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PRESIDENCIA DO CONSELHO DE MINISTROS
E MINISTERIOS DO PLANEAMENTO
E DA ADMINISTRAGAOC DO TERRITORIO
E DA INDUSTRIA E ENERGIA

Portaria n.° 811/89
de 14 de Setembro

Manda o Governo, pelos Ministros do Planeamento
e da Administragdo do Territdrio, da Industria e Ener-
gia e Adjunto e da Juventude, nos termos do n.° 5 do
artigo 25.° do Decreto-Lei an.® 303/83, de 28 de Ju-
nho, na redac¢do que lhe foi dada pelo artigo 1.° do
Decreto-Lei n.° 266/89, de 18 de Agosto, o seguinte:

1.° A presente portaria aplica-se & publicidade a
venda de veiculos automdveis novos ligeiros de passa-
geiros difundida através da radio e da televisdo.

2.° Os encargos anuais inerentes ao veiculo a consi-
derar na respectiva publicidade sdo:

a) Consumo de combustivel;

b) Seguro obrigatdrio de responsabilidade civil au-
tomovel;

¢) Impostos.

3.° Tais encargos serdao calculados tendo por base
15 000 km percorridos por ano de utilizagdo do veiculo
€ 0s pregos vigentes numa data compreendida nos seis
meses anteriores ao inicio da difusdo da campanha.

4.° Para efeitos da alinea @) do n.® 2.° ter-se-4 em
conta a média dos valores de consumo constantes da
«Ficha de recepcdo CEE» do veiculo a publicitar, a
quilometragem prevista no nimero anterior e os pre-
¢os dos combustiveis.

5.° Para efeitos da alinea b) do n.° 2.°, o montante
dos encargos a indicar serd o que o Instituto de Segu-
ros de Portugal vier a definir, a pedido dos interessa-
dos, como valor médio dos prémios praticados pelas
companhias seguradoras para aquele tipo de veiculo.

6.° Para efeitos da alinea ¢) do n.° 2.°, ter-se-do em
conta o imposto sobre veiculos e os impostos de com-
pensacdo e especial sobre veiculos, se aplicaveis.

7.° A informagdo sobre oOs encargos previstos no
n.° 2.° poderd fazer-se de forma agregada, através da
men¢do de um quantitativo global.

8.° Tal informacgdo deverad conter referéncia expressa
de que o valor ou valores indicados respeitam a

15 000 km por ano de utilizagdo e ainda menc¢do do
més e ano a que se reportam os pregos utilizados no
célculo.

9.° Sempre que a mensagem publicitaria tenha por
objecto diferentes modelos ou versdes de veiculos au-
tomoveis ligeiros de passageiros, devera a informagao
sobre os encargos indicar os valores minimos e méxi-
mos aplicaveis.

Presidéncia do Conselho de Ministros e Ministérios
do Planeamento e da Administragdo do Territdrio e da
Industria e Energia.

Assinada em 1 de Setembro de 1989,

Pelo Ministro do Planeamento e da Administragdo
do Territdrio, José Macdrio Correia, Secretario de Es-
tado do Ambiente e dos Recursos Naturais. — Pelo
Ministro da Indistria e Energia, Nuno Manuel Franco
Ribeiro da Silva, Secretario de Estado da Energia. —
Pelo Ministro Adjunto e da Juventude, Albino Aze-
vedo Soares, Secretirio de Estado Adjunto do Minis-
tro Adjunto e da Juventude.

Portaria n.° 812/89
de 14 de Setembro

Manda o Governo, pelos Ministros do Planeamento
e da Administracdo do Territério, da Industria e Ener-
gia e Adjunto e da Juventude, nos termos do n.° 5§ do
artigo 25.° do Decreto-Lei n.° 303/83, de 28 de Ju-
nho, na redacgdo que lhe foi dada pelo artigo 1.° do
Decreto-Lei n.° 266/89, de 18 de Agosto, o seguinte:

1.° A presente portaria aplica-se & publicidade a
venda de veiculos automdveis novos ligeiros de passa-
geiros difundida através da imprensa, cartazes ou qual-
quer outra forma escrita. :

2.° Os encargos anuais inerentes ao veiculo a consi-
derar na respectiva publicidade sdo:

a) Consumo de combustivel;

b) Seguro obrigatério de responsabilidade civil au-
tomoével;

¢) Impostos.

3.° Tais encargos serdo calculados tendo por base
15 000 km percorridos por ano de utilizagdo do veiculo
€ 0s pregos vigentes numa data compreendida nos seis
meses anteriores ao inicio da difusdo da companha.
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4.° Para efeitos da alinea g) do n.° 2.° ter-se-d em
conta a média dos valores de consumo constantes da
«Ficha de recep¢do CEE» do veiculo a publicitar, a
quilometragem prevista no nimero anterior e os pre-
¢os dos combustiveis.

5.° Para efeitos da alinea b) do n.° 2.°, o montante
dos encargos a indicar serd o que o Instituto de Segu-
ros de Portugal vier a definir a pedido dos interessa-
dos como valor médio dos prémios praticados pelas
companhias seguradoras para aquele tipo de veiculo.

6.° Para efeitos da alinea ¢) do n.° 2.°, ter-se-d0 em
conta o imposto sobre veiculos e os impostos de com-
pensagdo e especial sobre veiculos, se aplicdveis.

7.° A taxa anual efectiva dos encargos financeiros
globais devera ser calculada de acordo com a seguinte
férmula:

n A
S =y &
t
k=1 (1+i)

em que:

S — montante do crédito;

Ay — montante de cada pagamento efectuado;
ty — numero de anos de vida do crédito (ndo ¢
necessariamente um numero inteiro);

i — taxa anual efectiva;
n — numero de pagamentos.

8.° A informagdo obrigatdria prevista na presente
portaria devera apresentar de forma discriminada cada
um dos encargos e seus quantitativos, indicacdo do més
€ ano a que se reportam os pregos utilizados no res-
pectivo célculo e a mengdo de que tais encargos se re-
ferem a 15 000 km percorridos por ano de utilizagdo.

9.° Sempre que a mensagem publicitdria tenha por
objecto diferentes modelos ou versdes de veiculos au-
tomoveis ligeiros de passageiros, deverd a informagdo
sobre os encargos indicar os valores minimos e maxi-
mos aplicéveis.

Presidéncia do Conselho de Ministros e Ministérios
do Planeamento e da Administragdo do Territério e da
Indistria e Energia.

Assinada em 1 de Setembro de 1989.

Pelo Ministro do Planeamento e da Administracdo
do Territério, José Macdrio Correia, Secretario de Es-
tado do Ambiente e dos Recursos Naturais. — Pelo
Ministro da Industria e Energia, Nuno Manuel Franco
Ribeiro da Silva, Secretdrio de Estado da Energia. —
Pelo Ministro Adjunto e da Juventude, Albino Aze-
vedo Soares, Secretdrio de Estado Adjunto do Minis-
tro Adjunto e da Juventude.

MINISTERIOS DAS FINANGAS E DA AGRICULTURA,
PESCAS E ALIMENTAGAO

Portaria n.° 813/89
de 14 de Setembro

Considerando que o técnico superior de 1.* classe da
carreira de engenheiro José Nunes Martins Pedro,
oriundo do quadro de efectivos interdepartamentais
(QEI), satisfaz o preceituado no artigo 9.° do Decreto-

-Lei n.° 43/84, de 3 de Fevereiro, por prestar servico,
hd mais de um ano, como excedente no Instituto Na-
cional de Investigacdo Agrdria (INIA);

Considerando a necessidade premente de ndo se in-
terromperem os projectos da responsabilidade daquele
técnico — «Introdugdo e promogdo de fruteiras tropi-
cais e subtropicais» e «Introdugdo e promogido de jo-
joba e cuphea»:

Ao abrigo da alinea b) do n.° 1 do artigo 9.° do
Decreto-Lei n.° 43/84, de 3 de Fevereiro:

Manda o Governo, pelos Ministros das Finangas e
da Agricultura, Pescas e Alimentacdo, que seja alar-
gado o quadro do Instituto Nacional de Investigacdo
Agrdria com mais um lugar de técnico superior princi-
pal da carreira de engenheiro, que serd extinto quando
vagar.

Ministérios das Finangas e da Agricultura, Pescas e
Alimentagéo.

Assinada em 17 de Agosto de 1989.

Pelo Ministro das Finangas, Rui Carlos Alvarez
Carp, Secretdrio de Estado do Or¢amento. — Pelo Mi-
nistro da Agricultura, Pescas e Alimentacdo, Alvaro
dos Santos Amaro, Secretario de Estado da Agricul-
tura.

MINISTERIOS DAS FINANGAS, DA AGRICULTURA,
PESCAS E ALIMENTAGAO E DO COMERCIO E TURISMO

Portaria n.° 814/89
de 14 de Setembro

Tendo em conta a faculdade legal de atribuigdo de
restituigbes a exportagio aos produtos abrangidos pela
Organizagdo Nacional do Mercado para o sector das
frutas e produtos horticolas frescos;

Considerando que o montante da restituicdo a con-
ceder s exportagdes para a Comunidade ndo pode ex-
ceder a diferenca de pregos verificados em Portugal e
na Comunidade, conforme o estipulado no artigo 271.°
do Acto de Adesao;

Considerando que o montante da restituicdo a con-
ceder as exportagdes para paises terceiros deve ser li-
mitado ao estritamento necessario para assegurar o €s-
coamento do produto em causa no mercado de destino,
conforme o estipulado no n.° 2 do artigo 283.° do
Acto de Adesdo;

Considerando ainda que a fixagdo destas restituicdes
esta sujeita a consultas prévias no dmbito do Comité
de Gestdo instituido pela Organizacdo Comum de Mer-
cado do sector em causa, nos termos do artigo 276.°
e do n.° 2 do artigo 283.° do Acto de Adesdo:

Ouvidos os Governos das RegiGes Auténomas dos
Agores e da Madeira:

Manda o Governo, pelos Ministros das Finangas, da
Agricultura, Pescas e Alimentagdo e do Comércio € Tu-
rismo, ao abrigo do n.° 13 do artigo 15.° do Decreto-
-Lei n.° 519/85, de 31 de Dezembro, o seguinte:

1.° A presente portaria estabelece as regras relativas
a fixagdo e atribuigdo de restituigdes & exportagdo para
os produtos visados no artigo 1.° do Decreto-Lei
n.° 519/85, de 31 de Dezembro.
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2.° As restituigbes s3o fixadas tomando em conside-
racdo os elementos seguintes:

a) A situagdo e as perspectivas de evolugio:

1) No mercado nacional, dos pregos dos pro-
dutos do sector horto-fruticola;

2) No mercado comunitario ¢ mundial, dos
precos dos produtos do sector horto-
-fruticola;

b) O interesse em evitar perturbagdes susceptiveis
de provocar um desequilibrio prolongado entre
a oferta e a procura no mercado portugués;

¢) O impacte econémico da exportagdo em
questao.

3.° Para o cdlculo da restitui¢do ter-se-4 em conta a
diferenca dos pregos dos produtos do sector horto-
-fruticola nos mercados nacional, comunitdrio e mundial.

4.° As restituigdes a exportagdo podem ser diferen-
ciadas consoante os paises de destino, ndo podendo,
quando destinadas ao mercado comunitério, exceder a
diferenga de pregos praticados no mercado nacional e
naquele mercado.

5.2 Os produtos para os quais é fixada uma restitui-
¢d0 A exportagdo e os respectivos montantes constario
de uma lista aprovada por despacho conjunto dos Mi-
nistros das Finangas, da Agricultura, Pescas ¢ Alimen-
tacdo € do Comércio e Turismo, sempre que as condi-
¢des de mercado o exijam.

6.° O montante da restituigdo aplicdvel é o que esti-
ver em vigor no dia da exportagio.

7.° O montante da restitui¢do é pago pelo INGA —
Instituto Nacional de Interven¢do ¢ Garantia Agricola
ao interessado, a seu pedido, mediante a apresentagio
de documentos visados pelas entidades competentes,
comprovativos de que os produtos foram exportados,
sdo de origem portuguesa, respeitam as normas de qua-
lidade e ainda que atingiram o pais de destino.

8.° Esta portaria entra em vigor no dia seguinte ao
da sua publicagdo.

Ministérios das Finangas, da Agricultura, Pescas e
Alimentag¢do ¢ do Comércio ¢ Turismo.

Assinada em 6 de Setembro de 1989.

O Ministro das Finangas, Migue! José Ribeiro Cadi-
lhe. — O Ministro da Agricultura, Pescas ¢ Alimenta-
¢do, Alvaro Roque de Pinho Bissaia Barreto. — Pelo
Ministro do Comércio e Turismo, Jorge Manuel Men-
des Antas, Secretirio de Estado do Comércio Interno.

Despacho Normativo n.° 90/89

1 — Nos termos do disposto no n.° 5.° da Portaria
n.° 814/89, de 14 de Setembro, os produtos da Orga-
nizagdo Nacional do Mercado para o sector das frutas
e produtos horticolas frescos aos quais serd concedida
uma restituicdo & exportagdo e respectivos montantes
sdo os seguintes:

Posiclio pautal Designagdo a pEi?etsint:gg:iros
0808 10 91

a Magas.................... 8$50/kg
0808 10 99

Posigdo pautal Designacio a pz:z‘sin':?:;ms
0808 20 31

a Peras .................... 128/kg
0808 20 39

2 — Para beneficiarem das restitui¢des a exportagdo
indicadas no numero anterior os exportadores deverdo
observar os procedimentos instituidos pela Portaria
n.° 814/89, de 14 de Setembro.

3 — O presente despacho normativo entra em vigor
no dia imediato ao da sua publicagio.

Ministérios das Financgas, da Agricultura, Pescas e
Alimenta¢do ¢ do Comércio e Turismo, 6 de Setem-
bro de 1989. — O Ministro das Finangas, Miguel José
Ribeiro Cadilhe. — O Ministro da Agricultura, Pescas
e Alimentagdo, Alvaro Roque de Pinho Bissaia Bar-
reto. — Pelo Ministro do Comeércio e Turismo, Jorge
Manuel Mendes Antas, Secretario de Estado do Comér-
cio Interno.

MINISTERIO DA AGRICULTURA,
PESCAS E ALIMENTAGAO

Portarla n.° 815/89
de 14 de Setembro

Considerando que nos termos do disposto nas Re-
solugdes do Conselho de Ministros n.*® 79/86, de 20
de Novembro, e 82/86, de 24 de Novembro, e na Por-
taria n.° 424/87, de 21 de Maio, os armazéns e infra-
-estruturas de apoio & comercializagdo de produtos agri-
colas na titularidade da ex-Junta Nacional das Frutas
serdo doados as cooperativas agricolas, alterando-se, as-
sim, substancialmente a dinidmica intervencionista do
Estado neste sector de actividade;

Considerando, ainda, a necessidade de implementar
as medidas de politica de incentivo ¢ apoio a produ-
¢do agricola:

Nos termos do disposto na alinea d) do artigo 202.°
da Constitui¢do:

Manda o Governo, pelo Ministro da Agricultura,
Pescas e Alimentagdo, que seja revogada a Portaria
n.° 17 433, de 18 de Novembro de 1959.

Ministério da Agricultura, Pescas e Alimentagio.
Assinada em 1 de Setembro de 1989.

Pelo Ministro da Agricultura, Pescas e Alimentacéio,
Lufs Gonzaga de Sousa Morais Cardoso, Secretario de
Estado da Alimentagdo.

Portaria n.° 816/89
de 14 de Setembro

O Regulamento de Comercializagdo e Utilizacdo de
Aditivos nos Alimentos para Animais, aprovado pelo
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Decreto-Lei n.° 50/84, de 8 de Fevereiro, estabeleceu
nos anexos I e II, depois substituidos pela Portaria
n.° 521/86, de 13 de Setembro, quais os aditivos ad-
mitidos nos alimentos para animais ¢ as doses em que
podem ser utilizados.

Com a publicagdo da presente portaria sdo fixados
os métodos de andlise a utilizar no controlo oficial da-
queles alimentos, que correspondem na integra ao es-
tabelecido pelas directivas comunitdrias relativas a esta
matéria.

Assim:

Ao abrigo do disposto no artigo 10.° do Regula-
mento de Comercializagdo e Utilizagdo de Aditivos nos
Alimentos para Animais, aprovado pelo Decreto-Lei
n.° 50/84, de 8 de Fevereiro:

Manda o Governo, pelo Ministro da Agricultura,
Pescas e Alimentagdo, que os métodos de andlise para
o controlo oficial dos alimentos para animais, ainda
ndo contidos em normas portuguesas, sejam os fixa-
dos em anexo A presente portaria.

Ministério da Agricultura, Pescas e Alimentagéo.
Assinada em 14 de Agosto de 1989.

Pelo Ministro da Agricultura, Pescas e Alimentagao,
Luis Gonzaga de Sousa Morais Cardoso, Secretario de
Estado da Alimentacao.

DOSAGEM DA AYOPARCINA POR DIFUSAO EM GELOSE

1 OBJECTO E DOMINIO DE APLICAGAO

O método permite dosear a avoparcina aos € nas p O limite inferior da dosa-
gem ¢ de 2 mg/kg (2 ppm). A presenga de antibibticos com polie pode intecferic na d,

2 PRINCIPIO

A amostra é submetida 2 uma extracglo por uma mistura acetona/dgua/icida cloridrico. A aciuvi-
dade anubidtica do extrato & determinada por medida da difusio da avoparcina num meio gelo-
sado, semeado com Bacillus subtilis. A difusio revela-se auravés da formagdo de zonas de inibigdo de
microorganismos. O didmetro destas zonas & considerado como sendo directamente proporcional 20
logacitmo da concentragio em antibidtico para a gama das concentragdes utilizadas.

3 MICROORGANISMO: BACILLUS SUBTILIS ATCC 6633 (NCIB 8054)

3 Manuteagio da esticpe

Semear 0 meio de cultura (4.1), em tubos inclinados, com Bacillus smbtilis. lacubar durante uma
noite 2 30 *C, conservar no frigorifico a cerca de 4 *C ¢ renovar mensalmente a sementeia.

3.2, Preparagio da suspensdo de esporos (')

Recother os germens dum tubo de gelose (3.1), de preparagdo recente, com a ajuda de 2 2 3 m! de
sgua esterilizada. Semear com esta suspensio 300 mi do meio de cultura (4.1) num frasco de Roux
¢ incubar durante trds a cinco dias a 38 *C. Depois de ter c lado a esporolagic ao mi pic
recolher os esporos em 15 m! de etanol (4.2) ¢ homogencizar. Esta suspensio pode ser conservada,
durante pelo menos cinco meses, a cerca de 4 °C.

4 MEIO DE CULTURA REAGENTES

41, Mucio de manutenglo da estirpe ()
Peprona 80¢g
Triptona 40g
Extracio de levedura 30g
Extracto de carne 1L5g
Glucose 1L,0g
Gelose 1508
Agua 1000 ml

pH 6,5 (apds esterilizagio)
42, Edanol a 20 % (v/v): diluir 200 ml de &tanol em 8OO mi de dgua.

4.3, Acido cloridico, d: 1,18-1,19.

(') Podem ser utilizados outros métados, desde que seja provado que produzem as suspensdes de esporo andlogos.
(') Pode ser utilizado quabquer meio de culura comercial de composi3a andloga ¢ que dé os mesmos resuluados,

51

6.1

6.2

7.1

Soluglo 2 M de hidréxido de sodio.

Tampio fosfate 0,1 M
dihvdrogenoflosfato de potissio, KH,PO,: 13,6 g
4gua ad 1 000 ml

ajusiaro pH a 4,5,
Mistura acetona/sguaicido cloridico (4.3): 65/32,5/2,5 (v/¥/v).

Substancia padrio: sulfato de avoparcina de actividade conhecida.

SOLUGOES-PADRAC

Dissolver uma quantidade com o peso preciso de cerca de 10 mg de subsuincia padrio (4.7) no
tampao fosfato ¢ diluir com esse tampio para obter uma solugio mae de avoparcina de 100 pg/ml.
Esta solugdo, conservada num {rasco tapado a 4 °C, ¢ estdvel durante sete dias.

Para as premisturas

Preparar a partic desta solugdo ¢ auavés de diluigoes sucessiveis, com a ajuda do tamplo fosfato
(4,5) as solugdes seguintes:

Sy 4 ug/ml
S, 2 pg/mi
S, 1 ug/mi
S, 0,5 ug/m!

Para os alimentos

Preparar a partir desta solugao e awravés de diluigBes sucessivas, com a ajuda do tamplo fosfato
(4.5) as solugdes seguintes:

Sy 2 pg/mi
S, 1.0 pg/ml
S, 05 pg/ml
S, 0,25 pg/ml

PREPARAGAQ DO EXTRACTO E DAS SOLUGOES

Premisturas

De cerca de 10 mg, pesar uma quantidade de amostra que conteha de 10 a 100 mg de avoparcina,
passar para um bal2o graduado de 100 mi, juntar 60 mi da mistura {4.6) ¢ agitar durante 15 minutos
num agitador mecinico. Verificar o pH ¢ ajusti-lo a 2, se necessirio com o scido cloridico (4.3).
Completar o volume com a mistura (4.6) ¢ homogeneizar. Filrar uma porglo com um papel filiro
apropriado {por ex. Whatman a2 1) ¢ climinar os § primeiros m! do filtrado. Retirar uma panc
aliquota ¢ ajustar o pH 2 4,5 com auxilio da soluglo de hidréxido de sédio (4.4). Diluir esta
solugio com o tamplo fosfato para obter uma concentraglo presumida de avoparcina de 4 ug/ml)

(= Uy

Preparar a parir desta solugio ¢ awravés de diluigbes sucessivas (I + 1) com auxilio do tamplo
fosfato a3 solugbes U, (concentragio presumida: 2 ug/ml), U, (concentragio presumida: 1 pg/mi) ¢
U, (conceriragio presumida: 0,5 pg/ml).

Alimentos

Pesar uma quanidade de 50,0 g de amostra, adicionar 100 ml da mistura (4.6) e agitar durante
30 minutos num agitador mecinico. Clarificar o extracto por centrifugagdo (em tubos rolhados),
retirar uma parte aliquota do extracto limpido (cf. quadro seguinte) ¢ ajustar o pH 2 ¢,5 com o
auxilio da soluglo de hidréxido de sédio (4.4). Diluir esta soluggio com tampsio fosfato (4.5) para
obter a solugao U, (cf. quadro seguinte).

Preparar, a pantir desta solugdo e por diluiydes sucessivas (I + 1) com o auxilio do tampio fosfato
(4.5), as solugdes U, (concentragdo presumidas 1,0 pug/mi), U, (coacentrago presumida: 0,5 pg/mi)
¢ U, (concentragio presumida- C,25 pg/ml)

Tear presumido de avoparcina (mg/kg) B 75 10 15 20| 4
Peso da amostra em g (£ 0,1 g) 50 50 50 50 50 | s0
Volume da mistura (4,6) (ml) 190 100 100 100 100 | 100
Volume do extracto limpido (mi) 20 is 20 Is 20 10
Votume final ymiy. Uy 25 25 50 50 100 | 100
Concenteaydo presumida Uy em pg/ml 2 | cercade2 2| cercade 2| 2

MOUALIDADES DA DOSAGEM

{noculayie do meio de cultura

Semear a 50-60 °C o meio de base da dosagem (4.1), com a suspensio de esporos (3.2). Atavés de
ensaios preliminares, em placas com o meio (4.1), determinar a quantidade de indculo que permita
obter, pars as diferentes conceatragdes de avoparcina, zonas de inibigao o extensas quanto pos-
sivel € que sejam ainda nindas

Peeparagio das caixas

A difusio em gelose efectua-se em caixas com as quatro concentragdes da soluglo padrio (5,, Sa
S, S,) € as quatro concentragdes do extracte (Uy, Uy, Uy, U,). Cada caixa deve necessariamente
receber as quatro concentragdes do padrdo e do extracto. Para esse efeito, escolher a dimensio das
caixas de forma a que possam ser escavadas no meio gelosado, pelo menos, oite cavidades com 10 2
13 mm de didmetro, cujos centros nic distem menos de 30 mm. Podem uulizar-se como caixas,
phacas de vidro planas com um aro de aluminio sobreposto ou de matéria plisuca com 200 mm de
dismetro ¢ 20 mm de alwra.

Introduzir nas caixas uma quanudade do meio (4.1) semeado como se indica em 7.1, que permica
obter uma camada de cerca de 2 mm de espessura (60 ml para uma caixa de 200 mm de didmetro).
Deixar solidificar, fazer as cavidades e depositar nelas os volumes, exactamente medidos, das solu-
¢oes do padrao ¢ do exteacto (0,10 a 0,15 ml por cavidade conforme o diametro). Fazer, pelo
menos, quatro repeugdes de cada conceatragio de modo que cada determinaglo seja objecto de
uma avaliaglo de 32 zonas de inibig3o
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Incubago

Incubar as caixas durante 16 a 18 hocas 2 30 °C.

AVALIAGAO

Medir o didmetro das zonas de inibigdo com cerca de 0,1 mm. Para cada concentraglo, registar os
valores médios em papel il itmi ilizando os log;: das concentragdes como ocdena-
das ¢ os didmetros das zonas de inibiglo como abeissas. Tragar a3 rectas que melhos se ajustem para
a solugdo-padrio e para o extracto a0 proceder, por exemplo, como se segue.

Determinar o ponto mais adequado do aivel mais baixo da soluglo padrio (SL) com o auxilic da
seguinte formula

7!S + 45+ 5,—15
’ 10

(3} SL =
Determinar o ponto mais adequado ao nivel mais clevado da soluglo padrio (SH) com o auxilio da
seguinie [érmula:

7Sy + 45, 45,28

(bySH - b - Tt
10

Detecminar da mesma maneira 0s pontos mais adequados do extracto para o nivel mais baixo (UL)
¢ o nivel mais elevado {UH) substituindo S, S,, S, ¢ S, nas formulas acima mencionadas por U, U,
Uce U,
Inscrever no mesmo grifico os valores SL e SH. Ao juntar os dois pontos obtém-se a recta que
melbor se ajusta 3 solugdo padrio. Procedendo da mesma forma para UL ¢ UM obitm-se a recta
que methor se ajusta a0 extracto.

Na auséncia de qualquer interferdncia, as rectas deveriam ser paralelas. Na pratica, consideram-se
como paralelas desde que (SH-SL) ¢ (UH-UL) n3o de afastem mais de 10 % da sua média.

Se as rectas nlo sio paralelas pode-se eliminar ou U, £ §,, ou Uy ¢ $;. Os valores $L, SH, UL ¢ UH
que permitem obter as rectas que melhor se ajustam, sdo calculados com o auxflio das scguintes
formutas

. 25, - 5 2 -5
(a) SL = S_Z_L;Si_g' ou _ﬁ%'__l
&) SH = 55.+ZS‘AS o 53!"’25‘_5'

¢ de formulas antlogas para UL ¢ UH. A utilizagio desta alternativa deve, sgualmente, ser objecio
de uma verificaglo quanto ao paraiclismo das das rectas, como se indica mais acima. A cblenglo de
um resultade proveniente de trés niveis, deverd ser mencionado no boletim de anilise.

Quando as rectas 1do consideradas como paralelas, calcular o lugariimo da actividade relativa {log. A}
pot uma das seguintes férmulas:

Para quairo niveis

(U + U, + U + Uy -5, ~5,-5,—5,) x 0,602

(o) log. A = U, + Uy + S, +5,—U, —U, =5, =5,

Fara trés niveis

(U, + U, + U, -5
Ce+ S,

S, — S x 0,401
I"Si

(d) Log. A =

ou

(U; + Uy + Ug =S, —5,—$,) x 0,401
Uy + S4~U, =5,

(d) Log. A =

Actividade real = acuvidade presumida x actvidade celauiva.

Se¢ a acuvidade relauva se encontrar fora da gama dos valores compreendidos entee 0,5 ¢ 2,0, repe-
ur a determinagio procedendo 205 aj 3\ dos das concentragdes do extracio ou, even-
tualmente, das solugdes-padrio. Quando essa actividade nlo possa ser levada 2 gama dos valores
requendos, o resultado deve d como do e essa indicagio deverd ser reginada

no boletim de aniise.

P

Quando as rectas sdo consideradas como ndo paralelas, repetir a dewerminaglo. Se ndo se atingir o pa-
ralelismo, a determinaglo deverd ser iderada como ndo satisfatoni

REPETITIVIDADE

A diferenca entre o8 resultados de duas determinagdes efectuadas na mesma amostra, pelo mesmo
analista, ndo devera ultrapassar:

— 2mg/kg, em valor absoluto, para os teores de avoparcina de 2 a 10 mg/kg,
— 20 % do resuliado mais elevado para os teores de 10 2 25 mg/kg,
— 5 mg/kg, em valor absoluto, para os teores de 25 a SO mg/kg,

— 10 % do resuliado mais elevado para os teores superiores a 50 mp/kg.

DOSAGEM DA MONENSINA-SODIO — POR DIFUSAQ EM GELOSE

OBJECTO E DOMINIO DE APLICAGAO

O méwodo permite dosear 2 sédio acs al O limite inferior da

dosagem ¢ de 10 mg/kg (10 ppm) {*).

e nas pr

PRINCIPIO

A amostra ¢ submetida 2 uma extracglio por metanol 2 90 %. O extracto ¢ submenido a tratamentos
adequados segundo o teor em monensina-1dio da amostra. A sua activicade anubideica ¢ determi-
nada pela medida da difuslo da ina-s8dio num meio d do com Bacillus subti-
fir. A difusio revela-se pela formagio de zonas de inibiglo do microocganismo. O didmetro desias
zonas & considerado como seado directamente proporcional 30 logardtmo da conceniragio em ant-
bidtico para a gama das concentragdes utilizadas. A sensibilidade deste p & reduzida na
presenga de i0es de s6dio.

(') 1 mg de monensina s6dio cquivale a 1 000 unidades UK»

32

4.1

4.2

5.2

5.3.

MICRORGANISMO: BACILLUS SUBTILIS ATCC 6633 (NCIB 8054)

Manuteaglo da estirpe

Semear o meio de cultura (4.1), em twbos inclinados, com Bacithes subtilis. Incubar durante uma
noite & 30 °C, conservar no frigorifico a cerca de 4 *C ¢ renovar mensalmente a sementeica.

Preparagio da suspensio de esporos (1)

Recolher o3 germens num wbo de gelose (3.1), de preparagio recente, com s ajuda de 2 1 3 m! de
dgua esterilizada. Semear com esta suspensdo 300 ml do meio de cultura {4.1) num frasco de Roux
€ incubar durante trds » cinco dias 2 30 *C. Depois de ter controlado 1 esporolagio ao microscépio,

recother 03 esporos em 15 mi de etanol (4.3) ¢ homogencizar. Esta suspensio pode ser conservada,
durante pelo menos cinco meses, a cerca de 4 *C.

MEIO DE CULTURA E REAGENTES

Meio de manutengio da estirpe (°)

Triptona 10,0g
Extracto de levedura 30
Exteacto de came 1,5z
Glucose 1,0g
Gelose (segundo a quantidade) 10,02200¢g
Agua 1000 ml

pH 6,5 (apés eseerilizagio)

Meio de basc da dosagem

Glucose 100g
Extracto de levedura 25¢g
Hidrogenofosfato de potdssio, K,HPO, 0,698
Dihidrogenofosfato de pousssio, KH,PO, 0,45¢

Gelose (segundo a quantidade) 100s200¢g
Agua 1000 mi
pH 6,0 (apos esterilizagio).

Ewno! a 20 % (v/v): diluir 200 m! de etanol cm 800 mi de agua.

Metanel, anidro.

Meunol a 90 % (v/v): diluir 900 ml de metanol (4.4) em 100 mi de 4gua,

Metanol a 50 % (v/v): diluir 500 ml de metanol (4.4) em 500 mi de sgua.

Oxido de aluminio granulado {Alcoa F, 20 mesh: Activated Aluminia UG1: F. Lancester and Co.,
ou equivalenie).

hecid, d

Sustincia-patrio: monensina sédio de actividade disp 1, no Interna-
uonal Laboratory for Biological Standards, Cenural Vewerinary Laboraory, Weybridge, Surrey
KT15 INB, Gra-Bretanha). °

APARELHAGEM

Aparelho rotativo para evaporaglo no vicuo, com balso de fundo redondo de 250 ml.

Tubo de vidra para cromatografia com 25 mm de didmetro interno ¢ 400 mm de comprimento, com
abertura afilada, com 2 mm de dismeiro, numa exwremidade.

Tubo de vidro para cromatografia com 11 mm de dismetro ¢ aproximadameate, 300 mm de com-
primento, com uma aberwura afilada, com 2 mm de didmetro, numa extremidade.

SOLUGOES PADRAO

Dissolver uma quantidade de peso exacto da substhncia padrio (4.8) no metanol (4.4) e diluir para
obter uma solugio mie de monensio de s6dio de 800 pg. Esta solughio conservada, em frasco
rolhado, a 4 *C, & estdvel durante duas semanas.

Preparar, a partir desta solugo ¢ por diluigdes sucessivas com o auxilio do metanol a 50 % {4.6) as
seguintes solugdes:

S, 8pg/mi
S, 4pug/ml
S, 2ug/mi
S, 1pg/ml

PREPARAGCAO DO EXTRACTO
Extracglo

Pré.misturas

Pesar uma quanudade de amosura de 2,0 g adicionar 100 ml de metanol 3 90 % (4.5), homoge-
neizas ¢ cenwrifugar a seguir, durante alguns minutos. Diluir a soluglo sobrenadante com metanol a
5C % (4.6) para obter uma ida de io de sédio de 8 pg/mi (= U,

. Alimentos cwjo teor de monensio sodio ndo ¢ inferior 4 50 ppm

Pesar uma quantidade de amosira de 10,0 1 20,0 g, adicionar 100 m! de mewnol 2 90 % (4.5),
homogeneizar durante 15 minutos ¢ deixar repousar.

lniroduzir um tamplo de algodio na abertura afilada do wbo de vidro (5.2), adicionar éxido de
lumini dindo ligei o wbo, s1¢ que a coluna atinja de 75 2 80 mm de altura.

Decantar o extracio para a coluna de 6xido de aluminio ¢ recolher o filirado. Diluir 30 ml do fil-
trado em 50 ml de dgua. Em seguida difuir com mewanol a 50 % (4.6) para obier uma concenwragio
presumida de monensio sédio de B ug/mi (= Uy,).

(") Poder2o ser utilizados ourros mésodoy desde que seja provado que produzem suspensbes de esporos anslogos
() Pode ser utilizado qualquer meio de cutura comercial de composigio ansloga e que dé os mesmos resuttados.
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Alimentos cujo teor de monensio sédio é inferior & 30 ppm (até aa limite de 10 ppm)

Pesac uma quantidade de amostra de 10,0 a 20,0 g, adicionar 100 ml de metanol a 90 % {4.5) ¢
homogeneizar durante 15 minutos. Centnifugar para obter um extracto limpido.

Recolher 40 m! de liquido sobrenadante para uma amostra cujo teor de monensio sédio seja de
20 ppm. 50 ml para uma amostra cujo teor s¢ja de 10 ppm. Evaporar a seco no vicuo, no aparelho
rotative, (5.1) a uma temperatura que n3o ultrapasse 40 *C. Dissolver o residuo em 10 mi de meta-
nol a 96 % (4.5)

Introduzir um tampio de algodlo na abenura afilada do tbo de vidro (5.3), adicionar éxide de
aluminio (4.7) sacud:nda ligeiramente o tubo, até que a coluna atinja 75 2 80 mm de alutra.

Decantar a soluglo metansdlica do residuo sobre a coluna de 6xido de aluminio ¢ recolher o fil-
wado. Lavar a coluna com 10 ml de metanol a 90 % (4.5) ¢ adicionar a lavagem ao filtrado

Fvaporar a soluglo 3 seco no vicuo no aparelho rotativo (5.1) a uma temperatura inferior 2 40 °C
Dussoiver o residuo em 10 ml de metancl anidro (4.4) ¢ completar acé 20 ml com dgua. Centrifugar
24200 r/m pelo menos durante 5 minutos no minimo. Diluir em seguida com metanol a 50 % (4.6)
para obter uma concentraglo presumida de monensio s6dio de B pg/ml (= Uy).

Soluydes do extracto

Preparar 2 pantic da soluglo U, e, por difuigdes sucessivas (1 + 1), com o auxilio de metanol a
3% (4.6) as solugdes U, (concentragio presumida: 4 pg/ml), U, (concemragio presumida:
2 ug/mlj e U, (concentraglo presumida: 1 pg/mt).

MODALIDADES DA DOSAGEM

Inoculagio do meio de cultura

Semear 2 $0-60 °C 0 meio de base da dosagem (4.2) com a suspensio dc esporos (3 2). Através de
ensa.0s prehiminares, em placas com o meio (4.2), deteeminar & quantidade de indculo que permita
obter, para as difecentes concentragdes de monensio sédio, zonas de inibigio tho extensas quanto
possivel ¢ que scjam ainda nitidas

Preparagdo das caixas

A difusio em gelose efectua-se em caixas com as quatro concentragdes da solugo padrio (5, S.,
S, S,) £ a8 quatro concentragdes do extracto (Uy, U, U, U,). Cada caixa deve necessariamente re-
ceber as quatro concentragdes do padrio ¢ do extracio. Para esse efeito, escolher 2 dimensio das
caixas de forma a que possam ser escavadas no meio gelosado, pelo menos, oito cavidades com 10 a
13 mm de didmetro, cujos centros nlo distem menos de 30 mm. Podem utilizac-se como caixas, pla-
cas de vidro planas com um aro de aluminio sobreposto ou de maiéria plistica com 200 mm de dia-
metro ¢ 20 mm de altura

Insoduzir nas caixas uma gi idade do meio (4.1) do como s¢ indica em 7.1, que permita
obter uma camada de cerca de 2 mm de espessura (60 mi para uma caixa de 200 mm de didmetro).
Dewar solidificar, fazer a3 cavidades ¢ depasitar aclas os volumes, exactameate medidos, das solu-
¢aes do padrio ¢ do extracio (C,10 2 0,15 mi por cavidade conforme o dismetro). Fazer, pelo me-
nos, quatco repeugdes de cada conceatragdo de modo que cada dewerminagio seja objecto de uma
avaliagho de 32 zonas de inibig3o

lncubayso

Ircubar as caixas durante 16 a 18 horasa 36 °C.

AVALIACAO

Medic 0 didmetro das zonas de inibiglo com cerca de 0,1 mm. Para cada concentraglo, registar o3
valores médios em papel semilogaritmico utiiizando os logaritmos das concentragdes como ordena-
das e 0s diimetros das zonas de inibigio como abcissas. Tragar as rectas que melhor se ajustem para
a soluglo-padrio ¢ para o extracio ao proceder, por exemplo, como se seguc

Determinar © ponto mais adequado do nivel mais baixo da solugio padsio (SL) com o auxilio da
seguinte formula:

7S +osl+s.—25!

(a) SL = 5

Determinar o ponto mais adequado ao nivel mais elevado da soluglo padrio (SH) com o auxilio da

seguinte formula:

7S+ 45, + 525,

10
Determinar da mesma maneira os pontos mais adequados do extracto para o nive! mais baixo (UL)
¢ 0 nivel mais elevado (UH) substituindo S,, S, S, e S, nas férmulas acima mencionadas por Uy, Uy,
U e U,

() SH =«

Inscrever no mesmo grifico os valores SL e SH. Ao juntar os dois pontos obtém-se a recta que
methor se ajusta 4 soluglo padrio. Procedendo da mesma forma para UL ¢ UH obiém-se a recta
que melhor se ajusta a0 extracto.

Na auséncia de qual interfe ix, 15 rectas deveriam ser paralelas. Na pritica,
como paralelas desde que (SH-SL) e (UH-UL) nlo de afastem mais de 10 % da sua média.

<

Se a1 recuas nlo s%o paralelas pode-se eliminar ou U, ¢ S,, ou Uy ¢ Sy. Os valores 5L, SH, UL e UH
que permitem obter as rectas que melhor se ajustam, s¥o calculados com o auxilio das seguintes
[$emulas:

@sL . 2P 15-5 - 55, +25~5,
6 6
() SH = 55,+25,-5S 58 +25 -5
& 13
¢ de formulas anilogas para UL e UH. A udili desu al deve, i ser objecto

de uma verificagio quanto 10 paralelismo das rectas, como se indicas mais acima. A obiengio de um
resultado proveniente de wés niveis, deverd ser mencionado no boletim de andlise.

Quando as rectas 1do consideradas como paralelas, calcular o logasitmo da actividade relativa (log. A)
por uma das seguintes formulas:

Pera guatro niveis

(U +U; + U, + U -5, —5;-5,—5) x 0,602
U/ +Up+5,+5-U —U; =5 -5

() Log. A =

Pare irés niveis
Up+ U =5 -5, —S) x 0,401

U, +
d) Log, A = &1
(@) Log U, +5.—U, -5,

(U + U + Uy—S; =S, —Sy) x 0,401
U, + 5 - U; —§;

Actividade real = actividade presumida x actividade relaciva.

(d) Log. A =

3l
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42,
421,

4.).

44,
4.5
46,
4.7,
48,

4.9

4.10.

411
4.12,
4.1
4.14.

Sc a actividade relaliva se enconuar fora da gama dos valores compreendidos entre 0,5 ¢ 2,0,

repetir a d p do 203 aj dequados das concentragbes do extracio ou,
evenwualmente, das solugdes-padrio. Quanda essa actividade nio possa ser levada 3 gama dos valo-
res requeridos, © lado deve iderar-se como aproximado ¢ essa indicagio deverd ser regis-

1ada no boletim de anilise.

Quando us rectas séo consideradas como néa paralelas, repeur a dewerminago. Se nlo se atingir 0
el ad i devers ser i como n3o sausfaléri

REPETITIVIDADE

A diferenga entre o5 hados de duas d it £ das na mesma amostra, pelo mesmo

analista, nio deveria ultrapassar:

— 20 % do resulado mais elevado para os teores de 10 2 25 mg/kg,

~— 5 mg/kg, em valor absolulo para os teores de 25 a 50 mg/kg,

— 10 % do resultado mais elevado para o3 weores superiores a 50 mp/kg.

DOSEAMENTQ DO FLAVOFOSFOLIPOL POR DIFUSAO EM AGAR

FINALIDADE E OBJECTO DE APLICAGAQ

Esta técnica permiticd dosear o flavofosfolipol em alimentos, concentrados ¢ pré-misturas. O limite
inferior da dosagem & de 1 mp/kg (1 ppm)

PRINCIPIO

A amostra ¢ submetida a uma extracgio por metanol diluido mediante aguecimento por refluxo. O
extracto ¢ cenwifugado, purificado se necessirio em resinas permutantes de ides ¢ diluido. A sua
actividade antibibtica determina-se medindo a difusdo do flavofosfolipol num meio de agar, se-
meada com Staphylococcus anrens. A difusio & revelada pela formagio de zonas de inibigio do
micro-organismo, cujo didmetro se considera como sendo dircctamente proporcional ao logaritmo
da concentragoes utilizadas.

MICRORGANISMO: STAPHYLOCOCCUS AUREUS ATCC 6538 P

Conservagiio da estirpe

Semear meio de cultura {4.1), em wubus inclinados, com Staphylococcus aurens. Incubar 24 horas a
37 °C, conservar em frigorifico a 4 °C, aproximadamente, e renovac 2 sementcira todos os meses,

Preparagio da suspensdo bacteriana (1)

Fazer a colheita de dois wbos que contemham a cultura-mle (3.1) € renovar a sementeira todas as
semanas. Incubar 24 horas a 37 °C ¢ conservar em {rigorifico a 4 °C aproximadamente.

24 horas antes da dosagem, semear com estas culturas dois a quatro tubes inclinados contendo
meio de culiuaa (4.1}

Incubar 16 a 18 horas a 37 °C. Seguidamente, colocar em suspensio as bactérias na solugdo de
closeta de sodio (4.3). A 1r ga luz na susp medida a 578 nm auma espessura de
I em por comparag3o com a soluglo de cloreto de sodio, devert ser de cerca de 40 %.

MEIOS DE CULTURA E REAGENTES

Meio de consecvagio da estirpe (a)

Peptona de carce 608
Triptona 40g
Extracto de levedura 308
Extracto de carne 1,5g
Glucose 10g
Agar 150g
Agua 1000 m!
pH 6,5 (apos esterilizagio)

Meio de base do doseamento

Camada inferior (b)

Peprona de carne 60g
Extracto de levedura 30g
Exteacto de carne 1,58
Agar 100¢g
Agua 1 000 m}

pH 6,5 (apbs esterilizagio)
Camada « semear
Meio de cultura (4.1), adicionado de 2 g de emuls3o anti-espuma de silicone (c).

Solugao de cloreto de 58dio a 0,4 % (p/v): dissolver em 4gua 4 g de cloreto de sédio p.a., diluir 2
1000 m! ¢ escerilizar.

Metano! puro.

Metanol a 50 % (v/v): diluir 500 m! de metanol (4.4) por cada 500 ml de dgua
Metanol 2 80 % {v/v): diluir 800 m! de metanol (4.4) por cada 200 mi de 4gua.
Tri(hidroximetil)aminometano p.a.

Soluglo metandlica, 2 1,5 % (p/v) de cloreto de potdssio: dissolver 1,5 g de cloreto de potdssio
p.a. em 20 ml de Agua, sdicionando metanol (4.4) aié 3 obtenglo de um volume de 100 ml.

Permutador de catdes: Dowex 50 WX8, 20-50 mesh, forma Na (cat. Serva n? 41600) ou equiva-
lente.

Permutador de anides: Dowex 1X2, 50-100 mesh, forma Cl (cas. Serva n? 41010) ou equivalente.
Antes da utilizaglio, manter o producto em metanol a 80 % (4.6) durante 12-14 horas

L4 de vidro.
Papel indicador de pH (pH 6,6-3,1)
Acido ascocbico.

Sub fosfolipol de actividad hecid;

ia padrio: fl
MATERIAL

Tubo de vidro para cromatografia, com 9 mm de didmetro interno ¢ 150200 mm de comprimento
torncira na pacte mais afilada da extremidade inferior ¢ rosca normalizada (para acoplamento do
funil $.2) na exwemidade superior.

1) Pudecio ser uulizados ouiros meéiodos desde que se prove produzirem idéntica suspensio bacerizna

(s) Poderd ser utilizado Qualquer meio de cultura comercial, de compotigho as
por exemplo 0 Oxoid Antbiouc Medium (CM 327), adicionado de agar O

8 e que d¢ 03 mesmos resuliados como
J(L .

(b) Poderd ser uiilizado qualquer meio de cultura comercial, de composicho andlogs ¢ que dé o mesmos resultados,

coma per exemplo o Oxoid Anub

iotic Medium 2(CM 333), adicionado de agar Oxoid 0?3 (L 13).

() Por sjemplo o SE 1, d¢ Wacker Chemie GmbH, Munique.
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53,
54.

7.2,

7.3

Funil com reservatdrio de 250 ml. worneira ¢ rosca normalizada.
Frasco cbaico de 250 mi, com roscs normalizada.
Refrigerador por refluxo, com rosca nonmalizada.

SOLUGOES PADRAO
Dissolver uma quantidad pesadn de wb ia-padrio (4.14) em metanol a 50 %
(os)edduu,paneburum suluglio-mic de flavofosfolipol & 100 pg/ml. C da en frasco

fechada a 4 °C, et solugho manter-se-4 estivel durante dois meses.

Preparar, a partir desta solug3o ¢ por diluigBes suceasivas com metanol a 50 % (4.5), as sepuinies
solugdes:

Sy 0,2 ug/ml
Se 01 pg/ml
S, 0,05 pg/ml
S, 0,025 pg/ml

PREPARAGAO DO EXTRACTO
Extracglo
Concentrados, pré-misturas e alimentos minerais

Pesar de amostra 2 3 5 g ¢ adicionar cerca de 150 mg de fcido ascérdico (4.13). Misturar com 150
mg de metanol a 50 % (4.5) aum fasco (5.3) e corrigir o pH para 3,1-8,2 mediante cerca de 400
mg de xn(hndrox»mwl)nmmomcuno (4.7). Controlar 0 pH por meio de papel indicador (4.12),
Deixar macerar 15 minutos, corrigic novamente o pH a 8,1-8,2 com tri(hidroximetil)aminometanc
(4.7) ¢ ferver em seguida durante 10 minuios sob mfrngeugla por refluxo (5.4), mexendo sempre.
Deixar arrefecer ¢ em seguida cenrifugar ¢ decanter o extracto.

Owlros alimenios

Pesar $ a 30 g de amostra contendo pelo menos 30 pg de flavofosfolipol. Misturar com 150 m! de
metanol a 50'/- (4.5) num frasco (5.3) e corrigir o pH para 8,1-8,2, com cerca de 400 mg de
wriChid (4.7), e seguid: ferver durante 10 minutos sob refrigeragio por
refluxo (5.4), mexendo sempre. Deixar arefecer ¢ em seguida centrifugar ¢ decantar o extracto.

da pana dos, pré-mi ¢ ali mige-

Durificagdo (esta
rais).

pode ser di

Musturar 110 ml de extracto em 1 g de permutador de catides (4.9) ¢ ferver duranic um minuto
sob refigeragio por refluxo (5.4), mexendo sempre. Separar o permutador de catibes por centrifu-
gac0 ou filragem. Misturar 100 ml de extracto com 150 ml de metanol (4.4) e deixar repousar a
solugao 12 2 15 horas a 4 *C. Eliminar a subsuincia floculenta por filugem a frio.

Fechar a extremidade inferior de um tubo {5.1) com tamplio de 15 de vidro (4.11), deitar no tubo
5 ml de permutador de anides (4.10) ¢ lavar 2 coluna com 100 ml de metanol a $0 % (4.6).
Transvasar em seqmdn para a coluna, com o funil (5.2), um volume de 100 ml, pelo menos, de
filirado, que teor ha 16 pg de fosfolipol (200 mi por cada 30 g de alimento a 1
ppm). Se necessirio diluir o filirado antes de o transvasar para a coluna, com metanol a 80 % (4.6}
para obter uma 530 tedrica de flavofosfolipol de 16 ug por 100 ml. Regular o caudal de
saida do liquido para cerca de 2 ml por minuto. Eliminar a totalidade do filkrado. Lavar em 3c-
guida a coluna com 50 mi de mewnol a 80 % (4.6) e eliminar o fittrado.

Eluir o Ravofosfilipol pela soluglio mewandlica de cloreto de potdssio (4.8), mantendo o caudal de
saida a cerca de 2 ml por mmmo Recolher 50 ml de llqmdo eluido para uma provets graduada,
adicionar 30 mi de dgua ¢ h izar. O teor de 1l folipol desta soluglo deverd ser de 0,2
wp/ml (= Uy)

Solugdes do extracto

Se necessirio (em panticular nos casos « - que for dispens.cla a purificaglo), diluis o extracto
obiido em 7.1.1 com metanol a 50 % (4.5) para obter uma weorica de fosfolip
de 0,2 ug/ml (=Uy).

Preparar, a panir da solugio U, por diluigbes sucessivas (1 + 1) com metanol a 50 % (4.5), as
solugdes U, (concentraglo tedrica: 0,1 ug/mi), U, (concentraglo 1edrica: 0,005 ug/ml) e U, (con-
cenwragio wdrica: 0,025 ug/mi).

REGRAS DE DOSEAMENTO
Inoculagio do meio de cultura

Semar com a suspensio bacteriana {3.2) o meio de base do doseamento (4.2.2), a cerca de 50°C.

, por ensaios preli com o meio (4.2.2) em pluu, a q\unlldlde de suspensio
bacieriana necessinia A obienglo, pars as diferentes fosfolipol, de zonas de
inibigio 130 amplas quanio possivel que scjam ainda bem definidas (lpn:umndunemt 30 mi por
litro),

Preparacio das placas

A difusao em agar ¢ feita em placas do a3 quatro da solugho-padrso S, S,,
Sz, $))'¢ a3 quatro concentragdes do exwracio (U, U,, Uy, U,y). Cads placa terd obrigaworiamente
de receber as quatro concentragdes-padrio ¢ de extracto. Para o eleito, escolher placas cujas di-
mensdes permitam a abectura no meio de agar, de pelo menos oito cavidades de 10 a 13 mm de
didmetro e cujos centros nlo distem menos de 30 mm encre 3i. Podem ser wtilizadas placas de
vidro, debruadas com aro de alumlinio ou substdncia plintica, de 200 mm de didmeiro ¢ 20 mm de
aitura

Imroduzir nas placas uma doze de meio (4.2.1) que permita obler uma camada de aproximada-
mente 1,5 mm de espessuac (45 mi, para uma placa de 200 mm de didmetro). Deixar solidificar ¢
adicionar o meio (4.2.2), semeado como indicado em 8.1, em quantidade suficiente para a obien-
¢10 de uma camada de | mm de espessura o ml para uma plzc: de 200 mm de didmctro). Deixar
solidificar, abrir as cavidades e aelas 4 os volumes, rig: medidos, das solugoes.
padrio & do extracto {0,10 2 0,15 ml por cavidade, conforme o didmetro).

Fazer pelo menos quatro repetigdes do ensaio para cada concentraglo, de forma a que cada deter-
minagio englobe a avaliaglo de 32 zonas de inibig3o.

Incubagio

Incubar as placas durante 16 2 18 horu.ra 28-30°*C.

AVALIAGAO

Medir o dismetro das zonas de inibigdo até i aproximaglo de 0,1 mm. Para cada concentraglo,
registar os valores médios em papet semi-logarimico colocando o logaritmo no alinhamento dos
didmetros das zanas de inibiglo. Tragar as t mais cep da ¢30-padrio ¢ do
extracto procedenda, por exemplo, da seguinte maneira:

Determinar o ponto mais representativo do nivel mais baixo observado na solugio-padrio (SL),
através da formula seguinte:

75, +45; +S5—2%
(a) SL = )

Determinar o ponto mais representativo do nivel mais elevado observado na soluglo-padrio (SH)
por meio da formula seguinte:

7S¢+ 84S+ 5 —28%

(b)SH = T

Determinar da mesma forma os pontos mais representativos do extracto, tanto para o seu nivel
mais baixe (UL) come para o seu nivel mais ¢levado (UH), substituindo S, S5, 5, y Sy, nas férmu-
las supramencionadas, por U,, U,, U, y Us.

Inscrever o3 valores SL ¢ SH no mesmo grifico. Unindo os dois pontos, obtém-se a resultante mais
representativa da solugdo-padrio. Procedendo da mesma forma para UL ¢ UH, obtém-se a cesul-
1ante mais representativa do extracto.

Caso nlo tenha havido interferéncias, estas resultantes deverlo ser parlelas. Na pritica, considerar-
se-20 como estando paralelas se (SH-5L) ¢ (UH-UL) nlo se afastarem em mais de 10 % da sua
mediana.

Se as resultantes ndo forem paralelas, poder-se-4 climinar quer U, ¢ S| quer Uy ¢ S;. Os valores
SL, SH, UL ¢ UH, que 530 os que pesmitem obter as resuliantes mais figis, serdo entdo calculados
mediante as seguintes formulas:

() 5L = 5S; +1;51—S~

SS+ 25—
6

(b) SH =

5S4+ 25 —5 554 +2%—9
6 6

¢ formulas andlogas para UL ¢ UH. Nesta alernativa deve igualmente verificar-se o paralelismo
das resultantes, como acima se indica. Deve sec mencionada no boletim de anilise a obtenglo de
um resuhtado proveniente de trés niveis.

Sempre que al resultantes forem consideradas como estando paralelas, calcular o logaritmo da activi-
dade relativa (log. A) por &dio das f B

Para 4 niveis

(Uy + Uj + Uy + Ug Sy S — S, —Sy) x 0,602
U+ Ur + Se+ Si— U — U1 — 5, — 5,

{c) log. A =

Pars 3 niveis
(Up + Uy + Uy — S, —5; —5,) x 0,401
Ui + Se— U — S

(U + Uy + Uy —S; — S¢ — Sy) x 0,401
Uy + 51— Uz —5;

(d) log. A =

(d') log. A =
Actividade real = acuvidade tebrica X actividade relativa

Stmpre que as resultantes nio Jorem comideradas como rmmdo paralelas, repredir a deserminacio. Se
esta ainda n3o permitir atingir o lelismo, calcular o log da actividade relativa (log. A)
por meio da {érmula {c). O resuhiado obiido devers, no entanto, ser considerado como meramente
aproximative, disso devendo ser feita menglo no boletim de andlise.

REPRODUTIBILIDADE

A diferenga entre os ltados de duas d i f das com 2 mesma amostra ¢ pelo

mesmo analista nio deverio ulirapassar:

0,5 mg/kg, em valor absoluio, para teores de flavofosfolipol entre 1 & 2 mg/kg,
25 % do resultado mais elevado para teores entre 2 mg/kg ¢ d1e 10 mg/kg,

20 % do resultado mais elevado para scores entre 10 mg/kg ¢ até 25 mg/hg,

S mg/hg, em valor absoluto, para teores entre 25 mg/kg ¢ até 50 mg/kg,

10 % do resultado mais clevado para teores supeciores a 50 mg/kg.

DOSAGEM DO BUQUINOLATO

(¢til-4-hidroxi-6,7-diisob i-3-quinol; boxilato)

I. Objecto ¢ dominio de aplicagio

Lad

b

>

O meiodo permite dosear o b

\ Ii d

O limite

nos nos conc < nas pré

inferioe de dosagem & de 10 pprr: O decoquinato influi na dosagem.

Principio

A amostra & submcnd: a txuac;lo por cloroférmio. O extracto & evaporado a $€€0, 0 residuo € resus-
broetid

em camada fina. O

pendido em clorof6 id a soluglo ¢ 2 uma ¢

buquinolato ¢ eluido pelo etnol ¢ determinado por especirofotofiuorimetria por comparagio com solu-

¢Oes padrio.

Reagentes

3.1, Cloroférmio p.a.

32. Etanol a 96 p. cento (v/¥) p.a.

33 Mistura de cloroférmio ¢ de ctanol: misturar 10 volumes de cloroférmic {3.1) ¢ 1 volume de

etanol (3.2).

3.4 Ewnol a 80 p. cento (v/v) pa.

35, Gel de silica G para cromatografia em camada fina.

3.6. Sustincia padrlo: buguinolato puro.

3.7. Solugbes padrio:
. Soluglo padrio a 0,2 mg de buquinolato por ml: Pesar com uma aproximagio de 0,1 mg,
50 mg de subsuncla padrio (3.6). Dissolver em cloroférmio {3.1) num balse Af:ndo de
250 mi aquecendo um banho-mna as0°C. Dﬂu: f até @

pletar o volume com clorofé, Geh i
3.7.2. Solugbes padrio de trabalho: colher volumes respectivamente de 5,0-10,0-15,0-20,0 ¢
250 ml de ia xolugln (GIne mu-oduu-lm em baldes aferidos de 25 mi, Comylcur o
volume com cl (Ble Preparar no momenio de emprego. Estas
solugBes condm respectivamente, 0,04-0,08-0,12-0,16 ¢ 0,20 mg de buquinolato por ml.
. Instrumentos

4.1, Baldes cénicos de 50 € 250 ml, com tampa esmerifada.

4.2, Agitador

4.3, Centrifugadora, com tubos de 15 ml, com tampa esmerilada.

4.4. Banho-mariaa 50°C.

4.5. Insirumentos para cromatografia em camada fina.

-
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4.6, Placas de vidro para cromatografia em camada fina, 200 x 200 mm, preparadas do seguinte
modo: estender uniformemente nas placas uma camada de 0,5 mm de espessura de gel de silica G
(3.5) e deixar secar 30 ar durante 15 minutos. Em seguida, manter as placas na estufa durante
2 horas (4.11), wransferi-las depois para um dessecador munido de gel de stlica desidratante. As
placas a empregar 530 adequadas na medida em que déem resuliados semelhanies is placas prepa-
radas como acima se indica.

4.7. Micropipcuas de 0,50 ml.

4.8. Colector de zonas para cromatografia em camada fina.

4.9. Limpada UV de ondas cunas.

4.10. Especiroforofiuorimetro equipado com uma lampada Xeénon ¢ dois monocromatdgralos.

41

Estufa munida de um ventilador e regulada para 100 °C.

4.12. Aparclho rouativo para evaprago no vicuo, <om balio de 250 m!

Modo operatsrio

5.0, Preparagio du amostra

Tritrar a amostra de modo a fazé-la passar inicgralmente awravés de uma pencira com mathas de
I mm (em conformidade com a recomendagio ISO R 563).

52 Extracgdo

Pesar com a aproximagio de | mg. uma quantidade de amostra dividida ¢ homogencizada que
contenha aproximadamente 1,25 mg de buguinolato. Introduzir a amostra num baldo conico de
250 ml (4.1) ¢ acrescentar 100,0 ml de cloroférmio (3.1). Musturar, tapar o ballo e agitar durante
uma hora com ajuda do agitador (4.2). Deixar decantar, filtcar € eliminar o5 primeiros ml do
filtrado

Introduzir 80,0 ml do filtrado limpido num copo de 150 ml ou no balio do aparelho rotave
(4.12). Evaporar quase a seco sobre banho-maria (4.4), resuspender de novo virias vezes o residuo
oleaginoso em alguns ml de cloroférmio (3.1) ¢ transvasar quantitativamente os liquidos num
balio aferido de 10 ml com 2 ajuda de um funil de pé estreito. Completar o volome com clorofor.
mio (3.1) ¢ homogeneizar Se a solug3o ndo se apresentar limpida, centeifugar durante 3 minuos a
3000 ¢/m em tubo fechado

5.3, Cromatografia em camada fina

Depositar pontualmente auma placa de cromatografia em camada fina (3.6), com a ajuda de uma
micropipeta (3.7} ¢ a distincias respectivas de 2 em, volumes de 0,25 ml do extracto obtido em 5.2
¢ das cinco solugdes padrio de trabaltho (3.7.2).

Revelar o cromatograma em cloroformio (3.1} até que a linha de frente do solvente atinja pratica-
mente o bordo superior da placa, secar em seguida com a ajuda de uma corrente de ar Revelar
segwdamente em mistura clorofdrmio/etanol (3.3) até que aparte supenior do solvente tenha dimi-
nuido aproximadainente de 12 cm. Deixar evaporar os solventes. lrradiar o cromacograma pela luz
UV (4.9) de delimitar as manchas de buguinolato (valor RF: 0,4 a 5,6) com ajuda de uma agutha.

5.4, Elmgo

Revolher a silica de cada 2ona delimitada, com um colector de zonas (4.8), num tubo de centrifu-
B1530 (4.3). Jumar em cada twbo 10,0 ml de etanal (3.4), agitar durante 20 minuzos, cenerifugar
em seguida durante 5 minutos a 3000 r/m. Decaatar as solagdes limpidas em baldes conicos de
50 ml (4.1

55 Medidas de fluorescéncia

Regular 2 100 a escala do espectrofotofiuorimerro (4.1C) com o liquido eluido (5.4) proveniente
da solugio padrio mais concentrada, utilizando para a excitagio o comprimento de onda com-
preendido entre 200 ¢ 280 nm que proporcione. a fluorescéncia mais inteasa ¢ para a emissio o
comprimento de onda de 375 nm.

Medic nestas condigBes a intensidade de Mluorescencia das outras substncias resultantes da sepa-
ragao (5.4). Determinar a panir dos valores encontcados a quantidade (A) de buquinolaio em mg
contida nos {0 ml de liquido ¢luido proveniente da amostra

Cilculo dos resultados
Q conteddo em mg de buquinolata por Kg de amostea ¢ dado pela formula

A
T 50 000

sendu:
A — quantidade em mg de buginolato determinada pela medida espectrofluorimétrica

P — peso em g da tomada para ensaio.
Repetibilidade

A dertnga entre os resuliados de duas detesminagaes paralelas efectuadas na mesma amostea nio deve
uhtrapassar

30 % o resuliado mais clevado para os teoses em buginoiato compreendidos entre 10 ¢ 20 ppm;

IC ppoy, em valor absoluto, para os teores compreendidos entre 2C ¢ 192 ppm;

1€ % du resuliado mais clevado para os teores compeeendidas entre 138 ¢ 5903 ppum;

SC0 ppm, em valor absoluto, para os teores compreendidos entre 5036 € 19 052 ppi,

5 e do sosultado mais clevado para os conteados superiores a 1003 ppm

DOSAGEM DA SULFAQUINOXALINA

(2-sulfaniiamidogquinoxalina)

- Objecta ¢ dominio de aplicagio

O método permite dosear a sulfaquinoxalina nos afimentos, concentrados e pré-misturas. O limite infe-
sior da dosagem ¢ de 20 ppm. Outras sulfonamidas, bem como o icido arsanifico, mfluem na dosagem
Princigio

A amosira ¢ submeuda 2 extracdo pela dimeulformamida ¢ pelo clooférmin. A sulfaquinaxaina &
hidrolizada em meio alcaline. Apés ncutralizagao, o derivado aminada obuido € diazotado ¢ scoplade 4
N-{1-naful) evlenediamina. A deasidade oprica da solugao & medida a 545 nm.

Reagentes
31 N, N-dimeulformamida p a.
3.2, Clorolésmio p a

3.3 Ewnol absoluto.

34 Lixivia alcabina: dissolver em 4gua 10 g de lude6xido de sodio p.a. e 25 g de cloreto de sodio pa
Completar a 500 ml com 4gua ¢ homogencizar

-~

5
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35 Acida cloridrice concentrado p.a. (d = 1,18).

36, Solusio a 0.1 % (p/v) de nitrito de s6dio: dissolver em 4gua 100 mg de nitrito de sodio pa.,
completar a 100 ml com 4gua ¢ h i Preparar imedi antes da utlizagio.

3.7. Solugao a 0,5 % (p/v} sulfanaio de aménio: dissolver ein igua 500 mg de sulfanate de aménio
pa., completar a 100 ml com sgua ¢ h izar. Preparar imediata antes da wulizaglo.

38 Salugio 2 0,1 % (p/v) de dicloridrato de N-(1-naful) etilencdiamina: Dissolver em icido clori-
drico p.a. a 0,1 % (v/v) 100 mg de dicloridrato de N-(I-nafuil) etilenediamina p.a., completar a
100 ml com o mesmo dcido ¢ homogeneizar. Preparar imediatamente antes da utilizagio.

3.9. Substincia padrio: Sulfaquinoxalina pura.

3.10. Solug1o padrio: Pesar com a aproximagao de 0,1 mg, 250 mg de subsdncia padedo (3.9). Dissol-
ver em 50 mi de uma soluglo de hidroxide de sédio (25 ml de solugdo de hidréxido de sodio pa.
0,1 N+25 ml de 3gua), completar a 500 ml com 4gua ¢ homogeneizar. Colher 5.0 ml dessa
solugdo ¢ diluir a 100 ml com sgua. 1 ml dessa situagio contém 25 microgramas de sulfaguinoxa-
lina.

. Insteumentos

4.1, Baldes conicos de 250 ml, com gargalo esmerilado normalizado.
4.2, Agiador.
4.3, Cadinho filtrante, porosidade 3, diametro: 80 mm, com bal2o em vicuo.

4.4, Frasco de decantagao de 250 ml.

4.5 Baloes aferidos de 50, 100, 250 ¢ 500 ml.
46, Tubos de ensaio, 150 mm x 25 mm
47, Banho-maria em ebuligio

48 Espectrofotdmetro, com cuvetres de 26 mm de espessura.

Moo operatério

5.1, Preparagio da amostra

Toturar 2 amosura de modo a fazé-la passar integraimente atraves de uma pencira com malthas de
1mm (em conformidade com a recomendagio ISO R 565).

5.2, Extracgio

Pesar com a aproximagio de | mg, uma quantidade de amosira dividida ¢ homogeneizada que
contenha entre 0,25 ¢ 1,25 mg de sulfaquinoxalina. Inwoduzir a amostra num balio conico de
250 ml (4.1) ¢ juntar 20 ml de N,N-dimetilformamida {3.1). Musturar ¢ aquecer durante 20 minu-
tos em banho-maria {4.7). Deixar arrefecer numa corrente de 4dgua fria, Juntar 60 mi de clorofor-
mio (3.2}, tapar © ballo ¢ agitar durante 30 minutos com a ajuda do agitador (4.2).

Filirar o liquido aum cadinho filtrante (4.3), aspirando ligeiramente. Lavar o balo com quatro
porgoes de 5 ml de cloroféemio (3.2) e transvazar os liquidos para o cadinho filtrante. Transvazar
de seguida o filirado para um frasco de decantar (4.4), Javar o ballo com aproximadamente 15 ml
de cloruformio ¢ transvazar o liquido para o frasco.

53. Hidrélise

Juntaz no frasco 50 ml de lixivia alcalina (3.4) ¢ $ ml de ctanol (3.3). Misturar completamente,
evitando a formaglo de emulsio quer invertendo o frasco uma vintena de vezes, quer fazendo-o
girar 4 volta do eixo horizontal que vai do pé A rotha. Deixar em seguida repousar até A separagio
das fases (3 separagio estd geralmente inada apés imad 15 miautos

Transvazar a fase superior (fase aquosa) para um ballo aferido de 250 ml (4.5). Extrair de novo a
fase cloroformica por rés porgdes de 50 ml de lixivia alcalina (3.4) e transvazar ap6s cada extrac-
§30 0 extracto aquoso para o ballo aferido. Completar o volume com 4gua ¢ homogeneizar

Introduzir 25,0 m! da soluglo num baldo aferido de 50 mi (4.5), Juntar 5,0 ml de 4dcido cloridrico
(3.5), completar o volume com dgua ¢ homogeneizar. Filtrar, se necessirio, ¢ eliminar os 15 pri-
meiros mi do filtrado. Intcoduzie 10,0 mi da soluglio respectivamente em dois tubos de ensaio (4.6)
AeB.

5.4 Desenvolvimento da coloragio ¢ medida da densidade Sptica

Juntar em cade tabo 2,0 ml de solugio de nitrito de s6dio (3.6), agitar ¢ deixar repousar 3 minu-
tos. Jumac 2,0 ml de solugao de sulfamats de aménio (3.7), agitar ¢ deixar repousar 2 minutos.
Juntar em seguida 1,0 ml de soluglo de dicoloridrato de N-(I-nafil) etilenediamina (3,8) no tubo
A ¢ 1,0 ml. de 4gua no wbo B. Misturar muito bem o conteudo de cada tubo. Ligar os wbos a
uma trompa de 4gua com junuas de borracha e aplicar um ligeiro vicuo para eliminar do azoto
dissolvido,

Medir 10 minutos depois as densidas pticas Ep ¢ Ep das solugBes no especirofotémetco (4 8) a
545 nm em comparagio com a igua. Determinar a partir do valor Ea — Ep a quantidade (A) de
sulfaquinoxalina presente en la soluglo da amostra, referind 4 curva-padrio (5.5) pi
esiabelecida,

5.5, Curva-padrio

Introducir nos baldes aferidos de 100 ml (4.5) volumes respectivos de 2,0 — 4,0 — 8,0 — 10,0 ml
da soluglo padrlo (3.10) correspondentes a 50, 100, 150, 200 € 250 microgramas de sulfaquinoxa-
lina. Juntar 8 ml de 4cido cloridrico (3.5) em cada balso, completar o volume com 4gua ¢ homa-
geneizar,

Colher 10,0 ml de cada soluglo (o que corresponde respectivamente a 5, 10, 15, 20 ¢ 25 micro-

gramas de sulfaquinoxalina) ¢ introduzi-los nos tubos de ensaio (4.6). Desenvolver a coloragio

como 3¢ indica no primeiro parigrafo de 5.4. Medir em seguida as densidades opticas a 545 nm

Por comparagho com a dgua. Tragar 3 curva-padrio, coll do nas ordenadas os valores da den-
i dad:

sidade épuica ¢ nas abeissas as d di de sulfaqui lina em microgramas.

Cileulo de resultados

O conteddo em mg de sulfaquinoxalina por Kg de amostra ¢ dado pela formula

A
P 50

sendo

A = yuanidade de sulfaguinoxalina em microgramas, determinada pela medida foloméirica,

P = peso em gramas da amostra para ensaio.

Repeibilidade

A diferenca citre os resultados de duas determinagdes paralelas efectuadas na mesma amostra, n3o deve
ultrapassar

10 ppm, em valor absoluto, para os tcores em sulfaquinoxalina compreendidos entre 20 ¢ 100 ppm;

10 p. cento do resuliado mais elevado para os teores compreendidos entre 100 € 5050 ppm;

508 ppin, em valor absoluto, para os 1eores compreendidos entre 5000 ¢ 10 020 ppm;

31 vento do resuliado mais clevado para os teares superiores a 10 090 ppm.



4072

DIARIO DA REPUBLICA — I SERIE

N.° 212 — 14-9-1989

!

5

3

DOSAGEM DO AMIDO

— Método da pancreatina —

Objecto ¢ dominio de aplicagio
O método permite determinar o teor em amido ¢ em produtos de degradagdo com clevado peso molecu-
lar do amido dos alimentos que coném pedagos, polpas, folhas ou colos secos de beterraba, polpas de
batata, leveduras desidratadas, produtos ricos em inulina (por exemplo, pedagos ¢ farinha de topi-
nambo) ou de residuos. A dosagem apenas deve ser efecuada quando o exame microscdpico mosirar
presenga na amostra de quantidades nlo aegligencidveis de amido.
Principio
Os agicares presentes na amostra s3o climinados pela extracg¥io com etanol. O amido do residuo de
extracgdo ¢ sacarilicado pela pancreatina, Os agucares sio hidrolizados pelo acido cloridrico € a glucose
formada & doseada pelo método de Luff-Schoorl. A quantidade de glucose assim obtida, muliplicada
por um factor constante, fornece o conteddo em amido da amosira.

. Reagentes
3 1. [Cranol a 90 % (v/v), neutro perante a fenolfualeina.
32, Alcool n-amilico p.a.
33, Tolueno pa.

3.4. Solugio tamplo: Dissolver em 4gua 9,078 g de fosfato monopordssico KH;PO, ¢ 11,876 g de
fosfato disédico NagHPO,. 2H;O. Completar a 1 | com dgua.

3.5. Solugio de cloreto de s6dio 0,2 N.

3.6, Solugio de Carrez 1: Dissolver em dgua 21,9 g de acewato de zinco ZN(CH;COQ);. 2H;Q el g
de saido acético glacial. Completar a 100 ml com figua.

3.7. Soluglo de carrez 11: Dissolver em gua 10,6 g de ferrocianeto de poudssio.
Ky [FC(CN‘)], 3H;0. Completar a 100 mi com igua.
33, Acido cloridrico N

39, Acido cloridrico p.a., aproximadamente 8 N, d : 1,125.

=
=3

. Solugdo de hidroxido de sédio p.a., aproximadamente 10 N, d: 1,3
311 Indicader: solugdo a 0,1 % (p/v) de metiloranja.

. Pancreatina, pulverulenta, que corresponda ds exigéneias dadas no ponto »: conservas em frascos
fechados, a0 abrigo da luz ¢ ds humidade.

3.13. Reagentc scgundo Luff-Schoorl: deitar, agitando prudentemente, & soluglo de dcido clirico
(3.13.2) na solugio de carbonato de sédio (3.13.3). Junuas em seguida a solugio de sulfato de
cobre {3.13.1) ¢ completar a 1 | com sgun. Deixar respousar uma noite & filtrar. Verificar a norma-
lidade do reagente assim obtido (Cu 0,1 N; Na; CO; 2N). O pH da solugo deve ser de aproxi-
madamenie 9,4.

3.13.1. Soluglo de sulfawo de cobre: dissolver 25 g de sulfato de cobre pa. Cu 50,. 5H;O em
100 mi de dgua.

3.13 2. Solugao de scido chicico: dissolver $0 g de scide citrico p.a. CyHyO7 . HzO0 em 50 ml de
igua.

3.13.3. Solugdo de carbonato de sodio: dissolver 143,38 g de carbonato de sédio anidro pa. em
aproximadamente 300 mg de 4gua quente. Deixar arrefecer.

3.14. Granulos de pedra-pomes fervidos em icido cloridrico, lavadas com 4gua ¢ secos.
3.15. Soluglo a 30 % (p/v) de iodeto de potdssio p.a.

316
317

318 Sokugio de amido: juntar uma mistura de 5 g de amido solivel em 30 mi de dgua com 1 | de dgua
a ferver. Fenver durante 3 minutos ¢ deixar arrefecer depois. Preparac imediatamente antes da
utilizagio

Acido sulfunco, 6 N aproximadamente, d : 1,18
Solugao de tiossulfato de sédio 0,1 N

-

Instrumentos

4.1, Extractor (ver esquema da pigina 12), que inclua

4.1.1. Um erlenmeicr de 500 ml, de colo largo

41.2. Um refrigecance de refluxo ajustado ao ecleameicr por uma rolha,

413 Um wbo que desliza na wbuladura centeal do refrigerante, munido de um gancho na sua
extremidade inferior ¢ de uma pinga para fixar a serpentina,

414 Um ceso metdlico, destinado 2 ser suspeaso no gancho da serpentina (4.1.3.) ¢ a sustentar
o cadinho filtrante (4.1 5),

415 Um cadinhe fltrante para hiltragem ripida, dimenslo mixima dos poros: 90 a 150 pm
(por exemplo G1), aproximadamente 30 mi,

416 Papéis-hitros, de formato adequado para o cadinho filtrante (4.1.5.).

41 Eswfa para incubaglo, regulada para 38 °C.
4.3, Baldes aferidos de 200 mi, com um colo esmerilado normalizado, com refrigerante de refluxo,

4.4, Baldes aleridos de 100 ml, com colo esmerilado normalizado, com refrigerante de refluxa.

w

Modo opecatério

S1.  Preparagio da amostra

Triturar 2 amostza de forma a fazd-la passar integralmente atcavés de uma peneira com mathas de
0,5 mm

$2  Extracde

Pesar, com a aproximaglo de | mg, 2 g da amostra ¢ introduzi-los no cadinho filtrante (4.1.5)
cujo fundo ol previamente coberta por um papel-filtro {4.1.6.) embebido em etanol (3.1.). Intro-
duzir no Erlenmeier (4.1.1) 55 ml de etanol (3.1) ¢ alguns griaulos de pedra-pomes (3.14).
Colocar o cadinho filtrante no cesto metdlico (4.1.4.) ¢ suspender este Glimo no gancho do tubo
{4.1.3). Colocar o refrigecante sobce o Erlenmeier ¢ baixar o tubo de forma que o fundo do
cadinho 10que figeiramente a superficie do etanol. Fixar o wbo a essa altura com a ajuda da pinga.
Fazer ferver o etanol e manter a fervura durante 3 horas. Seguidamente deixar arrefecer o levan-
r o who (4.1.3) de forma 2 subir o cadinho o mais possivel no Erlenmeier. Destapar, com
cwdado, o Erlenmeier ¢ deixar correr 45 ml de igua 20 longo das paredes do frasco. Colocar

lcig: no Erl ier ¢ manter o cadinho filtrante a 10 cm acima do nivel do
liquido. Fazer ferver o liquido e manter a fervura durante 3 horas. Deixar em seguida arrefecer,
destapar o erlenmeier ¢ retirar o cadinho do cesto.

5.3, Sacarificagio ¢ hidrolise
Colocar o cadinho numa garrafa em vicuo e secar sob aspiraglo. Introduzir o reslduo da extrac-
¢30 num almofariz e triturar bem. Transvazar quantitativamente o pé com & sjuda de aproxima-
damente 60 ml de 4gua para um baldo aferido de 200 m! com colo esmerilado normalizado ¢
juntar algumas gotas de slcool amilico (3.2). Ajustar a0 balio um refrigerante de cefluxo. Aquecer
até 3 fervura ¢ mantd-ta dutante 1 hora. Deixar em seguida arrefecer ¢ desligar o refrigerante.

-

~

Juntar 25 ml de solugio 1amplo (3.4), 250 mg de pancreatina (3.12), 2,5 m! de soluglo de
cloreto de 18dio {3.5.) ¢ 10 gotas de tolueno (3.3). Agitar durante 2 minutos, colpcar o balio na
enufa de incubagio (4.2) ¢ mantt-lo af ducante 21 h, agitando de vez em quando. Deixar em
seguida arrefecer até & emp: bi

Juntar 5 m! de solugio de Carrex [ (3.6) ¢ agitar durante 1 minuto. Juntar em seguida 5 ml de
Jolugio de Carrez 11 {3.7.) ¢ agitac de novo durante | minuto. Completar o volume com igua,
homogeneizac ¢ filrar. Recother com a pipeta 50 mi do filtrado ¢ deith-los num ballo aferido de
100 m) (poders igualmente trabalhar-se com 100 ml de filuado num balto aferido de 200 ml).
Juntar algumas gotas de indicador (3.11) ¢ acidificar por cido cloridrico 8 N (3.9 aw que
comege a tornar-se encarnado. Juntar em seguida um excesso de 6,25 ml de Acido cloridrico 8 N
(3.9.) (12,50 mi se s¢ trabalhar com 100 ml de filrado). Ajuster o refrigerante de refluxo a0 balo,
fazer ferver a soluglo ¢ manter a fervura durante I hora. Deixar arrefecer, neuwalizar pela solu-
¢lo de hidréxido de sodio 10 N (3.10.) até o indicador comegar & tornar-se amarelo. Acidificar
em seguida ligeicamente, juntando um pouco de fcido cloridrico N (3.8), completar o volume com
dgua e h i D inar 0 do em glucose em conformidade com o mésodo de

Fluft-Schoorl, como 3¢ indica em 5.4.

$.4  Tiulagdo segundo Luff-Schoorl

Recolher com a pipeta 25 mi do reagente segundo Lufl-Schood (3.13) e deitd-los num Eclenmcier
de 300 m!; juntar 25 mi, medidos com exactido, da soluglo obtida em (5.3.) que contenha no
maximo 60 mg de glucose. Juntar dois grinulos de pedra-pomes {3.14.), aquecer, agitando com a
m30, sobre chama livee de altura média c fazer ferver o liquido em aproximadamente 2 minutos.
Colocar imediatamente o erlenmeier sobre uma rede metdlica, guarnecida de um resguardo de
amianto com um orificio de aproximad 6 cm de dis , sob a qual se acendeu previa-
mente uma chama. Esta ¢ regulada de forma a que seja aquecido apenas o fundo do erlenmeier.
Adaptar em seguida um refrigerante de refluxo a0 erlenmeicr. Fazer ferver, a pantir deste mo-
mento, durante exactamente 10 minutos. Arrefecer imediatamente em dgua {ria ¢ apbs aproxima-
damente $ minutos, titular da forma que a seguir se indica.

Juntar 10 mi de solugio de iodeto de potdssio (3.19) ¢, imediaamente apds ¢ com cuidado (cm
Vinude do risco de formagao de espuma abundante), 25 ml de icido sulfusico 6 N (3.16.). Tiulac
em seguida pela solugo de tiossulfato de sédio 0,1 N (3.17.) até aparecer uma coloragio amarelo
palido, juntar o indicador a0 amido (3.18.), ¢ conciuir a titulaglo.

Efectvar a mesma ttslaglo numa miswra medida com exactidio de 25 m! de reagente segundo
Luff-Schoor! (3.13.) ¢ 25 ml de 4gua, apos ter acrescentado 10 mi de solug2o de iodeto de potas-
sio (3.15.) ¢ 25 ml de dcido sulforico & N (3.16.), sem fazer ferver.

5.5. Eniaio em branco

Efectuar uma ensaio em branco, aplicande o modo operatdrio descrito em (5.3.) ¢ (5.4), na
auséncia de amostra.

Caleulo dos resultadas

Com a ajuda do quadro anexo, estabelecer a quantidade em mg de glucose correspondente 2 diferenga
entre 05 resultados das duas tiwulagdes (expressas em ml de tiossulfato de sodio 0,1 N) e relacionada por
um lado com a andlise da amostra & por outro com o ensaio em branco.

O contevdo de amido em percentagem da amosua ¢ dado pela formula:
0,72 (a—b)
secondo

a = mg de glucose relacionados com a amostra,
b = mg de glucose relacionados com o ensaio em branco (ver observagio 7.2.).

. Observagdes

7.4, A prosenga simulidnea na amostra de amido parcial ou towlmente dextrinizado ¢ de lactose pode
dar lugar a um resultado por excesso de 0,5 a 3 % de amido. Neste caso, o teor real em amido &
obiido da seguinie forma:

2) Determinar o teor em agcares redutores do extracto ctandlico obtido em (5.2.} ¢ eaprimic o
resultado em percentagem de glucose;

b) Determinar o teor da amostra em agucares redutores soliveis na dgua ¢ exprimic o resultado
em percentagem de glucose;

¢) Deduzir o teor oblido em a) do obtido em b) ¢ multiplicar a dilercnga por 0,9;

d) Deduzir o valor obtido em c) da tcor em amido obtido por apiicagio do méiodo ¢ calculado
como se indica em 6,

7.2. A quantidade de glucose celacionada com o ensaio em branco ¢ normalmente de 0,25 mg ¢ nunca
poders ser superior a 0,50 mg.

. Prescrigdes relativas i pancreation

Aspecta fisico: p6 branco-amarelado, amorfo.

Teor em glucose: a quantidade de glucose do ensaio em branco (5.5) ¢ normalmente de 0,25 mg. Um
resuhado superior a 0,50 mg indica que a pancreatina ji ndo ¢ uilizdvel.

Controlo do conteido de jodo: colocar em suspens3o 62,5 mg de pancreatina em aproximadamente 50 ml
de 4gua aquecidos a 25-30 °C. Juntar 1 ml de soluglo de iodo 0,1 N. Remexer durante 2 minutos.
Titular por uma solugio de tiossullato de sédio 0,1 N em presenga de um indicador com amide. O
consumo da solugio de jodo pela pancreatina nlo deve ultrapassar 0,5 ml.

Controlo de actividade amilolitica: miswrar 100 mi de solugio de amido (3.18.), S ml de soluglo tamplo
(3.4), 0,5 ml de salugio de cloreto de sodio (3.5.) € 62,5 mg de pancreatina. Levar a mistura 3 tempera-
wra de 25-30 °C, mexer durante 2 minutos. Juntar 1 m! de soluglio de iodo 0,1 N. A coloraglo azul
deve ter desaparecido nos 15 minutos seguintes 4 adigao da solugdo de iodo.

Quadro dot valores para 25 ml de reagente segundo Luff-Schoorl

mi de Na,5,0, 0,1 N, 2 minutos de aquecimento, 10 minutos de ebuligio

Nasio, | e lneme Lacose Matiose N30y
04N C.HuO, CiaHy0 CyHyu0, o1 N
mi mg dilerenca mg diferenga mg dilerenga ml
! 2,4 3.6 39 H
2,4 37 3.9

2 48 73 7. 2
4 37 3.9

3 7.2 iLo 11,7 3
2,5 37 3,9

4 %7 147 15,6 4
2.5 37 40

5 12,2 18,4 19,6 ]
2,5 37 39

6 14,7 22,1 23,5 6
2,8 37 40

7 17,2 258 27,5 7
2,6 37 40

8 19,8 29,5 35 g
2,6 37 40

9 22,4 3.2 35,5 9
2,6 3.3 40

10 25,0 37,0 39,5 1
2,6 3.8 40
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N1,5,0, .G‘:.:::..’.:::;:. Lactose Maltose N2,5,0,
01N O, € Hp»Oy, CuH,0y, 01N
ml mg diferenga mg diferenga mg diferenga ml
1 276 40,8 43,8 "
2,7 38 40

12 30,3 446 47,5 12
2,7 3,8 41

13 33,0 48,4 51,6 13
2,7 3,8 41

14 35,7 52,2 55,7 14
28 3,8 41

15 38,5 56,0 59, 15
2,8 39 41

16 41,3 59,9 63,9 16
2,9 3,9 4“1

17 44,2 63,8 68,0 17
29 3,9 42

18 47,1 67,7 72,2 18
29 40 43

19 50,0 71,7 76,5 19
3,0 4,0 44

20 53,0 75,7 80,9 20
3,0 41 43

2 56,0 79,8 85,4 21
Y| 41 46

22 59,1 83,9 90,0 22
30 4! 46

23 62,2 85,0 94,6 23
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3. DOSAGEM DA DINITOLMIDA (DOT)

(3,5-dinitro-0-toluamida)

. Objecto ¢ dominio de aplicagio

O méedo permite dosear a dinitolmida (DOT) nos alimentos, concentrados ¢ pré-mistueas. Os deriva-
dos do nitrofurano wm influéncia. O limite inferior da dosagem & de 40 ppm.

Principio

A amostra ¢ submetida 3 extracg2o pelo acetonitrilo. O extracto ¢ purificado através de 6xido de alumi-
nio ¢ filirado. Uma pare aliquota do filicado € evaporado a seco. O residuo é ressuspendido em dimetil-
formamida ¢ tratado pela etilenediamina. Desenvolve-se uma coloraglo parpura. A dinitolmida & deter-
minada por especirofotémetro a 560 nm.

. Reagentes

3.1 Acetonitrilo a 85 % (v/v): misturar 850 mi de acetonitrilo puro e 150 m! de dgua; desular a
mistura antes da utihzag2o; recolher a fracgdo destilando entre 75 ¢ 77.°C.

3.2, Oxido de aluminio para cromatografia cm coluna.

Calcinar durante 2 horas, pelo menos a 750 *C, arrefecer em dessecador ¢ conservar em frasco de
vidro ho, com tampa ilada. Antes da utilizag! idificar do seguinte modo: intro-
duzir aum frasco de vidro castanho 10 g de 6xido de aluminio ¢ 0,7 ml de 4gua, fechar hermetica-
mente, reaquecer durante 5 minutos em banho-maria a fecver, agitando energicamente. Deixar
arrefecer, agitando. Verificar a actividade, submetendo a anilise, a partir do ponto (5.1.), uma
quantidade determinada de solug3o padrio (3.6.). A taxa de recuperagio da dinitolmida deve ser
de 100 % £ 2%

33, N,N-dimedilformamida a 95 % (v/+): misturar 95,0 ml de N,N-dimetilformamida p.a. ¢ 5,0 mi de
dgua.

3.4. Edilenediamina p.a, conteido miximo em dgua: 2,0 %

3.5. Subsiincia padclo: 3,5 dinitro-o-toluamida pura respondendo s seguintes cacacteristicas:

Ponto de fusto: 177 *C.
Coeli de extingllo r 2 248 nm no acetonitnilo: 13,1 x 10%,
Cocfliciente de extingio molecular a 266 nm na N,N-dimetilformamida: 10,1 x 10°.

3.6, Solugio padrio: pesar, com a aproximagio de 0,1 mg, 40 mg de substancia padrio (3.5). Dissol-
vee em acctonitrilo (3.1.) num balio aferido de 200 m!, completar o volume com o mesmo sol-
vente ¢ homogencizar. Recolher 20,0 ml, completar 2 100 m! com acetonitrilo {3.1.) num balio
aferide e homogeneizar, 1 ml desta solugio contém 40 g de dinitolmida.

. Instrumentos

‘4.1 Balio conico de 256 m!, com bocal esmerilado normalizado.
4.2, Refrigerante de refluxo, com bocal esmerifado normalizado.
43, Cadinho hiltrante, porosidade G3, dizmetro 60 mm.

4.4, Aparclho de filirar em vicuo (por exemplo, aparelho de Wit
4.5, Banho-maria, regulado 2 50 °C

4.6. Espetrofotémetro, com cuventes de 10 mm de espessura.

Modo operatério

5

Extracgéo e purificagio

Pesar, com a aproximagio de ! mg, 10 g de amostra perfeitamente dividide ¢ homogeneizada.
Para o0s concentrados ¢ as pié-misturas pesar | g com a aproximag3o de | mg. | d a amos-
tra para ensaio num baldo cénico de 250 ml (4.1} e juntar 65 m! de acetonitrilo (3.1.). Misturar,
munir o ballo cénico de um rcefrigerante de refluxo (4.2) e aquecer no banho-maria (4.5.) durante
30 minutos, agitando continvamente. Deixar arrefecer em corrente de dgua fria. Juntar 20 g de

6xido de aluminio (3.2.), agitar durante 3 minutos ¢ deixar decantar.

Colocar om baldo aferido de 100 mt no instrumento de Llirar (4.4 ), ajusiar o cadinho filtrante
(4.3 ¢ hlurar o liquido aspirando. Transvazar em seguida o depésito do cadinho com a ajuda de
alguns ml de acetonitrilo (3.1.) e aspirar. Eliminar o vicuo, colocar o depésito em suspensio em
alguns mi de acetonitrilo (3.1) ¢ aspirar de novo. Repeir estas aluimas operagdes atd que o vo-
lume do (ihrado atinja aproximadamente 95 mi. Completar o volume 2 100 ml com acctonitrilo
(3.1) e homogeneizar.

Sc necessiriv, recolher uma pane aliquota ¢ dilun em acetonitnlo (3.1) para obter uma solugfo
que contenha 5 a 15 pg de dinitolmida por mi.

5.2 Revelagdo da coloragio ¢ medigio da densidade dptica

Introduzir respectivamente nos trés recipientes de 50 ml A, B e C, 4,0 ml da solugio obtida em
5.1 Acrescentar além disso, unicamente no recipiente C, 1,0 ml de solugo padrio (3.6.). Colocar
o5 trés recipientes em banho-maria (4.5.) colocado debaixe de uma chaminé bem ventilada, ¢
evaporar a seco, em corrente de ar. Deixar arrefccer até 3 temperatura ambiente.

Jurtar 10,0 mi de N,N-dimeulformamida (3.3)) no recipiente A ¢ 2,0 ml respectivamente nos
recipientes B ¢ C. Deixar em contacto durante alguns minutos agitando ligeiramente aié & dissolu-
¢30 complesa do residuo. Juntar em seguida 8,0 ml de etilencdiamina (3.4.) nos recipientes Be C e
homogeneizar. Mcdir exactamente 5 minutos apds a 2dig20 da ctilenediamina, a densidade bpiica
das trés solugdes no espectrofoldmetro (4.6.) 2 560 nm, uulizando como branco a N,N-diameul-
formamida (3.3).

. Caleulo dos resvlados

O teor de dinitolmida em mg por kg de amostra ¢ dado pela formula

(Eg—Ey F
BT oAl o00
(Ec—Ep P

sendo:

Ex = densidade 6ptica da solugio A (testemunha),

Fp = densidade dptica da solugdo B (amostra),

E¢ = densidade 6puca da soluglo C (padrio interno),

P = peso em g da amostra para ensaio,

F = coceficiente de diluigdo {eventualmentc efectuada em $.1.).

. Repetibilidade

A diferenca entre os resultados das duas determinagdes paralelas efectuadas sobre 2 mesma amosira nio
deve ubtrapassar:

10 ppm, em valor absoluto, para os conteudos em: dinnolmida infzriores a 100 ppm,

10 %, em valor relativo, para os conicidos compreendidos entre 100 ¢ 5 000 ppm,

500 ppm, em valor abscluto, para o5 conteudos compreendidos entre 5000 ¢ 10 600 ppm,

$ %, em valor relative, para os conteudos superiores a 10 000 ppm.
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DOSAGEM DE NICARBAZINA

(mistura equimeleculac de 4,4"-dinitracarbanilide € 2-hidroxi-4,6-dimetilpirimidina)

Objecto ¢ domunio de aplicagsa

O metodo permite dosear 3 nwarbazina nos alimenios, concentrados & pré-misturas que nlo coetenham
mais de 5 % de farinha de ervas. Os deri ados de nitrofurano, a acetileneptina e o carbadoy influem. O
limite wfenor da dosagem ¢ de 20 ppen.

Principio

A amostra & submetida a extracglo pela N N-dimetitformamida. O extracto & purificado por ¢romato-
grafia em coluna de oxido de aluminio; a nicarbazina € cluida por etanol. O liquido eluido ¢ tratado por
uma soluydo eandlica de hidroxido de sodio, desensolve-se uma colocagdo amarela. A nicarbazina ¢
determinada por espectrofoometria a 439 nm.

Reagentes
31 N N-duneciiformamida pa

32 Oxude de aluminio para cromatografia em coiuna

Caivinar durante 2 horas pelo menos a 750 °C, arrcfecer em dessecador ¢ conservar em frasco de
vidro castanho com tampa esmenfada. Antes da utilizagdo, verificar a actividade, submetendo a
anilise, a partir do ponto (5.2, uma guaaudade deiesminada de solugao padrlo (3.8.3).

A taxa de recuperagio da nicarbazina deve ser de 100 % + 2 %.
33 Fuanola 95 % ivAd
34 Exanol 2 80 % (v/¥)

35 Solugao a 3¢ % ip/e) de bidréxide de sodio pa

fo. Sulugio candiica a 1 ¥e (p/v) de hidroxido de sadio
denar 1 ml de solugdo de hidroxido de sédio {3.5.) aum balio alerido de 50 mi, completar o
volume com etanol a 83 % (3.4) Preparar no momento da utilizaglo.

37 Subsiineia padsio. nicarbaziea pura, coclicienie de extinglo molecular a 362 nm na N,N-dimeui-
formamida. 37,8 x 12'

33, Sclugdes padelo.

381, Soluylo a 1,25 mg de nicacbazina por ml: pesar, com a aproximagio de 0,1 mg, 125 mg
de substincia padrio (3.7) Dissolver em 75 ml de N,N-dimedilformamida (3.1.) num ba-
150 aferido de 103 ml aguecendo ligeiramente. Deixar arrefecer, completar o volume com
o mewmo solvenie ¢ homogencizar. Conservar 30 abrigo da luz.

352 Soluyio 3 G125 mg «
2 1230 el com N,N-dim

383, Solugdo 2 2,025 mg de nicarbazina por ml. recolher 20,0 ml da solugio (3.8.2)), completar
2 13C ml conr N,N-dinetilformammda (3.1.) aum balio afecido ¢ homogencizar.

nicarbazina por ml. recollier 10,8 mt da solugao (3.8.1), complesar
formamida (3.1} num baldo aferido e homogeneizar.

Instrumicntos

41 Balw conwo de 250 ml, com bocal esmerilado normalizado

42 Relngerante de refluxo, com bocal esmerilade normatizado,

43, Barho.mana em ebuligdo

44, Cemrifugadora com tubos de 120 ml.

45, Tuby paca cromatografa em vidro (didmetro infesivz: 25 mm, comprimeato: 308 mm)
46 Espectrolotometro, oom cuvettes di 15 mim de espessura

4.7. Galheta graduada a 1710 ml.

Modo operatario

5.1, Extracpio
Pesar, com a aproximagio de 1 mg, 1¢ g de amostra perfeitamente dividida ¢ homogeneizada
Para os concentrados e as pré-misturas, pesar | g com a aproximagio de 1 mg. Introduzir a
amostra para ensaio aum balio conico de 250 mi {4.1.) ¢ juntar exactamente 100 mi de N,N-di-
metilformamida (3.1). Misturar, munir o balzo de um refrigerante de refluxo (4.2.) ¢ aquecer no
banho-maria (4.3.) durante 15 minutos, agitando de vez em quando. Deixar arrefecer ¢m corrente
de dgua foa.
Transvazar em seguida o liquido existente A superficie para um twbo de centrifugaglo (4.4) e
centrifugar durantc cerca de 3 minutos.
Se necessirio, recolher 25,0 m! do liquido existente A superficie ¢ diluir com N,N-dimetilforma-
mida {3.1.) para obicr uma solugdo que contenha 2,0 a 10,0 pg de nicorbazina por ml.

5.2. Cromatografia
Introduzir num twbo para cromatografia (4.5.) 30 g de aluminio (3.2) em suspensio na N,N-di-
metilformamida (3.1.). Deixar descer o liquido até | cm acima da coluna de 6xido de aluminio ¢
introduzir em seguida na coluna 25,0 mi do extracto obtido em (5.1.). Deixar escoar o liqudo,
evitanto pdr 2 coluna a seco e lavar irds vezes a coluna com 10 ml de N,N-dimetilformamida
(3.1}, cada vez. Elvir em seguida por 70 ml de clanof a 95 por cento (3.3). Eliminar os 10
primeizos m! do liquido eluido e recolher o resto, fraccionando-o do seguintc medo:
uma fracglo a) de S ml,
uma fracgio b) de 50 ml num ballo aferdo,
uma fracglo cj de 5 ml.
Verificar se as [racgdes a) ¢ ¢) nio se apresentam com coloragio amarela pela adigao de solug3o
etanblica de ludréxido de sédio (3.6.). Prosseguir as operagdes com a fracgdo b) como se indica
em (5.3,

5.3 Revelagio da coloragio ¢ medigdo da densidade optica
Inroduzir respectivamente 20,0 ml da fracgio b) do liquido eluida em dois baldes aferidos A e B
de 25 ml. Juntar no balio A 5,0 mi de solugo etandlica de hidréxido de sédio (3.6)) e no balio B
5,0 ml de etanol 2 95 % (3.3.). Homgencizar.
Medir, nos cinco minutos seguintes, a densidade dptica das duas solugdes a 430 nm, udlizando
como base uma mistura de 20,0 ml de etanol a 95 % {3.3.) ¢ 5,0 m! de solugio ctandlica de
hidréxido de sédio (3.6.).
Diminuir o valor da densidade 6ptica da solugio B do da solugio A. Determinar, a partir deste
valor, 2 quantdade de nicarbazina referindo-sc 3 curva-padrio (5.4.).

S.4. Curva-padrio
Submeter 25,0 ml da soluglo padrio (3.8.3.) & cromatografia como se indica em (5.2.). Transvazar
na galheta graduada (47) a fracgdo b) do liquido eluido deitar em baldes aferidos de 25 ml
volumes respectivos de 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 e 10,0 mi (correspondentes respectivamente a 0,025,
0,050, 0,075, 0,100 ¢ 0,125 mg de nicarbazina). Juntar em cada balio 5,0 mi de solugdo etanslica
de hideoxido de sédio (3.6.), completar o volume com etanol a 95 % {3.3.) ¢ homogeneizar.
Medir nos cinco minutos seguintes 2 densidade ptica das soluigoes a 430 nm, utilizando como
base uma mistura de 20,0 ml de ctanol 2 95 % (3.3.) e 5,0 ml de solugio ctanolica de hidroxido
de s6dio (36.).
Tragar a curva-padrio colocando nas ordenadas os valores da densidade Optica ¢ nas abcissas as
quanudades correspondentes de nicarbazina em mg.

6. Cilculo dos resultados
O conteido de nicarbazina em mg por kg de amostea & dado pela formuls
A F.10000
r

sendo:
4

pela medida f

A = quantidade de nicarbazina em mg di
P = peso em g da amosira para ensaio,
F = coeficiente de diluigio (eventualmente gfecnuda em 5.1.).

~

Repetibilidade

lelas efs das na mesma amostra nio deve

A diferenga entre os resultados das duas i i P
vltrapassar:

10 ppm, em valor absoluto, para o5 dos em nicarbazina inferi 2 100 ppm,
10 %, em valor relativo, para os conteudos compreendidos entre 100 ¢ 500 ppm,

500 ppm, em valor relativo, para os conteddos compreendidos entre 5 000 ¢ 10 000 ppm,

5 %, em valor relativo, para os conteados superiotes a 10 000 ppm.

DOSAGEM DE MENADIONA (VITAMINA K;)

Objecto ¢ dominio de aplicagio

O método permite doscar 2 menadiona (vitamina K;) aos
limite infecior da dosagem ¢ de 1 ppm.

~

Principio

A amostra ¢ submetida a extracglo por etanol diluido. A mistura ¢ depurada com uma soluglo de tanino
¢ centiifugada. O extracto ¢ tratado por uma solugdo de carbonato de s6dio; a menadiona libertada ¢
extraida pelo 1,2-dick O extracto dicloretdnico ¢ tratado, segundo o seu conteade em mena-
diona, quer directamente, quer, apds evap pela 2,4-dinitrofenilidrazina em solugio no etanol
acidificado pelo 4cido claridrico. A hidrazona obtida, adicionada ao excesso de amoniaco, di lugar a
um complexo colocido de azul-verde cuja densidade dptica & medida a 635 am.

-

Reageates

31, Eunola 96 % (v/v).

3.2. Etanol (3.1) diluido 2 40 % em Sgua.

3.3. Solugio a 10 % (v/v) de 1anino, 2 partic de tanino puro, em pé.

3.4, 1,2-dicloretano pa.

3.5. Solugao 310 % (p/¥) de carbonato de s6dio anidro p.a.

3.6, Acido cloridrico a 37 % (p/v), d= 1,19,

3.7. Euanol ahsolu;o p.a.

38 Reagente & 2,4-diniyofenilidrazina: dissolver 40 mg de 2,4-dinitcofenilidrazina p.a. em cerca de
40 mi de ctanol absoluto (3.7.) em ebuliglo, deixar acrefecer ¢ transvazar para um ballo aferido

de 50 ml. Juntar 1 ml de dcido cloridrico (3.6.) & completar a0 volume com etanol absoluto (3.7.).
Preparar imediatameste antes da utilizaglo.

39. Amonfaco a 28 % (pfp), d = 0,91,

3.10. Solugio amoniacal de etanol: misturar um volume de cianot (3.7.) & um volume de amonfaco
(3.9.). ‘

31

Solugbes padrio de menadiona: dissolvee 20 mg de menadiona (vitamina K;) em 1,1-dicloretano
(3.4.) & completar a 200 ml. Diluir parces aliquotas desta soluglio em 1,2-dicloreiano (3.4.) para
obter uma série de solugdes, cujrs em diona estejam P didas entee 2 ¢
10 pg por ml. Preparar pouco tempo antes da utilizaglo.

>

. Instrumentos
4.1, Agitador mecinico.
4.2, Centrifugadora {3 000 a 5 000 ¢/minuto).
4.3, Frascos de denma;ab de 100 ¢ 250 ml, com tampa esmerilada.
4.4, Aparelho de raraghio para evaporaglo em vicuo, com baldes de 250 ml.
4.5, Banho-macia.

4.6. Espectrofordmetro com cuvetses de 10 mm de espessura.

w

Modo operatério

N. B. Todas as manipulages devem ser feitas a0 abrigo ds luz directa, eventualmente num instrumento
de vidra castanho. - e e

5.1. Amostra para ensaio
Recolher uma amostra para ensaio da amostea perfei dividids, proporci
mido em menadiona, isto &:
0,1 0 5,0 g'paci os concentrados ¢ pré-misturas.
20 & 30 g para os alimentos.
Inwwoduzir imediatamente a amastéa para ensaio no frasco de 250 ml com tamga esmerilada.

| 80 teor presu-

52. Extracgdo . R
Junur 96 ml exacips e ctano! diluido (3.2)) ¢ agitar mecanicamente durante 15 minutos 4 empe-
ratuea ambiente.
Seguidamente, juntar’,0 ml de solug2o de tanino (3.3.), misturar, transvazar o extracto para um
wbo de cenwsifugagio, centrifugar (3 000 & 5 000 r/minuto) ¢ decantar,
Intreduzir 20 2 40 ml medidos ‘com exactidio do extracto num frasco de decantagio de 250 ml,
juntar-com a pipeta 50 ml de 1,2-dicloretano (3.4), misturar ¢ juntar ¢om a pipeia 20 ml de
soluglo de carbanasg de 36dio (3.5.). Agitar energi durante 30 segundos ¢ recolher segui-
damente a fase diclorerinica num frasco de decantagio de 100 ml. Juntar 20 m! de &gua, agitar
ainds durante 15 segundos, recolher a fase dicloretdnica e eliminar os restos de 4gua com a ajuda
de papel-filizo. .
Para os concentrados e pré-misturas, recolher uma parte aliquota do extracto ¢ diluir em 1,2-di-
cloretano (3.4.) para obter uma concentragio em menadion de 2 a 10 ug por ml. Para os alimen-
105, evaporar a seco uma parte aliquota do extracto sob pressao, reduzida ¢ em atmosfera de
azolo, em b ia 2 40°C. R pend: pid o residuc em 1,2-dicloretano (3.4),
para obter uma solugio que ha 2 2 10 pg de por ml.

5.3. Fonnagdo de hidrazona
Deitar 2,0 ml do extracto dicloretinico obiido em 5.2 num ballo aferido de 10 mi ¢ juntar 3,0 ml
de reactivo 4 2,4-dinitrofenilhidraziona (3.8.), tapar o balio com a ajuda de uma rolha de cortiga
ou de teflon de modo a evitar qualquer evaporag3o e aquecer durante 2 horas a 70 °C em banho-
-maria. Deixar arrefecer, juntar 3,0 ml de soluglo amoniacal de etanol (3.10.), misturar, completar
20 volume com ctanol absoluto {3.7.) ¢ misturar de novo.
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5.5.

Medicio da densidade dptica

Medir a densidade 6ptica do P colorido azul 20 £sp 0 2 635 nm por
comparagie com um branco de reagentes obtido pelo tratamento de 2,0 ml de t,2-dicloretano
(3.4) como se indica em (5.3.). Determinar a quantidade de menadiona por refecéncia a uma
curva-padrio estabelecida por cada série de andlises.

I d

1
ectr

Curva-padrio

Proceder 20 tratamento de 2,0 mi das solugBes padrio de menadiona (3.11.) como se indica em
(5.3.). Medir a densidade 6ptica como se indica em (5.4.). Tragar a curva de aferigio colocando
nas ordenadas os valores da densidade Sptica ¢ nas abcissas as quantidades correspondentes de
menadiona cm ug.

6. Cilculo dos resultados
Calcular o teor em menadiona da amostra, tendo em conta o peso da amostra de ensaio ¢ as diluigdes
efectuadas durante a andlise. Exprimic o resuliado em mg de menadiona por kg.

7. Repedibilidade
A diferenca catre os resultados das duas determinagdes paralelas efectuadas na mesma amostra nio deve
ultrapassar:
— 20 %, em valor relativo, para os ados em diona inf 3 19 ppm,
= 2 ppm, em valor absoluto, para os 6d didos entre 10 ¢ 14 ppm,

— 15 %, em valor relativo, para os contetdos compreendidos entre 14 ¢ 100 ppm,
— 15 ppm, em valor absoluto, para os conteddos compreendidos entre 100 ¢ 150 ppm,
— 10 %, em valor relativo, para os conteudos superiores a 150 ppm,

O método permite dosear o rétinol (vitamina A) nos ali dos e pré
inferior de dosagem ¢ de 10 000 Ul/kg para ali i
330 classi

1. DOSAGEM DE RETINOL (VlTAMll;'lA A)

Objecto ¢ dominio de aplicacio

p i . O limite
dos e de 4 000 Ulrkg para

03 outros prod (*). Os prod ficados em dois grupos, segundo o seu presumido teor em
rétinol:
Grupo A: teoces inferiores a 200 000 Ul/kg,
Grupo 8: teores iguais ou superiores a 200 000 Ul/kg.

2. Principio
A amostra ¢ hidrolisada a quente por uma soluglo de hidréxido de potissio em meio etandlico ¢ em
presenga de um antioxigénio ou em acmosfera de azoto. A mistura & submetida 3 extracgdo pelo 1,2-
~dicloretano. O extracto serd evaporado a seco e retomado pelo rer dc petrdleo. A soluglo & croma-
tografada sobre coluna de éxido de aluminio {para o3 produtos do grupo B, a cromatografia s6 ¢
exigida em ceros casos). O rétinol & doseado por espectrofotometria a 610 nm apds desenvolvimento de
um complexo corado, segundo a reacglo de Carr-Price, no caso de produtos do grupo A; por espectro-
fotometria no UV 2 325 nm no caso de produtos do grupo B.

3. Reageotes

) Urilizados para a andlise de produtos dos grupos A e B

3.1, Etenol 96 % (v/v)

3.2, Solugio a 10 % (p/v} de ascorbato de sédio p.a., ou

3.3 Azow, purificado

3.4. Solugko & 50 % (p/v) de hidréxido de potdssio p.a.

3.5, Soluglo de hidréxido de potassio | N

3.6. Soluglo de hidroxido de pousssio 0,5 N

37. 1,2-diclorewanc pa.

3.8, Eter de petrtleo, puro, ebulicio 30-50 *C. Se necessério purificar como segue. Agitar 1 000 ml
de érer de peirsleo com proporgdes de 20 mi de cido sulfrico concentrado até que o icido
fique incolor. Eliminar o cido ¢ lavar o éter sucessivamente por 500 ml de dgua, duas vezes
250 ml de uma solug2o a 10 % de hidroxido de 36dio ¢ trés vezes S00 ml de dgun. Elimindr a
camada aquosa, secar o ter durante | hora em carvio activo ¢ sulfato de sodio anidro, filirar
¢ destilar

39. Oxido de alumini dardizado segundo Brok calcinar durante B horas a 750 °C,
arrefecer em secafor e conservar em frasco de vidro escuro, com rolha de rodar, Antes da
uulizagto em cromatografia, humidificar como segue: introduzi num frasco de vidro escuro
10 g de 6xido de aluminio ¢ 0,7 m! de dgua, fechar hermeticamente, aquecer durante 5 minu-
tos em banho de &gua a ferver, agitand i Deixar arrcfecer, agi Verificar a
acuvidade do oxido de al io assim d b do 2 andlise, de acordo com o
estipulado em 5.3 ¢ 5.4, uma quantidade conhecida de ririnol padrio (3.17)

3.10. Oxido de al basico, graduado de actividade |

311, Ever dietlico, puro. Eliminar os perdxidos ¢ 0s tragos de Sgua para cromatografia em coluna

3l
31

<

31

3

3

317,

o

de éxido de aluminio basico (3.10) (25 g de 6xido de aluminio para 250 ml de éter dieilico)

2. Solugdes de tter de petrdleo (3.8) 2 4,8, 12,16 & 20 % {v/v) de deer dieulico (3.11)

3. Solugto de sulfureto de sédio 0,5 mole na glicerina a 70 % (v/v) preparada a pantir de sulfu-
reto de sodio paa.

Utilizados exclusivamente para a andlise dos produtos do grupo A

4. Benzeno paa., cristalizsvel

5. Cloroférmio p.a. Eliminar o ¢unol, o fosgeno ¢ os tragos de dgua por cromatografia em co-
{una de 6xido de aluminio basico (3.10) (50 g de éxido de aluminio para 200 mi de clorofor-
mio) convém cromatografar uma segunda vez os 50 primeiros ml de cluato

Reagente segundo Carr-Price: Agitar cerca de 25 g de tricloreto de antiménio p-a. (conservado
em secador) com 100 ml de cloroférmio (3.15) acé saturagio da solugio. Um leve depésito de
tricloreto de antiménio n3o prejudica. Juntar 2 ml de anidride acésico pa. Conscrvar em ge-
leira num frasco de vidro escuro com rotha de rodar. Duragio de conservagio: varias semanas

~

Réuinol padrio, controlado por especirofotometria

() 1 Ul = 0,3 pg de rbtinol.

€} Unlizados exclusivamente para a andlise de produtos do grupo B

3.18. lsopropanol, para cromaiografia

>

. Aparcthagem

4.1. Banho de dgua

4.2. Aparclho rotativo para evaporagio em vicuo com baldes redondos de difecentes capacidades

4.3. Tubos para ¢

4

grafia, em vidro pri : 30 mm, interno: eerca de 3 mm)

4.4, Espectrofotémetro com cuvetes de 10 mm de espessura (em Guartzo para medigdes em UV)

4.5. Limpada UV, 365 nm

[

. Moda dr operar

N.B. Todas as manipulagdes desem fazer-se 20 abrigo de luz directa, evenualmente num aparelho de
vidro escuro

5.1. Colherta

Tomar uma colheita de amostra dividida, proporcional ao presumido teor em vitamina A, seja:

0,12 1,0 g para o5 concentrados (teores superiores a 20 000 Ul/g),

3,08 5, g para as pré-misturas (ieores comprecndidos entre 400 ¢ 26 900 Ul7g),

10 2 20 g para as misturas minerajs,

30 g para os produtos do grupo A

Introduzic imediatamente a colheita num balio de 500 ml de ampa de rodar.

B

~

Hidrilise e extracgao ()

Juntar sucessivamente 3 colheita 40 m! de éanol (3.1), 2 m! de solugio de ascorbato de s6dio (3.2)
(2), 10 ml de solugdo de hidroxido de potdssio (3.4) ¢ 2 ml de solugo de sulfureto de sédio (3.13).

Aquecer durante 3 minutos a 70-80 °C sob 13
sob corrente de 4dgua. Juntac 50 ml de étanol (3.1) ¢ 100 ml {colhidos com

d deixar arrefecer

pipetay de 1,2-

f de refluxo e se

-diclecitano (3.7). Agitar energicamente ¢ decantar o liquido sobrenadante numa ampola de decan-
tar. Juntar na ampola 150 ml de solugao de hidréxido de potdssio (3.5), agitar durante 10 segundos
¢ dedxar repousar até scparaglo das fases. Recolher a fase dicloretdnia (fase inferior) numa ampola
de decantar, juntar 40 mi de solugio de hidroxido de potdssio (3.6}, agitar durante 10 segundos ¢
deixar repousar at¢ separagio das fases. Recolher a fase dicloretinica numa ampola de decanuar ¢
lavar & a B vezes com ajuda de porgdes de 40 mi de 4gua, até 4 auséncia de alealino (experiéncia
com fenolfialina). Recolher a fase dicloretinica e eliminar os Glimos tragos de 4gua com a ajuda
de uras de papel de filtro

Evaporar a seco uma parte aliquota da soluglo, a vicuo e sobre banho de 4gua A temperatura de
40 °C. Retomar rapidamente o residuo por 5 mt de éter de peustleo (3.8).

Para 0s produtos do grupo A, cromatografar como indicado em 5.3.1.

Fara or produtos do grupo B, transferir a solu¢io num ballo aferido de $0 ml, completar o volume
com ¢ter de peudleo (3.8), homogeaizar e medir a densidade 6ptica como indicado em 5.4.2.

Cromaicgrafia

5.3.1. Produtos do grupo A

Encher um twbo para cromatografia (4.3), até 2 altura de 260 mm, com 6xido de aluminio
(3.9) previamente impregnado de éter de petrdleo (3.8). Introduzir a solugdo obtida em 5.2
o wbo ¢ juntar imediatamente 20 m! de éter de peccbleo (3.8).

Eluar sucessivamente em porgdes de 10 ml das solugdes de éier de perdleo a 4, 8, 12, 16 ¢ 20 % de ster
diedlico (3.12), em vicuo parcial, ou sob pressio, sendo a velocidade de escoamento de 2 a 3 gous por

segundo,

O caroteno ¢ cluido em primeiro lugar ¢) O rétinol & geralmente eluido em solugo de éter de petroleo
em 20 % de éter dicuilico (3.12). A eluigdo é controlada sob luz IV (breve irradiagio da coluna por uma
lampada de mercirio). A banda Muorescente de rétinol separa-se nitidamente das bandas amarelas de xan-
1ofila que a seguem. Recolher a fracgao de eluato contendo o rétinol num ecleameyer.

5.3.2. Produtos do grupo B

A cromatografia nllo deve ser efectuada se as medidas de densidade 6ptica obtidas em 5.4.2
nio estio em conformidade com as indicagdes dadas em 5.4.2.

Se a cromatografia se afigura necessiria, introduzir na coluna cromatogrifica uma parte
aliquota da soluglo em érer de peirsleo obtido em 5.2, contendo cerca de 500 Ul de rétinol,
¢ cromatografar como indicado em 5.3.1.

5.4, Medida de densidade dptica

5.4.1. Produtos do grupo A

54.2.

o

Evaporar a seco, em vicuo, o eluato contendo o rétinol, obtido em 5.3.1. Retomar o residuo
por 2 ml de benzeno (3.14). Tomar 0,3 m! desta solugio e juntar 3 ml de reagente segundo
Carr-Price (3.16). Desenvolve-se uma coloragio azul. Medir 4 densidade Optica no espectro-
fowemetro a 610 nm, extacamente 30 segundos apés o inicio da reacgio. Determinar o teor
em rétinol, em refertncia 2 uma curva-padrio obtida a partir de solugtes de benzeno de
concentragBes crescentes em rétinol padrio tratados pelo reagente segundo Care-Price (2a
16 Ul de vitamina A padrao (3.17) por 0,3 ml de benzeno (3 14) + 3 ml do reagente sc-
gundo Carr-Price (3.16). A curva padric deve ser controlada regularmente ¢ cm cenos inter-
valos de tempo, com a ajuda do padrio e de uma solugio, preparada de fresco, do reagente
segundo Carr-Price,

Produtos do grupo B

Tomar uma pane aliquota da solugdo em éter de pewrélco obtido em 5.2, contendo cerca de
200 Ul de rétinol. Evaporar a seco, em vicuo, ¢ retomar o residuo por 25 ml de isopropanol
(3.18). Medir a densidade 6ptica com o espectrofotdmetro a 325, 310 e 334 am. O miximo
de absorgao situa-se a 325 nm, O teor em rétinol A da solugio ¢ calculado como segue:

Ejys. 18,30 = Ul de rétinol

() Para os alimenios de aleitamento ¢ 03 produtos com tendéncia para se sglomerarem ou incharem, «dobrars 2 quanti-
dade dos reagentes indicados em 5.2, primeiro e segundo parigrafos.
('} A adig3o de ascorbato de 38dic ndo ¢ nccessiria quindo a hidcalise & efectuada em aimosfera de azoto.

€} O 1eor em caroteno pode ser determinado pels medida da densidade 6psica 2 450 nm; E

1%

- 2600
Tcm
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contudo, os relatdrios das dennidades dpticas
Eyg: EnseEsne s By
devem ser de 6:7 = 0,857

Se um desies relatbrios s¢ afasta sensivelmenie deste valor ({0,830 ou) 0,880), a medida das
densidades dpucas deve ser ida de uma ¢ grafia, scgundo o p indicado
em 5.3.2. Sc a medida das densidades 6pticas ¢l du, apds a ¢ grafia, indica que o3
celatbrios citados s afasta ainda sensivelmente do valor 0,857 ({0,830 ou) 0,880), a dosagem
deve ser efectuada segundo o processo indicado para o5 produtos do grupo A.

6. Cailculo dos resultados

Calcular o teor em rétinol da amostra, tendo em conta do peso da amostra em ensaio ¢ day diluigdes
efectuadas no decurso da analise. Exprimir o resultado em Ul de rétinol por quilo.

Repetibilidude

das na mesma amostra, ndo deve

A diferenga entce o3 resultados de duas d ;0cs paralelas
exceder

20 %, em valor relatvo, para o8 teores em cétinol inferiores a 75 000 Ul/kg,

— 15300 Ul para os teares comprecadidos entre 75 000 ¢ 150 000 Ul/kg,

— 10 %, em salor relativo, para os teores compreendidus entre 150 000 ¢ 250 000 Ul/kg,
25002 Ul para os teores compreendidos entre 250 000 € 500 000 Ul/kg,

. § %, em valor retauvo, para o3 teores superiores 3 $00 000 Ul/kg

DOSAGEM DE ACIDO ASCORBICO E DE ACIDO DE HIDROASCORBICO (VITAMINA C)

Objecto ¢ dominio de aplicagio

O método pesmite dosear 2 suma dos icidos ascorbico ¢ hidroascorbico (vitamina C) nos alimentos,
concentrados ¢ pré-misturas. O limite inferior da dosagem ¢ de 5 ppm. Os produtos sao classificados em

dois grupos, segundo o seu teor presumido, cm vitamina C:
Grupo A wores inferiores 3 19 g/kg

Grupo B icores iguais ou superiores 3 10 g/ke.

~

Principio

A amosira, colocada em suspensio numa soluglo diluida de icido metafosforico, ¢ submetida a extcac-
¢1v por cloroférmio. A fase aquosa ¢ tratada por uma soluglio de 2,6-diclorolenol-indofenol, para teans-
formar o cido ascorbico em icido dehidroascérbico, € seguidamente por uma soluglo de 2,4-dinitrofe-
nilidrazina. A hidrazona formada & cxiraida atrives de uma mistura de acetato de éulo, de icido acttico
giacial ¢ de acetona. A soluglo € cromatografada sobre uma coluna de «geleian de sllico, o cluato ¢
evaporado a seco ¢ o residuo ¢ dissolvido em icido sulfurico diluido. A densidade Optica da solugto ¢
medida por fotometso a 509 am.

Para o1 produtor do grupo A, o cluato resaliante da cromatografia em coluna, ¢ submetido, ainda, a uma
cromatogeafia em camada fina, para isolar a hidrazona

-

Reagentes

3

Soluglo padrio a 0,05 % de scido L-ascorbico: dissolver 50 mg de icido L-ascorbico p.a. em
cerca de 20 ml de solugo de &cido metafosférico (3.2) e completar com dgua awé 100 ml. Preparas
imediatamente antes da uthzagio

32, Soluglo a 10% (p/v) de icido metafosforico: dissolver em fgua 200 g de Acido metafosforico
pa., triturados em almofariz, e completar com dgua até 2 000 ml. Conservar a 4 *C. Renovar apds
uma semana

3.3, Cloroférmio p.a

antes da utiliza-

3.4, Soluglo a 0,5 % (p/v) de 2,6-diclorofenol-ind f
slo

| p.a. Preparar i

35, Auxiliar de filragio (S. ¢ S. n° 121 ou equivalente)

36, Soluglo Acida a 2 % {p/v} de 2,4-dinitcolenilidrazina: dissolver 2 g de 2,4- wrofenilidrazina em
100 ml de 4cido sulfurico dituido (25 ml de &cido sulfrico p.a., d: 1,84, diluidos em 100 ml
através de agia). Ao fno, esta soluglo conserva-se uma semana

37. Azowoou

)8 Anidrido carbbaico

39, Miswra de acetato de £tilo p.a./icido acktico glacial/acetona p.a.: 96/2/2 em vol.

3.10. Mistura de diclorometano p.a./acido acético glacial: 97/3 em vol.

3.11. Geleia de silico, granulometria: 0,05 2 0,2 mm

3.12. ‘Geleia de silico H, segundo Stahl, para cromatografia em camada fina

3.13. Acido sulfurico diluide. introduzir 105 ml de igua num ballo aferido para 200 mi, complewar o

volume com 4cido sulfurico p.a., d: 1,84

3.14. Solvente de cluigo para cromatografia em camada fina: misturar 75 ml de &ier dieulico pa.
4,0 ml de dcido acético 2 96 % (p/¥} p.a. Renovar apds 2 2 3 cromatografias.

>

Aparethagem

4.1, Banho de dgua regulada 3 20 °C por uluatermésiato
4.2, Centrifugadora (3 560 t/m) com twbos de 403 30 mi, menidos de tampas de rodar
43 Aparetho rotauve, para evaporaglo em vicuo, com baldes de 250 ml

4.4, Tubos para cromatografia, em vidro (comprimento: 100 mm, didmetro interno: 20 mm), com placa

de vidro {por ex. wbos de Allihn)

Espectroforometro ou colorimetro com kiltros, com cuvetes de 10 mm de epessura

>
w

4.1

o

24h antes de utihzar

4.7, Estla, regulada para 120—130°C

Aparelhagem para cromatdgrafo em camada fina, com placas de geleia de silico (3.12), espessura de
camada: 0,5 a 0,6 mm (scrvem as placas prontas pard uso). Secar a3 placas ducante 2h 30 a 3h ma
ostula 2 120130 °C. Deixar arrefecer ¢ conseevar seguidamente em secador durante pelo menos

s

Modo de operac
5 1. Extracgio

Introduzir em dois baldes afcridos para 250 ml, A ¢ B, com ampa dc rodar, quantdades idénticas
4 amostra, dividida finamente, contendo cercade 200 pg de vitamina C. Juntar, somente, no balio
A, 0,4 ml de solugio padrio (3.1} « homogeneizar, agitando ligeiramenic (padrio interno).

Justar em cada balia 30 ml de cloroformio (3.3) € 25 mi de solugio de cide metafosforico (3.2) a
4 °C. Agitar rapidamente ¢ em seguida deixar repousar 10 a 15 minutos. Juntar 25 m! de agua,
tapar os baldes, agilar vig durante 10 seg e deixar arrefecer 10 a 15 minutos em
banho de sgua (4.1). Centrifugar para separar a fase aquosa de fase’ cloroformica, Prosseguir as

tmul sobre o8 aquosos A (padrio incrno) ¢ B, como indicado sc-

guidamente.

5

~

Oxidagio

Com uma pipeta, tomaz 40 mi da solug3o aquosa sobrenadante (ligeiramente turva) obtida em 5.1,
imroduzic num who de reacg3o com tampa de rodar, juntar 0,5 a | ml de soluglo de 2,6-diclorofe-

I-indofenol (3.4) ¢ h geneizar. Forma-sc uma coloragio vermetha que deve persisiir pelo me-
nos 15 minutos. Juntar em seguida cerca de 300 mg de auxiliar de filiraglo (3.5), agitar ¢ filirar em
filtro de pregas, seco. O filirado nlo tem obrigatoriamente que ser limpido.

femilid)

¢ io da hid)

5.3, Reacgdo com a 2,4-dr

Com a pipeta, tomar 10 ml do filtrado obtido em 5.2, introduzi-los num wbo centrifugador (4.2),
juntar 2 ml de solugio de 2,4-dinitrofenilidrazina (3.6) ¢ b izar. Fazer passar rapidamente
pelo wbo uma corrente de azoto ou de dcido carbdnico (3.8), tapar © wbo ¢ mergulha-io duranie
cerca de 15 h (uma noite) em banho de dgua (4.1). Juntar seguidamente 3 ml de igua, 20 ml de
mistura acelato de éuilo/4cido acético glacial/acctona (3.9) e cerca de 800 mg de auxiliar de filtra-
<30 (3.5). Tapar o wbo, agitar vigs durante 30 segundos ¢ centrifugar. | duzie 15 ml
da fase sobrenadante num ballo de evaporacio, € evaporar sob pressio reduzida no evaporadar
rotativo (4.3) aié obtengio de um residuc oleoso. Dissolver o residuo em 2 ml da miswra acetato
de ttito/4cido acético glacial/acelona (3.9) aquecendo a 50 °C, deixar arsefecer, jumtar 10 mi da
mistura diclorometano/scido ackrico glacial (3.10) ¢ homogeneizar.

em coluna

5.4. Cromatogra,

Encher um twbo para cromatografia (4.4) awt uma altura de 30 mm, com a miswra diclorometano/
7icido actiico glacial {3.10). Colocar em susp (agitand ) 5 g de geleia de silico

3
(3.11) em 30 m da mistura diclorometano/icido acético glacial (3.10), deitar 3 suspensio no tabo.
Deixar formar depésilo ¢ comprimir seguidamente sob fraca pressio de azoto (3.7).

Transvazar no wbo a solugio obtida em 5.3, lavar o balio com umz pequena quantidade da
misiura diclorometano/dcido acético glacial (3.10) ¢ transvazar no who. Seguidamente encher este
com a mistura (3.10) € prosseguir a lavagem da coluna com 2 mesma (3 a 4 porgdes de cerca de
5 mi) até oblengdo de um cluato incolor. Eliminar 2 fracgio de eluato colorido de amarelo.

Eluir 2 zona avermethada no cimo da coluna pela mistura de acetato de tiilo/dcido acético glacial/
/aceiona (3.9}, recother o eluato ¢ evaporar 2 seco.

$.4.1. Para os produtos do grupo A (teores em vitemina C inferiores a 10 grkg) dissolver o residuo em
2,0 ml da mistura acetato de étilo/icido acttico glacial/acetona {3.9) e proceder imediata-
mente A cromatografia em camada fina, como indicado em 5.5.

5.4.2. Para os produios do Grupo B (teores em vitamina C iguais ou superiores « 10 gikg), retomar o
cesiduo oleaso em 4,0 ml de dcido sulfarico diluido (3.13), agitar vigorosamente para dissol-
ver complelamente o residuo ¢ proceder 4 medida da deasidade optica como indicado em
5.6.

5.5, Cromatografia em camads fina
Efectuar duss vezes as operagdes indicad: guio . Depositar, sob forma de marca, na placa
para cromatogeafia em camada fina {4.6) 0,5 ml da solugio obtida em 5.4.1 Deseavolver durante,
pelo menos, 20 minutos com Acido solvente de eluiglo (3.14), em cuba sawurada, até separaglo
nitida da 200 de hidrazona colorida em rosa. Deixar secar a0 ar. Delimitar a zona rosa, raspar
esta com a ajuda de uma esplwla e wansferir quantitativamente 3 massa pulverulente num wbo
para cromatografia (4.4).

Eluir sucessivamente, uma vez em 2 ml e duas vezes em 1,9 mi de minuea acetato de étilo/4cido
acético glacial/acetona (3.9). Recolher o eluato num pequeno balle (a ulima fracglo deve ser
incolor). Evaporar a seco, retomar o residuo oleoso em 4,0 ml de icido sulfirico diluido {3.13)
agitar vigorosamente para dissolver completamente o residuo e proceder 3 medida da densidade
Sptica.

5.6, Medida da densidade dptica

Medir a densidade 6ptica no forémetro a 509 am, 20 3 30 minutos depais da colocagio em soluglo
do residuo em scido sullbrico. Efectuar as medidas por comparaglio com o scido sulfurico diluido
3.13).

5.7. Enisio « branco

Na auséncia de amostra efectuar um ensaio a branco, aplicando o mesmo modo de operar.

Cilculo dos resuliadas
O teor em g de vitamina C por kg de amostra ¢ dada pela formula:
2
®—o-10d
na qual:

a = densidade dptica do branco
b = densidade éptica da solugdo do padrlio interno
¢ = densidade ptica da solugko da amostra

d = peso, em gramas, da amosira em ensaio.

Repetibilidede
A diferenga entre o8 kados de duas d i lel f das em relagio 3 mesma amos-

tra, nlo deverk exceder 10 %, em valor relativo, Plrl'ﬂ‘ wores em vitamina C inferiores a 10 g/kg ¢
$ W, em valor relativo, para os teores iguais ou superiores a 10 g/kg.
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4. DETERMINACAO DA ACTIVIDADE DA PEPSINA

1. Objecto ¢ dominio dc aplicagio

Eve método permite controlar a actividade da pepsina wiilizada para o doseamento de protcinas brutas
solubilizadas pefa pepsina ¢ pelo scido cloridrico.

~

Principio

A hemoglobina ¢ wratada, em condigdes definidas, pela pepsina em meio cloridrico. A fracglo nio hidro-
hzada day protelnas ¢ precipitada pelo icido tricloroacttico. Ao filirado ¢ adicionado hidréxido de
sodio ¢ do reagente de Folin-Ciocalicu. A densidade dptica desta soluclo ¢ medida a 750 nm ¢ a
quanudade de urosina que the corresponde ¢ lida numa curva-padrio.

Dcfinigdo: A umdade de pepsina ¢ definida como a quanudade desta enzima que libena, por minuto,
nas condigdes do méwodo, uma quantidade de grupos hidroxiaril cuja coloragio pelo reagente de Folin-
Crocalicy tem uma densidade 6piica correspondente 4 de uma mole de tirosina, nas mesmas condigbes.

3. Reageates

3.1 Addo cloridrico 0,2 N.

32 Acido cloridrico 0,06 N

3.3. Acido cloridrico 0,025 N

3.4, Solugio a 5 % (p/v) de dcido tricloroacético
3.5 Solugio de hidroxido de sodio 0,5 N

3.6. Reagente de Folin-Ciocalieu. Incroduzic 100 & de wngstato de sédio (N3, WO, 2H,0), 25 g de
molibdato de sédio {(Na,MoO, . 2H,0) e 700 m! de Agua num ballo de fundo redondo de 2 | de
colo esmerilado normalizado. Juniar 50 ml de scido fosférico {d : 1,71) e 100 ml de 4cido clorl-
drico concentrado (d : 1,19}, ajustar ao balao um refrigerador de refluxo, aquecer até A ebuligio e
manter 3 soluglo em cbuliglo suave durante 10 h. Deixar arrefecer, desligar o refrigerador de
refluxo. Adicionar 175 g de sulfato de litio (Li,SO, . 2H,0, 50 ml de 5gua e | ml de bromo. Feever
durante 15 minutos para eliminar o excesso de bromo.

Dexar arcefecer, transvasar a solugSo num balio aferido de 1 licro, completar o volume com igua,
homogeneizar ¢ fiitrar. Nio poderd subsistir qualquer coloragio esverdeada. Antes de wilizar, di-
luir um volume de reagente com dois volumes de sgua.

37. Solugie de hemoglobina: Pesar uma quantidade de hemoglobina, substrate proteico de Anson
(cerca de 2 g) correspondente a 354 mg de azoto (") ¢ introduzir num ballo de 200 m! de colo
esmecitado normalizado. Juntar alguns ml de icido cloridrico (3.2), ligar o balio 2 bomba de
vicuo e agitar act 3 dissoluglo compleca da hemoglobina. Desligar o vicuo e adicionar, agitando
sempre, o dcido cleridrico (3.2.) para completar 2 100 ml. Preparar inmediatamente antes de utilizar.

3.8. Soluglo-padrio de irosina: dissolver 181,2 mg de tirosina em icido cloridrico (3.1) ¢ completar

para | liro com o mesmo icido (solugiomic). Recolher 20,0 ml ¢ diluir para 100 ml pelo scido
cleridrico (3.1.). I ml desta soluglo contém 0,2 mole de tirosina.

Iastrunicatos

4.1. Banho-maria, rgulado 2 25 *C % 0,1 *C por ultraterméstaco.
4.2. Especirofoidmetro.

4.3. Crondmetro, precisao: 1 segundo.

4.4. Aparclho medidor de pH.

Maodo operatério

5.1. Preparagio da solugdo (v. observagio 7.1)
Dissolver 150 mg de pepsina em 100 ml de scido cloridrico (3.2)). Recolher com uma pipeta 2 ml
da solugdo, introduzi-los num ballo aferido de 50 mi e completar o volume com dcido cloridrico
(3.3). O pH, verificado no aparelho medidor de pH, deve ser de 1,6 & 0,1. Mergulhar o balso no
banho-maria (4.1.)

52 Hidrolise
Introduzir com a pipeta num wbo de ensaio 5,0 m! de soluglo de hemoglobina {3.7.), elevar a
temperalura a 25 °C em banho-maria (4.1.), adicionar 1,0 m! da solugdo de pepsina obtida em
(5.1) ¢ misturar, com uma haste de vidco engrossada auma extremidade, com cerca de 10 movi-
mentos de vaivém Manter o tubo de ensaio no banho a 25 *C durance 10 minutos, contados exac-
tamente 2 panir da adiglo da solugio de pepsina (a duraglo ¢ a temperatura devem ser rigorosa-
mente respeitadas). Em seguida, juntar 10,0 m! de soluglo de 4cido tricloroacético (3.4)a25°C,
homogeneizar ¢ filirar num filiro seco.

5.3, Desenvolvimento da coloragdo e medida du densidade Gptica

Recolher com uma pipeta 5,0 ml do filtrado, introduzi-los num erlenmeyec de 50 ml, adicionar
10,0 ml de solugho de hidroxido de sédio (35.) ¢, agitanto sempre, 3,0 ml do reagente diluido de
Folin-Ciocalteu (3.6.). Apés S a 10 minutos, determinar a densidade 6ptica da soluglo em espectro-
fotdmetro, a 750 nm em scuvettess de | em de espessura, por comparaglo com a dgua.

S.4. Ensaio em branco
Para cada determinag3o, proceder a um ensaio em branco como se segue: Introduzir num tuba de
ensaio com uma pipeta 5,0 m! de solugio de hemoglobina (3.7.), elevar a emperatura a 25 °C num
banha-maria (4.1.), adicionar 10,0 mi de soluglo de icido wicloroacttico (3.4.) a 25 °C, homoge-
ncizar ¢ adicionar em seguida, 1,0 m! da solugio de pepsina obtida em (5.1.). Misturar cam uma
vareta de vidro e manter o wbo de ensaio exactamente 10 minutos no banho-maria (4.1.) a 25 °C.
Homogencizar e filicar num filtro seco. Prosseguir como indicado em (5.3.).

5.

n

Curve-padrio

introduzir em erlenmeyer de 50 ml volumes de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 ¢ 5,0 ml de solugTo-padric de
urosina (3.8, correspondente, respectivamente, 3 quantidades de tirosina de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 ¢ 1,0
moles. Completar a série por um testemunho sem tirosina. Completar os volumes para 5,0 mi com
iaida cloridrico (3.1.). Adicionar 10,0 ml de soluglo de hidréxido de sédio (3.5) e, agitando sem-
pre 3,0 ml de reagenie diluido de Folin-Ciocalteu (3.6.). Medir a densidade éplica como indicado
em (3.3.), aa ultima frase. Tragar a curva-podrio, corrclacionando as densidades Spuicas com as
quanudades de tirosina.

Cilculo dos resultados

Ler na curva-padrio a quantidade de tirosina, em mole, correspondente 4 densidade optica da soluglo
corada, diminuida dos valores do ensaio em branco.

A acuvidade da pepsina, em mole de tirosina por mg ¢ por minuto, a 25 *C, ¢ dada pela formula:

Unidades por mg (V/mg) = 2‘%}-!

(') Determinar o teor de azoto por um semi-microkjeldahl (concentraglo tedrica: 17,7 % de az010).

em que:
4 — quantidade de tirosina, em pmole, lida na curva-padrio
P — peso em mg da

idade de pepsina adicionada em 5.2.

e

Observagdes

7.1. A quantdade de pepsina a pdr em soluglio deve ser escolhida de maneira a obter, na medigio
fotométrica final, uma densidade optica de 0,35 + 0.035.

7.2, Duas unidades por mg obtidus pelo presente método ipond
(umole de tirosina/mg mi
10 min 1 35,5 °C).

a: 3,64 miliunidad Anson/mg
2 35,5 *C) ou 36.400 unidades comerciais/g (umole de tirosina/ gecm

DETECCAO E IDENTIFICAGAO DE ANTIBIOTICOS DO GRUPO DAS TETRACICLINAS

1. Objecto ¢ dominio ¢ aplicagio

Este método permite revelar ¢ identificar os anubitticos do grupo das tetraciclinas nos alimentos que
contenham pelo menos em 0,1 ppm destes, nos concentrados ¢ nas pré-misturas.

2. Principia

A amostra ¢ submetida a extracglo por uma mistura de metanol € de scido cloridrico. O extracto &
cromatografado em papel, por via ascendente, em comparaglo com as solugdes de refertncia. Os anub.s-
ticos s¥o revelados ¢ identificados por comparaglo dos seus valores Rf, com os das subsidincias-padrio,
quer por fluorescencia aos UV (fortes concentragdes de anubibticos), quer por bicautografia em meio
de dgar-igar, inoculado com B. cereus.

3. Reagentes ¢ meio de cultura

3.1, Tampio, pH 3,3

Acido citrico monohidratado p.a. 10,256 g
Fosfatwo dissédico NA,HPO, 2H;0 pa. 745g
Acctona pa. 300 mi
Agua destilada para 1000 m|
3.2 Tempio de forfato, pH 5,3
Fosfaro monopotdssico KH,PO, p.a. 130,86 g
Fosfato dissédico Na,HPO, - 2H,0 pa. 6,947 g
Agua desulada para 1000 mi

3.3 Elvente I:  Mistura de nitrometano puro/cloreférmio puro/ a-dicloridrina: 20/10/1,5 em vo-
lume. Preparar no momento da uulizaglo.

3.4, Eluente II: mistura de nitrometano puro/cloroférmio puro/a-picolino: 20/18/3 em volume. Pre-
parar no momento da utilizaglo.

3.5, Mistura de mewanol puro/scido cloridrico (d : 1,19): 98/2 em volume.
3.6, Acido cloridrico 0,1 N.
3.7. Amoniace, d: 0,91,

38 Subxunciu-padrlo, clorotetraciclina, oxitetraciclina, tetraciclina cuja actividade € expressa em clo-
ridrato,

3.9, Microorganismo: 8. cerews ATCC w® 11773

Co_nurv-;lo dl_ estirpe, preparacio da suspensso de esporos e inoculaglo do meio de culwura:
aplicar as prescrigdes 3.1 ¢ 3.2 do méwdo de doseamento da corotetraciclina, da oxitetraciclina e
da wetraciclina por difusio em gar-gar, constantes da Parte 2 do presente ancxo.

310, Meio de cultura ()

Clicosa g
Pepiona teipsica 10g
Extracto de carne 1,5g
Extracio de levedura g
Agar-dgar 20¢g

Agua destilada para 1000 mi

Ajusar o pH a 5,8 no momento da utilizago.

311 Solugio 2 0,1 % (p/v) de clorero de 2,3,5- uifenilkecrazslio ¢ 5 % (p/¥) de glicose.

4. Instrumentos

4.1, Aparclhagem de cromatografia ascendente em pape! (altura do 1: 2
d 25
Schull 2040 b ou 2043 b, ou equivalente. PP ppe ) Papel Schescher ¢

4.2, Centrilugadora
4.3. Exufa de incubadora, regulada a 30 °C.
44 Limpada UV para detecclio da Hluorescencia,

4.5. Placas de vidro de cerca de 20 x 30 ¢m, permivnde 2 montagem de uma caixa achalada‘ para a
bioaurografia.

(4 Pole sec wilizado qualquer meio de cultura comereial de composicao ansloga € que conduza 205 mesmos resultados
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5. Solugdes-padria

o

~

-

5.1,

Solugdes-mde

Preparar, a partir das substincias-padrio (3.8} com Acido cloridrico (3.6.), solugbes cuja concen-
tragio comresponda, respectivamente, a 500 pg de clorotetraciclina-HCl por ml e de tetraci-
clina-HCl por ml.

5.2, Soluges de referéncia para a detecgdo aos UV
Diluir as solugdes (5.1.) com tampio fosfato {3.2.) para obier solugdes cuja concentraglo corres-
ponda a 100 pg de iclina-HCI, de oxi iclina-HCl ¢ de iclina-HCl por m!.
5.3. Sofugdes de referincia para & detecgio por bicautagrafia
Dilnir as solugdes (5.1) com tampio fosfato {3.2.) para obter solugdes cuja concentracdo corres-
ponda a 5 ug de cl iclina-HC, de oxi iclina-HCl ¢ de iclina-HCI por ml,
Extracgio

Sempre que se espera uma concentraglo de antibiético inferior 2 10 ppm, pode utilizar-se quer a amos-
tra homogeneizada, quer a fracglo mais fina separada através de uma pencira, dado que os ancibitticos
se encontram prefereacialmente nesta fracg3o.

Ressuspender a amosira na mistura (3.5.) ¢ centrifugar. Recolher o sobrenadante para utilizar tal como
esteja, ou dilui-lo, se necessirio com a mistuca (3.5.), para obter concentragbes de antibidtico de cerca
de 100 pg (6.1.) ¢ 5 pg (6.2.) por ml.

Detecgio ¢ identificagio

7.

7

7

-

™
>

™~

Cromatografia

Mergulhae o papel na soluglo tampio pH 3,5 (3.1). Eliminar o excesso de liquido comprimindo o
papel encee folhas de papel de filwo seco. Em seguida, depositar no papel, volumes de 0,01 m!
das solugdes de refertncia (5.2. € $.3.) e do extracto (6.1. ¢ 6.2.). Para obier uma boa separagio ¢
muilo i o 1eor apropriado de humidade do papel; deixar secar ligeicamente, se necesss-
no.

Revelar por cromatografia ascendente. Utilizar o eluente T (3.3.) para a detecglo por bioautografia,
o cluente [l (3.4.) para a detecglio aos UV. Logo que a linha de frente do solvente atingir 15 a 20
cm de altura {cerca de | h 30 m), interromper a cromatografia ¢ secar o papel.

Detecgdo aos UV

Logo que a concentragio de anubistico seja superior a 1 ug/cm’, observam-1¢ manchas fluorescen-
1es douradas por irradiagio com UV (4.4.), ap6s ratamento do cromalograma por vapores amonia-
cus (3.7.).

Detecgio por bivantografia

Deitar o meio de cultura (3.10.), previamente inoculado cam B. cereus (3.9.), sobre placas de vidro
(4.5.) ¢ colocar o papel sobre o meio de cultura. Depois de 5 minutos de contacto, tirir o papel €
colocs-lo sobre um outra ponto do meio de cultura, onde deve ser mantido duranie o periodo de
incubagio. Incubar em seguida, durante uma noite, na estufa a 30 °C. A presenga de um anubidtico
do grupo das setcaciclinas reconhece-se por zonas de inibig3o claras no meio de cultura wrvo.

Para fixar o cromatograma, vaporiza-se a solugio (3.11.) sobre o papel, depois da incubagio.

. Identificagdo

Dio-se a seguir os valores Rf relativos dos anuibidticos do grupo das tewraciclinas. Estes valores
I fidad
a

podem variar ligei do papel ¢ o seu teor de humidade.

Clorotetraciclina (CTC) 0,60
Teuraciclina (TC) 0,40
Onitetraciclina (OTC) 0,20
4-epi-CTC 0,15
4epi-TC 0,13 |
4-¢pi-OTC 0,10

Os compostos «cpi» 1¢m uma actividade antibiética inlerior a dos compostos normais.

DOSEAMENTO DA CLOROTETRACICLINA, DA OXITETRACICLINA E DA TETRACI-
CLINA

A. POR DIFUSAC EM AGAR-AGAR

. Objecto ¢ dominio da aplicagio

E.’-u método permiu)dmur a clorotetraciclina (CTC), a onitetraciclina (OTC) ¢ a tetraciclina (TC) nos
e pré-mi:

O limite inferior do doseamento & de $ ppm. Os teores inferio-

L
res 3 5 ppm podem ser estimados por extrapelagio grifica.

Para os teores iguais ou inferiores a 50 ppm, 2 amostra ¢ submetida a peia f

. Principio

ida diluida,

Para 03 teores superiores a 50 ppm, procede-se 3 extracgdo por uma mistura de acetona, dgua e 4cido
cloridrico para o doseamento da CTC, e por uma mistura de meunol ¢ de icido cloridrico para o
doscamento da OTC e da TC.

Os extracios 530 em seguida diluidos ¢ a sua actividade antibidtica ¢ determinada pela medigio da
difusio da CTC, da OTC ou da TC, em meic de &gac-dgar, inoculado com B. cereus. A difusio &
i

indicada pela formagio de zonas de inibig2o em p ¢a de um mic

3 o dessas

zonas ¢ dirccamente proporcional a0 logaritmo da concentragio do antibistico.

3

32

. Microrganismo: B. cereus ATCC a® 11.778

Conservagdo da estirpe

Inocular B cereus em Agar-igar inclinado em tubo, constituldo pelo meio de culwea (4.1) sem azu!
de metileno nem cido barico. Incubar durante uma noite a cerca de 30 *C. Conservar a culwra no
frigorifico ¢ repicar, de 14 em 14 dias para dgar-gar inclinado.

Preparagio da swspenséo de esporos

Recolher as bactérias de um tubo de dgar-dgar inclinado (3.1.). com 2 a 3 ml de sor0 fisiolégico
(4.5.). Inocular com esta suspensio um frasco de Roux contendo 300 mi do meio de cultura (4.1.),
sem azul de metileno nem cido bérico, com uma concentragio de Sgar-Agar de 3 a 4 %. Incubar 3

2 5 dias a 28-30°C, recolher em seguida os esporos em 15 ml de eunol (4.6.), depois de ter
verificado a esporulagio ac mi pio, ¢ h i Esta susp pode ser conservada no
frigorifico durante 5 meses, pelo menos.

Por ensaios preliminares em placas com o meio de base do doseamento (4.1.), determinar a quanti-
dade de indculo que permite obter, para as diferentes concentragdes de antibidiico utilizadas, zonas
de inibigio Lo exiensas quanto possivel e que estejam ainda limpidas, Esta quantdade ¢ geralmente
de 0,2 20,3 ml/1 000 ml. A inoculaglo do meio de culiura faz-se entre SO ¢ 60 °C.

4. Mecios de cultura ¢ reagentes

w

4.1, Meio de base do doseamento (*)

Glicose 1
Peptona tripsica 10g
Extracto de carne 1,5¢
Extracto de levedura 3g
Agar-agar, segundo a quantidade 10a20g
Tween 80 1 ml
‘Tampio fosfad, pH 5,5 (4.2) 10 ml
Solug3o de Acido bérico a 5 % (p/v) 15 ml
Solugo etandlica de azul de metileno a 5 % 4ml
Agua destilada para 1000 ml
Ajustar a pH 5,8 antes da utilizaglo

4.2. Tampdo fogfato, pH 5,5
Fosfato monopotissico KH,PO, p.a. 130,86 g
Foslato disédico Na,HPO, - 2H,0 p.a. 6,947 g
Agua desiilada para 1000 mi

4.3. Tamplo fosfato, pH $,5 diluido a 1/10.

4.4 Tampdo forfato, pH 8
Fosfato menapotissico KH,PO, p.a. 1,407 g
Fosfato dissédico Na,HPO, - 2H,0 pa. 57,539
Agua desiilada para 1000 ml

4.5. Soro luiologico esterilizado

4.6. Etanol a 20 % (v/v).

4.7. Acido cloridrivo 0,1 N.

48,

49,

Formamida a 70 % (v/v): preparar, dé fresco, antes de utilizar ¢ ajustar o pH 4,5 com 4cido
sulforico 2 N, aproximadamente.

Mistura de acetona pura/dgua/icido cloridrico (d : 1,19): 65/33/2, em volume.

4.10. Mistura de metanol puro/icide cloridrico (d: 1,15): 98/2 em volume.

411

5.1

5.2

. Substincias-padrio: CTC, OTC, TC cuja actividade & expressa em clondrato,

. Solugdes-padrio

Clorotetraciclina

Preparar, a partic da substincia-padrio (4.11) com icido clorldrico (4.7.) uma soluglo-mie cuja
a 500 pg de ck iclina-HCI por ml. Eswa solugfo conserva-se uma

cor
semana ao [rigorifico.

A partir desta solugio-mie, preparar uma solugio-padrio de trabalho S, cuja concentraglio corre-
sponda a 0,2 ug de cloroterraciclina-HCl por ml. A diluigio ¢ feita com 1ampdo fosfaco, pH 5,5,
diluido 1/10 (4.3.), com 0,81 % de negro de amido (')

Preparas em seguida, por diluicdes sucessivas (1 + 1) com tamplio (4.3.), as scguintes concentra-
¢Oes:

S, 0t pg/ml
S, 0,05 pg/ml
S, 0,025 pg/mil

Ouxitetraciclina

Procedendo como indicado em (5.1.), preparar, a panir de uma soluglo-mie cuja concentragio
corresponda a 400 g de oxitetraciclina-HCl por ml, uma solugio-padrio de wabalho S, 2 1,6 pg
de oxitetraciclina-HC por ml ¢ as seguintes concentragdes:

S, 0,8 pg/ml
S; 0,4 pg/ml
S, 0,2 pg/ml

5.3, Tetraciclina

Procedendo com indicado em (5.1.), preparar, a partir de uma soluglo-mie cuja conceatragio
corresponda a 500 pg de tetraciclina-HCl por ml, uma soluglo-padrio de trabalho Sy 2 1,0 pg de
tewraciclina-HCI por mi ¢ as seguinwes concentragdes:

S, 05 ug/ml
S, 0,25 .ug/ml
S, 0,125 pg/ml

6. Extracgio

6.1. Teores ignais ou inferiores a 50 ppm

Tratar 2 amostra pela formamida (4.8), segundo as indicagdes dadas no quadro abaixo inserido.
Agitar durante 30 minutos numa mesa vibratdrioa. Diluir imed: A 3eguir com Lampiio fos-
falo (4.3.), segundo as indicagdes dadas no quadro abaixo inserido, para se obler a conceniragio
U,. A concentragio de formamida desta solugio nic deve ulirapassar 40 %. Cenurifugar ou deixar
decantar de forma a obter uma soluglo limpida.

Preparar em seguida as concentragdes U,, U; ¢ Uy, por dilvigdes sucessivas (1 + 1) com 1ampio
fosfato (4.3).

('} Pode ser utilizado qualquer maio de cullura comercial de composigio aatloga ¢ que condua sos mesmos resultados.

() O negro de amido seeve para caracrerizar as zonas de inibig3o das solugder-padeio (ancis azuis).
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3. Microrgani Suaphil sureus K 141 ()
Anubistico <TC oTC TC
3.1, Canitrvagdo du euirpe
Concentraglo esperada em ppm i 50 10 50 10 50 Inocular 5. aurens em sgar-sgar inclinado em who, constituido pelo meio de culiura (4.1.), com
adi¢do de 1,9 a 3% de dgar (conforme a qualidade). Incubar duranie uma noite a 37eC
Conservar 1 cubtura no [rigorifico ¢ repicar de 4 em 4 semanas para fgar-kgar inclinado. Preparar
o 3
Amostra em g 10 1 2 9,6 13 1o b para uko de lab
3.2, Preparagdo do indculo
| f w . .
ml de farmamida (4.8.) 1e¢ 100 0 100 0 10 Repicar 24 horas antes da sus utilizagio, uma subcultura para igar-dgar inclinada e incubar du-
; rante uma noite 8 37 *C. Ressuspender a toulidade da culturs de um tubo de hgar-dgar em cerca
dit dil dil. de 2 ml do meio de base (4.1.) ¢ transvaser em seguida & Juspenslo em condigdes de esierilidade
ml de tampio losfatc (4.3) 1:5 1:25 70 200 120 1:5 em cerca de 100 mi, aproximadamente, do mesmo meio de base {4.1.). Incubar em banho-maris a
(2} (b} (a) 37.°C, at que o cresimento da estirpe entre na fase logaritmica (1 h 30 a 2 h),
Concentragao Uy em pg/ml 0,2 0,2 16 1,6 1,0 1,0
+. Meio de cultura ¢ reagentes

() Recoiher 20 ml de extracto € complecar para 100 mi com © tamplo aum balko aferido
(b) Recolher 4 mi de extracto ¢ complesar para 100 m! com o tampiio aum batso aferido

& 2. Teores superiores a 50 ppm

6.2.1. Cloroteiraciclina

Tratar, segundo a concentragio esperada de antibibtico da amostra total ou a fua garantia
de fabrico, uma toma de ensaio de 2 2 10 € por 20 vezes o seu volume de mistura (4.9.).
Agitar durante 30 minutos em mesa vibratdria. Verificar que o pH se maném inferior a 3 no
decorrer da extracglo; se for necessério, ajustar 2 pH 3 (para o5 compostos minerais, com
dcido acttico a 10 %), Recother uma aliquota do extracto ¢ ajustar o pH a 5,5 com tamplio
fosfato, pH 8 (4.4.) em presenga de verde de bromocresol (passagem do amarclo a azul).
Diluir com o tamplo fosfato, pH $,5 diluido 1/10 (4.3.) para obter a concentragdo U, (ver
6.1.).

Preparar, em seguida, as concentragoes U, Uy e U por diluigbes sucessivas (1 + 1) com
tamplo fosfaio (4 3)

6.2.3. Ouxitetracicling e tetraciclina

Proceder como indicado em {6 2.1), substituindo mistura (4.9.) pela mistura (4.10)

7. Mttode de doseamento

7.1, fnocwlagda do meio de cuitura

Inocular 2 50-60 *C o meio de base do doseamento (4.1) com a suspensdo de esporos (3.2.).

7.2 Preparagio das placas

A difusio em #gar-sgar efectua-se em placas com as 4 concentragdes da soluglo-padedo (S,, S,, S,,
S € as 4 concentragdes do extracto (U, U, U,, Uy). Cada placa deve receber necessariamente as
4 concentragdes do padrio ¢ do extracto.

Para este eleito, escolher as dimensdes das placas de tal forma que se possam fazer no meio de
4gar-igar, pelo menos 8 cavidades de 102 13 mm de didmeiro. Calcular a quantidade de meio de
cultura inoculado (7 1) a utilizar, de forma 2 obter uma camada uniforme de cerea de 2 mm de
espessua, aproximadamente. £ prefecivel wiilizar placas de vidro munidas de um anel de aluminio
ou de matéria plistica completamente liso de 200 mm de didmetco ¢ 20 mm de altuca.

Introduzir com a pipera nas cavidades quantidades rigocosamente medidas de solugio de antibio.
tico, compreendidas entre 0,10 € 0,15 ml, conforme o didmetro

Paca cada amostra, fazer pelo menos 4 repedigoes de difusio com cada concentragio, de forma a
P petis, da 530,
que cada doseameato seja objecto de uma avaliagio de 32 zonss de infbisdo

7.3 Incubagdo

Incubar as placas durante cerca de i8 horas 2 28-30°C

o

Avaliagio

Medir o didmetro das zonas de imbigio, de preferéncia por projecq¥o. lnscrever as medidas cm papel
semilogaritmico, correlacionando o logaritmo das concentragdes com os didmetros das 20nas de inibi-
§20. Tragar as rectas representativas da solugio-padrio e do extracto. Na auséncia de interleréncias, as
duas rectas devem ser paralelas

O logaritmo da actividade relativa ¢ calculado por meio da seguinte formula.

U U+ U+ U =S 55,5 0602
Ui+ U+ S+ 5, -0, —U, -5, =5,

Actividade real = aciividade esperada x actividade relativa

9. Reprodutibilidade
A diferengn entre os resultados de duas determinagdes paralelas efectundas na mesma amostra ndo deve
ultrapassar 10 %, em valor relativo.

B. POR TURBIDIMETRIA

1. Objects ¢ dominio de aplicagdo
Este méiodo permite dosear a cloroteacicling {CTC), a oxutetracichina (OTC) & a tetracichna (TC) em
conceniragBes superiores a | g/kg desde que nenhuma outra substbncia interfira dando lugar s extracios
tirbidos. Este método ¢ mais ripido do que o método de difusto em dgac-igar.

2. Principio

A amostra ¢ submetida 4 extracglo por uma mistura de acetona, igua ¢ 4ado cloridnco para o dosea-
mento de CTC, ¢ por uma mistwra de metanci ¢ de daido clorldnco para o doseamento de OTC ¢ TC.

Qs extracios 110 em seguida diluidos ¢ o seu efeio antibidtico ¢ dewerminado peia mediglo da transmis-
10 luminosa de um meio de culwra inoculado com Staphylococeus aureus, com adiglo do antibidtico.
A transmissto luminosa ¢ funglo da concentragio do anubidtico

w

L

A

() Podo ser uiilizado qualquer meia de culturs comercial de

4.1, Meio de base do doseamento (')

Peprona 5g

Extracto de levedura 1,58

Extracto de carne I5g

Clorewo de s0dio 35g

Clicose 1,0g

Fosfato monopotassico KH,PO, p.a. 1328

Fosfato bipotdssico K,HPO, p.a. J68g

Agua destilada para 1000 m!

pH depois da esterilizagdo: 6,8 a 7,0
4.2. Tampdo fofato, pH 4,5

Fosfato monopotassico KH,PO, p.a. 1368

Agua destilada para 1000 ml
4.3, Acido clorldrico 0,5 N.
4.4, Mistura de acetona pura/dgua/icido clordrico (d: 1,19): 65/33/2 em volume.
4.5. Mistura de metanol puro/icido cloridrico (d: 1,19): 98/2 em volume.
4.6. Solugko de formaldeido a, aproximadamente, 10 % (p/v).

4.7. Substncias-padrio: CTC, OTC, TC, cuja actividade & expressa em cloridrato.

. Solugdo-padrio

Preparar, a partir da substancia-padrio (4.7.) com icido cloridrio (4.3.), uma soluglo-mie cuja concen-
tragio corresponda a 400 a 500 ug de CTC-HCI, OTC-HCI ou TC-HCl por ml. Esta saluglo con-
serva-se uma semana no frigorifico.

Extracglo

6.1. Clorotetracicling

Introduzic num balo aferido de 200 ou 250 m! uma amostra de 1 a 2 g Adicionar cecca de 100 ml
da mistura (4.4.) e agitar durante 30 minutos sobre uma mesa vibratoria. Completar o volume com
Lamplo fosfato, pH 4,5 (4.2.). Hi izar e deixar deposi

o
~

. Ouitetraciclina ¢ tetraciclina

Introduzir num bal3o aferido de 200 ou 250 m! uma amostra de 1 a 2 8- Adicionar 100 ml, aproxi-
madamente, da mistura (4.5.) ¢ agitar durante 30 minutos sobre 2 mesa vibcatéria Completar, o
volume com tamp2o fosfato, pH 4,5 (4.2.). Homogeneizar ¢ deixar depositac.

Mttodo de doscamento

7.1, Preparagdo de séries-padrio ¢ de extracto

Diluic de forma apropriada com tampto fosfato, pH 4,5 (4.2.) a solugio-padelo (5.) ¢ extracto 6.)
de forma a obter uma série de concentragdes Que permita estabelecer, para cada doseamento, uma
curva-padrlo e a interpolagho, nesta curva, de pelo menos dois valores relativos 1o extracto, As
diluigBes devems er escolhidas em fungdo das condigdes de crescimento da estirpe, que podem
variar de um laboratério pars outro. Peocede-sc geralmente, como se segue:

7.1.). Clorotetraciclina

Diluic a solugio-padrio (8) com amplo fosfata (4.2.) para obter uma solugio-padrio de
trabalho cuja concentracio corresponda 2 0,2 ug de CTC-HCI por mi. Preparar seguida-
mente com 1amplo fosfato (4.2) como indicado a seguir ¢ em wbos destinados a0 dosea-
mento, § diluigdes, com uma repetiglo de cada dilviglo.

mi de solugao- ml de tampo conrtmuslo de
-padrio de wrabalho fosfaro (4.2.) g/l
o7 0.3 0,14
a6 04 0,12
0,5% 0,48 0,11
0,45 0,55 0,09
0.4 06 0,08
03 97 0,06

Diluir o extracto (6.1) com tamplo fosfate (4.2.) pars obter uma concentragho esperada de
CTC-HCl de ¢,12 pg/l. Introduzir t ml desta solugho cm 2 twbos ¢ 0,78 mi (= 0,09 pg) em
outros 1 tubor. Completsr o volume destes ultimos pars 1 ml com tamplo fosfaio (4.2).

7.1.2. Oxitetracicling ¢ tetracicling

~

Diluir & soluclo-padrio (3.) com tamplo fosfato (4.2} para obter uma solugho uma solugdo-
padrio de teabalhe cujs concentragho corresponda 1 0,6 ug de OTC-HC! ou de TC-HCI

———
(') Exa estime, itolada pels LUFA ¢n Kiel, apresenta um cresciments mais ripido do que S. aurens ATCC 6532 P,

duzind lind

201 mesmos

andloga ¢
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pot ml. Preparar em seguida com tampio fosfato {4.2)), como indicado a seguir, ¢ nos whos
destinados a0 doseamenta, 7 diluiges com uma repetiglo de cada diluiglo.

4 concentragho em
vt 4o wibino ol de mpto oTCH 3.'.: EIE-HCI
0.9 ol 0,54
0.8 0,2 0,48
07 03 0,42
0.6 04 0,36
o4 0,6 0,24
03 07 018
0.2 03 012

Diluir © extracto (6.2) com tampho fosfato (4.2.) para obtes uma concentragio téorica de
OTC-HCI ou TC-HCI de 0,48 pg/ml. Introduzir 1 ml desia soluglio em 2 tubos ¢ 0,5 ml
(= 0,24 pg) cm outros 2 twbos. Completar o volume destes ultimos para { ml com tampio
de fosfato (4.2).

~
~

fnoculagdo do meio de cultura

Inocular o meio de base de doseamento (4 1.) com o inéculo (3.2), de forma a obter no fotémetro
em $90 nm, uma wansmissio luminosa de B5 %, numa scuvettes de 5 cm, ou 92 % numa ecuvertes
de 2 cm, enando o aparctho regulado para 100 % de transmissdo com o meio de base {(4.1) nlo
inoculado.

7.3, Inoculagio

Imroduzir em cada who (7.1.1. ou 7.1.2) 9 ml do meio de culura inoculado (7.2.). O enchimeno
R N

dos tubos deve lazer-se corres mas n3o » em de eswerilidade.

7 4. Incubagdo
A incubaglo deve fazei-se, obrigatori num banh ia cuja seja mantda ho-
mogracamente 3 37 *C % 8,1 °C, por agitagto. O tempo de incubagho deve ser escolhido de forma
a poder tragar curvas de issso, cuja incli seja adequada a medi g (geral-
mente 2 h 30 2 3 h) Bloquear em seguida o cresci inj do rapid [ ml de solugio

de formaldeido (4.6) em cada wbho.
75 Medigdo do crescimento

Medir as transmissdes no fotometro a 530 am, regulando o aparatho para 100 % de transmissio
com a solugdo-padrio mais limpida (correspondente ao teor mais clevado de antibidtico). Em vir-
wde das feacas diferengas de turbidez ap tadas por dify whos, a uuki

de cuvettes de 2 cm, pele menos, e, de prefertncia, de $ cm.

o

Cilculo dos eesultados

Tragar graficamente 2 curva-padcdo em papel miliméuico, marcando a1 transmissOes fotométricas em
correlagio com as concentragloes de antbidtico. lntecpolar na curva as transmissdes relativas ao ex-
tracto. Calcular o teor de anuibistico da amostra

-

Reprodutibilidade

A diferenga entre os resultados de duas determinagdes paralelas cfectuadas na mesma amostra ado deve
ulirapassar 10 %, em valor relativo

3. DOSEAMENTO DA OLEANDOMICINA

— por difusio em fgar-dgar —

. Objecto ¢ dominio de aplicagio

d li dos ¢ pré-mi mesmo em

Este método permite dosear a icina em
presenga de tetracichina. O limite inferior do doseamento & de 0,5 ppm.

~

. Principio

A amostra & submetida a extracg3o por uma soluglo
tano. Depois da centrifugagio, o extracto ¢ diluido € a sua pela
medigio da difusto da oleandomicina em meio de dgar-dgar inoculado com B. cerews. A difusio ¢
indicada pela formag3o de zonas de inibigio em presenga do microrganismo. O dikmetro destas zonas &
directamente proporcional 10 logasiuno da 30 do antibioti

slica dilulda de wris (hidroximetil)
ividad: iacies d inad

[

. Microrganismo B. ceseus K 205 TR (') {resistente ds ewraciclinas)

3.1. Conservagdo de estirpe

Inocular B. cerews em igar-dgar inclinado em wbo, constiwuido pelo meio de cultura (4.1.) com
adigio de 100 pg de oxitetraciclina por 3 ml. Incubar durante uma noite a cerea de 30 *C. Conser-
var & cultura ao frigortfico ¢ repicac de 4 em 4 semanas em sgar-Agar inclinado.

3.2 Preparagéo da suipensdo de esporos

Recolher as bactécias de um twbo de dgar-dgar inclinado (3.1.) com cerca de 3 mi de soro fisiols-
gico (4.3.). Inocular com esta suspensio um frasco de Roux contendo 300 mi do meio de culwra
(4.1) cuja concentragio de dgar-dgar sgja de 3 a 4 9. lncubar 3 a 5 dias a 28-30 *C, recolther em
seguida os esporos em 15 mi de cuanol (4.4)), depois de ter verificado a esporulagio a0 microschpic
¢ homogeneizar. Esta suspensio pode ser conservada no frigorifico durante 5 meses, pelo menos.

Por ensaios preliminares em placas com o meio de base de doseamento {4.2.), determinar a quanti-
dade de indculo, que permite obter, para as diferentes de oleandomi ilizad
zonas de inibig3o tho extensas quanio possivel ¢ que sejam ainda limpidas. Esta quantidade & geral-
meate de 0,1 a 0,2 mi/1 000 ml. A incculagde do meio de cultura faz-se 2 60 °C.

4 Mcios de cultura ¢ reagentes

4.1, Meio de comserzagio da estirpe (')

Ghcose ig
Pepiona tripyca Vg
Extracto de carne .5

() Estirpe isolada pels LUFA, em Kiel

(') Pode ser wulizado qualquer meio de cultura comercial de composig3o ansloga ¢ conduzindo 201 mesmos revuliados

Extracto de levedura 3g
Agar-dgar, conforme a qualidade 10220g
Agua destilada para 1000 mi

Ajustar o pH a 6,5 no momento da uulizagdo.

4.2. Meio de base de doseamenio (")

Mcio (4.1.) ajustado a pH 8,8

-
-

. Soro fisiolsgico estenlizado

4.

-

Etanol a 20 % (v/v)
45 Meunol puro

4.6, Salugao de wris (hidroximetil) aminometano p.a. 2 5 % (p/¥)

4.7. Solugdo de extracgdo
Metanol puro 50 ml
Agua desiilada 50 mt
Tris (hidroximexil)
AMINOMELAN0 p.a. 0,5

4.8, Substancia-padrio: oleandomicina de actividade conhecida.

5. Solugio-padrio

Dissolver a substAncia-pads¥o (4.8) em § ml de metanol (¢.5) ¢ diluir com a soluglo (4.6.) para se obier
uma concentragio em cleandomicina de 100 ug/mi.

A partir desta soluglo-mic preparar, diluindo com a solugdo (4.6.), uma solugio-padric de wrabalho S,
contendo 0,1 g de cleandomicina por ml. Preparar em seguida, por diluigdes sucessivas (1 + 1) com 2
solugdo (4.6.), as seguintes solugdes:

S, 0,05 ug/ml
S, 0,025 pg/ml
S, 00125 pg/ml

6. Extracgdo

Recolher, conforme a concentragdo esperada de oleandomicina da amosira, uma toma de ensaio de 22
10 g, adicionar 10 mi da soluglo (4.7.) ¢ agitar durante 30 minulos na mesa vibratdria.

Ceaurilugar, recolher uma aliquota do extracto € diluir com a solugdo (4.6) para obter uma concenira-
¢30 1eérica de oleandomicina de 0,1 pg/ml (= U,). Preparar em seguida as concentragdes U, Us ¢ U,
por diluigdes sucessivas (1 + 1) coma soluglo (4.6.).

7. Método de doscamento

7.1. Inocwlagio do meio de cultura

Inocular a 60 *C o meio de base do d (4.2.) com a susp de esporos (3.2.).

7.2. Preparagdo das placas
A difusao em Sgar-igar ¢ efectuada em placas com as 4 da solugio-padrao (Sy, 5S¢,
S, S)) € a5 4 concentragBes do extracto (Uy, U, Up, U Cada placa deve receber necessariamente
s 4 concentragdes do padedo ¢ do extracto
Paca este eleito, escolher as dimensdes das placas de forma a que se possam fazer, no meio de
igar-3gar, pelo menos 8 cavidades de 10 a 13 mm de didmetro. Calculac a quantidade do meio de
cultura inoculado {7.1) a utilizar, de forma a obter uma camada uniforme de cerca de 2 mm,
aproximadamente de espessura £ preferivel utilizar placas de Petri munidas de um anel de alumi-
nio ou de matéria plistica perfeitamente plano de 200 mm de ditmetro e 20 mm de altura,
Introduzir com uma pipeta nas cavidades quantidades rigor medidas de soluglo de antibi6-
tico, compreendidas entre 0,10 ¢ 0,15 ml, conforme o didmetro.
Para cada amosira, fazer pelo menos ¢ repetigdes de difusio com cada concentrago, de forma a
que cada doseamento seja objecto de uma avaliagio de 32 zonas de inibigdo.

7.3. Incubsgio
Incubar as caixas durante cerca de 18 h 2 28-30°C.

8. Avaliagio

ferd:

Medir o didmetro das zonas de inibiglo de p pot proj L o3 valores de medigdes
em papel semilogaritmico, laci do o log: das com os di das zonas
de inibigho. Tragac as receas da soluglo-padrio ¢ do extracto. Na auséncia de interfertncias as duas
rectas devem ser paralelas.

O logaritmo da

dade relativa ¢ calculado por meio da seguinte formula:

UL+ Y+ U, + U;—S5,—S;— S5, — 5y - 0,602
U, + Uy + S + S —U,—U;—S, =S

Actividade real = actividade esperada x actividade relativa.

9. Reprodutibilidade

A dif; enire os \tados de duas d i telas ef das na mesma amosua nko deve
ultrapassar 10 %, em valor relative.

DOSEAMENTO DA TILOSINA

— poc difuslo em dgar-igar —

1. Objecto ¢ dominio de aplicagio

Este método permite doscar a ulosina em alimentos, concentrados ¢ pré-misturas. O limite infecior do
doseamento & de 2 ppm.
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Peincipio

A amostra ¢ tatada por uma solugio de ampio fosfato a pH 8, previamente d:l‘?u:judo 2 80°C, ¢
submetida em seguida a extracglo pelo metanol. Apds ccnmf‘ug:qlo, o extracto ¢ diluido ¢ a sua aclu:;‘-
dade anubiotica detenninada pela medigo da difuslo da tilosina num meio de ig:r-ig:’r. inoculado
com 2 Sarcina luiea. A difusio ¢ indicada pela (unn:glo_d: zonas de |r‘1||>l;lo em presenga odmicrq{’g;-
asmo. O didmetro destas zonas & dircctamente proposcional ao logaritmo da concentraglo do antibio-

tico,

. Microrganismo Sarcina lutca ATCC n” 9341

3.1. Conservagdo da estirpe

Inocular Sarcina lutea em gar-Sgar inclinado em wbo, constituido pelo meio de cultura (4.1), com
o pH ajustado a 7,0, Incuabar durante uma noite a cerca de 35 °C. Coaservar a cultura no frigori-
fico ¢ repicar todos os meses para sgar-sgar inclinado.

3.2. Preparagio da suipensio de bactérias

Recolher as bactérias de um tubo de 4gar-dgar inclinado (3.1) de preparagdo recente, com 2a 3 ml
de soro fisioldgico (4.4.). Inocular com esta suspensdo um frasco de Roux contendo 250 ml do
meio de cultura (4.1.), com o pH ajustado a 7,0. Incubar durante 24 horas a 35 *C, recolher as
bactérias com 25 ml de soro fisioiégico (4.4.). Homogeneizar ¢ diluir esia suspensdo para obier
uma transmissio luminosa de cerca de 75 % a 650 nm.

Conservada no frigonfico, esta suspensia € utilizivel duranie uma semana.

Por ensaios preliminaces em placas com o meio de base de doseamento (4.1), determinar a quanti-
dade de inbculo que permite obter, para as diferentes conoentragdes de ulosina uuhl:’h, zonas de
inibig20 120 extensas quanto possivel € que esicjam ainda limidas. A inoculagio do meio de cultura
¢ feita a 48—30°C

4. Mcios de cultura e reagentes

L

o

~

(') Pode ses unlizado qualquer meio de caltura ), de

4.1. Meio de base do doseamento (')

Glicose 1g
Pepiona tripsica 0g
Extracto de carne 1,58
Extracto de levedura lg
Agar-gar, conforme a qualidade 10a20g
Agua destilada para 1000 ml

Ajustar no momento da utilizagio 2 pH 7,0 para a conservagio da estirpe ¢ a preparagio da sus-
pensio de baciérias ¢ 2 pH 2,0 para o doseamento.

4.2. Tampio fosfato pH 8

Fosfalo monopoudssico KH,PO, 0,523 g

Fosfaio bipoudssico K,HPO, p.a. 16,730

Agua desulada para 1600 mi
4.3. Tampéo forfato, pH 7

Fosfato monopotissico KH,PO, p.a. $5g

Fosfato bipotassico K,HPO, pa. 136g

Agua desulada para 1000 ml

4.4, Soro fisiolégico esterilizado

5. Mewanol puro

4.6. Metanol 2 10 % (v/v)

4.7. Mistura ampio fosfato (4.2.)/metanol puro: 60740, em volume.

4 8. Substdncia-padrio. tilesina de acuvidade conhecida.

Solugdes padria

Secar a substincia-padrao (4.8) durante 3 h a 60 *C numa estufa de vicuo (5 mm de mercirio). Pesar
10 2 50 mg num ballo afecido, dissolvé-los em 5 mi de metanol (4.5.) ¢ diluir a soluglo com o tamplo
fosfato, pH 7 (4.3 ) para obter uma concentraglo de tilosina-base de } 000 pg/ml.

A parte desta soluglo-mie, preparar, dilvindo com a mistura (4.7.), uma soluglo-padrio de wabalho S,
contendo 2 ug de ulosina-base por ml

Preparar em seguida, por meio de diluigdes sucessivas (I + 1), com a mistura {4.7), as seguintes concen-
tragoes

S, 1 pg/ml

S, 0,5 ug/ml

S, 0,25 pg/ml

Eatracgio

Recolher, para os concentrados, uma 1oma de ensaio de 10 g; para as prémisturas e alimentos, uma
toma de ensaio de 20 g Adicionar 60 ml de tampio fosfato, pH 8 (4.2)), previamente aquecido a 80 *C,
¢ homogeneizar durante 2 minutos (clectrodoméstico, Ulura-turrax, etc.)

Em scguida, deimar repousar 10 minutos, adicionar 40 ml de metanol (4.5.) ¢ homogeneizar durante §
mizutos. Censnfugar, recolher uma aliqueta do extracio e diluir com a mistura {4.7.) para obter uma
concentragio tednica de vlosina de 2 pug/ml (= U,). Preparar em seguida as concentragdes U,, U, e U,
por meo de diluigdes sucessivas {1 + 1) com a mistura (4.7).

Pasa o teores inferiores a 10 ppm, fazer evaporar o extracto a seco num evaporador rotativo a 35°C ¢
ressuspender o residuo em metanol 2 40 % (4.6).

. Metodo de doseamento

7.1 Inoculagio do meio de cultura

Inocular 2 48—50°C o meio de base do doscamento (4.1.), ajustado a pH 8,0 pela suspensio de
bactérias (3.2.)

7

N

Prepuragio das placas

A difusio em dgar-igar efectua-se em placas com as 4 concentragdes da solugio-padrio (S4, S,, S,,
S,) ¢ as 4 concentragdes do extracwo (U, U, Uy, U,). Cada placa deve reccber necessariamente as
4 concentragdes do padrio ¢ do extracto.

ansloga ¢ condutindo 203 mesmos resulad:

»

~

b

>

Ll

~

Para este efeito, escolther as dimensoes das placas de tal forma que se possam fazer, no meio de
Agar-dgar, pelo menos, 8 cavidades de 10 a 13 mm de didmetro. Calcular 2 quanudade do meio de
cultura inoculado (7.1) 2 uulizar, de forma a obter uma camada uniforme de cerca de 2 mm de
espessura. E prefecive! utilizar placas de Peuri munidas de um ane! de aluminio ou de maéria
plastica perfeitamente plana de 200 mm de didmetro e 20 mm de altura.

Introduzir com uma pipeta nas cavidades, quaatidades rigorosamente medidas de solugio de antibio-
tico compreeadida entre 0,10 ¢ 0,15 mi, coaforme o didmetco.

Para cada amostea, [azer, pelo menos, quatro repetigdes de difusio com cada concentragio, de
forma a que cada doseamento seja objecto de uma avaliagio de 32 zonas de inibiglo

7.3, Incubagio

Incubar as placas durante uma noite a 35-37 *C.

Avaliagio

Medir o didmetco das zonas de inibigio, de preferéncia, por projecylo. Inscrever as medidas em papel
semilogaritmico, correlacionando o logaritme das concentragdes com os diamertros das zonas de inibi-
30, Tragar as rectas da solugio-padrio ¢ do extracto. Na ausdncia de interfertncias as duas rectas
devem ser paralelas.

O logaritmo da actividade relativa € calculado por meio da seguinte formula:

(U 4+ U+ U+ U =S, ~5,—S,—S,) 0,602
U+ U +S+5-U,-U,-5-5,

Actividade real = actividade esperada x actividade relativa.

Reprodutibilidade

A diferenga entre os resultddos de duas determinagdes paralelas cfectuadas na mesma amostra nio deve
ultrapassar 10 %, em valor relativo.

DOSEAMENTO DAS BASES AZOTADAS VOLATEIS

A. POR MICRODIFUSAO

. Objecto ¢ dominio de aplicagio

O méodo permite detecminar o teor de bases das voldieis, exp em dos

para animais.

Principio

A amostra ¢ extraida com 4gua ¢ a soluglo € clarificada ¢ filirada. As bases azotadas voliwis slo
extraidas por microdifuslo, por meio de uma solugio de carbonato de potdssio, recolhidas numa solu-
¢30 de scido borico e tituladas com Acido sulfarico.

Reagentes
3

Soluglo a 20 % (p/v) de icido ricloroacéuco.

3.2. Indicador: dissolver 33 mg de verde de b 1 e 65 mg de Tho de metilo em 100 m! de

cranol a 95-96 % (v/v).

3.3. Solugio de 4cido bérico: num ballo aferido de 1 litro, dissolver 10 g de icido bérico pa. em
200 ml de etanol a 95-96 % (v/v) ¢ 700 ml de 4gua. Juntar 10 ml de indicador (3.2.). Misturac ¢, e
necessirio, ajustar a coloraglo da solugio a vermetho claro, por adiglo de uma soluglo de hidro-
xido de sodio. 1 ml desta soluglo permite fixaz, ao miximo, 300 pg de NH;.

Solugio saturada de cacbonato de potdssio: dissolver 100 g de carbonato de potissio p.a. em 100 ml
de sgua em cbuligio. Deixar arrefecer ¢ filtrar.

-
S

3.5,

-

Acido sulfarico 0,02 N,

. Instrumentos

4.1. Misturador basculante: cerca de 35 a 40 rotagBbes por minuto.
4.2, Células de Conway (v. esquema) ¢ de vidro ou matéria plastica.

4.3. Microburetas, graduadas em 1/100 ml.

Modo operatério

Pesar, com uma aproximagio de | mg, 10 g de amostra ¢ inwroduzir num bal3o alerido de 200 ml com
100 ml de #gua. Mistwrar durante 30 minutos no misturador basculante. Adicionar 50 ml de soluglo de
4cido tricloroactiico (3.1.), complewar o volume com dgua, agitar vigorosamente e filtar num filuo de
pregas.

Introduzir com a pipeta, na parte central da célula de Conway, 1 ml de soluglo de icido bérico (3.3) e
na pane periférica, | ml de filirado da amostra. Cobrir parcialmente com a tampa com silicoae. Inuro-
duzir rapidamente na pane periférica | mi de soluglo saturada de carbonaio de potsssio (3.4.) ¢ fechar
hermeticamente a tampa. Agitar suavemente 2 célula dando-lhe um movimento de rotagio num plano
horizontal, para misturar os dois reagentes. Deixar incubar durante quatro horas, pelo menos, & tempe-
ratura ambiente, ou, enuio, durante 1 hora 2 40°C.

Titular as bases voliteis na solugio de icido bérico por meio de Acido sulfrico 0,02 N (3.5.), utilizando
uma microbureta (4.3.).

Efectuar um ensaio em branco utilizando o mesmo método na auséncia de amostra a analisar.

Cilculo dos resultados

1 ml de H;SO, 0,02 N corresponde a 0,34 mg de amonfaco.
Exprimiz o resuliade em percentagem da amostra.
Reprodutibilidade

itados de duas di i lelas efectuadas com a mesma amostra, n¥o

A diferenga entre os
deve ulirapassar:

10 % em valor relativo, para os teores de amonfaca infesiores a 1,0 %;

0,1 em valor absoluto para os teores de amonfaco iguais ou superiores a 1,0 %.

. Observagdes

Se o teor de amoniaco da amosira for superior a 0,6 %, dilvir o filuado inicial.
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B. POR DESTILAGAO

Objecto ¢ dominio de aplicagio
I'«e método permite deierminar o teor de bases azotadas voliteis expressas em amoniaco das fannhas

de peixe que praucamente nio coném ureia. S8 pode ser utilizado para os teores de amoniaco inferio-
res a 0,25 %

Principia
A amostra ¢ extraida com dgua, a tolugdo & clarificada e filkrada. As bases azotadas volateis extraidas,

em cbuligio, por adigdo de dxido de magnésio e recolhidas numa quantidade de determinada de cido
sulfrico cujo excesso é tiwlado por meio de uma soluglo de hidréxido de sédio.

Reagentes

31, Soluglo a 20 % (p/v) de daido tricloroacetico.
3.2. Oxido de magnesio p.a.

3 J. Emuls3o de antiespuma (silicone por ex )

3.4, Acido sulfarico 0,1 N.

3.3, Solucto de hidréxide de 1odio 0,1 N.

3.6 Solucho a 0,3 % (p/v) de vermelho de metilo em etanol & 95-96 % (v/v).

Instrumentos
4.1. Misiurador basculante: cerca de 33 ¢ 40 roagdes por minuto.

4.2, Aparelho de destilagho do tipe Kjaldahl.

. Mitoda

Pesar, com uma aproximagdo de | mg, 10 g da amosra ¢ introduzir, com 100 mi de dgua, num balto
aferido de 200 ml. Misturar durante 3O minutos no misturndor basculanie. Adicianar 50 ml de 1olugto
de dcido tricloroacético (3.1), completar © volume com Agua, agitar vigorommente ¢ filkear num filleo
de pregas.

Recother uma quantidade do filirado limpido em fungdo da concentragho 1edrica de bases szoudas
voldieis (geralmente 100 ml). Diluie para 200 ml ¢ adicionar 2§ de oxido de magndsio (3.2) ¢ nigumas
gotas de emulsdo anii-espuma (3.3). O PH da solugo deve ser alcalino quando verificado com papel
1ornesol; 1e nio o for, adicionar mais éxido de magndsio (3.2). Denilar cerca de 130 ml da soluglo
num sparelho’ do tipo Kieldahl, ¢ recolher o deslado num erlenmeyr comendo um volume, sxacta-
meme medio (25 a 30 ml), de dcido sulfdrico 0,1 N (3.4). Duranw a denit evitar um queci
mento das paredes. Deinar ferver a solugho sulforica durarite dois minutos, arrefocer, ¢ titular o excento
de Acido sulfurica por meio de uma solugso de hidréxido de sodio 0,1 N (3.5.), em presenga do indica-
dor vermetho de metilo (3.6.).

Efeciuar um ensaio em branco aplicando o mesmo método, ne austncia de amostra a analisar.

Escala 1/1

Corte transversa! de célula

) Corte longitudinal da tampa §,8,

I N

Corte longitudinal da célula S S,

Y020

* Ve LD Wpmmmmme I 4 et .

has 0,23

[

Corte transversal da tampa de vidro esmerilado

6. Cilculo dos resuliados

~

L™

S

d

1 ml de HySO, 0,1 N cor

p al,? mgde
Exprimir o resultado em percenlagem da amostra.
Reprodutibiflidade

A diferenga entre o3 sesuliados de duas determinagdes paralelas efectuadas na mesma amosira ndo deve
ultrapassar, em valor relativo, 10 % de amoniaco.

2. DOSEAMENTO DO ACIDO CIANIDRICO

Finalidade ¢ objecto de aplicagio

Esta técnica permite determinar o teor de dcido cianidrico, livee ¢ combinado sob a forma de giivésidos,
em alimentos paca animais, sobretudo produtos 4 base de sementes de linho, farinha de mandioca ¢
cenas espécies de feijio.

Priacipie
Suspende-se 2 amostra em dgua. Liberta-se 0 dcido cianidrico pela acglo de fermentos, faz-se o respec-
tivo ransporie por destilagio em vapor de gus, & recolhe-se seguidamentc para um velume determi-
nado de solugdo de nitrato de prata acldificado. A separaglo do cianeo de prata faz-se por filtragle,
sendo 3 titulaglo do excesso de nitrato de prata feita mediante ums soluglo de tiocianeto de amonio
. Resgentes
3.1 Suspensdo de améndoa doce: moer 20 améndoas doces, descascadas, em 100 ml de dgua de 37 0
40 *C. Verificar & suséncia de dcido cianldrico, em 16 ml da suip com papel f dado ou
efectuando um ennaio em branco tal como se indica no Sltimo pardgrafo do ponto 3,
3.2. Soluglo a 10 % (p/v) de acetato de #8dio, que llo reaja d fenolftaling;
3.3, Emulsio ndo cspumificanie (silics, por ex.};
3.4, Acido nltrico, d: 1,4C;
3.5, Solugko de niwrato de prata; 0,02 N;
3.6, Soluglio de tiocinneto de aménio. 0,02 N;
1.7. Soluglo saturada de fosfatos de aménio férrico;
34, Amoniaco, d: 0,988,
. Material

4.1, Enufa com termostato, regulado para 38 °C;
4.2, Aparelho de desilagho por arrastamento em vapor de dgua, com tubo de refrigeragdo curvo,
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4.3. Matrases de fundo, chato ¢ obturador esmerilado, de 1 000 ml;
4.4. Banho de dleo;
4.5. Bureta graduada a 1720 ml.

Método
Pesar com uma precislo de 5 mg aproximadamente 20 g de amostra, introduzi-la num matris de 1 |
com fundo chato plano e adicionar 50 ml de 4gua ¢ 10 ml de suspensio de améndoa doce (3.1). Rolhar
o matris ¢ m:mé lo durante dezasseis horas em estufa, 1 38 *C. Deixar acrefecer em seguida, até ficar 3
e adici 30 ml de dgua, 10 ml de soluglo de acetato de sédio (3.2) e uma gota
de emulsio anti-espumificante (3.3).
Ligar o matrds a0 apacclho de desil: a vapor ¢ colocs-lo num banho de éleo previamente aquecido
até uma temperatura ligeiramente superior a 100 °C. Dclulur 200 a 300 ml de liquido, fazendo passar
no matrds uma forte de vapor ¢ aq d o banho de 6leo. Recolher o destilado
para um eclenmeyes colocado a0 abrigo da Juz e contendo exactamente 30 ml da soluglio de nitrato de
prata 0,02 N (3.5) e | ml de kcido nitrico (3.4) certificar-se de que 0 tubo de refrigeracio mergulha na
soluglo de nitrato de prata,
Passar o conteido do erlenmeyer para um balfo graduado de 500 ml, completar o volume com fgua,
agitar ¢ filtrar, Recother 280 mli de filirado, adicionar cerca de 1 ml de soluglo de sulfaco férrico de
aménio (3.7) & vohar a titular o excesso do nitrato de prata, para o efeita nele deitando a solugio de
tiocianeto de amonio 0,02 N (3.6) com a bureta graduada.
Efectuar eventualmente um ensaio, em branco utilizando o mesmo método com 10 m! de suspensio de
améndoa doce (3.1) sem a amostra.

Cilculo dos resultados
Se o ensaio em branco revelar que houve consumo de solugSo do nivrato de prata 0,02 N, havert que
subtrair esie valor a0 volume gasto pelo destilado de amostra.

Um mi de solugio AgNO,0,02 N corresponde a 0,54 mg de HCN. E:
gem relativa 2 amostra,

it o resultado em

Observagho

Sc a amostra contiver uma idad iderdvel de sulf (fznplc. por ex.) formar-se-4 um prece-
pitado negro de sulfureio de prata que ficari contido no depomc de cisneto de prata apés a filiagho. A
formagfo desse precipitado implica uma perda da solugio de nitraio de prata 0,02 N, cujo volume
devera sec sub do volume iderado para o edlculo do teor de HCN. Para esse efeito, proceder
do seguinte modo:

Tratar o depésito retido no filtro com $0 ml de amoniaco (3.5) para dissolver o cianeto de praw. Lavar
© residuo com amoniaco diluido ¢ dewerminar o wor de prata. Converter o valor obtido em’'ml de
solugdo de nitrato de prata 0,02 N.

O teor de HCL da amostea poders igual ser d insda por tiwlagio do filrado amoniacal
acidificado com icido nlrico.

4. DOSEAMENTOQ DOS CARBONATOS

. Finalidade ¢ objecte de aplicagio

Esta wenica permite doscar os carb convencional | sob a forma de carbonato de
eilcio, na maior parte dos alimentos para animais. No emanto, para certos casos, {carbonato de ferro,
por exempio) & necessirio utilizar uma téenica especial.

Prncipio

Decompot-se os carbonatos com cido cloridrico ¢ recolhe-se o anidrido carbénico que se liberta da
reacgdo para um wbo graduado, comparande-sc o seu volume com o do anidrido carbénico que sc
libertar, nas mesmas condigdes, a partir de uma quantidad hecida de carb de calcio p.a,

Reagentes

3.1, Acido cloridrico, d: 1,10;

3.2, Carbonate de cilcio p.a.;

3 3. Acido sulfurico cezca de 0,1 N, corado com vermelho de metil.

Maccrial
Aparclho de Scheibler-Dietrich (v. esquema) ou aparelho equivalente.

Método

Segundo o teor de carbonatos da amostra, pesar uma pequena quantidade para ensaio como a seguir se
indica:

0,5 g para os produios com 30 a 100 % de carbonatos, expressos sob a forma de carbanato de cilcio;
1 g para os produtos com 10 a 50 % de carbonatos, expressos sob a forma de carbonato de calcio;
2g a) g para os culros produtos.

latroduzie a amosira de ensaio num frasco especial (4) equipado com um pequeno who de matéria
inquebravel, contendo 10 ml de 4cido cloridrico (3.1), ¢ ligar o frasco ao aparelho. Rodar 2 torneira de
s vias (5) de maneira a2 que o tubo (1) comunique com o exterior. Com o tubo mével (2) cheio de
1ado <wlfurico corade (3.3) ¢ ligado ao wbo graduado (1), aceitar o nivel de liquido para a graduagio
zero. Rodar a torneira (3) de mancira a estabelecer a comunicaglio entre os wbos (1) € (2) ¢ centificar-se
de que o nivel cstd em zero.

Deixar cair lentamente o 4cido cloridrico (3.1) sobre a amosira de ensaio, inclinando o frasco (4).
Nivelar a pressio, baixando o wbo (2). Agitar o frasco (4) até i cessagdo completa da libertagho de
anidrido carbénivo,

Tornar a nivelar a pressio colocando o liquido 20 mesmo nivel em ambos os tbos (1) e (2). Esperar
alguns minutos que o valume do gis se colabilize, fazendo entlo a leitura.

Efectuar nas mesmas condig0es um ensaio comparativo com 0,5 g de carbonato de calcio (3.2).

Cilculo dos resukiados
O teor de carbonatos, expresso em g de carbonato de cilcio por cada 100 g de amosira, ¢-nos dado
pela seguinte fracglo:
V x 100
Tx2P
cm que:
V = ml de CO, libertados pela amostra de ensaio.
T = mide CO, libertados por 0,5 g de CaCO, paa.

P = peso, em gramas, da amostra de ensaio.

Ld

7. Observagdes

7.1. Sempre que 3 amostra de ensaio pesar mais de 2 g, introduzic 13 ml de dgua destilada no frasco (4)
€ misturar, previamente 20 ensaio. Uilizar o mesmo volume de Sgua para o ensaio comparativo.

7.2. Caso o aparelho utilizado trabathe com volumes diferences dos de Scheibler-Dietrich, sers necessi-
rio modificar em fungio dos mesmos a quantidade de amostra de ensaio ¢ substincia de compara-
g0, assim como o cdlculo dos resultados.

APARELHO DE SCHEIBLER-DIETRICH PARA DOSEAMENTO DO co,

g anas

—360

FO at 30

Escala: 1/3

{Medidas em mm)

8. DOSEAMENTO DA ESSENCIA DE MOSTARDA

1. Finalidade ¢ objecto de splicagdo

Esta 1éenica permite determinar o teor de esséncia de mostarda, arrastivel por vapor de Agua e expresso
em isotiocianato de alilo, em bagagos das espécies Brassica e Sinapis ¢ em alimeatos compoitos que 08
contenham.

ad

Principio

Suspende-se , momnh em dgua. Libertam-se as esséncias de amostra sob & acgio de fermenios que se
por em ¢a do etano! ¢ them em dilutdo. Trata-se 2 solugio a
quente com um dado volume de soluplo de nitrato de prata, arrefecido ¢ filtrado e tiwula-se o excesso
de nitearo de prata com uma solugko de tiocianato de aménio.

3. Reagentes
3.1. Moxsarda branca «alba sinapiss.
3.2, Eunol, 95 2 96 %o (v/v).
3.3. Emulsko anti-espumificante (silica, por ex.).
3.6: Amonlaco, d: 0,958.
3.5. Solugio de nitrato de prata 0,1 N,
3.6, Solucho de Liocianato de aménio 0,1 N.
3.7. Acido nitrico, d: 1,40.
).B. Soluglo saturada de sulfato fécrico de aménio.

4. Material

4.1. Matrases de 500 mi, de fundo chato ¢ obturador esmerilado.

4.2. Aparelho de destil com refrigerador ¢ disp que impegs © de g |
5. Méodo

Pesar, com uma pressio de t 1 mg, ng de amosirs, inwroduzi-ls num maicss de fundo chato de
500 m! e juntar 2g de branca, fi da (que fornece os fermentos) (3.1) ¢ 200 ml
de Sgua 2 20°C. Tapar o balio ¢ manit-lo durante cerca de duas horas a 20 °C, agitando frequente-
mente. Jumar em seguida 40 mi de etanol (3.2) € uma gota de emnhlo anti-espumificante (3.3). Destilar
eerca de 150 mi ¢ recother o detulldo para um lnllo duado de 250 ml do 20 ml de

3.4), fazendo com quea de do lhe no Hqundo Juntar & soluglo amontacal
30 ml de soluglo de nitrato de prata 0,1 N (3.5) ou mais, se necessirio, colocar um pequeno funil no
balko e aquecer a mistura duranie uma hora em banho-maria a ferver. Deixar arrefecer, completar o
volume com 4gua, agitar ¢ filirar. Retirar 100 ml de filirado limpido, juntar $ ml de kcido nfuico (3.7) e
cerca de 5 mi de soluglo de sulfato férrico de aménio (3.9). Retitulac o excesso de nitrato de prats com
sulugso de tiociansto de aménio 0,1 N (3.6).

Efectuar sum ensaio em branco» sem amosua, seguindo o mesmo método com 2 g de mostarda branca
finamente triturada,

Cilculo dos resultados

Subtrais 0 volume da soluglio de nitrato de prata 0,1 N gaso no enssio em branco, 30 volume de
loluclo $3310 no ensaio feito com a amostrs. O valor obtido correspondenders so1 ml de solugio de
nitra1o de  praus 0,1 N ganos pela esdncia de mostarda contida a1 amogtra. A 1ml de AgNO, 0,1 N

4,956 mg de i de alilo. Exp ° em p relativa & amos-

ura.
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12. DOSEAMENTO DO POTASSIO

I Finalidade ¢ objecto de aplicagda

Esta técnica pernite determinac o Leor de potdssio em alimentos para animans.

~

Principio

Incinera-se ¢ dissolvem-se as cinzas em Acido cloridrico. Desermina-se o teor de potissio da soluglo por
{owmeuria de chama na presenga de cloreto de césio ¢ nitrato de aluminio. A adiglo destas substdncias
elenina, em larga medida, a interfer2ncia de elementos perturbadores.

-

Reagentes

30 Acido coridace pa, d. 1,12,

3.2. Cloreo de césio, pa.

33 Nitrawo de aluminio Al (NOy), - 9 H;0, quimicamente puro

3.4, Cloreto de potissio p.a. anidro.

3.5, Solugio-tampio: dissolver em agua, 1,907 g de clorete de potissio (3.4), juntando $ ml de dcido
cloridrica (3.1), completar o volume com 4gua at obier | | ¢ homogencizar. Conservar em frascos
de plastico.

36, Solugio-padrio de potassio: dissolver em dgua 1,907 g de cloreto de potdssio (3.4), juntando 5 mi

de icido cloridrico (3.1), completar o volume com 4gua act 11, ¢ homogeneizar. Conservar em
frascos de plistico. Cada mi desua solugio contém 1,00 mg de potassio.

>

Material
4.1. Cadinhos para incineragao de platna, quactzo ou porcelana, eventualmente com lampa.
4.2. Mufla elecirica com termostato.

4.3, Fotbmetco de chama.

5. Método

5 1. Andlise da amostra
Em regea, pesar 10 g de amostra, com uma precislo de & 10 mg, num cadinho para incineragio e
incinerd-la a 450 °C ducante trés horas. Apds o feci passar quantitati o residuo
de incineragio com 250 a 300 ml de sgua seguida de 50 ml de cido clorddrico (3.1) para balio
graduado de 500 ml. Quando cessar a eventual lib do anidrido ico, aquecer a ioluglo
¢ manté-1a durante duas horas a uma temperatura proxima dos 90 *C, agitando de vez em quaado.
Drixar arrefecer até 2 p 2 ambi dgua até atingic 2 marca do baldo, agitar

4

v

Material
4.). Cadinhos para incineragla, de platina, quartzo vu porcelana, eventuaimenic com tampa.
4 2. Mufla clécirica com termostato.

4.3, Fowometro de chama

. Método

S.1. Andise da amosira

Lm regra, pesar 10 g de amostra com uma precisie de £ 13 mg num cadinho para incineragio ¢
incinerar a 450 *C durante urés horas. Evitar o sobreaquecimento (inflamagio). Uma vez arrcfe-
cido, passar quantativamenie o residuo da incineragio, com 25C 2 300 mi de Sgua e em seguida 5C
ml de scido cloridrico (3.1} para um balio graduado de 500 ml. Quanto cessar a cventual libena-
¢30 de anidrido carbonico, aquecer a soluglo ¢ mancd-la durante duas horas 2 uma temperatura
proxima dos 90 *C, agitando de vez em quando. Deixar arcefecer até 3 temperatura ambiente,
juntar dgua até 4 marca, agitac e filicar. Intcoduzir aum balo graduado de 100 ml uma parte
aliquota de filtrado contendo no méximo 1,0 mg de sodio, juntar-the 10,0 mi de solug2o-tamplo
(3.5), juntar sgua até 3 marca ¢ homogeneizar. Na presenca de fores teores de sédio, dituir nas
devidas proporgdes a soluglo a analisar, antes de lhe adicionar a soluglo-tamplo. A tabela seguinte
fornece valores, a titulo indicativo, para uma amostra de easaio de cerca de 10 g.

Teor wedrico
Parte aliquota em

de Sddio (Ye Na) Factor de diluiglo 1

ia lrmgnu ) " ml de soluyio
At a 0,1 56

0,1 a 0,5 — 10

0,5a 1,0 - 5

1,0 2 5,0 1:10 10

50 a 10,0 110 5

10,0 a 20,0 1:20 5

Efeciuar 3 medigio por forometria de chama ao comprimento de onda de 589 nm

Calcular o resultado com o grifico-padaio.

5.2

~

Grifico-padrio

Introduzir 10 m} exactos de soluglo-padrio (3.6) num ballo graduado com igus e homogeneizar
Introduzir respectivamente, S, 10, 15, 20 ¢ 25 ml exactos desta solugo, que correspondem a quan-
tidades de sodio de 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 ¢ 1,0 mg em baibes graduados. Completar a séne com um
balso de referéncia sem solugio padeio. Deitar em cada balio 10,0 ml de solugio-padric (3.5),
juntar dgua até & marca ¢ homogeneizar. Efectuar as medigdes como indicado em (5.1). O grifico-
-padrio maniém-se em geral linear até uma conceatraglo de sédio de 1 mg para 100 ml de solu-
glo.

¢ liltrar. Introduzic num baldo graduado de 100 ml uma parte aliquota do filtrado coniendo o 6. Cilculo dos resuliados
maximo 1,0 mg de potdssio, juniar 10,0 ml de solugio-tamplo (3.5), acrescentar 4gua aué atingir a Exprimic o resuliado em percentagens relativas 3 amostra.
marca ¢ homogeneizar. Na presenga de teores de potdssio superiores, diluir, nas devidas propor-
¢des, a soluglo a analisar antes da adigo da soluglo-tampllo. A 1abela seguinte fornece, 2 tiulo
indicative, os valores correspondentes a uma amostra de ensaio de cerca de 10g.
7. Ob §d
Teor tedrico . Pane aliquota em
de m‘::,(l: © Factor du dluigto ml de soluglo 7.1. Para os productos cuyo teor de s6dio seja superior a 4 % & preferivel incinerar a amostra durante
duas horas num cadinho com wmpa. Deixar arrefecer, juntar dgua, suspender o residuo utlizando
Atk a2 0,1 — 50 um fio de platina, secar ¢ tornar a incinerar duas horas com o cadinho tapada.
g; s ?é - “; 7.2, Se 2 amostra for constituida unicamente por substincias minecais, proceder i dissolugdo sem in-
I:O N 5:0 1:10 10 cineragio prévia.
5,0 a 10,0 1:10 s
10,0 2 20,0 1:20 5
Efectuar a medigo por f ia de chama, ac pri de onda de 768 nm,
13. DOSEAMENTO DA TEOBROMINA
Calcular o resuliado utilizando o grifico padrlo.
i Finalidade € objecto de aplicagdo
5.2. Grifico Padrdo pre
Intoduzir 10 ml exactos de solugdo-padrio (3.6) num balto graduado de 250 ml acrescentar dgua f,:: ljcnl;: permite determinar o teor de eobromina dos subprodutes resuliantes da transformagao da
at¢ 2 marca ¢ homogencizar. Inuroduzir respecti 5, 10, 15, 20 ¢ 25 ml da soluglo, que ndon de cacau
correspondem a 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 ¢ 1,0 mg de potdssio, em baldes graduados. Completar a série 2. Principi
com um balio de refertncia, sem soluglo-padrio. Deitar em cada balio 10,0 ml de solugio-tampio - Prnaipio
(3.5), acrescentar dgua att & marca ¢ hqmo;ene‘un Efectuar as medigdes como indicado em (5.1). Extrai-se a teobromina com cloroférmio. Evapora-se o eatrato a scco, dissolve-se em igua ¢ trata-se
g) grafico-padrio maniém-se em geral lincar a1é uma concentraglo de potdssio de 1 mg em 100 ml com um dado volume de soluglo de nitrato de prata.
e soluglo.
Faz-se a titlag3o do dcidu nitrico libertado com uma soluglo de hidroxido de sodio
6. Cilculo dos resultados
A 3. Reagentes
Exprimir os resultados em percentagens relauvas 3 amosura. -
31, Claroférmio pa
7. Ob: be:
servagbes 3.2. Amoniaco, d: 0,958
N i lugso- : impedic 2 i i " ;
P;T”:Ki:: necessaria a adiglo de solugio-tampio (3.5) para impedic a interferéncia de elemenios 33 Sulfato de s6dio p.a., anidro.
3.4. Solugio de hidréxido de sédio 0,1 N.
3.5, Solugio de nitrato de prata 0,1 N.
DOSEAMENTO DO SODIO 36 Soluglo erandlica a 1 % {p/v) de vermelho de feaol.
3.7, Eter dietilico
4. Material
| Finalidade ¢ objecto de aplicagio Macrases de 500 ml, de fundo chato e rolha esmerilada.
Lsta 1écnica permite determinar o weor de sédio dos alimentos para animais.
5. Método
Pesar, com uma precisto de + 1 mg, 10 g no miximo da amosica de c: - o, que alo deverd conter
L. mais de 80 mg de teobromina. Introduzir 2 amostra num macrss de 500 de fundo chato e tampa
1. Principio tsmer}lad: ¢ juntar 270 m! de cloroférmio (3.1) e 10 ml de amonfaco (3. Tapar o matris ¢ agitar
Incinera-se 2 amostaa ¢ dissolvem-se a5 cinzas em icido cloridrico. Determina-se o weor de s()dlu dl enérgxcamvcme duraaie cinco minutos. J\H\IIY em IESBMI 12 g de ’UHAIO de - ‘io anidro (3 3)’ Isi(if de
solugio por folometria de chama na presenga de cloreto de césio ¢ nitrato de aluminio. A adigio desias novo ¢ deixac repousar ait ao dia seguinte. Filirar um erlenmeyer de 500 m. avar o residuo com 100
substincias elimina cim larpa medida a interfertncia de elementos perurbadores. mi de clerolbrtrano (3.1). Destilar para eliminar o dissolvente e fazer desaparece. -+ seus ulrimos residuos
em banho-maria a ferver. Recolher novamente o extrato com 50 mi de Sgua e le. .- 1 cbuligdo.
Deixar arrelecer & neutralizar totalmente, com a soluglo de hidréxido de sddio (3 4, na presenga de 0,5
ml de soluglo de vermelho de fenol (3.6). Juntar em seguida 20 ml de solugio de nirata de praca (3.5)
5 Reagentes Tiwlar o 4cido nitrico libertado pela solugio de hidréxide de sédio (3.4) a1é 2 viragem do indicador
1 Acdo dondrico pa, d: 112, (PH 7.4
)
32 Closcto de césio, pa. 6. Calculo dos resultados
3.3, Nuraw de aluminio Al {NOy)y- ¥ HO, quimicamente puro. Um ml d
d 4
3.4 Cloreto de sodio pa anidro. m ml de NOH 0,1 N corresponde 2 18 mg de
35, Solugho-tampao: distolver em dgua 50 g de cloreto de sésio (3.2) ¢ 250 g de nitrato de aluminio Exprimir o resultado em p ! 4 amostra.
{3.3), completar o volume até 1 I, com 3gua c homogencizar. Conservar em frascos de plistico.
7. Observagia

36, Soluglo-padrio de sodio: dissolver em 4gua 2,542 g de cloreto de sodio (3.4) juntando-the 5 ml de
iscido dloridrico (3.1), completar o volume a1é a 1 |, com fgua e homogeniezar. Conservar em
frascos de piasuco. Cada ml desta soluglo comém 1,00 mg de sodio.

Os produtos cujos teores ¢ matérias gordas brutas ultrapassem 8 % deverllo ser previamente descngor-
duraday por extracglo com éter de petrdleo (Eb. 40 *C) durante duas horas.
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DOSEAMENTO DOS ALCALOIDES NO TREMOGO

| Finalidade e objecto de aplicagio
Esta wcnica permise determinar o teor de alcaldides das sementes de tremogo.
2. Principio

Dissolvem-se os alcaldides numa mistura de éter dietilico ¢ cloroférmio e faz-se a respectiva extracglo
com suido cloridneco. Precipitam-se com icido silico-tungstico, incinera-se o precepitada e pesa-se o
residuo.

3. Reagentes
3.1, Eter dietilico.
3.2. Clorolormio
3.3. Solugio de hidroxido de sédio 4 N.
34 Acido cloridrico 0,3 N
3.5. Cloreto de sédia p.a.

3.6. Solugio a 10 % (p/v) de icido silico-tingstico Si O, 12 WO, - 26 H,0.

-

Material
4.1. Misturador mecnico.
4.2. Cadinhos para incineraglo, de platina, Quartzo ou porcelana.

4.3. Mufla electrica.

w

Método

Pesar, com uma precisio de + S mg, 15 g de amostra ¢ introduzi-la num recipiente de cerca de 200 m!
com tampa esmerlada (um vaso de decantaglo, por exemplo). Juntar 100 ml exactos de éter dieilico
{3 1) ¢ 50 ml exactos de cloroformio {3.2) ¢ em seguida, com uma bureta graduada, 10 m! de soluglo de
hwcaxido de sadio (3.3). Agitar vigorosamente para evitar a formagio de aglomerados. Sacudir ainda
virias vezes ¢ deixar repousar até a0 dia seguinte. Se o liquido sobrenadante n3o ficar absolutamente
lunpido, juntar algumas gotas de dgua Filtrar 2 camada de éter-cloroférmio. Recolher 50 ml de filrado
num balio graduade de 50 ml ¢ passi-lo quantitativamente com 50 ml de &er dietlico (3.1) para um
vaso de decantagdo de 150 ml Fazer trés extracgdes sucessivas com 20 m! de 4cido cloridrico (3.4),
drixando decantar e recolhendo o extrato scido apss cada uma. Juntar os extractos dcidos num copo de
precepitagio de 250 mi e eliminar os Gltimos residuos de #ter e clorsformio aquecendo ligeiramente
Juntar cerca de 1 g de cloreto de sédio (3 5), deixar arrefecec ¢ precepitar o5 alcaldides com a solugio
de suido silico-tangstico {3.6). Agitar no misturader durante trinta minutos.

Deixar repousar durante uma noite, filtrar com filiro sem cinzas ¢ lavar o precepiado com scido clori-
drico (3.4), primeiro 2 vezes com 10 ml ¢ depois 2 vezes com 5 ml.

Colocar o filtro com o precepitado num cadinho para incineraglo ¢ incinerar a 900 *C. Deixar arrefecer
¢ pesar.

o

Cilculo dos resultados
Para obter o 1eor de alcaldides da amosira de ensaio, multiplicar o peso das cinzas pelo facior 0,2,

Exprimir o resultado em percentagem relativa & amostra.

DETERMINAGAO DA ACTIVIDADE URFASICA NOS DERIVADOS DE SOJA

Finalidade ¢ objecto dec aplicaydo

Eua prova permite deverminac a actividade da urease nos derivados de suja ¢ revela a sua insuficiente
cozedura.

~

Principio

Determina-se a acuvidade uredsica através da quantidade de azoto amoniace! que 1 g de produto libera
por minuto em solugio de urcia

-

Reagentes
3 1. Acido cloridrico 0,1 N,
= 32 Solugao de hdidndo de sedio 0,1 N;

3.3 SolugSo-tampio de fosfatos 0,05 M contendo, em 1000 ml, 4,45 g de fosfata dissodico (Na;HPO,
-2 H,0) € 3,45 g de fosfato monopotassico (KH;POL).

3.4, Solucio 1amporada de 30,0 g de ureia por 1 000 ml de soluglo-tamplo (33) com pH 6,9-7,0,
preparada de {resco

-

Materal

4.1, Aparelho de tiwlaglo potenciométrica (de medigic do pH) de grande precisio (0,02 pH) com
misturador magnético.

4.2. Tina de banho-maria com termosiato regulado para exactamente 30 °C.

4.3. Tubos de ensaio de 150 x 18 mm, com tampa esmerilada,

w

Mtiodo

Moer (pum mownho de café, por exemplo) ceica de 10 g de amostra de mancira 2 que passe através de
uma pencira com uma maltha de 0,2 mm. Num who de ensaio de tampa esmerilada pesar, com uma
precisio de + | mg. 0,2 g de amostra ji moida ¢ juntar 10 ml de solugio-tampio de ureia (3.4). Fechar

ymedialamente o twbo de agitar vigorosamente. Mergulhar o tubo durante exactamente 30 minutos em
banho-maria, rigorosamente a 30 *C. Juntar imediatamente 10 m! de 2dico cloridrico 0,1 N (3.1), arre-
fecer rapidamente até 20 °C e passar quantitativamente o conteido do wbo para o recipiente de titula-
¢o, favando-o por duas vezes com 15 mi de sgua. Titular imediata ¢ rapidamente por electrometria
com a soluglo de hidrdxido de 1dio C,1 N (3.2), utilizando um elécirodo de vidro, ate pH 4,7,

Electuar um ensaio em branco como se segue:

Iniroduzic ripida ¢ sucessivamente num twbo de ensaio de rotha esmeriiada 0,2 g de amostra, pesados
com uma precisdo de + 1 mg, 10 m! de 4cido cloridnco 0,1 N {3.1) ¢ 10 ml de soluglo tamporada de
urcia (3.4). Arrefecer imediatamente © tubo mergulhando-o em dgua gelada € deind-lo permanecer af
durante trinta minutos. Passar em seguida o conteddo do twbo como atrds se indica para o recipiente de
Utulag3a, que se fard at¢ a0 pH 4,7, com soluglo de hidroxido de 56dio 0,1 N (3.2)

o

Cilculo dos resultados
A actividade uredsica calcula-se mediante a seguinie formula:

mg N o 1.4 (b—a)
T 130°C 30-E

em que: a = mlde solugdo de hidroxido de sodio 0,1 N gastos pela amostca de ensaio.
b = ml de solugdo de hidréxido de s6dio 0,1 N gastos no ensaio em branco.
E = gde amostra de ensaio

>

Observagdes

7.1, Aconselha-se este método para uma actividade uredsica a 30 °C nio superior a | mg N/g min.
Para produtos mais activos, o peso da amostra de ensaio poders ser reduzido até um minimo de 50
mg

7.2 Os produtos cujo teor de matérias gordas brutas ultrapasse 10 % deverdo ser previamente desen
gorduradas a frio.

MINISTERIO DAS OBRAS PUBLICAS,
TRANSPORTES E COMUNICAGOES

Decreto-Lei n.° 308/89
de 14 de Setembro

Os Decretos-Leis n.”® 99/88 ¢ 100/88, ambos de 23
de Marg¢o, vieram, respectivamente, criar o Conselho
de Mercados de Obras Publicas ¢ Particulares —
CMOPP e regular o acesso e permanéncia na activi-
dade de empreiteiro e fornecedor de obras publicas e
de industrial da construgdo civil. Com esses diplomas
procurou-se remodelar ndo sé o sistema de inscrigdo
e classificagdo das empresas em sector de tdo grande
relevincia na economia como também, e sobretudo,
dota-lo de um organismo primordialmente coordena-
dor e incentivador de diferentes actividades desenvol-
vidas nessa area.

Tendo o CMOPP vindo a orientar nesse sentido a
sua ac¢do, tem-se tornado cada vez mais evidente a ne-
cessidade de proporcionar a este organismo um con-
tacto mais directo com o exercicio daquelas activida-
des, bem como assegurar-lhe a possibilidade de zelar
pelo cumprimento, por parte dos executores de obras
—nomeadamente donos de obra, empreiteiros e
técnicos—, das normas reguladoras da seguran¢a no
trabalho de construgdo civil—— Decreto n.® 41 821, de
11 de Agosto de 1958 — e das instalagGes provisoOrias
(estaleiros) destinadas ao pessoal empregado nas
obras-— Decreto n.° 46 427, de 10 de Julho de 1965.

Com o presente diploma visa-se por cobro a existén-
cia de casos graves, eventualmente reveladores de falta
de idoneidade das empresas e, como tal, determinan-
tes da cassacdo dos respectivos alvards, que, face & im-
possibilidade de conhecimento dos mesmos pelo
CMOPP, continuam impunes e cujas consequéncias,
quer ao nivel da deterioragdo do tecido urbano, quer
das proprias relagbes inter-regionais, pdem em causa
ndo apenas a seguranga mas o proprio interesse pu-
blico.

Assim:

Nos termos da alinea a) do n.° 1 do artigo 201.° da
Constitui¢do, o Governo decreta o seguinte:

Artigo 1.° E atribuida ao Conselho de Mercados de
Obras Publicas e Particulares — CMOPP, criado pelo
Decreto-Lei n.° 99/88, de 23 de Margo, competéncia
para fiscalizar a protec¢cdo, organizagdo, seguranga e
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sinalizacdo de estaleiros de obras, a ocupagdo de vias
publicas com entulhos, equipamento, materiais ¢ exe-
cucdo de trabalhos para além da drea delimitada do
estaleiro, atento, ainda, o cumprimento do disposto nos
Decretos n.° 41 821, de 11 de Agosto de 1958, ¢
46 427, de 10 de Julho de 1965, e no Decreto Regula-
mentar n.° 33/88, de 12 de Setembro, respeitantes, res-
pectivamente, A seguran¢a no trabalho da construgéo
civil e das instalagdes provisdrias destinadas ao pessoal
empregado nas obras e & sinalizagdo de trabalhos nas
vias publicas, em qualquer drea do Pais, sempre ¢
quando o julgar oportuno, e independentemente da
competéncia atribuida por lei a outras entidades.

Art. 2.° — 1 — A competéncia referida no artigo an-
terior é exercida por pessoas singulares ou colectivas
a contratar em regime de prestagdo de servigo.

2 — O CMOPP determina qual o 4mbito da ac¢do
a desenvolver e as entidades ou situagdes a fiscalizar.

3 — O CMOPP deve dotar o pessoal das entidades
fiscalizadoras de uma credencial, contendo, obrigato-
riamente, as respectivas fotografia e identificagdo.

4 — Sempre que a fiscalizagdo abranja as condigdes
de higiene e seguranga no trabalho, a Inspec¢do-Geral
do Trabalho deve integrar as equipas de inspeccdo,
ficando-lhe cometida a instru¢do dos autos levantados
e a aplicagdo das coimas relativamente as infracgdes ve-
rificadas.

Art. 3.° — 1 — O pessoal referido no artigo ante-
rior, quando devidamente credenciado, tem poderes
para:

a) Ter acesso as obras ou a qualquer local de tra-
balho, sempre que o julgar necessdrio;

b) Exigir quaisquer esclarecimentos ou documen-
tos que se revelem necessarios ao exercicio da
sua ac¢do fiscalizadora;

¢) Notificar os infractores, no livro de obra ou
através de documento proprio, da natureza da
infrac¢do e, quando possivel, do prazo razoa-
vel para a regularizagdo da situagéo.

2 — Os termos das notificacdes feitas e a situagio
existente apds o decurso do prazo referido no numero
anterior devem constar dos relatérios finais a apresen-
tar ao CMOPP, de acordo com o artigo 5.°

Art. 4.° A Direc¢do-Geral do Turismo pode solici-
tar ao CMOPP a fiscalizagdo das situgdes previstas
neste diploma que envolvam ou afectem empreendimen-
tos turisticos.

Art. 5.° — 1 — As entidades contratadas enviardo
ao secretdrio-geral do CMOPP os relatdrios finais so-
bre a acgdo desenvolvida, deles devendo constar todos
os elementos possiveis e necessdrios a uma apreciagdo
imparcial e fundamentada de cada caso.

2 — Se da apreciagdo dos relatérios resultar a pos-
sibilidade de existéncia de infracgdo, o secretario-geral
do CMOPP deve enviar o processo para a Comissdo
de Alvards de Empresas de Obras Publicas e Parti-
culares — CAEOPP.

3 — Quando entenda que a situagdo pode resultar do
recurso a novas tecnologias, a CAEOPP deve enviar
o respectivo processo ao Laboratério Nacional de En-
genharia Civil (LNEC), para que este se pronuncie, no
prazo de 30 dias, quanto ao seu enquadramento nos
objectivos, nomeadamente de seguranga, contidos nos
regulamentos referidos no artigo 1.° do presente di-
ploma.

Art. 6.° Sempre que conclua pela falta de cumpri-
mento das normas constantes do presente diploma, a
CAEOPP deve, nos termos do disposto no Decreto-Lei
n.° 100/88, de 23 de Margo, proceder e aplicar as se-
guintes sangdes:

a) Cassar os alvards sempre que, em virtude do
incumprimento, tenha ocorrido acidente de que
tenha resultado incapacidade fisica permanente
ou morte de pessoa estranha a obra ou de tra-
balhador da mesma;

b) Cancelar a autorizagdo em causa ou todas as
autorizagbes contidas no alvar4, se a infrac¢édo
se mantiver passado o periodo de suspensdo re-
ferido na alinea anterior, ou se do incumpri-
mento tiver resultado ou puder resultar acidente
ndo mortal ou outro perigo para a seguranga
publica ou do pessoal empregado na obra;

¢) Suspender a autorizagdo ao abrigo da qual esté
a ser executada a obra ou todas as autoriza-
¢Oes contidas no alvard, quando a gravidade da
infracgdo ndo imponha o cancelamento das
mesmas ou a cassagdo do alvaréd;

d) Comunicar a existéncia e natureza da infracgéo,
a identifica¢do do infractor e a san¢do aplicada
ou a aplicar pela Comissdo & entidade ou enti-
dades que, por lei, tenham poderes de fiscali-
zagdo sobre o mesmo caso.

Art, 7.° — 1 — Das decisdes tomadas pelas pessoas
referidas no n.° 1 do artigo 2.°, na sua ac¢do de fis-
calizacdo ao servico do CMOPP, pode reclamar-se para
o proprio CMOPP, no prazo de quinze dias apds a sua
verificagdo.

2 — Das deliberagdes da CAEOPP pode reclamar-
-se nos termos do disposto no artigo 14.° do Decreto-
-Lei n.° 100/88, de 23 de Margo.

Visto e aprovado em Conselho de Ministros de 8 de
Junho de 1989. — Anibal Anténio Cavaco Silva — Mi-
guel José Ribeiro Cadilhe — Luis Francisco Valente de
Oliveira — Joaquim Fernando Nogueira — Jodo Ma-
ria Leitdo de Oliveira Martins — Joaquim Martins Fer-
reira do Amaral.

Promulgado em 3 de Setembro de 1989.

Publique-se.
O Presidente da Repiblica, MARIO SOARES.
Referendado em 6 de Setembro de 1989.

O Primeiro-Ministro, Anibal Anténio Cavaco Silva.

Portaria n.° 817/89
de 14 de Setembro

Manda o Governo, pelo Ministro das Obras Publi-
cas, Transportes ¢ Comunicagdes, que, ao abrigo das
disposi¢des do artigo 4.° do Decreto-Lei n.° 360/8S5,
seja langada em circulagdo, cumulativamente com as
que estdo em vigor, uma emissdo de selos com tarja
fosforescente alusiva aos «Peixes da Madeira», com as
seguintes caracteristicas:

Autor: José Projecto;
Dimensdo: 40 mm x 30,6 mm;
Picotado: 12x12 /2
Impressor: INCM;

[
o s ‘
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1.° dia de circulagdo: 20 de Setembro de 1989;
Taxas, motivos e quantidades:

298 — Pai-velho/Argyropelecus aculeatus (Va-
lenciennes) — 1 000 000;

60% — Peixe-cdo/Pseudolepidaplois scrofa
(Valenciennes) — 600 000;

87% — Peixe-rei/Coris julis (Linnaeus) —
600 000;

1008 — Rocaz/Scorpaena maderensis (Va-
lenciennes) — 600 000.

Ministério das Obras Publicas, Transportes ¢ Comu-
nicagoes.

Assinada em 4 de Setembro de 1989.

O Ministro das Obras Piiblicas, Transportes e Co-
municagdes, Jodo Maria Leitdo de Oliveira Martins.

13.2 Delegagdo da Direcgédo-Geral da Contabilidade Publica

Declaragéo

De harmonia com o disposto na parte final do n.° 2 do artigo 6.° do Decreto-Lei n.° 46/84, de 4 de Feve-
reiro, se publicam as seguintes alteracbes orgamentais, autorizadas nos termos dos n.** 2 e 3 do artigo 5.° do
mesmo diploma e cujos despachos de autorizagdo constam dos respectivos processos:

Classificacdo Em contos
Orgénica Econdmica Rubricas Reforgos
Funcional . ou Anulagdes
Capitulo| Diviszo | U0 Codigo | Alinea inscrigdes
01 Gabinetes dos membros do Governo
01 Gabinete do Ministro
01 Gabinete
01.00.00 Despesas com o pessoal:
01.01.00 Remuneragles certas e permanentes:
01.01.06 Pessoal em qualquer outra situagido:
8.01.0 A Requisitado .............. ... il - 4 382
8.01.0 | 01.01.08 Representago......... ..., 4 382 -
02.00.00 Aquisicdo de bens e servigos correntes:
02.02.00 Bens ndo duradouros:
02.02.04 Alimentac¢do:
8.01.0 B Aquisicdo de refeigdes confeccionadas.......... 1100 -
02.03.00 Aquisi¢do de servigos:
8.01.0 | 02.03.08 Representagdo dos Servigos ................oiuunn. - 1100
02 Gabinete do N6 Ferrovirio do Porto
01.00.00 Despesas com o pessoal:
01.01.00 Remunerac¢des certas e permanentes:
8.01.0 | 01.01.01 Pessoal dos quadros .............................. - 31612
8.01.0 | 01.01.04 Pessoal em regime de tarefa ou de avenga.......... 15 000 -
8.01.0 | 01.01.06 Pessoal em qualquer outra situagdo ................ 16 474
8.01.0 | 01.01.07 Gratificagdes . . ... 2 500 -
8.01.0 | 01.01.11 Subsidios de férias e de Natal ..................... - 2 780
01.02.00 Abonos varidveis ou eventuais:
8.01.0 | 01.02.02 Horas extraordindrias ............................. 200 -
01.03.00 Seguranga Social:
8.01.0 | 01.03.02 Abono de familia ................................ 80 -
06.00.00 Outras despesas correntes:
8.01.0 { 06.03.00 Diversas . ... 138 -
03 Gabinete do N6 Ferroviario de Lisboa
01.00.00 Despesas com o pessoal:
01.01.00 Remuneragdes certas e permanentes:
8.01.0 | 01.01.01 Pessoal dos quadros .. ............................ - 18 295
8.01.0 | 01.01.06 Pessoal em qualquer outra situagdo ................ 18 295 650
8.01.0 | 01.01.09 Participagdes e prémios . .......................... 690 -
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Classificacdo Em contos
Orgini Econdmi .
rgdnica condomica Rubricas Refor“”
Funcional . ou Anulagdes
Capitulo| Diviso | ur Cédigo | Alinea inscrigdes
01 01 03 01.02.00 Abonos varidveis ou eventuais:
8.01.0 | 01.02.04 Ajudas de custo. ... .ol - 1 500
01.03.00 Seguranga Social:
8.01.0 | 01.03.04 Contribuigdes para a Seguranga Social ............. 200 -
02.00.00 Aquisicdo de bens ¢ servigos correntes:
02.01.00 Bens duradouros:
8.01.0 | 02.01.03 Material de secretaria.............c.cooviiiiin., - 100
8.01.0 | 02.01.04 Material de cultura . ..........coviiinenninnn, - 150
8.01.0 | 02.01.05 Qutros bens duradouros ... - 150
02.02.00 Bens ndo duradouros:
8.01.0 | 02.02.05 Roupas e calgado .........ccoiiiiiiiiiiiiannans - 200
8.01.0 | 02.02.08 Outros bens ndo duradouros ...................... - 500
02.03.00 Aquisi¢do de servigos:
8.01.0 | 02.03.07 8113 o T0) o 1 - 500
8.01.0 | 02.03.08 Representacdo dos SEIVigoS ......oovvevninnneeannnn - 900
8.01.0 | 02.03.09 SERUIOS . . uvteterie e 300 -
8.01.0 | 02.03.10 QUEros SEIVICOS ... .vviirin it - 1 000
07.00.00 Aquisi¢do de bens de capital:
07.01.00 Investimentos:
8.01.0 | 07.01.06 Material de transporte . ........... ... 1630 -
8.01.0 | 07.01.07 Material de informdtica.............. ... ... . ... 2870 -
02 Gabinete do Secretdrio de Estado dos Transportes Interiores
01 Gabinete
01.00.00 Despesas com o pessoal:
01.01.00 Remunerac¢des certas e permanentes:
01.01.06 Pessoal em qualquer outra situagdo:
8.01.0 A Requisitado . ... - 600
8.01.0 | 01.01.08 Representacio. ......ooovviiiiiinriiananenennennns 2 500 -
01.02.00 Abonos variaveis ou eventuais:
8.01.0 | 01.02.02 Horas extraordindrias ...............ccooiviiiannn 600 -
02.00.00 Aquisicdo de bens e servicos correntes:
02.02.00 Bens ndo duradouros:
02.02.04 Alimentagdo:
8.01.0 B Aquisi¢do de refei¢des confeccionadas.......... 1100 -
02.03.00 Aquisi¢do de servigos:
8.01.0 | 02.03.02 Conservagdo de bens ................. ..o, - 600
8.01.0 | 02.03.08 Representa¢do dos SETVICOs ..........ovvvvenneiensn - 500
03 Gabinete do Secretdrio de Estado
dos Transportes Exteriores ¢ Comunicagdes
01 Gabinete
01.00.00 Despesas com o pessoal:
01.01.00 Remuneracdes certas e permanentes:
01.01.06 Pessoal em qualquer outra situagdo:
8.01.0 A Requisitado . ......oovveiiii it - 3 000
8.01.0 | 01.01.08 Representagfo. .. ....oviiiiiininneaenannnnnens 3438 -
8.01.0 | 01.01.11 Subsidios de férias e de Natal ..................... - 438
02.00.00 Aquisi¢do de bens e servigos correntes:
02.02.00 Bens ndo duradouros:
02.02.04 Alimentagdo:
8.01.0 B Aquisicdo de refeigoes confeccionadas.......... 1100 -
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Classificag3o Em contos
Organica Econdmica .
Rubricas Reforgos
Funcional . ou Anulacgdes
Capitulo | Divisdo disv‘::,é-o Cédigo | Alinea inscrigbes
01 03 01 02.03.00 Aquisigdo de servigos:
8.01.0 | 02.03.07 Transportes ............ ... ... i - 500
8.01.0 | 02.03.10 OULIOS SETVICOS . ..\ttt eeeenn - 600
04 Gabinete do Secretdrio de Estado das Vias de Comunicagiio
01 Gablnete
01.00.00 Despesas com o pessoal:
01.01.00 Rerhuneracécs certas e permanentes:
01.01.06 Pessoal em qualquer outra situagido:
8.01.0 A Requisitado ................. .. ... ... ...... - 4 500
8.01.0 | 01.01.08 Representacao. ........oovviiiiie e 3647 -
8.01.0 | 01.01.11 Subsidios de férias e de Natal..................... - 647
01.02.00 Abonos varidveis ou eventuais:
8.01.0 | 01.02.05 Outros abonos em numerario ou espécie ........... 1 500 -
02.00.00 Aquisicdo de bens e servicos correntes:
02.02.00 Bens ndo duradouros:
02.02.04 Alimentagio:
8.01.0 B Aquisi¢do de refei¢des confeccionadas.......... 1100 -
02.03.00 Aquisi¢do de servigos:
8.01.0 | 02.03.07 Transportes . ... - 600
8.01.0 | 02.03.10 OQULros Servigos ...........ooviiniiiiniinienannn.. - 500
05 Gabinete do Secretdrio de Estado da Constru¢do e Habitagio
01 Gabinete
01.00.00 Despesas com o pessoal:
01.01.00 Remunerac¢des certas e permanentes:
01.01.06 Pessoal em qualquer outra situagdo:
8.01.0 A Requisitado . ...................... ... ... ... - 5 500
8.01.0 | 01.01.08 Representagdo. .............cooiiiiiinnennnnan., 3 647 ~
8.01.0 | 01.01.11 Subsidios de férias e de Natal ..................... - 647
01.02.00 Abonos varidveis ou eventuais:
8.01.0 | 01.02.02 Horas extraordindrias . ............................ 160 -
8.01.0 | 01.02.03 Alimentagdo e alojamento......................... - 160
02.00.00 Aquisi¢do de bens e servigos correntes:
02.02.00 Bens ndo duradouros:
02.02.04 Alimentag¢do:
8.01.0 B Aquisi¢do de refeicdes confeccionadas .......... 1 700 -
8.0t1.0 | 02.02.07 Material de transporte — Pegas . ................... - 200
02.03.00 Aquisi¢cdo de servicos:
8.01.0 | 02.03.02 Conservagdo de bens ............................. - 3200
8.01.0 | 02.03.05 Locacdio de outros bens........................... - 200
8.01.0 | 02.03.06 Comunicagdes . . . ...t - 400
8.01.0 | 02.03.10 Outros Servigos ..............oiiiiiiiiinenn... 2 300 -
07.00.00 Aquisicdio de bens de capital:
07.01.00 Investimentos:
8.01.0 | 07.01.07 Material de informdtica........................... - 400
8.01.0 | 07.01.08 Magquinaria e equipamento ........................ 400 -
Total do capitulo 01 ............. 87 051 87 051
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Classificagio Em contos
Orglnica Econdmica Rubricas Reforgos
Funcional ou Anulag¢des
Capitulo | Divisio disv‘:rl-o Cédigo Alinea inscrigbes
02 Servigos centrals, de Inspecgéio e Investigagdo
03 Comissiio Sectorial do Transporte Aéreo
01 Servigos proprios
01.00.00 Despesas com o pessoal:
01.03.00 Seguranga Social:
8.01.0 | 01.03.02 Abono de familia ............. ...l 1 -
8.01.0 | 01.03.03 Prestagdes complementares ............ooeeviiia... - 1
02.00.00 Aquisicdo de bens e servicos correntes:
02.03.00 Aquisicdo de servigos:
8.01.0 | 02.03.07 TEANSPOTLES . o v v vv et e et e 640 -
8.01.0 | 02.03.10 QULTOS SEIVIGOS .+t vvotvee e e et - 2 080
07.00.00 Aquisi¢io de bens de capital:
07.01.00 Investimentos:
8.01.0 | 07.01.08 Maquinaria e equipamento ................ ..o 1 440 -
05 Gabinete para as Comunidades Europeias
01 Servigos proprios
01.00.00 Despesas com o pessoal:
01.01.00 Remuneragles certas € permanentes:
8.01.0 | 01.01.07 Gratificagdes ... ... e 105 -
02.00.00 Aquisi¢do de bens e servigos correntes:
02.03.00 Aquisi¢do de servigos:
8.01.0 | 02.03.03 Locagdo de edificios . ........... ..ol - 105
06 Gabinete de Estudos e Planeamento do MOPTC
01 Servigos proprios
01.00.00 Despesas com o pessoal:
01.03.00 Seguranga Social:
8.01.0 | 01.03.02 Abono de familia ......... ... i i - 35
8.01.0 | 01.03.03 Prestagdes complementares ..o 35 -
02.00.00 Aquisi¢do de bens e servigos correntes:
02.02.00 Bens ndo duradouros:
8.01.0 | 02.02.06 Consumos de Secretaria . ............c.ooeivuneernnn 350 -
02.03.00 Aquisigdo de servigos:
8.01.0 | 02.03.02 Conservagdo de bens ...l 500 -
8.01.0 | 02.03.03 Locacdo de ediffcios............. ...t - 2 850
8.01.0 | 02.03.06 COmMUNICACOES . . . v viee et iiiiiiia e 1 000 -
8.01.0 | 02.03.10 OULIos SEIVIGOS . .vvviren i 1 000 -
04.00.00 Transferéncias correntes:
04.02.00 Administragdes privadas:
8.01.0 | 04.02.01 Institui¢des particulares ................ ... ...t 313 -
04.04.00 Exterior:
8.01.0 | 04.04.02 Qutras transferéncias para o exterior ............... - 313
07.00.00 Aquisigdo de bens de capital:
07.01.00 Investimentos:
8.01.0 | 07.01.07 Material de informatica........................... 1 000 -
8.01.0 | 07.01.08 Maquinaria e equipamento ........................ - 1 000
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Classificacio Em contos
Orgénica Econémica Rubricas Reforgos
Funcional ou Anulagdes
Capitulo | Divisio disvlﬂ,l-o Cadigo Alinea inscrigBes
02 07 Secretaria-Geral
01 Servigos proprios
01.00.00 Despesas com o pessoal:
01.01.00 Remuneragdes certas e permanentes:
8.01.0 | 01.01.05 Pessoal aguardando aposentagdo ................... - 720
02.00.00 Aquisi¢do de bens e servigos correntes:
02.02.00 Bens ndo duradouros:
02.02.04 Alimentagio:
8.01.0 B Aquisi¢do de refei¢des confeccionadas .......... 220 -
02.03.00 Aquisi¢do de servigos:
8.01.0 | 02.03.10 OULIOS SEIVICOS . .vvvvrvtti i eeaanannn, 500 -
09 Conselho Superior de Obras Piblicas e Transportes
01 Servigos préprios
02.00.00 Aquisi¢8o de bens ¢ servigos correntes:
02.01.00 Bens duradouros:
8.01.0 | 02.01.03 Material de secretaria............................. - 28
02.03.00 Aquisigio de servigos:
8.01.0 | 02.03.05 Locacio de outros bens........................... - 50
8.01.0 | 02.03.08 Representago dos servigos ................c.o.uo.... 78 -
07.00.00 Aquisicdo de bens de capital:
07.01.00 Investimentos:
8.01.0 | 07.01.07 Material de informdtica........................... 187 -
8.01.0 | 07.01.08 Maquinaria e equipamento ........................ - 187
10 Inspecgio-Geral de Obras Piblicas, Transportes e Comunicagdes
01 Servicos proprios
01.00.00 Despesas com o pessoal:
01.01.00 Remuneragdes certas e permanentes:
8.01.0 | 01.01.01 Pessoal dos quadros .............................. - 6 328
8.01.0 | 01.01.02 Pessoal além dos quadros......................... 6 328 -
11 Conselho de Mercados de Obras Piiblicas e Particulares
03 Servigos proprios
01.00.00 Despesas com o pessoal:
01.02.00 Abonos varidveis ou eventuais:
8.01.0 | 01.02.02 Horas extraordindrias............................. - 5 000
8.01.0 | 01.02.04 Ajudas de custo...... .. i - 10 000
02.00.00 Aquisicdo de bens e servicos correntes:
02.03.00 Aquisiclio de servigos:
8.01.0 | 02.03.02 Conservagio de bens ...................covennnn, 3 000 -
8.01.0 | 02.03.05 Locacfio de outros bens..........c.covvvuvnnnn.... 2 000 -
8.01.0 | 02.03.07 TranspOrtes . . v e e - 2 000
8.01.0 | 02.03.10 OULroS SEIVIGOS ... vvvir i 12 000 -
12 Instituto Nacional de Meteorologia e Geofisica
01 Servigos proprios
01.00.00 Despesas com o pessoal:
01.01.00 Remunerac¢des certas e permanentes:
8.01.0 | 01.01.03 Pessoal contratado a prazo........................ 2 966 -
8.01.0 { 01.01.04 Pessoal em regime de tarefa ou de avenga.......... - 966

i

Vil
B




4092 DIARIO DA REPUBLICA — I SERIE N.° 212 — 14-9-1989

Classificagdo Em contos
Orglni Econdmi A
rgénica condmica Rubricas Reforcos
Funcional ou Anutagdes
Cepitulo | Divisto | Sub Codigo | Alinea inscrigdes
02 12 o1 01.02.00 Abonos varidveis ou eventuais:
8.01.0 | 01.02.05 Outros abonos em numerario ou espécie ........... - 1500
02.00.00 Aquisicdo de bens e servigos correntes:
02.03.00 Aquisigdo de servigos:
8.01.0 | 02.03.02 Conservagdo de bens ............................. - 500
Total do capitulo 02............. 33 663 33 663
02 Servicos de Transportes e Comunicagdes
03 Direcgfio-Geral da Aviagfio Civil
01 Servigos proprios
01.00.00 Despesas com o pessoal:
01.01.00 Remunerag¢des certas e permanentes:
8.07.0 | 01.01.05 Pessoal aguardando aposentagdo ................... - 1323
8.07.0 | 01.01.07 Gratificacdes . . .......vo i 1323 -
04 Direcciio-Geral do Pessoal do Mar e Estudos Nduticos
01 Servigos proprios
01.00.00 Despesas com o pessoal:
01.01.00 Remuneragdes certas € permanentes:
8.07.0 | 01.01.01 Pessoal dos quadros . ................ .. ..., - 537
8.07.0 | 01.01.05 Pessoal aguardando aposentagdo ................... 537 -
8.07.0 | 01.01.07 Gratificagdes . . ..ot 2 -
01.02.00 Abonos varidveis ou eventuais:
8.07.0 | 01.02.05 Outros abonos em numerdrio ou espécie ........... - 55
01.03.00 Seguranca Social:
8.07.0 | 01.03.01 Encargos com a saude................. ...l - 52
8.07.0 | 01.03.02 Abono de familia ............... ... ..ol 24 -
8.07.0 | 01.03.03 Presta¢des complementares ........................ 29 -
8.07.0 | 01.03.07 OULTAS PENSTES . .« v cveieeinin i i eeeeaens 52 -
02.00.00 Aquisicdo de bens e servigos correntes:
02.01.00 Bens duradouros:
8.07.0 | 02.01.04 Material de cultura................ ... ... il 50 -
02.02.00 Bens nao duradouros:
02.02.04 Alimentagdo:
8.07.0 B Aquisi¢do de refei¢des confeccionadas .......... - 748
02.03.00 Aquisi¢do de servigos:
8.07.0 | 02.03.03 Locagdo de edificios............. ... 98 -
8.07.0 | 02.03.10 OULIOS SEIVICOS ... vvvinieeeeenennnanaenaeneoans 600 -
02 Escola de Mestranga e Marinhagem
01.00.00 Despesas com o pessoal:
01.01.00 Remuneragdes certas € permanentes:
8.07.0 | 01.01.01 Pessoal dos quadros ............. ... ..ot - 1 040
8.07.0 { 01.01.06 Pessoal em qualquer outra situagdo ................ 1 040 -
06 Inspecciio-Geral de Navios
01 Servigos proprios
01.00.00 Despesas com o pessoal:
01.01.00 Remuneragdes certas e permanentes:
8.07.0 | 01.01.01 Pessoal dos quadros ............... ... .. ... ... - 80
8.07.0 | 01.01.06 Pessoal em qualquer outra situagdo ................ - 70
8.07.0 | 01.01.07 Gratificagdes .. .. ...t e 150 -
Total do capitulo 03 ............. 3 905 3 905
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Classifica¢@o Em contos
Orgéni Econémi .
Tgdnica COnoOmica Rubricas Rerorws
Funcional . ou Anulagdes
Capitulo | Divisdo disv‘ggo Cédigo Alinea inscrigdes
04 Direcg#o-Geral de Portos
01 Servigos préprios
01.00.00 Despesas com o pessoal:
01.01.00 Remuneragdes certas e permanentes:
8.06.0 | 01.01.05 Pessoal aguardando aposentagdo ................... - 47
01.02.00 Abonos varidveis ou eventuais:
8.06.0 | 01.02.01 Gratificagdes varidveis ou eventuais ................ 47 -
8.06.0 | 01.02.04 Ajudas de CUSLO. ...t e e - 2 000
02.00.00 Aquisigdo de bens e servigos correntes:
02.01.00 Bens duradouros:
8.06.0 | 02.01.03 Material de secretaria............................. - 1 000
8.06.0 | 02.01.04 Material de cultura ................ ... ... ....... 180 -
02.02.00 Bens ndo duradouros:
8.06.0 | 02.02.05 Roupas e calgado ................................ 70 -
8.06.0 | 02.02.06 Consumos de secretaria ........................... - 250
8.06.0 | 02.02.08 Outros bens ndo duradouros ...................... 1 000 -
02.03.00 Aquisi¢do de servigos:
8.06.0 | 02.03.07 TranSpOTtes . .. ..ttt iren i et 2 000 -
8.06.0 | 02.03.10 Outros Servigos ...........c.oiiirerenniinnannnnnn. - 2 000
Total do capitulo 04 ............. 4 297 4 297
05 Direcgéo-Geral dos Edificios 8 Monumentos Nacionais
01 Servigos préprios
02.00.00 Aquisicdo de bens e servigos correntes:
02.01.00 Bens duradouros:
8.03.3 | 02.01.03 Material de secretaria............................. - 300
8.03.3 | 02.01.03 A Servigos proprios . ... 300 -
1.01.0 B Administragdo geral ......... ... .. oo, 528 -
02.01.05 Outros bens duradouros:
7.01.0 C Servigos recreativos e culturais................. 22 000 -
02.02.00 Bens ndo duradouros:
8.03.1 | 02.02.07 Material de transporte — Pegas .................... 300 -
8.03.3 | 02.02.08 Outros bens ndo duradouros ...................... - 330
02.03.00 Aquisi¢do de servigos:
02.03.02 Conservagao de bens:
8.03.3 A Funcionamento de servigos .................... - 650
1.01.0 B Administragdo geral .......................... - 2078
4.02.0 F Hospitais e clinicas . .......................... - 1 340
7.01.0 H Servigos recreativos e culturais................. - 35 548
8.01.0 I Servigos econémicos — Administracdo geral..... - 355
8.03.3 L Industrias de construgdo civil.................. - 400
8.03.0 | 02.03.10 OULIOS SEIVIGOS - .vvvvvriiier e iiiiieernnnnannen - 1 400
8.03.3 A Servigos proprios . . ... i 2 050 -
7.01.0 B Servigos recreativos € culturais..................... 13 548 -
04.00.00 Transferéncias correntes:
04.02.00 Administragdes privadas:
8.03.3 | 04.02.01 Instituicdes particulares ........................... 30 -
04.03.00 Familias:
8.03.3 | 04.03.01 Particulares . ......... ...ttt 300 -
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Classificagdo Em contos
Orglni Econémi i
rginica condémica Rubricas Reforgos
Funcional . ou Anulagdes
Capitulo | Divisdo d}s\/‘::,l-o Cédigo Alinea inscrigdes
04 01 07.00.00 Aquisicdo de bens de capital:
07.01.00 Investimentos:
1.01.0 | 07.01.03 BAiffcios. ..ottt e - 20 000
1.01.0 A Administragdo geral ......... ...l 8 080 -
4020 |07.01.03| B Hospitais e clinicas ... 1 340 -
8.01.0 C Servigos econdmicos ........ooiiiiiii i 255 -
1.01.0 | 07.01.04 Construgdes diversas..............coovvviereienens. 6278 -
8.03.3 | 07.01.07 Material de informdtica..................... .. ..., 100 -
8.03.3 | 07.01.08 Maquinaria e equipamento ........................ - 4 500
8.03.3 A Servigos proprios . .........iiiiiiiiii i 4 500 -
1.01.0 B Administragio geral ........... ...l 7192 -
Total do capitulo 05 ............. 66 801 66 801
Total do Ministério ............. 195 717 195 717

13.* Delegagdo da Direcgdo-Geral da Contabilidade Publica, 30 de Agosto de 1989. — O Director, Antéonio
dos Santos.
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