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NARIZENI KOMISE (EU) & 118/2010

ze dne 9. dnora 2010,

kterym se méni nafizeni (ES) & 900/2008, kterym se stanovi metody analyzy a jind technickd
ustanoveni nezbytnd k provddéni dovozniho reZimu pro ur¢ité zboZzi vzniklé zpracovinim
zemédélskych produkti

EVROPSKA KOMISE,
s ohledem na Smlouvu o fungovani Evropské unie,

s ohledem na nafizeni Rady (EHS) ¢ 2658/87 ze dne
23. Cervence 1987 o celni a statistické nomenklatufe a o
spole¢ném celnim sazebniku ('), a zejména na cldnek 9 uvede-
ného nafizeni,

vzhledem k témto davodim:

(1)  Nafizeni Komise (ES) ¢ 900/2008 (3) stanovi vzorce,
postupy a metody pro stanoveni obsahu $krobu/glukdzy
pro tcely provadéni piloh II a III nafizeni Komise (ES)
¢. 1460/96 ze dne 25. Cervence 1996, kterym se stanovi
provadéci pravidla pro preferenéni pravni dpravu obcho-
dovani s nékterym zbozim vzniklym zpracovinim zemé-
délskych produktd podle ¢linku 7 nafizeni Rady (ES)
& 3448/93 (3).

(2)  Nafizeni (ES) ¢. 900/2008 zkoumala skupina odbornikd,
aby posoudila, zda je v uvedeném nafizeni pfihlédnuto
k védeckému a technologickému vyvoji metod stanove-
nych v uvedeném nafizeni. Ze studii a analyz provede-
nych v rdimci zminéného zkoumdni vyplyvd, Ze stanoveni
obsahu $krobu/glukézy rozpusténim s pouzitim hydro-
xidu sodného (pfed enzymatickym rozkladem na
glukézu) a méfeni celkového obsahu  glukdzy
s pouzitim enzymatické metody se spektrofotometrii,

Toto nafizeni je zdvazné v celém rozsahu

V Bruselu dne 9. inora 2010.

() Ut vést. L 256, 7.9.1987, s. 1.
() Ut. vést. L 248, 17.9.2008, s. 8.
() Ut. vést. L 187, 26.7.1996, s. 18.

jak je nyni pfedepsino pro vétSinu zboZzi, jiz nespliuji
stavajici technické pozadavky, a proto je tieba je aktuali-
zovat.

(3)  Proto je vhodné stanovit, aby se rozklad skrobu/glukézy
provadél enzymatickou cestou s pouzitim amyldzy
a amyloglukosiddzy a aby se celkovy obsah glukdzy
stanovil s pouzitim vysoce u¢inné kapalinové chromato-
grafie (HPLC), a urdit, jak md byt enzymatickd metoda
provedena.

(4)  Nafizeni (ES) ¢ 900/2008 by proto mélo byt odpovida-
jicim zptisobem zménéno.

(5)  Opatieni stanovend timto nafizenim jsou v souladu se
stanoviskem Vyboru pro celni kodex,

PRIJALA TOTO NARIZENI:

Cldnek 1
Priloha I nafizeni (ES) ¢ 900/2008 se nahrazuje znénim
uvedenym v pifloze tohoto nafizeni.

Cldnek 2

Toto nafizeni vstupuje v platnost dvacitym dnem po vyhldseni
v Ufednim véstniku Evropské unie.

a piimo pouzitelné ve vech ¢lenskych statech.

Za Komisi
José Manuel BARROSO
piedseda
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PRILOHA
LPRILOHA 1

Enzymatické stanoveni obsahu $krobu a jeho rozkladnych produktit véetné glukézy v potravinich s pouzitim

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

=

vysoce ¢inné kapalinové chromatografie (HPLC)

Piredmét

Tato metoda popisuje stanoveni obsahu skrobu a jeho rozkladnych produktd vcetné glukézy v potravindch pro
lidskou spotiebu, ddle jen ,3krob“. Obsah skrobu se stanovi kvantitativni analyzou glukdzy vysoce tcinnou
kapalinovou chromatografii (HPLC) po enzymatické pfeméné skrobu a jeho rozkladnych produktii na glukézu.

Definice celkového obsahu glukézy a celkového obsahu glukézy vyjidieného jako Skrob

Celkovym obsahem glukdzy se rozumi hodnota Z vypocitand podle bodu 7.2.1 této piilohy. Piedstavuje obsah
Skrobu a viech jeho rozkladnych produkti véetné glukozy.

Obsah $krobu/glukézy podle definice v pifloze III nafizeni (ES) ¢. 1460/96 se vypocitd na zdkladé celkového
obsahu glukézy Z a jak je stanoveno v ¢l. 2 bodé 1 tohoto nafizeni.

Obsah skrobt (nebo dextrind), jak je uvedeno ve sloupci 3 pilohy IV nafizeni Komise (ES) ¢. 1043/2005 (1), se
vypocitd na zdkladé celkového obsahu glukézy Z, jak je stanoveno v ¢l. 2 bodé 2.1 nafizeni Komise (ES)
¢ 904/2008 (3.

Obsahem $krobu uvedenym v bodé 1 této piilohy se rozumi hodnota E vypocitand podle bodu 7.2.2 této prilohy.
Je vyjadiena v % (hm). Odpovidd celkovému obsahu glukézy Z vyjidienému jako $krob. Tato hodnota E neni
v rozporu s vy$e uvedenymi vypocty.

Princip
Vzorky se homogenizuji a rozpusti ve vodé. Skrob a jeho rozkladné produkty piitomné ve vzorcich se enzyma-

tickou cestou preméni na glukézu ve dvou krocich:

1) Skrob a jeho rozkladné produkty se ¢stecné pfeméni na rozpustné fetézce glukézy s pouzitim tepelné stdlé
alfa-amyldzy pii teploté 90 °C. Pro uc¢innou pfeménu je nezbytné, aby byly vzorky zcela rozpusténé nebo aby
byly ve formé suspenze s velmi malymi pevnymi ¢dsticemi.

2) Rozpustné fetézce glukdzy se pfeméni na glukézu s pouZzitim amyloglukosidazy pfi teploté 60 °C.
Produkty s vysokym obsahem bilkovin nebo tuku se vycefi a piefiltruji.
Stanoveni cukrl se provadi analyzou HPLC.

JelikoZ béhem enzymatické Gpravy muze dojit k castecné inverzi sachardzy, provadi se stanoveni volnych cukri
rovnéz analyzou HPLC, aby se vypocital opraveny obsah glukézy.

Cinidla a dalsi materidly

Pouziji se ¢inidla uznané analytické tiidy a destilovand voda.
Glukdza, min. 99 %.

Fruktéza, min. 99 %.

Sachardza, min. 99 %.

Maltéza monohydrét, min. 99 %.

Lakt6za monohydrdt, min. 99 %.

Roztok tepelné stdlé alfa-amyldzy (1,4-alfa-D-glukan-glukanohydroldzy) s aktivitou asi 31 000 U/ml (1U uvolni
1,0 mg maltézy ze Skrobu za 3 minuty pii pH 6,9 a teploté 20 °C). Tento enzym miiZe obsahovat malé mnozstvi
nedistot (napf. glukdzy nebo sacharézy) a jinych rusivych enzymd. Skladovani pii teploté asi 4 °C. Pfipadné Ize
pouzit jiné zdroje alfa-amyldzy, pokud poskytne vysledny roztok se srovnatelnou aktivitou enzymu.

Ji. vést. L 172, 5.7.2005, s. 24.

. vést. L 249, 18.9.2008, s. 9.
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4.7 Amyloglukosiddza (1,4-alfa-D-glukan-glukohydroldza) z aspergillus niger, prasek s aktivitou asi 120 U/mg nebo asi
70 U/mg (1U uvolni 1 mikromol glukézy ze $krobu za minutu pii pH 4,8 a teploté 60 °C). Tento enzym muzZe
obsahovat malé mnozstvi necistot (napf. glukézy nebo sachardzy) a jinych rusivych enzymu (napf. invertdzy).
Skladovéni pii teploté asi 4 °C. P¥ipadné lze pouzit jiné zdroje amyloglukosiddzy, pokud poskytne vysledny roztok
se srovnatelnou aktivitou enzymu.

4.8  Dihydrat octanu zine¢natého, p.a.

4.9  HexakyanoZeleznatan draselny (K,4[Fe(CN)]4.3H,0), extra Cisty.
4.10 Octan sodny bezvody, p.a.

4.11 Ledové kyselina octovd, minimdlné 96 % (obj.).

4.12 Tlumivy roztok octanu sodného (0,2 molfl). 16,4 gramu octanu sodného (bod 4.10) se navdzi do sklenéné
kddinky. Rozpusti se ve vodé a prelije do odmérné baniky o objemu 1000 ml. Dolije se po znacku vodou
a pH se upravi na 4,7 pomoci kyseliny octové (s pouzitim pH metru (bod 5.7)). Tento roztok lze uchovavat
pii teploté 4 °C po dobu maximalné 6 mésict.

4.13 Roztok amyloglukosiddzy. Pipravi se roztok z praskové amyloglukosidazy (bod 4.7) s pouzitim tlumivého roztoku
octanu sodného (bod 4.12). Aktivita enzymu musi byt dostatecnd a musi odpovidat obsahu $krobu ve vzorku
(napiiklad aktivity asi 600 U/ml je dosazeno pouzitim 0,5 g praskové amyloglukosiddzy s aktivitou 120 U/mg (bod
4.7) v kone¢ném objemu 100 ml na 1 g skrobu ve vzorku). Roztok se pfipravi bezprostiedné pted pouzitim.

4.14 Referencni roztoky. Pfipravi se vodné roztoky glukézy, fruktézy, sachardzy, maltdzy a laktdzy, které se bézné
pouzivaji pfi analyze cukrii metodou HPLC.

4.15 Cinidlo k vycefeni (Carrezovo ¢inidlo I). Ve sklenéné kadince se rozpusti 219,5 gramu octanu zine¢natého (bod
4.8) ve vodé. Prelije se do odmérné banky o objemu 1 000 ml a pfidd se 30 ml kyseliny octové (4.11). Diikladné
se zamichd a doplni po znacku vodou. Tento roztok lze pfi skladovani pii laboratorni teploté pouZivat po dobu
nejvyse 6 mésictl. K vycefeni lze pouzit i jind ¢inidla rovnocennd Carrezovu ¢inidlu.

4.16 Cinidlo k vycefen{ (Carrezovo ¢inidlo II). Ve sklenéné kddince se rozpusti 106,0 gramu hexakyanoZeleznatanu
draselného (II) (bod 4.9) ve vodé. Pielije se do odmérné banky o objemu 1 000 ml. Dukladné se zamichd a doplni
po znacku vodou. Tento roztok lze pfi skladovani pfi laboratorni teploté pouzivat po dobu nejvyse 6 mésict.
K vycefeni lze pouzit i jind cinidla rovnocennd Carrezovu ¢inidlu.

4.17 Mobiln{ fize HPLC. Pfipravi se mobilni fize, kterd se bézné pouzivé pii analyze cukrii metodou HPLC. Pii pouziti
kolony s aminopropyl-silikagelem je napf. obvyklou mobilni fézi smés vody a acetonitrilu (pro HPLC).

5. Piistroje a pomiicky

5.1  Bézné laboratorni sklo.

5.2 Sklddané filtry, napt. 185 mm.

5.3  Injekeni filtry 0,45 pm, vhodné pro vodné roztoky.

5.4 Vzorkovaci lahvicky vhodné pro automaticky vzorkova¢ HPLC.

5.5 Odmérné baniky o objemu 100 ml.

5.6  Plastové injekéni stifkacky, 10 ml.

5.7 pH metr.

5.8  Analytické vahy.

5.9  Vodni lizen s termostatem s nastavitelnou teplotou 60 °C a 90 °C.

5.10 Piistroj HPLC vhodny pro analyzu cukril.
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6.2

6.3

6.4
6.4.1

6.4.2

6.4.3

6.5

Postup
Priprava vzorku pro nékolik druhii produktii

Produkt se homogenizuje.

Ddvka vzorku

Mnozstvi vzorku se odhadne podle tdaji o piisadich a podle podminek analyzy HPLC (koncentrace referenéniho
roztoku glukdzy) a nepfesdhne:

objem odmérné barky (napf.100ml)
odhadovany obsah skrobu (%)

mnozstvi vzorku (g) =

Vzorek se navdzi s presnosti na 0,1 mg.

Slepé stanoveni

Slepé zkouska se provede pomoci tplné analyzy (podle bodu 6.4) bez pFidani vzorku. Vysledek slepého stanoveni
se pouzije pii vypoctu obsahu skrobu (bod 7.2).

Analyza
Pfiprava vzorkd

Vzorek se homogenizuje protiepinim nebo promichdnim. Zvolend zkuSebni ddvka (bod 6.2) se navdzi do
odmérné banky (bod 5.5) a pfidd se asi 70 ml teplé vody.

Po rozpusténi nebo vytvoteni suspenze se pfidd 50 mikrolitr tepelné stdlé alfa-amyldzy (bod 4.6) a po dobu 30
minut se zahf{vd na teplotu 90 °C ve vodni ldzni (bod 5.9). Ve vodni ldzni se co nejrychleji ochladi na teplotu
60 °C a pfidd se 5 ml roztoku amyloglukosiddzy (bod 4.13). U vzorkd, které by mohly ovlivnit pH reakéniho
roztoku, se kontroluje pH a v piipadé potieby se upravi na 4,6 az 4,8. Nechd se reagovat po dobu 60 minut pii
teploté 60 °C. Vzorky se zchladi na laboratorni teplotu.

Vycefeni

Vzorky s vysokym obsahem bilkovin nebo tuku je nutné vycefit pfiddnim 1 ml Carrezova ¢inidla I (bod 4.15) do
roztoku vzorku. Protfepe se a pfidd se 1 ml Carrezova ¢inidla II (bod 4.16). Vzorek se znovu protiepe.

Zpracovani pro analyzu HPLC

Vzorek v odmérné bance se ziedi po znacku vodou, homogenizuje se a prefiltruje pres sklddany filtr (bod 5.2).
Extrakt vzorku se jima.

Extrakty se pfefiltruji pfes injekéni filtr (bod 5.3) pomoci injekéni stitkacky (bod 5.6) predem proplichnuté
extraktem. Filtrty se jimaji do lahvicek (bod 5.4).

Chromatografie

HPLC se provadi zptisobem obvyklym pro analyzu cukri. Jestlize HPLC analyza vykazuje stopy maltdzy, rozklad
Skrobu nebyl tplny a vysledkem je piili§ nizkd vytéznost pro glukédzu.

Vypoclet a vyjidieni vysledki
Vypocet vysledkii HPLC

Pro vypocet obsahu Skrobu jsou zapotiebi vysledky dvou analyz HPLC, tj. cukry pfitomné ve vzorku pied
enzymatickou tpravou (,volné cukry”) a po enzymatické tpravé (jak je popsdno v této metodg). Je tieba provést
i slepé stanoveni, aby bylo mozné provést opravu o cukry piftomné v enzymech.

PHi analyze HPLC se plocha piku stanovi po integraci a koncentrace se vypocitd po kalibraci s referen¢nimi roztoky
(bod 4.14). Od koncentrace glukdzy (g/100 ml) po enzymatické tpravé se odecte koncentrace glukézy (g/100 ml)
zji§ténd pii slepé zkousce. Nakonec se vypocte obsah cukri (g cukru/100 g vzorku) s pouzitim navdzky vzorku
a vysledkem je:
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7.2
7.2.1

7.2.2

1) Analyza HPLC pied enzymatickou dpravou uddvajici obsah volnych cukrt (g/100 g):
— glukdza G
— fruktdza F
— sacharéza S
2) Analyza HPLC po enzymatické tpravé uddvajici obsah cukrt (g/100 g):
— glukdza po opravé o vysledek slepé zkousky (G o)
— fruktéza F,
— sacharéza S,
Vypocet obsahu skrobu
Vypocet celkového obsahu glukézy ,Z*

Pokud je obsah fruktézy po enzymatické tpravé (F.) vyssi nez obsah fruktézy pred enzymatickou tpravou (F),
znamend to, Ze sachardza piftomnd ve vzorku se ¢dstecné rozlozila na fruktézu a glukézu. To znamend, Ze se
provede oprava o uvolnénou glukézu (F, — F).

Z, kone¢ny obsah glukdzy po opravé v g/100 g:
Z= (Gc cor) - (Fc - F)

Vypocet celkového obsahu glukézy vyjidieného jako skrob
E, obsah ,3krobu“ v g/100 g:

E= [(C‘c cor) - (Fc - F)] x 0,9

Pfesnost

V tomto bodé¢ jsou uvedeny podrobnosti mezilaboratorni zkousky tykajici se Gidajii o pfesnosti metody provedené
na 2 vzorcich. Uvddéji pozadavky na Géinnost metody popsané v této piiloze.

Vysledky mezilaboratorni zkousky (orientacni)

Mezilaboratorni zkouska byla provedena v roce 2008 za tcasti evropskych celnich laboratofi.

Hodnoceni adajt o pfesnosti bylo provedeno podle Protocol for the design, conduct and interpretation of method-

performance studies (Protokol pro koncepci, provadéni a interpretaci studii Gi¢innosti metod), W. Horwitz, (tech-
nickd zprava IUPAC), Pure & Appl. Chem., Vol. 67, N° 2, s. 331-343, 1995.

Udaje o presnosti jsou uvedeny v tabulce.

Vzor]

; Sl(lfgaor}igové tyc¢inka se suenkou vzorek 1 vzorek 2
Pocet laboratoif 41 42
Pocet laboratoi{ po vylouceni odlehlych hodnot 38 39
Primér (%, m/m) 29,8 55,0
Smérodatnd odchylka opakovatelnosti sr (%, m/m) 0,5 0,5
Smérodatnd odchylka reprodukovatelnosti sR (%, m/m) 1,5 2,3
Mez opakovatelnosti r (%, m/m) 1,4 1,4
Mez reprodukovatelnosti R (%, m/m) 4,2 6,6“




