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DECIMA SEGUNDA DIRECTIVA 93/117/CE DA COMISSAO
de 17 de Dezembro de 1993

que fixa métodos de analise comunitarios para o controlo oficial dos alimentos
para animais

A COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS,

Tendo em conta o Tratado que institui a Comunidade
Europeia,

Tendo em conta a Directiva 70/373/CEE do Conselho, de
20 de Julho de 1970, relativa 4 introdugdo de modos de
colheita de amostras e de métodos de anilise comunita-
rios para o controlo oficial dos alimentos para animais ('),
com a tltima redacgio que lhe foi dada pelo Regulamento
(CEE) n°® 3768/85 do Conselho (%), e, nomeadamente, o
seu artigo 22,

Considerando que a referida Directiva 70/373/CEE prevé
que os controlos oficiais dos alimentos para animais desti-
nados a verificar o respeito das condigBes prescritas em
virtude das disposi¢Bes legislativas, regulamentares ou
administrativas quanto a qualidade e composigio dos
alimentos para animais, sejam efectuados segundo modos
de colheita de amostras ¢ métodos de andlise comunita-
rios ; '

Considerando que, para controlar a observa¢do das condi-
¢bes de utilizagdo de robenidina e metilbenzoquato nos
alimentos para animais, é conveniente estabelecer a nivel
comunitirio métodos de andlise para esses aditivos ;

Considerando que as medidas previstas na presente direc-
tiva estio em conformidade com o parecer do Comité
Permanente dos Alimentos para Animais,

ADOPTOU A PRESENTE DIRECTIVA:

Artigo 1°

Os Estados-membros prescreverio que as andlises
previstas para os controles oficiais dos alimentos para

() JO n® L 170 de 3. 8. 1970, p. 2.
() JO n® L 362 de 31. 12. 1985, p. 8.

animais, no que diz respeito ao teor em robenidina e em
metilbenzoquato, sejam efectuadas segundo os métodos
correspondentes descritos no anexo.

Artigo 2°

Os Estados-membros pordo em vigor, 0 mais tardar em 30
de Novembro de 1994, as disposi¢Bes legislativas, regula-
mentares e administrativas necessarias para dar cumpri-
mento a presente directiva. Do facto informarao imediata-
mente a Comissio.

As disposicdes adoptadas pelos Estados-membros devem
incluir uma referéncia a presente directiva ou ser acom-
panhadas dessa referéncia aquando da sua publicagio
oficial, As modalidades dessa referéncia serdo adoptadas
pelos Estados-membros.

Artigo 3°

A presente directiva entra em vigor no terceiro dia
seguinte a0 da sua publicagio no Jornal Oficial das
Comunidades Europeias.

Feito em Bruxelas, em 17 de Dezembro de 1993.

Pela Comissdo
René STEICHEN

Membro da Comissdo
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ANEX0
1. DETERMINACAO DA ROBENIDINA
Cloridrato de 1,3-Bis[(4-clorobenzilideno)amino]guanidina

1. Obijectivo e campo de aplicacgdo

O presente método destina-se a determinagio de robenidina em alimentos para animais. O limite
inferior de determinagio é de 5 mg/kg.

2. Principio

A amostra é extraida com metanol acidificado. O extracto é seco, sendo uma aliquota submetida a
purificagio numa coluna de éxido de aluminio. A robenidina é eluida da coluna com metanol,
concentrada e posteriormente diluida com fase mével para um volume adequado. O teor de robeni-
dina é determinado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) de fase reversa, utilizando um
detector de ultravioleta.

3. Reagentes
3.1.  Metanol

32.  Metanol acidificado

Transferir 4,0 ml de 4cido cloridrico (po ca 1,18 g/ml) para um baldo graduado de 500 ml, comple-
tando até ao trago com metanol (3.1) e agitar. A solu¢dio deve ser preparada antes de cada uso.

33.  Acetonitrilo de qualidade para HPLC

34.  Crivo molecular
Tipo 3A, particulas 8-12 mesh (particulas de aluminossilicato com 1,6-2,5 mm de didmetro e poros
com 0,3 mm de difmetro).

3.5.  Oxido de aluminio dcido, de grau de actividade I para cromatografia em coluna

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.

36.  Solugdo de dibidrogenofosfato de potdssio, ¢ = 0,025 mol/l

Dissolver, num baldo graduado de 1 000 ml, 3,40 g de dihidrogenofosfato de potdssio em 4gua de
qualidade para HPLC, completando até ao traco de referéncia e agitar.

3.7.  Solu¢go de hidrogenofosfato dissédico, ¢ = 0025 mol/l

Dissolver, num baldo graduado de 1 000 ml, 3,55 g de hidrogenofosfato dissédico anidro (ou 4,45 g de
~ hidrogenofosfato dissédico bi-hidratado, ou ainda 8,95 g de hidrogenofosfato dissodico dodeca-hidra-
tado) em 4gua de qualidade para HPLC, completando até ao trago de referéncia e agitar.

38.  Fase movel para HPLC

Misturar os seguintes reagentes :

650 ml de acetonitrilo (3.3)

250 ml de 4gua (qualidade para HPLC )

50 ml de solugdo dihidrogenofosfato de potassio (3.6)
50 ml de solugio de hidrogenofosfato dissédico (3.7)

Filtrar num filtro de 0,22 um (4.6) e desgaseificar a solu¢io (nomeadamente por recurso a um banho
de ultrassons durante 10 minutos).

39.  Substdncia padrio

Robenidina pura: cloridrato de 1,3-Bis[4-clorobenzilidenojaminolguanidina, E 758.
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Solugdo-mie padrio de robenidina: 300 pg/mli

Pesar, com aproximagdo a 0,1 g, 30 mg de robenidina padrio (3.9). Dissolver em metanol acidificado
(3.2) num baldo graduado de 100 ml, completando até ao trago de referéncia com o mesmo solvente e
agitar. Envolver o baldo em folha de aluminio e guardar ao abrigo da luz.

Solugdo padrio intermédia de robenidina: 12 pg/ml

Transferir 10,0 ml de soluco-mie padrdo (3.9.1) para um baldo graduado de 250 ml, completando até
a0 trago de referéncia com fase mével (3.8) e agitar. Envolver o baldo em folha de aluminio e arma-
zenar ao abrigo da luz.

Solugdes de calibragio

Transferir, respectivamente, 5,0 ; 10,0 ; 15,0 ; 20,0 e 25,0 ml de solugdo padrdo intermédia (3.9.2) para
baldes calibrados de 50 ml. Completar até ao trago de referéncia com fase mével (3.8) e agitar. As
solugBes assim obtidas contém, respectivamente, 1,2; 2,4; 3,6; 4,8 e 6,0 pg/ml de robenidina,
devendo ser preparadas antes de cada uso.

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.

Agitador de laboratério com movimento de pulso
Evaporador rotativo

Aparelbo para HPLC com detector de ultravioleta de comprimento de onda varidvel ou detector de
diodos adequado para determinages na gama de comprimentos de onde entre 250-400 nm

Coluna para cromatografia liquida: 300 mm X 4 mm, com enchimento de Cig de 10 um, ou
equivalente.

Filtro de fibra de vidro (Whatman GF/A ou equivalente)

- Filtros de membrana de 022 um

Filtros de membrana de 045 um

Procedimento

Nota : A robenidina é fotossensivel, devendo utilizar-se material de vidro ambarizado para todas as
operac¢des.

Generalidades

De modo a comprovar a auséncia de robenidina e outras substincias susceptiveis de interferir no
processo, deve proceder-se 4 anélise de uma amostra de alimento para animais (ensaio em branco).

Deve-se efectuar um ensaio de recuperagdo, mediante a analise da amostra do ensaio em branco
(5.1.1), adicionada de uma quantidade conhecida de robenidina, semelhante a quantidade presente na
amostra. Para obter uma concentragdo de robenidina de 60 mg/kg, transferir 3,0 ml de solugdo-mae
padrio (3.9.1) para um erlenmeyer de 250 ml. Evaporar a solugdo por recurso a uma corrente de azoto
até obter um volume aproximado de 0,5 ml . Adicionar 15 g de alimento para animais em branco,
misturar e esperar 10 minutos antes de iniciar a extracgdo (5.2).

Nota : Para os fins do presente método, a amostra utilizada no ensaio em branco deve ter uma
composi¢io semelhante 4 da amostra em anilise e ndo deve acusar a presenca de robenidina.

Extraccdo

Pesar, com aproximagio a 0,01 g, cerca de 15 g de amostra preparada. Transferir para um erlenmeyer
de 250 ml e adicionar 100,0 ml de metanol acidificado (3.2). Tapar e agitar durante 1 hora no agitador
(4.2). Filtrar a solugdo num filtro de fibra de vidro (4.5) e recolher a totalidade do filtrado num
erlenmeyer de 150 ml. Adicionar 7,5 g de crivo molecular (3.4), tapar e agitar durante 5 minutos.
Filtrar imediatamente num filtro de fibra de vidro. Guardar esta solugdo para as operacdes de purifica-
cio (5.3).
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53.  Purificacdo

5.3.1. Preparagio da coluna de éxido de aluminio

Colocar um tampdo de fibra de vidro na extremidade inferior de uma coluna de vidro (4.1), compri-
mindo-0 com o auxilio de uma vareta de vidro. Pesar 11,0 g de éxido de aluminio preparado de
acordo com 3.5. e transferi-lo para a coluna. Devem-se tomar precaugdes no sentido de minimizar a
exposicio a0 ar no decurso destas operagSes. Bater levemente na extremidade inferior da coluna para
depositar o éxido de aluminio. ‘

5.3.2. Purificagdo da amostra

Pipetar para a coluna 5,0 ml de extracto de amostra preparado de acordo com 5.2. Colocar a ponta da
pipeta junto da parede da coluna e esperar que a solugio seja absorvida pelo 6xido de aluminio. Eluir
a robenidina da coluna por recurso a 100 ml de metanol (3.1), a um fluxo de 2-3 ml/minuto, reco-
lhendo o eluido num balio de fundo redondo de 250 ml. Evaporar i secura a solugio de metanol, sob
pressdo reduzida a 40° C, com o auxilio de um evaporador rotativo (4.3). Dissolver o residuo em 3-4
ml de fase mével (3.8) e transferir quantitativamente para um baldo graduado de 10 ml. Lavar o baldo
de fundo redondo com diversas porgdes de 1-2 ml de fase mével, transferindo as mesmas para o baldo
graduado. Completar até ao traco de referéncia com o mesmo solvente e agitar. Piltrar uma aliquota
num filtro de 0,45 pm (4.7). Guardar esta solucio para a anilise por HPLC (54).

54.  Andlise por HPLC

54.1. Parimetros

As condigSes que se seguem sio fornecidas a titulo indicativo, podendo ser utilizadas outras condigGes
que fornecam resultados equivalentes.

Coluna para cromatografia liquida (4.4.1)
Fase mével para HPLC (3.8)

Fluxo: 1,5 a 2 ml/min

Comprimento de onda de deteccdo: 317 nm
Volume a injectar: 20 a 50 ul

Verificar a estabilidade do sistema cromatografico mediante a injec¢do repetida da solugdo de calibra-
¢do (3.9.3), que contém 3,6 u/ml de robenidina, até obter picos com alturas (ou dreas) e tempos de
retengio reprodutiveis.

5.4.2. Curva de calibragio

Injectar varias vezes cada solugdo de calibraciio (3.9.3) e medir a altura (ou 4rea) dos picos correspon-
dentes a cada concentragdo. Tragar uma curva de calibragdo, colocando a altura (ou 4rea) média dos
picos das solucbes de calibragio em ordenadas e as concentra¢des correspondentes, expressas em
ug/ml, em abcissas.

54.3. Solugio de amostra

Injectar virias vezes o extracto de amostra (5.3.2), utilizando 0 mesmo volume utilizado para as solu-
¢Oes de calibragio, e determinar a altura (ou 4rea) média dos picos correspondentes & robenidina.

6. Célculo dos resultados

Com base na altura (ou 4rea) média dos picos da solugio de amostra relativos 4 robenidina, determinar
a concentragio da mesma solugdo, expressa em pug/ml, por recurso a curva de calibragdo (5.4.2).

O teor de robenidina da amostra, w, expresso em mg/kg, é dado pela férmula:

c X 200
m

Em que:
¢ = concentragdo de robenidina da solugdo de amostra, expressa em pg/ml
m = massa da toma de ensaio, expressa em gramas.

7. Confirmacdo dos resultados

7.1.  Identidade

A identidade da substincia a analisar pode ser confirmada por co-cromatografia ou por recurso a um
detector de diodos, comparando os espectros do extracto de amostra e da solugdo de calibragdo (3.9.3)
que contém 6 pg/ml de robenidina.
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7.1.1.

712,

7.2.

7.3.

Co-cromatografia

Reforcar um extracto de amostra com a adi¢io de uma quantidade adequada de solugdo de calibragio
(3.9.3). A quantidade de robenidina adicionada deve ser idéntica a quantidade de robenidina presu-
mida no extracto de amostra. '

Apenas a altura do pico correspondente & robenidina devera exibir um aumento adequado, tendo em
conta a quantidade adicionada e a diluigio do extracto. A largura do pico a meia altura deverd ser
igual a = 10 % da largura original.

Deteccio com um detector de diodos

Os resultados sdo avaliados de acordo com os seguintes critérios :

a) O comprimento de onda méximo de absorgdo do espectro da amostra e do padrio, registado no
méximo do pico cromatografico, deve ser igual com uma margem determinada pelo poder de reso-
lugdo do sistema de detecgdo. No caso de um detector de diodos, esta margem €, em geral, de
+ 2 nm.

Entre 250 € 400 nm, os espectros da amostra e do padrdo, registados no méximo dos picos croma-
tograficos, ndo devem diferir no que respeita as zonas do espectro que apresentem uma absorvéincia
relativa compreendida entre 10 % e 100 %. Este critério é observado nos casos em que se encon-
trarem presentes os mesmos maximos e a diferenca entre ambos os espectros ndo exceder, em caso
algum, 15 % da absorvincia da solugio-padrio.

b

~

) Entre 250 e 400 nm, os espectros na zona crescente, no maximo e na zona decrescente do pico
cromatogrifico da amostra nio devem diferir uns dos outros no que respeita s regides do espectro
que apresentem uma absorvancia relativa compreendida entre 10 % e 100 %. Este critério é obser-
vado nos casos em que se encontrarem presentes os mesmos maximos e a diferenca entre os espec-
tros ndo exceder, em caso algum, 15 % da absorvincia do espectro do maximo do pico.

Se um dos referidos critérios ndo for observado, a presenca da substincia a analisar ndo pode ser
confirmada.

Repetibilidade

A diferenca entre os resultados de duas determinagBes paralelas efectuadas com a mesma amostra néo
deve exceder 10 % relativo ao resultado mais elevado, para teores de robenidina superiores a

15 mg/kg.
Recuperagdo

A taxa de recuperagio da amostra em branco reforcada deve ser de, pelo menos, 85 %.

Resultados de um estudo de colaboracéo interlaboratorial

Num estudo de colaboragio interlaboratorial promovido pela CEE, procedeu-se & anélise por 12-labo-
ratbrios de 4 amostras de alimentos para aves de capoeira e coelhos, sob.a forma de farinha e granu-
lado. Para cada amostra, foram efectuadas anilises em duplicado. Os resultados obtidos foram os

seguintes :

Aves de capoeira Coelhos

Farinha Granulado Farinha Granulado
MED (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
S; (mg/kg) 4,36 3,36 4,61 391
CVg (%) 16,1 12,0 10,6 9,7
Recup. (%) 90,0 93,3 87,2 80,2
S = desvio-padrdo da repetibilidade
CV, = coeficiente de variagio da repetibilidade
Sk = desvio-padrio da reprodutibilidade

coeficiente de variagdo da reprodutibilidade

CVy
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2. DETERMINACAO DO METILBENZOQUATO
7-benziloxi-6-butil-3-metoxicarbonil-4-quinolona

1. Objectivo e campo de aplicagio
O presente método destina-se & determinagio de metilbenzoquato em alimentos para animais. O
limite inferior de determinagio é de 1 mg/kg.

2. Principio

O metilbenzoquato é extraido da amostra por recurso a uma solugio metandlica de icido metanossul-
fénico. O extracto é purificado com diclorometano e por cromatografia de permuta ibnica, seguin-
do-se nova purificagdio com diclorometano. O teor de metilbenzoquato é determinado por cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia (HPLC) de fase reversa, utilizando um detector de ultravioleta.

3. Reagentes
3.1.  Diclorometano
3.2. Metanol de qualidade para HPLC.

3.3.  Fase mével para HPLC
mistura de metanol (3.2) e 4gua de qualidade para HPLC, 75 + 25 (V + V).
Filtrar num filtro de 0,22 pm (4.5) e desgaseificar a solugdo (nomeadamente por recurso a um banho
de ultrassons durante 10 minutos).

34,  Solugdo de dcido metanossulfonico, o = 2%

Diluir com - metanol (3.2) 20,0 ml de acido metanossulfénico para 1000 ml.

3.5.  Solugdo de dcido cloridrico, 6 = 10 % v
Diluir com 4gua 100 ml de 4cido cloridrico (pzo ca. 1,18 g/ml) para 1000 ml.

3.6.  Resina de permuta catiénica Amberlite CG-120 (Na), 100-200 mesh

Tratamento da resina antes do uso : agitar 100 g de resina em 500 ml de solugio de 4cido cloridrico
(3.5) e aquecer a ebulicdo, agitando continuamente. Deixar arrefecer e decantar o 4cido. Filtrar num
filtro de papel, sob vacuo. Lavar a resina com duas porgSes de 500 ml de dgua, seguidas de 250 ml de
metanol (3.2). Lavar a resina com uma nova por¢do de 250 ml de metanol e secar, mediante a
passagem de uma corrente de ar através da resina presente no filtro, Guardar a resina num recipiente

rolhado.
3.7.  Substdncia padrio: metilbenzoquato puro (7-benziloxi-6-butil-3-metoxicarbonil-4-quinolona).
3.7.1. Solugdo-mie padrio de metilbenzoquato, 500 pg/ml

Pesar, com aproximagio a 0,1 mg, 50 mg de substincia padrdo (3.7). Dissolver em solugio de 4cido
metanossulfénico (3.4), num baldo graduado de 100 ml. Completar até ao trago de referéncia ¢ agitar.
3.7.2. Solucgio padrio intermédia de metilbenzoquato, 50 pg/ml
Transferir 5,0 ml de solugdo-mae padrio de metilbenzoquato (3.7.1) para um baldo graduado de 50 ml.
Completar até ao traco de referéncia com metanol (3.2) e agitar.
3.7.3. Soluces de calibragao

Transferir, respectivamente, 1,0 ; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 ml de solucdo padrio intermédia de metilbenzo-
quato (3.7.2) para baldes calibrados de 25 ml. Completar até ao traco de referéncia com fase mével
(3.3) e agitar. As solugdes assim obtidas possuem concentragbes de metilbenzoquato de 2,0; 4,0; 6,0;
8,0 e 10,0 pg/ml, respectivamente, devendo ser preparadas antes de cada uso.

4. Equipamento

4.1.  Agitador
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4.2.  Evaporador rotativo
43.  Coluna de vidro (250 mm x 15 mm) munida de torneira e reservatério de cerca de 200 ml

4.4.  Aparelbo para HPLC com detector de ultravioletas de comprimento de onda varidvel ou detector de
diodos

4.4.1. Coluna para cromatografia liquida : 300 mm X 4 mm, com enchimento de C;g de 10 wm ou equiva-
lente.

4.5.  Filtros de membrana de 022 pm
4.6.  Filtros de membrana de 045 pym
5. Procedimento

S5.1.  Generalidades

5.1.1. De modo a comprovar a auséncia de metilbenzoquato e outras substincias susceptiveis de interferir
no processo, deve-se proceder a anilise de uma amostra de alimento para animais (ensaio em branco).

5.1.2. Deve-se efectuar um ensaio de recupera¢do, mediante a anélise de uma amostra do ensaio em branco,
adicionada de uma quantidade conhecida de metilbenzoquato, semelhante a quantidade presente na
amostra. Para obter uma concentrago de metilbenzoquato de 15 mg/kg, adicionar 600 ul de solugdo-
-mie padrdo (3.7.1) a 20 g de alimento para animais em branco, misturar ¢ esperar 10 minutos antes
de iniciar a extracgdo (5.2).

Nota : Para os fins do presente método, a amostra utilizada no ensaio em branco deve ter uma
composi¢io semelhante & da amostra em anilise e ndo deve acusar a presenga de benzoquato de
metilo.

5.2.  Extracgo

Pesar, com aproximagio a 0,01 g, cerca de 20 g de amostra preparada e transferir para um erlenmeyer
de 250 ml. Adicionar 100,0 ml de solugdo de icido metanossulfénico (3.4) e agitar durante 30 minutos
com o agitador (4.1). Filtrar a solugdo num filtro de papel ¢ guardar a solugdo para a cromatografia da
parti¢do (5.3).

53.  Partigdo liguido-liguido

Transferir 25,0 ml do filtrado obtido em (5.2) para uma ampola de decantagdo de 500 ml contendo
100 ml de solugdo de acido cloridrico (3.5). Adicionar 100 ml de diclorometano (3.1) e agitar a ampola
durante 1 minuto. Esperar a separagio das camadas e escoar a camada inferior (diclorometano) para
um balio de fundo redondo de 500 ml. Repetir a extrac¢io da fase aquosa com duas novas porcoes de
40 ml de diclorometano e combinar os extractos resultantes com o primeiro extracto, no baldo de
fundo redondo. Evaporar o extracto de diclorometano a secura, no evaporador rotativo (4.2), a 40 °C,
sob pressdio reduzida. Dissolver o residuo em 20-25 ml de metanol (3.2), tapar o baldo e guardar a tota-
lidade do extracto para a cromatografia de permuta ibnica (5.4).

54.  Cromatografia de permuta iénica

54.1. Preparagio da coluna de permuta catidnica

Colocar um tampido de fibra de vidro na extremidade inferior de uma coluna de vidro (4.3). Preparar
uma suspens3o de 5,0 g de resina de permuta catidnica tratada (3.6) em 50 ml de é4cido cloridrico (3.5),
verter na coluna de vidro e deixar depositar. Escoar o excesso de 4cido, até o nivel deste Gltimo se
situar ligeiramente acima da superficie da resina, e lavar a coluna com é4gua até o eluido apresentar
reac¢do neutra ao tornesol. Verter na coluna 50 ml de metanol (3.2) e deixar escoar até 3 superficie da
resina,

54.2. Cromatografia em coluna

Com o auxilio de uma pipeta, transferir cuidadosamente para a coluna o extracto obtido em (5.3).
Lavar o baldo de fundo redondo com duas porgSes de 5-10 ml de metanol (3.2), transferindo as
mesmas para a coluna. Deixar impregnar o extracto até a superficie da resina. Lavar a coluna com 50
ml de metanol, tomando precaugdes para que o fluxo ndo exceda § ml por minuto. Rejeitar o eluido.
Eluir o metilbenzoquato com 150 ml de solugdo de 4cido metanossulfonico (3.4), recolhendo o eluido
num erlenmeyer de 250 ml.
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5.5.  Partigio liguido-liquido

Transferir para uma ampola de decantagdo de 1 litro o eluido de acordo com (5.4.2). Lavar o erlen-
meyer com 5-10 ml de metanol (3.2) que se adicionam ao contetido da ampola de decantagio.
Adicionar 300 ml de solugio de 4cido cloridrico (3.5) e 130 ml de diclorometano (3.1). Agitar durante
um minuto e esperar a separacdo das fases. Escoar a camada inferior (diclorometano) para um baldo de
fundo redondo de 500 ml. Repetir a extrac¢do da fase aquosa com duas novas porgdes de 70 ml de
diclorometano, combinando estes extractos com o primeiro, no balio de fundo redono.

Evaporar & secura o extracto de dicolorometano, no evaporador rotativo (4.2), a 40 °C, sob pressio
reduzida. Dissolver o residuo do baldo em cerca de 5 ml de metanol (3.2) e transferir quantitativa-
mente esta solugio para um baldo graduado de 10 ml. Lavar o baldo de fundo redondo com duas
novas porgdes de 1-2 ml de metanol e transferir para o baldo graduado. Completar até ao trago de
referéncia com metanol e agitar. Filtrar uma aliquota num filtro de membrana (4.6). Guardar esta
solucio para a anélise por HPLC (5.6).

56.  Andlise por HPLC

5.6.1. Pardmetros

As condigBes que se seguem sdo fornecidas a titulo indicativo, podendo ser utilizadas outras condigdes
que fornecam resultados equivalentes.

Coluna para cromatografia liquida (4.4.1)

Fase mével para HPLC: mistura metanol-dgua (3.3)
Fluxo: 1 a 1,5 mi/min

Comprimento de onda de detec¢io: 265 nm

Volume a injectar: 20 a 50 pl.

Verificar a estabilidade do sistema cromatografico mediante a injec¢do repetida da solugdo de calibra-
¢fo (3.7.3), que contém 4 pg/ml de metilbenzoquato, até obter picos com alturas (ou 4reas) e tempos
de retengdo reprodutiveis.

56.2. Curvas de calibragio

Injectar varias vezes cada solugdo de calibragdo (3.7.3) e medir a altura (ou 4rea) dos picos correspon-
dentes a cada concentragfo. Tragar uma curva de calibragio, colocando a altura (ou 4rea) média dos
picos das solugbes de calibragdo em ordenadas e as concentragBes correspondentes, expressas em
pg/ml, em abcissas.

5.6.3. Solugio de amostra
Injectar vérias vezes o extracto de amostra (5.5), utilizando 0 mesmo volume utilizado para as solugdes
de calibragdo e determinar a altura (ou drea) média dos picos correspondentes ao metilbenzoquato.

6. Calculo dos resultados

Com base na altura (ou 4rea) média dos picos de solugio de amostra relativos ao metilbenzoquato,
determinar a concentragio da mesma solugdo, expressa em pg/ml, por recurso 2 curva de calibragio
(5.6.2).

O teor de metilbenzoquato da amostra, w, expresso em mg/kg, é dado pela férmula:

x40
m
Em que:
¢ = concentragdo de metilbenzoquato da solugdo da amostra, expressa em pg/ml

m = massa da toma de ensaio, expressa em gramas.
7. Confirmacdo dos resultados

7.1.  Identidade

A identidade da substincia a analisar pode ser confirmada por co-cromatografia ou por recurso a um
detector de diodos, comparando os espectros do extracto de amostra e da solucio de calibracio (3.9.3)
que contém 10 pg/ml de metilbenzoquato.
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7.1.1.

7.1.2.

7.2.

7.3.

Co-cromatografia

Reforgar um extracto da amostra com a adi¢do de uma quantidade adequada de solugio padrio inter-
média (3.7.2). A quantidade de metilbenzoquato adicionada deve ser idéntica 4 quantidade de metil-
benzoquato presumida no extracto de amostra.

Apenas a altura do pico correspondente ao metilbenzoquato deverd exibir um aumento adequado,
tendo em conta a quantidade adicionada e a diluigdo do extracto. A largura do pico a meia altura
deverd ser igual a £ 10 % da largura original.

Detecgdo com um detector de diodos

Os resultados sdo avaliados de acordo com os seguintes critérios :

a) O comprimento de onda méximo de absorcdio do espectro da amostra e do padrdo, registado no
miaximo do pico cromatogrifico, deve ser igual com uma margem determinada pelo poder de reso-
lugdo do sistema de detecgdio. No caso de um detector de diodos, esta margem é, em geral, de + 2
nm.

b) Entre 220 e 350 nm, os espectros da amostra e do padrdo, registados no méaximo dos picos croma-
tograficos, ndo devem diferir no que respeita as zonas do espectro que apresentem uma absorvincia
relativa compreendida entre 10 % e 100 %. Este critério ¢ observado nos casos em que se encon-
trarem presentes 0s mesmos méaximos e a diferenca entre ambos os espectros ndo exceder, em caso

algum, 15 % da absorvincia da solu¢fio-padrio.

~

c) Entre 220 e 350 nm, os espectros na zona crescente, no maximo e na zona decrescente do pico
cromatogréfico da amostra ndo devem diferir uns dos outros no que respeita as regides do espectro
que apresentem uma absorvincia relativa compreendida entre 10 % € 100 %. Este critério é obser-
vado nos casos em que se encontrarem presentes oS mesmos maximos e a diferenca entre os espec-
tros ndo exceder, em caso algum, 15 % da absorvincia do espectro do maximo do pico.

Se um dos referidos critérios ndo for observado, a presenca da substincia a analisar ndo pode ser
confirmada.

Repetibilidade

A diferenga entre os resultados de duas determinagdes paralelas efectuadas com a mesma amostra ndo
deve exceder 10 % relativo ao resultado mais elevado, para teores de metilbenzoquato compreendidos
entre 4 e 20 mg/kg.

Recuperagao

A taxa de recuperacio da amostra em branco reforgada deve ser de, pelo menos, 90 %.

Resultados de um estudo de colaboragido interlaboratorial

Procedeu-se a andlise de 5 amostras por 10 laboratérios. Para cada amostra, foram efectuadas analises
em duplicado.

Resultados
Branco Farinha 1 Granulado 1 Farinha 2 Granulado 2
Media (mg/kg) nd. 4,50 4,50 8,90 8,70
S, (mg/kg) — 0,30 0,20 0,60 0,50
CV, (%) — 6,70 4,40 6,70 5,70
Sk (mg/kg) — 0,40 0,50 0,90 1,00
CVg (%) — 8,90 11,10 10,10 11,50
rec. (%) —_ 92,00 93,00 92,00 89,00

nd.: n3o detectado

S;: = desvio-padrdo da repetibilidade
CV;:
Sr:
CVgp: = coeficiente de variacdo da reprodutibilidade

coeficiente de variagdo da repetibilidade

desvio-padrdo da reprodutibilidade
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