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NARIZENI KOMISE (ES) & 121/2008
ze dne 11. anora 2008,

kterym se stanovi metoda analyzy pro stanoveni obsahu Skrobu v piipravcich pouZivanych
k vyzivé zvitat (kéd KN 2309)

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského spolecenstvi,

s ohledem na nafizeni Rady (EHS) ¢ 2658/87 ze dne

23.

Cervence 1987 o celni a statistické nomenklatufe a

o spolecném celnim sazebniku ('), a zejména na ¢l. 9 odst. 1
pism. a) uvedeného nafizeni,

vzhledem k témto dévodim:

"

)

Pro zajisténi jednotného zachdzeni s ptipravky pouziva-
nymi k vyzivé zvifat (KN 2309) pii jejich dovozu do
SpoleCenstvi je pii stanoveni metod analyzy nutno
zohlednit jejich védecky a technologicky vyvoj.

V souladu s tfeti smérnici Komise 72/199/EHS ze dne
27. dubna 1972, kterou se stanovi analytické metody
Spolecenstvi pro tfedni kontrolu krmiv (3), se ke stano-
ven{ obsahu skrobu v pfipravcich pouzivanych k vyzivé
zvifat pouzije polarimetrickd metoda (nazyvand téz
modifikovand Ewersova metoda) popsand v bodé 1
piilohy I uvedené smérnice.

Na zdkladé studii provedenych odborniky z celnich labo-
ratofi ¢lenskych statd je nutno stanovit, Ze nelze-li ke
stanoveni obsahu Skrobu ve zminénych pfipravcich
pouzit polarimetrickou metodu uvedenou ve smérnici
72[199/EHS, pouzije se enzymatickd analytickd metoda.
Je proto vhodné upfesnit, jak se md enzymatickd metoda
provadét.

Opatieni stanovend timto nafizenim jsou v souladu se
stanoviskem Vyboru pro celni kodex, sekce celni
a statistické nomenklatury,

Uf. vést. L 256, 7.9.1987, s. 1. Nafizeni naposledy pozménéné

nafizenim Komise vést. L 303,
21.11.2007, s. 3).
UF. vést. L 123, 29.5.1972, s. 6. Smérnice naposledy pozménénd

smérnici 1999/79(ES (Uf. vést. L 209, 7.8.1999, s. 23).

(ES) & 13522007 (UK.

PRIJALA TOTO NARIZENI:

Cldnek 1

Odchylné od cldnku 1 smérnice 72/199/EHS se hmotnostni
obsah skrobu v piipravcich pouzivanych k vyzivé zvitat kédu
KN 2309 stanovi enzymatickou analytickou metodou vyme-
zenou v pifloze tohoto nafizeni v pfipadech, jsou-li ve
vyznamném mnozstvi piitomny tyto krmné suroviny:

vyrobky z cukrové tepy, jako cukrovd pulpa, cukrovkova
melasa, cukrovarské vylouzené fizky, cukrovkovd melaso-
vand pulpa, cukrovkova vindza, fepa cukrovd;

citrusovd pulpa;

Inéné semeno; Inéné expelery; extrahované Inéné semeno;

fepkové semeno; Fepkové expelery; extrahované fepkové
semeno; fepkové slupky;

slune¢nicové semeno; extrahované slunecnicové semeno;
slune¢nicové semeno ¢astené loupané, extrahované;

kokosové expelery; kokosovy extrahovany srot;

bramborova pulpa;

susené kvasnice;

vyrobky bohaté na inulin (napf. fizky a moucka
z topinambur);
skvarky.

Cldnek 2

Toto nafizeni vstupuje v platnost dvacatym dnem po vyhlaseni
v Utednim véstniku Evropské unie.
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Toto nafizeni je zdvazné v celém rozsahu a piimo pouzitelné ve vSech ¢lenskych statech.

V Bruselu dne 11. tinora 2008.

Za Komisi
Liszlo KOVACS
clen Komise



12.2.2008

Utedni véstnik Evropské unie

L 37/5

PRILOHA

ENZYMATICKA METODA PRO STANOVENI OBSAHU SKROBU V PRIPRAVCICH POUZIVANYCH

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

4.10

4.11

K VYZIVE ZVIRAT POMOCI VYSOKOTLAKE KAPALINOVE CHROMATOGRAFIE (HPLC)

Oblast piisobnosti

Tato metoda popisuje enzymatické stanoveni obsahu skrobu v krmivu pro zvifata. Obsah skrobu je odvozen
z kvantitativntho stanoveni glukézy po enzymatickém rozkladu pritomného skrobu na glukézu. Md se za to, ze
veskerd naméfend glukoza je ziskdna ze Skrobu, ktery je ptitomen ve vzorku.

Definice

PFi této metodé se stanovi obsah $krobu a produktii jeho $tépeni o vysoké molekuldrni hmotnosti nerozpustnych
ve 40 % ethanolu. Obsah $krobu je vyjadfen v % (m/m).

Princip

Vzorky jsou homogenizovany rozemletim. K odstranéni rozpustnych cukrii a produktd $tépeni skrobu se vzorek
vypere 40 % ethanolem.

Do suspenze se pridd tepelné stily enzym alfa-amyldza. Tento enzym pii teploté 100 °C $tépi skrob na mensi
fetézce bez ohledu na to, zda je skrob zcela rozpustény. Velké kusy skrobu se $tépi velmi pomalu. Proto je nutné,
aby vzorky byly zcela rozpustény, nebo aby byly ve formé suspenze, kterd obsahuje velmi malé pevné Cdstice.

Poté se piidd druhy enzym amyloglukosiddza, ktery pfi teploté 60 °C hydrolyzuje rozstépené fetézce glukdzy na
glukézu.

Po vycefeni kapaliny, kdy jsou po filtraci odstranény pritomné bilkoviny, tuky a rezidua, je ziskdn Ciry roztok,
ktery lze pouzit k HPLC.

Oddéleni pritomnych cukri se provadi pomoci HPLC.

Cinidla a ostatni materidly

Pouzijte ¢inidla Cistoty p.a. a demineralizovanou vodu.
40 % vodny roztok ethanolu.
Glukéza, min. 99 %.

Roztok amyloglukosidazy (1,4-alfa-D-glukan-glukohydrolaza) z Aspergillus niger (aktivita enzymu > 5 000 U/ml).
Skladovéni pii teploté cca. 4 °C.

Alternativné lze pouzit rovnéz amyloglukosiddzu ve formé prasku.

Tepelné stdld alfa-amyldza (1,4-alfa-D-glukan-glukanohydroldza). Skladovani pii teploté cca. 4 °C.
Dihydrét octanu zine¢natého, p.a.

HexakyanoZzeleznatan draselny (Il) (K4[Fe(CN)]¢.3H,0), extra Cisty.

Bezvody octan sodny, p.a.

Ledovd kyselina octovd, 100 % (v/[v).

Pufr octanu sodného (0,2 mol/l).

Do sklenéné kddinky odvazte 16,4 g octanu sodného (4.7). Rozpustte ve vodé a vlijte do odmérné banky
o objemu 1000 ml. Zfedte po znacku vodou a kyselinou octovou upravte pH na 4,7 (pomoci pH metru
(5.11)). Tento roztok lze pii skladovdni pfi teploté 4 °C pouzivat po dobu nejvyse 6 mésict.

Roztok amyloglukosiddzy (aktivita enzymu > 250 U/ml).

PFipravte roztok z 5 ml roztoku amyloglukosidazy (Sigma, 4.3) nebo 660 mg amyloglukosiddzy ve formé prasku
o kone¢ném objemu 100 ml pomoci pufru octanu sodného (4.9). Roztok pripravte okamzité.

Referencni roztok.

Pfipravte roztoky glukdzy ve vodé, jak se bézné pouzivaji pii analyze HPLC.
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412 Cinidlo k vycefeni (Carrezovo cinidlo I).

Ve sklenéné kddince rozpustte 219,5 g octanu zine¢natého (4.5) ve vodé. Vlijte do odmérné baiky o objemu
1000 ml, pridejte 30 ml kyseliny octové (4.8). Dukladné promichejte a doplitte vodou. Tento roztok lze pii
skladovéni pfi teploté okoli pouZzivat po dobu nejvyse 6 mésica.

Lze pouzit jind Cinidla k vycefeni rovnocennd Carrezovu Cinidlu.

413 Cinidlo k vycefeni (Carrezovo ¢inidlo II).

Ve sklenéné kadince rozpustte 106,0 g hexakyanozeleznatanu draselného (Il) (4.6) ve vodé. Vlijte do odmérné
banky o objemu 1 000 ml. Dukladné promichejte a doplite vodou. Tento roztok lze pii skladovani pfi teploté
okoli pouzivat po dobu nejvyse 6 mésicu.

Lze pouzit jind ¢inidla k vycefeni rovnocennd Carrezovu ¢inidlu.

4.14  Mobilni fize.

Pripravi se mobilni fze, kterd se bézné pouzivd v HPLC analyze cukri. Pii pouziti kolony aminopropyl-silikagelu
je napf. obvyklou mobilni fiz{ smés vody cistoty HPLC a acetonitrilu.

5. Pristroje

5.1 Bézné laboratorni sklo.

5.2 Odstiedivka pro 1 000 g nebo vice (vypocteno ve stiedu odstiedivkové zkumavky).
5.3 Sklenéné odstiedivkové zkumavky o obsahu 100 ml.

5.4 Magnetické michadlo.

5.5 Magnetickd michadla.

5.6 Sklddané filtry, napt. 185 mm.

5.7 Injekent filtry, 0,45 pm, vhodné pro vodné roztoky.

5.8 Vzorkovaci lahvicky vhodné pro HPLC automaticky vzorkovac.
5.9 Odmérné banky o objemu 100 ml.

5.10  Plastové injekeni stitkacky, 5 a 10 ml

511  pH metr.

5.12  Vodni ldzen s regulitorem teploty, nastavitelnd na 60 °C a 100 °C.
5.13  Topné ploténky s magnetickymi michadly.

5.14  Pristroj HPLC.

5.14.1 Vyvéva, vhodnd pro nulovou pulzaci.

5.14.2 Automaticky vzorkovac.

5.14.3 Kolona a piedkolona, vhodné pro analyzu cukri.

5.14.4 Ohfiva¢ kolony, teplotni rozsah mezi teplotou okoli a 40 °C.
5.14.5 Detektor, vhodny pro analyzu cukr, napf. refraktometr.

5.14.6 Integracni systém.

6. Postup
6.1 Obecné.

Vzorky jsou analyzovany jednotlivé.

6.2 Priprava vzorku pro nékolik druhii vyrobkd.

Vyrobek je homogenizovin rozemletim.
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6.3

6.4

6.5
6.5.1

6.6

7.2

Dévka vzorku.

Obsah skrobu se odhaduje pomoci ddaji o piisadich. Mnozstvi vzorku (odvdzené s ptesnosti na 0,1 mg) lze
odhadnout ze vzorce:

objem odmérné banky (100 ml)

mnozstvi vzorku (g) = odhadovany obsah skrobu (%)

Slepé stanoven.

Slepé zkouska se provede pomoci celé analyzy (jak je popsdna v bodé 6.5) bez ptidani vzorku. Vysledek slepého
stanoveni se pouZije pii vypoctu obsahu $krobu (7.1).

Analyza.
Piiprava vzorkd.

Promichejte vzorek protiepanim nebo rozmichdnim. Zvolend zkusebni davka (6.3) se odvazi do odstfedivkové
zkumavky (5.3) a pfidd se 50 ml 40 % ethanolu (4.1). Michejte magnetickym michadlem po dobu 20 minut pfi
teploté okoli. Ponechte magnetické michadlo ve zkumavce a odstiedivce po dobu péti minut. Opatrné odsajte
a odstrante kapalnou fazi (napf. Pasteurovou pipetou). Tento extrakéni postup opakujte dvakrdt s 25 ml ethanolu
(4.1). Zbytek pieneste do odmérné bariky o objemu 100 ml (5.9) s pfiblizné¢ 70 ml vody.

Po rozpusténi nebo vytvoreni suspenze pridejte 100 mikrolitri tepelné stélé alfa-amyldzy (4.4) a zahiivejte pii
teploté 100 °C po dobu 1 hodiny napf. ve vodni ldzni (5.12). Ve vodni lazni ochladte na 60 °C a piidejte 5 ml
roztoku amyloglukosiddzy (4.10). UloZte banku na dobu 30 min do vodni ldzné o teploté 60 °C. Zchladte na
teplotu okoli, vzorek vyceite pfiddnim 1 ml Carrezova ¢inidla I (4.12), protiepejte a poté pridejte 1 ml Carrezova
¢inidla 11 (4.13). Carrezovo cinidlo I a II 1ze pfidat ped ochlazenim nebo posléze. Po znacku roziedte vodou,
homogenizujte a prefiltrujte roztok pies sklddany filtr (5.6). Extrakt vzorku jimejte.

Zpracovani extraktl vzorkd.

Pomoci injekéni stitkacky (5.10) prefiltrujte extrakty pies kotoucovy filtr (5.7), ktery byl pfedem vyplachnut
extraktem. Filtrdt jimejte do lahvicek (5.8).

Pozndmka: Kotoucovy filtr 1ze pouzit nékolikrdt. Je nutno jej proplachnout dalsim extraktem, aby se zamezilo
kontaminaci vyvolané predchozim extraktem.

Chromatografie.

HPLC se provadi zplisobem obvyklym pii analyze cukrii. Jelikoz vzorky jsou extrahoviny pomoci ethanolu/vody,
je hlavnim cukrem, ktery se analyzuje, glukdza. Jestlize HPLC analyza vykazuje stopy maltdzy, miZe to nazna-
Covat netiplny rozklad skrobu.

Vypocet a vyjidieni vysledki
Vypocet vysledkt HPLC.

Z vysledkdt HPLC analyzy se vypocte obsah glukézy (%, m/m).

Enzymaticky roztok amyloglukosiddzy (4.3) se stabilizuje glukézou. Tepelné stdld alfa-amyldza (4.4) se stabilizuje
pomoci sachardzy, kterou lze ¢dste¢né preménit na glukézu aktivitou invertdzy amyloglukosiddzy. Proto je nutno
naméfenou koncentraci glukézy (%, m/v) opravit o koncentraci glukdzy (%, m/v) zjisténou pii slepé zkousce.
Obsah glukdzy (%, m/m) opraveny podle vysledku slepé zkousky se poté vypocte pomoci piepoctené koncentrace
glukozy, hmotnosti vzorku a porovnani s referencnimi roztoky (4.11).

Vypocet obsahu skrobu.
Obsah skrobu (%, m/m) se vypocte z obsahu glukdzy (%, m/m) po opravé o vysledek slepé zkousky.

Obsah skrobu = 0,9 * pfepoctend koncentrace glukdzy

Pfesnost
Mezilaboratorni zkouska.

Podrobnosti mezilaboratorni zkousky tykajici se pfesnosti metody jsou shrnuty v bodé 8.4.
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8.2

8.3

8.4

Opakovatelnost.

Absolutni hodnota rozdilu vysledki dvou samostatnych stanoveni ziskanych stejnou metodou u totozného
zkuSebniho materidlu v téze laboratofi tymz pracovnikem pomoci stejného vybaveni kritce po sobé neni
u vice nez 5 % piipadii vyssi nez mez opakovatelnosti 1,1 % (m/m). Mez opakovatelnosti byla odvozena
z thrnnych vysledkt mezilaboratorni zkousky (viz bod 8.4).

Reprodukovatelnost.

Absolutni hodnota rozdilu vysledki dvou samostatnych stanoveni ziskanych stejnou metodou u totozného
zku$ebniho materidlu v rtznych laboratofich jinymi pracovniky pomoci jiného vybaveni neni u vice nez 5 %
piipadii vys$si neZ mez reprodukovatelnosti 3,7 % (m/m). Mez reprodukovatelnosti byla odvozena z Ghrnnych
vysledki mezilaboratorni zkousky (viz bod 8.4).

Vysledky mezilaboratorni zkousky.

Mezilaboratorni zkouska byla provedena v letech 2005 a 2006 za tucasti evropskych celnich laboratofi. Tato
zkouska byla provedena v souladu s normou ISO 5725 a protokolem IUPAC (W. Horwitz, Pure and Applied
Chemistry, sv. 67, 1995, s. 331-343). Udaje o pfesnosti jsou uvedeny v tabulce.

Statistické vysledky mezilaboratorni studie

Vzorek

1 2 3 4 5
Pocet laboratoif po vylouceni odchylek 25 26 26 25 24
Pocet uznanych vysledkii 50 52 52 50 48
Stfedni obsah skrobu (%, m/m) 31,2 14,4 25,1 12,9 27,8
Smérodatnd odchylka opakovatelnosti s, 0,4 0,3 0,6 0,2 0,3
(%, m/m)
Mez opakovatelnosti r (%, m/m) 1,1 0,8 1,7 0,7 0,9
Smérodatnd odchylka reprodukovatelnosti 1,7 0,8 1,7 0,9 1,3
g (% mfm)
Mez reprodukovatelnosti R (%, m/m) 48 2,2 4,7 2,5 3,7
Vzorky
1: suché krmivo pro psy
2: suché krmivo pro kocky
3: suché krmivo pro kocky (vzorek 2) s ptidavkem skrobu
4: suché krmivo pro kocky (vzorek 2) s pfidavkem fepnych Fizkd
5: komeréni krmivo pro domadci zvifata




