N.2 168 — 22 de Julho de 2000

DIARIO DA REPUBLICA — I SERIE-A

3525

IT — A informagao relativa aos navios inspecciona-
dos, tornada publica nos termos do n.° 2 do artigo 17.°
deve incluir os seguintes elementos:

Nome do navio;

Numero IMO;

Tipo de navio;

Arqueagao (GT);

Ano de construcao;

Nome e morada do proprietario ou do armador
do navio;

Estado de bandeira;

Sociedade ou sociedades de classificagao que
tenham emitido para o navio em causa os cer-
tificados de classificagao;

Sociedade de classificacdo ou qualquer outra enti-
dade que tenha emitido para o navio em causa
certificados nos termos das convengdes em nome
do Estado de bandeira, incluindo a meng¢ao dos
certificados emitidos;

Pafs, porto e data de inspeccao;

Numero de anomalias, por categoria de anoma-
lias.»

Artigo 3.°

Entrada em vigor

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

Visto e aprovado em Conselho de Ministros de 8
de Junho de 2000. — Antoénio Manuel de Oliveira Guter-
res — Jaime José Matos da Gama — Jorge Paulo Saca-
dura Almeida Coelho — Julio de Lemos de Castro Caldas.

Promulgado em 6 de Julho de 2000.
Publique-se.

O Presidente da Republica, JORGE SAMPAIO.

Referendado em 12 de Julho de 2000.

O Primeiro-Ministro, Anténio Manuel de Oliveira
Guterres.

MINISTERIO DA AGRICULTURA,
DO DESENVOLVIMENTO RURAL E DAS PESCAS

Decreto-Lei n.° 157/2000
de 22 de Julho

Nos controlos oficiais no dominio da alimentagao ani-
mal sdo utilizados, na analise das amostras dos produtos,
os métodos oficiais de andlise definidos em portaria ou
norma portuguesa ou, por forga das decisdes comuni-
tarias, aprovados mediante decreto-lei.

Uma vez que nao existe norma portuguesa relativa
ao método para a determinacgio dos aditivos diclazuril
e carbadox nos alimentos para animais e que os métodos
de anélise para a determinacdo do amprolium, diclazuril
e do carbadox se encontram comunitariamente fixados
na Directiva n.° 1999/27/CE, da Comissao, de 20 de
Abril, ha que proceder a sua transposi¢ao para a ordem
juridica nacional.

Procede-se ainda a revogacao dos métodos oficiais
de analise relativos a determinacdo da esséncia de mos-
tarda, da teobromina, do retinol (vitamina A) e do
amido, da dinitolmida (DOT), da menadiona (vitamina
K3) e da nicarbazina, por se considerar que a luz do
progresso técnico e cientifico estes j4 ndo satisfazem
os objectivos pretendidos.

Foram ouvidos os 6rgdos do governo préprio das
Regides Auténomas dos Agores e da Madeira.

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

Artigo 1.°

Adopcao de métodos oficiais de analise

1 — E adoptado o método oficial de anlise a utilizar
na determinacdo do teor de amprolium nos alimentos
para animais e pré-misturas, no ambito dos controlos
oficiais no dominio da alimentacdo animal, constante
da parte A do anexo ao presente diploma, do qual faz
parte integrante.

2 — E adoptado o método oficial de analise a utilizar
na determinacido do teor de diclazuril nos alimentos
para animais e pré-misturas, no ambito dos controlos
oficiais no dominio da alimentacdo animal, constante
da parte B do anexo ao presente diploma, do qual faz
parte integrante.

3 — E adoptado o método oficial de andlise a utilizar
na determinacdo do teor de carbadox nos alimentos para
animais e pré-misturas e preparagdes contendo o aditivo,
no ambito dos controlos oficiais no dominio da alimen-
tacdo animal, constante da parte C do anexo ao presente
diploma, do qual faz parte integrante.

Artigo 2.°

Revogacao de métodos oficiais de analise

Sao revogados os métodos oficiais de andlise relativos
a determinacao da esséncia de mostarda, da teobromina,
do retinol (vitamina A) e do amido, da dinitol-
mida (DOT), da menadiona (vitamina K3) e da nicar-
bazina, constantes do anexo a Portaria n.° 816/89, de
14 de Setembro.

Artigo 3.°

Métodos oficiais constantes em norma portuguesa

Nao sao aplicaveis, para efeitos dos controlos oficiais
no dominio da alimentac@o animal, as seguintes normas
portuguesas:

a) NP 3994, relativa a determinacdo do teor de
esséncia de mostarda;

b) NP 4019, relativa a determinacdo do teor de
teobromina;

c) NP 4051, relativa a determinacdo do teor de
retinol (vitamina A);

d) NP 2970, relativa a determinacao do teor de
amprolium;

e) NP 3257, relativa a determinacao do teor de
etopabato;

f) NP 4050, relativa a determinacdo do teor de
dinitolmida (DOT);
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g) NP 4070, relativa a determinacdo do teor de
nicarbazina;

h) NP 4134, relativa a determinacdo do teor de
menadiona (vitamina K3).

Visto e aprovado em Conselho de Ministros de 8
de Junho de 2000. — Antonio Manuel de Oliveira Guter-
res — Joaquim Augusto Nunes Pina Moura — Luis
Manuel Capoulas Santos — Maria Manuela de Brito
Arcanjo Marques da Costa.

Promulgado em 6 de Julho de 2000.
Publique-se.

O Presidente da Republica, JORGE SAMPAIO.

Referendado em 12 de Julho de 2000.

O Primeiro-Ministro, Anténio Manuel de Oliveira
Guterres.

ANEXO
PARTE A
Determinacao do amprolium

Cloridrato de cloreto de 1-[(4-amino-2-propil-5-
pirimidinil)metil]-2-picolinio

1 — Objectivo e campo de aplicacdo — o método per-
mite determinar o amprolium em alimentos para ani-
mais e pré-misturas. O limite de deteccio é de 1 mg/kg;
o limite de determinacéo é de 25 mg/kg.

2 — Principio — extracgdo da amostra com uma mis-
tura de metanol e dgua. Dilui¢do com a fase mdvel,
filtracdo por um filtro de membrana e determinacao
do teor de amprolium por cromatografia liquida de alta
resolucdo (HPLC) de permuta catiénica, com um detec-
tor de UV.

3 — Reagentes:

3.1 — Metanol;

3.2 — Acetonitrilo para HPLC;

3.3 — Agua para HPLC;

3.4 —Solugao 0,1 M de di-hidrogenofosfato de
so6dio — num balao aferido de 1000 ml, dissolver em
agua (3.3) 13,80 g de di-hidrogenofosfato de sddio
mono-hidratado. Completar o volume com &agua (3.3)
até ao trago e homogeneizar;

3.5 — Solucao 1,6 M de perclorato de sddio — num
baldao aferido de 1000 ml, dissolver em &agua (3.3)
224,74 g de perclorato de s6dio mono-hidratado. Com-
pletar o volume com &gua (3.3) até ao trago e homo-
geneizar;

3.6 — Fase moével para HPLC (v. 9.1) — mistura
450+450+100 (v+v+v) de acetonitrilo (3.2), solucao
de di-hidrogenofosfato, de sédio (3.4) e solugao de per-
clorato de sodio (3.5). Antes de utilizar a fase mdvel,
filtrar por um filtro de membrana de 0,22 um (4.3) e
desgaseificar a solugcdo [por exemplo, num banho de
ultra-sons (4.4) durante pelo menos quinze minutos];

3.7 — Substancia padrao: amprolium puro cloreto de
1-[(4-amino-2-propilpirimidino-5-il)metil]-2 — metilpi-
ridinio, na forma de cloridrato, E750 (v. 9.2):

3.7.1 — Solugdo padrdo de reserva de amprolium,
500 pg/ml — num baldo aferido de 100 ml, pesar, com
uma aproximacdo de 0,1 mg, 50 mg de amprolium (3.7)
e dissolver em 80 ml de metanol (3.1), colocando depois
o baldao durante dez minutos no banho de ultra-sons

(4.4). Depois do tratamento com ultra-sons, levar a solu-
¢ao a temperatura ambiente, completar o volume com
dgua até ao trago e homogeneizar. A temperaturas nao
superiores a 4°C, a solu¢ao mantém-se estavel durante
um més;

3.7.2 — Solucao padrao intermédia de amprolium,
50 pg/ml — pipetar 5,0 ml da solucao padrdo de reserva
de amprolium (3.7.1) para um baldo aferido de 50 ml.
Completar o volume com solvente de extracgdo (3.8)
até ao traco e homogeneizar. A temperaturas nao supe-
riores a 4°C, a solucao mantém-se estavel durante um
més;

3.7.3 — Solugdes padrao de trabalho — transferir
0,5ml, 1,0ml e 2,0 ml da solucdo padrdo intermédia
(3.7.2) para uma série de baldes aferidos de 50 ml. Com-
pletar o volume com a fase mével (3.6) até ao trago
e homogeneizar. As solugdes obtidas contém 0,5 g,
1,0 u e 2,0 ug de amprolium por mililitro, respectiva-
mente, e sdo preparadas imediatamente antes da uti-
lizacao;

3.8 — Solvente de extraccao — mistura 2:1 (v+v) de
metanol (3.1) e agua (3.3).

4 — Equipamento:

4.1 — Equipamento de HPLC com sistema de injec-
¢ao com capacidade de injeccdo de volumes de 100 pl:

4.1.1 — Coluna para cromatografia liquida com
125 mmXx4 mm e enchimento de permuta catidnica
Nucleosil 10 SA com granulometria de 10 um, ou
equivalente;

4.1.2 — Detector de UV com regulagdo do compri-
mento de onda ou detector de fotodiodos;

4.2 — Filtro de membrana de PTFE, de 0,45 um;

4.3 — Filtro de membrana, de 0,22 um;

4.4 — Banho de ultra-sons;

4.5 — Agitador mecanico ou magnético.

5 — Procedimento:

5.1 — Generalidades:

5.1.1 — Alimento para animais branco — na deter-
minagao da recuperacéo (5.1.2), analisa-se um alimento
para animais branco, para comprovar a auséncia de
amprolium e de substancias interferentes. O alimento
para animais branco deve ser de tipo similar ao da amos-
tra e ndo devem ser detectados amprolium ou substan-
cias interferentes;

5.1.2 — Determinagao da recuperagdo — para deter-
minar a recuperagdo, procede-se a andlise de um ali-
mento para animais branco ao qual teré sido adicionada
uma quantidade de amprolium semelhante a presente
na amostra. Para obter uma concentracao de 100 mg/kg
no branco, transferir 10,0 ml da solucdo padrao de
reserva de amprolium (3.7.1) para um erlenmeyer de
250 ml e concentrar por evaporacao até cerca de 0,5 ml.
Adicionar 50 g do alimento para animais branco, mis-
turar bem e deixar em repouso durante dez minutos,
misturando de novo vdrias vezes antes de proceder a
extrac¢ao (5.2).

Caso nao se disponha de um alimento para animais
branco de tipo similar ao da amostra (v. 5.1.1), pode
determinar-se a recuperagio pelo método da adigao de
padrdo. Nesse caso, adiciona-se a amostra a analisar
uma quantidade de amprolium semelhante a que ja se
encontra presente e analisa-se a amostra assim obtida
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juntamente com a amostra sem adigao. A recuperagao
¢ calculada por subtraccao:

5.2 — Extracgao:

5.2.1 — Pré-misturas (teor de amprolium <1%) e ali-
mentos para animais — num erlenmeyer de 500 ml, pesar,
com uma aproximagao de 0,01 g, 5 g a 40 g da amostra,
em funcdo do teor de amprolium, e adicionar 200 ml
do solvente de extracgao (3.8). Colocar o erlenmeyer no
banho de ultra-sons (4.4) e deixar actuar durante quinze
minutos. Retirar o erlenmeyer do banho e agitar ou mis-
turar durante uma hora em agitador mecanico ou mag-
nético (4.5). Tomar e diluir uma aliquota do extracto
com a fase mével (3.6), de modo a obter um teor de
amprolium de 0,5 pg/ml a 2 pug/ml, ¢ homogeneizar (v.
a observagao 9.3). Filtrar 5ml a 10 ml desta solucao
diluida por um filtro de membrana (4.2). Efectuar em
seguida a determinacgdo por HPLC (5.3);

5.2.2 — Pré-misturas (teor de amprolium 21% —
num erlenmeyer de 500 ml, pesar, com uma aproximacao
de 0,01 g, 1 g a 4 g da pré-mistura, em funcao do teor
de amprolium, e adicionar 200 ml do solvente de extrac-
¢ao (3.8). Colocar o erlenmeyer no banho de ultra-sons
(4.4) e deixar actuar durante quinze minutos. Retirar
o erlenmeyer do banho e agitar ou misturar durante uma
hora em agitador mecanico ou magnético (4.5). Tomar
e diluir uma aliquota do extracto com a fase movel (3.6),
de modo a obter um teor de amprolium de 0,5 ug/ml
a 2 ug/ml, e homogeneizar. Filtrar 5ml a 10 ml desta
solucdo diluida por um filtro de membrana (4.2). Efec-
tuar em seguida a determinagao por HPLC (5.3).

5.3 — Determinagao por HPLC:

5.3.1 — Parametros — as condicdes a seguir especi-
ficadas sdo-no a titulo indicativo. Poderdo escolher-se
outras condicoes, desde que produzam resultados equi-
valentes:

Coluna para cromatografia liquida (4.1.1): 125 mmx
X4 mm e enchimento de permuta catidnica
Nucleosil 10 SA com granulometria de 10 um,
ou equivalente;

Fase movel (3.6): mistura 45044504100 (v+v+v)
de acetonitrilo (3.2), solu¢do de di-hidrogeno-
fosfato de sodio (3.4) e solugdo de perclorato
de sédio (3.5);

Fluxo: 0,7 ml — 1 ml/minuto;

Comprimento de onda de deteccdo: 264 nm;

Volume injectado: 100 pl.

Para verificar a estabilidade do sistema cromatogra-
fico, injectar varias vezes a solugio de calibracdo (3.7.3)
com 1,0 ug/ml até se obterem alturas de pico e tempos
de retencdo constantes;

5.3.2— Curva de calibracdo — injectar vdrias vezes
cada solucdo de calibracdo (3.7.3) e determinar a altura
ou area média dos picos para cada concentracio. Tragar
uma curva de calibracdo, representando em ordenadas
as alturas ou 4reas médias dos picos das solucoes de
calibragdo e em abcissas as concentragdes correspon-
dentes em microgramas/mililitro;

5.3.3 — Solucdo da amostra — injectar varias vezes
um volume de extracto da amostra (5.2) idéntico ao
utilizado para as solugdes de calibracdo e determinar
a altura ou area média dos picos do amprolium.

6 — Célculo dos resultados — a partir da altura ou
area média dos picos do amprolium da solugio da amos-
tra, determinar a concentracido desta em microgramas
por mililitro com base na curva de calibracdo (5.3.2).

O teor de amprolium, w, da amostra, expresso em
miligramas por quilograma é dado pela seguinte for-
mula:

w=CLL [mg/kg]
em que:

V=volume, em mililitros, do solvente de extraccao
(3.8), de acordo com 5.2 (isto €, 200 ml);
f=concentracdo de amprolium, em microgramas
por mililitro, do extracto da amostra (5.2);
f=factor de diluicdo, de acordo com 5.2;
m=massa, em gramas, da toma analisada.

7 — Validacao dos resultados:

7.1 — Identidade — a identidade do analito pode ser
confirmada por co-cromatografia ou com um detector
de foto-diodos que permita comparar os espectros do
extracto da amostra (5.2) e da solugdo de calibracdo
(3.7.3) com 2,0 pg/ml:

7.1.1 — Co-cromatografia — adiciona-se uma quanti-
dade apropriada da solugao de calibracdo (3.7.3) a um
extracto da amostra (5.2). A quantidade de amprolium
adicionada deve ser semelhante a existente no extracto
da amostra.

Dai deve resultar unicamente um aumento da altura
do pico do amprolium, contabilizadas a quantidade adi-
cionada e a diluigdo do extracto. A largura do pico a
meia altura ndo poderd diferir mais de 10% da largura
inicial do pico do amprolium do extracto da amostra
sem adicao;

7.1.2 — Deteccao com um sistema de fotodiodos — a
avaliac@o dos resultados ¢é feita com base nos seguintes
critérios:

a) O comprimento de onda da absorcdo maxima
dos espectros da amostra e do padrao registada
no vértice do pico do cromatograma é o mesmo,
com uma margem de variagdo dependente da
resolucdo do sistema de deteccdo. No caso da
deteccao com um sistema de diodos, essa mar-
gem ¢ tipicamente de =2 nm;

b) Entre 210 nm e 320 nm, os espectros da amostra
e do padrao no vértice do pico do cromatograma
nao diferem entre si nas partes do espectro com-
preendidas entre 10% e 100% de absorvancia
relativa. Este critério considera-se satisfeito se
estiverem presentes 0s mesmos maximos € o
desvio relativo dos dois espectros nao exceder
15% da absorvancia do analito padrio em
nenhum ponto observado;

¢) Entre 210 nm e 320 nm, os espectros da curva
ascendente, do vértice e da curva descendente
do pico do extracto da amostra nio diferem
entre si nas partes do espectro compreendidas
entre 10% e 100 % de absorvancia relativa. Este
critério considera-se satisfeito se estiverem pre-
sentes 0s mesmos maximos e o desvio relativo
dos espectros em todos os pontos observados
nao exceder 15% da absorvancia do espectro
do vértice do pico.

Se algum destes critérios nao for satisfeito, a presenca
do analito nio ter4 sido confirmada;



3528 DIARIO DA REPUBLICA — I SERIE-A N.2 168 — 22 de Julho de 2000

7.2 — Repetibilidade — a diferenga entre os resulta-
dos de duas determinagdes paralelas efectuadas para
a mesma amostra nao deve exceder:

Para teores de amprolium compreendidos entre
25 mg/kg e 500 mg/kg: 15 % do maior dos valores;

Para teores de amprolium compreendidos entre
500 mg/kg e 1000 mg/kg: 75 mg/kg;

Para teores de amprolium superiores a 1000 mg/kg:
7,5 % do maior dos valores;

7.3 — Recuperagdo — utilizando uma amostra
(branco) adicionada, a recuperacao deve ser pelo menos
de 90 %.

8 — Resultados de um teste interlaboratorial — apre-
sentam-se no quadro seguinte os resultados das anélises
efectuadas a trés alimentos para aves de capoeira (amos-
tras 1 a 3), um suplemento mineral (amostra 4) e uma
pré-mistura (amostra 5) no ambito de um teste inter-
laboratorial:

(a{?nrio}?:;‘rllio) Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5
14 14 14 14 15
56 56 56 56 60
- 45,5 188 5129 25140
- 2,26 3,57 178 550
- 4,95 1,90 3,46 2,20
- 2,95 11,8 266 760
- 6,47 6,27 5,19 3,00
- 50 200 5000 25 000

em que:

L: nimero de laboratorios;

n: numero de valores singelos;

s, desvio-padrao da repetibilidade;

CV,: coeficiente de variacao da repetibilidade;

Sk: desvio padrao da reprodutibilidade;

CVrg: coeficiente de variacdo da reprodutibilidade.

9 — Observagoes:

9.1 — Se a amostra contiver tiamina, o pico da tiamina
aparecerd no cromatograma imediatamente antes do
pico do amprolium. Como o presente método exige a
separacdo do amprolium da tiamina, se a coluna uti-
lizada (4.1.1) nao efectuar essa separagao, substituir o
acetonitrilo da fase mével (3.6) por metanol até ao
méaximo de 50% da propor¢do do primeiro naquela;

9.2 — De acordo com a British Pharmacopeia, o espec-
tro de uma solugdo 0,02 M de amprolium em 4cido
cloridrico 0,1 M apresenta maximos a 246 nm e 262 nm.
As absorvancias serdo, respectivamente, 0,84 e 0,80;

9.3 — O extracto deve ser sempre diluido com fase
moével. Caso contrario, devido a variagoes da forga
iénica, o tempo de retengao do pico do amprolium pode
apresentar desvios significativos.

PARTE B
Determinacao do diclazuril

2,6 cloro-alfa-(4-clorofenil)-4-,4,5-di-hidro-3,5-
-dioxo-1,2,4-triacina-2(3H)-il)benzeno acetonitrilo

1 — Objectivo e campo de aplicacio — o método per-
mite determinar o diclazuril em alimentos para animais
e pré-misturas. O limite de deteccao ¢ de 0,1 mg/kg;
o limite de determinacao ¢ de 0,5 mg/kg.

2 — Principio — depois de adicionado um padrao
interno, submete-se a amostra a uma operagao de extrac-
¢do com metanol acidificado. No caso dos alimentos
para animais, purifica-se uma aliquota do extracto num
cartucho de extraccdo com fase sdlida C18, elui-se o
diclazuril do cartucho com uma mistura de metanol aci-
dificado e agua, evapora-se e dissolve-se o residuo em
DMF/agua. No caso das pré-misturas, evapora-se 0
extracto e dissolve-se o residuo em DMF/agua. O teor
de diclazuril é determinado por cromatografia liquida

de alta resolu¢ao (HPLC) de fase reversa, com um detec-
tor de UV.

3 — Reagentes:

3.1 — Agua para HPLC;

3.2 — Acetato de amonio;

3.3 — Hidrogenossulfato de tetrabutilamdnio
(TBHS);

3.4 — Acetonitrilo para HPLC;

3.5 — Metanol para HPLG;

3.6 — N,N-dimetilformamida (DMF);

3.7 — Acido cloridrico, p20=1,19 g/ml;

3.8 — Substéncia padrao: diclazuril 11-24, 2,6 cloro-
-alfa-(4-clorofenil)-4-,4,5-di-hidro-3,5-dioxo-1,2,4-triacina-
2(3H)-il)benzeno acetonitrilo de grau de pureza garan-
tido, E771:

3.8.1 — Solugdo padrdao de reserva de diclazuril,
500 pg/ml — num balao aferido de 50 ml, pesar, com
uma aproximacao de 0,1 mg, 25 mg de diclazuril padrao
(3.8). Dissolver em DMF (3.6), completar o volume com
DMF (3.6) até ao traco e homogeneizar. Envolver o
baldo com folha de aluminio ou utilizar material de
vidro ambarizado e guardar num frigorifico. A tempe-
raturas nao superiores a 4°C, a solugdo mantém-se esta-
vel durante um més;

3.8.2—Solucdo padrdo intermédia de diclazuril,
50 pg/ml — transferir 5,00 ml da solucdo padrido de
reserva (3.8.1) para um baldo aferido de 50 ml, com-
pletar o volume com DMF (3.6) até ao traco ¢ homo-
geneizar. Envolver o balao com folha de aluminio ou
utilizar material de vidro ambarizado e guardar num
frigorifico. A temperaturas nao superiores a 4°C, a solu-
¢ao mantém-se estavel durante um més;

3.9 — Padrao interno —a substancia utilizada € o
2,6-dicloroa-(-4-clorofenil)-4-[4,5-di-hidro-3,5-dioxo-
1,2,4-triazina-2(3H)-il]-a-metilbenzenoacetonitrilo;

3.9.1 — Solucdo de reserva do padrado interno,
500 pg/ml — num balao aferido de 50 ml, pesar, com
uma aproximacao de 0,1 mg, 25 mg do padrao interno
(3.9), dissolver em DMF (3.6), completar o volume com
DMF (3.6) até ao trago € homogeneizar. Envolver o
baldao com folha de aluminio ou utilizar material de
vidro ambarizado e guardar num frigorifico. A tempe-
raturas nao superiores a 4°C, a solugdo mantém-se esta-
vel durante um més;
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3.9.2 — Solucao intermédia do padrao interno,
50 pg/ml — transferir 5,00 ml da solugao de reserva do
padrao interno (3.9.1) para um baldo aferido de 50 ml,
completar o volume com DMF (3.6) até ao traco e homo-
geneizar. Envolver o baldo com folha de aluminio ou
utilizar material de vidro ambarizado e guardar num
frigorifico. A temperaturas ndo superiores a 4°C, a solu-
¢ao mantém-se estavel durante um més;

3.9.3 — Solucdo do padrao interno para as pré-mis-
turas, p/1000 mg/ml («p» € o teor nominal, em mili-
gramas por quilograma, de diclazuril da pré-mis-
tura) — num balao aferido de 100 ml, pesar, com uma
aproximacao de 0,1 mg, p/10 mg do padrao interno,
dissolver em DMF (3.6) num banho de ultra-sons (4.6),
completar o volume com DMF até ao traco e homo-
geneizar. Envolver o baldo com folha de aluminio ou
utilizar material de vidro ambarizado e guardar num
frigorifico. A temperaturas nao superiores a 4°C, a solu-
¢ao mantém-se estavel durante um més;

3.10 — Solucido de padrao de trabalho, 2 pg/ml—
pipetar 2,00 ml da solucdo padrao intermédia de dicla-
zuril (3.8.2) e 2,00 ml da solugdo intermédia do padrdo
interno (3.9.2) para um baldo aferido de 50 ml. Adi-
cionar 16 ml de DMF (3.6), completar o volume com
agua até ao traco e homogeneizar. Esta solucao é pre-
parada imediatamente antes da utilizagao;

3.11 — Cartucho de extraccdo com fase sélida C18,
por exemplo Bond Elut; volume: 1 ¢cm?, em massa de
substéincia adsorvente: 100 mg;

3.12 — Solvente de extrac¢ao: metanol acidifi-
cado — pipetar 5,0 ml de 4cido cloridrico (3.7) para um
recipiente com 1000 ml de metanol (3.5) e homo-
geneizar;

3.13 — Fase mével para: HPLC — eluente A: solucdo
de acetato de amoénio e hidrogenossulfato de tetra-
butilamonio:

3.13.1 — Dissolver 5 g de acetato de amonio (3.2)
e 3,4 g de TBHS (3.3) em 1000 ml de 4gua (3.1) e
homogeneizar;

3.13.2 — Eluente B: acetonitrilo (3.4);

3.13.3 — Eluente C: metanol (3.5).

4 — Equipamento:

4.1 — Agitador mecanico ou magnético;

4.2 — Equipamento para HPLC com gradiente ter-
nério:

4.2.1 — Coluna para cromatografia liquida com
100 mm 4,6 mm e enchimento Hypersil ODS com gra-
nulometria de 3 um, ou equivalente;

4.2.2 — Detector de UV com regulagdo do compri-
mento de onda ou detector de fotodiodos;

4.3 — Evaporador rotativo sob vacuo;

4.4 — Filtro de membrana de 0,45 um;

4.5 — Sistema de vacuo;

4.6 — Banho de ultra-sons;

5 — Procedimento:

5.1 — Generalidades:

5.1.1 — Alimento para animais branco — procede-se
a andlise de um alimento para animais branco, para
comprovar a auséncia de diclazuril e de substancias
interferentes. O alimento para animais branco deve ser
de tipo similar ao da amostra e ndo devem ser detectados
diclazuril ou substancias interferentes nas analises;

5.1.2 — Determinacao da recuperagao — para deter-
minar a recuperagio, procede-se a andlise de um ali-
mento para animais branco ao qual teré sido adicionada
uma quantidade de diclazuril semelhante a presente na
amostra. Para obter uma concentracio de 1 mg/kg, adi-

cionar 0,1 ml da solugio padrao de reserva de diclazuril
(3.8.1) a 50 g do alimento para animais branco, misturar
bem e deixar em repouso durante dez minutos, mis-
turando de novo vdérias vezes antes de prosseguir (5.2).

Caso néo se disponha de um alimento para animais
branco de tipo similar ao da amostra (v. 5.1.1), pode
determinar-se a recuperacio pelo método da adicdo de
padrao. Nesse caso, adiciona-se a amostra a analisar
uma quantidade de diclazuril semelhante a que ja se
encontra presente ¢ analisa-se a amostra assim obtida
juntamente com a amostra sem adi¢do. A recuperagao
¢ calculada por subtraccao;

5.2 — Extracgao:

5.2.1 — Alimentos para animais — pesar, com uma
aproximacao de 0,01 g, cerca de 50 g de amostra. Trans-
ferir a quantidade pesada para um erlenmeyer de 500 ml,
adicionar 1,00 ml da solugdo do padrao interno (3.9.2)
¢ 200 ml do solvente de extracgdo (3.12) e tapar. Colocar
o erlenmeyer no agitador (4.1) e deixar a agitar de um
dia para o outro. Deixar assentar durante dez minutos.
Transferir uma aliquota de 20 ml do liquido sobrena-
dante para um recipiente de vidro adequado e diluir
com 20 ml de agua. Verter esta solugao num cartucho
de extraccdo (3.11) e forcar a passagem por aplicacao
de vacuo (4.5). Lavar o cartucho com 25 ml de uma
mistura 65+35 (v+v) de solvente de extrac¢ao (3.12)
e agua. Rejeitar as fracgdes recolhidas e eluir os com-
postos retidos com 25 ml de uma mistura 80+20 (v+v)
de solvente de extraccdo (3.12) e dgua. Evaporar esta
fraccdo a 60°C num evaporador rotativo (4.3), suspen-
dendo a operagao logo que seja atingida a secura. Dis-
solver o residuo em 1,0 ml de DMF (3.6), adicionar
1,5 ml de agua (3.1) e homogeneizar. Filtrar por um
filtro de membrana (4.4). Efectuar em seguida a deter-
minagdo por HPLC (5.3);

5.2.2 — Pré-misturas — pesar, com uma aproximacao
de 0,001 g, cerca de 1 g de amostra. Transferir a quan-
tidade pesada para um erlenmeyer de 500 ml, adicionar
1,00 ml da solug¢do do padrado interno (3.9.3) e 200 ml
do solvente de extracgao (3.12) e tapar. Colocar o erlen-
meyer no agitador (4.1) e deixar a agitar de um dia
para o outro. Deixar assentar durante dez minutos;

Transferir uma aliquota de 10 000/p ml e («p» é o
teor nominal, em miligramas por quilograma, de dicla-
zuril na pré-mistura) do liquido sobrenadante para um
baldo de vidro de fundo redondo de volume adequado.
Evaporar a 60°C sob pressao reduzida, num evaporador
rotativo (4.3), suspendendo a operacdo logo que seja
atingida a secura. Redissolver o residuo em 10,0 ml de
DMF (3.6), adicionar 15,0 ml de 4gua (3.1) ¢ homo-
geneizar. Efectuar em seguida a determinacdo por
HPLC (5.3);

5.3 — Determinagao por HPLC:

5.3.1 — Pardmetros — as condicOes a seguir especi-
ficadas sdo-no a titulo indicativo. Poderdo escolher-se
outras condicoes, desde que produzam resultados equi-
valentes:

Coluna para cromatografia liquida (4.2.1):
100 mmXx4,6 mm e enchimento Hypersil ODS
com granulometria de 3 um, ou equivalente;

Fase movel:

Eluente A (3.13.1): solugao aquosa de acetato
de amoénio e hidrogenossulfato de tetra-
butilamonio;

Eluente B (3.13.2): acetonitrilo;

Eluente C (3.13.3): metanol;
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Modo de eluigao:

Gradiente linear;

Condigoes iniciais: a+b+c=60+20+20
(V+V+V);

Ap6s dez minutos, aplicagdo de um gradiente
de elui¢do por forma a atingir
a+b+c=45+20+35 (v+v+v) ao fim de
trinta minutos;

Lavagem com B durante dez minutos;

Fluxo 1,5-2 ml/minuto;
Volume injectado — 20 pl;
Comprimento de onda de detec¢ao — 280 nm.

Para verificar a estabilidade do sistema cromatogra-
fico, injectar varias vezes a solugao de calibracao (3.10),
de concentracao 2,0 ug/ml até se obterem alturas de
pico e tempos de retencdo constantes;

5.3.2 — Solucao de calibracao — injectar varias vezes
20 ul da solugdo padrao de trabalho (3.10) e determinar
a altura ou 4rea média dos picos do diclazuril e do
padrao interno;

5.3.3 — Solucdo da amostra — injectar vérias vezes
20 pl da soluc@o da amostra (5.2.1 ou 5.2.2) e determinar
a altura ou 4rea média dos picos do diclazuril e do
padréo interno.

6 — Ciélculo dos resultados:

6.1 — Alimentos para animais — o teor de diclazuril,
w, da amostra, expresso em miligramas por quilograma,
¢ dado pela seguinte formula:

w=ldehic Bae 10V o/ko]

h[,shd, c m

em que:

h,s=altura ou 4rea do pico do diclazuril da solucio
da amostra (5.2.1);

h;s=altura ou area do pico do padrédo interno da
solucdo da amostra (5.2.1);

hg.=altura ou 4rea do pico do diclazuril da solucio
de calibracéo (3.10);

h;.=altura ou 4rea do pico do padrao interno da
solucdo de calibragéo, (3.10);

Bac=concentracido de diclazuril, em microgramas
por mililitro, da solucdo de calibragao (3.10);

m=massa, em grama, da toma analisada;

V=volume, em mililitros, do extracto da amostra,
de acordo com 5.2.1 (isto €, 2,5 ml).

6.2 — Pré-misturas — o teor de diclazuril, w, da
amostra, expresso em miligramas por quilograma é dado
pela seguinte férmula:

w =hd s hi C‘Qd c 0,0ZVE [mg/kg]
hi,xhd,r m

em que:

hg.=altura ou area do pico do diclazuril da solucio
de calibracéo (3.10);

h;.=altura ou area do pico do padrdo interno da
solucao de calibragao (3.10);

hgs=altura ou area do pico do diclazuril da solucao
da amostra (5.2.2);

h;s=altura ou area do pico do padrdo interno da
solucao da amostra (5.2.2);

Ba.=concentracdo de diclazuril da solugao de cali-
bracao (3.10):

m=massa, em grama, da toma analisada;

V=volume do extracto da amostra, de acordo com
5.2.2 (isto &, 25 ml).

p=teor nominal, em miligramas por quilograma,
de diclazuril da pré-mistura.

7 — Validacao dos resultados:

7.1 — Identidade — a identidade do analito pode ser
confirmada por co-cromatografia ou com um detector
de fotodiodos que permita comparar os espectros do
extracto da amostra (5.2.1 ou 5.2.2) e da solugdo de
calibracdo (3.10).

7.1.1 — Co-cromatografia — adiciona-se uma quanti-
dade apropriada da solugdo de calibragio (3.10) a um
extracto da amostra (5.2.1 ou 5.2.2). A quantidade de
diclazuril adicionada deve ser semelhante a existente
no extracto da amostra.

Dai deve resultar unicamente um aumento da altura
do pico do diclazuril e do pico do padrao interno, con-
tabilizadas a quantidade adicionada e a diluicao do
extracto. A largura a meia altura desses picos nao podera
diferir mais de 10% da largura inicial do pico do dicla-
zuril e do pico do padrao interno, respectivamente, do
extracto da amostra sem adigao;

7.1.2 — Deteccao com um sistema de fotodiodos — a
avaliacdo dos resultados € feita com base nos seguintes
critérios:

a) O comprimento de onda da absor¢io maxima
dos espectros da amostra e do padrao registada
no vértice do pico do cromatograma é o mesmo,
com uma margem de variagdo dependente da
resolucao do sistema de deteccdo. No caso da
deteccao com um sistema de diodos, essa mar-
gem ¢ tipicamente de = 2 nm;

b) Entre 230 nm e 320 nm, os espectros da amostra
e do padrao no vértice do pico do cromatograma
nao diferem entre si nas partes do espectro com-
preendidas entre 10% e 100% de absorvancia
relativa. Este critério considera-se satisfeito se
estiverem presentes 0s mesmos mAaximos € o
desvio relativo dos dois espectros ndo exceder
15% da absorvancia do analito padrdo em
nenhum ponto observado;

c) Entre 230 nm e 320 nm, os espectros da curva
ascendente, do vértice e da curva descendente
do pico do extracto da amostra nio diferem
entre si nas partes do espectro compreendidas
entre 10 % e 100 % de absorvancia relativa. Este
critério considera-se satisfeito se estiverem pre-
sentes 0os mesmos maximos € o desvio relativo
dos espectros em todos os pontos observados
nao exceder 15% da absorvancia do espectro
do vértice do pico.

Se algum destes critérios nao for satisfeito, a presenca
do analito nao tera sido confirmada;

7.2 — Repetibilidade — a diferenca entre os resulta-
dos de duas determinagdes paralelas efectuadas para
a mesma amostra nao deve exceder:

Para teores de diclazuril compreendidos entre
0,5 mg/kg e 2,5 mg/kg: 30 % do maior dos valores;
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Para teores de diclazuril compreendidos entre
2,5 mg/kg e 5 mg/kg: 0,75 mg/kg;

Para teores de diclazuril superiores a 5 mg/kg: 15 %
do maior dos valores.

7.3 — Recuperagdo — utilizando uma amostra
(branco) adicionada, a recuperacio deve ser pelo menos
de 80 %.

8 — Resultados de um teste interlaboratorial — foi
organizado um teste interlaboratorial, que envolveu a
andlise de 5 amostras em 11 laboratérios. Foram ana-
lisadas 2 amostras de pré-misturas (uma, O 100, mis-

turada com uma matriz organica; a outra, A 100, com
uma matriz inorganica), com um teor teérico de dicla-
zuril de 100 mg/kg, e 3 amostras (L1, Z1 e K1) de mis-
turas alimentares para aves de capoeira de trés pro-
dutores distintos dos Paises Baixos, com um teor tedrico
de diclazuril de 1 mg/kg. Os laboratdérios receberam ins-
trugdes para analisarem cada amostra uma vez ou em
duplicado. (No Journal of AOAC International, vol. 77,
n.° 6, 1994, pp. 1359-1361, podem ser encontrados ele-
mentos mais pormenorizados sobre o teste interlabo-
ratorial efectuado.) Os resultados obtidos figuram no
quadro seguinte:

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5
A 100 0 100 K1
L. 11 11 11 11 6
N. oo 19 18 19 19 12
Média (mg/kg) 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89
Sy (MKE) e e e e 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03
CVAT0) « e e e 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34
SRIMEKE) « oot 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12
CVR(D0) - oo e e 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65
Teor nominal (mg/kg) ... 100 100 1 1 1

em que:

L: nimero de laboratorios;

N: nimero de valores singelos;

S, desvio padrao da repetibilidade;

CV,: coeficiente de variacao da repetibilidade;

Sk: desvio padrao da reprodutibilidade;

CVk: coeficiente de variagao da reprodutibilidade.

9 — Observacoes — € necessario comprovar previa-
mente a linearidade da resposta ao diclazuril em toda
a gama de concentragdes objecto das determinagdes.

PARTE C
Determinacao do carbadox

N', N*-diéxido de metil-3-(2-quinoxalinilmetileno)carbazato

1 — Objectivo e campo de aplicacio — o método per-
mite determinar o carbadox em alimentos para animais,
pré-misturas e preparacoes. O limite de deteccio € de
1 mg/kg; o limite de determinacdo é de 10 mg/kg.

2 — Principio — adicao de 4gua a amostra, estabili-
zac¢do e extraccdo com uma mistura de metanol e ace-
tonitrilo. No caso dos alimentos para animais, limpeza
de uma aliquota do extracto filtrado numa coluna de
6xido de aluminio. No caso das pré-misturas e prepa-
ragoes, diluicdo apropriada de uma aliquota do extracto
filtrado com dgua, metanol e acetonitrilo. Determinacao
do teor de carbadox por cromatografia liquida de alta
resolucdo (HPLC) de fase reversa, com um detector
de UV.

3 — Reagentes:

3.1 — Metanol;

3.2 — Acetonitrilo, para HPLC;

3.3 — Acido acético, a 100 %;

3.4 — Oxido de aluminio (neutro, grau de activi-
dade 1);

3.5—Mistura 1+1 (v+v) de metanol e acetoni-
trilo — misturar 500 ml de metanol (3.1) com 500 ml
de acetonitrilo (3.2);

3.6 — Acido acético a 10% — diluir 10 ml de 4cido
acético (3.3) com 4gua até ao volume total de 100 ml;

3.7 — Acetato de sddio (CH3COONa);

3.8 — Agua para HPLC;

3.9 — Tampao acetato (0,01 M, pH 6,0) — dissolver
0,82 g de acetato de sédio (3.7) em 700 ml de dgua
(3.8) e ajustar o pH a 6,0 com acido acético (3.6). Trans-
ferir para um balao aferido de 1000 ml, completar o
volume com dgua (3.8) até ao trago e homogeneizar;

3.10 — Fase movel para HPLC — misturar 825 ml de
tampao acetato (3.9) com 175 ml de acetonitrilo (3.2).
Filtrar com um filtro de 0,22 uym (4.5) e desgaseificar
a solucdo (por exemplo por aplicagdo de ultra-sons
durante dez minutos);

3.11 — Substancia padriao — carbadox puro: NI,
N*-di6xido-3-(2-quinoxalinilmetileno)carbazato de
metilo, E850.

3.11.1 — Solucdao padrdo de reserva de carbadox,
100 pg/ml de carbadox (v. a nota ao ponto 5, «Pro-
cedimento») — num balao aferido de 250 ml, pesar, com
uma aproximacgao de 0,1 mg, 25 mg de carbadox padrao
(3.11) e dissolver com a mistura de metanol e acetonitrilo
(3.5) por aplicacao de ultra-sons (4.7). Depois do tra-
tamento ultra-sénico, levar a solucdo a temperatura
ambiente, completar o volume com a mistura de metanol
e acetonitrilo (3.5) até ao traco e homogeneizar. Envol-
ver o baldao com folha de aluminio ou utilizar material
de vidro ambarizado e guardar num frigorifico. A tem-
peraturas nao superiores a 4°C, a solugao mantém-se
estavel durante um més;

3.11.2 — Solucdes padrao de trabalho — transferir
2,0 ml, 5,0 ml, 10,0 ml e 20,0 ml da solugdao padrao
de reserva de carbadox (3.11.1) para uma série de baldes
aferidos de 100 ml. Adicionar 30 ml de 4gua, completar
o volume com a mistura de metanol e acetonitrilo (3.5)
até ao traco e homogeneizar. Envolver o baldo com
folha de aluminio. As solugdes obtidas contém 2,0 ug,
5,0 ug, 10,0 ug e 20,0 pg de carbadox por mililitro, res-
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pectivamente, e sdo preparadas imediatamente antes da
utilizagao.

Nota. — Para a determinacdo de teores de carbadox
inferiores a 10 mg/kg em alimentos para animais, pre-
parar solucdes de calibragdo com concentracao inferior
a2,0 ug/ml.

3.12 — Mistura 300+700 (v+v) de 4gua e mistura de
metanol e acetonitrilo (3.5) — misturar 300 ml de dgua
com 700 ml da mistura de metanol e acetonitrilo (3.5).

4 — Equipamento:

4.1 — Agitador mecanico ou magnético;

4.2 — Papel de filtro de fibra de vidro (Whatman
GF/A ou equivalente);

4.3 — Coluna de vidro sintetizado (300 mm a 400 mm
de comprimento e didmetro interno aproximado de
10 mm) com valvula de escoamento.

Nota. — Também pode utilizar-se uma coluna de
vidro com torneira ou uma coluna de vidro com uma
das extremidades afunilada; neste caso, inserir um tam-
pao de fibra de vidro com uma vareta de vidro e com-
primir contra o fundo.

4.4 — Equipamento de HPLC com sistema de injec-
¢do com capacidade de injeccao de volumes de 20 pl;

4.4.1 — Coluna para cromatografia liquida com
300 mmx4 mm e enchimento C18 com granulometria
de 10 um, ou equivalente;

4.4.2 — Detector de UV com regulacdo do compri-
mento de onda ou detector de fotodiodos para com-
primentos de onda compreendidos entre 225 nm e
400 nm;

4.5 — Filtro de membrana, de 0,22 um;

4.6 — Filtro de membrana, de 0,45 um;

4.7 — Banho de ultra-sons.

5 — Procedimento:

Nota. — O carbadox ¢ sensivel a luz. Trabalhar com
luz difusa ou utilizar material de vidro ambarizado ou
envolvido em folha de aluminio.

5.1 — Generalidades:

5.1.1 — Alimento para animais branco — na deter-
minacao da recuperacdo (5.1.2), analisa-se um alimento
para animais branco, para comprovar a auséncia de car-
badox e de substincias interferentes. O alimento para
animais branco deve ser de tipo similar ao da amostra
e ndo devem ser detectados carbadox ou substancias
interferentes nas analises;

5.1.2 — Determinagao da recuperacdo — para deter-
minar a recuperagao, procede-se a andlise de um ali-
mento para animais branco (5.1.1) ao qual terd sido
adicionada uma quantidade de carbadox semelhante a
presente na amostra. Para obter uma concentracido de
50 mg/kg no branco, transferir 5,0 ml da solucdo padrao
de reserva de carbadox (3.11.1) para um erlenmeyer de
200 ml e concentrar por evaporagao numa corrente de
azoto até cerca de 0,5 ml. Adicionar 10 g do alimento
para animais branco, misturar e deixar em repouso
durante dez minutos antes de proceder a extracgao (5.2);

Caso nao se disponha de um alimento para animais
branco de tipo similar ao da amostra (v. 5.1.1), pode
determinar-se a recuperagao pelo método da adigao de
padrao. Nesse caso, adiciona-se a amostra uma quan-
tidade de carbadox semelhante a que ja se encontra
presente e analisa-se a amostra assim obtida juntamente

com a amostra sem adi¢do. A recuperagao € calculada
por subtraccao;

5.2 — Extracgao:

5.2.1 — Alimentos para animais — pesar, com uma
aproximacao de 0,01 g, cerca de 10 g de amostra. Trans-
ferir a quantidade pesada para um erlenmeyer de 200 ml,
adicionar 15,0 ml de 4gua, homogeneizar e deixar esta-
bilizar durante cinco minutos. Adicionar 35,0 ml da mis-
tura de metanol e acetonitrilo (3.5), tapar e agitar ou
misturar durante trinta minutos no agitador mecanico
ou magnético (4.1). Filtrar a solugao obtida por um papel
de filtro de fibra de vidro (4.2). Guardar a solugio para
posterior purificacao (5.3);

5.2.2 — Pré-misturas (0,1%-2,0%) — pesar, com
uma aproximacao de 0,001 g, cerca de 1 g de amostra
nao triturada. Transferir a quantidade pesada para um
erlenmeyer de 200 ml, adicionar 15,0 ml de 4gua, homo-
geneizar e deixar estabilizar durante cinco minutos. Adi-
cionar 35,0 ml da mistura de metanol e acetonitrilo (3.5),
tapar e agitar ou misturar durante trinta minutos no
agitador mecanico ou magnético (4.1). Filtrar a solucio
obtida por um papel de filtro de fibra de vidro (4.2);

Pipetar uma aliquota do filtrado para um balao afe-
rido de 50 ml. Adicionar 15,0 ml de dgua, completar
o volume com a mistura de metanol e acetonitrilo (3.5)
até ao traco e homogeneizar. A concentracdo de car-
badox na solucdo final deve ser proxima de 10 pg/ml.
Filtrar uma aliquota com um filtro de 0,45 um (4.6).
Efectuar em seguida a determinagdo por HPLC (5.4);

5.2.3 — Preparacoes (> 2 %) — pesar, com uma apro-
ximacdo de 0,001 g, cerca de 0,2 g de amostra nio tri-
turada. Transferir a quantidade pesada para um erlen-
meyer de 250 ml, adicionar 45,0 ml de adgua, homoge-
neizar e deixar estabilizar durante cinco minutos. Adi-
cionar 105,0 ml da mistura de metanol e acetonitrilo
(3.5), tapar e homogeneizar. Aplicar ultra-sons (4.7) a
amostra durante quinze minutos e agitar ou misturar
durante mais quinze minutos (4.1). Filtrar a solucdo
obtida com um papel de filtro de fibra de vidro (4.2);

Diluir uma aliquota do filtrado com a mistura de dgua,
metanol e acetonitrilo (3.12) de modo a obter uma con-
centracdo final de carbadox de 10 pg/ml-15 pg/ml (para
uma preparagao a 10 %, o factor de diluicao € 10). Filtrar
uma aliquota com um filtro de 0,45 um (4.6). Efectuar
em seguida a determinacdo por HPLC (5.4);

5.3 — Purificacao:

5.3.1 — Preparagdo da coluna de 6xido de alumi-
nio — pesar 4 g de 6xido de aluminio (3.4) e transferir
a quantidade pesada para a coluna de vidro (4.3);

5.3.2 — Purificagao da amostra — verter 15 ml do
extracto filtrado (5.2.1) na coluna de 6xido de aluminio
e rejeitar os primeiros 2 ml de eluato. Recolher os 5 ml
seguintes e filtrar uma aliquota por um filtro de 0,45 pm
(4.6). Efectuar em seguida a determinagdo por
HPLC (5.4);

5.4 — Determinagao por HPLC:

5.4.1 — Parametros — as condicOes a seguir especi-
ficadas sdo-no a titulo indicativo. Poderao escolher-se
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outras condicdes, desde que produzam resultados equi-
valentes:

Coluna para cromatografia liquida (4.4.1) —
300 mm X4 mm e enchimento C18 com granu-
lometria de 10 um, ou equivalente;

Fase movel (3.10) — mistura 825+175 (v+v) de
tampao acetato (3.9) e acetonitrilo (3.2);

Fluxo — 1,5-2 ml/minuto;

Comprimento de onda de detecgao — 365 nm;

Volume injectado — 20 pl.

Para verificar a estabilidade do sistema cromatogra-
fico, injectar varias vezes a solugao padrao de trabalho
(3.11.2) com 5,0 pg/ml até se obterem alturas ou areas
de pico e tempos de retencio constantes;

5.4.2 — Curva de calibragdo — injectar varias vezes
cada solucdo de calibracdo (3.11.2) e determinar as altu-
ras ou dreas dos picos para cada concentracao. Tragar
uma curva de calibraco, representando em ordenadas
as alturas ou areas médias dos picos das solucoes de
calibracdo e em abcissas as concentracdes correspon-
dentes em microgramas por mililitro.

5.4.3 — Solucao da amostra — injectar vérias vezes
o extracto da amostra [(5.3.2) no caso dos alimentos
para animais, (5.2.2) no caso das pré-misturas e (5.2.3)
no caso das preparagdes] e determinar a altura ou area
média dos picos do carbadox.

6 — Célculo dos resultados — a partir da altura ou
area média dos picos do carbadox da solucao da amostra,
determinar a concentracdo desta em microgramas por
mililitro com base na curva de calibracéo (5.4.2);

6.1 — Alimentos para animais — o teor de carbadox,
w, da amostra, expresso em miligramas por quilograma,
¢ dado pela seguinte férmula:

w =1 [mg/kg]

m

em que:

B=concentracdo de carbadox, em microgramas por
mililitro, do extracto da amostra (5.3.2);

Vi=volume de extraccdo, em mililitros (isto &,
50 ml);

m=massa, em gramas, da toma analisada;

6.2 — Pré-misturas e preparagdes — o teor de car-
badox, w, da amostra, expresso em miligramas por qui-
lograma, é dado pela seguinte férmula:

w =2l [mgjkg]

em que:

B=concentracdo de carbadox, em microgra-
mas/mililitro, do extracto da amostra (5.2.2 ou
5.2.3);

V,=volume de extraccdo, em mililitros (isto ¢, 50 ml
no caso das pré-misturas e 150 ml no caso das
preparagoes);

f=factor de dilui¢ao de acordo com 5.2.2 (pré-mis-
turas) ou 5.2.3 (preparagdes);

m=massa, em gramas, da toma analisada.

7 — Validacao dos resultados:
7.1 — Identidade — a identidade do analito pode ser
confirmada por co-cromatografia ou com um detector

de fotodiodos que permita comparar os espectros do
extracto da amostra e da solucdo de calibragao (3.11.2)
com 10,0 pg/ml;

7.1.1 — Co-cromatografia — adiciona-se uma quanti-
dade apropriada da solugao de calibragao (3.11.2) a um
extracto da amostra. A quantidade de carbadox adicio-
nada deve ser semelhante & que se prevé existir no
extracto da amostra. Dai deve resultar unicamente um
aumento da altura do pico do carbadox, contabilizadas
a quantidade adicionada e a diluicdo do extracto.
A largura do pico a meia altura nao podera diferir mais
de 10% da largura inicial;

7.1.2 — Deteccao com um sistema de fotodiodos — a
avaliacdo dos resultados € feita com base nos seguintes
critérios:

a) O comprimento de onda da absor¢io maxima
dos espectros da amostra e do padrao registada
no vértice do pico do cromatograma é o mesmo,
com uma margem de variagdo dependente da
resolugao do sistema de deteccdo. No caso da
deteccao com um sistema de diodos, essa mar-
gem ¢ tipicamente de = 2 nm;

b) Entre 225 nm e 400 nm, os espectros da amostra
e do padrao no vértice do pico do cromatograma
nao diferem entre si nas partes do espectro com-
preendidas entre 10% e 100% de absorvancia
relativa. Este critério considera-se satisfeito se
estiverem presentes 0s mesmos mAaximos € o
desvio relativo dos dois espectros nao exceder
15% da absorvancia do analito padrio em
nenhum ponto observado;

¢) Entre 225 nm e 400 nm, os espectros da curva
ascendente, do vértice e da curva descendente
do pico do extracto da amostra nio diferem
entre si nas partes do espectro compreendidas
entre 10% e 100 % de absorvancia relativa. Este
critério considera-se satisfeito se estiverem pre-
sentes 0os mesmos maximos e o desvio relativo
dos espectros em todos os pontos observados
nao exceder 15% da absorvancia do espectro
do vértice do pico.

Se algum destes critérios nao for satisfeito, a presenca
do analito nao tera sido confirmada;

7.2 — Repetibilidade — para teores iguais ou supe-
riores a 10 mg/kg, a diferenga entre os resultados de
duas determinacOes paralelas efectuadas para a mesma
amostra nao deve exceder 15% do maior dos valores;

7.3 — Recuperacdo — utilizando uma amostra
(branco) adicionada, a recuperacio deve ser pelo menos
de 90 %.

8 — Resultados de um teste interlaboratorial — foi
organizado um teste interlaboratorial, que envolveu a
andlise de seis alimentos para animais, quatro pré-mis-
turas e trés preparacOes em oito laboratérios. Cada
amostra foi analisada em duplicado. (No Journal of the
AOAC, vol. 71, 1988, pp. 484-490, podem ser encon-
trados elementos mais pormenorizados sobre o teste
interlaboratorial efectuado.) Os resultados obtidos (com
excepcao dos valores andmalos) sdo apresentados no
quadro seguinte:
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QUADRON- 1
Resultados do teste interlaboratorial com alimentos para animais
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6
Lo 8 8 8 8 8 8
N o 15 14 15 15 15 15
Meédia (ME/KE) -+ oo e 50,0 47,6 48,2 49,7 46,9 49,7
S (MEKE) oot 2,90 2,69 1,38 1,55 1,52 2,12
CVR(P0) e e 58 5,6 2,9 3,1 32 43
SR ettt 3,92 4,13 2,23 2,58 2,26 2,44
CVR(P0) e e 7.8 8,7 4,6 52 4.8 49
Teor nominal (mg/kg) ............coiiiiii.... 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
QUADRON.°2
Resultados do teste interlaboratorial com pré-misturas e preparagoes
Pré-misturas Preparacgoes

A B C D A B C
Lo 7 7 7 7 8 8 8
N o 14 14 14 14 16 16 16
Média (g/kg) «..oviiiii 8,89 9,29 9,21 8,76 94,6 98,1 104
Sr(gKE) oo 0,37 0,28 0,28 0,44 4,1 5,1 7,7
CVi (%) v 4,2 3,0 3,0 5,0 43 5,2 7,4
SR et 0,37 0,28 0,40 0,55 54 6,4 7,7
CVR(%) v 4,2 3,0 43 6,3 5,7 6,5 7,4
Teor nominal (g/kg) ............... 10,0 10,0 10,0 10,0 100 100 100

Em que:

L: nimero de laboratorios;

N: numero de valores singelos;

S, : desvio padrao da repetibilidade;
Cv, : coeficiente de variagao da repetibilidade;

Sk: desvio padrao da reprodutibilidade;

CVr: coeficiente de variagao da reprodutibilidade.






