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UREDBA KOMISJJE (EU) br. 118/2010
od 9. veljace 2010.

o izmjeni Uredbe (EZ) br. 900/2008 o utvrdivanju metoda analize i drugih tehnickih odredaba
potrebnih za primjenu aranZmana za uvoz odredene robe dobivene preradom poljoprivrednih
proizvoda

EUROPSKA KOMISIJA,
uzimajuéi u obzir Ugovor o funkcioniranju Europske unije,

uzimajuéi u obzir Uredbu Vijeta (EEZ) br. 2658/87 od
23. srpnja 1987. o tarifnoj i statistickoj nomenklaturi i o Zajed-
nickoj carinskoj tarifi (), a posebno njezin ¢lanak 9.;

bududi da:

(1)  Uredba Komisije (EZ) br. 900/2008 (?) utvrduje formule,
postupke i metode koji se koriste za odredivanje skroba/
glukoze za primjenu priloga II. i IIl. Uredbi Komisije (EZ)
br. 1460/96 od 25. srpnja 1996. o utvrdivanju detaljnih
pravila za provedbu povlastenih trgovinskih dogovora
koji se odnose na odredenu robu dobivenu preradom
poljoprivrednih proizvoda, kako je predvideno u ¢lanku
7. Uredbe Vije¢a (EZ) br. 3448/93 (%).

(20 Uredbu (EZ) br. 900/2008 pregledala je skupina stru-
¢njaka s ciljem ocjenjivanja uzima li navedena Uredba
u obzir znanstvenu i tehnolosku evoluciju metoda utvr-
denih u toj Uredbi. Studije i testovi provedeni u okviru
toga pregleda navode da odredivanje sadrzaja skroba/glu-
koze rastapanjem pomocu natrijevog hidroksida
(prije enzimatske razgradnje u glukozu) i mjerenjem
ukupnog sadrzaja  glukoze uporabom enzimatske

metode sa spektrofotometrijom kako je sad propisano
za veéinu robe, vise ne udovoljava tekudim tehnickim
zahtjevima i stoga je treba aZurirati.

(3)  Stoga je primjereno utvrditi da razgradnju skroba/glukoze
treba izvrsiti na enzimatski nacin amilazom i amiloglu-
kozidazom i da ukupan sadrzaj glukoze treba odrediti
uporabom visokodjelotvorne tekuéinske kromatografije
(HPLC) i odrediti kako treba izvesti enzimatsku metodu.

(4)  Uredbu (EZ) br. 900/2008 treba stoga na odgovarajuci
nacin izmijeniti.

(5)  Mjere predvidene ovom Uredbom u skladu su s mislje-
njem Odbora za Carinski zakonik,

DONIJELA JE OVU UREDBU:

Clanak 1.

Prilog 1. Uredbi (EZ) br. 900/2008 zamjenjuje se tekstom odre-
denim u Prilogu ovoj Uredbi.

Clanak 2.

Ova Uredba stupa na snagu dvadesetog dana od dana objave u
Sluzbenom listu Europske unije.

Ova je Uredba u cijelosti obvezujuca i izravno se primjenjuje u svim drzavama ¢lanicama.

Sastavljeno u Bruxellesu 9. veljace 2010.

SL L 256, 7.9.1987., str. 1.
() SL L 248, 17.9.2008., str. 8.
SL L 187, 26.7.1996., str. 18.

Za Komisiju
Predsjednik
José Manuel BARROSO
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PRILOG

LPRILOG L.

Enzimatsko odredivanje $kroba i njegovih produkata razgradnje, ukljuCujuéi i glukozu, u prehrambenim

41.
4.
43,
44,
45,

4.6.

(" s
0s

proizvodima uporabom visokodjelotvorne tekuéinske kromatografije (HPLC)
Podrucje primjene

Ova metoda opisuje odredivanje sadrzaja $kroba i njegovih produkata razgradnje ukljucujuci glukozu u prehram-
benim proizvodima za prehranu ljudi, dalje u tekstu $krob’. Sadrzaj skroba odreduje se iz kvantitativne analize
glukoze visokodjelotvornom tekucinskom kromatografijom (HPLC) nakon nakon enzimatskog pretvaranja skroba i
njegovih produkata razgradnje u glukozu.

Odredivanje ukupnog sadrzaja glukoze i ukupnog sadrzaja glukoze izraZzene kao skrob

Ukupan sadrzaj glukoze znaci vrijednost Z kako je izratunano u tocki 7.2.1. ovog Priloga predstavlja sadrzaj
Skroba i svih njegovih produkata razgradnje, ukljucujuéi glukozu.

Sadrzaja Skroba/glukoze, kako je odredeno u Prilogu IIl. Uredbi (EZ) br. 1460/96 izracunava se na temelju
ukupnog sadrzaja glukoze Z i kako je odredeno u ¢lanku 2. tocki 1. ove Uredbe.

Sadrzaj skroba (ili dekstrina) kako je navedeno u stupcu 3. Priloga IV. Uredbi Komisije (EZ) br. 1043/2005 (%)
izraunava se na temelju ukupnog sadrZaja glukoze Z kako je odredeno u ¢lanku 2. tocki 2.1. Uredbe Komisije
(EZ) br. 904/2008 (3.

Sadrzaj $kroba iz tocke 1. ovog Priloga znaci vrijednost E, kako je izracunano u tocki tocka 7.2.2. ovog Priloga.
Izrazen je u % (m/m). Jednak je ukupnom sadrzaju glukoze Z, izrazene kao $krob. Ova vrijednost E ne mijesa se u
gore navedene izraCune.

Nacelo

Uzorci se homogeniziraju i suspendiraju u vodi. Skrob i njegovi produkti razgradnje, prisutni u uzorcima,
enzimatski se pretvaraju u glukozu u dva koraka:

1. Skrob i njegovi produkti razgradnje djelomicno se pretvaraju u topive lance glukoze uporabom termostabilne
alfa-amilaze pri 90 °C. Za ucinkovitu pretvorbu neophodno je da uzorci trebaju biti u potpunosti otopljeni ili
trebaju biti prisutni u obliku suspenzije koja sadrzi vrlo male krute dijelove.

2. Topivi lanci glukoze pretvaraju se u glukozu uporabom amiloglukozidaze pri 60 °C.
Proizvodi koji imaju visok sadrzaj bjelancevina ili masti bistre se i filtriraju.
Odredivanje $ecera vr$i se HPLC analizom.

Posto bi moglo doéi do djelomi¢ne inverzije saharoze tijekom enzimatske obrade, odredivanje slobodnih 3ecera
takoder se vr§i HPLC analizom za izra¢unavanje ispravljenog sadrzaja glukoze.

Reagensi i ostali materijali

Koristiti reagense priznatog analitickog razreda i deminaliziranu vodu.
Glukoza, najmanje 99 %.

Fruktoza, najmanje 99 %.

Saharoza, najmanje 99 %.

Maltoza-monohidrat, najmanje 99 %.

Laktoza-monohidrat, najmanje 99 %.

Otopina termostabilne alfa-amilaze (1,4-alfa-D-Glukan-glukanohidrolaza), s aktivnos¢u oko 31 000 U/ml (1U
oslobada 1,0 mg maltoze iz skroba u 3 minute pri pH 6,9 i 20 °C). Ovaj enzim moZe sadrzavati manju koli¢inu
necistoca (npr. glukozu ili saharozu) i ostale ometajuce enzime. Skladistenje na oko 4 °C. Alternativno, ostali izvori
alfa-amilaze mogu se koristiti za kona¢nu otopinu s usporedivom aktivno$¢u enzima.

L 172, 5.7.2005., str. 24.
L 249, 18.9.2008., str. 9.
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4.7.  Amiloglukozidaza (1,4-alfa-D-Glukan glukohidrolaza) iz Aspergillus nigera, praha s aktivnos¢u oko 120 UJml ili oko
70 U/ml (1U oslobodit ¢e 1 mikromol glukoze iz Skroba po minuti pri pH 4,8 i 60 °C). Ovaj enzim moZe
sadrzavati manju koli¢inu necistoca (npr. glukozu ili saharozu) i ostale ometajuée enzime (npr. Invertase). Skla-
distenje na oko 4 °C. Alternativno, ostali izvori alfa-amilaze mogu se koristiti za kona¢nu otopinu s usporedivom
aktivno3éu enzima.

4.8.  Cinkov acetat dihidrat, p.a..

4.9.  Kalijev heksacijanoferat (II) (K4[Fe(CN)]s.3H20), ekstra Cist.
4.10. Natrijev acetat, bezvodni, p.a..

4.11. Ledena octena kiselina, 96 % (v[v) (najmanje).

4.12. Puferska otopina natrijevog acetata (0,2 mol/l). Izvagati 16,4 grama natrijevog acetata (tocka 4.10) u ¢asu. Rastopiti
u vodi i isprati u volumetrijsku tikvicu od 1 000 ml. Razrijediti do oznake s vodom i prilagoditi pH to 4,7 s
octenom kiselinom (uporabom pH-metra (tocka 5.7.)). Ova se otopina moze koristiti najviSe Sest mjeseci uz
skladistenje na 4 °C.

4.13. Otopina amiloglukozidaze. Pripremiti otopinu amiloglukozidaze u prahu (tocka 4.7.) uporabom pufera natrijevog
acetata (tocka 4.12.). Aktivnost enzima mora biti dostatna i u skladu s sadrzajem Skroba u kolic¢ini uzorka (na
primjer, aktivnost oko 600 U/ml dobiva se od 0,5 g amiloglukozidaze u prahu 120 U/mg (tocka 4.7.) u konanom
obujmu od 100 ml za 1 g $kroba u kolicini uzorka). Pripremiti neposredno prije uporabe.

4.14. Referentne otopine. Pripremiti otopine glukoze, fruktoze, saharoze, maltoze i laktoze u vodi, kako se konvencio-
nalno koristi u HPLC analizi Secera.

4.15. Reagens za bistrenje (Carrez I). U ¢asi u vodi rastopiti 219,5 grama cinkovog acetata (tocka 4.8). Isprati u
volumetrijsku tikvicu od 1 000 ml i dodati 30 ml octene kiseline (tocka 4.11). Temeljito mijeati i razrijediti do
oznake s vodom. Ova se otopina moze koristiti najvise Sest mjeseci ako se ¢uva na sobnoj temperaturi. Mogu se
koristiti ostali reagensi za bistrenje, jednaki otopini Carrez.

4.16. Reagens za bistrenje (Carrez II). U ¢asi u vodi rastopiti 106,0 grama kalijevog heksacijanoferata (II) (tocka 4.9).
Isprati u volumetrijsku tikvicu od 1000 ml. Temeljito mijesati i razrijediti do oznake s vodom. Ova se otopina
moze koristiti najviSe Sest mjeseci ako se ¢uva na sobnoj temperaturi. Mogu se koristiti ostali reagensi za bistrenje,
jednaki otopini Carrez.

4.17. Mobilna faza HPLC. Pripremiti mobilnu fazu koja se konvencionalno koristi u HPLC analizi Secera. U slucaju
uporabe aminopropil silikagel kolone, npr., obi¢na mobilna faza je mjesavina vode primjerene za HPLC i acetoni-
trila.

5. Uredaji

5.1.  Standardne laboratorijske staklene posude.

5.2.  Naborani filtrirni papiri, npr., 185 mm.

5.3.  Filteri za Strcaljke, 0,45 pm, pogodne za vodene otopine.
5.4.  Uzorci posuda pogodnih za HPLC autouzorkivac.

5.5.  Volumetrijske tikvice, 100 ml.

5.6.  Plasticne Strcaljke, 10 ml.

5.7.  pH-metar.

5.8.  Analiticka vaga.

5.9. Vodena kupka s termostatom, prilagodljiva na 60 °C i 90 °C.

5.10. Oprema HPLC pogodna za analizu $ecera.
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6.2.

6.3.

6.4.
6.4.1.

6.4.2.

6.4.3.

6.5.

Postupak
Priprema uzorka za nekoliko vrsta proizvoda

Proizvod se homogenizira.

Kolicina uzorka

koli¢ina uzorka procjenjuje se na temelju deklaracije o sastojcima i uvjeta HPLC analize (koncentracija referentne
otopine s glukozom) i ne prelazi:

Kolicina uzorka (g) — obujam volumenske posude (npr. 100ml)

procijenjena sadrzina Skroba (%)

Izvazite uzorak do 0,1 mg to¢nosti.

Slijepa proba

Slijepo se odreduje izvedbom potpune analize (kako je opisano u tocki 6.4.), bez dodavanja uzorka. Rezultat
slijepog odredivanja koristi se u izracunu sadrzaja $kroba (tocka 7.2.).

Analiza
Priprema uzoraka

Homogenizirati uzorak protresanjem ili mijeSanjem. Odabrana koli¢ina za analizu (tocka 6.2.) vaZe se u volume-
trijsku tikvicu (tocka 5.5.) i dodaje se oko 70 ml tople vode.

Nakon rastapanja ili suspendiranja, dodati 50 mikrolitara termostabilne alfa-amilaze (tocka 4.6.) i ugrijati na 90 °C
u trajanju od 30 min u vodenoj kupki (tocka 5.9.). Ohladi $to je mogude prije na 60 °C u vodenoj kupki, i dodati
5 ml otopine amiloglukozidaze (tocka 4.13.). Za uzorke koji bi mogli utjecati na pH reakcijske otopine, kontro-
lirati pH i prilagoditi ga na 4,6 to 4,8, ako je potrebno. Dopustiti da reagira 60 min pri 60 °C. Ohladiti uzorke na
sobnu temperature.

Bistrenje

Za uzorke s visokim sadrZzajem bjelancevina ili masti, bistrenje je potrebno dodavanjem 1 ml Carrez I (tocka 4.15.)
uzorka otopine. Nakon protresanja dodaje se 1 ml Carrez II (tocka 4.16.). Ponovno protresti uzorak.

Postupak za HPLC analizu

Uzorak u volumetrijskoj tikvici is razrijedi se do oznake s vodom, homogenizira i filtrira kroz naborani filtrirni
papir (tocka 5.2.). Prikupiti ekstrakt uzorka.

Filtrirati uzorke kroz filter Strcaljke (tocka 5.3.) sa strcaljkom (tocka 5.6.) koja je prethodno isprana ekstraktom.
Prikupiti filtrate u staklene posude (tocka 5.4.).

Kromatografija

HPLC se vrs$i konvencionalno za analizu $ecera. Ako HPLC analiza pokaze tragove maltoze, onda se skrob ne
pretvara u potpunosti, §to prouzrokuje premalo dobivenu glukozu.

Izradun i izraZavanje rezultata
Izracun HPLC rezultata

Za izraCun sadrzaja Skroba potrebni su rezultati dviju HPLC analiza, i to Seceri prisutni u uzorku prije (,slobodni
Seceri”) i nakon enzimatske obrade (kako je opisano u ovoj metodi). Takoder se mora obaviti i slijepo odredivanje
kako bi se mogli popraviti rezultati za Seere prisutne u enzimima.

U HPLC analizi, povr$ina vrhova odreduje se nakon integracije, a koncentracija se izracunava nakon kalibracije s
referentnim otopinama (tocka 4.14.). Iz koncentracije glukoze (g/100 ml) nakon enzimatske obrade, koncentracija
glukoze (g/100 ml) u slijepoj probi oduzima se. Eventualno sadrzaj (g SeCera/100 g uzorka) Secera is izracunava se
uporabom vagane koli¢ine uzorka, iz ¢ega proizlazi:
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7.2.
7.2.1.

7.2.2.

1. HPLC analiza prije enzimatske obrade, navodedi sadrzaj (g/100 g) slobodnih Secera:
— glukoze G
— fruktoze F
— saharoze S
2. HPLC analiza nakon enzimatske obrade, navodeli sadrzaj (g/100 g) Secera:
— glukoze nakon ispravka za slijepu probu (G, ..,
— fruktoze F,

— saharoze S,

Izratun sadrZaja Skroba
Izraun ukupne glukoze ,Z”

Ako je koli¢ina fruktoze nakon enzimatske obrade (F,) veca od iznosa fruktoze prije enzimatske obrade (F), onda
se saharoza, prisutna u uzorku, djelomi¢no pretvara u fruktozu i glukozu. To znaci da je za oslobodenu glukozu
potreban ispravak (F, — F).

Z, konacni sadrzaj glukoze nakon korekcije u g/100g:

Z=(G F, - F)

e cor) - (

Izracun ukupnog sadrzaja glukoze izrazen kao $krob

E, sadrzaj ,8kroba” u g/100 g:
E= [(Ge cor) - (Fe - F)] x 0,9

Preciznost

Detalji 0 medulaboratorijskom testu koji se odnosu na podatke o preciznosti metode upotrijebljene na 2 uzorka
naveden isu u ovoj tocki. Oni odraZavaju zahtjeve u pogledu izvedbe metode opisane u ovom Prilogu.

Rezultati medulaboratorijskog testa (Informativni)

Medulaboratorijski test proveden je 2008. uz sudjelovanje Europskih carinskih laboratorija.

Procjena podataka o preciznosti izvrSena je u skladu s ,Protokolom za dizajn, provodenje i tumacenje studija
izvodenja metode” (Protocol for the design, conduct and interpretation of method-performance studies), W.

Horwitz, (IUPAC technical report), Pure & Appl. Chem., svezak 67., br. 2, str. 331.-343,, 1995.

Podaci o preciznosti navedeni su u donjoj tablici.

Uzorfi . . 7 7
; lc((;t;)lada i keks plocica uzorak 1 wzorak 2
Broj laboratorija 41 42
Broj laboratorija nakon eliminiranja netipi¢nih vrijednosti 38 39
Srednja vrijednost (%, m/m) 29,8 55,0
Standardna devijacija ponovljivosti sr (%, m/m) 0,5 0,5
Standardna devijacija obnovljivosti sR (%, m/m) 1,5 2,3
Granica ponovljivosti r (%, m/m) 1,4 1,4
Granica obnovljivosti R (%, m/m) 4,2 6,6”
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