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A BIZOTTSAG 121/2008/EK RENDELETE
(2008. februar 11.)

az dllatok etetésére szolgdld készitmények (KN-kéd: 2309) keményitStartalminak meghatirozdsira
szolgilé analitikai médszer megdllapitdsarol

AZ EUROPAI KOZOSSEGEK BIZOTTSAGA,

tekintettel az Eurdpai Kozosséget létrehozd szerzédésre,

tekintettel a vam- és a statisztikai ndmenklatirardl, valamint a
Kozos Vamtarifirol szolo, 1987. jalius 23-i 2658/87/EGK
tandcsi rendeletre (1) és kiilonosen annak 9. cikke (1) bekezdé-
sének a) pontjéra,

mivel:

Annak érdekében, hogy az dllatok etetésére szolgdld
készitmények (KN-kéd: 2309) behozatalkor egységes
bdndsmddban részesiiljenek az egész Kozosségben, az
analitikai modszerek meghatdrozasakor figyelembe kell
venni a modszerek tudomdnyos és technoldgiai fejlé-
dését.

A takarmdnyok hatdsdgi ellenGrzésére szolgdld kozosségi
analitikai moddszerek meghatdrozdsardl sz6lo, 1972.
prilis 27-i 72/199/EGK harmadik bizottsagi irdny-
elvvel (3) 6sszhangban az allatok etetésére szolgdld készit-
mények  keményitStartalmanak meghatdrozisira az
iranyelv 1. mellékletének 1. pontjaban leirt polarimetrids
modszert (mds néven: a modositott Ewers-moddszert) kell
alkalmazni.

A tagdllamok vdmlaboratériumainak szakért6i  dltal
végzett vizsgalatok fényében rendelkezni kell arrdl,
hogy ha a 72/199/EGK irdnyelvben meghatdrozott pola-
rimetrids médszer nem alkalmazhaté az emlitett készit-
mények keményitGtartalmanak meghatdrozdsara, akkor
enzimes analitikai modszert kell haszndlni. Ezért indokolt
részletezni az enzimes modszer végrehajtdsinak modjat.

Az e rendeletben el6irt intézkedések osszhangban vannak
a Vamkoddexbizottsag vam- ¢és statisztikai némenklatd-
raval foglalkoz6 részlegének véleményével,

(') HL L 256., 1987.9.7., 1. o. A legut6bb az 13522007 [EK bizottsagi
rendelettel (HL L 303., 2007.11.21., 3. 0.) mddositott rendelet.

() HL L 123, 1972.5.29., 6. 0. A legutébb az 1999/79/EK irdnyelvvel
(HL L 209., 1999.8.7., 23. 0.) modositott irdnyelv.

ELFOGADTA EZT A RENDELETET:

1. cikk

A 72[199[EGK irdnyelv 1. cikkétsl eltérve, a 2309 KN-kod
szerinti, az allatok etetésére szolgdlé készitmények tomegszdza-
1ékban kifejezett keményitGtartalmét az e rendelet mellékletében
megallapitott enzimes analitikai modszerrel kell meghatdrozni
az aldbbi takarmdny-alapanyagok nagy mennyiségli jelenléte
esetében:

a) (cukor)répakészitmények, pl. (cukor)répapép, (cukor)répame-
lasz, (cukor)répapép-melasz, (cukor)répaseprd, (répa)cukor;

b) citruspép;

¢) lenmag; sajtolds utdn visszamaradt lenmagpogécsa, kivonds
utdn visszamaradt lenmagpogdcsa;

d) repcemag; sajtolds utdn visszamaradt repcemagpogicsa;
kivonds utdn visszamaradt repcemagpogacsa; repcemaghéj;

e) napraforgémag; kivonds utdn visszamaradt napraforgémag-
pogdcsa, kivonds utdn visszamaradt részlegesen hantolt
napraforgémag-pogacsa;

f) sajtolds urtdn visszamaradt koprapogicsa; kivonds utdn
visszamaradt koprapogacsa;

g) burgonyapép;

h) széritott élesztd;

i) inulinban gazdag termékek (pl. csicsOkaszeletek és csicsoka-
liszt);

j) toportyd.

2. cikk

Ez a rendelet az Eurdpai Unié Hivatalos Lapjdban valé kihirdetését
kovetS huszadik napon 1ép hatdlyba.
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Ez a rendelet teljes egészében kotelezd és kozvetleniil alkalmazand6 valamennyi tagallamban.

Kelt Briisszelben, 2008. februir 11-én.

a Bizottsdg részérdl
Lészl6 KOVACS
a Bizottsdg tagja
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MELLEKLET

ENZIMES MODSZER AZ ALLATOK ETETESERE SZOLGALO KESZITMENYEK KEMENYITOTARTALMANAK

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

NAGYNYOMASU FOLYADEKKROMATOGRAFIA (HPLC) HASZNALATAVAL TORTENG
MEGHATAROZASAHOZ

Alkalmazisi teriilet

Ez a mddszer az dllati eledelek keményitStartalménak enzimes meghatdrozdsat irja le. A keményitStartalom a
sz6l6cukor mennyiségének meghatdrozdsa révén dllapithaté meg, miutin a jelen 1évé keményitGt enzimekkel
sz6l6cukorrd bontjdk. A mért sz6l6cukor-mennyiség teljes egészét a mintdban taldlhaté keményit6b6l szdrma-
z6nak tekintik.

Fogalommeghatirozisok

A modszerrel a keményitStartalom és 40 %-os etanolban nem old6dd, nagy molekulatomegti bomlastermékei
hatdrozhatok meg. A keményitGtartalmat tomegszazalékban fejezik ki (m/m).

Alapelv

A mintdkat 6rléssel homogenizalidk. A mintdt az o0ld6dd cukrok és a keményit6 oldodé bomldstermékeinek
eltavolitdsa érdekében 40 %-os etanollal mossdk.

A szuszpenzidhoz héstabil alfa-amildz enzimet adnak. Az enzim 100 °C-on kisebb ldncokra bontja a keményitst
fuggetlenil attdl, hogy annak oldéddsa tokéletes volt-e. A nagyobb keményitGdarabok nagyon lassan bomlanak
le. Ezért a mintdt tokéletesen fel kell oldani, vagy nagyon kicsi szilird darabokat tartalmazé szuszpenzi6 forma-
jaban kell hasznélni.

Ezutdn hozzdadjik a mdsodik, amilogliikoziddz enzimet, amely a lebontott szdlGcukorldncokat 60 °C-on sz416-
cukorrd hidrolizélja.

A folyadék deritése utdn, amelynek sordn a jelen 1évs fehérjéket, zsirokat és maradékanyagokat sztiréssel eltdvo-
litjdk, HPLC-elemzésre alkalmas, tiszta oldatot kapnak.

A jelen 1év8 cukrok elvélasztdsat HPLC-vel végzik.

Reagensek és egyéb anyagok

Minden reagensnek analitikai tisztasdgtinak, a viznek pedig ioncseréltnek kell lennie.
40 %-os (v[v) etanol, vizben
Sz6l6cukor, legaldbb 99 %-os

Aspergillus  nigerb6l  szdrmazé amiloglitkoziddz oldata (1,4-alfa-D-glitkkdn glitkohidroldz) (enzimaktivitds
> 5000 Ujml). Tarolds kb. 4 °C-on.

Alternativ megolddsként amilogliikoziddz por is haszndlhaté.

Héstabil alfa-amildz (1,4-alfa-D-gliikdn glitkohidroldz). Térolds kb. 4 C-on.
Cink-acetdt-dihidrdt, analitikai tisztasdga (p.a.)

Kalium-hexacianoferrt (I) (K4[Fe(CN)]4.3H,0), extra tisztasdgt

Vizmentes natrium-acetat, analitikai tisztasdga (p.a.)

100 %-os (v[v) jégecet

Nétrium-acetat puffer (0,2 mol/l)

Mérjiink ki 16,4 gramm ndtrium-acetdtot (4.7.) egy f6z6pohdrba. Oldjuk fel vizben, és ontsiik bele egy 1 000 ml-
es mér6lombikba. A jelzésig higitsuk vizzel, és a pH-értéket ecetsav alkalmazdsdval (pH-mérg [5.11.] segitségével)
allitsuk be 4,7-re. Az oldat 4 °C-on tdrolva legfeljebb hat honapig hasznélhaté fel.

Amigliikoziddz-oldat (enzimaktivitds > 250 U/ml)

5 ml amiloglitkoziddz-oldatbdl (4.3.) vagy 660 mg amiloglitkoziddz-porbdl ndtrium-acetat puffer (4.9.) hasznéla-
tdval oldatot készitiink, amelynek végsG térfogata 100 ml. Azonnal készitsiik el.

Referenciaoldat

Készitsiink a HPLC-elemzésben hagyomdnyos médon hasznalt oldatot vizben feloldott sz8l8cukorbol.
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4.12. Reagens a deritéshez (Carrez 1)

Oldjunk fel egy f6z6pohdrban 219,5 gramm cink-acetdtot (4.5.) vizben. Ontsiik 4t egy 1 000 ml-es mérélom-
bikba, és adjunk hozzd 30 ml ecetsavat (4.8.). Alaposan keverjitk dssze, és toltsitk fel vizzel. Az oldat szobahd-
mérsékleten tartva legfeljebb hat hénapig haszndlhaté fel.

Mds, a Carrez oldattal egyenértékii deritS reagens is hasznalhatd.

4.13.  Reagens a deritéshez (Carrez II)

Oldjunk fel egy f6z6poharban 106,0 gramm kélium-hexacianoferratot (I) (4.6.) vizben. Ontsiik egy 1 000 ml-es
mérélombikba. Alaposan keverjikk 6ssze, és ontsiik fel vizzel. Az oldat szobahSmérsékleten tarolva legfeljebb hat
hénapig hasznalhato fel.

Mds, a Carrez oldattal egyenértékii derité reagens is hasznalhato.

4.14. Mozgb fazis

Készitsiik el a cukrok HPLC-elemzése sordn hagyomédnyosan haszndlt mozgd fézist. Amennyiben aminopropil
szilikagél-oszlopot haszndlunk, az dltaldnosan hasznalt mozgd fazis példaul HPLC-tisztasdgi viz és acetonitril

elegye.
5. Felszerelés
5.1.  Normél laboratériumi tivegedények
5.2. 1000 g értékii vagy er8sebb centrifuga (a cs6 kozepén mérve)
5.3. 100 ml-es iiveg centrifugacsovek

5.4.  Migneses keverd
5.5.  Magneses rudak

5.6. Redés sziirdk, pl. 185 mm-es

5.7.  Fecskend@sziirdk, 0,45 pm, vizes oldatokhoz megfelel§
5.8.  Mintatarté ampullédk a HPLC automata mintavevhoz

5.9. 100 ml-es mérélombikok

5.10. 5 és 10 ml-es mdanyag fecskendSk

5.11. pH-méré

5.12. 60 °C-ra és 100 °C-ra bedllithat6, héfokszabélyzoval ellatott vizfurds
5.13.  MelegitSlapok mégneses keverdkkel

5.14. HPLC-eszkozok

5.14.1. Pumpa, pulzdlismentes

5.14.2. Automatikus mintavevd

5.14.3. Oszlop és elGoszlop, a cukrok elemzéséhez

5.14.4. Oszlopszéritd, szobahdmérséklet és 40 °C kozotti hdmérsékleti skaldval
5.14.5. Cukrok clemzéséhez haszndlhat6 detektor, pl. refraktiv index detektor
5.14.6. Integrdlé rendszer

6. Az eljirds

6.1.  Altalinos

A mintdkat egy példanyban kell elemezni.

6.2.  Kiilonboz6 terméktipusok mintdinak el6készitése

A terméket Srléssel homogenizdljik.
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6.3.

6.4.

6.5.
6.5.1.

6.6.

7.2.

A minta mennyisége

A keményitStartalmat az alapanyag-felsorolds segitségével becsiiljik meg. A minta mennyiségét (0,1 mg-os
pontossdggal mérve) az aldbbiak szerint becsiilhetjiik meg:

mérSlombik térfogata (100 ml)

minta mennyisége (g) = becsiilt keményitétartalom (%)

Vakproba

A vakproba elvégzéséhez a teljes elemzést végrehajtjuk (a 6.5. szerint) a minta hozzdaddsa nélkil. A vakpréoba
eredményét felhaszndljuk a keményitGtartalom szdmitdsanal (7.1.).

Elemzés
A mintdk el6készitése

Rézogatassal vagy keveréssel osszekeverjitk a mintdt. A vizsgdlati minta kivélasztott mennyiségét (6.3.) bemérjiik a
centrifugacsébe (5.3.), és hozzdadunk 50 ml 40 %-os etanolt (4.1.). Mdgneses keverdben szobahdmérsékleten 20
percig keverjilk. Hagyjuk a mégneses rudat a csében, és centrifugdljuk a mintdt 6t percig. A folyadékfazist
Ovatosan szivjuk fel és tdvolitsuk el (pl. Pasteur-pipettdval). Ismételjik meg az extrahdldst két alkalommal
25 ml etanollal (4.1.). A maradék anyagot ontsiik dt egy 100 ml-es (5.9.), kb. 70 ml vizet tartalmazé mérélom-
bikba.

Felold6dds vagy szuszpendalds utdn adjunk hozzd 100 mikroliter hdstabil alfa-amildzt (4.4.), és pl. vizfiirdSben
(5.12.) melegitsiik egy 6ran keresztiil 100 °C-on. Hiitsiik le vizfurdében 60 °C-ra, és adjunk hozzd 5 ml amilog-
litkoziddz-oldatot (4.10.). Helyezziik a mérglombikot 60 °C-os vizfiird6be. Hiitsiik le szobahSmérsékletre, deritsitk
a mintdt 1 ml Carrez 1 (4.12.) hozzdaddsdval, rdzzuk ossze, majd adjunk hozzd 1 ml Carrez II-t (4.13.). A Carrez
I-et és II-t hiités el6tt és utan is hozzdadhatjuk. Higitsuk a jelzésig vizzel, homogenizaljuk, és egy redds sziirgvel
(5.6.) sztrjiik le az oldatot. Fogjuk fel a mintakivonatot.

A mintakivonatok feldolgozdsa

A kivonatokat dtsziirjik az el6zéleg az extraktummal dtmosott fecskenddvel (5.10.) felszerelt tdrcsds szlirén
(5.7.). A sztirletet ampullédkban gyfjtsiik (5.8.).

Megjegyzés: A tarcsds szirGt tobbszor is haszndlhatjuk. Az el6z8 kivonat dltali szennyez$dés elkeriilése érdekében
a szlir6t a kovetkezd kivonattal dt kell obliteni.

Kromatogréfia

A HPLC-t a cukrok elemzésénél szokdsos modon végezziik el. Mivel a mintdkat etanollal/vizzel extrahdljuk, a
sz6l6cukor az elsészamu elemezendd cukor. Ha a HPLC-elemzés nyomokban maldtacukrot mutat, el6fordulhat,
hogy a keményit6 nem alakult 4t teljesen.

Szémitds és az eredmények kifejezése
A HPLC-eredmények kiszamitdsa

A HPLC-elemzés eredményeibdl szdmithaté ki a szélécukor-tartalom (%, m/m).

Az amilogliikoziddz enzimes oldatdt (4.3.) sz6l6cukorral stabilizaljuk. A héstabil alfa-amildz (4.4.) stabilizdlasdra
szacharézt hasznalunk, amely az amilogliikoziddz invertdz-aktivitdsa révén részben szél6cukorrd alakulhat. Ezért

kell. A vakminta alapjan korrigdlt sz8l6cukortartalmat (%, m/m) a szél6cukor korrigélt koncentrdci6jabol, a minta
tomegébdl, és a referenciaoldatokkal (4.11.) elvégzett kalibraldsi adatokbdl szamitjuk ki.

A keményitStartalom kiszamitdsa

A keményittartalmat (%, m/m) a szdl6cukor-tartalombdl (%, m/m) szdmitjak a vakprdba alapjin elvégzett
korrekcidk utdn.

Keményitétartalom = 0,9 * korrigdlt sz6l6cukor

Precizid
Laboratériumi kortesztek

A médszer pontossigdt vizsgdlé laboratériumi kortesztek részleteit a 8.4. pont foglalja 6ssze.
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8.2.

8.3.

8.4.

MegismételhetGség

Az ugyanazon mddszerrel ugyanazon tesztmintdn, ugyanazon laboratériumban, ugyanazon kezelGszemély dltal,
ugyanazon berendezésen, és a két teszt elvégzése kozott eltelt rovid idS alatt kapott két fiiggetlen egyedi
teszteredmény kozotti abszolat killonbség az esetek nem tobb mint 5 %-ban lesz nagyobb az 1,1 %-os (m/m)
megismételhetSségi hatdrértéknél. A megismételhetdségi hatdrértéket a laboratériumok kozotti tesztek Osszesitett
eredményébdl éllapitjidk meg (lisd 8.4. pont).

Reprodukdlhat6sag

Az ugyanazon mddszerrel ugyanazon tesztmintdn, kiilonb6zg laboratériumokban, kiillonbozd kezelGszemélyzet
dltal, kiilonboz6 berendezésen kapott két fiiggetlen egyedi teszteredmény kozotti abszolat killonbség az esetek
nem t6bb mint 5 %-ban lesz nagyobb az 3,7 %-os (m/m) reprodukélhatdsdgi hatdrértéknél. A reprodukélhatdsdgi
hatdrértéket a laboratériumok kozotti tesztek Osszesitett eredményébél allapitidk meg (lisd 8.4. pont).

A korvizsgélatok eredményei

Az eurdpai vamlaboratériumok részvételével laboratériumi korvizsgdlatot hajtottak végre 2005-ben és 2006-ban.
Ezt a tesztet az ISO 5725 szabvannyal és az IUPAC protokollal (W. Horwitz, Pure and Applied Chemistry, 67.
évfolyam 1995, 331-343. o.) sszhangban hajtottdk végre. A pontossagi adatokat az aldbbi tdblizat mutatja.

A laboratériumkozi vizsgdlat statisztikai eredményei

Minta

1 2 3 4 5
Laboratériumok szdma a kiugr6 adatok 25 26 26 25 24
eltdvolitdsa utdn
Elfogadott eredmények szdma 50 52 52 50 48
Kozepes keményitStartalom (%, m/m) 31,2 14,4 25,1 12,9 27,8
Ismételhet8ség szérdsa s, (%, m/m) 0,4 0,3 0,6 0,2 0,3
IsmételhetGség hatdrértéke r (%, m/m) 1,1 0,8 1,7 0,7 0,9
Reprodukélhat6sdg szérdsa sp (%, m/m) 1,7 0,8 1,7 0,9 1,3
Reprodukdlhat6sdg hatdrértéke R (%, m/m) 4,8 2,2 4,7 2,5 3,7
Minta
1: szdraz kutyaeledel
2: széraz macskaeledel
3: szdraz macskaeledel (2. minta) keményitd hozzdaddsaval
4: szdraz macskaeledel (2. minta) répapép hozzdaddsaval
5: kereskedelemben szokdsos kiséllateledel




