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KOMMISSIONENS FORORDNING (EG) nr 121/2008
av den 11 februari 2008

om faststillande av analysmetoder for faststillande av stirkelsehalten i beredningar av sidana slag
som anvinds vid utfodring av djur (KN-nummer 2309)

EUROPEISKA GEMENSKAPERNAS KOMMISSION HAR ANTAGIT
DENNA FORORDNING

med beaktande av fordraget om upprittandet av Europeiska
gemenskapen,

med beaktande av rddets forordning (EEG) nr 2658/87 av den
23 juli 1987 om tulltaxe- och statistiknomenklaturen och om
Gemensamma tulltaxan (1), sdrskilt artikel 9.1 a, och

av

"

)

foljande skal:

For att se till att beredningar av sddana slag som anvinds
vid utfodring av djur (KN-nummer 2309) behandlas pa
ett enhetligt sitt vid import till gemenskapen, ar det
nodvindigt att ta hinsyn till den vetenskapliga och tek-
niska utvecklingen nir man faststiller analysmetoder.

[ enlighet med kommissionens tredje direktiv
72/199[EEG av den 27 april 1972 om gemenskapsme-
toder for analys vid den officiella foderkontrollen (%) ska,
vid faststillande av stdrkelsehalten i beredningar av sé-
dana slag som anvinds vid utfodring av djur, den pola-
rimetriska metod (dven kallad Ewers modifierade metod),
som beskrivs i punkt 1 i bilaga I till det direktivet, an-
vindas.

Mot bakgrund av de undersokningar som utforts av ex-
perter vid tullaboratorierna i medlemsstaterna bor en
enzymatisk analysmetod anvindas i de fall den polari-
metriska metod som faststills i direktiv 72/199/EEG
inte kan anvidndas for att faststilla stirkelsehalten i de
nimnda beredningarna. Det dr darfor lampligt att speci-
ficera hur den enzymatiska metoden ska utforas.

De dtgidrder som foreskrivs i denna forordning ar foren-
liga med yttrandet frin tullkodexkommittén, sektionen
for tulltaxe- och statistiknomenklatur.

EGT L 256, 7.9.1987, s. 1. Forordningen senast dndrad genom

kommissionens forordning (EG) nr 1352/2007 (EUT L 303,
21.11.2007, s. 3).

EGT L 123, 29.5.1972, s. 6. Direktivet senast dndrat genom direktiv
1999/79/EG (EGT L 209, 7.8.1999, s. 23).

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1

Genom undantag fran artikel 1 i direktiv 72/199/EEG ska stir-
kelsehalten i viktprocent i beredningar av sddana slag som an-
vinds vid utfodring av djur i enlighet med KN-nummer 2309
faststdllas med den enzymatiska analysmetoden i bilagan till den
hir férordningen om féljande foderrdvara upptrider i betydande
méngder:

a) (socker)bet(s)produkter som socker(betmassa), melass av
(socker)betor, melasserad betmassa, (socker)betvinass, (bet)-
socker,

b) citruspulpa,

¢) linfron, linfroexpeller, extraherade linfron,

d) rapsfron, rapsfroexpeller, extraherade rapsfron, rapsfroskal,

e) solrosfron, extraherade solrosfron, delvis skalade extraherade
solrosfron,

f) kopraexpeller, extraherat kopra,

g) potatispulpa,

h) vattenfri jést,

i) inulinrika produkter (t.ex. snitsel och mjol av jordarts-

kockor),

j) fettgrevar.

Attikel 2

Denna forordning trader i kraft den tjugonde dagen efter det att
den har offentliggjorts i Europeiska unionens officiella tidning.
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Denna forordning ar till alla delar bindande och direkt tillimplig i alla medlemsstater.

Utfardad i Bryssel den 11 februari 2008.

Pd kommissionens vignar
Liszlé KOVACS
Ledamot av kommissionen
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BILAGA

ENZYMATISK METOD FOR FASTSTALLANDE AV STARKELSEHALTEN I BEREDNINGAR AV SADANA
SLAG SOM ANVANDS VID UTFODRING AV DJUR MED HJALP AV HOGUPPLOSANDE
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VATSKEKROMATOGRAFI (HPLC)

Tillimpningsomrade

Foljande metod anvinds for ett enzymatiskt faststdllande av stirkelsehalten i djurfoder. Stirkelsehalten harleds
genom en kvantitativ berdkning av mingden glukos efter en enzymatisk nedbrytning av den befintliga stirkelsen
till glukos. All uppmiitt glukos anses komma frdn den stirkelse som finns i provet.

Definitioner

Med hjilp av denna metod faststills halten av stirkelse och dess hogmolekylira nedbrytningsprodukter som ar
olosliga i 40 % etanol. Stirkelsehalten uttrycks i % (m/m).

Princip

Proven homogeniseras med hjilp av malning. Provet tvittas med 40 % etanol for att avldgsna losligt socker och
losliga produkter fran nedbrytning av stirkelse.

Det virmebestindiga enzymet alfaamylas tillsitts suspensionen. Detta enzym bryter ned stirkelsen vid 100 °C i
mindre kedjor, oavsett om stirkelsen 16sts upp helt.

Stora klumpar av stirkelse bryts ned vildigt ldngsamt. Darfér mdste proven vara helt upplosta eller foreligga i
form av suspensioner som innehaller mycket sma partiklar.

Direfter tillsitts det andra enzymet amyloglukosidas, som hydrolyserar de nedbrutna glukoskedjorna till glukos
vid 60 °C.

Efter klarning av vitskan, varvid proteiner, fetter och restimnen sorteras bort efter filtrering, erhalls en klar vitska
som kan anvindas for HPLC.

Separering av sockerarterna sker med HPLC.

Reagenser och andra material

Anvind reagenser av for analytiska dndamal godkdnd klass och avmineraliserat vatten.
Etanol 40 % vol. i vatten.
Glukos, minst 99 %.

Losning av amyloglukosidas (1,4-alfa-D-glukanglukohydrolas) fran Aspergillus niger (enzymaktivitet > 5 000
U/ml). Lagring vid ca 4 °C.

Alternativt kan ocksd amyloglukosidaspulver anvindas.

Varmebestandigt alfaamylas (1,4-alpha-D-glukan-glukanohydrolas). Lagring vid ca 4 °C.
Zinkacetatdihydrat, p.a.

Kaliumhexacyanoferrat (Il) (K4[Fe(CN)]4.3H,0), extra pure.

Natriumacetat, vattenfri, p.a.

Isittika, 100 % (v/v).

Natriumacetatbuffert (0,2 mol/l).

Vig upp 16,4 gram natriumacetat (4.7) i en glasbigare. Los upp i vatten och for 6ver i en mitkolv med volymen
1000 ml. Spad till market med vatten och justera pH-vérdet till 4,7 med hjilp av attiksyra (genom att anvinda
en pH-mitare [5.11]). Denna 16sning kan anvindas upp till sex manader om den lagras vid 4 °C.

Amyloglukosidaslosning (enzymaktivitet > 250 U/ml).

Bered en 16sning av 5 ml amyloglukosidaslosning (4.3) eller 660 mg amyloglukosidaspulver i en slutvolym av
100 ml genom att anvinda en natriumacetatbuffert (4.9). Bered losningen omedelbart.

Referenslosning.

Bered 16sningar av glukos i vatten, sddana som vanligtvis anvinds i en HPLC-analys.
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412 Reagens for klarning (Carrez I).

Los upp 219,5 gram zinkacetat (4.5) i vatten i en glasbdgare. For over i en mitkolv med volymen 1 000 ml,
tillsdtt 30 ml 4ttika (4.8). Blanda noggrant och fyll pd med vatten. Denna lésning kan anvindas upp till sex
ménader om den lagras vid rumstemperatur.

Andra reagenser for klarning som ér likvirdiga med Carrezlosningen kan anvindas.

4.13  Reagens for klarning (Carrez II).

Los upp 106,0 gram kaliumhexacyanoferrat II (4.6) i vatten i en glasbdgare. For over i en mitkolv med volymen
1 000 ml. Blanda noggrant och fyll pd med vatten. Denna 16sning kan anvindas upp till sex manader om den
lagras vid rumstemperatur.

Andra reagenser for klarning som r likvirdiga med Carrezlosningen kan anvindas.

414  Rorlig fas.

En rorlig fas, en sddan som vanligtvis anvdnds i en HPLC-analys av socker, bereds. Om exempelvis en amino-
propyl-kiselgelkolonn anvinds, dr en blandning av vatten av HPLC-kvalitet och acetonitril en vanlig rorlig fas.

5. Utrustning

5.1 Standardmissiga laboratorieglas.

5.2 Centrifug fér minst 1 000 g (berdknat vid rorets mitt).

5.3 Glascentrifugror med volymen 100 ml.

5.4 Magnetomrorare.

5.5 Magnetstang.

5.6 Veckade filter, t.ex. 185 mm.

5.7 Sprutfilter, 0,45 pm, limpliga for vattenlosningar.

5.8 Provbehéllare limpliga for HPLC-autosampler.

5.9 Mitkolvar med volymen 100 ml.

5.10  Injektionssprutor av plast, 5 och 10 ml.

5.11  pH-mitare.

5.12  Vattenbad med termostat, justerbart till 60 °C och 100 °C

5.13  Virmeplattor med magnetomrorare.

5.14  Redskap for HPLC.

5.14.1 Pump, anpassad for pulsfritt flode.

5.14.2 Autosampler.

5.14.3 Kolonn och forkolonn, lampliga for analys av socker.

5.14.4 Kolonnugn, med ett temperaturintervall mellan rumstemperatur och 40 °C.
5.14.5 Detektor, lamplig for analys av socker, t.ex. refraktionsindexdetektor.
5.14.6 Integreringssystem.

6. Forfarande
6.1 Allmint

Proven analyseras ett och ett.

6.2 Beredning av provet for flera typer av produkter

Produkten homogeniseras med hjilp av malning.
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6.3

6.4

6.5.
6.5.1

6.6.

7.2

Provmingd

Uppskatta stirkelsehalten med hjilp av innehallsdeklarationen. Provmangden (med en noggrannhet pd 0,1 mg)
kan uppskattas med hjilp av foljande formel:

Mitkolvens volym (100 ml)

Provmangd (g) = Uppskattad stirkelsehalt (%)

Bestimning av blankprov

Blankprovet bestims genom en fullstindig analys (enligt beskrivningen i 6.5) utan tillsats av ett prov. Resultatet
av blankprovet anvinds for att berdkna stirkelsehalten (7.1).

Analys
Beredning av proverna

Blanda provet genom att skaka eller rora om. Den valda provmingden (6.3) vdgs upp i ett centrifugrér (5.3) och
50 ml 40 % etanol (4.1) tillsitts. Ror om med magnetomrorare i 20 minuter vid rumstemperatur. Limna
magnetstangen i roret och centrifugera i 5 minuter. Sug forsiktigt och avligsna vitskefasen (t.ex. med en
pasteurpipett). Upprepa denna extraktion tvd gdnger med 25 ml etanol (4.1). For 6ver restimnena till en métkolv
med volymen 100 ml (5.9) som innehdller ca 70 ml vatten. Tillsitt, efter upplosning eller suspendering, 100 mik-
roliter virmebestandigt alfaamylas (4.4) och virm vid 100 °C under en timme, exempelvis i ett vattenbad (5.12).
Kyl ned till 60°C i ett vattenbad och tillsitt 5 ml amyloglukosidaslosning (4.10). Lit kolven vara under
30 minuter i ett vattenbad vid 60 °C. Kyl ner till rumstemperatur, klara provet genom att tillsitta 1 ml Carrez
I (4.12), skaka om och tillsitt sedan 1 ml Carrez II (4.13). Carrez I och II kan tillsittas fore eller efter kylning.
Spad till mérket med vatten, homogenisera och filtrera l6sningen genom ett veckat filter (5.6). Samla upp
provextraktet.

Bearbetning av provextrakt

Filtrera extraktet genom ett skivfilter (5.7) med en spruta (5.10) som har forskoljts med extraktet. Samla upp
filtraten i provbehdllare (5.8).

Obs.: Skivfiltret kan anvindas flera gdnger. Det bor skoljas med ndsta extrakt for att forhindra fororening fran det
foregdende extraktet.

Kromatografi

HPLC utfors som normalt vid analys av socker. Eftersom proverna extraheras med etanol/vatten, dr glukos den
viktigaste sockerart som ska analyseras. Om HPLC-analysen visar spar av maltos kan detta tyda pa att stirkelsen
inte omvandlats helt.

Kalkyl och resultat
Berakning av HPLC-resultaten

Resultaten av HPLC-analysen ligger till grund for berikningen av glukoshalten (%, m/m). Den enzymatiska
losningen av amyloglukosidas (4.3) stabiliseras med glukos. Dessutom stabiliseras virmebestindigt alfaamylas
(4.4) med sackaros, som delvis kan omvandlas till glukos genom invertasaktivitet hos amyloglukosidas. Den
uppmitta glukoskoncentrationen (%, m/v) ska dirfor korrigeras for glukoskoncentrationen (%, m/v) i blankprovet.
Glukoshalten (%, m/m) korrigerad f6r blankprovet beriknas darefter utifran den korrigerade glukoskoncentratio-
nen, provets vikt och kalibreringen med referenslosningar (4.11).

Berdkning av stirkelschalten

Starkelsehalten (%, m/m) berdknas utifrdn glukoshalten (%, m/m) efter korrigering for blankprovet.

Starkelsehalt = 0,9 * glukos-korrigerad

Precision

Jamforelse mellan laboratorier

Uppgifter om en jimforelse mellan laboratorier avseende metodens precision sammanfattas i punkt 8.4.
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8.2

8.3

8.4

Repeterbarhet

Den absoluta skillnaden mellan tvd oberoende enskilda provresultat, som erhallits med samma metod pé identiskt
provmaterial i samma laboratorium av samma person med anvindning av samma utrustning inom en kort
tidsintervall, fir inte overskrida repeterbarhetsgransen pd 1,1 % (m/m) i mer dn 5 % av fallen. Repeterbarhets-
gransen har hirletts frin de sammanslagna resultaten av en jamforelse mellan laboratorier (se punkt 8.4).

Reproducerbarhet

Den absoluta skillnaden mellan tvd enskilda provresultat, som erhillits med samma metod p4 identiska provma-
terial i olika laboratorier av olika personer som inte anvinder samma utrustning, far inte overskrida reprodu-
cerbarhetsgransen pa 3,7 % (m/m) i mer dn 5 % av fallen. Repeterbarhetsgriansen har hirletts fran de samman-
slagna resultaten av en jimforelse mellan laboratorier (se punkt 8.4).

Resultat av jimforelsen mellan laboratorier

Under 2005 och 2006 utfordes jamforelser mellan laboratorier med deltagande fran EU:s tullaboratorier. Jam-
forelsen utfordes i enlighet med ISO 5725 och IUPAC-protokollet (W. Horwitz, Pure and Applied Chemistry, vol.
67, 1995, s. 331-343). Precisionsdata aterges i nedanstdende tabell.

Statistiska resultat av jamforelsen mellan laboratorier

Prov

1 2 3 4 5
Antal laboratorier efter eliminering av 25 26 26 25 24
sddana med avvikande mitvirden
Antal godkinda resultat 50 52 52 50 48
Genomsnittlig stirkelsehalt (%, m/m) 31,2 14,4 25,1 12,9 27,8
Standardavvvikelse, repeterbarhet s, 0,4 0,3 0,6 0,2 0,3
(%, m/m)
Repeterbarhetsgrans r (%, m/m) 1,1 0,8 1,7 0,7 0,9
Standardavvvikelse, reproducerbarhet sp 1,7 0,8 1,7 0,9 1,3
(%, mjm)
Reproducerbarhetsgrins R (%, m/m) 4,8 2,2 4,7 2,5 3,7
Prov
1: torrfoder for hundar
2: torrfoder for katter
3: torrfoder for katter (prov 2) med tillsats av stirkelse
4: torrfoder for katter (prov 2) med tillsats av betmassa
5: kommersiellt foder f6r husdjur




