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NARIADENIE KOMISIE (ES) & 121/2008
z 11. februira 2008,

ktorym sa stanovuje analyticki metdda na stanovenie obsahu skrobu v pripravkoch pouZzivanych
ako krmivo pre zvieratd (kod KN 2309)

KOMISIA EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV, PRIJALA TOTO NARIADENIE:

Clanok 1

so zretelom na Zmluvu o zalozeni Eurdpskeho spolocenstva, Odchylne od dlénku 1 smernice 72/199/EHS sa hmotnostny

obsah skrobu v pripravkoch pouzivanych ako krmivo pre zvie-
ratd v zmysle kodu KN 2309 stanovi enzymatickou analytickou
metddou, ktord je uvedend v prilohe k tomuto nariadeniu

so zretelom na nariadenie Rady (EHS) & 2658/87 z 23. jtila V,pripadoch,-ked’ st vo vyznamnom mnozstve pritomné tieto
1987 o colnej a Statistickej nomenklatire a o Spolo¢nom kfmne suroviny:

colnom sadzobniku (') a najmi na jeho ¢ldnok 9 ods. 1 pism.

a),

a) vyrobky z (cukrovej) repy, ako si vyldhované rezky
z (cukrovej) repy, melasa z (cukrovej) repy, vylihované
rezky z (cukrovej) repy s melasou, vypalky z (cukrovej)

kedze: repy, (repny) cukor;

b) citrusovd duzina;

(1) S cielom zabezpelit jednotné  zaobchadzanie
s pripravkami pouzivanymi ako krmivo pre zvieratd
(KN 2309),pri ich dQVOZQ v ramci Spo}oéens,tva, je pri ¢) Tanové semeno; lanové vylisky; anovy srot extrahovany;
stanovovani analytickych met6d potrebné vziat do tvahy
vedecky a technologicky vyvoj takychto metdd.

d) repkové semeno; repkové vylisky; repkovy $rot extrahovany;
Supky repkového semena;

(2)  V stlade s trefou smernicou Komisie 72/199/EHS z 27.

aprila 1972, stanovujiicou analytické metédy Spolocen- o o o
stva na dradnd kontrolu krmiv (), sa na stanovenie e) slnecnicové semeno; slne¢nicovy Srot extrahovany; Ciastocne
,

$krobu bude pouzivat polarimetrickd metéda (zndma aj lipané, extrahované slnecnicové semeno;

ako modifikovand Ewersova metdda), ktord sa uviddza
v bode 1 prilohy I k tejto smernici.

f) wvylisky z kopry; kokosovy srot extrahovany;

(3 Zo stadil vykonanych odbornikmi v colnych laborato- g) zemiakovd duzina;
ridch ¢lenskych Statov vyplyva, Ze je potrebné, aby tam,
kde na stanovenie obsahu $krobu v uvedenych priprav-
koch nemoéze byt pouzitd polarimetrickd metéda stano-
vend smernicou 72/199/EHS, bola pouzitd enzymatickd h) susené kvasnice;
analytickd metdda. Z tohto dovodu je nutné urcit, ako sa
bude enzymatickd metdda vykonévat.

i) produkty bohaté na inulin (napriklad rezky a micka
zo slne¢nice hluznatej topinambur);

(4)  KedZe opatrenia uvedené v tomto nariadeni st v silade
s0 stanpwskom Sekc1e, pre colnti a statistickti nomenkla- ) oskvarky.
tiru Vyboru pre colny kédex,

() U. v. ES L 256, 7.9.1987, s. 1. Nariadenie naposledy ~zmenené 5
a doplnené nariadenim Komisie (ES) & 1352/2007 (U. v. EU Cldnok 2
L 303, 21.11.2007, s. 3). o o , ) ,
® U. v. ES L 123, 29.5.1972, s. 6. Smernica naposledy zmenend Toto nariadenie nadobtida Gcinnost dvadsiatym diiom po jeho

a doplnend smernicou 1999/79/ES (U. v. ES L 209, 7.8.1999, s. 23). uverejneni v Uradnom vestniku Eurdpskej tinie.
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Toto nariadenie je zdvdzné v celom rozsahu a priamo uplatnitelné vo vietkych clenskych
Statoch.

V Bruseli 11. februdra 2008

Za Komisiu
Liszlo KOVACS
clen Komisie
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PRILOHA

ENZYMATICKA METODA NA STANOVENIE OBSAHU SKROBU V PRIPRAVKOCH POUZIVANYCH AKO
KRMIVO PRE ZVIERATA POUZITIM VYSOKOTLAKOVE]J KVAPALINOVE] CHROMATOGRAHE (HPLC)

4.1.

4.2.

4.3.

4.4,

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

Rozsah

Tdto metdda opisuje enzymatické stanovenie obsahu $krobu v krmive pre zvieratd. Obsah Skrobu sa urci
z kvantitativneho stanovenia glukézy po enzymatickom rozklade pritomného $krobu na glukézu. Predpokladd
sa, Ze celkovd namerand glukéza pochddza zo $krobu pritomného vo vzorke.

Vymedzenie pojmov

Touto metédou sa stanovuje obsah skrobu a produktov jeho rozkladu s vysokou molekulovou hmotnostou, ktoré
st nerozpustné v 40 % etanole. Obsah $krobu je vyjadreny v % (m/m).

Princip

Vzorky sa zhomogenizuji mletim. Vzorka sa premyva 40 % etanolom, aby sa odstrdnili rozpustné cukry
a rozpustné produkty rozkladu $krobu.

Do suspenzie sa pridd tepelne stabilny enzym alfa-amyldza. Tento enzym Stiepi Skrob pri teplote 100 °C
na mensie refazce bez ohladu na to, ¢ $krob je, alebo nie je dplne rozpusteny. Velké kusy skrobu sa Stiepia
velmi pomaly. Preto je potrebné, aby vzorky boli tplne rozpustené alebo aby boli vo forme suspenzie, ktord
obsahuje velmi malé pevné Ciastocky.

Potom sa pridd druhy enzym amyloglukoziddza, ktorym sa pri teplote 60 °C hydrolyzuji rozstiepené glukézové
retazce na glukozu.

Po vy¢ireni kvapaliny, pomocou ktorej sa pritomné bielkoviny, tuky a zvysky odfiltrujii, sa ziska ¢isty roztok,
ktory sa méze pouzif pre HPLC.

Separdcia pritomnych cukrov sa vykond pomocou HPLC.

Cinidld a dalsie litky

Pouzivajte ¢inidld s re$pektovanou analytickou Cistotou a demineralizovani vodu.
40-percentny vodny roztok etanolu

Glukéza s cistotou min. 99 %

Roztok amyloglukoziddzy (a-1,4-D-glykdnglukohydroldza) z Aspergillus niger (enzymatickd aktivita > 5 000
U/ml). Skladovat pri teplote priblizne 4 °C.

Pripadne sa moze pouzif prasok amyloglukoziddzy

Tepelne stabilnd alfa-amyldza (a-1,4-D-glykdnglukohydroldza). Skladovat pri teplote priblizne 4 °C.
Dihydrat octanu zino¢natého, p.a.

Hexakyanozeleznatan draselny trihydrat (II) (K4[Fe(CN)]4.3H,0), extra Cisty

Octan sodny bezvody, p.a.

Ladové kyselina octovd, 100 % (v[v)

Tlmivy roztok octanu sodného (0,2 mol/l)

Do sklenenej kadicky odvdzte 16,4 gramu octanu sodného (4.7). Rozpustite vo vode a prelejte do 1 000 ml
odmernej banky. Zriedte vodou po znacku a upravte pH kyselinou octovou na 4,7 [pouzitim pH-metra (5.11)].
Tento roztok modze byt pouzivany maximélne 6 mesiacov, ak sa skladuje pri teplote 4 °C.

Roztok amyloglukoziddzy (enzymatickd aktivita > 250 U/ml)

Pripravte roztok z 5 ml roztoku amyloglukoziddzy (4.3) alebo 660 mg prasku amyloglukoziddzy v kone¢nom
objeme 100 ml pouzitim tlmivého roztoku octanu sodného (4.9). Roztok pripravte vzdy pred analyzou.
Referencny roztok

Pripravte roztoky glukdzy vo vode tak, ako sa zvycajne pouzivaji pri analyzach HPLC.
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4.12.  Ciracie ¢inidld (Carrezovo ¢inidlo 1)

V sklenenej kadicke rozpustite 219,5 gramu octanu zino¢natého (4.5) vo vode. Prelejte do 1 000 ml odmernej
banky, pridajte 30 ml kyseliny octovej (4.8). Dokladne premiesajte a dopliite vodou. Tento roztok moze byt
pouzivany maximdalne 6 mesiacov, ak sa skladuje pri laboratdrnej teplote.

Na cirenie sa mozu pouzit dalsie ¢iriace Cinidld, ktoré st ekvivalentné s Carrezovym roztokom .

4.13.  Ciriace ¢inidld (Carrezovo cinidlo IT)

V sklenenej kadicke rozpustite vo vode 106,0 gramu hexakyanoZeleznatanu tetradraselného trihydratu (II) (4.6).
Prelejte do 1 000 ml odmernej banky. Dokladne premiesajte a doplitte vodou. Tento roztok moze byt pouZzivany
maximélne 6 mesiacov, ak sa skladuje pri laboratérnej teplote.

Na ¢irenie sa mozu pouzit dalsie ¢iriace ¢inidld, ktoré st ekvivalentné s Carrezovym roztokom .

4.14. Mobilnd fiza

Pripravte mobilnid fdzu, ktord sa zvycajne pouziva pri analyzach cukrov metédou HPLC. V pripade pouzitia
kolény aminopropyl silikagél je napr. obvyklou mobilnou fizou zmes vody ¢istoty HPLC a acetonitrilu.

5. Pristroje

5.1.  Bezné laboratérne sklo

5.2.  Odstredivka pre 1 000 g alebo viac (vypocet v strede skiimavky)

5.3.  Sklené odstredivkové skimavky s objemom 100 ml

5.4.  Magneticky miesadlo

5.5.  Magnetické tycinky

5.6. Skladané filtre, napriklad 185 mm

5.7.  Injekéné filtre, 0,45 pm, vhodné pre vodné roztoky

5.8.  Vzorkovacie ampulky vhodné pre HPLC automaticky vzorkova¢

5.9. 100 ml odmerné banky

5.10. 5 a 10 ml plastové injek¢né striekacky

5.11. pH-meter

5.12.  Vodny kdpel s termostatom s nastavitelnou teplotou na 60 °C a 100 °C
5.13.  Vyhrevné dosky s magnetickymi miesadlami

5.14.  Pristroj HPLC

5.14.1. Pumpa vhodnd pre nulovi pulziciu

5.14.2. Automaticky vzorkovac¢

5.14.3. Koléna a predkoldna, ktoré si vhodné na analyzu cukrov

5.14.4. Ohrieva¢ kolony s teplotnym rozsahom od laboratérnej teploty do 40 °C
5.14.5. Detektor vhodny na analyzy cukrov, napriklad refraktometer

5.14.6. Integracny systém

6. Postup
6.1.  Vseobecne

Vzorky sa analyzuji jednotlivo.

6.2.  Priprava vzoriek na niekolko typov produktov

Produkt sa homogenizuje mletim.
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6.3.  Dévka vzorky
Obsah skrobu sa odhadne pomocou tdajov o prisadich. MnozZstvo vzorky (vdZené s presnostou na 0,1 mg) sa
moze vypocitat podla:

objem odmernej banky (100 ml)

mnozstvo vzorky (g) = odhadovany objem skrobu (%)

6.4.  Slepy pokus

Slepy pokus, bez pridania vzorky, sa vykond kompletnou analyzou (uvedenou v 6.5). Vysledok slepého pokusu sa
pouzije pri vypocte obsahu skrobu (7.1).

6.5.  Analyza
6.5.1. Priprava vzoriek

Vzorku premieSajte trepanim alebo mieSanim. Vybrani analyzovand davku (6.3) odvédzte do odstredivkovej
skiimavky (5.3) a pridajte 50 ml 40 % etanolu (4.1). Pri laboratérnej teplote miesajte v magnetickom miesadle
po dobu 20 mindt. Magnetickd ty¢inku nechajte v skimavke a odstredujte po dobu 5 mindt. Opatrne odsajte
a odstrdnte kvapalnti fézu (napriklad Pasteurovou pipetou). Tento extrakény postup opakujte dvakrdt s 25 ml
etanolu (4.1). ZvySok preneste do 100 ml odmernej banky (5.9) s priblizne 70 ml vody.

Po rozpusteni alebo vytvoreni suspenzie pridajte 100 mikrolitrov tepelne stabilnej alfa-amylazy (4.4) a po dobu
jednej hodiny zahrievajte pri teplote 100 °C, napriklad vo vodnom kdpeli (5.12). Ochladte na teplotu 60 °C
vo vodnom kdpeli a pridajte 5 ml roztoku amyloglukoziddzy (4.10). Banku ponorte na 30 mintit do vodného
kapela s teplotou 60 °C. Ochladte na laboratérnu teplotu, vzorku vycirte pridanim 1 ml Carrezovho ¢inidla
[ (4.12), pretrepte a potom pridajte 1 ml Carrezovho ¢inidla 11 (4.13). Carrezove ¢inidld 1 a Il mozu byt pridané
pred alebo po ochladeni. Zriedte vodou po znacku, zhomogenizujte a roztok prefiltrujte cez skladany filter (5.6).
Odoberte extrakt vzorky.

6.5.2. Spracovanie extraktov vzoriek

Pomocou striekacky (5.10) prefiltrujte extrakty cez diskovy filter (5.7), ktory bol preplachnuty extraktom.
Oboberte filtrity do ampuliek (5.8).

Pozndmka: Diskovy filter sa moze pouzit niekolkokrat. Filter by sa mal preplachnut nasledujiicim extraktom, aby
sa predislo kontamindcii s predchddzajiicim extraktom.

6.6.  Chromatografia

HPLC sa vykondva sposobom obvyklym pri analyze cukrov. Nakolko vzorky sii extrahované etanolom/vodou,
glukéza je hlavny cukor, ktory sa analyzuje. Ak analyzy HPLC vykazuji stopy maltézy, méze to indikovat
netplnd premenu $krobu.

7. Vypocet a vyjadrenie vysledkov
7.1. Vypocet vysledkov HPLC
Z vysledkov analyz HPLC sa vypocita obsah glukézy (%, m/m).

Enzymaticky roztok amyloglukozidizy (4.3) sa stabilizuje glukézou. Okrem toho, tepelne stabilnd alfa-amyldza
(4.4) sa stabilizuje sacharézou, ktord moze byt Ciastocne premenend na glukézu invertdznou aktivitou amylo-
glukoziddzy. Preto namerand koncentrécia glukézy (%, m/v) by sa mala upravit o koncentraciu glukézy stanovend
v slepom pokuse (%, m/v). Obsah glukézy (%, m/m) upraveny o slepy pokus sa potom vypocita z prepocitanej
koncentracie glukdzy, hmotnosti vzorky a kalibricie s referenénymi roztokmi (4.11).

7.2.  Vypocet obsahu skrobu
Obsah skrobu (%, m/m) sa vypocita z obsahu glukdzy (%, m/m) po korekcii slepym pokusom.

Obsah skrobu = 0,9 * glukéza po korekcii

8. Presnost
8.1.  Medzilaborat6rny test

Podrobnosti medzilaboratérneho testu tykajice sa presnosti metédy st zhrnuté v bode 8.4.
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8.2.

8.3.

8.4.

Opakovatelnost

Absoliitna hodnota rozdielu medzi vysledkami dvoch nezdvislych individudlnych testov ziskanych pouzitim tej
istej metddy na rovnakych testovacich materidloch v tom istom laboratériu tym istym pracovnikom pri pouziti

opakovatelnosti 1,1 % (m/m). Limit opakovatelnosti bol odvodeny zo sthrnnych vysledkov medzilaboratérneho
testu (pozri bod 8.4).

Reprodukovatelnost
Absoldtna hodnota rozdielu medzi vysledkami dvoch individudlnych testov ziskanych pouzitim tej istej metody

na rovnakych testovacich materidloch v réznych laboratéridch roznymi pracovnikmi pri pouziti roznych zaria-

nosti bol odvodeny zo sthrnnych vysledkov medzilaboratérneho testu (pozri bod 8.4).
Vysledky medzilaboratorneho testu

Eurépske colné laboratérid vykonali medzilaboratorny test v rokoch 2005 a 2006. Tento test bol vykonany
v stlade s normou ISO 5725 a protokolom IUPAC (W. Horwitz, Pure and Applied Chemistry, vol. 67, 1995,
p. 331-343). Udaje o presnosti si uvedené v nasledujicej tabulke.

Statistické vysledky medzilaboratémej $tiidie

Vzorka

1 2 3 4 5
Pocet laboratérii po vylaceni odlahlych 25 26 26 25 24
vysledkov
Pocet uznanych vysledkov 50 52 52 50 48
Priemerny obsah $krobu (%, m/m) 31,2 14,4 25,1 12,9 27,8
Standardnd odchylka opakovatelnosti s, 0,4 0,3 0,6 0,2 0,3
(%, m/m)
Limit opakovatelnosti r (%, m/m) 1,1 0,8 1,7 0,7 0,9
Standardnd odchylka reprodukovatelnosti 1,7 0,8 1,7 0,9 1,3
Sg (%, m/m)
Limit reprodukovatelnosti R (%, m/m) 4,8 2,2 4,7 2,5 3,7
Vzorky
1: suché krmivo pre psov
2: suché krmivo pre macky
3: suché krmivo pre macky (vzorka 2) s pridavkom $krobu
4: suché krmivo pre macky (vzorka 2) s pridavkom repnych rezkov
5: obchodné krmivo pre doméce zvieratd




