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REGULAMENTO (CE) N° 1459/98 DA COMISSAO
de 8 de Julho de 1998

que estabelece um método de referéncia para a determinacio do teor de vanilina
na manteiga concentrada, na manteiga ou na nata

A COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS,

Tendo em conta o Tratado que institui a Comunidade
Europeia,

Tendo em conta o Regulamento (CEE) n° 804/68 do
Conselho, de 27 de Junho de 1968, que estabelece a orga-
nizacio comum de mercado no sector do leite e dos
produtos lacteos ('), com a Gltima redac¢do que lhe foi
dada pelo Regulamento (CE) n® 1587/96 (%), e, nomeada-
mente, o n° 6 do seu artigo 6° e o n® 3 do seu artigo 12°

Considerando que o Regulamento (CE) n® 2571/97 da
Comissao, de 15 de Dezembro de 1997, relativo a venda a
preco reduzido de manteiga e a concessdo de uma ajuda a
nata, a manteiga e a manteiga concentrada destinadas ao
fabrico de produtos de pastelaria, de gelados alimentares e
de outros produtos alimentares () prevé a marcacdo da
nata, da manteiga e da manteiga concentrada em determi-
nadas circunstancias, para garantir a correcta utilizacdo
final destes produtos;

Considerando que, atendendo a importancia da marcacio
para o bom funcionamento do regime, e de modo a
garantir a igualdade de tratamento dos operadores que
nele participam, é conveniente estabelecer métodos
comuns para a determinagdo dos marcadores referidos
no Regulamento (CE) n°® 2571/97;

Considerando que ¢é dificil estabelecer em simultineo
métodos de referéncia para todos os marcadores; que o
facto de se estabelecer um método de referéncia para a

determina¢do do teor de vanilina na manteiga concen-
trada, na manteiga e na nata constitui um passo nesse
sentido;

Considerando que as medidas previstas no presente regu-
lamento estdo em conformidade com o parecer do Comité
de Gestdao do Leite e dos Produtos Lacteos,

ADOPTOU O PRESENTE REGULAMENTO:

Artigo 1°

O método de referéncia a aplicar na determinagio do teor
de vanilina na manteiga, na manteiga concentrada e na
nata no ambito do Regulamento (CE) n® 2571/97 é o
método de analise descrito no anexo.

A manteiga, a manteiga concentrada e a nata terdo sido
marcadas em conformidade com o artigo 6° do Regula-
mento (CE) n® 2571/97 se os resultados obtidos satisfi-
zerem o especificado no ponto 8 do anexo.

Artigo 2°

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

E aplicavel a partir de 1 de Junho de 1998.

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

em todos os Estados-membros.

Feito em Bruxelas, em 8 de Julho de 1998.

() JO L 148 de 28. 6. 1968, p. 13.
?) JO L 206 de 16. 8. 1996, p. 21.
() JO L 350 de 20. 12. 1997, p. 3.

Pela Comissdo
Franz FISCHLER

Membro da Comissdo
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ANEXO

Determinacao do teor de vanilina na manteiga concentrada, na manteiga ou na nata por croma-
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tografia liquida de alta eficiéncia

Objectivo e campo de aplicacdo

Este método descreve um processo de determinacdo quantitativa do teor de vanilina na manteiga
concentrada, na manteiga ou na nata.

E aplicavel as amostras recebidas no 4mbito do Regulamento (CE) n® 2571/97.

Resumo do processo

Extraccdo de uma quantidade conhecida de amostra com uma mistura 1:1:2 de isopropanol, etanol e
acetonitrilo. Precipitacdio da maior parte da matéria gorda por arrefecimento a uma temperatura
compreendida entre —15°C e —20 °C, seguido de centrifugacdo. Dilui¢do com 4gua e determinagdo
do teor de vanilina por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Aparelbos e utensilios

Material corrente de laboratério e, especificamente:

Frigorifico capaz de manter uma temperatura compreendida entre —15°C e —20°C;

Seringas descartaveis de 2 ml de capacidade;

Microfiltros de membrana com poros de 0,45 um, resistentes a uma solucdo com 5 % de solucdo de
extraccio (4.4);

Sistema de cromatografia liquida constituido por uma bomba (caudal de 1,0 ml/minuto), um injector
(injeccdo automatica ou manual de 20 pl), um detector de UV (regulado para 306 nm, com 0,01 UA
para toda a escala), um registador ou integrador e um termodstato de coluna regulado para 25 °C;

Coluna analitica (250 mm x 4,6 mm de didmetro interno) com enchimento LiChrospher RP 18
(Merck, 5§ um) ou equivalente;

Pré-coluna (cerca de 20 mm x 3 mm de didmetro interno) com enchimento a seco de Perisorb RP
18 (30-40 um) ou equivalente.

Reagentes

Os reagentes serdo todos de qualidade analitica reconhecida.
Isopropanol

Etanol a 96 % (v/v)

Acetonitrilo

Solucdo de extracgdo

Mistura 1:1:2 (v/v) de isopropanol (4.1), etanol (4.2) e acetonitrilo (4.3).
Vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido)

Solugdo de reserva de vanilina (500 pg/ml)

Pesar com a precisdo de 0,1 mg aproximadamente 50 mg (CM mg) de vanilina (4.5) num baléo aferido
de 100 ml; adicionar 25 ml de solucdo de extraccdo (4.4) e completar o volume com 4gua.

Solucdo-padrao de vanilina (10 pg/ml)

Pipetar 5,00 ml de solucdo de reserva de vanilina (4.5.1) para um baldo aferido de 250 ml e completar
o volume com 4gua.

Metanol para HPLC

Acido acético glacial

Agua para HPLC

Eluente para cromatografia liquida de alta eficiéncia

Misturar 300 ml metanol (4.6), aproximadamente 500 ml de 4gua (4.8) e 20,0 ml de acido acético (4.7)
num baldo aferido de 1 000 ml e completar o volume com agua (4.8). Filtrar com um filtro de 0,45
um.

Técnica
Preparagcdo da toma para analise
Manteiga

Aquecer a amostra até ter inicio a fusdo, evitando sobreaquecimentos locais acima de 40 °C. Quando
a amostra estiver suficientemente plastica, proceder a sua homogeneizacdo sacudindo o recipiente.
Remexer a manteiga durante 15 s antes de recolher uma toma para analise. Pesar, com a precisdo de 1
mg, aproximadamente 5 g (SM g) de manteiga num baldo aferido de 100 ml.
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5.2

5.3.

54.

7.2

Manteiga concentrada

Imediatamente antes da recolha da toma para analise, colocar o recipiente com a mantegia concen-
trada numa estufa regulada para 40-50 °C até fusdo completa. Misturar a amostra, utilizando um
sistema de vortice ou remexendo moderadamente, para evitar a formagdo de bolhas de ar. Pesar, com a
precisdo de 1 mg, aproximadamente 4 g (SM g) de manteiga concentrada num baldo aferido de 100
ml.

Nata

Aquecr a amostra num banho de 4gua ou numa incubadora a temperatura de 35-40 °C. Homoge-
neizar a distribui¢do de matéria gorda, utilizando um sistema de vértice e, se necessario, remexendo.
Arrefecer rapidamente a amostra até a temperatura de 20 + 2°C. A amostra deve apresentar-se
homogénea; caso contrario, repetir o processo. Pesar, com a precisdo de 1 mg, aproximadamente 10 g

(SM g) de nata num baldo aferido de 100 ml.
Preparacdo da solucdo a analisar

Juntar aproximadamente 75 ml de solu¢do de extracgdo (4.4) a toma para analise (5.1.1, 5.1.2 ou 5.1.3),
remexer ou sacudir vigorosamente durante cerca de 15 minutos e completar o volume com solugdo de
extraccio (4.4). Transferir aproximadamente 10 ml deste extracto para um tubo de ensaio com tampa.
Colocar o tubo no frigorifico (3.1) e deixar em repouso cerca de 30 minutos. Centrifugar o extracto
frio durante 5 minutos a cerca de 2 000 rpm e decantar de imediato. Deixar a solu¢do decantada arre-
fecer até a temperatura ambiente. Pipetar 5,00 ml desta solu¢do para um baldo aferido de 100 ml e
completar o volume com agua. Filtrar uma aliquota com um microfiltro de membrana (3.3), apds o
que o filtrado estard pronto para a determinagio por HPLC.

Calibracgdo

Pipetar 5,00 ml de solu¢do-padrdo de vanilina (4.5.2) para um baldo aferido de 100 ml. Juntar 5,0 ml
de solugdo de extraccdo (4.4) e completar o volume com 4gua até ao traco de aferi¢do. A concentracio
de vanilina nesta solucdo é de 0,5 pg/ml.

Determinacido por HPLC

Estabilizar o sistema cromatografico durante cerca de 30 minutos. Injectar a solu¢do-padrdo (5.3) e
repetir o processo até que a diferenca entre as areas ou as alturas dos picos correspondentes a duas
injec¢Bes consecutivas seja inferior a 2 %. Nas condi¢Ges descritas, o tempo de reten¢do da vanilina é
cerca de 9 minutos. Analisar a solugdo-padrdo (5.3) em duplicado, injectando um volume de 20 pl.
Injectar 20 pl das solucdes a analisar (5.2). Determinar a 4rea ou a altura de cada pico de vanilina
obtido. Repetir o duplicado da solucdo-padrido (5.3) apés 10 injeccdes de solucdes a analisar (5.2).

Resultados

Calcular a area (ou a altura) média (AC) dos picos da vanilina correspondentes as injec¢des em dupli-
cado que delimitam cada lote de solucBes a analisar (quatro areas no total).

Calcular o factor de resposta (R):
R = AC/CM
em que CM é a massa de vanilina, en mg (4.5.1).
O teor (C), en mg/kg, de vanilina na toma para analise é dado pela seguinte férmula:

AS x 20 x 0,96

C =
SM x R
em que:
AS = ¢ a area do pico de vanilina correspondente a toma para analise;
SM = ¢ a massa da toma para analise, em g (5.1.1, 5.1.2 ou 5.1.3);
20 = ¢ o factor que da conta das dilui¢des da solugdo-padrdo e da toma para analise;
0,96 = ¢ o factor de correc¢do decorrente do teor de matéria gorda da primeira dilui¢do da toma para
analise.
Nota:

Em lugar da area dos picos, pode utilizar-se a altura destes (ver 8.3).

Precisdo do método

Repetibilidade (r)

A diferenca entre os resultados de duas determinacBes efectuadas no mais curto intervalo de tempo
possivel pelo mesmo analista a mesma amostra com os mesmos aparelhos ndo deve exceder 16
mg/kg.

Reprodutibilidade (R)

A diferenca entre os resultados de duas determinacdes efectuadas a mesma amostar por analistas dife-
rentes, em laboratérios diferentes e com aparelhos diferentes, ndo deve exceder 27 mg/kg.
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8. Tolerdncias

8.1.  Para verificar a homogeneidade do produto marcado, recolhem-se trés amostras do mesmo.
8.2.  Marcador obtido a partir de baunilha ou de vanilina de sintese.

8.2.1. A taxa de incorporagio ¢ de 250 gramas por tonelada, em 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido.

8.2.2. Tendo em conta a diferenca critica para um grau de probabilidade de 95 % (CrDy;), a média das ana-
lises singelas efectuadas a cada uma das trés amostras recolhidas para verificar a homogeneidade nio
deve ser inferior a 236,0 mg/kg.

8.2.3 Além do critério estabelecido no ponto 8.2.2, 0 menor dos resultados obtidos na analise do produto
também ¢ utilizado para verificar a homogeneidade da distribui¢do do marcador. Para o efeito, proce-
de-se a uma comparacdo com os seguintes limites:

— 221,5 mg/kg (95 % da taxa de incorporacdo minima, tida em conta a CrDy; da amostra singela);

— 159,0 mg/kg (70 % da taxa de incorporacdo minima, tida em conta a CrDy; da amostra singela).

A concentra¢dgo do marcador na amostra com os resultados mais baixos é utilizada em conjugacdo
com uma interpolagdo entre 221,5 mg/kg e 159,0 mg/kg.

8.3.  Marcador obtido exclusivamente a partir de favas de baunilha ou de extractos integrais destas.
8.3.1. A taxa de incorporagio é de 100 gramas por tonelada, em 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido.

8.3.2. Tendo em conta a diferenca critica para um grau de probabilidade de 95 % (CrDy;), a média das ana-
lises singelas efectuadas a cada uma das trés amostras recolhidas para verificar a homogeneidade ndo
deve ser inferior a 86,0 mg/kg.

8.3.3. Além do critério estabelecido no ponto 8.3.2, 0 menor dos resultados obtidos na analise do produto
também é utilizado para verificar a homogeneidade da distribui¢do do marcador. Para o efeito, proce-
de-se a uma comparacdio com os seguintes limites:

— 79,0 mg/kg (95 % da taxa de incorporacdo minima, tida em conta a CrD,; da amostra singela),

— 54,0 mg/kg (70 % da taxa de incorporacdo minima, tida em conta a CrDy; da amostra singela).

A concentra¢do do marcador na amostra com os resultados mais baixos é utilizada em conjugacdo
com uma interpolacdo entre 79,0 mg/kg e 54,0 mg/kg.

9. Notas

9.1. A repetibilidade r é o valor abaixo do qual a diferenca absoluta entre dois resultados analiticos
singelos obtidos por aplicagio do mesmo método a mesma amostra nas mesmas condi¢Ges (mesmos
aparelhos, mesmo laboratério, num curto intervalo de tempo) tem uma determinada probabilidade de
se situar; na falta de indicacdo em contrario, essa probabilidade é de 95 %.

9.2. A reprodutibilidade R é o valor abaixo do qual a diferenca absoluta entre dois resultados analiticos
singelos obtidos por aplica¢io do mesmo método a mesma amostra em condicdes diferentes (analistas
diferentes, aparelhos diferentes, laboratorios diferentes e/ou momentos diferentes) tem uma determi-
nada probabilidade de se situar; na falta de indica¢do em contrario, essa probabilidade é de 95 %.

9.3.  Para uma taxa de incorporacio de 250 mg/kg de buteroil, a taxa de recuperacdo de vanilina adicio-
nada varia entre 97,0 e 103,8 %. O teor médio determinado foi de 99,9 %, com desvio-padrio de
2,7 %.

94. A solugdo-padrio contém 5 % de solucdo de extrac¢do para compensar o alargamento dos picos
provocado pela presenca de 5 % da solu¢do de extrac¢do das tomas para analise. Tal permite que se
proceda a quantificacgio com base na altura dos picos.

9.5. A analise baseia-se numa curva de calibracdo linear com ordenada na origem zero. Utilizando para o
efeito dilui¢des apropriadas da solugdo-padrdo (4.5.2), deve confirmar-se a linearidade na primeira vez
que se efectuem as analises e, posteriormente, a intervalos regulares e depois de qualquer modificacdo
ou reparagio do equipamento de HPLC.



