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DECRETI, DELIBERE E ORDINANZE MINISTERIALI

MINISTERO DELLE RISORSE
AGRICOLE, ALIMENTARI E FORESTALI

DECRETO 11 aprile 1994

Approvazione dei «Metodi di analisi per il controllo ufficiale
degli alimenti per animali - Supplemento n. 9,

MINISTERO DELLE RISORSE
AGRICOLIL, ALIMENTARI I FORESTALI
ISPETTORATO CENTRALE REPRESSIONE FRODI

DI CONCERTO CON

1 MINISTERO DU TE FINANZE. 11T MINISTERO DELLASANITA £ I
MINISTERO DELUINDUSTRIA. DEL COMMERCIO E DELFARTT
GIANATO

Visto 1l decreto legislativo 3 febbrato 19930 n. 29,
concernente norme per la razionalizzazione dell’organiz-
zaztone delle amministraziom pubbliche ¢ revisione della

disciplinag in materia di pubblico mimpicgo. a norma
dellart. 2 della Jegge 23 ottobre 19920 n. 421

Visti art. 43 del regio deereto-legge 15 ottobre 1923,
n. 20330 convertito nella legge 18 marzo 1926, n. 562,
riguardante Ia repressione delle frodi nella preparazione ¢
nel commercio di sostanze di uso agrario ¢ di prodotu
agrart. ¢ art, 108 del regotamento per Pesceuszione dello
stesso regto decreto-legge. approvato con regio deereto 19
luglio 1926, n. 1361, 1 quali preserivono che e analisi
occorrenti in apphcazione delle norme contenute nel regio
decreto-legge ¢ nel regolamento di esecuzione suddetti
dovranno essere escguite dai laboratori incaricali con i
mctodi di analist preseritti da questo Mistero. di
concerto con il Ministero delle finanve. il Ministero della
sanita ed i Minmistero delfindustria. del commercio ¢
dellartigianato:

“of

Visti 1 deerenr nunisteriahi 18 lugho 19750 pubblicato
nella Guzzerta Ufficivle 1. 214 del 12 agosto 19750 ¢ 30
sctiecmbre 1976, pubblicato nella Guzzetiad Ufficiale n. 81
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del 24 marso 1977,
rispettivamente 1 «Me

per uso zootecnicon - Supp!

Visto il deereto

con i qualt sono sttt approvad
stodi ufliciali di analist degh alimend
cmento n. 2 ¢ n 3

icgislativo 3 marzo 1993, n. {9,
pubblicato nella Guzzera Ufficiale n. 78 del 3 aprile 1993,
attuazione della direttiva 90,44 CELR, concernente 1a
commercializzazione degh alimenti composti per animali,
ed in particolare fa disposizionce relativa alla dichiarazione
facoltativa in etichetta del valore energetico per i mangimi
destinati al pollame:

Vista la direttiva 9295 CEE della Commissione del
.9 novembre 1992, pubblicata nella «Gazzetta Uffi-
ciale» delle Comunitda curopee n. L 327 del 13 novem-
bre 1992, che modifica allegato della settima direttiva
76.372/CEE relativamente al metodo per il dosaggio
dellaflatossina By

Vista la dircttiva 92,89/CEE della Commissione del 3
novembre 1992, pubblicata nella «Gazzetta Ufficiale»
delle Comunitd curopee n. L 344 del 26 novembre 1992,
che modifica I'allegato I della quarta direttiva 73/46/CEE
relativamente al metodo per il dosaggio della cellulosa
grezza neght alimenti per gl animali;

Vista la dirctiiva 86,174 CEE della Commissione del 9
aprile 1986, pubblicata nclla «Gazzetta Utficiale» delle
Comunita curopee n. L 130 dcl 16 maggio 1986, che fissa
il metodo di calcolo del valore encrgetico degli alimenti
composti destinati al pollame;

Ritenuto necessario adottare le opportunc disposizioni
per conformare Ie norme nazional a quelle delle predette
direttive comunitaric;

Sentito 1l parcre della commissione per Naggiornamen-
to periodico dei metodi ufficiali di analisi per 1 prodotu
agrari ¢ lc sostanze di uso agrario — sottocommissionc
per i mangimi — di cui al decreto ministeriale 11 febbraio
1981, ¢ successive modificazioni;

Visto TI'art. 2 della fegge 4 dicembre 1993, n. 491, che
stituisce 1] Ministero delle nisorse agricole, alimentari ¢
forestali:

Decreta:

Art. 1,

. Sono approvati 1 «Mectodi di analist per il controllo
ufficiale degli alimenti per  animali»  descritti nel
supplemento n. 9. allcgato al presente decreto.

Art. 2.

Nel metodo «Determinazione dell’ Allatossina B, A
- metodo per cromatografia monodimensionale su strato
sottilen descritto nei «Mctodi ufficiali di analisi degh
alimenti per uso zooteenico - Supplemento n. 3» di cui al
deereto ministeriale 30 settembre 1976 citato nclle

premesses fa parte «f. ‘\L'O{ 0 ¢ campo diupplicazioney ¢
,('\ULLHLA dal cormspondente punto «! Scopo ¢ camipo
d'applicazione» deseritio neliallegato al presente deereio.

I nictodo «Determinazione dellAflatossina By, B -
metodo per cromatografia bidimensionale su - strato
sotitlon descritto net predett «Metodr ufficiali di analist
deght alimenti per uso vooteenico - Supplemento n. 3», ¢
sostituito dad cormspondente meiedo «B - Determinazio-
ne dell’Aflatossing B - metodo per cromatografia liquida
ad alta risoluzione» descritto nell’allegato al presente
decreto.

3. I metodo «DeterMinazione della cellulosa grezzan
descritto nei «Mctodi ufficiali di analisi degli alimenti per
uso zootecnico - Supplemento n. 2» di cut al deercto
ministeriale 18 luglio 1975, citato nclle premesse. ¢
sostituito dal corrispondente metodo «Decterminazionc

della fibra grezza» descritto nell’allegato al presente
deerceto.
Art. 3.
1. II presente decreto cntra in vigore b giorno

successivo alla sua pubblicazione nella Guzzerta Ulficiale
dclla Repubblica italiana.

II presente decreto sard pubblicato nella (u/::crm
L//,uu/" della Repubblhica itabana.

Roma, 11 aprile 1994

L'ispettore generale capo per la repressione delle frodi
GRIMALDI

Il direttore centrale del dipartimento delle dogaiic
e delle imposte indiretie
FavaLe

Il direttore generale dei servizi veterinari
MARABELLI

Il direttore generale della produzione indusiriule
AMMASSARI

ALLLGATO

METODI DI ANALISI PER 1L CONTROLLO UFFICIALE
DEGLI ALIMENT! PER ANIMALI - SUPPLEMENTO N.9

Determinazione dell’Aflatossina B, - modifica del metodo A per
cromatografia monodimensionale su strato sottile.

Determinazione dell Aflatossina B, - metodo B per cromatogralia
liquida ad alta risoluzione.

Determinazione della fibra grezza.

Mectodo di caleolo del valore energetico degh alimenti composti
destinati al pollame.
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DETERMINAZIONE DELL'AFLATOSSINA Br - METODO A
PER CROMATOGRAFIA MORODIMENSIONALE SU STRATO SOTTILE

{1 tesio del punto "1, Scopn e campo di appiicazione” ¢ soshauio Jai tesio seguente:
“1. Scopo ¢ campo di applicazione

Il metodo permette di determinare i tasso ¢i aflatossina B, delle materic prime e det mangimi sempli-
ci. Questo metodo non si applica in presenza di peipe di agrumi. I limite inferiore del do-
saggio & di 0.01 mg/kg (10 ppb).

In presenza di sostanze interferanti che intralciano 2 determinazicni, occorre ripetere | 'analisi secondo
metodo B (cromatograiia liquida ad aits pressione).”

DETERMINAZIONE DELL'AFLATCSSINA Bl - METODO B
PER CROMATOGRAFIA LIQUIDA AD ALTA RISOLUZIONE

1. Scopo ¢ campo di applicazione

Viene proposto un metcdo per 'a detertmuinazione Jeil'stlatossina 8. egii siimenon Ji iso
immale, inctusi quelli contenenn  polpe di agrumi. [l limite mumimo di Jdeterminazione ¢
0.001 mg/kg {1 pod).

b Principio

{I campione viene esuwauo con clororormic. L'estrarto ¢ diltrate ed un'aiiquon ¢ puniicaa su
cartuccia di tlorisil  poi su cartuccia di Cyy. La separazione finaie ¢ determinazione sono ote-
aute per cromatografia liquida ad alta rsotuzione (HPLC) usando una coienna Cy¢ in {ase
inversa, seguita da una reazione di denvatizzazione post-colonna con soluzione acquosa di
iodio e rivelazione per fuoresceniza.

Nota :

Le micolossine sono sostanze molto cossiche. La determinazione  si deve  eseguire sotto
cappa per fumi adibita 2 questo scopo. Speciali precauzicni si devono  prendere quando le
tossine si crovano allo staro secco 1 causa della loro natura efertrostauca ¢ la tendenza a disper-
dersi nell'area di lavoro.

3. Reactivi

3.1 lorofermio, stabilizzato con 0.5 Ye-1 %% di eranolo. in peso. Yedere osservazione 1i punto
0.2

3.2 Meunoio, grade HPLC. per la preparazicre della muscela al punto 3.6.

33. Accrone.

34 Aceronitle, grado HPLC.

3.5, Solvent cluenti : da preparare § pomo nnma deil'uso. copure degassarti mediante Sagno 1
uitrasuoni.

3510 viiscela di acewene

3 2L

2.8,
Miscela di acqua, metancio [3.0) e aceromitnis (3.4, Qe V==,
V3. La compnsizionie della fase mooils suo sssere mocificata a seconda asile carattensucne
Jells coionna HPLC usara

3T Scluzione acguosa satura ol iodio. Aggungers 1 g 2l iocio @ M0 mil 3l acgua. Agrtare
mediante agitatore magnetico per aimeno 20 minuu e fltrare attraverso fiitro 3 membrana
(4.15). Proteggers ia soiuzicne satura daiia [uce oer nrevenire etf2tt Govul 3 intodegracarnione.

ER-A Calit 345 9 e=quivalente trartara con zcidi

39. Cartuccia di dlonisil (Waters SEP-PAKS, o zguivaiente.

3.10. Cartuccia Cy (Waters SEP-PAK) o equivalente.

31, Gas inerte, per ssemwio azoto.

6
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Soluzione standard di aflatossina B,, in cloroform:o. concentrazione 10 ug/mi. Controllare ia
concentrazione della soluzione come segue : dererminare lo spettro di assorbimento della soiu-
zione fra 330 ¢ 370 nm mediante spemrofotometro (4.23); misurare ['assorbanza (A) ai
massimo vicino a 365 nm ; calcolare la concentrazione di aflatossina B, in microgrammi per
milliliro di soiuzione mediants la formula:

12 x A x 1000

. 3
conceatrazione mi) = - 13991 x A
atrazione (ug/mi) ==

3.12.1. Soluzione standard stock in aflatossina B, in cloroformio.

Trasferire quantiauvamente 2.5 ml della soluzione standard di aflatossina By (3.12) in un
matraccio tarato da 50 mil ponando a volume con cloroformic (3.1). Conservare questa solu-
zione, ben chiusa ed avvolta in un foglio di alluminio, in un posto tresco (4 °C) al buio.

3.13.  Soluzione di calibrazione di aflatossina B, per HPLC.

N.B. : Per la preparazione di questa soluzione usare velrena prevenuvamente iavata con acido
L 9 P!
(vedi al punto 4, apparecchiatura).

3.13.1. Soluzione di calibrazione, 4 ng/ml.

Lasciar condizionare per qualche ora a temperatura ambiente la soluzione standard stock
(3.12.1) avvoita in un foglio di alluminio. Trasferire 400 wl di questa soluzione (200 ng di afla-
tossina B} in un pallone wrato da 50 ml ed evaporare la soiuzione fino a secchezra per mezzo
di una corrente dj gas inerte (3.11). Sciogliere il residuo otzenuto con circa 20 ml della misceia
acqua-acetone ¢ muscelare bene, portare quindi a volume.

3.132 Soluzione di calibrazione 3 ng/ml.

Trasferire quandtativamente 7.5 mi della soluzione di calibrazione (3.13.1} in un matraccio da
10 ml e portare a volume con la miscela acqua-acetone (3.5.3) e miscelare bene.

3.133. Soluzone di caitbrazione, 2 ag/ml.

Trasferire quantitativamente 25 mi della soluzione di calibrazione (J.13.1) in un matraccio da
50 ml ¢ portare 2 voiume con la miscela acqua-acetene (3.5.3) ¢ miscelare bene.

Questa soiuzione viene usata anche durante 'analisi per HPLC come standard di dferimento
per le iniezioni ripednve (5.5).

3.134. Soluzione di aalihrazione 1 ngiml
Trasferire quanuwatvamente 2,5 mi della soluzione di calibrazione (3.13.1) in un martraccio da
10 mi e portare 2 volume con la miscela acgua-acetone (3353) e miscelare bene.

3.4, Fiala conienente una miscela delle aflatossine By, B, G, e G, la cul concentrazions ¢ approssi-
mativamente di 1, 0,5, 1 ¢ G5 pg/ml dspemivamente in 1 ml di cloroformio.

3.14.1. Sciuzione per il contello cromatogmfico.

Trasferire ii contenuto delia fiala (3.14) in una provenaz con tappo di vetro o in una fiala con
appo a vite. Trasfenire 40 pl di questa soiuzione in un matmaccio dg 10 ml o in una provera
con un tzppo di vetro (lavati con acido). Evaporare il cloroformio mediante una corrente di gas
inerte (3.11) e ddisciogiiere in 10 mi della musceila acqua-acetone (3.53)

3.15.  Reagenu per la prova conwoilo di’conferma (6).
3.15.1. Soluzione acguosz satura di cloruro di sodio.

3.152. Solfato di socio anidro, granulare.

3. Apparecchiatura

Attenzicne : L'uso di verreria non lavata con acidi puo causare perdite di aflatossina in solu-
zione acquosa. Partcolare attenzione necessitano la vetreria nuova, le pipette Pasteur ¢ la
vetreria dei dispensatont automatici come ad esempio le fiale degli autocampionaton. Per
questa ragione la vewreria da usare con le soluzioni acquose di aflatossina dovra essere immersa
in acidi diluiti (ad esempio acido soiforico 2 motli/l) per parecchie ore e sciacquata poi bene
con acqua distllata per rimuovere ogni traccia di acido (ad esempio e volte e controllo con
cartine al tomnasole). In praticl, questo rattamento € necessanio per i matracc: a fondo tondo
{4.4), pallon: tarati. cilindn graduan, tiale ¢ provette per soluzion: di calibrazione ed estratu
finali (in particolare, fialette per autocampionatori) ¢ pipette Pasteur se usate per il prelievo di
soluzicni di calibrazione o di estratt.

4.1, Mulino/miscelatore.
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2 Setaccio con fca da 1.0 mm di diamewro {ISO R §83.
4.35. Agiaore meccanico.
4 Evaporatore rouante da vuoto, munito di palicne 2 fondo rondo da 15C-250 ml.

4.5, Apparecchiatura per cromatcgrafia liquida ad alta risoiuzicne, inizttore con un avvolgimento a
spiraie adatto per inienone da 250 ul. Vedere le istruzioni della ditta costuttrice per i} parziaie
e completo riempimento dell’avvoigimento a spiraie.

4.6. Colorna analiuca per HPLC: C.;y impaccata, granuli da 3 o 5 pm.

4.7 Pompa a pulsazioni libere per 'erogazione posi-colonna della scluziens di iodio.

4.8, Tubo a T per volume morto Valco zero, acciaio inossidabile (1/16” x 0,75 mm).

49. Sisterna di rearione a spirale : teflen o acciato inossidabile. Le dimansioni da 3 000 x 0.5 mm
2 000 x 0.5 mm scno nisultate appropnate in cembinazione con cclonne HPLC da 3 0 5
um.

4.10.  Begno ad acqua con termostato regolato a 860 °C, capace di una regolazione di temperatura
superiore 2 0,1 °C.

Rivelatore a2 fluorescenza, regolate aila lunghezza d'onda di 365 nm di eccitezione ed a 435
nm di emissione (per strumento a filin utilizzare un filtro con lunghezza d'onda maggiore di
430 am). Devono essere possibil: rivelazioni di almeno 0,05 ng di aflatossina B,. Una leggera
coniropressione pud esscre consigliabile (ad esempio per mezzo di resmzione o connessione
deil’uscia del rivelatore con una spirale di teflon o acciaio incssidabile) allo scopo di evitare
formazione di bolie d'aria neilz fotoceliula

4.12.  Regisuaiore con sampante.

4.13. Integrawre eletironico (opzicnale).

4.i4.  Fiitro di carta picghertato di diartetro 24 cm del tipo Machersy-Nagel 617 1/4 o equivalente.
4.15. Filtro 2 membrana con porusica 0,45 um, (HAWP 04700) Millipore o equivalente.

4.16. Beuw da 500 ml con wppe a smernglio.

4.17.  Colonna di verro (dianeao interno circa | cm, lunghezza circa 30 ¢m) con serbatoio superiore
da 50 mi.

+.18.  Rubinetto di matenale resistente al cloroformio (per esempio Bio-cad 7328017, Analytichem
Al 6078, ].T. Baker 4514 o equivaiente).

4.19.  Siringa chimicamente resistente, capacitd 10 ml.
420. Sidnga idonea per iniezioni in HPLC di 250 ul.

421. Microsiringa da 100 pl per la preparazione delle soluzioni di calibrazione (controllare
mediante pesata che l'accuratezza sis entro il 2 %).

422 Palloncini wrati da 10 ml con uppo a smenglio.

4+.23.  Spetofotomertro, idoneo per misure nella regione UV,

424,  Apparecchiatura per la prova di conferma (6)

424.1. Imburo separatore da 100 ml, lavato con acidi, con rubinetto in teflon.

4242 Piastra ascaldante, 40-50 °C.

S. Procedimenrto

5.1, Preparazione dei campione

Macinare ] camprone in modo che esso passi atraverso « fori da ! mm di luce del setaccio
(4.2,

(VY
l 3

Porzione di campione per 'anaiisi

Pesare S0 g del camopione in esame in una beuta {4.16).

3.3. Estrazione
Aggiungere 25 g di celite {3.8), 250 ml di clorotormio (3.1) e 25 mi di acqua. Tappare la beuua
ed agiure per 30 minuu su agitatore meccanico {4.3). Filtrare su carta da filtro pieghertata
(4.14). Raccogiiere 50 mi dei filtrato. Per campioni che richiedono diluizion: prelevare un'aii-
quota del filtrato ¢ diluire fino a 50 ml con cloroformio in modo chz la concentrazione di
aflatossina B, non supen | 4 ng/mi.

s Punficazione (il procedimento non dovra subire significative interruzioni)

Artenzicne :
~— proteggere adeguaamente il laborateno deve viene eseguita ['znalisi dalla luce diuma con
SegUENU acIoSrHmena :
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1) Fogli assorbenti raggi UV sulla finestra in presenza di luce attenuaaa (evitare ia luce
directa del sole);

J) tende o persiane in combinazione con luce aruficiaie (sono idonei anche i wbr fluore-
scenu),

— le soluzioni contenent aflacossina debbono essere protette il piu possibile daila luce
{tenere al buio con fogli di alluminio).

5.4.1. Plurificazione con florisil SEP-PAK

5.4.1.1. Preparazione dell'assemblaggio colonna-cartuccia

Atmaccare un rubinerto (4.18) al gambo pid cormo delia cartuccia di florisil (2.8) (vedi figura 1).
Lavare la carmuccia e rimuovere 'aria con 10 mi di cloroformmio facendone passare 8 ml atera-
verso la cartuccia con aiuto di una siringa (4.19). Collegare il gambo iungo deila cartuccia aila
colonna (4.17) e far passare i rimanend 2 mi deila carruccia alla colonna. Chiudere il rubinetto.
Rimuovers la siringa.

34.1.2. Purificazione

Aggiungere il filtrato raccelto in 53 alla colonna-cartuccia gia assemblate e scancare per
gravita. Lavare con 5§ mi di cloroformio (3.1) seguia da 20 m! di meranoio (3.2). Scartare gii
eluad. Durante queste operazioni I'assemblaggio colonna-carwuccis non deve rimmanere 2 secco.
Eluire l'aflatossina B, con 40 mi della miscela acetone-acqua (3.5.1) e raccogliere l'intero
eluato nel pallone da 150 mi deil’evaporatore rotante (4.4). Concentrare ['eluato neli’evapora-
ore a 40-50 *C sino a2l termine deila distllazione deli’acetone (NB: A questo punto riman-
gono nel paflone circa 0,5 mi di liquido. Prove sperimenuii hanno dimostrato che un'ulteriore
evaporazione & opportuna ¢ che nei imanenti 0.5 mi di liquido non c'¢ significativa traccia di
acetone. Residui di 2cetone potrebbero causaie perdite di aflatossina B, nella cartuccia Cig).
Aggiungere | ml di metancio (32), agitare il pallone allo scopo di dissolvere I'aflatossina sulle
parett nel pallone, aggiungere 4 mi di acqua & misceiars. Disinserire e scartare la cartuccia.
Lavare la colonna di vetro con acque e conservaria per la successiva purificaziene su Ciy.

542. Purficaziore su SEP-PAK C,

542.1. Prepamzione deil’assemblaggio colonna-cartuccia

Collegare un rubineso (4.i8) al gambo pit corto di una carruccia Cpp (3.10) (vedi figuma 1).
Canicare la cartuccia rimuovendo ['aria ¢ facendo passare rapidamente 1§ mi di metanclo (3.2)
via rubinetn con l'aiuto della siringa {4.13) (le bolle d'aria nella cartuccia seno visibili come
macchie di luce sul fondo altrimentd uniformemente grigiastro). Aspirare 10 ml di acqua ¢
farne pessare § mi nella cartuccia {ne! passaggio da mewanolo ad acqua evitare introduzioni di
aria nelia cartuccia). Collegare 1l gambo piu lungo deila cartuccia aila coionna di veuwo (4.17) e
far passare i rimanent 2 m) dalla carmuczia alla colonna. Chiudere il rubinetto. Rimuovers la

sifinga.
5.4.2.2. PBurificazione

Trasferire quantizuvamente ['estrzrto raccolto in 5.4.1.2 nella colonna di vewrs (4.17) lavando
due volte ii matraccio con 5 mi della miscela acqua-metanolo (3.3.2) e scaricare per gravita.
L'insierne colonna-cartuccia non deve rimariere mai secco. (Se le bolle d'aria si sviluppaao in
prossimita detla carruccia interrempere il flusso ¢ picchierrare la sommua della-colonna per
nmucvere le bolle d'aria. Poi continuere). Eluire con 15 ml della miscela acqua-metanolo.
Scaricare ['eluato. Eluirs 'aflatossinz B, con S0 mi della miscela acqua/acetone (3.53), e racco-
gliere Uintero elusto in un pailoncino tarato da S0 mi. Portare a volume con acqua ed aguare
questa soluzione ¢ usata per la cromatografia (35.5).

Arsenzsone - Generalmente ncn ¢ necessaria a2 filtrazione di questo estratto finaie. In caso
contrario non usare filtn di celluiosa perché causerebbero perdite di aflatossina
ma, psr ssempio, filti di ceflon.

5.5. Comaragrafia liguida ad alta risofuzions (HPLC)
(Vedi figura 2 per la messa in opera dell'apparecchiatural. Prima aeil’uso far condiziondre per
un tempo sufficiente lo strumento.

Nota | :

Le weiocita di flusso indicata per i solventi ed i reagenu post-coionna sono indicauve. Esse
possono essere vaniate in dipendenza del upo di colonna disponibile.
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I picchi deliz aflutessina B, dipendonn daila temperawura, quindi si dovra effectuare una
compensazione deila deriva {vedi figura 3). Iniezando ad intervaili regolari una quant fissa
dello standard di riferimento di atlatossina {3.13.3) (per esemopio ogni we imezioni), 1 valon det
picchi di aflatossina B, w3 due successive inieziom di standard possono essere corretu usando
il valore medio dei risultau, sempreché la differenza fra | due valor delle nsposte sia molto
piccola (< 10 %). Perci> debbono essere fatte iniezioni senza interruzioni. Se ¢ necessana
un'interruzione, 'ultima iniezione prima deil'interruzione ¢ la prima iniezione dopo l'interru-
zione devono essere considerare standard di riferimento (3.133). Dato che la curva di caiibra-
zione ¢ lineare ¢ passa per lorigine, le quanuw di aflztossina B, nei campioni sstratd sono
detenninate direamente riferendosi agli standards adiacenu.

Messa in funzione della pompa HPFLC

Regolare la pompa HPLC (4.5) per avere un flusso di (.5 o 05 ml/mun per una colonna
HPLC, rspettivamente di ym o 3 um (4.6) usando la fase mobiie indiczta al punto 3.6.

Messa in funzione della pompa post-colonna

Regolare la pompa (4.7) in modo da avere un flusso di 0.2-0,4 ml/min della soluzione acquosa
saura di iodio (3.7). Come guida approssimauva : Flussi di circa 0,4 o 0.2 mi/min circa sono
consigiiati in combinazione con flussi deila fase mobile (3.6) di 0.5 0 0,3 mi/min Aspettiva-
mente.

Rivelatore a fluorescenza

Regolare il rivelatore e fluorescenza (4.11) ad un eccitazione = 365 om od un emissione =
43S nm (per strument a filtri, lunghezza d'onda > 400 nm). Regolare ['attenuatore del nivela-
tore in modo da ottenere, per | ng di aflatossina By, circa 180 % di deflessione deil'intera
scala del pennino del regisgzrore.

Inicttore

Inietrare, per tutte le soluziopi, 250 pl seguendo sempre le indicazioni della dizta costrurnce
dello scumento.

Controllo della separazione cromatcgrafica

Iniettare la soluzione di conwollo cromarografico (3.14.1). Le valli dei picchi dovrebbero essere
meno del 5% della somma delle altezze det picchi adiacenu.

Conrtrollo delia stabilita del sistema

Prima df ogni serie di analisi iniettare npetutamente lo standard di rfenimento (3.14.3) sino al
raggiungimento della suabilita del valore delle aree dei picchi (NP :la risposta det picchi per
'aflatossina B, wa due iniezioni consecutive dovra esserc meno del 6 %. Procederc senza
ritardo con il conuoilo della linearitd) (535.7).

Controilo della linearita

Iniettare le soluzioni di calibrazione deil’zflatossina B, (3.13.1-3.13.4). Ogni 3 iniezion: uszare lo
standard di nferimento (3.133) per la coirezione della deriva nella risposta (VB . in 90 minun
i valeri del picchi degli sandards di riferimento non devono differire pid del 10 %). Correg-
gere per la deriva secondo le indicazioni delle formule al punte 7. I grafico di calibrazione
dovrebbe essere lincare e passare per l'origine ento 2 x ['errore standard del vajore di Y
stimato. | valori trovat non devono diffenire pia del 3 % der valen teonci. Se quanto dchiesto
¢ soddisfatto, proseguire senza nardo. Se non, idenuficare ¢ quindi correggere le cause dell'a-
nomalia prima di conunuare.

Iniezione del campion: estratt:
Iniettare ghi estratu dei campioni purificau {5.4.2.2). Dopo ogni due campion estratti npetere

{'iniezione delle standard di rifenmento (3.13.3) secondo wle sequenza: standard di nfen-
menio, estratro, estratto, standard di riferimento. sstratto, estracto. standard di nfenmento. ecc.

2rova di conferma

Uitertore tratsamento dellestrarto (5.4.2.2)

Aggiungere 5 m! della soluzione di cloruro di sodio (3.13.1) ail'estratto finaie ottenuto ai sunto
3.42.2 Estrarre 3 voite con 2 mi di cloroformio (3.1) per | minvuto. usande un imbuto separa-
ore {4.24.1),

10
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Vedi DML 20 scuembre 1976 - Suppi. a. 3, inetodo A, fento 5.5.2.

Calcolo dei risulmao
Calcolare 1] contenuto deil'afatossina B, (ug/kgf presente nel campione ussndo la formuia

aflatossina B, (pg/kg) = @ X Voo
Vo X M x Yi
\’(
dove :
m = quanuu di aflztossina B, in ng, rappresentama dal picco dei campione ¢ calco-
laa nel modo seguente :
P(campione)
™" P - Pty 2es0
P(campione)
= arca pwcco aflstossina B, del campione
P(st,) = arez picco aflatossina B |, nisultante dalla precedente intezione deflo standard di
rifetmento (3.133)
P(sty) = ares picco aflstossina By dsultante dalla successiva iniezicne delle standard di
afenimento (3.13.3)
t(st) = quantita di aflawossina B, dello standard di riferimento (3.133) wnientzeo in g
Vo = volume del campione esmato iniewato in mi
Vet = volame finale dell’estracto del campione in ml, conseguenre ad ogni diluzione
effettuara (vedi punto 5.3)
M = massa del camnpilone in g
\A = voiume del fltrazo cusferito sulla carucca di florisil (5.4.12) in ml
V. = volume del cloroformio, ussto per {'estrazicne del campione, in mi
Se il procedimento seguito & lo stesso di questo protocollo, la formuia rdota finale e la
seguente :

il contenuto di aflatossina B, in (ug/kg) = 20 x m
7.1, 0 calcolo dei nisukad si pud fare anche misurando l'altezza dei picchi.

8. Ripetbilita
Vedi al punto 10.1 (osservaziom).
3. Riproducibilic
Vedi al punto 10.1.
10 Qgservazioni
1001, Preasazione

Un studio collzbarsitve '), condorro 2 livello intemnazionale su mangimi compeose:, bz frmio |
valont reizavi alla openbilid e nproducibiiita. i ¢t nsulau sone indicau o tabelia 1. 11
termine ripetibiiia (1), qui usato, ¢ detinita come il rapporto piu ampio non significauvo a
livello di probabilita del 35 %, confrontando due letrure delio stesso campioite nel medesimo
laboratorio alle stesse condizioni. Il termine rproducibilic (R) e defiuto allo stesso modo
controntando due divers: laboratori. In base a quanto subilico da 15O 3534-1977, 235(%) ¢
dalla decisone 89/610/CEE della Commussione (), ¢ ¢ R sono anche indicate in wbetla | in
termini di coeffictenu di vanazione,

Tabeila !

Ripetbilima (r) e riproducibilita (R} espresse come rapport e coefficiend di varia-
zionc corrispondend

(1S laboratori)
Livello | ¢ | R i cv.0) | CVy
(ng/kg) | | i (%) l (%)
e l4 | 14 | L7 | 1 } 18

() CV = coefficiente di vanazione.

ond. H.P van, Heisterkamp, S.H. and Pauisch, W.E. (1991). Food Additives and Comtaminants 8. 17-29,
(’) I;(‘)“ 3534-1977.
(7 GU n. L 351 del 2 12 1989. pag. 39.

— 1t —
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102, Stadilizzazione del cloroformio (3.1)

Le carattensuche di assorbimento dells carruccia di florisil st possono cambiare se vengono
usat altn stabilizzaton diversi dall'alcol. Cio si puo verificare in accordo al punto 103 quando
non ¢ disponibile il cloroformio indicato.

10.3. Accurasezza

La corretta appiicazione del metodo dovra essere verificata facendo nperute anabisi su matenali
di rifenmento certficati. Se questi non sono disponibili, 'idoneita del metodo si verificherd
con altre prove di recuperi effertuati su campioni di controllo. La deviazione della medis dal
valore reale, espressa come percentuale del valore reale, non dovra porsi fuon dai himiu
- 20 %, + 10 %.
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DETERMINAZIONE DELLA FIBRA GREZZA

Scopo ¢ campo di applicazione

Questo metodo rende possibile la determinazione nei mangimi deila quota di sostanza organica,
esente da lipidi, insolubile in mezzi acidi ¢ alcalini e convenzionalmente denominata fibra grezza.

~

Principio

Il campione sgrassato, quando necessario, ¢ rattato in segquenza con soluzioni bollenu di acido solfo-
rico ¢ idrossido di porassio a determinate concetrazioni. [l residuo ¢ separato per filtrazione su filtro
di vetro sintenizzaw, lavato, seccato, pesato ed incenerito tra 475 e 500 °C. La perdita di peso, dopo
incenerimento, commisponde alla fibra grezza presente nel campione in esame.

3. Reawvi

3.1. Acido solforica,.¢ = 0,13 moli/L.

32. Anuschiuma (per esempio n-ottanoio)

33. Aiuto-filrazione (Celite 545 o equivaiente) trattato 2 500 °C per 4 ore (8.6).

3.4. Acewone.

3.5. Etere di petrolio (per esempio 40-60 °C).

3.6. Aado clondrico, ¢ « 0,5 moli/l

3.7. Idrossido di potassio, ¢ = 0,23 moli/l.

4. Apparccchiature

4.1. Unita a caldo per ii wrattamento del campione in esame con s soluzione di acido soiforico o di idra-
o di potassio, munica di un supporto per i crogiolo filtrante (4.2) e di un condotto con la vaivola a
pilt vie per lo scarico del liquido e per il collegamento al vuoto e possibilmente ad un sistema di ana
compressa.

Prima deil'uso, ogni giomo, preriscaldare per cinque minuti I'acqua della caldaia, annessa ail'unita
per il lavaggio del residuo per il prenscaldamento dei reartivi.

42. Crogiolo di vemro filtmante, capacita 50 mi con setto di vetro filtrante sinterizzato di porosica 40-30
um, condizionato a 3500 °C per breve tempo, e raffreddato primsa dell'uso.

43. Cilindro della capacita di almeno 270 ml portante un refrigerante a ricadere per I'eboilizione.
44, Srufa di essiccazione con termostato.
4.5. Forno a muffola con termostato.

4.56. Unita di estrazzione a2 freddo consistente di un supporo per il crogiolo filuante (4.1) ¢ munita di
condowto con valvola per il vuoto e per lo scanco dei liquidi.

4.7. Anelli di connessione in gomma per collegare all'unita a caldo (4.1) il crogiolo (4.2) e il cilindro (4.3)
e per collegare all'uniti di estrazione a freddo (4.6) il crogioio.

5. Procedimento

Pesare, con la precisione di | mg, | g del campione preparaw ¢ intodurio nel crogicio (4.2) (vedere
le osservazioni 8.1, 8.2 ¢ 8.3) «d aggiungere 1 g di auto-filtrazione (3.3).

Sistemare il crogiolo nell'unita a caldo (42}, coliegario poi al cilindro (4.3). Introdurre nel cilindro 2
crogiolo, gia collegat, 150 ml di acido soiforice (3.1) prenscaidato vicino al punto di ebollizione ¢
poche goccie di antschiuma (3.2). Portare il liquido all'ebollizione entro 5 = 2 minuu ¢ far boilire
in modo vigoroso esatamente per 30 munun.

Aprire la valvola di scarico e filtrare ['acido solforico sotto vuoto (4.1) auraverso il crogiolo filtrante.
Lavare il residuo raccoito sul crogioio tre volte consecutive con porziom di acqua bollente, impie-
gandone ogni volta 30 ml, cercare di eliminare sotto vuoto il liquido fino a secchezza dopo ciascun
lavaggio.

Disinsenre il vuoto ¢ introdurre 150 mi di idrossido di potassio (3.7) prenscaidato vicino ai punto di
ebollizione, nel cilindro e crogiolo collegati. aggiungere poche gocce di antischiumna (3.2). Porare il
liquido all'ebollizione S = 2 minut e fare boilire in modo vigoroso esattamente per 30 minuu.
Filtrare e ripetere le overazioni di lavaggio usate per il tratamento con acido soiforico.
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Dopo il lavaggio finale ¢ P'essiccazione sctto vuoro, scollegare il crogiolo contenente il residuo e
collegarlo all'unita di estrazione 2 freddo (4.6). Applicare il vuoto ¢ lavare il residuo nel crogiolo 3
volte con acetone (3.4), impicgandone ogni vola 25 ml. Dopo ciascun lavaggio fare sempre in modo
che rutto il residuo sia raccelto suj filtro, mantenendo il vuoto fino a completa eliminazione dell’ace-
tone.

Essiccare il crogioio 1n stufs a 130 °C fino a peso costante. Raffreddario poi in essiccatore e pesarlo
raptdamente. Trasfenre il crogiclo in muifols ed incenerire il conienuto 2 475-500 °C per aimeno
30 minuu, SIGO 3 peso costante.

Dopo ogni incenenmento raffreddare il crogiolo priraa in muffola ¢ poi in essiccatore prima della
pesata.

Eseguire una prova in bianco con scio 1 reatnvi. La perdia di peso risultante dopo 'incenenmento
non deve superare i 4 mg.

Calcolo dei risultan

Il contenuto percentuale di fibra grezza nel campione ¢ dato dall'espressione :
[b-c] x 100
3

dove

2 = massa del campione in g.

b = perdita della massa dopo incenerimento 2 475-500 °C de! residuo del campione essiccato a
130°C in g

¢ = perdita della massa dopo inceserimento del residuo del bianco essiccato 2 130°C in g

Ripetibilita
La differenza tra due determinazioni parallelamnznte effertuate sullo stesso campione non deve ecce-
dere :

— 0.3 valore assoiuto per coatenute in fibra grezza pid basso del 10 %,
— 3% sul gsultato pil elevato, per contenuto in fibra grezza uguale o maggicre di 10 %.

Osservazioni

! mangimi contenenu piv del 10 % di lipidi grezzi debbono essere, prizna dell'analisi, sgrassat con
etere di petrolio (3.5). A wie scopo, porre il crogiolo {4.2) contenente i} campione pesato nell'unitd di
estrazione a freddo {4.6). applicare il vuoto a lavare per tre voite consecutive con 30 ml di etere di
petroiio (3.5). Mantenere il crogioio sotto vuoto fino a cornplcta eliminazione del solvente dal
campione, = trasterirlo poi nell'unitz di estrazione a calde (4.1) e continuzre come deseritto al punto

S.

I mangimi, contenenti lipidi che non posscno essere esiratt direamente con etere di petrolio (3.5),
debbono essere sgrassati come indicato al punto 8.1 e sgrassau un'alira volta dopo ebolliziene con
acido.

Depo epollizione con acido ¢ successivo lavagzio. ccliegare il crogiolo nell'uni di estrazione a
treddo (4.6) ¢ lavario tre volte con acetons impiegandone ogni voita 30 ml. Lavare poi con etere di
petrolio sempre 3 voite con aliquote di 30 ml. Mantenere il campione sotto vuoro fino a completa
eliminazione del solvente e continuare 'anaiisi come descrito 3! purnto S iniziando con il tratta-
menio con idross:do di potassio.

Se i mangimi contengono piu del 3% di carpenati. erpresst come carbonato di czleio. porre il
crogioio contenente il campione (4.2) nell'un:a di estrazione a caide (4.1) e lavare il campione tre
voite con acico cloridnico {3.6) usando aliguote di 30 ml. Dopo ciascurz addizione lasciars npesare il
campisne per aimenc | minuto pnma delia filtraznione. Lavare una volta con acqua ¢ por continuzre
come dascnitto sl punto 3.

Se viene impiegato un apparccchio 3 pib posti {diversi crogioii posti nella stessa unia a caldo) s0n
deve sssere essguiia neila stessa sene di analisi la determinazione in doppio dello stesso camgpione.

Se dopo eboliizione ¢ difficile filtrare la sciuzionc acids o basica. introdurre ana compressa sitraverso
i condotro di scavco dell'unita a caido prossguendo oo la filtrazione.

L3 temperarura di incenerimento non deve superare i 300 °C alio scopo di allungare la vita det filtr:
di veire aer crogioll. Evitare con artenzione o1 procurare sbaizi termici durante 1 axchi di niscaida-
mento e rafireddamento ai crogioli.

N
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METODO DI CALCOLO DEL VALORE ENERGETICO DEGLI ALIMENTI COMPOSTI
DESTINATI AL POLLAME

1. Metodo di calcolo ed espressionce del valore energetico

Il valore energetico degli alimenti composti destinati al pollame & calcolato secondo 1a formula che segue,
in base alle percentuali di alcuni componenti analitici degli alimenti; il valore & espresso in megajoules
(M ]) di energia metabolizzabile (EM), corretta in azoto, per chilogremmo di alimento composto:

M]/kg di EM = 0,1551 X % proteina greggia + 0,3431 X % sostanze grasse gregge + 0,1669 X %
amido + 0,1301 X % zuccheri totali (espressi in saccarosio).

2

Tolleranze applicabili ai valori dichiarati

Se, a scguito dei controlli ufficiali, si constata una di{fereaza di valore energetico dell'alimento in piu 0 in
meno fra il risultato del controllo ¢ il valore energetico dichiarato, viene applicata una tollcranza minima
di 0,4 M} /kg di EM.

3. Espressione del risultato

Previa applicazione della formula suindicata, il risultato ottenuto & approssimato al primo decimale.

4.  Mectodi di prelicvo dei campioni ¢ metodi d'analisi da applicarc
Il prefievo del campione dell’alimento composto ¢ il dosaggio dei tenori dei componenti analitici impicgati
nel metodo di calcolo sono effettuati rispettivamente secondo i metodi di prelievo dei campioni ¢ i metodi
di analisi per il controlio ufficiale degli alimenti per animali.

Si devono applicare:

- per il dosaggio delle sostanze grasse gregge: il procedimento B del metodo di cui al D.M. 5.10.1984
suppl. n. 7, GU 30.11.1984, n. 330;

- per il dosaggio dell’amido: il metodo potarimetrico di cui ai D.M. 18.07.1975 suppi. n. 2, GU
12.08.1975, n. 214.

[ ispettore generale capo per la repressione delle frodi
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