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KOMISIJAS REGULA (EK) Nr. 121/2008
(2008. gada 11. februaris)

ar kuru nosaka analizes metodi cietes satura noteikSanai izstradajumos, kas izmantojami dzivnieku
bariba (KN kods 2309)

EIROPAS KOPIENU KOMISIJA,

nemot véra Eiropas Kopienas dibinasanas ligumu,

nemot véra Padomes 1987. gada 23. julija Regulu (EEK) Nr.
2658/87 par tarifu un statistikas nomenklatiiru un par kopgjo
muitas tarifu (') un jo Ipasi tas 9. panta 1. punkta a) apakspun-

ktu,

ta ka:

Lai visa Kopiena nodrosinatu vienadu ricibu, importgjot
izstradajumus, kas izmantojami dzivnieku bariba
(KN 2309), paredzot analitiskas metodes, ir janem véra
attiecigo metozu zinatniska un tehnologiska attistiba.

Saskana ar TreSo Komisijas 1972. gada 27. aprila Direk-
tivu 72/199/EEK, ar ko nosaka Kopienas analizu metodes
baribas oficialajai kontrolei (3, cietes satura noteiksanai
izstradajumos, kas izmantojami dzivnieku bariba, ir jaiz-
manto polarimetriska metode (saukta arl par modificéto
Eversa metodi), kas izklastita minétas direktivas I pieli-
kuma 1. punkta.

Nemot véra dalibvalstu muitas laboratorijas veiktos
specialistu pétijumus, ir japaredz, ka tad, ja cietes satura
noteik§anai minétajos izstradajumos nevar izmantot
Direktiva 72/199/EEK paredzéto polarimetrisko metodi,
ir jaizmanto fermentativa analitiska metode. Tade| ir liet-
derigi noradit, ka javeic minéta fermentativa metode.

Saja regulad paredzétie pasakumi ir saskana ar Muitas
kodeksa komitejas Tarifu un statistikas nomenklataras
nodalas atzinumu,

(") OV L 256, 7.9.1987., 1. Ipp. Regula jaunakie grozijumi izdariti ar
Komisijas Regulu (EK) Nr. 1352/2007 (OV L 303, 21.11.2007.,

3.1

? ov L .1.23, 29.5.1972., 6. lpp. Direktiva jaunakie grozijjumi izdariti
ar Direktivu 1999/79/EK (OV L 209, 7.8.1999., 23. Ipp.).

IR PIENEMUSI SO REGULU.

1. pants

Atkapjoties no Direktivas 72/199/EEK 1. panta, izstradajumos,
kas izmantojami dzivnieku bariba KN koda 2309 nozimg, cietes
saturu péc svara nosaka ar $is regulas pielikuma noradito
fermentativo analitisko metodi, ja izstradajumos ievérojama
daudzuma ir $adas baribas vielas:

a) tadi (cukur-)biesu produkti, ka (cukur-)biesu mikstums,
(cukur-)biesu melase, melasi satuross (cukur-)biesu mikstums,
(cukur-)biesu vinaze, (biesu) cukurs;

b) citrusauglu mikstums;

¢) linséklas; linséklu rausi; linséklu izvilkums;

d) rapsa séklas; rapsa séklu rausi, rapsa séklu izvilkums; rapsa
sénalas;

e) saulespuku séklas; saulespuku seklu izvilkums; dalgji lobitu
saulespuku seklu izvilkums;

f) kopras rausi; kopras izvilkums;

g) kartupelu mikstums;

h) sausais raugs;

i) produkti ar augstu inulina saturu (pieméram, topinambira
Cipsi un milti);

j) dradzi.

2. pants

Si regulas stajas spéka divdesmitaja diena péc tas publicésanas
Eiropas Savienibas Oficialaja VestnesT.
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Si regula uzliek saistibas kopuma un ir tiesi piemérojama visas dalibvalstis.

Brisele, 2008. gada 11. februari

Komisijas varda —
Komisijas loceklis
Lszl6 KOVACS
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PIELIKUMS

FERMENTATIVA METODE CIETES SATURA NOTEIKSANAI IZSTRADAJUMOS, KAS IZMANTOJAMI
DZIVNIEKU BARIBA, IZMANTOJOT AUGSTAS IZSKIRTSPEJAS SKIDRUMHROMATOGRAF]JU (HPLC)

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

Darbibas joma

Si metode raksturo cietes satura fermentativo noteiksanu dzivnieku bariba. Cietes saturu iegiist, nosakot glikozes
saturu, kas rodas péc parauga esosas cietes fermentativas saskelSanas glikoze. Uzskata, ka visa mérjjumos noteikta
glikoze ir iegiita no parauga esosas cietes.

Definicijas

Ar 30 metodi nosaka cietes saturu un 40 % etanola neskistosu, lielas molekulmasas sadaliSanas produktu saturu.
Cietes saturu izsaka % (m/m).

Princips

Paraugus homogenizé samalot. Paraugu mazga ar 40 % etanolu, lai aizvaditu skistoSos cukurus un $kistoSos cietes
sadaliSanas produktus.

Suspensijai pievieno termostabilo fermentu alfa amilazi. Sis ferments 100 °C temperatiira cieti saske] mazakas

pilnigi izskidinatiem vai ari suspensija, kas satur |oti mazas cietas dalinas.

Péc tam pievieno otru fermentu amilglikozidazi, ar ko saskeltas glikozes virknes 60 °C temperatiira hidrolizg,
iegtistot glikozi.

Péc skidruma dzidrinasanas, kuras gaita filtréjot atdala Skidruma eso$as olbaltumvielas, taukus un atlikumus,
iegtist dzidru $kidumu, ko var izmantot HPLC.

Skiduma esosos cukurus atdala, izmantojot HPLC.

Reagenti un citi materiali

Izmanto atzitas analitiskas kvalitates reagentus un demineralizétu tdeni.
Etanola $kidums adeni, 40 tilp. %
Glikoze, vismaz 99 %

Amilglikozidazes (1,4-alfa-D-glikanglikohidrolaze) no Aspergillus niger (fermenta aktivitate > 5 000 U/ml) skidums.
Uzglaba aptuveni 4 °C temperatiira.

Ka alternativu var izmantot ari amilglikozidazes pulveri.

Termostabila alfa amilaze (1,4-alfa-D-glikanglikanhidrolaze). Uzglaba aptuveni 4 °C temperatira.
Cinka acetata dihidrats, p. a.

Kalija heksacianferats (I) (K4[Fe(CN)]4.3H,0), ipasi tirs

Natrija acetats (beziidens), p. a.

Ledus etikskabe, 100 % (tilp./tilp.)

Natrija acetata buferskidums (0,2 mol/])

Varglazé iesver 16,4 gramus natrija acetata (4.7. punkts). Iz8kidina dden un ieskalo 1 000 ml mérkolba. Uzpilda
ar {ideni lidz zimei un, izmantojot etikskabi, korigé pH limeni lidz 4,7 (izmantojot pH-metru (5.11. punkts)). So
$kidumu var izmantot ne ilgak ka se$us meénesus, ja to uzglaba 4 °C temperatira.

Amilglikozidazes skidums (fermenta aktivitate > 250 U/ml)

Izmantojot natrija acetata buferskidumu (4.9. punkts), no 5 ml amilglikozidazes skiduma (4.3. punkts) vai
660 mg amilglikozidazes pulvera pagatavo $kidumu ar beigu tilpumu 100 ml. Pagatavo tiesi pirms lietoSanas.
Standartskidums

Pagatavo glikozes skidumus tideni, kadus parasti izmanto HPLC analizé.
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4.12. Dzidrinasanas reagents (I Karesa skidums)

Varglazé adeni izskidina 219,5 gramus cinka acetata (4.5. punkts). leskalo 1 000 ml mérkolba, pievieno 30 ml
etikskabes (4.8. punkts). Riipigi samaisa un uzpilda ar ideni. So $kidumu var lietot ne ilgak ka seSus ménesus, ja
to uzglaba istabas temperatiira.

Var izmantot citus dzidrinaanas reagentus, kas ir lidzvertigi Karesa $kidumam.

4.13. Drzidrinasanas reagents (I Karesa skidums)

Varglaze adeni izskidina 106,0 gramus kalija heksacianferata (1) (4.6. punkts). leskalo 1 000 ml mérkolba. Rapigi
samaisa un uzpilda ar iideni. So $kidumu var lietot ne ilgak ka sesus ménesus, ja to uzglaba istabas temperatiira.

Var izmantot citus dzidrinaSanas reagentus, kas ir lidzvertigi Karesa skidumam.

4.14. Kustiga faze

Sagatavo kustigo fazi, ko parasti lieto HPLC analizé cukuru noteikSanai. Ja izmanto aminopropilsilikagela
kolonnu, parasta kustiga faze ir, pieméram, HPLC vajadzibam piemérota fidens un acetonitrila maisijums.

5. Aprikojums

5.1.  Laboratorijas stikla trauki (standarta)

5.2.  Centrifuga ar centrbédzes spéku 1 000 g vai vairak (aprékina mégenes vidi)
5.3.  Centrifagas stikla mégenes, 100 ml

5.4.  Magnétiskais maisitajs

5.5.  Magnétiskie stienisi

5.6. Kroku filtri, pieméram, 185 mm

5.7. Slirces filtri, 0,45 um, pieméroti @idens skidumiem

5.8. Paraugu stobrini, pieméroti HPLC automatiskas paraugu ievadiSanas iekartai

5.9. 100 ml mérkolbas

5.10. Plastmasas $lirces, 5 un 10 ml

5.11. pH-metrs

5.12. Udens vanna ar termostatu, iespéjams iestatit 60 °C un 100 °C temperatiiru

5.13.  Silditaji ar magnétiskajiem maisitajiem

5.14.  HPLC aparatiira

5.14.1. Bezpulsaciju siknis

5.14.2. Automatiskas paraugu ievadiSanas iekarta

5.14.3. Kolonna un priekskolonna, piemérota cukuru analizei

5.14.4. Kolonnu krasns, temperatiiras diapazons no istabas temperatiiras lidz 40 °C

5.14.5. Detektors, piemérots cukuru analizei, pieméram, refrakcijas indeksa detektors
5.14.6. Integrésanas sistéma.

6. Darba norise
6.1.  Visparigi noradjjumi
Paraugus analizé pa vienam.

6.2.  Dazadu veidu produktu paraugu sagatavoSana

Produktu homogenizé samalot.
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6.3.  Parauga porcija

Cietes saturu noverté, izmantojot noradijumus par sastavdalam. Parauga lielumu (nosveérts ar precizitati lidz
0,1 mg) var aprekinat sadi:

mérkolbas tilpums (100 ml)
novertétais cietes saturs (%)

parauga lielums (g) =

6.4. Tuksa analize

Veic pilnigu tuk3o analizi (ka aprakstits 6.5. punkta) bez parauga. Tuksas analizes rezultatu izmanto cietes satura
aprékinasanai (7.1. punkts).

6.5.  Analize
6.5.1. Paraugu sagatavoSana

Paraugu sajauc sakratot vai samaisot. Izvéléto porciju (6.3. punkts) iesver centrifiigas mégené (5.3. punkts) un
pievieno 50 ml 40 % ctanola (4.1. punkts). Maisa magnétiskaja maisitaja 20 mindtes istabas temperatfira. Magné-
tisko stieniti atstaj mégené un centrifugé piecas minites. Uzmanigi nostc un aizvada skidro fazi (pieméram, ar
Pastéra pipeti). So ekstrakcijas procediiru atkarto divas reizes, izmantojot 25 ml etanola (4.1. punkts). Atlikumu
pievieno 100 mikrolitrus termostabilas alfa amilazes (4.4. punkts) un 1 stundu silda 100 °C temperattra,
pieméram, Gdens vanna (5.12. punkts). Atdzesé Gdens vanna lidz 60 °C un pievieno 5 ml amilglikozidazes
skiduma (4.10. punkts). Mérkolbu uz 30 mindtém ievieto Gidens vanna 60 °C temperatiira. Atdzesé lidz istabas
temperatirai, dzidrina paraugu, pievienojot 1 ml I Karesa skiduma (4.12. punkts), sakrata un péc tam pievieno
1 ml IT Karesa $kiduma (4.13. punkts). I un II Karesa skidumu var pievienot pirms vai péc atdzeséSanas. Uzpilda
ar ddeni lidz zimei, homogenizé un filtré $kidumu caur kroku filtru (5.6. punkts). Savac parauga ekstraktu.

6.5.2. Paraugu ekstraktu apstrade

Ekstraktus filtré caur diska filtru (5.7. punkts) ar lirci (5.10. punkts), kas ieprieks izskalota ar ekstraktu. Filtratus
savac stobrinos (5.8. punkts).

Piezime. Diska filtru var izmantot vairakas reizes. Tas jaizskalo ar nakamo ekstraktu, lai noveérstu kontaminaciju
ar ieprieksgjo ekstraktu.

6.6.  Hromatografija

HPLC veic ka parasti cukuru analizei. Ta ka paraugi tiek ekstrahéti ar etanolu/tdeni, glikoze ir galvenais anali-
z&amais cukurs. Ja HPLC analizé konstaté maltozes piejaukumu, tas var liecinat par cietes nepilnigu parveido-
Sanos.

7. Rezultatu aprékinasana un izteiksana
7.1. HPLC rezultatu aprékinasana

No HPLC analizes rezultatiem aprekina glikozes saturu (%, m/m). Amilglikozidazes fermenta $kidumu
(4.3. punkts) stabilizé ar glikozi. Turklat termostabilo alfa amilazi (4.4. punkts) stabilizé ar saharozi, kas var
dalgji parvérsties glikozg, amilglikozidazei iedarbojoties ka invertazei. Tapéc izmérita glikozes koncentracija (%,
mftilp.) ir jakorigé, nemot véra glikozes koncentraciju (%, m/tilp.) tuksaja analizé. Glikozes saturu (%, m/m), kas
korigéts, nemot véra tukso analizi, péc tam aprékina, nemot véra glikozes korigéto koncentraciju, parauga svaru
un kalibréSanu ar standartskidumiem (4.11. punkts).

7.2.  Cietes satura aprékinasana

Cietes saturu (%, m/m) aprékina no glikozes satura (%, m/m), kas korigéts, nemot véra tukSo analizi.
Cietes saturs = 0,9 * korigéta glikoze
8. Precizitate

8.1.  Starplaboratoriju salidzino$a testéSana

Zinas par starplaboratoriju salidzinoSo testé&anu metodes precizitates noteikSanai ir apkopotas 8.4. punkta.
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8.2.

8.3.

8.4.

Atkartojamiba

Absolata starpiba starp diviem neatkarigiem viena testa rezultatiem, kas iegiiti, izmantojot to pasu metodi un
identisku testa materialu, taja pasa laboratorija, tam pajam operatoram izmantojot to pasu iekartu neilga laika
posma, ne vairak ki 5 % gadjjumu parsniegs atkartojamibas robezu 1,1 % (m/m). Atkartojamibas robeza iegiita,
nemot véra starplaboratoriju salidzinosaja testéSana apkopotos rezultatus (skatit 8.4. punktu).

Reproducgjamiba

Absoliita starpiba starp diviem viena testa rezultatiem, kas iegiiti, izmantojot to pasu metodi un identisku testa
materialu, dazadas laboratorijas, dazadiem operatoriem izmantojot dazadas iekartas, ne vairak ka 5 % gadijumu
parsniegs reproducéjamibas robezu 3,7 % (m/m). Reproducéjamibas robeza iegfita, nemot véra starplaboratoriju
salidzinosaja testéSana apkopotos rezultatus (skatit 8.4. punktu).

Starplaboratoriju salidzinosas testé$anas rezultati

Starplaboratoriju salidzino$o testéSanu veica 2005. un 2006. gada, piedaloties Eiropas Muitas laboratorijam.
To veica saskana ar ISO 5725 un IUPAC protokolu (W. Horwitz, Pure and Applied Chemistry, vol. 67, 1995,
331.-343. Ipp.). Precizitates dati sniegti talak tabula.

Starplaboratoriju petijuma statistiskie rezultati

Paraugs

1 2 3 4 5
Laboratoriju skaits péc netipisko datu 25 26 26 25 24
izslégganas
Akceptéto rezultatu skaits 50 52 52 50 48
Vidéjais cietes saturs (%, m/m) 31,2 14,4 25,1 12,9 27,8
Atkartojamibas standartnovirze s; 0,4 0,3 0,6 0,2 0,3
(%, m/m)
Atkartojamibas robeza r (%, m/m) 1,1 0,8 1,7 0,7 0,9
Reproducgjamibas standartnovirze sy 1,7 0,8 1,7 0,9 1,3
(%, mjm)
Reproducgjamibas robeza R (%, m/m) 4,8 2,2 4,7 2,5 3,7
Paraugi
1: sausd sunu bariba
2: sausd kaku bariba
3: sausd kaku bariba (2. paraugs) ar cietes piedevu
4: sausd kaku bariba (2. paraugs) ar biesu mikstuma piedevu
5: komerciala majdzivnieku bariba




