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ROZPORZADZENIE KOMISJI (WE) NR 121/2008
z dnia 11 lutego 2008 r.

okreslajace metode analizy do oznaczania zawarto$ci skrobi w preparatach w rodzaju stosowanych
do karmienia zwierzat (kod CN 2309)

KOMISJA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,

uwzgledniajac Traktat ustanawiajgcy Wspdlnote Europejska,

uwzgledniajac rozporzadzenie Rady (EWG) nr 2658/87 z dnia

23

lipca 1987 r. w nomenklatury taryfowej

sprawie

i statystycznej oraz w sprawie Wspélnej Taryfy Celnej ('),
w szczegllnosci jego art. 9 ust. 1 lit. a),

a takze majgc na uwadze, co nastgpuje:

"

)

W celu zapewnienia jednolitego traktowania w imporcie
w calej Wspodlnocie preparatéw w rodzaju stosowanych
do karmienia zwierzgt (CN 2309), konieczne jest, by
ustanawiajac metody analityczne, uwzgledni¢ ewolucje
naukows i techniczng w zakresie tych metod.

Zgodnie z trzecia dyrektywa Komisji 72/199/EWG z dnia
27 kwietnia 1972 r. ustalajgca wspdlnotowe metody
analityczne do celéw urzedowej kontroli pasz (%) w celu
oznaczania zawartosci skrobi w preparatach w rodzaju
stosowanych do karmienia zwierzat nalezy stosowal
metode polarymetryczng (zwang réwniez zmodyfiko-
wang metodg Ewersa) okreSlong w pkt 1 zalgcznika I
do wspomnianej dyrektywy.

W $wietle badan przeprowadzonych przez specjalistow
w  laboratoriach  celnych  panstw  czlonkowskich
konieczne jest ustanowienie, Ze jezeli metoda polaryme-
tryczna okreslona w dyrektywie 72/199[EWG nie moze
by¢ stosowana do oznaczenia zawarto$ci skrobi we
wspomnianych preparatach, w celu dokonania analizy
nalezy stosowaé metode enzymatyczna. W zwigzku
z tym wihasciwe jest okreslenie, w jaki sposéb powinna
by¢ przeprowadzana analiza metodg enzymatyczng.

Srodki przewidziane w niniejszym rozporzadzeniu sa
zgodne z opinig Sekcji Nomenklatury Taryfowej
i Statystycznej Komitetu Kodeksu Celnego,

Dz.U. L 256 z 7.9.1987, s. 1. Rozporzadzenie ostatnio zmienione

rozporzgdzeniem Komisji (WE) nr 1352/2007 (Dz.U. L 303
z 21.11.2007, s. 3).

Dz.U. L 123 z 29.5.1972, s. 6. Dyrektywa ostatnio zmieniona
dyrektywa 1999/79/WE (Dz.U. L 209 z 7.8.1999, s. 23).

PRZYJMUJE NINIEJSZE ROZPORZADZENIE:

Artykut 1

W drodze odstepstwa od art. 1 dyrektywy 72/199/EWG zawar-
to$¢ skrobi w masie preparatéw w rodzaju stosowanych do
karmienia zwierzat w rozumieniu kodu CN 2309 oznaczana
jest enzymatyczng metodg analityczng okre$long w zalgczniku
do niniejszego rozporzadzenia, w przypadkach gdy nastepujace
materialy paszowe wystepuja w znacznych iloSciach:

produkty z burakéw (cukrowych), takie jak wystodki bura-
czane (z burakéw cukrowych), melasa z burakéw (cukro-
wych), wystodki buraczane melasowane (z burakéw cukro-
wych), wywar melasowy (z burakéw cukrowych), cukier (z
burakéw cukrowych);

pulpa cytrusowa;

nasiona Inu; makuch Iniany; $ruta poekstrakcyjna Iniana;

nasiona rzepaku; makuch rzepakowy; Sruta poekstrakcyjna
rzepakowa; luski nasion rzepaku;

nasiona stonecznika; $ruta poekstrakcyjna stonecznikowa;
Sruta poekstrakcyjna stonecznikowa z czgsSciowo obluszczo-
nych nasion stonecznika;

makuch z kopry; Sruta poekstrakceyjna z kopry;

pulpa ziemniaczana;

drozdze odwodnione;

produkty bogate w inuling (np. chipsy i maczka
z topinambura);
skwarki.

Artykut 2

Niniejsze rozporzadzenie wchodzi w zycie dwudziestego dnia
po jego opublikowaniu w Dzienniku Urzedowym Unii Europejskie;.
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Niniejsze rozporzadzenie wigze w calosci i jest bezposrednio stosowane we wszystkich
panstwach czlonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli, dnia 11 lutego 2008 r.

W imieniu Komisji
Lszl6 KOVACS
Czlonek Komisji
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ZALACZNIK

ENZYMATYCZNA METODA OZNACZANIA ZAWARTOSCI SKROBI W PREPARATACH STOSOWANYCH
DO KARMIENIA ZWIERZAT PRZY UZYCIU WYSOKOSPRAWNE] CHROMATOGRAFII CIECZOWE] (HPLC)

1.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

Zakres

Niniejsza metoda opisuje enzymatyczne oznaczanie zawartosci skrobi w paszy dla zwierzat. Zawarto$¢ skrobi
oznacza si¢ na podstawie iloSciowego oznaczenia glukozy po enzymatycznym rozkladzie zawartej w probcee
skrobi na glukoz¢. Przyjmuje si¢, Ze cala oznaczona ilo$¢ glukozy pochodzi ze skrobi zawartej w prébee.

Definicje

Metoda ta polega na oznaczeniu zawartosci skrobi i produktéow jej rozkladu o duzej masie czasteczkowej,
nierozpuszczalnych w 40 % etanolu. Zawarto$¢ skrobi jest wyrazona w % (m/m).

Zasada

Probki homogenizuje si¢ przez zmielenie. Probke przemywa si¢ 40 % etanolem, aby usung¢ cukry rozpuszczalne
i rozpuszczalne produkty rozkladu skrobi.

Do zawiesiny dodaje si¢ enzym - termostabilng alfa-amylaz¢. Enzym ten powoduje rozklad skrobi
w temperaturze 100 °C na mniejsze taficuchy, nawet jesli skrobia nie jest catkowicie rozpuszczona. Wigksze
grudki skrobi rozkladaja si¢ bardzo powoli. Dlatego tez probki powinny by¢ dokfadnie rozpuszczone lub mieé
postaé zawiesiny zawierajacej bardzo male czastki stale.

Nastgpnie dodaje si¢ drugi enzym, amyloglukozydaze, ktéra powoduje hydrolize zdegradowanych lancuchow
glukozowych do glukozy w temperaturze 60 °C.

Po odstaniu cieczy i oddzieleniu za pomoca filtracji obecnych w probee bialek, thuszczow i pozostalosci otrzy-
muje si¢ klarowny roztwor, ktory moze by¢ uzyty do analizy metodg HPLC.

Rozdzial cukréw zawartych w probce przeprowadza si¢ za pomocg HPLC.

Odczynniki i inne materiaty

Nalezy stosowa¢ odczynniki cz.d.a. oraz wod¢ demineralizowana.
Etanol, 40 % obj. roztwér wodny
Glukoza, min. 99 %

Roztwér amyloglukozydazy (1,4-alfa-D-glukanoglukohydrolaza) z Aspergillus niger (aktywno$¢ enzymu
> 5000 U/ml). Przechowywa w temperaturze okoto 4 °C.

Zamiennie mozna zastosowaé réwniez amyloglukozydaze sproszkowana.

Termostabilna alfa-amylaza (1,4-alfa-D-glukano-glukanohydrolaza). Przechowywaé w temperaturze okolo 4 °C.
Octan cynku dihydrat, cz.d.a.

Heksacyjanozelazian(ll) potasu (K4[Fe(CN)]¢.3H,0), ekstra czysty

Octan sodu bezwodny, cz.d.a.

Kwas octowy lodowaty, 100 % (v/v)

Octan sodu — bufor (0,2 mol/l)

Odwazy¢ 16,4 g octanu sodu (pkt 4.7) i przenie$¢ do zlewki. Rozpusci¢ w wodzie i przenie$¢ do kolby miarowej
o pojemnosci 1 000 ml. Rozcieficzy¢ do kreski woda i doprowadzi¢ pH do 4,7 za pomoca kwasu octowego
(wykorzystujac pehametr (pkt 5.11). Roztwér ten nadaje si¢ do uzytku maksymalnie przez 6 miesigcy, przy czym
nalezy go przechowywal w temperaturze 4 °C.

Roztwér amyloglukozydazy (aktywno$¢ enzymu > 250 Ujml)

Sporzadzi¢ roztwor z 5 ml roztworu amyloglukozydazy (pkt 4.3) lub 660 mg amyloglukozydazy sproszkowanej
do objetosci koncowej 100 ml przy uzyciu octanu sodu — buforu (pkt 4.9). Sporzadzaé na biezaco.

Roztwér pordwnawczy

Sporzadzi¢ roztwory glukozy w wodzie w sposéb stosowany w analizie metodg HPLC.
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4.12.  Odczynnik do klarowania (Carrez I)

Rozpuéci¢ 219,5 ¢ octanu cynku (pkt 4.5) w wodzie, w zlewce. Przenies¢ roztwér do kolby miarowej
o pojemnosci 1 000 ml, doda¢ 30 ml kwasu octowego (pkt 4.8). Dokladnie wymiesza¢ i dopelni¢ woda. Roztwér
ten nadaje si¢ do uzytku maksymalnie przez 6 miesiecy, przy czym nalezy go przechowywaé w temperaturze
otoczenia.

Mozna tez stosowa¢ inne odczynniki klarujgce réwnowazne plynowi Carreza.

4.13.  Odczynnik do klarowania (Carrez II)

Rozpusci¢ 106,0 g heksacyjanozelazianu(ll) potasu (pkt 4.6) w wodzie, w zlewce. Przenie$¢ roztwor do kolby
miarowej o pojemnosci 1 000 ml. Dokladnie wymiesza¢ i dopelni¢ woda. Roztwér ten nadaje si¢ do uzytku
maksymalnie przez 6 miesigcy, przy czym nalezy go przechowywaé w temperaturze otoczenia.

Mozna tez stosowaé inne odczynniki klarujace réwnowazne plynowi Carreza.

4.14. Faza ruchoma

Faza ruchoma jest przygotowywana w sposob stosowany w analizie cukrow metodg HPLC. W przypadku
stosowania kolumny z Zelem krzemionkowym modyfikowanym grupami aminopropylowymi, faza ruchoma
jest na przyktad mieszanina wody o czysto$ci HPLC i acetonitrylu.

5. Aparatura

5.1.  Standardowe szklo laboratoryjne

5.2.  Wiréwka o przyspieszeniu co najmniej 1 000 g (obliczonym dla $rodka probowki)
5.3.  Szklane probéwki wiréwkowe o pojemnosci 100 ml

5.4.  Mieszadlo magnetyczne

5.5.  Magnetyczne elementy mieszajace

5.6. Saczki karbowane, np. 185 mm

5.7. Filtry strzykawkowe, 0,45 pm odpowiednie do roztworéw wodnych

5.8.  Fiolki na probki odpowiednie do aparatu do automatycznego pobierania probek dla HPLC
5.9.  Kolby miarowe o pojemnosci 100 ml

5.10.  Strzykawki z tworzywa sztucznego, 5 i 10 ml

5.11. Pehametr

5.12. taZnia wodna z termostatem, zakres regulacji od 60 °C do 100 °C

5.13.  Plytki grzewcze z mieszadlami magnetycznymi

5.14.  Aparatura HPLC

5.14.1. Pompa, przystosowana do pulsacji zerowej

5.14.2. Aparat do automatycznego pobierania prébek

5.14.3. Kolumna i kolumna wstepna odpowiednie do analizy cukrow

5.14.4. Ogrzewacz kolumny, zakres temperatury — od temperatury otoczenia do 40 °C
5.14.5. Detektor odpowiedni do analizy cukréw, np. refraktometr

5.14.6. Uklad catkujacy

6. Procedura
6.1.  Informacje ogdlne

Prébki analizowane sa pojedynczo.

6.2.  Przygotowanie probki dla kilku rodzajéw produktow

Produkt homogenizuje si¢ przez zmielenie.
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6.3.

6.4.

6.5.
6.5.1.

6.6.

7.2.

Wielko§¢ prébki

Zawarto$¢ skrobi szacowana jest na podstawie deklaracji nt. skladu surowcowego. Wielko§¢ prébki (wazona
z dokladnoscig do 0,1 mg) mozna oszacowaé ze wzoru:

objeto$¢ kolby miarowej (100 ml)

6bki =
masa prébld (g) szacowana zawarto$¢ skrobi (%)

Préba Slepa

Probe $lepa okresla si¢ wykonujac pelng analize (jak opisano w pkt 6.5) bez dodawania prébki. Wynik otrzymany
dla préby Slepej wykorzystuje si¢ przy obliczaniu zawartosci skrobi (pkt 7.1).

Analiza
Przygotowanie probek

Wymieszal probke za pomoca wstrzasania lub mieszania. Wybrana wielko§¢ prébki (pkt 6.3) odwazy¢ do
probéwki wirdwkowej (pkt 5.3) i doda¢ 50 ml 40 % etanolu (pkt 4.1). Zawarto$¢ mieszaé, stosujac mieszadlo
magnetyczne przez 20 minut w temperaturze otoczenia. Pozostawil element mieszajacy si¢ w probowce
i wirowa¢ przez pig¢ minut. Ostroznie zasysa¢ i usuwal faz¢ ciekla (np. przy uzyciu pipety Pasteura). Proces
ekstrakcji powtarza¢ dodajac dwa razy po 25 ml etanolu (pkt 4.1). Pozostalo$¢ przenies¢ do kolby miarowej
o pojemnodci 100 ml (pkt 5.9) przy uzyciu okolo 70 ml wody.

Po rozpuszczeniu osadu lub uzyskaniu zawiesiny doda¢ 100 mikrolitréw termostabilnej alfa-amylazy (pkt 4.4)
i ogrzewa¢ w 100 °C przez 1 godzing np. w lazni wodnej (pkt 5.12). Ciecz schlodzi¢ do 60 °C w tazni wodnej
i doda¢ 5ml roztworu amyloglukozydazy (pkt 4.10). Kolb¢ umiescic na 30 minut w lazni wodnej
o temperaturze 60 °C. Ciecz schlodzi¢ do temperatury otoczenia i klarowaé probke przez dodanie 1 ml plynu
Carreza | (pkt 4.12), wstrzasna¢ i dodaé nastepnie 1 ml plynu Carreza 1l (pkt 4.13). Plyny Carreza I i II moga by¢
dodane przed lub po schlodzeniu. Zawarto$¢ rozcieniczy¢ woda do kreski, zhomogenizowac, a roztwér przess-
czy¢ przez saczek karbowany (pkt 5.6). Zebraé ekstrakt probki.

Postgpowanie z ekstraktami prébek

Ekstrakty przesaczy¢ przez filtr strzykawkowy (pkt 5.7) za pomoca strzykawki (pkt 5.10), ktéra uprzednio
przemyto ekstraktem. Przesacze zebral do fiolek (pkt 5.8).

Uwaga: Filtr strzykawkowy mozna wykorzystywa¢ kilkakrotnie. Nalezy go przemy¢ kolejnym ekstraktem, aby
zapobiec zanieczyszczeniu przez ekstrakt poprzedni.

Chromatografia

Analiz¢ metodg HPLC przeprowadza si¢ konwencjonalnie dla analizy cukrow. Poniewaz probki ekstrahuje sig
roztworem etanolu w wodzie, gléwnym cukrem podlegajacym analizie jest glukoza. Jesli analiza metodg HPLC
wykaze $lady maltozy, moze to oznacza¢ niecatkowity rozklad skrobi.

Obliczanie i przedstawianie wynikow
Obliczanie wynikéw analizy metoda HPLC

Zawarto$¢ glukozy (% m/m) oblicza si¢ na podstawie wynikow analizy metoda HPLC.

Roztwor enzymu amyloglukozydazy (pkt 4.3) jest stabilizowany glukozg. Ponadto termostabilna alfa-amylaza
(pkt 4.4) stabilizowana sacharoza, ktéra moze zostaé czg$ciowo przeksztalcona w glukoze, w wyniku aktywnosci
inwertazowej amyloglukozydazy. Dlatego tez zmierzone stezenie glukozy (%, m/v) powinno by¢ skorygowane
o stezenie glukozy (%, m[v) w prébie Slepej. Zawarto$¢ glukozy (% m/m) skorygowana wzgledem préby $lepej,
oblicza si¢ nastepnie ze skorygowanego stezenia glukozy, masy prébki i kalibracji przy uzyciu roztwordw
poréwnaczych (pkt 4.11).

Obliczanie zawartosci skrobi

Zawarto$¢ skrobi (% m/m) oblicza si¢ z zawartosci glukozy (% m/m) po uwzglednieniu poprawki na probe Slepa.
Zawarto§¢ skrobi = 0,9 * glukoza skorygowana

Precyzja
Test migdzylaboratoryjny

Szczegdly dotyczace miedzylaboratoryjnego testu odno$nie do precyzji tej metody podano w pkt 8.4.
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8.2.

8.3.

8.4.

Powtarzalno$¢

Bezwzgledna réznica migdzy dwoma niezaleznymi pojedynczymi wynikami analiz otrzymanymi przy uzyciu tej
samej metody i materialu badawczego w tym samym laboratorium, przez tego samego laboranta na tym samym
sprzecie w zblizonym czasie powinna by¢ w nie wiecej niz 5 % przypadkéw wieksza od granicy powtarzalnosci
wynoszacej 1,1 % (m/m). Granica powtarzalnoéci zostala wyznaczona w wyniku polaczenia wynikow testu
migdzylaboratoryjnego (zob. pkt 8.4).

Odtwarzalnos¢

Bezwzgledna réznica migdzy dwoma niezaleznymi pojedynczymi wynikami analiz otrzymanymi przy uzyciu tej
samej metody i materiatu badawczego w réznych laboratoriach, przez réznych laborantéw na réznym sprzecie
powinna by¢ w nie wiecej niz 5 % przypadkéw wicksza od granicy odtwarzalno$ci wynoszacej 3,7 % (m/m).
Granica odtwarzalnosci zostala wyznaczona na podstawie polaczonych wynikéw testu migdzylaboratoryjnego
(zob. pkt 8.4).

Wyniki testu migdzylaboratoryjnego

Test miedzylaboratoryjny przeprowadzony zostal w latach 2005-2006 z udzialem europejskich laboratoriéw
celnych. Test przeprowadzono zgodnie z normg ISO 5725 oraz protokotem IUPAC (W. Horwitz, ,Pure and
Applied Chemistry”, tom 67, 1995, str. 331-343). Dane dotyczace precyzji zostaly podane w ponizszej tabeli.

Statystyczne wyniki badania migdzylaboratoryjnego

Probka

1 2 3 4 5
Liczba laboratoriéw po wyeliminowaniu wynikow 25 26 26 25 24
krancowych
Liczba zaakceptowanych wynikow 50 52 52 50 48
Srednia zawarto§¢ skrobi (% m/m) 31,2 14,4 25,1 12,9 27,8
Odchylenie standardowe powtarzalnosci s, (% m/m) 0,4 0,3 0,6 0,2 0,3
Granica powtarzalnosci r (% m/m) 1,1 0,8 1,7 0,7 0,9
Odchylenie standardowe odtwarzalnosci sg (% m/m) 1,7 0,8 1,7 0,9 1,3
Granica odtwarzalno$ci R (% m/m) 4,8 2,2 4,7 2,5 3,7
Probki
1: sucha karma dla pséw
2: sucha karma dla kotow
3: sucha karma dla kotéw (prébka 2) z dodatkiem skrobi
4: sucha karma dla kotéw (probka 2) z dodatkiem wystodkéw buraczanych
5: handlowa karma dla zwierzat domowych




