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KOMISSION ASETUS (EY) N:o 121/2008,

annettu 11 piivini helmikuuta 2008,

eliinten ruokintaan kiytettivien

valmisteiden

(CN-koodi  2309) tirkkelyspitoisuuden

madritysmenetelmisti

EUROOPAN YHTEISOJEN KOMISSIO, joka

ottaa huomioon Euroopan yhteison perustamissopimuksen,

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

seki katsoo seuraavaa:

()

)

Sen varmistamiseksi, ettd eldinten ruokintaan kdytettivid
valmisteita (CN-koodi 2309) kohdellaan yhteisoon tuo-
taessa yhdenmukaisesti, on mééritysmenetelmid vahvistet-
taessa tarpeen ottaa huomioon niiden menetelmien tie-
teellinen ja tekninen kehitys.

Yhteison mdaritysmenetelmistd rehujen virallista tarkas-
tusta varten 27 pdivind huhtikuuta 1972 annetun kol-
mannen komission direktiivin 72/199/ETY (%) mukaisesti
on sovellettava kyseisen direktiivin liitteessd I olevassa 1
kohdassa kuvattua polarimetristd menetelmad, jota kutsu-
taan myos modifioiduksi Ewersin menetelméksi, kun
madritetddn tarkkelyspitoisuutta valmisteissa, jollaisia kay-
tetddn eldinten ruokintaan.

Jasenvaltioiden tullilaboratorioiden asiantuntijoiden tutki-
musten mukaan on tarpeen sdatad, ettd niissd tapauksissa,
joissa direktiivissd 72/199/ETY vahvistettua polarimetristd
menetelmdd ei voida soveltaa mainittujen valmisteiden
tarkkelyspitoisuuden maddritykseen, olisi kdytettivd entsy-
maattista maaritysmenetelmédd. Sen vuoksi on aiheellista
tasmentdd, miten entsymaattinen madritys suoritetaan.

Tassd asetuksessa sdddetyt toimenpiteet ovat tullikoodek-
sikomitean tariffi- ja tilastonimikkeist6jaoston lausunnon
mukaiset,

EYVL L 256, 7.9.1987, s. 1. Asetus sellaisena kuin se on viimeksi

muutettuna komission asetuksella (EY) N:o 1352/2007 (EUVL
L 303, 21.11.2007, s. 3).

EYVL L 123, 29.5.1972, s. 6. Direktiivi sellaisena kuin se on viimek-
si muutettuna direktiivilli 1999/79/EY (EYVL L 209, 7.8.1999,
s. 23).

ON ANTANUT TAMAN ASETUKSEN:

1 artikla

Direktiivin 72/199/ETY 1 artiklasta poiketen CN-koodissa 2309
tarkoitettujen eldinten ruokintaan kdytettivien valmisteiden tark-
kelyspitoisuus painoyksikkoind madritetddn timan asetuksen liit-
teessd vahvistetulla entsymaattisella madritysmenetelmalld sil-
loin, kun valmisteissa esiintyy merkittdvid mairid seuraavia re-
huaineita:

a)

=

(sokeri)juurikastuotteet, kuten (sokeri)juurikasleike, (sokeri)-
juurikasmelassi, melassoitu (sokeri)juurikasleike, (sokeri)juuri-
kasrankki, (juurikas)sokeri;

sitrushedelmédmassa;

pellavansiemenet,  pellavansiemenkakku,  pellavansiemen-
rouhe;

rypsinsiemenet, rypsikakku, rypsirouhe, rypsinsiementen
kuoret;

auringonkukansiemenet, auringonkukkarouhe, auringonkuk-
karouhe osaksi kuorituista siemenisti;

kookoskakku, kookosrouhe;

perunapulppa;

kuivahiiva;

runsaasti inuliinia sisaltdvit tuotteet (esim. maa-artisokkaleike
ja -jauho);

rasvan sulatuksessa muodostuva valkuaisjadnne.

2 artikla

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



L 37/4 Euroopan unionin virallinen lehti 12.2.2008

Tdma asetus on kaikilta osiltaan velvoittava, ja sitd sovelletaan sellaisenaan kaikissa jasenval-
tioissa.

Tehty Brysselissd 11 pdivind helmikuuta 2008.

Komission puolesta
Laszl6 KOVACS

Komission jdsen
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LIITE

ELAINTEN RUOKINTAAN KAYTETTAVIEN VALMISTEIDEN TARKKELYSPITOISUUDEN ENTSYMAATTINEN
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MAARITYSMENETELMA SUUREN EROTUSKYVYN NESTEKROMATOGRAFIALLA (HPLC)

Soveltamisala

Tassd menetelmassd selostetaan tarkkelyspitoisuuden entsymaattinen maritys rehuista. Tarkkelyspitoisuus laske-
taan glukoosista, joka méiritetddn kvantitatiivisesti, kun tirkkelys on entsymaattisesti hajotettu glukoosiksi.
Kaiken mitatun glukoosin oletetaan olevan periisin ndytteen sisdltimastd tarkkelyksestd.

Miiritelmit

Talld menetelmalld madritetdan tirkkelyksen ja sen 40-prosenttiseen etanoliin liukenemattomien suurimolekyy-
listen hajoamistuotteiden pitoisuus. Tarkkelyspitoisuus ilmaistaan massaprosentteina (m/m).

Periaate

Naytteet homogenoidaan jauhamalla. Néytettd pestddn 40-prosenttisella etanolilla liukoisten sokerien ja tirkke-
lyksen liukoisten hajoamistuotteiden poistamiseksi.

Suspensioon lisitddn limpostabiilia alfa-amylaasientsyymid. Entsyymi hajottaa tirkkelyksen 100 °C:ssa pienem-
miksi ketjuiksi riippumatta siitd, onko tirkkelys kokonaan liuennut. Suuret tirkkelysméykyt hajoavat hyvin
hitaasti. Ndytteiden pitdisi siksi olla kokonaan liuenneina tai hyvin pienid kiinteitd hiukkasia sisiltivdnd suspen-
siona.

Seuraavaksi lisitddn toinen entsyymi, amyloglukosidaasi, joka hydrolysoi hajonneet glukoosiketjut glukoosiksi
60 °C:n lampatilassa.

Liuoksesta poistetaan suodattamalla proteiinit, rasvat ja muut jadmdt. Kirkas liuos voidaan kdyttid HPLC-analyy-
siin (suuren erotuskyvyn nestekromatografia).

Liuoksessa olevat sokerit erotetaan HPLC:Ila.

Reagenssit ja muut aineet

Kdytetddn analyyttistd laatua olevia reagensseja ja demineralisoitua vettd.
Etanoli, 40 %, vesiliuos
Glukoosi, vih. 99 %

Aspergillus nigeristd saadun amyloglukosidaasin (1,4-alfa-D-glukaaniglukohydrolaasi) liuos (entsyymiaktiivisuus
> 5000 Ujml). Varastointilimpétila noin 4 °C.

Amyloglukosidaasia voidaan kdyttdd myos jauheena.

Lampostabiili alfa-amylaasi (1,4-alfa-D-glukaaniglukanohydrolaasi). Varastointilimpétila noin 4 °C
Sinkkiasetaattidihydraatti, analyysilaatua

Kaliumheksasyanoferraatti(ll), (K4[Fe(CN)]4.3H,0), extra pure laatua

Vedeton natriumasetaatti, analyysilaatua

Jadetikka, 100 % (v/v)

Natriumasetaattipuskuriliuos, 0,2 mol/l

Punnitaan dekanterilasiin 16,4 g natriumasetaattia (4.7). Liuotetaan veteen ja huuhdellaan 1 000 ml:n mittapul-
loon. Laimennetaan merkkiin vedelld ja sdddetddn pH natriumasetaatin arvoon etikkahapolla (kdytd pH-mittaria
(5.11)). Liuos on kéyttokelpoinen enintddn 6 kuukautta varastoituna 4 °C:ssa.

Amyloglukosidaasiliuos (entsyymiaktiivisuus > 250 U/ml)

Valmistetaan liuos, jossa on 5 ml amyloglukosidaasiliuosta (4.3) tai 660 mg amyloglukosidaasijauhetta 100 ml:ssd
natriumasetaattipuskuria (4.9). Valmistetaan juuri ennen kayttoa..

Vertailuliuos

Valmistetaan HPLC-analyysissi tavallisesti kdytettivit glukoosin vesiliuokset.
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412 Selkeytysreagenssi (Carrez I)

Liuotetaan 219,5 g sinkkiasetaattia (4.5) veteen dekanterilasissa. Siirretddn huuhtelemalla 1 000 ml:n mittapulloon
ja lisitddn 30 ml etikkahappoa (4.8). Sekoitetaan hyvin ja tiytetddn vedelld merkkiin. Liuos on kiyttokelpoinen
enintddn 6 kuukautta varastoituna ympdriston lampotilassa.

Saa kiyttdd myos muita Carrez'n liuosta vastaavia selkeytysliuoksia.

4.13  Selkeytysreagenssi (Carrez II)

Liuotetaan 106,0 g kaliumheksasyanoferraattia (I) (4.6) veteen dekanterilasissa. Siirretdan huuhtelemalla 1 000
mlin mittapulloon. Sekoitetaan hyvin ja tdytetddn vedelld merkkiin. Liuos on kayttokelpoinen enintddn 6 kuu-
kautta varastoituna ympdriston limpotilassa.

Saa kidyttdd myos muita Carrez'n liuosta vastaavia selkeytysliuoksia.

4.14  Liikkuva faasi

Valmistetaan liikkkuva faasi, jota kdytetddn tavanomaisesti sokerien HPLC-analyysissa. Jos kdytetddn aminopropyyli-
pithappogeelipylvisti, tavanomainen likkkuva faasi on esim. HPLC-laatuisen veden ja asetonitriilin sekoitus.

5. Vilineisto

5.1 Tavanomaisia laboratorion lasiastioita
5.2 Sentrifugi, jolla saadaan vihintdin 1 000 g:td (laskettuna putken keskikohdalle)
5.3 100 mln lasisia sentrifugiputkia

5.4 Magneettisekoitin

5.5 Magneettisekoitussauvoja

5.6 Laskostettuja suodattimia, esim. 185 mm

5.7 Ruiskusuodattimia, 0,45 pm, vesiliuoksille

5.8 HPLC-laitteen ndytteenkisittelylaitteeseen sopivia ndyteampulleja

5.9 100 ml:n mittapulloja

5.10  Muoviruiskuja, 5 ja 10 ml

511  pH-mittari

5.12  Termostaattisddtoinen vesihaude, joka voidaan saitdd valilli 60-100 °C
5.13  Lampolevyjd, joissa magneettisekoitin

5.14  HPLC-laitteisto

5.14.1 Pumppu, joka voi toimia pulssittomasti

5.14.2 Automaattinen naytteenkisittelylaite

5.14.3 Pylvis ja esipylvds, jotka sopivat sokerianalyysiin

5.14.4 Pylvidsuuni, jonka limpétila-alue on ympiriston limpétilan ja 40 °Cin vililla
5.14.5 Sokerianalyysiin sopiva detektori, esim. taitekerroindetektori

5.14.6 Integrointijirjestelma

6. Menettely
6.1 Yleistd

Niytteet analysoidaan yksittdin.

6.2 Naytteen valmistus erityyppisistd tuotteista

Tuote homogenoidaan jauhamalla.
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6.3 Ndytteen madrd

Tarkkelyspitoisuus arvioidaan ilmoitettujen ainesosien méirien avulla. Niytteen mddrd (punnittuna 0,1 mgn
tarkkuudella) arvioidaan seuraavasta kaavasta:

mittapullon tilavuus (100 ml)
arvioitu tirkkelyspitoisuus (%)

nlytteen mitl (g) =

6.4  Nolla-arvon madritys

Nolla-arvo madritetddn tekemalld taydellinen analyysi (6.5 kohdan mukaisesti) ilman ndytettd. Nolla-arvoa kay-
tetddn tarkkelyspitoisuuden laskemisessa (7.1).

6.5 Analyysi
6.5.1 Naytteiden valmistelu

Nayte sekoitetaan ravistamalla tai sekoittamalla. Valittu ndytemddrd (6.3) punnitaan sentrifugiputkeen (5.3) ja
lisitadn 50 ml 40-prosenttista etanolia (4.1). Sekoitetaan magneettisekoittimella 20 minuuttia ymparoivassa
lampotilassa. Jatetddn magneettisekoitussauva putkeen ja sentrifugoidaan 5 minuuttia. Nestefaasi imetddn varovasti
pois (esim. Pasteur-pipetilld). Uutto toistetaan kahdesti 25 mllla etanolia (4.1). Jadnnos siirretdan 100 mlin
mittapulloon (5.9) n. 70 mllla vetti.

Kun aine on liuennut tai suspensiossa, lisitdan 100 mikrolitraa limpostabiilia alfa-amylaasia (4.4) ja kuumenne-
taan 100 °Cissa 1 tunti esim. vesihauteessa (5.12). Jadhdytetddn 60 asteeseen vesihauteessa ja lisdtddn 5 ml
amyloglukosidaasiliuosta (4.10). Mittapullo asetetaan 30 minuutiksi 60 asteen vesihauteeseen. Jadhdytetdan ym-
pariston limpatilaan, néyte selkeytetddn lisddmalld 1 ml Carrez I liuosta (4.12), ravistetaan ja lisitddn 1 ml Carrez
II livosta (4.13). Carrez 1 ja II liuokset voidaan lisitd joko ennen jadhdytystd tai sen jilkeen. Laimennetaan
merkkiin vedelld, homogenoidaan ja suodatetaan liuos laskostetun suodattimen ldpi (5.6). Néyteuute otetaan
talteen.

6.5.2  Nayteuutteiden kasittely

Uutteet suodatetaan levysuodattimen (5.7) ldpi ruiskulla (5.10), joka on huuhdeltu uutteella. Suodokset kerdtddn
ampulleihin (5.8).

Huomautus: Levysuodatinta voi kéyttdd monta kertaa. Se olisi huuhdeltava seuraavaksi suodatettavalla naytteelld
ndytteiden kontaminaation estimiseksi.

6.6 Kromatografia

HPLC suoritetaan sokerianalyysille tavanomaiseen tapaan. Koska ndytteet on uutettu etanoli-vesiseoksella, glukoosi
on tirkein analysoitava sokeri. Jos HPLC-analyysi osoittaa maltoosin jadmid, se voi olla merkki tdrkkelyksen
epatdydellisestd muuntumisesta.

7. Tulosten laskeminen ja ilmaiseminen
7.1 HPLC-tulosten laskeminen

Glukoosipitoisuus (massaprosenttia) lasketaan HPLC-analyysin tuloksista. Glukoosi stabiloi amyloglukosidaasi-
liuoksen (4.3). Sukroosi stabiloi lisaksi lampostabiilia alfa-amylaasia (4.4). Amyloglukosidaasin invertaasiaktiivi-
suus voi muuntaa sukroosin osittain glukoosiksi. Mitattu glukoosikonsentraatio (%, massa/tilavuus) olisi sen
vuoksi oikaistava nollandytteen antaman glukoosikonsentraation (%, massa/tilavuus) suhteen. Nollandytteen suh-
teen oikaistu glukoosipitoisuus (massaprosenttia) lasketaan sen jlkeen oikaistun glukoosikonsentraation, niytteen
painon ja vertailuliuosten kanssa tehdyn kalibroinnin avulla (4.11).

7.2 Tarkkelyspitoisuuden laskeminen

Tarkkelyspitoisuus (massaprosenttia) lasketaan glukoosipitoisuudesta (massaprosenttia) nollakorjauksen jalkeen..

Tarkkelyspitoisuus = 0,9 * oikaistu glukoosi

8. Tarkkuus
8.1 Monilaboratoriotesti

Kohdassa 8.4 esitetddn yhteenveto menetelmin tarkkuutta koskevasta monilaboratoriotestista.
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8.2.

8.3

8.4

Toistettavuus

Absoluuttinen ero kahden riippumattoman yksittdisen testituloksen valilld, kun sama henkilé on kayttianyt samaa
menetelmdd samalla vilineistolld tdysin samanlaiselle testimateriaalille samassa laboratoriossa lyhyen ajan ku-
luessa, saa korkeintaan 5 prosentissa tapauksista olla suurempi kuin 1,1 massaprosentin toistettavuusraja. Tois-
tettavuusraja on saatu monilaboratoriotestin (ks. 8.4) yhdistetyistd tuloksista.

Uusittavuus

Absoluuttinen ero kahden yksittiisen testituloksen vililld, kun eri henkilot ovat kdyttineet samaa menetelméi eri
vilineistolld tdysin samanlaiselle testimateriaalille eri laboratorioissa, saa korkeintaan 5 prosentissa tapauksista olla
suurempi kuin 3,7 massaprosentin uusittavuusraja. Uusittavuusraja on saatu monilaboratoriotestin (ks. 8.4)
yhdistetyista tuloksista.

Monilaboratoriotestin tulokset

Vuosina 2005 ja 2006 tehtiin monilaboratoriotesti, johon Euroopan tullilaboratoriot osallistuivat. Testi tehtiin
ISO 5725 standardin ja IUPACin protokollan (W. Horwitz, Pure and Applied Chemistry, vol. 67, 1995,
s. 331-343) mukaisesti. Jiljempind oleva taulukko sisiltdd tarkkuutta koskevat tiedot.

Tilasto monilaboratoriotestin tuloksista

Nayte

1 2 3 4 5
Laboratorioiden maard harha-arvojen 25 26 26 25 24
eliminoinnin jilkeen
Hyviksyttyjen tulosten maard 50 52 52 50 48
Keskimddriinen tirkkelyspitoisuus 31,2 14,4 25,1 12,9 27,8
(massaprosenttia)
Toistettavuuden keskihajoama s, 0,4 0,3 0,6 0,2 0,3
(massaprosenttia)
Toistettavuusraja r (massaprosenttia) 1,1 0,8 1,7 0,7 0,9
Uusittavuuden keskihajoama sy 1,7 0,8 1,7 0,9 1,3
(massaprosenttia)
Uusittavuusraja R (massaprosenttia) 4,8 2,2 4,7 2,5 3,7
Niiytteet

1: kuiva koiranruoka

2: kuiva kissanruoka

3: lisdttyd tarkkelystd sisaltivd kuiva kissanruoka (ndyte 2)

4: lisittyd juurikasleikettd sisaltivd kuiva kissanruoka (ndyte 2)
5: kaupallinen lemmikkieldinten ruoka




