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NARIADENIE KOMISIE (EU) & 118/2010
z 9. februdra 2010,

ktorym sa meni a dopliia nariadenie Komisie (ES) & 900/2008, ktorym sa ustanovujii metédy
analyzy a iné technické ustanovenia nevyhnutné na vykondvanie dovozného reZimu pre niektoré
tovary vznikajice spracovanim polnohospodirskych vyrobkov

EUROPSKA KOMISIA,

so zretefom na Zmluvu o fungovani Eurdpskej tnie,

so zretelom na nariadenie Rady (EHS) ¢. 2658/87 z 23. jila
1987 o colnej a S$tatistickej nomenklatire a o Spolo¢nom
colnom sadzobniku ('), a najmd na jeho ¢ldnok 9,

kedZe:
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V nariadeni Komisie (ES) ¢. 900/2008 (?) sa ustanovuji
vzorce, postupy a metddy, ktoré sa pouZiji na stanovenie
obsahu $krobu/glukézy na dcely uplatiiovania priloh II
a II k nariadeniu Komisie (ES) ¢. 1460/96 z 25. jdla
1996 ustanovujicemu podrobné pravidld vykondvania
preferenénych obchodnych opatreni, ktoré sa uplatiiujt
na ur€ity tovar vznikajici spracovanim polnohospodar-
skych vyrobkov, ako je stanovené v ¢lanku 7 nariadenia
Rady (ES) & 3448/93 ().

Nariadenie (ES) ¢ 900/2008 preskimala skupina
expertov s cielom posadif, ¢i nariadenie zohladnuje
vedecky a technologicky vyvoj metéd v fiom ustanove-
nych. Zo stadii a analyz vykonanych v rdmci tohto
preskimania vyplyva, Ze stanovenie obsahu skrobu/
glukézy rozpustenim pomocou hydroxidu sodného
(pred enzymatickym rozkladom na glukézu) a meranie
celkového obsahu glukézy pomocou enzymatickej

metddy so spektrofotometriou, v sticasnosti predpisané
pre vacSinu tovaru, uz nesplnaji sacasné technické pozia-
davky a preto ich treba aktualizovat.

Z tohto dovodu je vhodné zabezpelit, aby sa rozklad
Skrobu/glukdzy vykonal enzymaticky pomocou amylizy
a amyloglukoziddzy a aby sa celkovy obsah glukézy
stanovil vysoko dé¢innou kvapalinovou chromatografiou
(HPLC) a spresnit, akym sposobom enzymaticki metédu
pouzivat.

Nariadenie (ES) ¢. 900/2009 by sa preto malo zodpove-
dajticim spdsobom zmenit a doplnit.

Opatrenia stanovené v tomto nariadeni si v sulade so
stanoviskom Vyboru pre colny kédex,

PRIJALA TOTO NARIADENIE:

Cldnok 1

Priloha I k nariadeniu (ES) ¢. 900/2008 sa nahrddza prilohou
k tomuto nariadeniu.

Cldnok 2

Toto nariadenie nadobtida ti¢innost dvadsiatym diiom po jeho
uverejneni v Uradnom vestniku Eurdpskej tinie.

Toto nariadenie je zdvdzné v celom rozsahu a priamo uplatnitelné vo vsetkych ¢lenskych

statoch.

V Bruseli 9. februdra 2010

256, 7.9.1987, s. 1.

U.v.ES L
U. v. EU L 248, 17.9.2008, s. 8.
U v.ES L

187, 26.7.1996, s. 18.

Za Komisiu
predseda
José Manuel BARROSO
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PRILOHA
LPRILOHA 1

Enzymatické stanovenie Skrobu a produktov jeho rozkladu vritane glukézy v potravinich pomocou vysoko

acinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC)

1. Utel a oblast pouZitia
Této metdda opisuje stanovenie obsahu $krobu a produktov jeho rozkladu vratane glukézy (dalej len ako ,3krob)
v potravindch na ludska spotrebu. Obsah $krobu sa stanovi kvantitativnou analyzou glukézy vysoko tcinnou
kvapalinovou chromatografiou po enzymatickej premene skrobu a produktov jeho rozkladu na glukézu.

2. Vymedzenie celkového obsahu glukézy a celkového obsahu glukézy vyjadreného ako skrob
Celkovy obsah glukézy znamend hodnotu Z vypocitant podla bodu 7.2.1 tejto prilohy. Predstavuje obsah skrobu
a vietkych jeho produktov rozkladu vritane glukoézy.

Obsah skrobu/glukézy definovany v prilohe III k nariadeniu (ES) ¢. 1460/96 sa vypocita na zdklade celkového

obsahu glukézy Z a podla ¢ldanku 2 bodu 1 tohto nariadenia.

Obsah skrobu (alebo dextrinu) uvedeny v stipci 3 prilohy IV k nariadeniu Komisie (ES) ¢ 1043/2005 () sa

vypocita na zdklade celkového obsahu glukézy Z podla cldnku 2 bodu 2.1 nariadenia Komisie (ES)

¢ 904/2008 (3.

Obsah skrobu uvedeny v bode 1 tejto prilohy znamend hodnotu E, vypocitanti podla bodu 7.2.2 tejto prilohy. Je

vyjadreny v % (m/m). Je zhodny s celkovym obsahom glukézy Z, vyjadrenym ako $krob. Tdto hodnota E nie je

v rozpore s vy$sie uvedenymi vypoctami.

3. Princip
Vzorky sa homogenizuji a rozpustia vo vode. Skrob a produkty jeho rozkladu pritomné vo vzorkich sa enzy-
maticky premenia na glukézu v dvoch krokoch:

1. Skrob a produkty jeho rozkladu sa ¢iastoéne premenia na rozpustné refazce glukézy pomocou termostabilnej
alfa-amyldzy pri teplote 90 °C. Pre G¢inni premenu je nevyhnutné, aby boli vzorky tGplne rozpustené alebo aby
boli vo forme suspenzie s velmi malymi pevnymi Casticami.

2. Rozpustné retazce glukézy sa premenia na glukézu pomocou amyloglukozidazy pri teplote 60 °C.

Vyrobky obsahujice vysoky obsah proteinov alebo tuku sa vyciria a prefiltruj.

Stanovenie cukrov sa vykond HPLC analyzou.

KedZe pocas enzymatickej tipravy moze dojst k ¢iastocnej inverzii sacharézy, stanovenie volnych cukrov sa takisto

vykond HPLC analyzou, aby sa vypocital upraveny obsah glukozy.

4. Cinidld a dalsie materidly
Pouzivajte ¢inidld uznanych analytickych tried Cistoty a demineralizovani vodu.

4.1.  Glukéza, min. 99 %.

4.2.  Fruktéza, min. 99 %.

4.3.  Sachardéza, min. 99 %.

4.4, Maltéza, monohydrét, min. 99 %.

4.5. Lakt6za, monohydrit, min. 99 %.

4.6. Roztok termostabilnej alfa-amyldzy (1,4-alfa-D-glukdn-glukanohydroldza) s aktivitou asi 31 000 U/ml (1U uvolni
1,0 mg maltézy zo skrobu za 3 mindty pri pH 6,9 a teplote 20 °C). Tento enzym moZe obsahovat malé mnozstvo
necistot (napr. glukézy alebo sachardzy) a inych interferujiicich enzymov. Skladujte pri teplote priblizne 4 °C. Je
mozné pouZit aj iné zdroje alfa-amyldzy, ak bude konecny roztok s porovnatelnou aktivitou enzymu.

() U.v. EU L 172, 5.7.2005, s. 24.

(3 U.v. EU L 249, 18.9.2008, s. 9.
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4.7.  Amyloglukoziddzy (1,4-alfa-D-glukdn-glukohydroldza) z Aspergillus niger, prasok s aktivitou priblizne 120 U/mg
alebo priblizne 70 U/mg (1 U uvolni 1 mikromol glukdzy zo $krobu za minttu pri pH 4,8 a teplote 60 °C). Tento
enzym mozZe obsahovat malé mnozZstvo necistot (napr. glukézy alebo sachardzy) a inych interferujicich enzymov
(napr. invertdzy). Skladujte pri teplote asi 4 °C. Je mozné pouzit aj iné zdroje glukoamyldzy, ak bude konecny
roztok s porovnatelnou aktivitou enzymu.

4.8. Dihydrat octanu zino¢natého, p.a.

4.9. HexakyanoZeleznatan draselny (II) (K4[Fe(CN)]4.3H,0), extra Cisty.
4.10. Octan sodny bezvody, p.a.

4.11. Ladové kyselina octovd, 96 % (v[v).

4.12. Tlmivy roztok octanu sodného (0,2 mol/l). Do sklenenej kadicky odvdzte 16,4 gramu octanu sodného (bod 4.10).
Rozpustite vo vode a vlejte do odmernej banky s obsahom 1000 ml. Dopliite po znacku vodou a kyselinou
octovou upravte pH na 4.7 pouzitim pH-metra (5.7). Tento roztok sa moze pouzivat maximdlne 6 mesiacov, ak sa
skladuje pri teplote 4 °C.

4.13. Roztok amyloglukozidazy. Pripravte roztok z amyloglukoziddzy vo forme prasku (bod 4.7) pomocou tlmivého
roztoku octanu sodného (bod 4.12). Aktivita enzymu musi byt dostato¢nd a musi zodpovedat obsahu Skrobu
v mnozstve vzorky (napriklad, aktivita priblizne 600 U/ml sa dosiahne pouzitim 0,5 g amyloglukoziddzy vo forme
prasku s aktivitou 120 U/mg (bod 4.7) v kone¢nom objeme 100 ml na 1 g skrobu v mnozstve vzorky). Roztok
pripravte okamzite pred pouZitim.

4.14. Referencné roztoky. Pripravte roztoky glukézy, fruktézy, sacharézy, maltdzy a laktézy vo vode tak, ako sa bezne
pouzivaji pri analyzach cukrov metédou HPLC.

4.15. Cinidlo na &frenie (Carrezovo ¢inidlo 1). V sklenenej kadicke rozpustite 219,5 gramu octanu zino¢natého (bod 4.8)
vo vode. Vlejte do odmernej banky s obsahom 1 000 ml a pridajte 30 ml kyseliny octovej (bod 4.11). Dokladne
premiesajte a dopliite po znacku vodou. Tento roztok sa moZe pouzivat maximdlne 6 mesiacov, ak sa skladuje pri
laboratdrnej teplote. Na Cirenie sa moZu pouzit aj iné ¢inidld rovnocenné s Carrezovym.

4.16. Cinidlo na &renie (Carrezovo ¢inidlo 1I). V sklenej kadicke rozpustite 106,0 gramov hexakyanoZeleznatanu drasel-
ného (Il) (bod 4.9) vo vode. Vlejte do odmernej banky s obsahom 1 000 ml. Dokladne premiesajte a doplrite po
znacku vodou. Tento roztok sa moze pouzivat maximdlne 6 mesiacov, ak sa skladuje pri laboratérnej teplote. Na
¢irenie sa moZu pouzif aj iné ¢inidld rovnocenné s Carrezovym.

4.17. Mobilnd fdza HPLC. Pripravte mobilnd fizu, ktord sa bezne pouziva pri analyzach cukru metédou HPLC. V pripade
pouzitia aminopropylovej silikagélovej kolény je obvykle mobilnou fizou napr. zmes vody distoty HPLC
a acetonitrilu.

5. Zariadenie

5.1.  Bezné laboratérne sklo.

5.2.  Skladané filtre, napriklad 185 mm.

5.3.  Injek¢né filtre, 0,45 pm, vhodné pre vodné roztoky.

5.4.  Vzorkovacie ampulky vhodné pre HPLC automaticky ddvkova¢ vzoriek.
5.5. 100 ml odmerné banky.

5.6. Plastové injekéné strickacky, 10 ml.

5.7.  pH-meter.

5.8.  Analytické vahy.

5.9. Vodny kipel s termostatom, s nastavitenou teplotou na 60 °C a 90 °C.

5.10. Zariadenie na HPLC vhodné na analyzu cukrov.
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6.2.

6.3.

6.4.
6.4.1.

6.4.2.

6.4.3.

6.5.

Postup
Priprava vzorky pre niekolko typov vyrobkov

Vyrobok sa homogenizuje.

Ddvka vzorky

Mnozstvo vzorky sa odhadne z deklarovaného zloZenia a podmienok analyzy HPLC (koncentrdcia referen¢ného
roztoku glukézy) a nepresiahne:

mnozstvo vzorky (g) = objem odmernej banky (napr. 100 ml)
OO VRTS8 = odhadnuty obsah skrobu (%)

Vzorku odvéite s presnostou na 0,1 mg.

Slepy pokus

Slepy pokus sa vykond pomocou tplnej analyzy (ako je opisand v bode 6.4), bez pridania vzorky. Vysledok
slepého pokusu sa pouzije pri vypocte obsahu skrobu (bod 7.2).

Analyza
Priprava vzoriek

Vzorka sa homogenizuje trepanim alebo mie§anim. Vybrand skasobnd ddvku (bod 6.2) navdzte do odmernej
banky (bod 5.5) a pridajte priblizne 70 ml teplej vody.

Po rozpusteni alebo vytvoreni suspenzie, pridajte 50 mikrolitrov termostabilnej alfa-amyldzy (bod 4.6) a zahrievajte
30 mindt vo vodnom kipeli pri teplote 90 °C (bod 5.9). Ochlad'te ¢o najrychlejsie na teplotu 60 °C vo vodnom
kapeli a pridajte 5 ml roztoku amyloglukozidézy (bod 4.13). Pri vzorkdch, ktoré by mohli ovplyvnit pH reakéného
roztoku skontrolujte pH a v pripade potreby upravte na 4,6 az 4,8. Nechajte reagovat 60 mindt pri teplote 60 °C.
Vzorky sa schladte na laboratornu teplotu.

Cirenie

Vzorky s vysokym obsahom bielkovin alebo tuku je potrebné vycirit pridanim 1 ml Carrezovho ¢inidla I (bod
4.15) do roztoku vzorky. Po pretrepani pridajte 1 ml Carrezovho ¢inidla 1 (bod 4.16). Vzorku opit pretrepte.

Spracovanie pre analyzu HPLC

Vzorka v odmernej banke sa zriedi po znacku vodou, homogenizuje a prefiltruje cez skladany filter (bod 5.2).
Odoberte extrakt vzorky.

Prefiltrujte extrakty cez injekény filter (bod 5.3) injekénou striekackou (bod 5.6), ktord bola preplachnutd
extraktom. Odoberte filtrity do ampuliek (bod 5.4).

Chromatografia

HPLC sa vykondva sposobom obvyklym pre analyzu cukrov. Ak HPLC analyza ukazuje stopy maltézy, premena
skrobu nie je kompletnd a vysledkom je prili§ nizka vytaznost glukdzy.

Vypolty a vyjadrenie vysledkov
Vypocet vysledkov HPLC

Na vypocet obsahu $krobu st potrebné vysledky dvoch HPLC analyz, t. j. cukrov pritomnych vo vzorke pred
enzymatickou tpravou (volnych cukrov) a po enzymatickej iprave (ako je opisané v tejto metdde). Je potrebné
vykonat aj slepy pokus, aby bolo mozné vykonat tpravu pokial ide o cukry pritomné v enzymoch.

Pri HPLC analyze sa plocha piku stanovi po integracii a koncentricia sa vypocita po kalibrdcii s referenénymi
roztokmi (bod 4.14). Z koncentrdcie glukdzy (g/100 ml) po enzymatickej Gprave sa odéita koncentrdcia glukdzy
(g/100 ml) zistend pri slepom pokuse. Nakoniec sa vypocita obsah cukru (g cukru/100 g vzorky) pomocou
navézeného mnozstva vzorky a vysledkom je:
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7.2.
7.2.1.

7.2.2.

1. HPLC analyza pred enzymatickou tpravou uddva obsah volnych cukrov (g/100 g):
— glukéza G,
— fruktéza F,
— sacharéza S.
2. HPLC analyza po enzymatickej dprave uddva obsah cukrov (g/100 g):
— glukdza po dprave o vysledok slepého pokusu (G, o),
— fruktéza F,
— sacharéza S..
Vypocet obsahu skrobu
Vypocet celkovej glukézy ,Z¢

Ak je obsah fruktézy po enzymatickej tprave (F) vyssi ako obsah fruktézy pred enzymatickou tpravou (F),
znamend to, Ze sacharéza pritomnd vo vzorke sa Ciastocne premenila na fruktézu a glukézu. To znamend, Ze
sa vykond dprava pre uvolnent glukézu (F, — F).

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

Vypocet celkového obsahu glukézy vyjadreného ako skrob
E, obsah $krobu‘ v g/100 g:

E= [(Gc cor) - (Fc - F)] x 0,9
Presnost
V tomto bode st uvedené podrobnosti medzilaboratérnej skuisky tykajicej sa ddajov o presnosti metddy vykonanej

na 2 vzorkdch. Vzorky odrdzajii poziadavky na t¢innost metddy opisané v tejto prilohe.

Vysledky medzilaboratérnej skasky (informativne)

Eurépske colné laboratérid sa zacastnili na vykonani medzilaboratornej skasky v roku 2008.

Hodnotenie ddajov o presnosti bolo vykonané podla ,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.

Udaje o presnosti st uvedené v nasledujiicej tabulke:

vy 2 .

; ;(:gig}f]:l:va ty¢inka so suSienkou vzorka 1 vzorka 2
Pocet laboratorif: 41 42
Pocet laboratdrii po elimindcii odlahlych hodnot 38 39
Priemer (%, m/m) 29,8 55,0
Smerodajnd odchylka opakovatelnosti sr (%, m/m) 0,5 0,5
Smerodajnd odchylka reprodukovatelnosti sR (%, m/m) 1,5 2,3
Limit opakovatelnosti r (%, m/m) 1,4 1,4
Limit reprodukovatelnosti R (%, m/m) 4,2 6,6“




