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REGULAMENTO (CE) N.° 121/2008 DA COMISSAO
de 11 de Fevereiro de 2008

que estabelece 0 método de andlise para a determinacio do teor de amido em preparacdes dos tipos
utilizados na alimentacio de animais (c6digo NC 2309)

A COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS,

Tendo em conta o Tratado que institui a Comunidade Europeia,

Tendo em conta o Regulamento (CEE) n.° 2658/87 do Conse-
lho, de 23 de Julho de 1987, relativo a nomenclatura pautal e
estatistica e a Pauta Aduaneira Comum (!), nomeadamente o
n.° 1, alinea a), do artigo 9.°,

Considerando o seguinte:

(1) Com vista a assegurar um tratamento uniforme aquando
da importacdo na Comunidade de preparagdes dos tipos
utilizados na alimentagdo de animais (NC 2309), é ne-
cessdrio que, ao estabelecer os métodos analiticos, seja
tida em conta a sua evolugio cientifica e tecnoldgica.

(2)  Nos termos da Terceira Directiva 72/199/CEE da Comis-
sdo, de 27 de Abril de 1972, que fixa os métodos de
andlise comunitdrios para o controlo dos alimentos para
animais (%), para a determinacio do teor de amido em
preparagdes dos tipos utilizados na alimentacdo de ani-
mais deverd aplicar-se o método polarimétrico (também
chamado método de Ewers modificado), descrito no
ponto 1 do anexo I da mesma directiva.

(3)  Atendendo aos estudos efectuados pelos peritos dos la-
boratérios aduaneiros dos Estados-Membros, é necessario
determinar que, nos casos em que o método polarimé-
trico descrito na Directiva 72/199/CEE ndo possa ser
utilizado na determinacio do teor de amido das referidas
preparagdes, deve utilizar-se um método analitico enzi-
matico. Importa, pois, especificar 0 modo de execucio
deste método.

(4)  As medidas previstas no presente regulamento estdo em
conformidade com o parecer da sec¢do «nomenclatura
pautal e estatistica» do Comité do Codigo Aduaneiro,

(") JO L 256 de 7.9.1987, p. 1. Regulamento com a dltima redaccio
que The foi dada pelo Regulamento (CE) n.° 1352/2007 da Comissdo
(JO L 303 de 21.11.2007, p. 3).

() JO L 123 de 29.5.1972, p. 6. Directiva com a ultima redaccio que
lhe foi dada pela Directiva 1999/79/CE (JO L 209 de 7.8.1999,
p. 23).

ADOPTOU O PRESENTE REGULAMENTO:

Artigo 1.°

Em derrogagdo do artigo 1.° da Directiva 72/199/CEE, o teor
ponderal de amido das preparagdes dos tipos utilizados na
alimentagdo de animais na acep¢do do cbdigo NC 2309 deve
ser determinado pelo método analitico enzimdtico estabelecido
no anexo do presente regulamento, nos casos em que se encon-
trem presentes, em quantidades significativas, as seguintes ma-
térias-primas para alimentacdo animal:

a) Produtos derivados da beterraba (sacarina), nomeadamente
polpa de beterraba (sacarina), melago de beterraba (sacarina),
polpa de beterraba (sacarina) melagada, vinassa de beterraba
(sacarina), agticar (de beterraba);

b) Polpa de citrinos;

¢) Sementes de linho; bagaco de linho, obtido por pressio;
bagaco de linho, obtido por extrac¢io;

d) Colza; bagaco de colza, obtido por pressio; bagaco de colza,
obtido por extrac¢io; cascas de colza;

¢) Sementes de girassol; bagaco de girassol, obtido por extrac-
¢do; bagaco de girassol, parcialmente descascado, obtido por
extraccao;

f) Bagaco de copra (coco), obtido por pressio; bagaco de copra
(coco), obtido por extrac¢do;

g) Polpa de batata;

h) Leveduras desidratadas;

i) Produtos ricos em inulina (por exemplo, lascas e farinha de
tupinambos);

j) Torresmos.

Artigo 2.°

O presente regulamento entra em vigor no vigésimo dia se-
guinte ao da sua publicacdo no Jornal Oficial da Unido Europeia.
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O presente regulamento ¢é obrigatério em todos os seus elementos e directamente aplicdvel em
todos os Estados-Membros.

Feito em Bruxelas, em 11 de Fevereiro de 2008.

Pela Comissdo
Liszlo KOVACS
Membro da Comissdo
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ANEXO

METODO ENZIMATICO PARA A DETERMINACAO DO TEOR DE AMIDO EM PREPARAGOES UTILIZADAS
NA ALIMENTAGCAO DE ANIMAIS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

1. Ambito

O presente método descreve a determinacio enzimdtica do teor de amido em alimentos para animais. O teor de
amido ¢ obtido com base na determinacdo quantitativa da glucose decorrente da decomposi¢do enzimdtica do
amido. Considera-se que toda a glucose determinada provém do amido presente na amostra.

2. Defini¢des

O presente método permite determinar o teor de amido e dos seus produtos de degradagdo de elevada massa
molecular e insoliveis em etanol a 40 %. O teor de amido é expresso em % (m/m).

3. Principio

As amostras sio homogeneizadas por moagem. Cada amostra ¢ lavada com etanol a 40 %, com o objectivo de
eliminar os agticares soltiveis e os produtos soliveis da decomposi¢io do amido.

Adiciona-se a suspensdo uma enzima (alfa-amilase termoestdvel). A 100 °C, esta enzima decompde o amido em
cadeias mais curtas, quer ele se encontre completamente dissolvido ou ndo. Dado que a decomposi¢io dos
bocados de amido de grandes dimensdes é bastante lenta, importa que as amostras estejam totalmente dissolvidas
ou na forma de uma suspensio com particulas sélidas de dimensdo muito pequena.

Posteriormente, adiciona-se uma segunda enzima (amiloglucosidase), que hidrolisa, a 60 °C, as cadeias glicosidicas
resultantes da decomposi¢io do amido, de forma a obter glucose.

Ap6s clarificagdo do liquido, eliminando, por filtragdo, as proteinas, gorduras e residuos, obtém-se uma solugio
limpida, a utilizar para HPLC.

A separacdo dos aclicares presentes é efectuada por HPLC.

4. Reagentes e outros materiais

Utilizar reagentes de qualidade analitica reconhecida e dgua desmineralizada.
4.1.  Etanol a 40 % (vol.) em dgua
4.2.  Glucose de pureza minima 99 %

43.  Solucdo de amiloglucosidase (1,4-alfa-D-Glucan-glucohidrolase) de Aspergillus niger (actividade enzimdtica
> 5000 Ujml). Armazenagem a cerca de 4 °C

Em alternativa, pode utilizar se também amiloglucosidase em po.
4.4.  Alfa-amilase (1,4-alfa-D-Glucan-glucanohidrolase) termoestdvel. Armazenagem a cerca de 4 °C
4.5. Acetato de zinco dihidratado, p.a.
4.6.  Hexacianoferrato de potdssio (I) (K4[Fe(CN)]¢.3H,0), de pureza extra
4.7. Acetato de sédio anidro, p.a.
48.  Acido acético glacial a 100 % (v/v)

4.9.  Tampio de acetato de sodio (0,2 mol/l)

Pesar 16,4 g de acetato de sédio (4.7) num copo de vidro. Dissolver em dgua e transferir para um baldo
volumétrico de 1000 ml. Perfazer o volume com dgua e ajustar o pH para 4,7 com d4cido acético, com o
auxilio de um medidor de pH (5.11). Esta solugio pode ser utilizada por um médximo de 6 meses, com
armazenagem a 4 °C.

4.10.  Solucdo de amiloglucosidase (actividade enzimadtica > 250 U[ml)

Preparar uma solugdo de 5 ml de amiloglucosidase em solugdo (4.3) ou dissolver 660 mg de amiloglucosidase em
pd, para um volume final de 100 ml, utilizando o tampdo de acetato de sédio (4.9). Preparar no momento.

4.11. Solucdo de referéncia

Preparar solugbes de glucose em dgua da forma convencional para utilizagio em andlise por HPLC.
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4.12. Reagente de clarificacio (Carrez I)

Dissolver, num copo de vidro, 219,5 g de acetato de zinco (4.5) em dgua. Transferir para um baldo volumétrico
de 1 000 ml e adicionar 30 ml de 4cido acético (4.8). Homogeneizar e perfazer com dgua. Esta solucdo pode ser
utilizada por um méximo de 6 meses, com armazenagem a temperatura ambiente.

Podem utilizar-se outros reagentes de clarificagdo equivalentes a solu¢do de Carrez.

4.13. Reagente de clarificagdo (Carrez II)

Dissolver, num copo de vidro, 106,0 g de hexacianoferrato (I) de potdssio (4.6) em dgua. Transferir para um
baldo volumétrico de 1 000 ml. Homogeneizar e perfazer o volume com dgua. Esta solugdo pode ser utilizada
por um maximo de 6 meses, com armazenagem a temperatura ambiente.

Podem utilizar-se outros reagentes de clarificagio equivalentes a solucdo de Carrez.

4.14.  Fase movel

Preparar uma fase moével de utilizagdo convencional na andlise de agticares por HPLC. Com uma coluna de
aminopropil-silicagel, por exemplo, uma das fases méveis mais comuns é uma mistura de dgua de qualidade para
HPLC com acetonitrilo.

5. Equipamento
5.1.  Material de vidro de uso laboratorial corrente
5.2.  Centrifugadora com uma acelera¢gdo minima de 1 000 g (em relacdo ao centro do tubo)

5.3.  Tubos de centrifugadora de vidro de 100 ml
5.4.  Agitador magnético
5.5.  Barras magnéticas

5.6.  Filtros de pregas (por exemplo, 185 mm)

5.7.  Filtros de seringa de 0,45 pm, adequados a solucdes aquosas
5.8. Recipientes adequados ao amostrador automatico para HPLC
5.9.  Baldes volumétricos de 100 ml

5.10.  Seringas de pldstico, de 5 e 10 ml

5.11. Medidor de pH

5.12.  Banho maria munido de termdstato, ajustdvel para 60 °C e 100 °C

5.13.  Placas de aquecimento com agitagdo magnética

5.14.  Aparelho de HPLC

5.14.1. Bomba reguldvel para zero pulsagdes

5.14.2. Amostrador automadtico

5.14.3. Coluna e pré coluna, adequadas & andlise de acticares

5.14.4. Forno para colunas (gama de temperaturas compreendida entre a temperatura ambiente e 40 °C)
5.14.5. Detector adequado a andlise de agticares (por exemplo, detector de indice de refraccdo)
5.14.6. Sistema de integracio

6. Procedimento
6.1. Generalidades

As amostras sdo analisadas individualmente.

6.2.  Preparagio da amostra a partir de diversos tipos de produtos

O produto é homogeneizado por moagem.
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6.3. Produto a analisar

Estimar o teor de amido com base na lista de ingredientes. A quantidade de amostra (pesada com aproximacio a
0,1 mg) pode ser estimada por recurso a seguinte férmula:
volume do baldo volumétrico (100 ml)

quantidade de amostra (g) = teorde amido estimado (%)

6.4. Ensaio em branco

O ensaio em branco é efectuado através de uma analise completa (como descrito em 6.5), sem adicdo da amostra.
O resultado dessa andlise ¢ utilizado no célculo do teor de amido (7.1).

6.5.  Anilise
6.5.1. Preparagio das amostras

Homogeneizar a amostra por mistura ou agitagdo. Pesar a toma de ensaio escolhida (6.3) num tubo de cen-
trifugadora (5.3) e adicionar 50 ml de etanol a 40 % (4.1). Agitar com um agitador magnético durante 20
minutos, a temperatura ambiente. Deixar a barra magnética no tubo e centrifugar durante cinco minutos. Aspirar
cuidadosamente e remover a fase liquida (por exemplo com uma pipeta de Pasteur). Repetir o procedimento de
extracgdo com duas por¢des de 25 ml de etanol (4.1). Transferir o residuo para um baldo volumétrico de 100 ml
(5.9) com cerca de 70 ml de dgua.

Apbs a dissolugdo ou suspensdo, adicionar 100 microlitros de alfa-amilase termoestédvel (4.4) e aquecer a 100 °C
durante 1 hora, por exemplo num banho-maria (5.12). Arrefecer até 60 °C num banho-maria e adicionar 5 ml de
solucdo de amiloglucosidase (4.10). Colocar o baldo durante 30 minutos num banho-maria a 60 °C. Arrefecer até
a temperatura ambiente, clarificar a amostra por adi¢do de 1 ml de solucdo de Carrez I (4.12), agitar e adicionar 1
ml de solucdo de Carrez II (4.13). As solugdes de Carrez 1 e II podem ser adicionadas antes ou depois do
arrefecimento. Perfazer o volume com dgua, homogeneizar e filtrar a solu¢do com um filtro de pregas (5.6).
Recolher o extracto de amostra.

6.5.2. Processamento dos extractos de amostra

Filtrar os extractos com um filtro circular (5.7), com uma seringa (5.10) previamente enxaguada com o extracto.
Recolher os filtrados em recipientes adequados (5.8).

Nota: O filtro circular pode ser utilizado vdrias vezes. Deverd ser enxaguado com o extracto seguinte, de forma a
evitar a contaminagdo pelo extracto anterior.

6.6.  Cromatografia

Executar a HPLC do modo convencional para a andlise de acticares. Dado que as amostras sdo extraidas com uma
mistura etanol/dgua, a glucose € o principal acticar determinado. O facto de a andlise por HPLC revelar vestigios
de maltose poderd indicar uma decomposicdo incompleta do amido.

7. Célculos e expressio dos resultados
7.1.  Cdlculo dos resultados de HPLC

O teor de glucose (%, m/m) ¢ calculado com base nos resultados da andlise por HPLC. A solucdo enzimdtica de
amiloglucosidase (4.3) ¢é estabilizada com glucose. A alfa-amilase termoestavel (4.4) é estabilizada com sacarose,
parcialmente convertivel em glucose pela actividade de invertase da amiloglucosidase. Deste modo, a concen-
tragdo de glucose determinada (expressa em %, m[v) deve ser corrigida em fun¢do da concentracio de glucose na
amostra em branco (também expressa em %, m/v). Calcula-se entdo o teor de glucose (%, m/m) corrigido, com
base na concentragdo de glucose corrigida em funcio do resultado do ensaio em branco, da massa da amostra e
dos dados de calibracdo com as solugdes de referéncia (4.11).

7.2. Célculo do teor de amido

O teor de amido (%, m/m) é calculado a partir do teor de glucose (%, m/m), apds correccdo tendo em conta os
resultados do ensaio em branco.

Teor de amido = 0,9 * Teor de glucose corrigido

8. Precisio
8.1. Ensaio interlaboratorial

O ponto 8.4 inclui pormenores de um estudo interlaboratorial sobre a precisio do método.
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8.2.

8.3.

8.4.

Repetibilidade

A diferenga absoluta entre dois resultados independentes, obtidos pelo mesmo método, com o mesmo material
em estudo, no mesmo laboratério e pelo mesmo operador, utilizando o mesmo equipamento num curto
intervalo de tempo, ndo deverd exceder em mais de 5 % dos casos o limite de repetibilidade de 1,1 % (m/m).
Este dltimo foi obtido com base nos resultados coligidos de um estudo interlaboratorial (ver 8.4).

Reprodutibilidade

A diferenca absoluta entre dois resultados independentes, obtidos pelo mesmo método, com o mesmo material
em estudo, em laboratérios diferentes, por operadores diferentes, utilizando equipamentos diferentes, ndo deverd
exceder em mais de 5 % dos casos o limite de reprodutibilidade de 3,7 % (m/m). Este tltimo foi obtido com base
nos resultados de um estudo interlaboratorial (ver 8.4).

Resultados do estudo interlaboratorial

Foi realizado em 2005 e 2006 um estudo interlaboratorial com a participacio dos laboratérios aduaneiros
europeus. O estudo foi realizado de acordo com a norma ISO 5725 e o protocolo da IUPAC (W. Horwitz,
Pure and Applied Chemistry, vol. 67, 1995, p. 331-343). Os resultados apresentam se no quadro que se segue.

Resultados estatisticos do estudo interlaboratorial

Amostras

1 2 3 4 5
Nimero de laboratérios ap6s eliminagdo 25 26 26 25 24
dos casos anémalos
Namero de resultados aceites 50 52 52 50 48
Teor médio de amido (%, m/m) 31,2 14,4 25,1 12,9 27,8
Desvio-padrdo da repetibilidade, s, 0,4 0,3 0,6 0,2 0,3
(%, m/m)
Limite de repetibilidade, r (%, m/m) 1,1 0,8 1,7 0,7 0,9
Desvio-padrdo da reprodutibilidade, sp 1,7 0,8 1,7 0,9 1,3
(%, m/m)
Limite de reprodutibilidade, R (%, m/m) 4,8 2,2 4,7 2,5 3,7
Amostras
1: alimento seco para cdes
2: alimento seco para gatos
3: alimento seco para gatos (amostra 2) com adi¢do de amido
4: alimento seco para gatos (amostra 2) com adi¢do de polpa de beterraba
5: alimento comercial para animais de companhia




