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KOMISSION ASETUS (EU) N:o 118/2010,

annettu 9 piivini helmikuuta 2010,

tiettyjd maataloustuotteista valmistettuja tavaroita koskevan tuontijirjestelmidn soveltamiseksi
tarvittavista méiritysmenetelmistid ja muista teknisisti sidnnoksistd annetun asetuksen (EY) N:o
900/2008 muuttamisesta

EUROOPAN KOMISSIO, joka

ottaa huomioon Euroopan unionin toiminnasta tehdyn sopi-
muksen,

ottaa huomioon tariffi- ja tilastonimikkeistostd ja yhteisestd tul-
litariffista 23 pdivand heindkuuta 1987 annetun neuvoston ase-
tuksen (ETY) N:o 2658/87 (1) ja erityisesti sen 9 artiklan,

sekd katsoo seuraavaa:

(1)  Komission asetuksessa (EY) N:o 900/2008 (?) vahvis-
tetaan  tdrkkelys-/glukoosipitoisuuden — maarittdimiseen
kdytettavat kaavat, menettelyt ja médritelmdt, jotta voi-
daan soveltaa neuvoston asetuksen (EY) N:o 3448/93 (%)
7 artiklassa tarkoitettuihin tiettyihin maataloustuotteiden
valmistuksessa tuotettuihin tavaroihin sovellettavien kau-
pan suosituimmuusjirjestelmien soveltamista koskevista
yksityiskohtaisista sddnnoistd 25 pdivdnd heindkuuta
1996 annetun komission asetuksen (EY) N:o 1460/96
liitteitd II ja IIL.

(2)  Asetusta (EY) N:o 900/2008 on tarkastellut joukko asi-
antuntijoita tarkoituksenaan arvioida, otetaanko asetuk-
sessa huomioon siind vahvistettujen menetelmien tieteel-
linen ja tekninen kehitys. Tarkastelun aikana suoritetut
tutkimukset ja testit viittaavat sithen, ettd tirkkelys-/glu-
koosipitoisuuden médrittdiminen  natriumhydroksidilla
tehdyn liuottamisen avulla (ennen entsymaattista hajotta-
mista glukoosiksi) ja glukoosin kokonaispitoisuuden mit-

taaminen kdyttamalld entsymaattista menetelmadd ja
spektrofotometriaa, kuten useimpien tavaroiden osalta
nykyisin on mdiritty, eivit ole teknisten nykyvaatimus-
ten mukaisia ja on siksi saatettava ajan tasalle.

(3)  Taman vuoksi on aiheellista sdatdd, ettd tirkkelyksen/glu-
koosin hajottaminen tehdddn entsymaattisesti amylaasin
ja amyloglukosidaasin avulla ja ettd glukoosin kokonais-
pitoisuus médritetadn kayttimalld suuren erotuskyvyn
nestekromatografiaa (HPLC), ja tdsmentdd, miten entsy-
maattinen menetelmé on toteutettava.

(4)  Sen vuoksi asetusta (EY) N:o 900/2008 olisi muutettava.

(5)  Tassd asetuksessa sdddetyt toimenpiteet ovat tullikoodek-
sikomitean lausunnon mukaiset,

ON HYVAKSYNYT TAMAN ASETUKSEN:

1 artikla

Korvataan asetuksen (EY) N:o 900/2008 liite I tdmén asetuksen
liitteend olevalla tekstilla.

2 artikla

Tdamd asetus tulee voimaan kahdentenakymmenentend paivind
sen jdlkeen, kun se on julkaistu Euroopan unionin virallisessa leh-
dessd.

Tdama asetus on kaikilta osiltaan velvoittava, ja sitd sovelletaan sellaisenaan kaikissa jasenval-

tioissa.

Tehty Brysselissi 9 pdivdnd helmikuuta 2010.

() EYVL L 256, 7.9.1987, s. 1.
() EUVL L 248, 17.9.2008, s. 8.
() EYVL L 187, 26.7.1996, s. 18.

Komission puolesta
José Manuel BARROSO
Puheenjohtaja
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LIITE
"LIITE 1

Tirkkelyspitoisuuden ja tirkkelyksen hajoamistuotteiden, glukoosi mukaan luettuna, entsymaattinen miiritys

4.1

4.2

43

4.4

4.5

4.6

elintarvikkeissa kiyttien suuren erotuskyvyn nestekromatografiaa (HPLC)

Soveltamisala

Tassd menetelmissid selostetaan tirkkelyspitoisuuden ja tirkkelyksen hajoamistuotteiden pitoisuuden, glukoosi
mukaan luettuna, madritys ihmisravinnoksi tarkoitetuissa elintarvikkeissa, jdljempana "tarkkelys’. Tarkkelyspitoisuus
lasketaan glukoosista, joka mairitetddn kvantitatiivisesti kdyttden suuren erotuskyvyn nestekromatografiaa (HPLC),
kun tirkkelys ja sen hajoamistuotteet on entsymaattisesti muunnettu glukoosiksi.

Glukoosin kokonaispitoisuuden ja tirkkelykseni ilmaistun glukoosin kokonaispitoisuuden mdirittely

Glukoosin kokonaispitoisuus tarkoittaa arvoa Z, siten kuin se lasketaan timin liitteen 7.2.1 kohdassa. Se edustaa
tirkkelyksen ja kaikkien sen hajoamistuotteiden, glukoosi mukaan luettuna, pitoisuutta.

Asetuksen (EY) N:o 1460/96 liitteessd III madaritelty tarkkelys-|glukoosipitoisuus lasketaan timédn asetuksen
2 artiklan 1 kohdassa esitetyn mukaisesti glukoosin kokonaispitoisuuden Z perusteella.

Komission asetuksen (EY) N:o 1043/2005 (') liitteessi IV olevassa sarakkeessa 3 maddritelty tarkkelys- (tai
dekstriini-)pitoisuus lasketaan komission asetuksen (EY) N:o 904/2008 (?) 2 artiklan 2.1 kohdassa esitetyn mukai-
sesti glukoosin kokonaispitoisuuden Z perusteella.

Tamén liitteen 1 kohdassa tarkoitettu tarkkelyspitoisuus tarkoittaa arvoa E, siten kuin se lasketaan timin liitteen
7.2.2. kohdassa. Se ilmaistaan massaprosentteina (%, m/m). Se vastaa glukoosin kokonaispitoisuutta Z tarkkelyk-
send ilmaistuna. Arvo E ei vaikuta edelld mainittuihin laskelmiin.

Periaate

Niytteet homogenoidaan ja suspendoidaan veteen. Niytteessd oleva tirkkelys ja sen hajoamistuotteet muunnetaan
entsymaattisesti glukoosiksi kahdessa vaiheessa:

1. Tarkkelys ja sen hajoamistuotteet muunnetaan osittain liukoisiksi glukoosiketjuiksi kdyttien limpostabiilia alfa-
amylaasia 90 °C:ssa. Jotta muunnos olisi tehokas, on néytteiden oltava kokonaan liuenneina tai hyvin pienid
kiinteitd hiukkasia sisdltdvini lietteend.

2. Liukoiset glukoosiketjut muunnetaan glukoosiksi kéyttden amyloglukosidaasia 60 °C:ssa.
Tuotteet, joiden proteiini- tai rasvapitoisuus on suuri, selkeytetdin ja suodatetaan.
Sokerien madritys tehddin HPLC:Il4.

Koska sakkaroosi voi osittain invertoitua entsymaattisen kisittelyn aikana, vapaat sokerit mdiritetddn myos
HPLC:lld korjatun glukoosipitoisuuden laskemiseksi.

Reagenssit ja muut tarvikkeet

Kdytetdan analyyttistd laatua olevia reagensseja ja demineralisoitua vetti.
Glukoosi, vih. 99 %.

Fruktoosi, vih. 99 %.

Sakkaroosi, vih. 99 %.

Maltoosimonohydraatti, vih. 99 %.

Laktoosimonohydraatti, vih. 99 %.

Lampostabiilin alfa-amylaasin (1,4-alfa-D-glukaaniglukanohydrolaasi) liuos, jonka aktiivisuus on noin 31 000 U/ml
(1 U vapauttaa 1,0 milligramman maltoosia tirkkelyksestd 3 minuutissa pH:n ollessa 6.9 ja lampétilan 20 °C).
Tdmé entsyymi voi sisiltdd vain vihdisen méddrin epdpuhtauksia (esim. glukoosia tai sakkaroosia) ja muita héirit-
sevid entsyymeja. Sailytyslimpotila on noin 4 °C. Vaihtoehtoisesti voidaan kayttdd muista lahteistd saatuja alfa-
amylaasivalmisteita, jos ne tuottavat vastaavan entsyymiaktiivisuuden omaavan lopullisen liuoksen.

(") EUVL L 172, 5.7.2005, s. 24.
(%) EUVL L 249, 18.9.2008, s. 9.
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4.7 Jauheena oleva Aspergillus nigeristd saatu amyloglukosidaasi (1,4-alfa-D-glukaaniglukohydrolaasi), jonka aktiivisuus
on noin 120 U/mg tai noin 70 U/mg (1 U vapauttaa 1 mikromoolin glukoosia tirkkelyksestd minuutissa pH:n
ollessa 4.8 ja lampotilan 60 °C). Tamd entsyymi voi sisiltdd vain vihdisen maaran epdpuhtauksia (esim. glukoosia
tai sakkaroosia) ja muita hdiritsevid entsyymeja (esim. invertaasia). Siilytyslimpdétila on noin 4 °C. Vaihtoehtoisesti
voidaan kdyttdd muista lahteistd saatuja alfa-amylaasivalmisteita, jos ne tuottavat vastaavan entsyymiaktiivisuuden
omaavan lopullisen liuoksen.

4.8 Sinkkiasetaattidihydraatti, p.a.

4.9  Kaliumheksasyanoferraatti(ll), (K4[Fe(CN)]4.3H,0), extra pure —laatua.
410 Vedeton natriumasetaatti, analyysilaatua.

4.11 Jadetikka, 96 % (v[v).

4.12 Natriumasetaattipuskuri (0,2 mol/l). Punnitaan dekanterilasiin 16,4 g natriumasetaattia (4.10 kohta). Liuotetaan
veteen ja huuhdellaan 1 000 mlin mittapulloon. Laimennetaan merkkiin vedelld ja siddetian pH arvoon 4.7
etikkahapolla (kdytetddn pH-mittaria (5.7 kohta)). Liuos on kayttokelpoinen enintddn 6 kk siilytettynd 4 °Cissa.

4.13  Amyloglukosidaasiliuos. Valmistetaan liuos amyloglukosidaasijauheesta (4.7 kohta) kiyttden natriumasetaattipus-
kuria (4.12 kohta). Entsyymiaktiivisuuden on oltava riittdvd ja ndytteessd olevaa tarkkelyspitoisuutta vastaava
(esimerkiksi noin 600 U/mlin aktiivisuus saadaan, kun 0,5 g amyloglukosidaasijauhetta, jonka aktiivisuus on
120 U/mg (4.7 kohta), liuotetaan 100 mlan lopputilavuuteen 1 g niytteen tirkkelysmaardd kohti). Valmistetaan
valittomasti ennen kayttoa.

4.14 Vertailuliuokset. Valmistetaan sokerien HPLC-analyysissd tavallisesti kiytettdvit glukoosin, fruktoosin, sakkaroosin,
maltoosin ja laktoosin vesiliuokset.

4.15 Selkeytysreagenssi (Carrez I). Liuotetaan 219,5 ¢ sinkkiasetaattia (4.8 kohta) veteen dekanterilasissa. Siirretdin
huuhtelemalla 1 000 ml:n mittapulloon ja lisdtdin 30 ml etikkahappoa (4.11 kohta). Sekoitetaan hyvin ja tdytetddn
vedelld merkkiin. Liuos on kayttokelpoinen enintddn 6 kuukautta huoneenlimmossd sdilytettynd. My6s muita
Carrez'n liuosta vastaavia selkeytysliuoksia voidaan kayttia.

4.16  Selkeytysreagenssi (Carrez II). Liuotetaan 106,0 g kaliumheksasyanoferraattia(ll) (4.9 kohta) veteen dekanterilasissa.
Siirretddn huuhtelemalla 1 000 ml:in mittapulloon. Sekoitetaan hyvin ja tdytetddn vedelld merkkiin. Liuos on
kéyttokelpoinen enintddn 6 kuukautta huoneenldimmossi sdilytettynd. Myos muita Carrez'n liuosta vastaavia sel-
keytysliuoksia voidaan kayttdd.

4.17 HPLC:n liikkuva faasi. Valmistetaan sokerien HPLC-analyysissd tavanomaisesti kaytetty liikkuva faasi. Jos kdytetdan
aminopropyyli-pithappogeelipylvéstd, tavanomainen lifkkuva faasi on esim. HPLC-laatuisen veden ja asetonitriilin
seos.

5. Vilineisto

5.1  Tavanomaisia laboratoriolasiastioita.

5.2 Laskostettuja suodattimia, esim. 185 mm.

5.3  Ruiskusuodattimia, 0,45 pum, vesiliuoksille.

5.4  HPLC-laitteen niytteenkdsittelylaitteeseen sopivia ndyteampulleja.

5.5 100 mln mittapulloja.

5.6 Muoviruiskuja, 10 ml.

5.7  pH-mittari.

5.8  Analyysivaaka.

5.9  Termostoitu vesihaude, joka voidaan sditdd sekd 60 °Ceen ettd 90 °C:een.

5.10 Sokerianalyysiin sopiva HPLC-laitteisto.
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6.2

6.3

6.4
6.4.1

6.4.2.

6.4.3.

6.5

Suoritus
Ndytteen valmistus erityyppisistd tuotteista

Tuote homogenoidaan.

Naytteen mddrd

Naytteen maird arvioidaan ilmoitettujen ainesosien mdaarien ja HPLC-analyysin olosuhteiden (glukoosin vertailuliu-
oksen pitoisuus) perusteella, ja se saa olla enintddn

; s mittapullontilavuus(esim.100ml)
ndytteenmaira(g) =

arvioitutlrkkelyspitoisuus(%)

Punnitaan niyte 0,1 mg:n tarkkuudella.

Nollakokeen maritys

Nollakoe mairitetddn tekemalld tdydellinen analyysi (6.4 kohdan mukaisesti) ilman ndytettd. Nollakoetta kdytetdan
tirkkelyspitoisuuden laskemisessa (7.2 kohta).

Analyysi
Naytteiden valmistus

Homogenoidaan ndyte ravistamalla tai sekoittamalla. Valittu ndytemaird (6.2 kohta) punnitaan mittapulloon (5.5
kohta), johon lisdtdin noin 70 ml limmintd vetta.

Kun aine on liuennut tai lietteend, lisitdan 50 mikrolitraa limpostabiilia alfa-amylaasia (4.6 kohta) ja kuumenne-
taan 90 °C:ssa 30 minuuttia vesihauteessa (5.9 kohta). Jadhdytetdin mahdollisimman nopeasti 60 asteeseen vesi-
hauteessa ja lisitddn 5 ml amyloglukosidaasiliuosta (4.13 kohta). Jos ndyte voi vaikuttaa reaktioliuoksen pH-arvoon,
pH-arvoa on sdddettdvi tarvittaessa vilille 4.6—4.8. Annetaan reagoida 60 minuuttia 60 °C:ssa. Jadhdytetdan ndyt-
teet huoneenldmpoéisiksi.

Selkeyttiminen

Sellaiset néytteet, joiden proteiini- tai rasvapitoisuus on suuri, on tarpeen selkeyttdd lisadmalld 1 ml Carrez I -
liuosta (4.15 kohta) ndyteliuokseen. Ravistamisen jalkeen lisitddn 1 ml Carrez II -liuosta (4.16 kohta). Ravistetaan
ndytettd uudelleen.

Kasittely HPLC-analyysia varten

Mittapullossa oleva nidyte laimennetaan merkkiin vedelld, homogenoidaan ja suodatetaan laskostetun suodattimen
(5.2 kohta) lidpi. Ndyteuute otetaan talteen.

Uutteet suodatetaan ruiskusuodattimen (5.3 kohta) lipi ruiskulla (5.6 kohta), joka on huuhdeltu uutteella. Suo-
dokset kerdtddn ampulleihin (5.4 kohta).

Kromatografia

HPLC suoritetaan sokerianalyysille tavanomaiseen tapaan. Jos HPLC-analyysi osoittaa maltoosijaamid, tarkkelys ei
ole muuntunut kokonaan, minké seurauksena glukoosin saanto on liian pieni.

Tulosten laskeminen ja ilmoittaminen
HPLC-tulosten laskeminen

Tarkkelyspitoisuuden laskemiseksi tarvitaan kahden HPLC-analyysin tulokset: ndytteessd ennen entsymaattista ka-
sittelyd olevat sokerit ("vapaat sokerit”) ja entsymaattisen kasittelyn jilkeen olevat sokerit (kuten tdssd menetelméssd
kuvataan). Lisdksi on tehtdvd nollakoemddritys, jotta tulos voidaan korjata entsyymeissd olevien sokerien osalta.

HPLC-analyysissd piikin pinta-ala médritetddn integroimalla, ja pitoisuus lasketaan vertailuliuosten (4.14 kohta)
kanssa tehdyn kalibroinnin avulla. Nollakokeessa oleva glukoosikonsentraatio (g/100 ml) vihennetddn entsymaat-
tisen Kkasittelyn jalkeen mitatusta glukoosikonsentraatiosta (g/100 ml). Lopuksi sokerien pitoisuus (g sokeria/
100 gissa ndytettd) lasketaan kdyttden ndytteen punnittua maardd, mistd saadaan tulokseksi:
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7.2
7.2.1

7.2.2

1) HPLC-analyysistd ennen entsymaattista kasittelyd saadaan vapaiden sokerien pitoisuus (g/100 g):
— glukoosi G
— fruktoosi F
— sakkaroosi S
2) HPLC-analyysistd entsymaattisen kasittelyn jilkeen saadaan sokerien pitoisuus (g/100 g):
— glukoosi nollakoekorjauksen jilkeen (G cop)
— fruktoosi F,
— sakkaroosi S,
Tarkkelyspitoisuuden laskeminen
Glukoosin kokonaispitoisuuden "Z” laskeminen

Jos fruktoosin maard entsymaattisen Kasittelyn jilkeen (F.) on suurempi kuin fruktoosin méird ennen entsymaat-
tista kasittelyd (F), on ndytteessd ollut sakkaroosi osittain muuntunut fruktoosiksi ja glukoosiksi. Tama tarkoittaa
sitd, ettd on tehtdvd korjaus vapautuneen glukoosin (F, — F) osalta.

Z, lopullinen glukoosipitoisuus korjauksen jalkeen, ilmaistuna g/100 g:
Z= (Gc cor) - (Fc - F)

Tarkkelyksend ilmaistun glukoosin kokonaispitoisuuden laskeminen

E, 'tirkkelys’ pitoisuus ilmaistuna g/100 g:
E= [(C‘c cor) - (Fc - F)] x 0,9

Tarkkuus

Tassd kohdassa esitetddn menetelmin tarkkuutta koskevan kahdella néytteelld toteutetun laboratorioidenvilisen
testin tiedot. Ne kuvaavat tdssd liitteessd selostettuun menetelmaian kohdistettavia vaatimuksia.
Laboratorioidenvilisen testin tulokset (tiedoksi)

Vuonna 2008 tehtiin monilaboratoriotesti, johon Euroopan tullilaboratoriot osallistuivat.

Tarkkuutta koskevien tietojen arvioinnissa kéytettiin teosta 'Protocol for the design, conduct and interpretation of

method-performance studies’, W. Horwitz, (IUPAC technical report), Pure & Appl. Chem., Vol. 67, N°2, PP.331-
343, 1995.

Jaljempidnd oleva taulukko sisiltdd tarkkuutta koskevat tiedot.

Niytteet . 7z 7z

; ls{téllﬁ{l;akekmpatukka niyte 1 niyte 2
Laboratorioiden lukumaird 41 42
Laboratorioiden méird harha-arvojen eliminoinnin jilkeen 38 39
Keskiarvo (massaprosenttia) 29,8 55,0
Toistettavuuden keskihajonta sr (massaprosenttia) 0,5 0,5
Uusittavuuden keskihajonta sR (massaprosenttia) 1,5 2,3
Toistettavuusraja r (massaprosenttia) 1,4 1,4
Uusittavuusraja R (massaprosenttia) 4,2 6,6”




