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KOMISIJOS REGLAMENTAS (EB) Nr. 121/2008
2008 m. vasario 11 d.

nustatantis tyrimo metodg krakmolo kiekiui produktuose, naudojamuose gyviiny pasarams,
nustatyti (KN kodas 2309)

EUROPOS BENDRIJU KOMISIJA,

atsizvelgdama  Europos bendrijos steigimo sutartj,

atsizvelgdama | 1987 m. liepos 23 d. Tarybos reglamentg (EEB)
Nr. 2658/87 dél tarify ir statistinés nomenklatiiros bei dél Bend-
rojo muity tarifo ('), ypa€ i jo 9 straipsnio 1 dalies a punktg,

kadangi:

Siekiant uZtikrinti, kad produktams, naudojamiems
gyviny pasarams (KN kodas 2309), visoje Bendrijoje
bty taikomos vienodos importo salygos, nustatant
tyrimo metodus bitina atsizvelgti { moksling bei techno-
loging $iy metody raida.

Pagal 1972 m. balandzio 27 d. trecigja Komisijos direk-
tyva 72/199/EEB, nustatancia oficialiai pasary kontrolei
taikytinus  Bendrijos analizés metodus (), krakmolo
kiekiui gyviny paSarams naudojamuose produktuose
nustatyti turi biti taikomas poliarimetrinis metodas (dar
vadinamas modifikuotas Everso metodas), apraytas tos
Direktyvos I priedo 1 punkte.

Atsizvelgiant | valstybiy nariy muitiniy laboratorijy
eksperty atliktus tyrimus reikia nustatyti, kad tais atvejais,
kai negali bati taikomas poliarimetrinis metodas, nusta-
tytas Direktyvoje 72/199/EEB, krakmolo kiekiui mine-
tuose produktuose nustatyti, turéty bati taikomas
fermentinis tyrimo metodas. Todél tikslinga nurodyti,
kaip tas fermentinis metodas turi biiti atlickamas.

Siame reglamente nustatytos priemonés atitinka Muitinés
kodekso komiteto Tarify ir statistinés nomenklatiros
pakomite¢io nuomone,

(") OL L 256, 1987 9 7, p. 1. Reglamentas su paskutiniais pakeitimais,

padarytais Komisijos reglamentu (EB) Nr. 1352/2007 (OL L 303,
2007 11 21, p. 3).

() OL L 123, 1972 5 29, p. 6. Direktyva su paskutiniais pakeitimais,

padarytais Direktyva 1999/79/EB (OL L 209, 1999 8 7, p. 23).

PRIEME 3] REGLAMENTA;

1 straipsnis

Nukrypstant nuo Direktyvos 72/199/EEB 1 straipsnio, krakmolo
kiekis pagal mas¢ gyviiny pasarams naudojamuose produktuose
(KN kodas 2309) nustatomas fermentiniu tyrimo metodu,
nustatytu $io reglamento priede tais atvejais, kai yra reiksmingi
$iy pasariniy medziagy kiekiai:

a) (cukriniy) runkeliy produktai, pavyzdziui, (cukriniy) runkeliy
masé, (cukriniy) runkeliy melasa, (cukriniy) runkeliy masé su
melasa, (cukriniy) runkeliy Zlaugtai, (runkeliy) cukrus;

b) citrusiniy vaisiy minkstimas;

¢) liny sémenys; liny sémeny iSspaudos; ekstrahuoti liny
sémenys;

d) rapsy séklos; rapsy sékly iSspaudos; ekstrahuotos rapsy
seklos; rapsy sékly lukstai;

e) saulégrazy séklos; ekstrahuotos saulégrazy séklos; ekstra-
huotos i3 dalies iSlukstentos saulégrazy séklos;

f) kopros i§spaudos; ekstrahuota kopra;

g) bulviy tyré;

h) dziovintos mielés;

i) produktai, turintys daug inulino (pavyzdZiui, topinamby
rupiniai ir miltai);

j) spirguciai.

2 straipsnis

Sis reglamentas jsigalioja dvidesimta dieng nuo jo paskelbimo
Europos Sgjungos oficialiajame leidinyje.
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Sis reglamentas yra privalomas visas ir tiesiogiai taikomas visose valstybése narése.

Priimta Briuselyje, 2008 m. vasario 11 d.

Komisijos vardu
Laszl6 KOVACS
Komisijos narys
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PRIEDAS

FERMENTINIS METODAS KRAKMOLO KIEKIUI GYVONU PASARAMS NAUDOJAMUOSE PRODUKTUOSE

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

NUSTATYTI TAIKANT AUKSTO SLEGIO SKYSCIY CHROMATOGRAFIJA (HPLC)

Taikymo sritis

Sis metodas apraso fermentinj krakmolo kiekio gyviiny pasaruose nustatyma. Krakmolo kiekis gaunamas i3
kiekybinio gliukozés nustatymo duomeny, atlikus fermentinj esamo krakmolo skaidyma iki gliukozés. Laikoma,
kad visa nustatyta gliukozé yra gauta i§ méginyje esancio krakmolo.

Apibréztys

Taikant §j metodg nustatomas krakmolo ir didelés molekulinés masés jo skilimo produkty, netirpiy 40 %
etanolyje, kiekis. Krakmolo kiekis isreiskiamas % (m/m).

Principas

Meéginiai homogenizuojami malant. Méginys plaunamas 40 % etanoliu tirpiesiems cukrums ir tirpiesiems krak-
molo skaidymo produktams pasalinti.

| suspensija dedama termostabilios alfa-amilazés. Sis fermentas skaido krakmolg 100 °C temperatiiroje j trum-
pesnes grandines, nepriklausomai nuo to, ar krakmolas yra visiskai istirpgs, ar neistirpes. Dideli krakmolo gabalai
skaidomi labai létai.

Todél bitina, kad meéginiai baty visiskai istirpinti arba bity mazy kiety daleliy suspensijos, pavidalo.

Tada dedama kito fermento — amilogliukozidazés, kuri 60 °C temperatiiroje hidrolizuoja sutrumpéjusias gliukozes
grandines iki gliukozés.

Skystj nuskaidrinus ir esamus baltymus, riebalus ir likucius pasalinus filtruojant, gaunamas skaidrus tirpalas, kurj
galima tirti HPLC.

Esamy cukry atskyrimas atlickamas HPLC.

Reagentai ir kitos medzZiagos

Naudojami patvirtinto analizinio grynumo reagentai ir demineralizuotas vanduo.
Etanolio 40 % tiirio tirpalas vandenyje
Gliukoze, ne maziau kaip 99 % grynumo

Amilogliukozidazés (1,4-a-D-gliukangliukohidrolazé) i§ Aspergillus niger (fermentinis aktyvumas > 5 000 U/ml)
tirpalas. Saugoma apie 4 °C temperatiiroje

Kaip alternatyva gali bati naudojami ir amilogliukozidazés milteliai

Termostabili alfa-amilazé (1,4-alfa-D-gliukan-gliukanohidrolazé). Saugoma apie 4 °C temperatiiroje
Cinko acetato dihidratas, a. g.

Kalio heksacianoferatas (1) (K4[Fe(CN)]¢ - 3H,0), ypac grynas

Natrio acetatas bevandenis, a. g.

Lediné acto ragstis, 100 %

Natrio acetato buferinis tirpalas (0,2 mol/l)

Cheminéje stiklinéje pasveriama 16,4 g natrio acetato (4.7). IStirpinama vandenyje ir supilama i 1 000 ml
matavimo kolbg. PraskiedZiama iki Zymos vandeniu ir acto rtgstimi pakoreguojamas pH iki 4,7 (naudojant
pH-metrg (5.11)). Sj tirpalg galima naudoti ne ilgiau kaip 6 ménesius, laikant 4 °C temperatiiroje.

Amilogliukozidazés tirpalas (fermentinis aktyvumas > 250 U/ml)

Paruosiamas tirpalas i§ 5 ml amilogliukozidazés tirpalo (4.3) arba 660 mg amilogliukozidazeés milteliy, pripilant
iki 100 ml galutinio tfirio natrio acetato buferinio tirpalo (4.9). Ruosiama prie$ pat naudojima.

Etaloninis tirpalas

Paruo$iami vandeniniai gliukozés tirpalai, kurie paprastai naudojami atliekant HPLC tyrima.
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4.12.  Nuskaidrinimo reagentas (Carrez I)

Cheminéje stiklingje vandenyje itirpinama 219,5 g cinko acetato (4.5). Supilama i 1 000 ml matavimo kolba,
jpilama 30 ml acto riigties (4.8). Gerai sumaiSoma ir skiedZiama vandeniu iki Zymos. $j tirpala galima naudoti ne
ilgiau kaip 6 ménesius, laikant kambario temperatiiroje.

Galima naudoti kitus lygiavercius Carrez tirpalui nuskaidrinimo reagentus.

4.13.  Nuskaidrinimo reagentas (Carrez II)

Chemingje stiklin¢je vandenyje iStirpinama 106,0 g kalio heksacianoferato (Il) (4.6). Supilama j 1 000 ml mata-
vimo kolbg. Gerai sumai§oma ir skiedZiama vandeniu iki Zymos. Sj tirpalg galima naudoti ne ilgiau kaip
6 ménesius, laikant kambario temperatiiroje.

Galima naudoti kitus lygiaver¢ius Carrez tirpalui nuskaidrinimo reagentus.

4.14. Mobili fazé

Paruodiama mobili fazé, kuri paprastai naudojama atlickant cukry HPLC tyrimg. Naudojant aminopropilsilikagelio
kolonélg, mobilia faze dazniausiai naudojamas, pavyzdziui, HPLC grynumo vandens ir acetonitrilo misinys.

5. Iranga

5.1.  Standartiniai laboratoriniai stikliniai indai

5.2.  Centrifuga, ne mazesné kaip 1 000 g (vertinama mégintuvélio centre)
5.3.  Stikliniai 100 ml tirio centrifugavimo meégintuvéliai

5.4.  Magnetiné maiSyklé

5.5.  Magnetiniai maisikliai

5.6. Gofruoti filtrai, pavyzdziui, 185 mm

5.7. Filtrai $virk$tams, 0,45 pm, tinkami vandeniniams tirpalams

5.8.  Meéginiy buteliukai, pritaikyti HPLC automatiniam meéginiy jvedimo jrenginiui
5.9. 100 ml matavimo kolbos

5.10. Plastikiniai $virkstai, 5 ir 10 ml

5.11. pH-metras

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

5.13. Kaitinamos magnetinés maisyklés

5.14.  HPLC aparatas

5.14.1. Siurblys, nepulsuojantis

5.14.2. Automatinis méginiy jvedimo jrenginys

5.14.3. Koloneélé ir prieskolonélé, tinkamos cukry tyrimui

5.14.4. Kolonélés krosnis, temperatiiros intervalas — nuo kambario iki 40 °C temperatiiros
5.14.5. Detektorius, tinkamas cukry tyrimui, pavyzdZiui, refrakcinio indekso detektorius
5.14.6. Duomeny apdorojimo sistema

6. Procediira
6.1. Bendrosios nuostatos

Meéginiai tiriami po vieng karta.

6.2.  Keliy tipy produkty méginio ruo$imas

Produktas homogenizuojamas malant.
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6.3.  Méginio tirlamoji dalis
Krakmolo kiekis jvertinamas pagal deklaruojama ingredienty kiekj. Méginio (pasverto 0,1 mg tikslumu) kiekis gali
biti jvertintas pagal formule:

matavimo kolbos tiiris (100 ml)

méginio kiekis (g) = jvertintas krakmolo kiekis (%)

6.4.  Tusciasis tyrimas

Tusciojo tyrimo rezultatas gaunamas atlickant visa tyrima (kaip aprasyta 6.5), bet be pridéto méginio. Tus¢iojo
tyrimo rezultatas naudojamas krakmolo kiekiui apskaiciuoti (7.1).

6.5.  Tyrimas
6.5.1. Meéginiy paruosimas

Méginys sumaiSomas purtant arba kratant. Pasirinkta tirlamoji dalis (6.3) pasveriama centrifugavimo mégintuvé-
lyje (5.3), i kurj jpilama 50 ml 40 % etanolio (4.1). Maioma magnetine maiSykle 20 min. kambario tempera-
tiroje. Magnetinis maisiklis palickamas mégintuvélyje ir centrifuguojama penkias minutes. Atsargiai nusiurbiama
ir pagalinama skystoji fazé (pavyzdziui, Pastero pipete). Si ekstrahavimo procediira kartojama du kartus, naudojant
po 25 ml etanolio (4.1). Likutis suplaunamas { 100 ml matavimo kolbg (5.9), naudojant apie 70 ml vandens.
Likutis istirpinamas arba suspenduojamas, jpilama 100 mikrolitry termostabilios alfa-amilazés (4.4) ir kaitinama
100 °C temperatiiroje 1 val.,, pvz., vandens vonioje (5.12). Atvésinama vandens vonioje iki 60 °C ir jpilama 5 ml
amilogliukozidazes tirpalo (4.10). Kolba jstatoma 30 min. i 60 °C vandens vonig. Atvésinama iki kambario
temperatiiros, méginys nuskaidrinamas, jpilant 1 ml Carrez I (4.12) tirpalo, supurtant ir jpilant 1 ml Carrez II
(4.13) tirpalo. Carrez I ir II galima ipilti prie§ atvésinant arba atvésinus. AtskiedZiama vandeniu iki Zymos, tirpalas
sumaiSomas ir filtruojamas per gofruota filtrg (5.6). Méginio ekstraktas surenkamas.

6.5.2. Meéginio ekstrakty apdorojimas

Ekstraktai filtruojami per filtra (5.7) $virkstu (5.10), kuris pries tai buvo praplautas ekstraktu. Filtratai surenkami {
buteliukus (5.8).

Pastaba. Filtrg galima naudoti kelis kartus. Jis turéty bati plaunamas kitu ekstraktu, kad biity iSvengta uztersimo
pirmesniuoju.

6.6.  Chromatografija

HPLC atlieckama, kaip tai jprastai daroma tiriant cukrus. Kadangi méginiai apdoroti etanolio ir vandens miSiniu,
gliukozé yra pagrindinis cukrus, kuris turi bati nustatomas. Jei HPLC tyrimas rodo maltozés pedsakus, tai gali
reiksti nepilng krakmolo hidrolizg.

7. Rezultaty skai¢iavimas ir pateikimas
7.1. HPLC rezultaty apskaiciavimas

Fermentinis amilogliukozidazés tirpalas (4.3) stabilizuojamas gliukoze. Be to, termostabilialfa-amilazé (4.4) stabi-
lizuojama sacharoze, kuri i§ dalies gali virsti gliukoze dél amilogliukozidazeés invertazés aktyvumo. Todél turéty
bati jvedama i$matuotos gliukozés koncentracijos (%, m/V) pataisa, atsizvelgus i tusciojo tyrimo metu gautg
gliukozés koncentracijg (%, m/[V). Tuomet gliukozés koncentracija (%, m/m), jvertinus pataisa, apskaic¢iuojama
is gliukozés koncentracijos (%, m/V), jvertinus pataisa, méginio masés ir kalibravimo etaloniniais tirpalais (4.11)
duomeny.

7.2. Krakmolo kiekio apskai¢iavimas

Krakmolo kiekis (%, m/m) apskaic¢iuojamas i§ gliukozes kiekio (%, m/m) jvertinus pataisa.
Krakmolo kiekis = 0,9 * gliukozés kiekis, jvertinus pataisg
8. Tikslumas

8.1.  Tarplaboratorinis tyrimas

Tarplaboratorinio tyrimo duomenys metodo glaudumui nustatyti yra apibendrinti 8.4 punkte.
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8.2.

8.3.

8.4.

Pakartojamumas

Dviejy nepriklausomy atskiry tyrimy rezultaty, gauty taikant ta patj metoda tokiai paciai tiriamajai medZiagai toje
pat laboratorijoje to paties darbuotojo ta pacia jranga per trumpa laiko tarpg, absoliutusis skirtumas ne daugiau
kaip 5 % atvejy gali bti didesnis uz pakartojamumo ribg 1,1 % (m/m). Pakartojamumo riba gauta apibendrinus
tarplaboratorinio tyrimo rezultatus (7r. 8.4 punktg).

Atkuriamumas

Dviejy atskiry tyrimy rezultaty, gauty taikant ta patj metoda tokiai paciai tirlamajai medziagai skirtingose
laboratorijose skirtingy darbuotojy skirtinga jranga, absoliutusis skirtumas ne daugiau kaip 5 % atvejy gali bati
didesnis uz atkuriamumo ribg 3,7 % (m/m). Atkuriamumo riba gauta apibendrinus tarplaboratorinio tyrimo
rezultatus (zr. 8.4 punktg).

Tarplaboratorinio tyrimo rezultatai

Tarplaboratorinis tyrimas buvo atliktas 2005 ir 2006 metais dalyvaujant Europos muitiniy laboratorijoms. Sis
tyrimas buvo atlickamas pagal ISO 5725 ir IUPAC protokolg (W. Horwitz, Pure and Applied Chemistry, vol 67,
1995, p. 331-343). Glaudumo duomenys pateikiami lenteléje.

Statistiniai tarplaboratorinio tyrimo duomenys

Meéginys

1 2 3 4 5
Laboratorijy skaicius, atmetus riktus 25 26 26 25 24
Priimty rezultaty skaicius 50 52 52 50 48
Krakmolo kiekio vidurkis (%, m/m) 31,2 14,4 25,1 12,9 27,8
Pakartojamumo standartinis nuokrypis s, 0,4 0,3 0,6 0,2 0,3
(%, m/m)
Pakartojamumo riba r (%, m/m) 1,1 0,8 1,7 0,7 0,9
Atkuriamumo standartinis nuokrypis sp 1,7 0,8 1,7 0,9 1,3
(%, mjm)
Atkuriamumo riba R (%, m/m) 4,8 2,2 4,7 2,5 3,7
Méginiai
1: sausas Suny édalas
2: sausas kaciy édalas
3: sausas kaciy édalas (2 méginys) pridéjus krakmolo
4: sausas kaciy édalas (2 méginys) pridejus runkeliy iSspaudy
5: prekybinis naminiy gyvinéliy édalas




