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KOMMISSIONENS FORORDNING (EU) nr 118/2010
av den 9 februari 2010

om indring av forordning (EG) nr 900/2008 om faststillande av analysmetoder och andra
bestimmelser av teknisk karaktir som krivs for tillimpningen av systemet for import av vissa
varor som framstills genom féridling av jordbruksprodukter

EUROPEISKA ANTAGIT DENNA

FORORDNING

KOMMISSIONEN HAR

med beaktande av fordraget om Europeiska unionens funktions-
sétt,

med beaktande av radets férordning (EEG) nr 2658/87 av den
23 juli 1987 om tulltaxe- och statistiknomenklaturen och om
Gemensamma tulltaxan (1), sdrskilt artikel 9, och

av foljande skal:

(1) I kommissionens férordning (EG) nr 900/2008 (?) anges
formler, forfaranden och metoder som ska anvindas for
bestimning av stdrkelse/glukos i samband med tillimp-
ningen av bilagorna II och III till kommissionens forord-
ning (EG) nr 1460/96 av den 25 juli 1996 om tillimp-
ningsforeskrifter for systemet med férmansbehandling i
handeln med vissa varor som framstills genom bearbet-
ning av jordbruksprodukter, enligt artikel 7 i rddets for-
ordning (EG) nr 3448/93 (}).

(2)  Forordning (EG) nr 900/2008 har granskats av en expert-
grupp for att bedoma om hénsyn tas i férordningen till
den vetenskapliga och tekniska utvecklingen ndr det gil-
ler de metoder som anges i forordningen. Undersok-
ningar och provningar som utforts under den gransk-
ningen tyder pd att bestimning av stirkelse/glukoshalt
genom loslighetsbehandling med natriumhydroxid (fore
enzymatisk nedbrytning av glukosen) och mitning av
den totala glukoshalten med hjilp av den enzymatiska

metoden med spektrofotometri, vilket for ndrvarande ar
obligatoriskt for de flesta produkterna, inte lingre upp-
fyller de rddande tekniska kraven och darfor méste upp-
dateras.

(3)  Darfor bor det foreskrivas att nedbrytning av stirkelse/
glukos ska utforas pé enzymatisk vig med amylas och
amyloglukosidas och att den totala glukoshalten ska be-
stimmas med hjdlp av hogupplosande vitskekro-
matografi (high performance liquid chromatography,
HPLC), och det bor faststillas hur den enzymatiska me-
toden ska utforas.

(4)  Forordning (EG) nr 900/2008 bor ddrfor dndras i enlig-
het med detta.

(5)  De étgirder som foreskrivs i denna forordning dr for-
enliga med yttrandet frdn tullkodexkommittén.

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1
Bilaga I till forordning (EG) nr 900/2008 ska ersittas med
texten i bilagan till den hir forordningen.

Artikel 2

Denna forordning trdder i kraft den tjugonde dagen efter det att
den har offentliggjorts i Europeiska unionens officiella tidning.

Denna forordning ar till alla delar bindande och direkt tillimplig i alla medlemsstater.

Utfirdad i Bryssel den 9 februari 2010.

() EGT L 256, 7.9.1987, s. 1.
() EUT L 248, 17.9.2008, s. 8.
() EGT L 187, 26.7.1996, s. 18.

Pd kommissionens vignar
José Manuel BARROSO
Ordforande
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BILAGA
"BILAGA 1

Enzymatisk bestimning av stirkelse och dess nedbrytningsprodukter, inbegripet glukos, i livsmedelsprodukter

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

med hjilp av hégupplosande vitskekromatografi (high performance liquid chromatography, HPLC)

Tillimpningsomride

Nedan beskrivs bestimning av halten av stirkelse och nedbrytningsprodukter dirav i livsmedelsprodukter avsedda
som manniskofoda (nedan kallat starkelse). Starkelsehalten bestims genom kvantitativ analys av glukos genom
hogupplosande vitskekromatografi (high-performance liquid chromatography, HPLC) efter enzymatisk omvandling
av stirkelse och dess nedbrytningsprodukter till glukos.

Definition av total glukoshalt och total glukoshalt uttryckt som stirkelse

Med total glukoshalt menas virdet Z berdknat enligt punkt 7.2.1 i denna bilaga. Det inbegriper halten av stirkelse
och alla dess nedbrytningsprodukter, inbegripet glukos.

Halten av stirkelse/glukos enligt definitionen i bilaga III till férordning (EG) nr 1460/96 ska beriknas med
utgdngspunkt i den totala glukoshalten Z och enligt forfarandet i artikel 2.1 i denna férordning.

Halten av stirkelse (eller dextrin) enligt vad som avses i kolumn 3 i bilaga IV till kommissionens forordning (EG)
nr 1043/2005 () ska berdknas med utgdngspunkt i den totala glukoshalten Z och enligt forfarandet i artikel 2.2.1
i kommissionens forordning (EG) nr 904/2008 ().

Den stirkelsehalt som avses i punkt 1 i denna bilaga 4r virdet E, berdknat enligt punkt 7.2.2 i denna bilaga. Den
uttrycks i massprocent. Den ér ekvivalent med den totala glukoshalten Z, uttryckt som stirkelse. Detta virde E
paverkar inte ovannimnda berdkningar.

Princip

Proven homogeniseras och suspenderas i vatten. Stirkelsen och dess nedbrytningsprodukter i proven omvandlas
enzymatiskt till glukos i tvd steg:

1. Stdrkelse och dess nedbrytningsprodukter omvandlas delvis till 16sliga glukoskedjor med hjilp av virmestabil
alfaamylas vid 90 °C. For effektiv omvandling krivs att proven ar helt upplosta eller foreligger i form av
suspension med mycket sma fasta delar.

2. De losliga glukoskedjorna omvandlas till glukos med hjilp av amyloglukosidas vid 60 °C.
Produkter som innehéller en hog halt proteiner eller fetter klaras och filtreras.
Bestimningen av sockerarter utfors genom HPLC-analys.

Eftersom en partiell inversion av sackaros kan intrffa under enzymbehandlingen, ska halten av fria sockerarter
ocksd utforas med HPLC-analys sd att den korrigerade glukoshalten kan berdknas.

Reagenser och andra material

Anvind reagenser av for analytiska dandamal godkdnd klass och avmineraliserat vatten.
Glukos, minst 99 %.

Fruktos, minst 99 %.

Sackaros, minst 99 %.

Maltosmonohydrat, minst 99 %.

Laktosmonohydrat, minst 99 %.

Losning av vdrmestabilt alfaamylas (1,4-alfa-D-glukan-glukanohydrolas), med aktivitet pd omkring 31 000 U/ml
(1U frigér 1,0 mg maltos frén stirkelse pd 3 minuter vid pH 6,9 och 20 °C). Detta enzym kan innehélla en liten
mingd orenheter (t.ex. glukos eller sackaros) och andra storande enzymer. Forvaras vid ca. 4 °C. Som alternativ far
andra kallor till alfaamylas anvindas om dessa leder till en slutlig losning med jimforbar enzymaktivitet.

(") EUT L 172, 5.7.2005, s. 24.

() EUT L 249, 18.9.2008, s. 9.
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4.7 Amyloglukosidas (1,4-alfa-D-glukan glukohydrolas) frén Aspergillus niger, pulveriserad, med aktivitet pd omkring
120 U/mg eller omkring 70 U/mg (1U frigor 1 mikromol glukos fran stirkelse per minut vid pH 4,8 och 60 °C).
Detta enzym kan innehélla en liten méingd orenheter (t.ex. glukos eller sackaros) och andra stérande enzymer (t.ex.
invertas). Forvaras vid ca. 4 °C. Som alternativ far andra kéllor till amyloglukosidas anvindas om dessa leder till en
slutlig 1osning med jimforbar enzymaktivitet.

4.8  Zinkacetatdihydrat, p.a.

4.9  Kaliumhexacyanoferrat (Il) (K4[Fe(CN)]¢.3H,0), extra pure.
4.10 Natriumacetat, vattenfri, p.a.

4.11 Isdttika, minst 96 volymprocent.

4.12 Natriumacetatbuffert (0,2 mol/l). Vig upp 16,4 gram natriumacetat (punkt 4.10) i en glasbigare. Los upp i vatten
och for over till en mitkolv med volymen 1 000 ml. Spad till mérket med vatten och justera pH-vardet till 4,7
med hjilp av idttika (genom att anvinda en pH-mitare (punkt 5.7)). Denna l6sning kan anvindas upp till sex
manader om den forvaras vid 4 °C.

4.13  Amyloglukosidasl6sning. Blanda en l6sning av amyloglukosidaspulver (punkt 4.7) med hjilp av natriumacetatbuf-
fert (punkt 4.12). Enzymaktiviteten ska vara tillricklig och avpassad till stirkelsehalten i provet (exempelvis erhélls
en aktivitet pd omkring 600 U/ml frén 0,5 ¢ amyloglukosidaspulver 120 U/mg (punkt 4.7) i en slutlig volym om
100 ml for 1 g starkelse i provet). Bered losningen omedelbart fore anvindning.

4.14 Referenslosningar. Bered l6sningar av glukos, fruktos, sackaros, maltos och laktos i vatten, sddana som vanligtvis
anvinds i en HPLC-analys.

4.15 Reagens for klarning (Carrez I). Los upp 219,5 gram zinkacetat (punkt 4.8) i vatten i en glasbigare. For over till en
mitkolv med volymen 1 000 ml, tillsitt 30 ml &ttika (punkt 4.11). Blanda noggrant och fyll pd med vatten till
mirket. Denna 16sning kan anvindas upp till sex mdnader om den forvaras vid rumstemperatur. Andra reagenser
for klarning som ar likvirdiga med Carrezlosningen kan anvindas.

4.16 Reagens for klarning (Carrez II). Los upp 106,0 gram kaliumhexacyanoferrat II (punkt 4.9) i vatten i en glasbigare.
For over till en mitkolv med volymen 1 000 ml. Blanda noggrant och spad med vatten till market. Denna losning
kan anvindas upp till sex ménader om den forvaras vid rumstemperatur. Andra reagenser for klarning som ar
likvirdiga med Carrezlosningen kan anvindas.

4.17 Mobil fas fér HPLC. Bered en rorlig fas, en sddan som vanligtvis anvinds i en HPLC-analys av socker. Om
exempelvis en aminopropyl-kiselgelkolonn anvinds, 4r en blandning av vatten av HPLC-kvalitet och acetonitril
en vanlig rorlig fas.

5. Redskap

5.1  Standardmissiga laboratorieglas.

5.2 Veckade filter, t.ex. 185 mm.

5.3  Sprutfilter, 0,45 pm, lampliga for vattenlosningar.

5.4  Provbehillare limpliga for HPLC-autosampler.

5.5  Mitkolvar med volymen 100 ml

5.6  Plastsprutor, 10 ml.

5.7 pH-matare.

5.8  Analysvdg.

5.9  Vattenbad med termostat, justerbart till 6 °C och 90 °C.

5.10 HPLC-apparat limplig for analys av sockerarter.
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6.2

6.3

6.4
6.4.1

6.4.2

6.4.3

6.5

Forfarande
Beredning av provet for flera typer av produkter

Produkten homogeniseras.

Provmdngd

Provmingden skattas med ledning av innehéllsdeklarationen och férhallandena for HPLC-analys (glukosreferens-
l6sningens koncentration), och fir inte Gverskrida:

rovmiingd (g) = mitkolvens volym (t.ex.100 ml)
provinange (&) = uppskattad stirkelsehalt (%)

Vig upp provet med en noggrannhet av * 0,1 mg.

Bestamning av blankprov

Blankprovet bestims genom en fullstindig analys (enligt beskrivningen i punkt 6.4) utan tillsittning av ett prov.
Resultatet av blankprovet anvinds for att berikna stirkelsehalten (punkt 7.2).

Analys
Beredning av proverna

Homogenisera provet genom att skaka eller rora om. Den valda provmangden (punkt 6.2) vdgs upp i en métkolv
(punkt 5.5) och omkring 70 ml varmt vatten tillsitts.

Tillsitt, efter upplosning eller suspendering, 50 mikroliter virmebestindigt alfaamylas (punkt 4.6) och virm vid
90 °C i 30 minuter i ett vattenbad (punkt 5.9). Kyl ned s snabbt som mojligt till 60 °C i ett vattenbad och tillsdtt
5 ml amyloglukosidaslosning (punkt 4.13). For prov som kan paverka reaktionslosningens pH-virde, kontrollera
pH-virdet och justera det vid behov till 4,6-4,8. Lt reagera under 60 minuter vid 60 °C. Kyl ned proven till
rumstemperatur.

Klarning

For prover med hog protein- eller fetthalt kravs klarning genom tillsats av 1 ml Carrez I (punkt 4.15) till
provlosningen. Efter skakning tillsdtts 1 ml Carrez II (punkt 4.16). Skaka provet igen.

Behandling for HPLC-analys

Provet i métkolven spdds till mirket med vatten, homogeniseras och filtreras genom ett veckat filter (punkt 5.2).
Samla upp provextraktet.

Filtrera extraktet genom ett sprutfilter (punkt 5.3) med en spruta (punkt 5.6) som har forskoljts med extraktet.
Samla upp filtraten i provror (punkt 5.4).

Kromatografi

HPLC utfors som normalt vid analys av socker. Om HPLC-analysen visar spdr av maltos har stirkelsen omvandlats
ofullstandigt, vilket leder till for 1dg halt av glukos.

Berikning och redovisning av resultat
Berdkning av HPLC-resultaten

For berdkning av stirkelsehalten krivs resultaten fran tvd HPLC-analyser, niamligen socker i provet fore (fria
sockerarter’) och efter enzymbehandlingen (enligt beskrivningen i denna metod). Dessutom ska ett blankprov
bestimmas s att resultaten kan korrigeras for socker i enzymerna.

I HPLC-analysen bestims arean under toppen genom integration och koncentrationen berdknas efter kalibrering
med referenslosningar (punkt 4.14). Frén glukoskoncentrationen (g/100 ml) efter enzymbehandling subtraheras
glukoskoncentrationen (g/100 ml) i blankprovet. Slutligen berdknas sockerhalten (g socker/100 g prov) med hjilp
av den vigda provmingden, vilket ger:
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7.2
7.2.1

7.2.2.

1. HPLC-analys fore enzymbehandlingen, vilket ger halten (g/100 g) fria sockerarter:
— glukos G
— fruktos F
— sackaros S
2. HPLC-analys efter enzymbehandlingen, vilket ger halten (g/100 g) sockerarter:
— glukos efter korrektion for blankprovet (G o)
— fruktos F,
— sackaros S,
Berdkning av starkelsehalten
Berdkning av total glukoshalt 'Z’

Om mingden fruktos efter enzymbehandling (F,) dr hogre dn mingden fruktos fore enzymbehandling (F) har
sackaros i provet delvis omvandlats till fruktos och glukos. Detta innebdr att resultaten ska korrigeras for frislappt
glukos (F, — F).

Z , slutlig halt glukos efter korrektion i g/100 g:
Z= (Gc cor) - (Fc - F)

Berdkning av den totala glukoshalten uttryckt som stirkelse

E, halt av 'stirkelse’ i g/100 g:

E= [(C‘c cor) - (Fc - F)] x 0,9

Precision

Nérmare uppgifter om en jimforelse mellan olika laboratorier av metodens precision for métvarden fran tvd prov

aterfinns hir. De dterspeglar prestandakraven pd den metod som beskrivs i denna bilaga.

Resultat av en jimforelse mellan olika laboratorier (upplysningsvis)

Under 2008 utfordes jamforelser mellan laboratorier med deltagande frdn EU:s tullaboratorier.

Mitresultaten utvidrderades i enlighet med Protocol for the design, conduct and interpretation of method-performance
studies, W. Horwitz, (IUPAC technical report), Pure & Appl. Chem., Vol. 67, N° 2, s. 331-343, 1995.

Precisionsdata dterges i nedanstdende tabell.

Prov 7z 7z
; 1ilf:}(;klad- och kexkonfektyr prov 1 prov 2
Antal laboratorier 41 42
Antal laboratorier sedan extrema virden avligsnats 38 39
Medelvirde (massprocent) 29,8 55,0
Repeterbarhet standardavvikelse sr (massprocent) 0,5 0,5
Reproducerbarhet standardavvikelse sR (massprocent) 1,5 2,3
Repeterbarhetsgrins r (massprocent) 1,4 1,4
Reproducerbarhetsgrins R (massprocent) 4,2 6,6




