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KOMISIJOS REGLAMENTAS (ES) Nr. 118/2010
2010 m. vasario 9 d.

i§ dalies keiCiantis Reglamenta (EB) Nr. 900/2008, nustatantj analizés metodus ir kitas technines
nuostatas, biitinas importo tvarkai, taikomai tam tikroms prekéms, gautoms perdirbant Zemés iikio
produktus, jgyvendinti

EUROPOS KOMISIJA,

atsizvelgdama | Sutartj dél Europos Sajungos veikimo,

atsizvelgdama j 1987 m. liepos 23 d. Tarybos reglamenta (EEB)
Nr. 2658/87 dél tarify ir statistinés nomenklatiiros bei dél Bend-
rojo muity tarifo ('), ypa¢ i jo 9 straipsni,

kadangi:

1

OL L
OL L 248, 2008 9 17, p. 8.
OL L .1

Komisijos reglamentu (EB) Nr. 900/2008 () nustatytos
formulés, procediros ir metodai, kuriuos reikia naudoti
krakmolui ir (arba) gliukozei nustatyti, siekiant taikyti
1996 m. liepos 25 d. Komisijos reglamento (EB)
Nr. 1460/96, nustatancio Tarybos reglamento (EB)
Nr. 344893 7 straipsnyje numatytos lengvatinés
prekybos tvarkos, taikytinos tam tikroms i§ perdirbty
zemés tkio produkty pagamintoms prekéms, iSsamias
igyvendinimo taisykles, II ir III priedus (3).

Reglamentg (EB) Nr. 900/2008 isnagrinéjo eksperty
grupe, sickdama jvertinti, ar tame reglamente atsiZzvelgta
i moksling bei technologing tuo reglamentu nustatyty
metody raidg. Per nagrinéjimg atliktais tyrimais ir bandy-
mais nustatyta, kad krakmolo ir (arba) gliukozés kiekio
nustatymas atlickant hidroliz¢ natrio hidroksidu (prie$
fermentinj skaidymg iki gliukozés) ir bendro gliukozés
kiekio matavimg taikant fermenty metoda kartu su spek-

()

trofotometrija, kurie $iuo metu nurodyti atlikti su
dauguma prekiy, nebeatitinka dabartiniy techniniy reika-
lavimy, ir dél to turi bati atnaujinti.

Todél tikslinga nustatyti, kad krakmolo ir (arba) gliukozés
skaidymas baty atlickamas taikant fermenty metoda
paveikiant amilaze ir amilogliukozidaze, o bendras gliu-
kozés kiekis baity nustatomas taikant didelio slégio
skysciy chromatografija (HPLC), ir nurodyti, kaip taikyti
fermenty metodg.

Todél Reglamentas (EB) Nr. 900/2008 turéty bati atitin-
kamai i§ dalies pakeistas.

Siame reglamente numatytos priemonés atitinka Muitinés
kodekso komiteto nuomong,

PRIEME SI REGLAMENTA;

1 straipsnis

Reglamento (EB) Nr. 900/2008 I priedas pakeic¢iamas $io regla-
mento priede pateiktu tekstu.

2 straipsnis

Sis reglamentas isigalioja dvidesimta dieng nuo jo paskelbimo
Europos Sgjungos oficialiajame leidinyje.

Sis reglamentas yra privalomas visas ir tiesiogiai taikomas visose valstybése narése.

Priimta Briuselyje 2010 m. vasario 9 d.

256, 1987 9 7, p. 1.
1

187, 1996 7 26, p. 18.

Komisijos vardu
Pirmininkas
José Manuel BARROSO
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PRIEDAS
.1 PRIEDAS

Fermentinis krakmolo ir jo skilimo produkty, jskaitant gliukoze, nustatymas maisto produktuose taikant didelio

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

efektyvumo skysciy chromatografija (HPLC)

Taikymo sritis

Siuo metodu apibréziamas krakmolo ir jo skilimo produkty, jskaitant gliukoze, toliau vadinamo krakmolu, kiekio
nustatymas Zmonéms vartoti skirtuose maisto produktuose. Krakmolo kiekis nustatomas atlickant kiekybinj gliu-
kozés tyrimg taikant didelio efektyvumo skysciy chromatografija (HPLC) po fermentinio krakmolo ir jo skilimo
produkty konversijos iki gliukozés.

Bendro gliukozés kiekio apibréztis ir bendras gliukozés kiekis, iSreikstas krakmolu

Bendras gliukozés kiekis iSreiskiamas dydziu Z, kaip nurodyta $io priedo 7.2.1 punkte. Siuo dydZiu isreiskiamas
krakmolo ir visy jo skilimo produkty, jskaitant gliukoze, kiekis.

Krakmolo ir (arba) gliukozés kiekis, kaip nurodyta Reglamento (EB) Nr. 1460/96 1II priede, turi biiti skai¢iuojamas
pagal bendra gliukozés kiekj Z ir kaip nustatyta $io reglamento 2 straipsnio 1 punkte.

Krakmolo (arba dekstrino) kiekis, kaip nurodyta Komisijos reglamento (EB) Nr. 10432005 (!) IV priedo 3 skiltyje,
turi bati skai¢iuojamas pagal bendra gliukozés kiekj Z, kaip nustatyta Komisijos reglamento (EB) Nr. 904/2008
2 straipsnio 2.1 punkte ().

Sio priedo 1 punkte nurodytas krakmolo kiekis reiskia dydj E, kaip apskaiciuota io priedo 7.2.2 punkte Sis kiekis
iSreiskiamas % (m/m). Jis atitinka bendra gliukozés kiekj Z, iSreiksta krakmolu. Dydis E nenaudojamas minétuose

skai¢iavimuose.

Metodo esmé

Méginiai homogenizuojami ir suspenduojami vandenyje. Méginyje esantis krakmolas ir jo skilimo produktai
veikiant fermentais paverciami gliukoze dviem etapais:

1) Krakmolas ir jo skilimo produktai i§ dalies paverciami tirpiomis gliukozés grandinémis naudojant termiskai
patvarig alfa amilaz¢ 90 °C temperatiroje. Kad virtimas biity veiksmingas, méginius bitina visiskai istirpinti,
arba jie turi bati suspensijos, kurioje yra labai mazy kiety daleliy, pavidalo;

2) Tirpios gliukozés grandinés paver¢iamos gliukoze naudojant amilogliukozidaze¢ 60 °C temperatiiroje.

Produktai, kuriuose yra didelis baltymy arba riebaly kiekis, skaidrinami ir filtruojami.

Cukriis nustatomi tiriant HPLC metodu.

Kadangi veikiant fermentais gali jvykti daliné sacharozés inversija, pakoreguotam gliukozés kiekiui apskaiciuoti
HPLC metodu taip pat nustatomi laisvieji cukris.

Reagentai ir kitos medzZiagos

Naudojami patvirtinto analizinio grynumo reagentai ir gélintas vanduo.
Gliukozé, ne maziau kaip 99 % grynumo.

Fruktozé, ne maziau kaip 99 % grynumol.

Sacharozé, ne maziau kaip 99 % grynumo.

Maltozés monohidratas, ne maziau kaip 99 % grynumo.

Laktozés monohidratas, ne maziau kaip 99 % grynumo.

Termiskai patvarios alfa amilazeés (1,4-alfa-D-gliukan-gliukanohidrolaz¢), kurios aktyvumas apytikriai 31 000 U/ml
(1U i3skiria 1,0 mg maltozés i§ krakmolo per 3 minutes, kai pH 6,9 ir temperatiira yra 20 °C), tirpalas. Sio
fermento sudétyje gali bliti maZas priemaisy (pvz., gliukozés arba sacharozés) ar kity galinciy trukdyti fermenty
kiekis. Laikyti apytikriai 4 °C temperatiiroje. Kitu atveju gali bati naudojami kiti alfa amilazés Saltiniai, kuriuos
naudojant gaunamas panasaus fermenty aktyvumo galutinis tirpalas.

L 172, 2005 7 5, p. 24.
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L 249, 2008 9 18, p. 9.
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4.7 Amilogliukozidazés (1,4-alfa-D-gliukangliukohidrolazé) i§ Aspergillus niger milteliai, kuriy aktyvumas apytikriai
120 U/mg arba apytikriai 70 U/mg (1U atpalaiduoja 1 mikro molj gliukozés i§ krakmolo per 1 minute, kai pH
4,8 ir temperatiira yra 60 °C). Sio fermento sudétyje gali biiti mazas priemaidy (pvz., gliukozés arba sacharozés) ar
kity galin¢iy trukdyti fermenty (pvz., sacharazés) kiekis. Laikyti apytikriai 4 °C temperatiiroje. Kitu atveju gali bati
naudojami kiti amilogliukozidazés Saltiniai, kuriuos naudojant gaunamas panasaus fermentinio aktyvumo galutinis
tirpalas.

4.8. Cinko acetato dihidratas, a. g..

4.9. Kalio heksacianoferatas (Il) (K4[Fe(CN)]s.3H,0), ypa¢ grynas.
4.10. Natrio acetatas bevandenis, a. g.

4.11. Lediné acto rugstis, 96 % (v/v)(maZziausiai).

4.12. Natrio acetato buferinis tirpalas (0,2 mol/l). Cheminéje stiklinéje pasveriama 16,4 g natrio acetato (4.10 punktas).
I3tirpinama vandenyje ir supilama i 1 000 ml matavimo kolba. PraskiedZiama iki Zymos vandeniu ir su acto
rigétimi pH pakoreguojamas iki 4,7 (naudojant pH-metrg (5.7 punktas)). S tirpaly galima naudoti ne ilgiau
kaip 6 ménesius, laikant 4 °C temperatiiroje.

4.13. Amilogliukozidazés tirpalas. ParuoSiamas tirpalas i§ amilogliukozidazés milteliy (4.7 punktas) naudojant natrio
acetato buferinj tirpala (4.12 punktas). Fermenty aktyvumas turi biiti pakankamas ir atitikti krakmolo kiekj
méginio dalyje (pvz., 600 U/ml aktyvumas gaunamas i§ 120 U/mg (4.7 punktas) 0,5 g amilogliukozidazés milteliy
100 ml galutinio tirpalo 1 g krakmolo méginio dalyje). RuoSiama prie§ pat naudojima.

4.14. Etaloniniai tirpalai. Paruosiami gliukozés, fruktozés, sacharozés, maltozés ir laktozés tirpalai vandenyje, kurie, kaip
jprasta, naudojami cukrums tirti HPLC metodu.

4.15. Cheminis skaidrinimo reagentas (Carrez I). Cheminéje stiklinéje vandenyje istirpinama 219,5 gramai cinko acetato
(4.8 punktas). Supilama j 1 000 ml matavimo kolbg, jpilama 30 ml acto riigsties (4.11 punktas). Gerai sumaiSoma
ir skiedziama vandeniu iki Zymos. Sj tirpalg galima naudoti ne ilgiau kaip 6 ménesius laikant kambario tempe-
ratiroje. Galima naudoti kitus Carrez tirpalui lygiavercius cheminius skaidrinimo reagentus.

4.16. Cheminis skaidrinimo reagentas (Carrez II). Cheminéje stiklinéje vandenyje istirpinama 106,0 gramai kalio heksa-
cianoferato (II) (4.9 punktas). Supilama j 1 000 ml matavimo kolbg. Gerai sumai§oma ir skiedZiama vandeniu iki
7ymos. Sj tirpala galima naudoti ne ilgiau kaip 6 ménesius laikant kambario temperatiiroje. Galima naudoti kitus
Carrez tirpalui lygiaverc¢ius cheminius skaidrinimo reagentus.

4.17. Judancioji HPLC fazé. Paruosiama judancioji fazé, kuri, kaip jprasta, naudojama cukrums tirti HPLC metodu.
Naudojant pvz., aminopropilsilikagelio kolonéle, dazniausiai naudojama judancioji fazé yra HPLC grynumo
vandens ir acetonitrilo misinys.

5. Iranga

5.1.  Standartiniai laboratoriniai stikliniai indai.

5.2.  Rieveétieji filtrai, pvz., 185 mm.

5.3.  Svirksty filtrai, 0,45 pm, tinkami vandeniniams tirpalams.

5.4.  Eminiy buteliukai, pritaikyti HPLC automatiniam méginiy jvedimo jrenginiui.
5.5. 100 ml matavimo kolbos.

5.6. Plastikiniai Svirkstai, 10 ml

5.7.  pH-metras

5.8.  Analizinés svarstyklés

5.9. Vandens vonia su termostatu, reguliuojama nuo 60 °C iki 100 °C

5.10. HPLC jrenginys, tinkamas cukrums tirti.
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6.2.

6.3.

6.4.
6.4.1.

6.4.2.

6.4.3.

6.5.

Procediira
Meéginio paruoSimas keliy tipy produktams

Produktas homogenizuojamas.

Meéginio dalis

Méginio kiekis nustatomas pagal deklaruojamas sudedamagsias dalis ir HPLC tyrimo salygas (gliukozés etaloninio
tirpalo koncentracija) ir turi nevirsyti:

:qinio kiekis (g) matavimo kolbos tiris (pvz., 100 ml)
méginio kiekis (g) =
g g jvertintas krakmolo kiekis (%)

Meéginys pasveriamas 0,1 mg tikslumu.

TusCiasis tyrimas

Tuciojo tyrimo rezultatas gaunamas atliekant visg tyrima (kaip aprasyta 6.4 punkte), bet be pridéto méginio.
Tus¢iojo tyrimo rezultatas naudojamas krakmolo kiekiui apskaiciuoti (7.2 punktas).

Tyrimas
Méginiy paruoSimas

Méginys homogenizuojamas kratant arba maiSant. Pasirinkta tiriamoji dalis (6.2 punktas) pasveriama ir dedama {
matavimo kolba (5.5 punktas), | kurig jpilama apytikriai 70 ml Silto vandens.

I3tirpinus arba suspendavus, pripilama 50 mikrolitry termiskai patvarios alfa amilazés (4.6 punktas) ir 90 °C
temperatiroje 30 minuciy kaitinama vandens vonioje (5.9 punktas). Kuo grei¢iau vandens vonioje atvésinama
iki 60 °C temperatiros ir jpilami 5 ml amilogliukozidazés tirpalo (4.13 punktas). Méginiy, galin¢iy turéti jtakos
reakcijos tirpalo pH, pH kontroliuojamas ir pakoreguojamas, jei reikia, iki 4,6-4,8. 60 min. leidziama vykti
reakcijai 60 °C temperatiroje. Méginiai atvésinami iki kambario temperatiiros.

Skaidrinimas

Meéginius, kuriuose yra didelis baltymy arba riebaly kiekis, batina skaidrinti jpilant | méginio tirpala 1 ml Carrez 1
(4.15 punktas). Sukracius jpilama 1 ml Carrez Il (4.16 punktas). Méginys dar kartg sukratomas.

Apdorojimas HPLC tyrimui

Méginys matavimo kolboje iki Zymos praskiedziamas vandeniu, homogenizuojamas ir filtruojamas per rievétajj
filtra (5.2 punktas). Méginio ekstraktas surenkamas.

Ekstraktai filtruojami per $virkstinj filtra (5.3 punktas) $virk$tu (5.6 punktas), kuris prie§ tai buvo iSplautas
ekstraktu. Filtratai surenkami j buteliukus (5.4 punktas).

Chromatografija

HPLC tyrimas atlickamas taip, kaip jprasta tiriant cukrus. Jei atlikus HPLC tyrima aptinkama maltozés pédsaky,
reiskia, krakmolas ne visiskai suskilo, todél gaunama per maza gliukozés iSgava.

Rezultaty skaiCiavimas ir pateikimas
HPLC rezultaty skaiciavimas

Krakmolo kiekiui apskaiciuoti, reikia dviejy HPLC tyrimy rezultaty: méginyje esanciy cukry pries veikimg fermen-
tais (laisvyjy cukry) ir po veikimo fermentais (kaip aprasyta pagal §j metoda). Taip pat turi biti atlickamas tusciasis
tyrimas, kad bty galima korekcija atsizvelgus i fermentuose esancius cukrus.

Atliekant HPLC tyrimg smailés plotas nustatomas suintegravus, o koncentracija apskaiciuojama po kalibravimo
etaloniniais tirpalais (4.14 punktas). I§ gliukozés koncentracijos (g/100 ml) paveikus fermentais atimama tusciojo
tyrimo gliukozés koncentracija (g/100 ml). Galiausiai cukry kiekis (gramai cukraus/100 gramy méginio) apskai-
Ciuojamas pagal pasverto méginio kiekj taip:
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7.2.
7.2.1.

7.2.2.

1) HPLC tyrimas prie§ paveikiant fermentais, pateikiant §j laisvyjy cukry kiekj (g/100 g):
— gliukozés G
— fruktozés F
— sacharozés S
2) HPLC tyrimas paveikus fermentais, pateikiant § laisvyjy cukry kiekj (g/100 g):
— pagal tuscigjj tyrima pakoreguotas gliukozés kiekis (G o)
— fruktozés F,
— sacharozés S,
Krakmolo kiekio skaiciavimas
Bendro gliukozés kiekio Z skaiciavimas

Jei fruktozés kiekis paveikus fermentais (F) yra didesnis nei fruktozés kiekis prie§ paveikiant fermentais (F), tuomet
méginyje esanti sacharozé i§ dalies skilo i fruktoze ir gliukoze. Tai rodo, kad issiskyrusios gliukozés verte bitina
pakoreguoti (F, — F).

Pakoreguotas galutinis gliukozés kiekis Z, skai¢iuojant g/100 g:
Z= (Gc cor) - (Fc - F)

Bendro gliukozés kiekio, iSreiksto krakmolu, skaiciavimas

krakmolo kiekis E, skai¢iuojant g/100 g:
E= [(C‘c cor) - (Fc - F)] x 0,9

Glaudumas

Cia pateikiami i§samiis tarplaboratorinio tyrimo, atlikto su dviem méginiais, glaudumo duomenys. Sie duomenys
atitinka Siame priede aprasyto metodo atlikimo reikalavimus.

Tarplaboratorinio tyrimo rezultatai (informatyvis)

Tarplaboratorinis tyrimas buvo atliktas 2008 m. dalyvaujant Europos muitiniy laboratorijoms.

Glaudumo duomeny vertinimas atliktas remiantis ,Metodo naudojimo charakteristiky tyrimo plano taikymo ir

aiskinimo protokolu“ (angl. ,Protocol for the design, conduct and interpretation of method-performance studies), W.
Horwitz, (IUPAC techniné ataskaita), Pure & Appl. Chem., Nr. 67, N°2, p. 331-343, 1995.

Glaudumo duomenys pateikiami lenteléje.

Méginiai o . Z Z

; IS,:ltl(s):ifllilss i§ sausainio su Sokoladu 1 méginys 2 méginys
Laboratorijy skaicius 41 42
Laboratorijy skai¢ius atmetus riktus 38 39
Vidurkis (%, m/m) 29,8 55,0
Pakartojamumo standartinis nuokrypis sr (%, m/m) 0,5 0,5
Atkuriamumo standartinis nuokrypis sR (%, m/m) 1,5 2,3
Pakartojamumo riba r (%, m/m) 1,4 1,4
Atkuriamumo riba R (%, m/m) 4,2 6,6“




