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REGULAMENTO (CE) N¢ 86/94 DA COMISSAO
de 19 de Janeiro de 1994

que estabelece 0 método de referéncia para a determinacdo do sitosterol e do
estigmasterol na manteiga

A COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS,

Tendo em conta o Tratado que institui a Comunidade
Europeia,

Tendo em conta o Regulamento (CEE) n? 804/68 do
Conselho, de 27 de Junho de 1968, que estabelece a orga-
nizagdo comum de mercado no sector do leite e dos
produtos lacteos ('), com a tltima redac¢io que lhe foi
dada pelo Regulamento (CEE) n® 2071/92 (), e, nomeada-
mente, o n® 7 do seu artigo 62,

Considerando que a manteiga deve ser submetida a
marcagio e que os produtos marcados devem ser contro-
lados em conformidade com os artigos 3° e 6° do Regula-
mento (CEE) n® 570/88 da Comissdo (}), com a ultima
redac¢io que lhe foi dada pelo Regulamento (CE)
n? 3049/93 (%;

Considerando que a estrita observincia das condigdes rela-
tivas a marcagdo da manteiga é essencial para prevenir o
risco de utilizagdes ndo autorizadas da mantiga subsi-
diada ;

Considerando que, dada a importincia da marcagdo para o
correcto funcionamento do regime, é necessitio definir
métodos comuns, apliciveis do mesmo modo em toda a
Comunidade, para a deteccio de todos os marcadores
exigidos pelo regime ; que dessa forma se garantira, desi-
gnadamente, um tratamento idéntico a todos os opera-
dores que tenham acesso ao regime e a eliminagio de
condigbes ndo equitativas de concorréncia que, actual-
mente, podem decorrer de diferentes métodos de anélise
nacionais ;

Considerando que o Regulamento (CEE) n? 3942/92 da
Comissdo (°) estabelece o método de referéncia para a
determinaciio de estigmasterol e de sitosterol no butte-
roil; que este método pode ser aplicivel, com ligeiras
alteracdes, a deteriacio de esterdis marcadores na
manteiga ;

Considerando que é necessario determinar a precisio do
método e os respectivos limites de determinagio ;

Considerando que as medidas previstas na presente deci-
sdo estio em conformidade com o parecer do Comité de
Gestdo do Leite e dos Produtos Licteos,

ADOPTOU O PRESENTE REGULAMENTO :

Artigo 1°

Se o teor de estigmasterol ou de B-sitosterol da manteiga
tiver de ser determinado em conformidade com o artigo
62 do Regulamento (CEE) n° 570/88, serd aplicado o
método de andlise de referéncia descrito em anexo.

A manteiga tera sido marcada correctamente se os resul-
tados obtidos forem conformes aos critérios especificados
no ponto 8 do anexo do presente regulamento.

Artigo 2°

O presente regulamento entra em vigor no terceiro dia
seguinte ao da sua publicagio no Jornal Oficial das
Comunidades Europeias.

E aplicavel a partir de 1 de Abril de 1994.

O presente regulamento é obrigatério em todos os seus elementos e directamente aplicavel

em todos os Estados-membros.

Feito em Bruxelas, em 19 de Janeiro de 1994.

() JO n° L 148 de 28. 6. 1968, p. 13.
() JO n® L 215 de 30. 7. 1992, p. 64.
() JO n® L 55 de 1. 3. 1988, p. 31.

() JO n? L 273 de §. 11. 1993, p. 7.

Pela Comissdo
René STEICHEN

Membro da Comissdo

() JO n® L 399 de 31. 12. 1992, p. 29.
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ANEXO

DETERMINAGCAO DO SITOSTEROL OU DO ESTIGMASTEROL NA MANTEIGA POR

3.1.

3.2
3.3.
34.

3.5,
3.6.
3.7.
3.8.

38.1.
38.2.
3.8.3.
3.8.4.
3.9.

3.10.

4.1.
4.2.

4.3.
4.3.1.

CROMATOGRAFIA GASOSA EM COLUNA CAPILAR

OBJECTIVO E CAMPO DE APLICAGAO

O método descreve um processo para a determinagio quantitativa do sitosterol ou do estigmas-
terol na manteiga. Considera-se o sitosterol como sendo a soma do f-sitosterol e do 22-di-hi-
dro-B-sitosterol ; os outros sitosterdis sio considerados insignificantes. O método é aplicével as
amostras recebidas nos termos do Regulamento (CEE) n°® 570/88.

PRINCIPIO

A manteiga é saponificada com uma solugdo etandlica de hidrdxido de potdssio ; os insaponifi-
cdveis sio extraidos com éter etilico.

Os esterdis sdo convertidos em éteres trimetilsililicos e analisados por cromatografia gasosa em
coluna capilar, tomando como referéncia um padrio interno de betulina.
EQUIPAMENTO

Baldo de saponificagio de 150 mililitros, equipado com um condensador de refluxo com
juntas esmeriladas.

Ampolas de decantacio de 500 mililitros.
Baldes de 250 mililitros.

Baldes de 250 mililitros, para equilibrio da pressdo, ou similar, para recolha do éter etilico
evaporado.

Coluna de vidro com 350 mm X 20 mm, com tampa de vidro sinterizado.
Banho de 4gua ou manta de aquecimento.
Tubos de reac¢do de 2 mililitros.

Cromatégrafo de fase gasosa utilizdvel com coluna capilar, que disponha de um sistema de
divis3o da amostra sendo constituido por:

Céimara termostatizada para colunas, capaz de manter a temperatura desejada a £+ 1°C;
Unidade de vaporizacio com regulagio de temperatura ;
Detector de ionizagdo de chama com conversor/amplificador ;

Integrador/registador adequado ao conversor/amplificador (3.8.3).

. Coluna capilar de silica fundida totalmente revestida com BP1 ou equivalente, com uma

espessura uniforme de 0,25 micron ; a coluna deve permitir a resolugiio dos picos dos deri-
vados trimetilsililicos do lanosterol e do sitosterol — é adequada uma coluna com 0,2 mili-
metro de didmetro interno e 12 metros de comprimento revestida de BP1.

Microsseringa para cromatografia gasosa 1l de capacidade e agulha rigida.

REAGENTES

Todos os reagentes devem ser de grau analitico reconhecido. A 4gua utilizada deve ser dgua
destilada ou 4gua de grau de pureza pelo menos equivalente.

Etanol, com um grau de pureza de, pelo menos, 95 %.

Solugdo de hidroxido de potassio, a 60 % : dissolver 600 gramas de hidréxido de potissio
(minimo : 85 %) em 4gua e completar o volume, com dgua, até um litro.

Betulina (Sigma Chemicals Ltd) com um grau de pureza de, pelo menos, 99 %.

Padrdo interno: solucio de betulina em éter etilico (4.4).
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4.3.1.1.

4.3.1.2.

4.4.
4.5.

4.6.

4.7.

48.

49.

49.1.

4.10.

5.1.2.

5.2,

5.2.1.

52.2.

A concentragdo da solugio de betulina utilizada na determinacio do sitosterol deve ser
1,0 mg/ml.

A concentragdo da solugio de betulina utilizada na determinagio do estigmasterol deve ser
0,4 mg/ml.

Eter etilico de qualidade analitica (isento de perdxidos ou residuos).
Sulfato de sbdio anidro granular, previamente seco a 102°C, durante duas horas.

TRI-SIL como reagente de sililagdo (fornecido por Pierce Chemical CO., niimero de catilogo
49001), ou equivalente. (ATENGAO : o TRI-SIL é inflamével, téxico, corrosivo e, possivel-
mente, cancerigeno. O pessoal do laboratério deve estar familiarizado com os cuidados a ter
com o TRI-SIL e tomar as precaugbes apropriadas.)

Lanosterol.
Sitosterol com um grau de pureza (P), conhecido, nio inferior a 90 %.

Nota 1: o grau de pureza dos padrdes utilizados na calibragio deve ser determinado pelo
método da normalizagio. Considerar que todos os esterdis presentes na amostra figuram no
cromatograma, que a drea total dos picos representa 100 % dos componentes esterbis e que
todos os esterdis produzem a mesma resposta do detector. A linearidade do sistema deve ser
assegurada para a gama de concentragbes utilizada.

Solugio-padrio de sitosterol : preparar uma solugio aproximadamente 0,5 mg/ml (W1) de
sitosterol (4.8) em éter etilico (4.4), com a precisio de 0,001 mg/ml.

Estigmasterol com um grau de pureza (P), conhecido, ndo inferior a 90 %.

Solugio-padrio de estigmasterol : preparar uma solugdo aproximadamente 0,2 mg/ml (W1) de
estigmasterol (4.9) em éter etilico (4.4), com a precisdo de 0,001 mg/ml

Solugiio para teste da resolugdo : preparar uma solugio que contenha 0,05 mg de lanosterol
(4.7) e 0,5 mg de sitosterol (4.8) por mililitro, em éter etilico (4.4).

TECNICA

Preparagio das solu¢Bes-padrio para a cromatografia : o padrdo interno (4.3.1) deve ser adicio-
nado & solugdo-padrdo do esterol apropriado a0 mesmo tempo que for adicionado a amostra
saponificada (5.2.2).

Solugdio-padrio cromatogréfica de sitosterol : transferir um mililitro da solugéo-padrdo de sitos-
terol (4.8.1) para dois tubos de ensaio (3.7) e remover o éter etilico com uma corrente de azoto.
Adicionar um mililitro do padréo interno (4.3.1.1) e remover o éter etilico com uma corrente
de azoto.

" Solugdo-padrio cromatografica de estigmasterol : transferir um mililitro da solugdo-padrio de

estigmasterol (4.9.1) para dois tubos de ensaio (3.7) e remover o éter etilico com uma corrente
de azoto. Adicionar um mililitro do padrdo interno (4.3.1.2) e remover o éter etilico com uma
corrente de azoto.

Preparagdo dos insaponificaveis.

Fundir a amostra de manteiga por aquecimento a uma temperatura ndo superior a 35°C,
misturando por agitagfio. Pesar para um baldo de 150 ml (3.1), com a precisio de 1 mg, cerca
de 1 g de manteiga (W2). Adicionar 50 mililitros de etanol (4.1) ¢ 10 mililitros da solugdo de
hidréxido de potéssio (4.2). Adaptar o condensador de refluxo e aquecer a cerca de 75°C,
durante 30 minutos. Retirar o condensador e arrefecer o balao até a temperatura ambiente,
aproximadamente.

Adicionar ao baldo 1,0 ml do padrio interno (4.3.1.1) caso se pretenda determinar o sitosterol,
ou 1,0 ml de (4.3.1.2), caso se pretenda determinar o estigmasterol. Homogeneizar completa-
mente. Transferir quantitativamente o conteiido do baldo para uma ampola de decantacio de
500 mililitros (3.2), procedendo a lavagens com 50 mililitros de dgua e 250 mililitros de éter
etilico (4.4). Agitar a ampola de decantagdo vigorosamente, durante dois minutos, e deixar as
fases separarem-se. Escoar a fase aquosa inferior e proceder a lavagem da fase etérea, agitando a
ampola com quatro aliquotas sucessivas de 100 mililitros de 4gua.

Nota 2: para evitar a formagio de uma emulsdo é essencial que as duas primeiras lavagens
com 4gua sejam efectuadas com precaugdo (procedendo a 10 inversSes). Na terceira lavagem,
pode-se agitar vigorosamente durante 30 segundos. No caso de se formar uma emulsio, esta
pode ser eliminada através da adi¢do de 5 a 10 mililitros de etanol. Se se adicionar etanol, é
essencial proceder a mais duas lavagens vigorosas com dagua.
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5.23.

5.3.

53.1.

5.3.2.

54.

54.1.

Passar a fase etérea, limpida e isenta de sabSes, por uma coluna de vidro (3.5), contendo 30
gramas de sulfato de sbdio anidro (4.5). Recolher a fase etérea num baldo de 250 mililitros
(3.3). Introduzir um regularizador de ebuli¢io e evaporar quase até i secura por recurso a um
banho de 4gua ou a uma manta de aquecimento ; recolher os solventes evaporados.

Nota 3: se o extracto que contém a amostra for levado a secura total, a temperaturas muito
elevadas, podem ocorrer perdas de esterdis.

Preparagio dos éteres trimetilsililicos.

Com o auxilio de 2 ml de éter etilico, transferir do baldo para um tubo de ensaio de 2 ml (3.7)
a solugdo etérea remanescente e remover o éter com uma corrente de azoto. Lavar o baldo com
mais duas aliquotas de 2 ml de éter etilico, transferindo-as para o tubo de ensaio e removendo
o éter, cada uma das vezes, com uma corrente de azoto.

Proceder a sililagio da amostra, adicionando um mililitro de TRI-SIL (4.6). Tapar o tubo de
reacgdo ¢ agitar vigorosamente, para dissolver. No caso de a dissolugdo ser incompleta, aquecer
a 65-70°C. Deixar em repouso durante, pelo menos, cinco minutos antes de proceder i injec-
¢do no cromatégrafo de fase gasosa. Proceder a sililagio dos padres do mesmo modo que as
amostras. Proceder 4 sililagdo da solugdio para teste da resolugio (4.10) do mesmo modo que as
amostras.

Nota 4: asililagdo deve ser efectuada na auséncia de dgua. A sililagio incompleta da betulina
¢ revelada pela presenca de um segundo pico, préximo do pico correspondente & betulina.

A presenga de etanol durante a sililagdo interfere no processo podendo resultar de lavagem
inadequada na etapa de extracgdo. Se este problema persistir, poderd ser efectuada uma quinta
lavagem, com agitagio vigorosa durante 30 segundos, na etapa de extraccdo.

Anilise por cromatografia em fase gasosa.
Seleccdo das condigbes operatdrias.
Montar o cromatdgrafo de fase gasosa de acordo com as instrugdes do fabricante.

Apresentam-se a seguir condigdes operatdrias indicativas :

— temperatura da coluna: 265°C

— temperatura do injector : 280°C,

— temperatura do detector : 300°C,

— caudal do gés-vector: - 06 ml/minuto,
— pressdo de hidrogénio : 84 kPa,

~— pressdo de ar: 155 kPa,

— divisdo da amostra: 10:1 a 50 : 1 ; esta relacio deve ser optimizada em funcio das instru-
¢bes do fabricante devendo, de seguida, assegurar-se a linearidade da resposta do detector
em toda a gama de concentra¢Bes utilizada.

Npta 5: é de especial importincia que a linha de injecgdo seja limpa com regularidade.
— volume injectado: 1 ul de solugdo (éter trimetilsililico).

Deixar que o sistema atinja o equilibrio e obter uma resposta suficientemente estavel antes de
comegar as analises.

As condi¢des indicadas podem ser alteradas em fungdo das caracteristicas da coluna e do
cromatbgrafo de fase gasosa, de modo a obter cromatogramas que obedecam as seguintes
condi¢Ges :

— o pico do sitosterol deve-se distinguir claramente do pico do lanosterol. A figura 1 mostra
o cromatograma tipico que deve ser obtido com a solugio para teste da resolugdo (4.10),
depois de submetida a sililagdo,

— os tempos de retengdo relativos dos esterdis que se indicam a seguir devem ser, aproxima-
damente :

Colesterol : 1,0
Estigmasterol : 1,3
Sitosterol : 1,5
Betulina : 2,5,

— o tempo de retengdo da betulina deve ser, aproximadamente, de 24 minutos.
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54.2.

6.1.

7.2,

7.2.1.

722,

Execu¢do da anilise

Injectar 1 pl da solugiio-padrio sililada (estigmasterol ou sitosterol) e ajustar os parimetros de
calibragdo do integrador.

Injectar novo volume de 1 pl da solugdo-padrio sililada para determinar os factores de resposta
da betulina.

Injectar 1 pl da solugao-amostra silidada e medir as dreas dos picos. Intercalar cada série de
amostras com a injecgio dos padrdes. A titulo de orientagdo, proceder a seis injecgdes de
amostra em cada série limitada pelos padrdes.

Nota 6: a integracio do pico do estigmasterol deve incluir as caudas respectivas, definidas
pelos pontos 1, 2 e 3 da figura 2 b.

Ao calcular o total de sitosterol, incluir na integracdo do pico do sitosterol a drea do 22-dihi-
dro-P-sitosterol (estigmastanol), que é eluido imediatamente a seguir ao sitosterol (ver a figura
3 b).

CALCULO DOS RESULTADOS

Determinar as 4reas dos picos do esterol e da betulina nos padrdes que delimitam cada série
de amostras e calcular R :

area média dos picos do esterol no padrio

Ry = ,
area média dos picos da betulina no padrio

Determinar as 4rea dos picos do esterol (estigmasterol ou sitosterol) e da betulina da amostra e
calcular R;:

area do pico do esterol da amostra

ke = drea do pico da betulina da amostra

W, = massa (em mg) de esterol contida em um mililitro de solugdo-padréo (4.8.1 ou 4.9.1).
W; = massa da amostra {em g) (5.2.1).

P = grau de pureza do esterol padrio (4.8 ou 4.9).

Teor de esterol da amostra (em mg/kg) = %— X % x P x 10.

PRECISAO DO METODO
Repetibilidade
Estigmasterol

A diferenga entre os resultados de duas determinagSes, efectuadas com o menor intervalo de
tempo possivel pelo mesmo operador, utilizando 0 mesmo equipamento e testando o mesmo
material, ndo deve exceder 19,3 mg/kg.

Sitosterol

A diferenca entre os resultados de duas determinagdes, efectuadas com o menor intervalo de
tempo possivel pelo mesmo operador, utilizando o mesmo equipamento e testando o mesmo
material, ndo deve exceder 23,0 mg/kg.

Reprodutibilidade
Estigmasterol

A diferenca entre os resultados de duas determinag@es efectuadas por operadores de laboraté-
rios diferentes, utilizando equipamento diferente e testando o mesmo material, ndo deve
exceder 31,9 mg/kg.

Sitosterol

A diferenca entre os resultados de duas determinacdes efectuadas por operadores de laboraté-
rios diferentes, utilizando equipamento diferente e testando o mesmo material, ndo deve
exceder 8,7 % da média das determinacdes.

N¢ L 17/11
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7.3.

8.2.

8.2.1.

8.2.2

8.2.3.

8.3.

8.3.1.

8.3.2.

8.3.3.

Origem dos dados relativos a precisio

Os dados relativos a precisdo foram determinados com base num ensaio efectuado em 1992,
que envolveu oito laboratérios, seis amostras (trés duplicados em teste cego) de estigmasterol e
seis amostras (trés duplicados em teste cego) para o sitosterol.

TOLERANCIAS

Devem ser recolhidas trés amostras do produto marcado, de modo a verificar a sua homogenei-
dade.

Estigmasterol

A taxa de incorporagio de estigmasterol é de 150 gramas de estigmasterol com grau de pureza
de, pelo menos, 95 % por tonelada de manteiga, isto é, 142,5 mg/kg; ou 170 gramas de estig-
masterol com grau de pureza de, pelo menos, 85 % por tonelada de manteiga, isto é,
144,5 mg/kg.

Tomando em consideracio a diferenca critica para um nivel de probabilidade de 95 %
(DCrgs), a média dos trés resultados ndo deve ser inferior a:

126,0 mg/kg, no caso de incorporacio de estigmasterol com grau de pureza de 95 %,
128,0 mg/kg, no caso de incorporagio de estigmasterol com grau de pureza de 85 %.
Para além do critério definido em 8.2.2, 0 menor dos resultados obtidos na analise do produto

¢ utilizado para verificar 2 homogeneidade da distribui¢do do marcador. Tal é efectuado por
comparagdo com os seguintes limites :

— 116,4 mg/kg (95 % da taxa de incorporagdo minima para estigmasterol com um grau de
pureza de 95 %, tomando em consideragdo a DCrgs para’ uma {inica amostra),

— 118,3 mg/kg (95 % da taxa de incorporagio minima para estigmasterol com um grau de
pureza de 85 %, tomando em consideragio a DCrgs para uma (nica amostra),

— 95,1 mg/kg (80 % da taxa de incorporagdo minima para estigmasterol com um grau de
pureza de 95 %, tomando em consideracio a DCrgs para uma tinica amostra),

— 96,7 mg/kg (80 % da taxa de incorporagio minima para estigmasterol com um grau de
pureza de 85 %, tomando em consideragdo a DCrys para uma dnica amostra),

A concentragfio de marcador na amostra com o menor dos resultados é obtida por interpolagio
entre 1164 mg/kg e 951 mg/kg ou 1183 mg/kg e 96,7 mg/kg, respectivamente.

Sitosterol

A taxa de incorporagdo de sitosterol é de 600 gramas de sitosterol com grau de pureza de, pelo
menos, 90 % por tonelada de manteiga, isto é, 540 mg/kg.

Tomando em consideracgio a DCrgs, a média dos trés resultados ndo deve ser inferior a

514,4 mg/kg.

Para além do critério definido em 8.3.2, o menor dos resultados obtidos na analise do produto

é utilizado para verificar a homogeneidade da distribuigdo do marcador. Tal é efectuado por

comparagdo com os seguintes limites :

— 485,1 mg/kg (95 % da taxa de incorpora¢io minima para estigmasterol com um grau de
pureza de 90 %, tomando em consideragdo a DCrgs para uma (nica amostra),

— 404,1 mg/kg (80 % da taxa de incorporagdo minima para estigmasterol com um grau de
pureza de 90 %, tomando em consideragio a DCrgs para uma tnica amostra).

A concentragdo de marcador na amostra com o menor dos resultados é obtida por interpolagio
entre 485,1 mg/kg e 404,1 mg/kg.

20. 1. %4
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Resposta do detector de ionizagio de chama

Figura 1 Cromatograma da solugdo para teste da resolugdo.

E preferivel uma resolugio completa, isto &, o tragado do pico do lanosterol deve voltar 4 linha de
base antes de iniciar a defini¢do do pico do sitosterol, se bem que uma resolugiio incompleta seja
admissivel.
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Figura 2a Figura 2b
Padrio de estigmasterol Amostra de manteiga

desnaturada com estigmasterol
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Nota: a integragio do pico do estigmasterol deve incluir as
caudas respectivas, definidas pelos pontos 1, 2 ¢ 3.
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Figura 3a Figura 3b
Padrio de f-sitosterol Amostra de manteiga
desnaturada com P-sitosterol

Betulina (padrio interno)
Betulina (padrio interno)

B-sitosterol
Colesterol
B-sitosterol

Resposta do detector de ionizagio de chama
Resposta do detector de ionizagdo de chama
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Nota: ¢ frequente o B-sitosterol conter uma impureza (identifi-
cada como estigmastanol) que é eluida imediatamente a
seguir ao B-sitosterol. Ao calcular o total de B-sitosterol
presente devem-se somar as areas dos dois picos.

lanosterol
estigmastanol
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