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ROZPORZADZENIE KOMISJI (UE) NR 118/2010

z dnia 9 lutego 2010 r.

zmieniajace rozporzadzenie (WE) nr 900/2008 ustanawiajagce metody analizy i inne przepisy
techniczne niezbedne do stosowania systemu przywozu niektérych towaréw pochodzacych
z przetworstwa produktéw rolnych

KOMISJA EUROPE]JSKA,
uwzgledniajac Traktat o funkcjonowaniu Unii Europejskiej,

uwzgledniajac rozporzadzenie Rady (EWG) nr 2658/87 z dnia
23 lipca 1987 r. w sprawie nomenklatury taryfowej
i statystycznej oraz w sprawie Wspdlnej Taryfy Celnej (1),
w szczeg6lnosci jego art. 9,

a takze majgc na uwadze, co nastepuje:

(1) W rozporzadzeniu Komisji (WE) nr 900/2008 (?) ustano-
wiono wzory, procedury i metody stosowane do ozna-
czania zawarto$ci skrobi/glukozy w celu stosowania
zalacznikéw 11 i Il do rozporzadzenia Komisji (WE) nr
1460/96 z dnia 25 lipca 1996 r. ustanawiajacego szcze-
golowe zasady wprowadzania w zycie preferencyjnych
zasad handlu majacych zastosowanie do niektérych
towaréw pochodzacych z przetworstwa produktéw
rolnych, jak przewidziano w art. 7 rozporzadzenia
Rady (WE) nr 3448/93 (3.

() Grupa ekspertow przeanalizowala rozporzadzenie (WE)
nr 900/2008 w celu stwierdzenia, czy uwzglednia ono
postep naukowy i techniczny w odniesieniu do metod
ustanowionych w tym rozporzadzeniu. Przeprowadzone
w ramach tej analizy badania i testy wykazuja, ze zale-
cane obecnie w przypadku wigkszosci towaréw ozna-
czanie zawartosci skrobiglukozy poprzez solubilizacje
przy uzyciu wodorotlenku sodu (poprzedzajace enzyma-
tyczng degradacje do glukozy) oraz pomiar catkowitej

zawarto$ci glukozy przy uzyciu metody enzymatycznej
z wykorzystaniem spektrofotometrii nie  spelniaja
najnowszych wymogéw technicznych i w  zwiazku
z tym powinny zosta¢ uaktualnione.

(3)  Wilasciwe jest zatem ustalenie, ze degradacje skrobif
glukozy nalezy przeprowadzal metodg enzymatyczng
poprzez zastosowanie amylazy i amyloglukozydazy,
a calkowita zawarto$¢ glukozy nalezy oznaczaé
z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC) oraz nalezy okresli¢ sposdb stosowania
metody enzymatycznej.

(4)  Nalezy zatem odpowiednio zmieni¢ rozporzadzenie (WE)
nr 900/2008.

(5)  Srodki przewidziane w niniejszym rozporzadzeniu sa
zgodne z opinig Komitetu Kodeksu Celnego,

PRZYJMUJE NINIEJSZE ROZPORZADZENIE:

Artykut 1

Zalacznik I do rozporzadzenia (WE) nr 900/2008 zastepuje si¢
tekstem zalgcznika do niniejszego rozporzadzenia.

Artykut 2

Niniejsze rozporzadzenie wchodzi w zycie dwudziestego dnia
po jego opublikowaniu w Dzienniku Urzgdowym Unii Europejskiej.

Niniejsze rozporzadzenie wigze w calosci i jest bezposrednio stosowane we wszystkich

panstwach czlonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli dnia 9 lutego 2010 r.

() Dz.U. L 256 z 7.9.1987, s. 1.
() Dz.U. L 248 z 17.9.2008, s. 8.
() Dz.U. L 187 z 26.7.1996, s. 18.

W imieniu Komisji
José Manuel BARROSO
Przewodniczgcy
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ZALACZNIK
LZALACZNIK

Enzymatyczne oznaczanie zawarto$ci skrobi i produktéw jej degradacji, wlacznie z glukozg, w produktach

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

zywno$ciowych z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)

Zakres

Metoda opisuje oznaczanie zawartosci skrobi i produktéw jej degradacji, wlacznie z glukoza w produktach
zywnosciowych przeznaczonych do spozycia przez ludzi, zwanych dalej »skrobig«. Zawarto$¢ skrobi oznacza
sie na podstawie iloSciowej analizy glukozy z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)
po enzymatycznej konwersji skrobi i produktéw jej degradacji w glukoze.

Definicja catkowitej zawartoéci glukozy oraz catkowitej zawartoéci glukozy wyrazonej jako skrobia

Calkowita zawarto$¢ glukozy oznacza warto$¢ Z zgodnie z obliczeniem w pkt 7.2.1 niniejszego zalacznika.
Odpowiada ona zawartosci skrobi i wszystkich produktéw jej degradacji wlacznie z glukoza.

Zawarto$¢ skrobi/glukozy, zgodnie z definicja w zalaczniku III do rozporzadzenia (WE) nr 1460/96, oblicza si¢ na
podstawie catkowitej zawartosci glukozy Z oraz zgodnie z art. 2 pkt 1 niniejszego rozporzadzenia.

Zawarto$¢ skrobi (lub dekstryny), o ktérej mowa w kolumnie 3 zalacznika IV do rozporzadzenia Komisji (WE) nr
1043/2005 ('), oblicza si¢ na podstawie calkowitej zawartosci glukozy Z oraz zgodnie z art. 2 pkt 2.1 rozpo-
rzadzenia Komisji (WE) nr 904/2008 (2).

Zawarto$¢ skrobi wymienionej w pkt 1 niniejszego zalgcznika oznacza warto$¢ E, obliczong zgodnie z pkt 7.2.2
niniejszego zalgcznika. Zawarto$¢ skrobi podaje si¢ w procentach % (m/m). Odpowiada ona catkowitej zawartosci

glukozy Z, wyrazonej jako skrobia. Warto$¢ E nie ma wplywu na powyzsze obliczenia.

Zasada

Prébki homogenizuje si¢ i tworzy zawiesing w wodzie. Obecne w probkach skrobia i produkty jej degradacji
zostajg w dwoch etapach enzymatycznie przeksztalcone w glukoze:

1) skrobia i produkty jej degradacji zostaja czgSciowo przeksztalcone w rozpuszczalne lancuchy glukozowe
z uzyciem termostabilnej alfa-amylazy w temperaturze 90 °C. Dla osiagni¢cia skutecznej konwersji probki
muszg by¢ calkowicie rozpuszczone lub mieé postal zawiesiny zawierajacej bardzo male czgstki stale;

2) rozpuszczalne fancuchy glukozowe sg przeksztalcane w glukoze z uzyciem amyloglukozydazy w temperaturze
60 °C.

Produkty zawierajace znaczng ilo§¢ bialek lub tluszczu sa klarowane i filtrowane.
Oznaczenie cukréw przeprowadza si¢ za pomoca analizy HPLC.

Poniewaz w czasie poddania dzialaniu enzyméw moze dojs¢ do czesciowej inwersji sacharozy, do oznaczenia
cukroéw prostych takze stosuje si¢ analiz¢ HPLC w celu obliczenia skorygowanej zawartosci glukozy.

Odczynniki i inne materialy

Nalezy stosowa¢ odczynniki o uznanej klasie analitycznej i wode demineralizowang.
Glukoza, min. 99 %.

Fruktoza, min. 99 %.

Sacharoza, min. 99 %.

Monohydrat maltozy, min. 99 %.

Monohydrat laktozy, min. 99 %.

Roztwor termostabilnej alfa-amylazy (1,4-alfa-D-Glukan-glukanohydrolaza), aktywno$¢ okoto 31 000 U/ml (1 U
uwalnia ze skrobi 1.0 mg maltozy w czasie 3 minut przy pH 6,9 i 20 °C). Enzym moze zawiera¢ malg ilos¢
zanieczyszezen (np. glukozy lub sacharozy) i innych przeszkadzajacych enzyméw. Przechowywaé w temperaturze
ok. 4 °C. Alternatywnie stosowane mogg by¢ inne Zrédla alfa-amylazy pozwalajace uzyskal ostateczny roztwor
o poréwnywalnej aktywnosci enzymatycznej.

(") Dz.U. L 172 z 5.7.2005, s. 24.

() Dz.U. L 249 z 18.9.2008, s. 9.
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4.7.  Amyloglukozydaza (1,4-alfa-D-Glukan-glukanohydrolaza) z Aspergillus niger, w postaci proszku, aktywno§¢ okoto
120 U/mg lub okolo 70 U/mg (1 U uwalnia ze skrobi 1 mikromol glukozy w czasie 1 minuty przy pH 4,8
i 60 °C). Enzym moze zawiera¢ malg ilo$¢ zanieczyszczen (np. glukozy lub sacharozy) i innych przeszkadzajacych
enzymow (np. inwertazy). Przechowywa¢ w temperaturze ok. 4 °C. Alternatywnie stosowane moga by¢ inne zrédta
amyloglukozydazy pozwalajace uzyskaé ostateczny roztwér o poréwnywalnej aktywnosci enzymatycznej.

4.8.  Octan cynku diwodzian, cz.d.a.

4.9.  Heksacyjanozelazian(ll) potasu (K4[Fe(CN)]s.3H,0), ekstraczysty.
4.10. Octan sodu bezwodny, cz.d.a.

4.11. Kwas octowy lodowaty, 96 % (v/v) (minimum).

4.12. Octan sodu — bufor (0,2 mol/l). Odwazy¢ 16,4 g octanu sodu (pkt 4.10) i przenie$¢ do szklanej zlewki. Rozpusci¢
w wodzie i przenies¢ do kolby pomiarowej o pojemnosci 1 000 ml. Rozcienczy¢ do kreski woda i doprowadzi¢
pH do wartosci 4,7 za pomocg kwasu octowego korzystajac z pehametru (pkt 5.7). Roztwér nadaje si¢ do uzytku
maksymalnie przez 6 miesiecy i powinien by¢ przechowywany w temperaturze 4 °C.

4.13. Roztwér amyloglukozydazy. Sporzadzi¢ roztwor sproszkowanej amyloglukozydazy (pkt 4.7) przy uzyciu buforu
octanu sodu (pkt 4.12). Aktywnos§¢ enzymatyczna musi by¢ wystarczajaca i odpowiednia do zawartosci skrobi
w prébee (na przyklad aktywno$¢ okoto 600 U/ml otrzymywana jest z 0,5 g sproszkowanej amyloglukozydazy
120 U/mg (pkt 4.7) w przypadku objetosci korficowej wynoszacej 100 ml na 1 g skrobi w prébee). Sporzadzaé
bezposrednio przed uzyciem.

4.14. Roztwory poréwnawcze. Sporzadzi¢ roztwory glukozy, fruktozy, sacharozy, maltozy i laktozy w wodzie w sposéb
stosowany w analizie cukréw metoda HPLC.

4.15. Odczynnik do klarowania (Carrez I). Rozpusci¢ 219,5 g octanu cynku (pkt 4.8) w wodzie, w szklanej zlewce.
Przenie$¢ roztwér do kolby pomiarowej o pojemnosci 1000 ml, doda¢ 30 ml kwasu octowego (pkt 4.11).
Dokladnie wymiesza¢ i rozcieficzy¢ do kreski woda. Roztwér mozna wykorzystywal maksymalnie przez 6
miesigcy jezeli jest on przechowywany w temperaturze pokojowej. Mozna tez stosowaé inne odczynniki klarujace
réwnowazne plynowi Carreza.

4.16. Odczynnik do klarowania (Carrez II). Rozpusci¢ 106,0 g heksacyjanozelazianu (Il) potasu (pkt 4.9) w wodzie,
w szklanej zlewce. Przenie$¢ roztwér do kolby pomiarowej o pojemnodci 1 000 ml. Dokladnie wymieszaé
i rozcienczy¢ do kreski woda. Roztwdér mozna wykorzystywal maksymalnie przez 6 miesigcy, jezeli jest on
przechowywany w temperaturze pokojowej. Mozna tez stosowa¢ inne odczynniki klarujgce réwnowazne plynowi
Carreza.

4.17 Faza ruchoma chromatografii cieczowej HPLC. Przygotowaé faze ruchoma, ktéra jest standardowo stosowana
w analizie HPLC cukréw. W przypadku stosowania kolumny z zelem krzemionkowym modyfikowanym grupami
aminopropylowymi fazg ruchoma jest na przyklad mieszanina wody o czystosci HPLC i acetonitrylu.

5. Aparatura

5.1.  Standardowe szklo laboratoryjne.

5.2.  Saczki karbowane, np. 185 mm.

5.3.  Filtry strzykawkowe, 0,45 pm do roztworéw wodnych.

5.4. Fiolki na prébki odpowiednie do aparatu do automatycznego pobierania prébek dla HPLC.
5.5.  Kolby pomiarowe o pojemnosci 100 ml.

5.6. Strzykawki z tworzywa sztucznego o pojemnosci 10 ml.

5.7.  Pehametr.

5.8.  Waga analityczna.

5.9. laznia wodna z termostatem, zakres regulacji 60-90 °C.

5.10. Aparatura HPLC odpowiednia do analizy cukréw.
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6.2.

6.3.

6.4.
6.4.1.

6.4.2.

6.4.3.

6.5.

Procedura
Przygotowanie probki dla kilku rodzajow produktéw

Produkt jest homogenizowany.

Wielkos¢ prébki

Wielko$¢ probki szacowana jest na podstawie deklarowanego sktadu surowcowego oraz warunkéw analizy metoda
HPLC (st¢zenie glukozy w roztworach poréwnawczych) i nie moze przekraczaé:

__ objetos¢ kolby pomiarowej (np. 100 ml)
B szacowana zawarto$¢ skrobi (%)

masa prébki (g)

Wazy¢ prébke z dokladnoscig do 0,1 mg.

Oznaczenie proby Slepej

Probe $lepa oznacza si¢ wykonujac pelng analiz¢ (jak opisano w pkt 6.4) bez dodawania préobki. Wynik oznaczenia
proby Slepej wykorzystuje si¢ przy obliczaniu zawartosci skrobi (pkt 7.2).

Analiza
Przygotowanie probek

Przeprowadzi¢ homogenizacje prébki za pomocg wytrzasania lub mieszania. Wybrana wielkos¢ prébki (pkt 6.2)
odwazy¢ do kolby pomiarowej (pkt 5.5) i doda¢ okoto 70 ml cieplej wody.

Po rozpuszczeniu osadu lub uzyskaniu zawiesiny doda¢ 50 mikrolitréw termostabilnej alfa-amylazy (pkt 4.6)
i ogrzewaé w temperaturze 90 °C przez 30 minut w lazni wodnej (pkt 5.9). Ciecz jak najszybciej schlodzi¢ do
60 °C w tazni wodnej i doda¢ 5 ml roztworu amyloglukozydazy (pkt 4.13). W przypadku prébek, ktére moglyby
zmieni¢ pH roztworu reakcyjnego, nalezy kontrolowaé pH i w miar¢ potrzeby dostosowal pH do wartosci
wynoszacej 4,6-4,8. Prowadzi¢ reakcje przez 60 minut w temperaturze 60 °C. Schiodzi¢ prébke do temperatury
pokojowej.

Klarowanie

W przypadku probek z wysoka zawartoscig bialek lub tluszczu niezbedne jest klarowanie poprzez dodanie 1 ml
plynu Carreza I (pkt 4.15) do roztworu prébki. Po wstrzasnieciu dodaje sie 1 ml plynu Carreza II (pkt 4.16).
Nalezy powtdrnie wstrzasnaé probke.

Przeprowadzenie analizy metoda HPLC

Prébke w kolbie pomiarowej nalezy rozcienczy¢é woda do kreski, zhomogenizowa¢ i przesaczy¢ przez saczek
karbowany (pkt 5.2). Zebra¢ ekstrakt probki.

Ekstrakty nalezy przesaczy¢ przez filtr strzykawkowy (pkt 5.3) za pomocy strzykawki (pkt 5.6), ktéra uprzednio
przemyto ekstraktem. Przesacze zebral do fiolek (pkt 5.4).

Chromatografia

Analiz¢ metoda HPLC przeprowadza si¢ w spos6b typowy dla analizy cukréw. Jesli analiza metodg HPLC wykazuje
Slady maltozy, oznacza to niecatkowite przeksztalcenie skrobi, czego wynikiem jest zbyt niskie odzyskanie
glukozy.

Obliczanie i przedstawianie wynikéw
Obliczanie wynikéw analizy HPLC

W celu obliczenia zawartosci skrobi niezbedne jest uzyskanie wynikéw dwoch analiz HPLC, a mianowicie: cukrow
obecnych w prébee przed poddaniem dzialaniu enzyméw («cukry wolne») oraz po poddaniu dzialaniu enzymow
(zgodnie z opisang metodg). W celu wprowadzenia poprawki na cukry obecne w enzymach nalezy wykonaé takze
oznaczenie préby $lepej.

W analizie HPLC powierzchni¢ pikéw okresla si¢ poprzez catkowanie, a stgzenie oblicza si¢ po kalibracji przy
uzyciu roztwordw poréwnawczych (pkt 4.14). Stezenie glukozy (g/100 ml) w prébie Slepej wydzielone zostaje ze
stezenia glukozy (g/100 ml) po poddaniu dzialaniu enzyméw. Ostatecznie zawarto$¢ cukréw (g cukru/100 g
prébki) obliczana jest przy uzyciu odwazonej ilosci probki, czego wynikiem jest:
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7.2
7.2.1.

7.2.2.

1) analiza HPLC przed poddaniem dzialaniu enzyméw, okreslajaca zawarto$¢ cukréw wolnych (g/100 g):
— glukozy G,
— fruktozy F,
— sacharozy S;
2) analiza HPLC po poddaniu dzialaniu enzymoéw, okreslajaca zawarto$¢ cukrow (g/100 g):
— glukoza po wprowadzeniu poprawki na probe Slepg (G, o),
— fruktoza F,
— sacharoza S..
Obliczanie zawartosci skrobi
Obliczanie catkowitej zawartosci glukozy »Z«

Jezeli ilos¢ fruktozy po poddaniu dzialaniu enzymoéw (F,) jest wyzsza niz ilo$¢ fruktozy przed poddaniem dziataniu
enzyméw (F), oznacza to, ze sacharoza obecna w probce zostala czgsciowo przeksztalcona w fruktoze i glukoze.
Wskazuje to, ze nalezy wprowadzi¢ poprawke na uwolniona glukoze (F.— F).

Z, ostateczna zawarto$¢ glukozy po wprowadzeniu poprawki w g/100 g:
Z= (Gc cor) - (Fc - F)

Obliczanie catkowitej zawartosci glukozy wyrazonej jako skrobia

E, zawarto§¢ »skrobi« w g/100 g:
E= [(Gc cor) - (Fc - F)] x 0,9

Precyzja

Niniejszy punkt zawiera szczegbly dotyczace migdzylaboratoryjnego testu odno$nie do danych dotyczacych
precyzji metody stosowanej do 2 prébek. Odpowiadaja one wymogom w odniesieniu do metody opisanej
w niniejszym zalgczniku.

Wyniki badania mig¢dzylaboratoryjnego (dla celéw informacyjnych)

Badania miedzylaboratoryjne przeprowadzono w 2008 r. z udzialem europejskich laboratoriow celnych.

Ocena danych dotyczacych precyzji metody zostala przeprowadzona zgodnie z protokotem dotyczacym zapro-
jektowania, przeprowadzenia i interpretacji studium wykonania metody (»Protocol for the design, conduct and

interpretation of method-performance studies, W. Horwitz (IUPAC technical report), Pure & Appl. Chem., Vol. 67,
N° 2, PP.331-343, 1995).

Dane dotyczace precyzji zostaly podane w ponizszej tabeli.

Probki o 7 7

; }b;gggt;iz]?koladowy z herbatnikiem prébka 1 prébka 2
Liczba laboratoriéw 41 42
Liczba laboratoriéw po wyeliminowaniu wynikow krafico- 38 39
wych

Srednia (%, m/m) 29,8 55,0
Odchylenie standardowe powtarzalnosci sr (%, m/m) 0,5 0,5
Odchylenie standardowe odtwarzalnosci sR (%, m/m) 1,5 2,3
Granica powtarzalnoéci r (%, m/m) 1,4 1,4
Granica odtwarzalnosci R (%, m/m) 4,2 6,6”




