCDD/F e dos PCB sob a forma de dioxina
deve ser utilizada para a soma dos PCDD/F e dos PCB sob a forma de
dioxina.

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

Meétodos bioanaliticos de rastreio

O resultado do rastreio deve ser expresso como «conforme» ou «sus-
peito de ser nao conforme» («suspeitoy).

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

As amostras com uma resposta inferior ao limite de notificacdo devem
ser indicadas como «inferiores ao limite de notificagao». As amostras
com uma resposta acima da gama de trabalho devem ser indicadas
como «excedendo a gama de trabalho» e o teor correspondente a
extremidade superior da gama de trabalho deve ser dado em BEQ.

Para cada tipo de matriz da amostra, o relatorio deve mencionar o teor
maximo ou o limiar de interven¢do em que se baseia a avaliagdo.

O relatorio deve mencionar o tipo de teste aplicado, o principio de base
do teste e o tipo de calibragao.

O relatorio deve incluir o método utilizado para a extracdo dos PCDD/F
e dos PCB sob a forma de dioxina.

Em caso de amostras suspeitas de ndo conformidade, o relatério deve
incluir uma nota sobre as medidas a adotar. A concentragao de PCDD/F
e a soma de PCDD/F e de PCB sob a forma de dioxina nas amostras
com teores elevados tem de ser determinada/confirmada por um mé-
todo de confirmagdo.

Os resultados ndo conformes s6 devem ser notificados a partir de
analises de confirmagao.

Meétodos fisico-quimicos de rastreio

O resultado do rastreio deve ser expresso como «conforme» ou «sus-
peito de ser ndo conforme» («suspeito»).

Para cada tipo de matriz da amostra, o relatorio deve mencionar o teor
maximo ou o limiar de interven¢do em que se baseia a avaliagdo.
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8.3.3. Além disso, podem ser indicados os teores de cada congénere
de PCDD/F e/ou PCB sob a forma de dioxina e os valores TEQ
notificados em termos de limite inferior, limite superior e limite médio.
Os resultados devem ser expressos nas mesmas unidades e com, pelo
menos, o mesmo numero de algarismos significativos que os teores
maximos definidos na Diretiva 2002/32/CE.

8.3.4.  As recuperagdes de cada padrao interno devem ser disponibilizadas no
caso de as recuperagdes estarem fora da gama mencionada no ponto
6.2.5, se o teor maximo for excedido (neste caso, as recuperagdes para
uma das duas andlises em duplicado) e noutros casos mediante pedido.

8.3.5. O relatério deve mencionar o método GC-MS aplicado.

8.3.6. O relatorio deve incluir o método utilizado para a extragdo dos PCDD/F
e dos PCB sob a forma de dioxina.

8.3.7.  Em caso de amostras suspeitas de ndo conformidade, o relatério deve
incluir uma nota sobre as medidas a adotar. A concentragdo de PCDD/F
e a soma de PCDD/F e de PCB sob a forma de dioxina nas amostras
com teores elevados tem de ser determinada/confirmada por um mé-
todo de confirmagao.

8.3.8.  So6 se pode decidir que existe ndo conformidade apds a realizacdo de
analises de confirmagao.

CAPITULO 111

PREPARACAO DAS AMOSTRAS E REQUISITOS RESPEITANTES

AOS METODOS DE ANALISE UTILIZADOS NO CONTROLO

OFICIAL DOS TEORES DE PCB NAO SEMELHANTES A DIOXINAS
EM ALIMENTOS PARA ANIMAIS

1. Ambito de aplicaciio

Os requisitos expostos no presente capitulo devem ser aplicados
quando se analisam alimentos para animais para efeitos de controlo
oficial dos teores de PCB ndo semelhantes a dioxinas, bem como no
que se refere a preparagdo das amostras e aos requisitos analiticos para
outros fins regulamentares, incluindo os controlos efetuados pelos ope-
radores das empresas do setor dos alimentos para animais para asse-
gurar a conformidade com o disposto no Regulamento (CE) n.
© 183/2005.

2. Métodos de detecio aplicaveis

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

3. Identificacido e confirmacio dos analitos requeridos

3.1. Tempo de retengdo relativo em relagdo a padrdes internos ou padrdes
de referéncia (desvio aceitavel de £ 0,25 %).

3.2. Separacdo, por cromatografia gasosa, dos PCB ndo semelhantes a dio-
xinas das substancias interferentes, especialmente PCB coeluidos, em
especial se os teores das amostras se situarem na gama dos limites
legais ¢ for necessario confirmar a ndo conformidade ('3).

3.3. Requisitos aplicaveis a técnicas GC-MS

Verificagdo de, pelo menos, o seguinte nimero de ides moleculares ou
de ides caracteristicos do grupo dentro da molécula:

a) Dois ides especificos, para a HRMS;

b) Trés ides especificos, para a LRMS;

(%) Os congéneres que coeluem frequentemente sdo, por exemplo, os PCB 28/31,
PCB 52/69 e PCB 138/163/164. Em relagdo a GC-MS, devem também ter-se em conta
as eventuais interferéncias de fragmentos de congéneres mais fortemente clorados.
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¢) Dois ides precursores especificos, cada um com um ido-produto de
transi¢do correspondente, para a MS-MS.

Tolerancias maximas permitidas para os racios de abundéancia de frag-
mentos de massa selecionados:

Desvio relativo do racio de abundancia de fragmentos de massa sele-
cionados em relagdo a abundancia teérica ou ao padrdo de calibragdo
para o ido-alvo (ido mais abundante controlado) e os ides qualificado-
res: = 15 %.

34. Requisitos aplicaveis a técnicas GC-ECD

Devem confirmar-se os resultados que excedem o teor maximo por
meio de duas colunas de GC com fases estacionarias de polaridade
diferente.

4. Demonstracio do desempenho do método

Deve validar-se o desempenho do método na gama do teor maximo
(0,5 a duas vezes o teor maximo) com um coeficiente de variagdo
aceitavel para analises repetidas (ver requisitos aplicaveis a precisao
intermédia mencionados no ponto 9).

5. Limite de quantificacio

A soma dos LOQ ('*) dos PCB ndo semelhantes a dioxinas ndo pode
ser superior a um ter¢co do teor maximo ('5).

6. Controlo da qualidade

Controlos regulares com ensaios em branco, analise de amostras enri-
quecidas, amostras de controlo da qualidade, participacdo em estudos
interlaboratoriais em matrizes relevantes.

7. Controlo das recuperacoes

7.1. Devem utilizar-se padroes internos adequados, com propriedades fisico-
-quimicas comparaveis as dos analitos requeridos.

7.2. Adigdo de padrdes internos:
Adigdo a produtos (antes do processo de extragdo e limpeza).

7.3. Requisitos para os métodos que utilizem os seis congéneres de PCB
nao semelhantes a dioxinas marcados com isotopos:

a) Os resultados devem ser corrigidos em fungao das recuperagdes de
padrdes internos;

b) As recuperagdes de padrdes internos marcados com isotopos devem
situar-se entre 60 % e 120 %;

c) Sdo aceitaveis recuperagdes inferiores ou superiores para congéne-
res individuais cujo contributo para a soma dos PCB nao semelhan-
tes a dioxinas seja inferior a 10 %.

7.4. Requisitos para os métodos que ndo utilizem os seis padrdes internos
marcados com isotopos ou que utilizem outros padrdes internos:

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

b) As recuperagdes de padrdes internos devem situar-se entre 60 %
e 120 %;

¢) Os resultados devem ser corrigidos em fungdo das recuperagdes de
padrdes internos.

(") Quando aplicavel, devem seguir-se os principios descritos no Guidance Document on
the Estimation of LOD and LOQ for Measurements in the Field of Contaminants in
Feed and Food, (https://data.europa.eu/doi/10.2787/8931).

(%) Recomenda-se vivamente que o contributo do teor do reagente no ensaio em branco
seja inferior ao do teor de um contaminante na amostra. Compete ao laboratdrio con-
trolar a variagdo dos valores do branco, especialmente se esses valores forem subtrai-
dos.
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7.5. As recuperagdes de congéneres ndo marcados devem ser verificadas
por amostras enriquecidas ou amostras de controlo da qualidade com
concentragdes na gama do teor maximo. Consideram-se aceitaveis as
recuperagdes destes congéneres se se situarem entre 60 % e 120 %.

8. Requisitos aplicdveis aos laboratérios

Em conformidade com o disposto no Regulamento (UE) 2017/625, os
laboratdrios devem ser acreditados por um organismo reconhecido que
opere em conformidade com o Guia ISO/IEC 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.
Além disso, devem seguir-se, quando aplicaveis, os principios descritos
nas orientagdes técnicas relativas a estimativa da incerteza de medigado
e dos limites de quantificagdo para a andlise de PCB (1°).

9. Caracteristicas de desempenho: critérios apliciveis a soma dos
PCB nio semelhantes a dioxinas no teor maximo

Espetrometria de massa de di-

s - tras técnica
luigdo de isotopos (*) Outras técnicas

Rigor - 20a+ 20 % - 30a+ 30 %
Precisdo intermédia (RSD%) <15% <20 %
Diferenga do calculo entre o <20 % <20 %

limite superior e o limite in-
ferior

L L . . 3
(*) Devem ser utilizados como padrdes internos os seis compostos andlogos marcados com '*C.

10. Notificacdo dos resultados

10.1. Os resultados analiticos devem conter os teores de cada congénere de
PCB nao semelhantes a dioxinas e da soma desses congéneres de PCB,
indicados em termos de limite inferior, limite superior e limite médio, a
fim de incluir o maximo de informagdes possivel na notificagdo dos
resultados e, deste modo, permitir a interpretagio dos resultados de
acordo com requisitos especificos.

10.2. O relatorio deve incluir o método utilizado para a extragao dos PCB.

10.3. As recuperagdes de cada padrdo interno devem ser disponibilizadas no
caso de as recuperagdes estarem fora da gama mencionada no ponto 7,
se o teor maximo for excedido e noutros casos, mediante pedido.

10.4. Como a incerteza de medicao expandida deve ser tida em conta ao
decidir da conformidade de uma amostra, este parametro deve igual-
mente ser disponibilizado. Assim, o resultado analitico deve ser noti-
ficado enquanto «x +/- U», em que x é o resultado analitico e U ¢ a
incerteza de medigdo expandida, utilizando um fator de expansdo de 2,
que permite obter um nivel de confianca de cerca de 95 %.

10.5. Os resultados devem ser expressos nas mesmas unidades e com, pelo
menos, o mesmo numero de algarismos significativos que os teores
maximos definidos na Diretiva 2002/32/CE.

B. NORMAS EN

As normas EN indicadas a seguir sdo pertinentes para a aplica¢do do artigo 34.°,
n.° 2, alinea a), do Regulamento (UE) 2017/625:

(') Ver nota de rodapé 9.
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EN 17194 — Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis - Deter-
mination of Deoxynivalenol, Aflatoxin Bl, Fumonisin Bl & B2, T-2 & HT-2
toxins, Zearalenone and Ochratoxin A in feed materials and compound feed by
LC-MS/MS (Alimentos para animais: Métodos de amostragem e analise — De-
terminac¢@o de desoxinivalenol, aflatoxina B1, fumonisina B1 e B2, toxinas T-2 e
HT-2, zearalenona e ocratoxina A em matérias-primas para a alimentagdo animal
e em alimentos compostos para animais por LC-MS/MS)

EN 17270 — Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis - Deter-
mination of theobromine in feed materials and compound feed, including cocoa
derived ingredients, by liquid chromatography (Alimentos para animais: Méto-
dos de amostragem e analise — Determinagdo de teobromina em matérias-primas
para a alimentacdo animal e em alimentos compostos para animais, nomeada-
mente em ingredientes derivados do cacau, por cromatografia liquida)

EN 17504 M¢étodos de amostragem e analise — Determinacdo do gossipol em
sementes de algoddo e alimentos para animais por cromatografia liquida/espe-
trometria de massa (LC-MS/MS)

EN 17362 — Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis — Deter-
mination of pentachlorophenol (PCP) in feed materials and compound feed
by LCMS/MS [Alimentos para animais: Métodos de amostragem e analise —
Determinacdo de pentaclorofenol (PCP) em matérias-primas para a alimentagao
animal e em alimentos compostos para animais por LC-MS/MS]

EN 16279 — Animal feeding stuffs — Determination of fluoride content after
hydrochloric acid treatment by ion-sensitive electrode method (ISE) (Alimentos
para animais — Determinagdo do teor de fluoreto pelo método do elétrodo
sensivel a ides (ISE) apods tratamento com acido cloridrico)

EN 17053 — Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis - Deter-
mination of trace elements, heavy metals and other elements in feed by ICP-MS
(multi-method) [Alimentos para animais: Métodos de amostragem e analise —
Determinacdo de oligoelementos, metais pesados e outros elementos nos alimen-
tos para animais por ICP-MS (varios métodos)]

EN 15550 — Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis - Deter-
mination of cadmium and lead by graphite furnace atomic absorption spectro-
metry (GF-AAS) after pressure digestion [Alimentos para animais: Métodos de
amostragem e analise — Determinagdo de cadmio e chumbo por espetrometria de
absor¢do atomica com forno de grafite (GFAAS) apds mineralizacdo sob pres-
530]

EN 16206 — Animal feeding stuffs — Determination of arsenic by hydride gene-
ration atomic absorption spectrometry (HGAAS) after microwave pressure di-
gestion (digestion with 65 % nitric acid and 30 % hydrogen peroxide) [Alimen-
tos para animais — Determinacdo do selénio por espetrometria de absorcdo
atomica com geragdo de hidretos (HGAAS) apds mineralizagdo por micro-ondas
sob pressdo (mineralizagdo com 65 % de acido nitrico e 30 % de peroxido de
hidrogénio)]

EN 16277 — Animal feeding stuffs — Determination of mercury by cold-vapour
atomic absorption spectrometry (CVAAS) after microwave pressure digestion
(extraction with 65 % nitric acid and 30 % hydrogen peroxide) [Alimentos
para animais — Determinag¢do do mercurio por espetrometria de absor¢do atomica
a vapor frio (CVAAS) apds mineralizagdo por micro-ondas sob pressdo (extra-
¢do com 65 % de acido nitrico e 30 % de peroxido de hidrogénio)]

EN 16278 — Animal feeding stuffs — Determination of inorganic arsenic by
hydride generation atomic absorption spectrometry (HG-AAS) after microwave
extraction and separation by solid phase extraction (SPE) [Alimentos para
animais — Determinacdo do arsénio inorganico por espetrometria de absor¢do
atomica com geragdo de hidretos (HGAAS) apds extragdo por micro-ondas e
separagdo por extracdo em fase solida (SPE)]

EN 17374 — Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis — Deter-
mination of inorganic arsenic in animal feed by anion-exchange HPLC-ICP-MS
[Alimentos para animais: Métodos de amostragem e analise — Determinag¢do do
arsénio inorgdnico nos alimentos para animais por HPLC-ICP-MS com troca
anionica]
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METODOS

ANEXO VI

DE ANALISE PARA A DETERMINACAO DE

CONSTITUINTES DE ORIGEM ANIMAL NO QUADRO DO

2.1.1.

CONTROLO OFICIAL DOS ALIMENTOS PARA ANIMAIS

OBJETIVO E CAMPO DE APLICACAO

A determinacdo de constituintes de origem animal nos alimentos
para animais deve ser feita por microscopia Otica ou por reagdo de
polimerizagao em cadeia (PCR), em conformidade com as dispo-
sigdes constantes do presente anexo.

Estes dois métodos tornam possivel detetar a presenca de cons-
tituintes de origem animal nas pré-misturas, nas matérias-primas
para alimentagdo animal e nos alimentos compostos para animais.
No entanto, ndo permitem calcular a quantidade desses constituin-
tes nas pré-misturas, nas matérias-primas para alimentagdo animal
e nos alimentos compostos para animais. Ambos os métodos tém
um limite de detegd@o inferior a 0,1 % (m/m).

O método PCR permite identificar o grupo taxonémico dos cons-
tituintes de origem animal presentes nas pré-misturas, nas maté-
rias-primas para alimentacdo animal e nos alimentos compostos
para animais.

Estes métodos devem aplicar-se para efeitos do controlo do cum-
primento das proibi¢des estabelecidas no artigo 7.°, n.° 1, do
Regulamento (CE) n.° 999/2001 do Parlamento Europeu e do
Conselho ('), no anexo IV desse regulamento e no artigo 11.°
n.° 1, do Regulamento (CE) n.° 1069/2009 do Parlamento Europeu
e do Conselho (?).

Em fungdo do tipo de alimento para animais a ser testado, estes
métodos podem ser usados, no ambito de um Unico protocolo
operacional, quer isoladamente, quer combinados, em conformi-
dade com os procedimentos operativos normalizados («PONy)
estabelecidos pelo laboratorio de referéncia da UE para as protei-
nas animais em alimentos para animais (LRUE-PA) e publicados
no respetivo sitio Web (3).

METODOS

Microscopia otica
Principio

Os constituintes de origem animal suscetiveis de estar presentes
em pré-misturas, matérias-primas para alimentacdo animal e ali-
mentos compostos para animais enviados para analise sdo identi-
ficados com base em caracteristicas tipicas e detetaveis por exame
microscopico, tais como fibras musculares e outras particulas de
carne, cartilagens, ossos, chifres, pelos, cerdas, fragmentos cuticu-
lares de invertebrados, estruturas traqueais de insetos, produtos
derivados de sangue, globulos de leite, cristais de lactose, penas,
cascas de ovos, espinhas e escamas.

(") Regulamento (CE) n.° 999/2001 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 22 de maio

de 2001, que estabelece regras para a prevengdo, o controlo e a erradicagdo de deter-
minadas encefalopatias espongiformes transmissiveis (JO L 147 de 31.5.2001, p. 1).
(® Regulamento (CE) n.® 1069/2009 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 21 de outu-
bro de 2009, que define regras sanitarias relativas a subprodutos animais e produtos
derivados ndo destinados ao consumo humano e que revoga o Regulamento (CE) n.
© 1774/2002 (regulamento relativo aos subprodutos animais) (JO L 300 de 14.11.2009,

p- 1.

() https://www.eurl.craw.eu/legal-sources-and-sops/method-of-reference-and-sops/.
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2.1.2.
2.1.2.1.
2.1.2.1.1.

2.1.2.1.2.

2.1.2.1.3.

2.1.2.1.4.

2.1.2.1.5.

2.1.2.1.6.

Os exames microscopicos devem ser efetuados apds a preparacao
das amostras por sedimentagdo.

As amostras devem ser submetidas a uma etapa de sedimentacdo
do seguinte modo:

a) para a detegdo de constituintes de origem animal que ndo in-
vertebrados terrestres, uma etapa de sedimentagdo Unica de te-
tracloroetileno (TCE), conforme descrito no ponto 2.1.3.4.3;

b) para a detecdo de constituintes de invertebrados terrestres, uma
etapa de sedimentacdo dupla de éter de petrdleo/tetracloroeti-
leno (EP/TCE), conforme descrito no ponto 2.1.3.4.4.

Reagentes e equipamento
Reagentes
Agente de concentragdo

— Tetracloroetileno (densidade especifica: 1,62).

— Fter de petroleo (EP), ponto de ebuli¢io de 40-60 °C (densi-
dade especifica: 0,65).

Reagente de coloracao

— Solugdo de vermelho de alizarina (diluir 2,5 ml de acido clori-
drico I M em 100 ml de agua e adicionar a esta solugdo 200
mg de vermelho de alizarina).

Meio de montagem

— Solugédo alcalina (solugdo a 2,5 %, m/v, de NaOH ou solugio
a 2,5 %, m/v, de KOH).

— Glicerol (ndo diluido, viscosidade: 1490 cP) ou um meio de
montagem com propriedades equivalentes para preparagdo de
laminas ndo permanentes.

— Adesivo Otico 65 Norland ® (viscosidade: 1 200 cP) ou resina
com propriedades equivalentes para preparagdo de laminas
permanentes.

Meio de montagem com propriedades de coloragdo

— Solugdo de Lugol (dissolver 2 g de iodeto de potassio em 100
ml de agua e adicionar 1 g de iodo, agitando com frequéncia).

— Reagente de cistina (2 g de acetato de chumbo, 10 g de
NaOH/100 ml de agua).

— Reagente de Fehling [preparado antes do seu uso a partir de
partes iguais (1/1) de duas solucdes-mae A e B: solugio A
[dissolver 6,9 g de sulfato de cobre (II) penta-hidratado em
100 ml de agua]; solugdo B (dissolver 34,6 g de tartarato de
potassio e sodio tetra-hidratado e 12 g de NaOH em 100 ml de

agua)].

— Tetrametilbenzidina/peroxido de hidrogénio [dissolver 1 g de
3,3°,5,5 tetrametilbenzidina (TMB) em 100 ml de acido acé-
tico glacial e 150 ml de agua. Antes de usar, misturar 4 partes
desta solucdo de TMB com uma parte de peroxido de hidro-
génio a 3 %].

Agentes de lavagem

— Etanol > 96 % (grau técnico).
— Acetona (grau técnico).

Reagente descolorante

— Solugdo comercial de hipoclorito de sodio (9-14 % de cloro
ativo).



02009R0152 — PT — 04.04.2024 — 009.001 — 153

2.1.2.2.

2.1.3.
2.1.3.1.

Equipamento

— Balanga analitica com uma precisdao de 0,001 g.

— Equipamento de moagem: moinho de facas ou moinho rotati-
vo. Se for utilizado um moinho rotativo, sdo proibidos os
peneiros com furos < 0,5 mm.

— Peneiros de malha quadrada com 0,25 mm e 1 mm de lado.
Com excecdo do pré-peneiramento de amostras, o diametro
dos peneiros nao pode exceder 10 cm para evitar perdas de
materiais. Nao ¢ necessario calibrar os peneiros.

— Ampola de decantagdo conica de vidro com capacidade de 250
ml com torneira de Teflon ou de vidro esmerilado na base do
cone. O didmetro de abertura da torneira deve ser > 4 mm. Em
alternativa, apenas em relacdo a sedimentagdo tnica de TCE,
pode usar-se um vaso de decantacdo de fundo cénico desde
que o laboratorio tenha demonstrado que os niveis de deteg¢ao
sdo equivalentes aos obtidos com a ampola de decantagdo
conica de vidro.

250 ml

4 mm de diametro

Ampola de decantagdo

— Microscopio estereoscOpico que contemple, pelo menos, um
intervalo de amplificagdo de 6,5 a 40 vezes.

— Microscopio composto de campo claro com luz transmitida
que contemple, pelo menos, um intervalo de amplificacdo de
100 a 400 vezes. Pode também usar-se luz polarizada, con-
traste de interferéncia diferencial.

— Material de vidro de uso laboratorial corrente.

— Equipamento para preparagdo de laminas: ldminas de micros-
copio, laminas concavas, lamelas (20 x 20 mm), pingas, espa-
tulas finas.

— Forno de laboratério.
— Centrifuga.

— Papel de filtro: filtro de celulose qualitativo (tamanho dos
poros 4-11 pm).

Colheita e preparagdo das amostras

Amostragem

Utilizar uma amostra representativa, colhida em conformidade
com o anexo .
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2.1.3.1.1.

2.1.3.1.2.

2.13.2.

2.1.3.3.

2.1.34.
2.134.1.

2.1.3.4.2.

Secagem de amostras

Secar as amostras com teor de humidade superior a 14 % antes do
manuseamento, em conformidade com o anexo III.

Pré-peneiramento de amostras

A fim de recolher informagdes sobre uma possivel contaminagdo
ambiental dos alimentos para animais, recomenda-se peneirar pre-
viamente em rede de 1 mm os alimentos para animais em granu-
lado e os grdos, procedendo-se subsequentemente a preparacao,
analise e comunicagdo dos resultados separadamente para as
duas fragdes resultantes, que devem ser consideradas amostras
distintas.

Precaucdes a tomar

A fim de evitar contaminagdo cruzada no laboratorio, limpar cui-
dadosamente todos os equipamentos reutilizaveis antes de os usar.
Desmontar as pegas das ampolas de decantagdo antes de as limpar.
Pré-lavar manualmente as ampolas de decantagdo e os instrumen-
tos de vidro e, de seguida, lava-los na maquina de lavar. Limpar
0s peneiros com uma escova sintética rija. Recomenda-se a lim-
peza final dos peneiros com acetona e ar comprimido apds o
peneiramento de materiais gordurosos como farinhas de peixe.

Preparagdo de amostras compostas por 6leos ou gorduras

Na preparagdo de amostras compostas por gorduras deve seguir-se
o seguinte protocolo:

— se a gordura se apresentar no estado solido, aquecer num forno
até fundir,

— com uma pipeta, transferir 40 ml de gordura da base da amos-
tra para um tubo de centrifugagéo,

— centrifugar a amostra a 4 000 rpm durante 10 minutos,

— se a gordura se apresentar no estado solido apds a centrifuga-
¢do, aquecer num forno até fundir,

— voltar a centrifugar a 4 000 rpm durante 5 minutos,

— usando uma pequena colher ou espatula, transferir metade das
impurezas decantadas para laminas de microscopio para anali-
se. Recomenda-se o uso de glicerol como meio de montagem,

— utilizar as restantes impurezas para preparar o sedimento, tal
como descrito no ponto 2.1.3.4.3, primeiro travessao.

O mesmo protocolo, com exce¢do do primeiro e do quarto traves-
sdo, ¢ aplicavel a preparagdo de amostras compostas por Oleos.

Preparagdo de amostras que ndo 6leos ou gorduras

Subamostragem e moagem: proceder a subamostragem para ana-
lise de pelo menos 50 g da amostra e a sua subsequente moagem.

Preparagdo das matérias-primas: preparar uma toma de pelo menos
5 g da subamostra moida. Peneirar em rede de 0,25 mm e analisar
as duas fragOes resultantes.
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2.1.34.3. Sedimentag¢do tnica de TCE para a detecdo de constituintes de
origem animal que ndo invertebrados terrestres.

— Extragdo e preparacdo do sedimento:

transferir uma por¢@o de 10 g (com uma aproximagio de 0,01
g) da subamostra moida para a ampola de decantagdo ou para
o vaso de decantacdo de fundo cénico e adicionar 50 ml de
TCE. Limitar a porgao transferida para a ampola a 3 g no caso
da farinha de peixe ou outros produtos de origem animal pu-
ros, ingredientes minerais ou pré-misturas que gerem mais de
10 % de sedimento. Agitar vigorosamente a mistura no mi-
nimo 30 segundos e acrescentar cuidadosamente mais 50 ml
de TCE, lavando a superficie interior da ampola para remover
eventuais particulas aderentes. Deixar assentar a mistura resul-
tante durante pelo menos 5 minutos antes de separar o sedi-
mento, abrindo a torneira.

Se for usado um vaso de decantagao de fundo conico, agitar
vigorosamente a mistura no minimo 15 segundos, lavando
cuidadosamente eventuais particulas aderentes aos lados inte-
riores do vaso com pelo menos 10 ml de TCE fresco. Deixar
assentar a mistura 3 minutos e agitar novamente 15 segundos,
lavando cuidadosamente eventuais particulas aderentes aos la-
dos interiores do vaso com pelo menos 10 ml de TCE fresco.
Deixar assentar a mistura resultante pelo menos 5 minutos,
retirar e rejeitar a fracdo liquida, decantando cuidadosamente
para ndo perder nenhuma parte do sedimento.

Recolher o sedimento em papel de filtro colocado num funil
para permitir a separacdo do restante TCE, evitando a0 mesmo
tempo a deposi¢do de gordura no sedimento. Secar o sedimen-
to. Recomenda-se a subsequente pesagem do sedimento (com
uma aproximacdo de 0,001 g) para controlar a etapa da sedi-
mentagdo. Por ultimo, peneirar o sedimento em rede de 0,25
mm ¢ examinar as duas fragdes resultantes, a menos que o
peneiramento ndo seja considerado necessario.

— Extrag@o e preparagdo do sobrenadante:

apos a recuperacao do sedimento pelo método anteriormente
descrito, duas fases restam na ampola de decantagdo: uma
liquida composta por TCE e uma solida, o sobrenadante. Re-
cuperar o sobrenadante, esvaziando completamente o TCE da
ampola pela abertura da torneira. Invertendo a ampola de de-
cantagdo, depositar o sobrenadante numa placa de Petri grande
e seca-lo ao ar numa hotte de extragdo. Peneirar em rede de
0,25 mm e analisar as duas fra¢des resultantes.

— Uso de reagentes de colorag@o:

para facilitar a correta identificacdo dos constituintes de ori-
gem animal, o operador pode usar reagentes de coloragdo na
preparacdo de amostra, de acordo com as orientagdes emitidas
pelo LRUE-PA e publicadas no respetivo sitio Web.
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2.1.3.4.4.

Se for usada solugdo de vermelho de alizarina para corar o
sedimento, deve aplicar-se o seguinte protocolo:

— transferir o sedimento seco para um tubo de ensaio de
vidro e lavar duas vezes com aproximadamente 5 ml de
etanol (utilizar um agitador de vortex durante 30 segundos
em cada lavagem e deixar a mistura em repouso durante
cerca de 1 minuto e 30 segundos, para as particulas em
suspensao assentarem, antes de o decantar),

— descorar o sedimento com pelo menos 1 ml de solucdo de
hipoclorito de sodio. Deixar reagir durante 10 minutos.
Encher o tubo de agua, deixar assentar o sedimento durante
2-3 minutos e decantar cuidadosamente a agua e as parti-
culas suspensas,

— lavar mais duas vezes o sedimento com cerca de 10 ml de
agua (utilizar um agitador de vortex durante 30 segundos,
deixar assentar e decantar a dgua de cada vez),

— acrescentar 2 a 10 gotas de solugdo e vermelho de alizarina
e agitar a mistura em vortex. Deixar reagir 30 segundos e
lavar o sedimento corado duas vezes com aproximada-
mente 5 ml de etanol e uma vez com acetona (utilizar
um agitador de vortex durante 30 segundos em cada lava-
gem e deixar as particulas assentarem durante cerca de 1
minuto antes de o decantar),

— secar o sedimento corado.

Sedimentagdo dupla de EP/TCE para a detecdo de constituintes de
invertebrados terrestres.

Todas as etapas devem ser realizadas numa ampola de decantacdo
conica de vidro de 250 ml, conforme descrito no ponto 2.1.2.2,
quarto travessdo.

— Transferir para a ampola de decantagdo uma porgdo de 10 g

(com uma aproximacao de 0,01 g) da subamostra moida e
submeté-la em primeiro lugar a uma sedimentagdo unica de
TCE, tal como descrito no ponto 2.1.3.4.3, incluindo a recu-
peracdo do sedimento num papel de filtro colocado numa am-
pola. Este sedimento pode ser usado do mesmo modo que o
sedimento obtido de acordo com o ponto 2.1.3.4.3.

Transferir para um cilindro volumétrico o pequeno volume de
TCE escorrido juntamente com o sedimento. Ao abrir a tor-
neira da ampola de decantagdo, encher novamente o cilindro
volumétrico até se obter 30 ml de TCE. Uma vez atingido este
volume, fechar a torneira.

Substituir este volume de TCE recolhido acrescentando um
volume de 30 ml de éter de petrleo com um ponto de ebu-
licdo de 40-60 °C na ampola de decantagdo. Misturar cuida-
dosamente o teor da ampola de decantagdo para obter uma
mistura de 30 % de EP/70 % de TCE (com uma densidade
de aproximadamente 1,26 g.cm™). Deixar repousar o material
durante 10 minutos. Duas novas fragdes separar-se-do: um
segundo sedimento e um sobrenadante final (< 1,26 g.cm™).
O segundo sedimento ¢ recuperado numa placa de Petri (ou
num papel de filtro colocado numa ampola), abrindo a torneira
até que na ampola de decantagdo apenas restem uma pequena
quantidade de mistura solvente e o sobrenadante final. Reco-
lher separadamente o liquido restante e o sobrenadante final
num papel de filtro colocado numa ampola. Enxaguar a parede
da ampola de decantagdo com uma descarga de EP para reco-
lher todo o material do sobrenadante final. Deixar secar o
sobrenadante final. Peneirar o sobrenadante final em rede de
0,25 mm, a menos que o peneiramento ndo seja considerado
necessario, ¢ examinar as duas fragdes resultantes para a de-
tegdo de constituintes de invertebrados terrestres.
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2.1.4.
2.1.4.1.

2.1.4.2.

Exame microscopico
Preparagdo da lamina

Preparar as laminas de microscopio com o sedimento e, em funcdo
da opgdo do operador, com o sobrenadante ou a matéria-prima. Se
for caso disso, apenas para a dete¢dao de constituintes de inverte-
brados terrestres, preparar também as laminas a partir do sobre-
nadante final obtido conforme descrito no ponto 2.1.3.4.4. Prepa-
rar as duas fra¢des resultantes (a de menor e maior granulometria).
As tomas de ensaio das fragdes preparadas nas laminas de mon-
tagem devem ser representativas da fracdo inteira.

Preparar um numero suficiente de laminas, a fim de garantir a
possibilidade de realizagdo de um protocolo de exame completo,
tal como previsto no ponto 2.1.4.2.

Preparar as laminas de microscopio com o meio de montagem
adequado, de acordo com o PON estabelecido pelo LRUE-PA e
publicado no respetivo sitio Web. Cobrir as laminas com lamelas.

Fluxograma de observagdo para a dete¢do de particulas de origem
animal nos alimentos compostos para animais, nas matérias-primas
para alimenta¢do animal e nas pré-misturas.

As laminas de microscopio preparadas devem ser observadas de
acordo com os fluxogramas de observagdo nos diagramas 1 e 2.

Proceder as observagdes microscopicas utilizando o microscopio
composto no sedimento e, em fun¢do da opgao do operador, no
sobrenadante ou na matéria-prima. Além disso, para a detecao de
constituintes de invertebrados terrestres, proceder igualmente a
observagdes do flutuante final obtido conforme descrito no ponto
2.1.3.4.4, em conformidade com o diagrama 3. Para as fracdes de
maior granulometria, pode ser também usado o microscopio este-
reoscopico para além do microscopio composto. Observar inteira-
mente cada laémina em varias ampliagdes. Sdo dadas explicagdes
precisas sobre a utilizagdo dos fluxogramas num PON estabelecido
pelo LRUE-PA e publicado no seu sitio Web.

Respeitar estritamente o numero minimo de ldminas a observar em
cada fase do fluxograma de observacdo, a menos que a totalidade
do material que compde a fragdo ndo permita chegar ao nimero
estipulado de laminas, por exemplo se ndo se obtiver qualquer
sedimento. Para o registo do nimero de particulas, ndo devem
ser utilizadas mais de 6 laminas por determinagdo.

Quando forem preparadas laminas adicionais utilizando um meio
de montagem mais especifico com propriedades de coloragdo, tal
como previsto no ponto 2.1.2.1.4, no sobrenadante ou na matéria-
-prima, para melhor caracterizar as estruturas (por exemplo, penas,
pelos, muisculos ou particulas de sangue) que tenham sido deteta-
das em laminas preparadas com outros meios de montagem, con-
forme previstos no ponto 2.1.2.1.3, o niimero de particulas deve
ser contado com base em ndo mais de 6 laminas por determinacao,
incluindo as laminas adicionais com um meio de montagem mais
especifico. As laminas adicionais preparadas a partir do sobrena-
dante final obtido conforme descrito no ponto 2.1.3.4.4 para a
detegdo de constituintes de invertebrados terrestres nao devem
ser consideradas para a identificacdo de elementos de outro tipo
de animais (vertebrados terrestres e peixes).

A fim de facilitar a identificagdo do tipo e origem das particulas, o
operador pode usar instrumentos de apoio como sistemas de apoio
a decisdo, bibliotecas de imagens ¢ amostras de referéncia.
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Diagrama 1

Fluxograma de observacdo apo6s sedimentacdo tnica de TCE para a dete¢io de particulas de origem
animal que nio sejam provenientes de invertebrados terrestres em alimentos compostos para animais,
matérias-primas para alimentacio animal e pré-misturas, para a primeira determinacio
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terrestres, peixes)
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Diagrama 2

Fluxograma de observacdo apo6s sedimentacdo tnica de TCE para a dete¢io de particulas de origem
animal que nio sejam provenientes de invertebrados terrestres em alimentos compostos para animais,
matérias-primas para alimentacio animal e pré-misturas, para a segunda determinacio
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terrestres, peixes)
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Diagrama 3

Fluxograma de observacido apés sedimentacdo dupla de EP/TCE para a detecio de constituintes de
invertebrados terrestres em alimentos compostos para animais, matérias-primas para alimentacio

3 laminas de sobrenadante final <
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yertabrados ter

SiM
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amostra declarada
conforme com o ponto
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(=D1= & «D2» referem-se & primeira e a segunda determinagbes)

2.1.4.3.

Numero de determinagdes

As determinagdes devem ser efetuadas em subamostras diferentes

de 50 g cada.

Se, apds a primeira determinag@o efetuada segundo o fluxograma
de observacdo no diagrama 1, ou no diagrama 3 se for adequado,
ndo forem detetadas particulas de origem animal, ndo ¢ necessario
proceder a uma determinagdo adicional e o resultado da analise
deve ser comunicado usando a formulagdo constante do ponto

2.1.5.1.

Se, apds a primeira determinagdo efetuada de acordo com o flu-
xograma de observagdo no diagrama 1, for detetada uma ou mais
particulas de origem animal de um determinado tipo (isto é, ver-
tebrados terrestres ou peixes) e o tipo das particulas detetadas
confirmar o teor declarado da amostra, ndao é necessaria uma
segunda determinagdo. Se o numero das particulas de origem
animal de um determinado tipo detetadas durante esta primeira
determinagdo for superior a 5, o resultado da andlise deve ser
comunicado por tipo de animal, usando a formulagdo constante
do ponto 2.1.5.3. Caso contrario, o resultado da analise deve ser
comunicado por tipo de animal usando a formula¢do constante do

ponto 2.1.5.2.

Se, apds a primeira determinagdo efetuada de acordo com o flu-
xograma de observagdo no diagrama 3, forem detetadas mais de 5
particulas de invertebrados terrestres, nao é necessario proceder a
uma segunda determinagdo e o resultado da analise deve ser co-
municado usando a formula¢ao constante do ponto 2.1.5.3 relativa

a esse tipo.
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2.1.5.

2.1.5.1.

2.1.5.2.

Em todos os outros casos, incluindo quando ndo tiver sido forne-
cida ao laboratério uma declaragdo do teor, deve ser efetuada uma
segunda determinagdo a partir de uma nova subamostra. Se, apos a
segunda determinagdo efetuada de acordo com o fluxograma de
observagdo no diagrama 2, ou no diagrama 3 se for adequado, a
soma das particulas de origem animal de um determinado tipo
detetadas nas duas determinagdes for superior a 10, o resultado
da analise deve ser comunicado por tipo de animal, usando a
formulag@o constante do ponto 2.1.5.3. Caso contrario, o resultado
da analise deve ser comunicado por tipo de animal usando a
formulag¢do constante do ponto 2.1.5.2.

Expressdao dos resultados

Ao comunicar os resultados, o laboratorio deve indicar em que
tipo de material foi efetuada a analise (sedimento, sobrenadante,
sobrenadante final ou matéria-prima). A comunicagdo deve indicar
claramente quantas determinagoes foram efetuadas e se ndo foi
realizado o peneiramento das fragdes antes da preparacdo das
laminas, em conformidade com o ponto 2.1.3.4.3, primeiro traves-
sdo, terceiro paragrafo, ou o ponto 2.1.3.4.4, terceiro travessdo.

O relatério do laboratério deve conter, no minimo, informagdes
sobre a presenga de constituintes originarios de vertebrados terres-
tres e de peixe.

As diversas situagdes devem ser comunicadas do modo abaixo
indicado.

Se ndo foi detetada nenhuma particula de origem animal de um
determinado tipo:

— «Tanto quanto foi possivel observar usando um microscopico
otico, nao foram detetadas particulas originarias de vertebrados
terrestres na amostra apresentada.»

— «Tanto quanto foi possivel observar usando um microscopico
otico, nao foram detetadas particulas originarias de peixe na
amostra apresentada.»

— «Tanto quanto foi possivel observar usando um microscopico
otico, ndo foram detetadas particulas originarias de invertebra-
dos terrestres na amostra apresentada.»

Se forem detetadas entre 1 e 5 particulas de origem animal de um
determinado tipo quando tiver sido efetuada apenas uma determi-
nagdo, ou entre 1 e 10 particulas de um determinado tipo no caso
de duas determinagdes (o niimero de particulas detetadas ¢ inferior
ao limite de decisdo estabelecido nos PON definidos pelo LRUE-
-PA e publicados no seu sitio Web):

Quando tiver sido efetuada apenas uma determinagao:

— «Tanto quanto foi possivel observar usando um microscopico
otico, nao foram detetadas mais de 5 particulas originarias de
vertebrados terrestres na amostra apresentada. As particulas
foram identificadas como sendo ... [0sso, cartilagem, musculo,
pelo, chifre, outro (especificar conforme adequado)]. Este
baixo nivel de presenca ¢ inferior ao limite de decisdo estabe-
lecido para este método microscopico.»

— «Tanto quanto foi possivel observar usando um microscopico
otico, ndo foram detetadas mais de 5 particulas originarias de
peixe na amostra apresentada. As particulas foram identifica-
das como sendo ... [espinhas, escamas, cartilagem, musculo,
otolito, branquias, outros (especificar conforme adequado)].
Este baixo nivel de presenga ¢ inferior ao limite de decisdo
estabelecido para este método microscopico.»
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2.1.5.3.

Quando tiverem sido efetuadas duas determinagdes:

— «Tanto quanto foi possivel observar usando um microscopico
otico, ndo foram detetadas mais de 10 particulas originarias de
vertebrados terrestres nas duas determinagdes na amostra apre-
sentada. As particulas foram identificadas como sendo ... [0s-
so, cartilagem, musculo, pelo, chifre, outro (especificar con-
forme adequado)]. Este baixo nivel de presenga ¢ inferior ao
limite de decis@o estabelecido para este método microscopico.»

— «Tanto quanto foi possivel observar usando um microscopico
6tico, ndo foram detetadas mais de 10 particulas originarias de
peixe nas duas determinagdes na amostra apresentada. As par-
ticulas foram identificadas como sendo ... [espinhas, escamas,
cartilagem, musculo, otélito, branquias, outros (especificar
conforme adequado)]. Este baixo nivel de presenga ¢é inferior
ao limite de decisdo estabelecido para este método microscod-
pico.»

— «Tanto quanto foi possivel observar usando um microscopico
otico, ndo foram detetadas mais de 10 particulas originarias de
invertebrados terrestres nas duas determina¢des na amostra
apresentada. As particulas foram identificadas como sendo
... [fragmentos cuticulares, partes bocais, musculos, estruturas
traqueais, outros (especificar conforme adequado)]. Este baixo
nivel de presenca ¢ inferior ao limite de decisdo estabelecido
para este método microscopico.»

Além disso:

— Em caso de amostra previamente peneirada, o relatorio do
laboratério deve mencionar em que fracdo (fracdo peneirada,
fracdo granulada ou graos) foram detetadas as particulas de
origem animal, na medida em que a detecao destas particulas
apenas na fragdo peneirada pode ser indicio de contaminagido
ambiental.

— Se apenas forem detetadas particulas de origem animal que
ndo possam ser classificadas como de vertebrados terrestres
ou de peixe (por exemplo, fibras musculares), o relatorio
deve mencionar que apenas foram detetadas tais particulas
de origem animal e que ndo se pode excluir que provenham
de vertebrados terrestres.

Se forem detetadas mais de 5 particulas de origem animal de um
determinado tipo quando tiver sido efetuada apenas uma determi-
nagdo, ou mais de 10 particulas de um determinado tipo no caso
de duas determinagdes:

Quando tiver sido efetuada apenas uma determinagdo:

— «Tanto quanto foi possivel observar usando um microscopico
otico, foram detetadas mais de 5 particulas originarias de ver-
tebrados terrestres na amostra apresentada. As particulas foram
identificadas como sendo ... [osso, cartilagem, musculo, pelo,
chifre, outro (especificar conforme adequado)].»

— «Tanto quanto foi possivel observar usando um microscopico
otico, foram detetadas mais de 5 particulas origindrias de peixe
na amostra apresentada. As particulas foram identificadas
como sendo ... [espinhas, escamas, cartilagem, musculo, oto-
lito, branquias, outros (especificar conforme adequado)].»

— «Tanto quanto foi possivel observar usando um microscopico
oOtico, foram detetadas mais de 5 particulas originarias de in-
vertebrados terrestres na amostra apresentada. As particulas
foram identificadas como sendo ... [fragmentos cuticulares,
partes bocais, musculos, estruturas traqueais, outros (especifi-
car conforme adequado)].»
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2.2.1.

2.2.2.
222.1.
22.2.1.1.

22.2.1.2.

Quando tiverem sido efetuadas duas determinagdes:

— «Tanto quanto foi possivel observar usando um microscopico
otico, foram detetadas mais de 10 particulas originarias de
vertebrados terrestres nas duas determinagdes na amostra apre-
sentada. As particulas foram identificadas como sendo ... [os-
so, cartilagem, musculo, pelo, chifre, outro (especificar con-
forme adequado)].»

— «Tanto quanto foi possivel observar usando um microscopico
otico, foram detetadas mais de 10 particulas origindrias de
peixe nas duas determinagdes na amostra apresentada. As par-
ticulas foram identificadas como sendo ... [espinhas, escamas,
cartilagem, musculo, otélito, branquias, outros (especificar
conforme adequado)].»

— «Tanto quanto foi possivel observar usando um microscopico
otico, foram detetadas mais de 10 particulas originarias de
invertebrados terrestres nas duas determina¢des na amostra
apresentada. As particulas foram identificadas como sendo
... [fragmentos cuticulares, partes bocais, musculos, estruturas
traqueais, outros (especificar conforme adequado)].»

Além disso:

— Em caso de amostra previamente peneirada, o relatorio do
laboratério deve mencionar em que fragdo (fracdo peneirada,
fracdo granulada ou graos) foram detetadas as particulas de
origem animal, na medida em que a detecdo destas particulas
apenas na fracdo peneirada pode ser indicio de contaminagdo
ambiental.

— Se apenas forem detetadas particulas de origem animal que
nao possam ser classificadas como de vertebrados terrestres
ou de peixe (por exemplo, fibras musculares), o relatorio
deve mencionar que apenas foram detetadas tais particulas
de origem animal e que ndo se pode excluir que provenham
de vertebrados terrestres.

PCR
Principio

Os fragmentos de acido desoxirribonucleico (ADN) de origem
animal suscetiveis de estar presentes nas matérias-primas para a
alimentagdo animal e em alimentos compostos para animais siao
detetados segundo uma técnica de amplificagdo genética de PCR,
que tem como alvo sequéncias de ADN especificas de cada espé-
cie.

O método por PCR implica primeiramente uma fase de extracdo
de ADN. O extrato de ADN assim obtido ¢ entdo submetido a fase
de amplificagdo, a fim de determinar a espécie animal alvo do
ensaio.

Reagentes e equipamento
Reagentes
Reagentes para a fase de extracdo de ADN

Usar apenas reagentes aprovados pelo LRUE-PA e publicados no
respetivo sitio web.

Reagentes para a fase de amplificagdo genética
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222.1.2.1.

222122,

222.1.23.
222.1.23.1.
2221232

2221.233.

2222,

2222.1.
22222
22223.
22224,
222.25.
22.2.2.6.

2.2227.
2.23.
223.1.

2232.

2.2.4.

Primers e sondas

Usar apenas primers e sondas com sequéncias de oligonucleotidos
validados pelo LRUE-PA (1).

Master Mix

Usar apenas solugdes Master Mix que ndo contenham reagentes
suscetiveis de conduzir a resultados falsos devido a presenga de
ADN animal (?).

Reagentes de descontaminagido

Solugdo de acido cloridrico (0,1 N)

Descolorante (solugdo de hipoclorito de sédio a 0,15 % de cloro
ativo)

Reagentes ndo corrosivos para descontaminar dispositivos onero-
i ™

sos como balangas analiticas (por exemplo, DNA Erase’™ da MP

Biomedicals)

Equipamento

Balanga analitica com uma precisao de 0,001 g

Equipamento de moagem

Termociclador que permita a realizagdo de PCR em tempo real
Microcentrifugadora para tubos de microcentrifugacdo

Conjunto de micropipetas com capacidades de 1 pl a 1000 pl
Equipamento em pléstico de uso corrente em biologia molecular:
tubos de microcentrifugagdo, pontas em plastico com filtro para
micropipetas, placas adequadas ao termociclador.

Congeladores para armazenar amostras ¢ reagentes

Colheita e preparagdo das amostras

Amostragem

Utilizar uma amostra representativa, colhida de acordo com o
disposto no anexo I.

Preparacdo da amostra

Preparar as amostras de laboratorio até a fase de extracdo de ADN
de acordo com os requisitos estabelecidos no anexo II. Proceder a
subamostragem para analise de, pelo menos, 50 g da amostra e
depois moer.

Preparar a amostra numa sala diferente das dedicadas a extracdo
de ADN e as reagdes de amplificagdo genética, tal como descrito
na norma ISO 24276.

Preparar duas tomas de ensaio de, pelo menos, 100 mg cada.

Extra¢do de ADN

Efetuar a extragdo de ADN em cada toma de ensaio preparada
usando o PON estabelecido pelo LRUE-PA e publicado no respe-
tivo sitio web.

Preparar dois controlos de extragdo para cada série de extragdo, tal
como descrito na norma ISO 24276.

— um controlo para o ensaio em branco da extracdo,

— um controlo positivo para a extracdo do ADN.

(") A lista destes iniciadores e sondas para cada espécie animal visada pelo ensaio esta
disponivel no sitio web do LRUE-PA.
(» Exemplos de Master Mix funcionais encontram-se disponiveis no sitio web do LRUE-

-PA.
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2.2.5.

2.2.6.

2.2.6.1.

2.2.6.2.

Amplificagdo genética

Realizar a amplificagdo genética segundo os métodos validados
para cada espécie que exige identificagcdo. Estes métodos estdo
descritos no PON estabelecido pelo LRUE-PA e publicado no
respetivo sitio web. Analisar cada extrato de ADN com pelo me-
nos duas dilui¢des diferentes a fim de avaliar a inibigdo.

Preparar dois controlos de amplificagdo por espécie, tal como
descrito na norma ISO 24276.

— Usar um controlo positivo do ADN-alvo para cada placa ou
série de ensaios por PCR,

— Usar um controlo do reagente de amplificagdo (também cha-
mado controlo negativo sem ADN) para cada placa ou série de
ensaios por PCR.

Interpretagdo e expressdao dos resultados

Ao comunicar os resultados, o laboratério deve indicar pelo menos
o peso das tomas de ensaio usadas, a técnica de extragdo usada, o
nimero de determinagdes efetuadas e o limite de detecdo do mé-
todo.

Nao devem ser interpretados e comunicados resultados se o con-
trolo positivo para a extracdo do ADN e os controlos positivos do
ADN-alvo ndo derem resultados positivos para a espécie alvo do
ensaio e o controlo do reagente de amplificacdo deve ser negativo.

Caso os resultados das duas tomas de ensaio ndo forem coerentes,
repetir pelo menos a fase de amplificagdo genética. Se o labora-
torio suspeitar que os extratos de ADN podem estar na origem da
incoeréncia, efetuar uma nova extragdo de ADN e uma subse-
quente amplificacdo genética antes de interpretar os resultados.

Basear a expressdo final dos resultados na integragdo e na inter-
pretacao dos resultados das duas tomas de ensaio de acordo com o
PON estabelecido pelo LRUE-PA e publicado no respetivo sitio
web.

Resultado negativo
Comunicar um resultado negativo do seguinte modo:

Nao foi detetado ADN de X na amostra apresentada (sendo X a
espécie animal ou o grupo de espécies animais alvo do ensaio).

Resultado positivo
Comunicar um resultado positivo do seguinte modo:

Foi detetado ADN de X na amostra apresentada (sendo X a es-
pécie animal ou o grupo de espécies animais alvo do ensaio).
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ANEXO VI

METODO DE CALCULO DO VALOR ENERGETICO DOS
ALIMENTOS PARA AVES DE CAPOEIRA

1. Modo de célculo e expressdao do valor energético

O valor energético dos alimentos compostos destinados as aves de capoeira é
calculado segundo a formula adiante indicada, a partir da percentagem de
determinados componentes analiticos dos alimentos. Esse valor ¢ expresso
em megajoules (MJ), de energia metabolizavel (EM), corrigida para o azoto,
por quilograma de alimento composto tal que:

MJ/kg de EM = 0,1551 x % de proteina bruta + 0,3431 x % de matérias
gordas brutas + 0,1669 x % de amido + 0,1301 x % de aglcares totais
(expressos em sacarose).

2. Tolerancias aplicaveis aos valores declarados

Se, na sequéncia de um controlo oficial, for constatada uma diferenca entre o
resultado do controlo e o valor declarado (valor energético do alimento
superior ou inferior) ¢ aplicada uma tolerancia minima de 0,4 MJ/kg de EM.

3. Expressdo dos resultados

Apos a aplicagdo da formula pré-citada, o resultado obtido é expresso com
uma casa decimal.

4. Métodos de amostragem e analise

A colheita da amostra do alimento composto e a determinagdo do teor dos
componentes analiticos indicados no método de calculo sdo realizados se-
gundo os métodos da Unido de amostragem e analise para o controlo oficial
dos alimentos para animais.

Sdo aplicaveis:

— para a determinagdo do teor de matérias gordas brutas: o procedimento B
do método de determinagdo do teor de matérias gordas brutas, estabele-
cido na parte G do anexo III,

— para a determinagdo do teor de amido: o método polarimétrico estabele-
cido na parte K do anexo III.

METODO DE CALCULO DO VALOR ENERGETICO DAS MATERIAS-
-PRIMAS PARA A ALIMENTACAO ANIMAL E DOS ALIMENTOS
COMPOSTOS PARA CAES E GATOS

O valor energético das matérias-primas para a alimentagdo animal e dos alimen-
tos compostos para cédes e gatos ¢ calculado em conformidade com a norma EN
16967 — Alimentos para animais: Métodos de amostragem e de andlise —
Equacgdes preditivas da energia metabolizavel em matérias-primas para alimen-
tagdo animal e alimentos compostos para animais (para animais de estimagdo)
para gatos e cdes, incluindo alimentos dietéticos.
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1.

ANEXO IX

Directiva 71/250/CEE

QUADROS DE CORRESPONDENCIA REFERIDOS NO ARTIGO 6.°

Directiva 71/250/CEE

Presente regulamento

Artigo 1.°, primeiro paragrafo
Artigo 1.°, segundo paragrafo
Artigo 2.°

Artigo 3.°

Anexo, parte 1

Anexo, parte 2

Anexo, parte 3

Anexo, parte 4

Anexo, parte 5

Anexo, parte 6

Anexo, parte 7

Anexo, parte 9

Anexo, parte 10

Anexo, parte 11

Anexo, parte 12

Anexo, parte 14

Anexo, parte 16

Artigo 3.°
Artigo 2.°
Anexo II

Anexo III, parte O
Anexo III, parte M
Anexo III, parte N
Anexo 111, parte Q
Anexo III, parte K

Anexo 111, parte J
Anexo III, parte D

Directiva 71/393/CEE

Directiva 71/393/CEE

Presente regulamento

Artigo 1.°
Artigo 2.°
Artigo 3.°
Anexo, parte [
Anexo, parte II
Anexo, parte IIT
Anexo, parte IV

Artigo 3.°

Anexo III, parte A
Anexo III, parte E
Anexo III, parte P
Anexo III, parte H

Directiva 72/199/CEE

Directiva 72/199/CEE

Presente regulamento

Artigo 1.°
Artigo 2.°
Artigo 3.°
Artigo 4.°
Anexo I, parte 1
Anexo I, parte 2
Anexo I, parte 3
Anexo I, parte 4
Anexo I, parte 5
Anexo 11

Artigo 3.°

Anexo III, parte L
Anexo 111, parte C

Anexo V, parte A
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Directiva 73/46/CEE

Directiva 73/46/CEE

Presente regulamento

Artigo 1.°
Artigo 3.°
Artigo 4.°
Anexo I, parte 1
Anexo I, parte 2

Anexo I, parte 3

Artigo 3.°

Anexo III, parte B

Anexo 111, parte I

Directiva 76/371/CEE

Directiva 76/371/CEE

Presente regulamento

Artigo 1.°
Artigo 2.°
Artigo 3.°

Anexo

Artigo 1.°

Anexo [

Directiva 76/372/CEE

Directiva 76/372/CEE

Presente regulamento

Artigo 1.°
Artigo 2.°
Artigo 3.°

Anexo

Directiva 78/633/CEE

Directiva 78/633/CEE

Presente regulamento

Artigo 1.°
Artigo 2.°
Artigo 3.°
Anexo, parte 1
Anexo, parte 2

Anexo, parte 3

Artigo 3.°

Anexo 1V, parte C

Directiva 81/715/CEE

Directiva 81/715/CEE

Presente regulamento

Artigo 1.°
Artigo 2.°
Artigo 3.°

Anexo

Directiva 84/425/CEE

Directiva 84/425/CEE

Presente regulamento

Artigo 1.°
Artigo 2.°
Artigo 3.°

Anexo
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10.

1.

13.

Directiva 86/174/CEE

Directiva 86/174/CEE

Presente regulamento

Artigo 1.°
Artigo 2.°
Artigo 3.°

Anexo

Artigo 4.°

Anexo VII

Directiva 93/70/CEE

Directiva 93/70/CEE

Presente regulamento

Artigo 1.°
Artigo 2.°
Artigo 3.°

Anexo

Artigo 3.°

Anexo 1V, parte D

Directiva 93/117/CE

Directiva 93/117/CE

Presente regulamento

Artigo 1.°
Artigo 2.°
Artigo 3.°
Anexo, parte 1

Anexo, parte 2

Artigos 3.° ¢ 5.°

Anexo 1V, parte E

Anexo VIII, parte A

Directiva 98/64/CE

Directiva 98/64/CE

Presente regulamento

Artigo 1.°
Artigo 2.°
Artigo 3.°
Artigo 4.°
Anexo, parte A

Anexo, parte B

Artigos 3.° ¢ 5.°

Anexo III, parte F
Anexo VIII, parte B

Directiva 1999/27/CE

Directiva 1999/27/CE

Presente regulamento

Artigo 1.°
Artigo 2.°
Artigo 3.°
Artigo 4.°
Artigo 5.°
Artigo 6.°
Artigo 7.°
Anexo, parte A
Anexo, parte B

Anexo, parte C

Artigos 3.° ¢ 5.°

Anexo VIII, parte C
Anexo 1V, parte F
Anexo VIII, parte D
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15.

16.

17.

18.

Directiva 1999/76/CE

Directiva 1999/76/CE

Presente regulamento

Artigo 1.°
Artigo 2.°
Artigo 3.°
Artigo 4.°

Anexo

Artigo 3.°

Anexo IV, parte G

Directiva 2000/45/CE

Directiva 2000/45/CE

Presente regulamento

Artigo 1.°
Artigo 2.°
Artigo 3.°
Artigo 4.°
Anexo, parte A
Anexo, parte B
Anexo, parte C

Artigo 3.°

Anexo IV, parte A
Anexo IV, parte B
Anexo III, parte G

Directiva 2002/70/CE

Directiva 2002/70/CE

Presente regulamento

Artigo 1.°
Artigo 2.°
Artigo 3.°
Artigo 4.°
Artigo 5.°
Anexo I

Anexo II

Artigo 1.°
Artigos 2.° e 3.°

Anexo I e anexo V, parte B (I)
Anexo II e anexo V, parte B (II)

Directiva 2003/126/CE

Directiva 2003/126/CE

Presente regulamento

Artigo 1.°
Artigo 2.°
Artigo 3.°
Artigo 4.°
Artigo 5.°
Artigo 6.°
Anexo

Artigo 3.°

Anexo VI
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