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KOMISSION ASETUS (EY) N:o 121/2008,
annettu 11 paivini helmikuuta 2008,

eldinten ruokintaan kiytettivien valmisteiden (CN-koodi 2309)
tirkkelyspitoisuuden méiritysmenetelmisti

1 artikla

Direktiivin 72/199/ETY 1 artiklasta poiketen CN-koodissa 2309 tarkoi-
tettujen eldinten ruokintaan kdytettdvien valmisteiden tirkkelyspitoisuus
painoyksikkdind maéritetddn timén asetuksen liitteessd vahvistetulla ent-
symaattisella madritysmenetelmilld silloin, kun valmisteissa esiintyy
merkittdvid médrid seuraavia rehuaineita:

a) (sokeri)juurikastuotteet, kuten (sokeri)juurikasleike, (sokeri)juurikas-
melassi, melassoitu (sokeri)juurikasleike, (sokeri)juurikasrankki, (juu-
rikas)sokert;

b) sitrushedelmidmassa;
¢) pellavansiemenet, pellavansiemenkakku, pellavansiemenrouhe;
d) rypsinsiemenet, rypsikakku, rypsirouhe, rypsinsiementen kuoret;

e) auringonkukansiemenet, auringonkukkarouhe, auringonkukkarouhe
osaksi kuorituista siemenisti;

f) kookoskakku, kookosrouhe;
g) perunapulppa;
h) kuivahiiva;

i) runsaasti inuliinia siséltdvét tuotteet (esim. maa-artisokkaleike ja
-jauho);

j) rasvan sulatuksessa muodostuva valkuaisjddnne;

k) soijatuotteet.

2 artikla
Tédmé asetus tulee voimaan kahdentenakymmenentend pdivdnd sen jil-
keen, kun se on julkaistu Euroopan unionin virallisessa lehdessd.

Tama asetus on kaikilta osiltaan velvoittava, ja sitd sovelletaan sellaise-
naan kaikissa jésenvaltioissa.
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ELAINTEN RUOKINTAAN KAYTETTAVIEN VALMISTEIDEN
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NESTEKROMATOGRAFIALLA (HPLC)

Soveltamisala

Tassd menetelmissd selostetaan térkkelyspitoisuuden entsymaattinen
madritys rehuista. Téarkkelyspitoisuus lasketaan glukoosista, joka méérite-
tdan kvantitatiivisesti, kun tarkkelys on entsymaattisesti hajotettu glukoo-
siksi. Kaiken mitatun glukoosin oletetaan olevan perdisin nédytteen sisél-
tamastd tarkkelyksestd.

Maiiritelmat

Talld menetelmalld madritetdan tarkkelyksen ja sen 40-prosenttiseen eta-
noliin liukenemattomien suurimolekyylisten hajoamistuotteiden pitoisuus.
Tarkkelyspitoisuus ilmaistaan massaprosentteina (m/m).

Periaate

Naytteet homogenoidaan jauhamalla. Néytettd pestdéin 40-prosenttisella
etanolilla liukoisten sokerien ja tirkkelyksen liukoisten hajoamistuottei-
den poistamiseksi.

Suspensioon lisdtdan lampostabiilia alfa-amylaasientsyymid. Entsyymi
hajottaa tirkkelyksen 100 °C:ssa pienemmiksi ketjuiksi riippumatta siité,
onko tirkkelys kokonaan liuennut. Suuret tarkkelysmoykyt hajoavat hy-
vin hitaasti. Néytteiden pitdisi siksi olla kokonaan liuenneina tai hyvin
pienid kiinteitd hiukkasia siséltdvdnd suspensiona.

Seuraavaksi lisdtdén toinen entsyymi, amyloglukosidaasi, joka hydrolysoi
hajonneet glukoosiketjut glukoosiksi 60 °C:n lampdtilassa.

Liuoksesta poistetaan suodattamalla proteiinit, rasvat ja muut jadmaét.
Kirkas liuos voidaan kayttada HPLC-analyysiin (suuren erotuskyvyn nes-
tekromatografia).

Liuoksessa olevat sokerit erotetaan HPLC:II4.

Reagenssit ja muut aineet

Kaytetdan analyyttistd laatua olevia reagensseja ja demineralisoitua vetta.

Etanoli, 40 %, vesiliuos

Glukoosi, viah. 99 %

Aspergillus nigeristd saadun amyloglukosidaasin (1,4-alfa-D-glukaaniglu-
kohydrolaasi) liuos (entsyymiaktiivisuus > 5 000 U/ml). Varastointildm-
potila noin 4 °C.

Amyloglukosidaasia voidaan kayttdd myds jauheena.

Lampostabiili alfa-amylaasi (1,4-alfa-D-glukaaniglukanohydrolaasi). Va-
rastointilampétila noin 4 °C

Sinkkiasetaattidihydraatti, analyysilaatua
Kaliumheksasyanoferraatti(Il), (K4[Fe(CN)]s.3H,0), extra pure laatua
Vedetdn natriumasetaatti, analyysilaatua

Jadetikka, 100 % (V/v)
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Natriumasetaattipuskuriliuos, 0,2 mol/l

Punnitaan dekanterilasiin 16,4 g natriumasetaattia (4.7). Liuotetaan ve-
teen ja huuhdellaan 1000 ml:n mittapulloon. Laimennetaan merkkiin
vedelld ja sdddetddn pH natriumasetaatin arvoon etikkahapolla (kayta
pH-mittaria (5.11)). Liuos on kayttokelpoinen enintdédn 6 kuukautta va-
rastoituna 4 °C:ssa.

Amyloglukosidaasiliuos (entsyymiaktiivisuus > 250 U/ml)

Valmistetaan liuos, jossa on 5 ml amyloglukosidaasiliuosta (4.3) tai 660
mg amyloglukosidaasijauhetta 100 ml:ssd natriumasetaattipuskuria (4.9).
Valmistetaan juuri ennen kayttoa..

Vertailuliuos

Valmistetaan HPLC-analyysissé tavallisesti kdytettavat glukoosin vesiliu-
okset.

Selkeytysreagenssi (Carrez I)

Liuotetaan 219,5 g sinkkiasetaattia (4.5) veteen dekanterilasissa. Siirre-
tdan huuhtelemalla 1 000 ml:n mittapulloon ja lisdtdsan 30 ml etikkahap-
poa (4.8). Sekoitetaan hyvin ja tdytetddn vedelld merkkiin. Liuos on
kéyttokelpoinen enintdén 6 kuukautta varastoituna ympériston lampdotilas-
sa.

Saa kdyttdd myos muita Carrez’n liuosta vastaavia selkeytysliuoksia.

Selkeytysreagenssi (Carrez 1I)

Liuotetaan 106,0 g kaliumheksasyanoferraattia (II) (4.6) veteen dekante-
rilasissa. Siirretddn huuhtelemalla 1 000 ml:n mittapulloon. Sekoitetaan
hyvin ja tiytetddn vedelld merkkiin. Liuos on kayttdkelpoinen enintdin 6
kuukautta varastoituna ympariston lampétilassa.

Saa kidyttdd myos muita Carrez’n liuosta vastaavia selkeytysliuoksia.

Liikkuva faasi

Valmistetaan liikkuva faasi, jota kéytetddn tavanomaisesti sokerien
HPLC-analyysissd. Jos kéytetddn aminopropyyli-piithappogeelipylvésti,
tavanomainen liikkuva faasi on esim. HPLC-laatuisen veden ja asetonit-
riilin sekoitus.

Viilineisto

Tavanomaisia laboratorion lasiastioita

Sentrifugi, jolla saadaan véhintddn 1000 g:td (laskettuna putken kes-
kikohdalle)

100 ml:n lasisia sentrifugiputkia

Magneettisekoitin

Magneettisekoitussauvoja

Laskostettuja suodattimia, esim. 185 mm

Ruiskusuodattimia, 0,45 pm, vesiliuoksille
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HPLC-laitteen néytteenkdsittelylaitteeseen sopivia ndyteampulleja

100 ml:n mittapulloja

Muoviruiskuja, 5 ja 10 ml

pH-mittari

Termostaattisddtdinen vesihaude, joka voidaan sditdd vililld 60—100 °C
Lampolevyjd, joissa magneettisekoitin

HPLC-laitteisto

Pumppu, joka voi toimia pulssittomasti

Automaattinen ndytteenkisittelylaite

Pylvis ja esipylvis, jotka sopivat sokerianalyysiin

Pylvédsuuni, jonka lampétila-alue on ympariston lampétilan ja 40 °C:n
valilla

Sokerianalyysiin sopiva detektori, esim. taitekerroindetektori
Integrointijérjestelma

Menettely
Yleista

Néytteet analysoidaan yksittdin.

Niytteen valmistus erityyppisistd tuotteista

Tuote homogenoidaan jauhamalla.

Naytteen madra

Tarkkelyspitoisuus arvioidaan ilmoitettujen ainesosien maéérien avulla.
Néytteen médrd (punnittuna 0,1 mg:n tarkkuudella) arvioidaan seuraa-
vasta kaavasta:

. e mittapullon tilavuus (100 ml)
ndytteen médrd (g) = —— —— —
arvioitu tarkkelyspitoisuus (%)

Nolla-arvon maééritys

Nolla-arvo médritetdédn tekemadlld tdydellinen analyysi (6.5 kohdan mu-
kaisesti) ilman néytettd. Nolla-arvoa kdytetddn tarkkelyspitoisuuden las-
kemisessa (7.1).

Analyysi
Naytteiden valmistelu

Néyte sekoitetaan ravistamalla tai sekoittamalla. Valittu ndytemaara (6.3)
punnitaan sentrifugiputkeen (5.3) ja lisdtddn 50 ml 40-prosenttista etano-
lia (4.1). Sekoitetaan magneettisekoittimella 20 minuuttia ympérdivassa
lampotilassa. Jatetddn magneettisekoitussauva putkeen ja sentrifugoidaan
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5 minuuttia. Nestefaasi imetddn varovasti pois (esim. Pasteur-pipetilld).
Uutto toistetaan kahdesti 25 ml:lla etanolia (4.1). Jaannos siirretdén 100
ml:n mittapulloon (5.9) n. 70 ml:lla vetti.

Kun aine on liuennut tai suspensiossa, lisdtddn 100 mikrolitraa 1dmpds-
tabiilia alfa-amylaasia (4.4) ja kuumennetaan 100 °C:ssa 1 tunti esim.
vesihauteessa (5.12). Jadhdytetddn 60 asteeseen vesihauteessa ja lisdtddn
5 ml amyloglukosidaasiliuosta (4.10). Mittapullo asetetaan 30 minuutiksi
60 asteen vesihauteeseen. Jddhdytetddn ympdriston lampdtilaan, néyte
selkeytetddn lisdadmalld 1 ml Carrez I livosta (4.12), ravistetaan ja lisdtadn
1 ml Carrez II liuosta (4.13). Carrez I ja II liuokset voidaan lisitd joko
ennen jadhdytystid tai sen jdlkeen. Laimennetaan merkkiin vedelld, homo-
genoidaan ja suodatetaan liuos laskostetun suodattimen ldpi (5.6). Nay-
teuute otetaan talteen.

Nayteuutteiden kisittely

Uutteet suodatetaan levysuodattimen (5.7) ldpi ruiskulla (5.10), joka on
huuhdeltu uutteella. Suodokset kerdtdéin ampulleihin (5.8).

Huomautus: Levysuodatinta voi kiyttdd monta kertaa. Se olisi huuhdel-
tava seuraavaksi suodatettavalla ndytteelld ndytteiden konta-
minaation estdmiseksi.

Kromatografia

HPLC suoritetaan sokerianalyysille tavanomaiseen tapaan. Koska néyt-
teet on uutettu etanoli-vesiseoksella, glukoosi on tirkein analysoitava
sokeri. Jos HPLC-analyysi osoittaa maltoosin jadmid, se voi olla merkki
tarkkelyksen epétdydellisestd muuntumisesta.

Tulosten laskeminen ja ilmaiseminen
HPLC-tulosten laskeminen

Glukoosipitoisuus (massaprosenttia) lasketaan HPLC-analyysin tuloksis-
ta. Glukoosi stabiloi amyloglukosidaasiliuoksen (4.3). Sukroosi stabiloi
lisaksi lampostabiilia alfa-amylaasia (4.4). Amyloglukosidaasin inverta-
asiaktiivisuus voi muuntaa sukroosin osittain glukoosiksi. Mitattu glu-
koosikonsentraatio (%, massa/tilavuus) olisi sen vuoksi oikaistava nolla-
ndytteen antaman glukoosikonsentraation (%, massa/tilavuus) suhteen.
Nollandytteen suhteen oikaistu glukoosipitoisuus (massaprosenttia) las-
ketaan sen jdlkeen oikaistun glukoosikonsentraation, nédytteen painon ja
vertailuliuosten kanssa tehdyn kalibroinnin avulla (4.11).

Tarkkelyspitoisuuden laskeminen

Tarkkelyspitoisuus ~ (massaprosenttia) lasketaan glukoosipitoisuudesta
(massaprosenttia) nollakorjauksen jélkeen..

Térkkelyspitoisuus = 0,9 * oikaistu glukoosi

Tarkkuus
Monilaboratoriotesti

Kohdassa 8.4 esitetddn yhteenveto menetelmén tarkkuutta koskevasta
monilaboratoriotestista.

Toistettavuus

Absoluuttinen ero kahden riippumattoman yksittdisen testituloksen valil-
14, kun sama henkilé on kéyttinyt samaa menetelmid samalla vélineis-
tolld tdysin samanlaiselle testimateriaalille samassa laboratoriossa lyhyen
ajan kuluessa, saa korkeintaan 5 prosentissa tapauksista olla suurempi
kuin 1,1 massaprosentin toistettavuusraja. Toistettavuusraja on saatu mo-
nilaboratoriotestin (ks. 8.4) yhdistetyistd tuloksista.
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Uusittavuus

Absoluuttinen ero kahden yksittdisen testituloksen valilld, kun eri henki-
16t ovat kéyttineet samaa menetelméd eri vélineistolld tdysin samanlai-
selle testimateriaalille eri laboratorioissa, saa korkeintaan 5 prosentissa
tapauksista olla suurempi kuin 3,7 massaprosentin uusittavuusraja. Uu-
sittavuusraja on saatu monilaboratoriotestin (ks. 8.4) yhdistetyistd tulok-
sista.

Monilaboratoriotestin tulokset

Vuosina 2005 ja 2006 tehtiin monilaboratoriotesti, johon Euroopan tul-
lilaboratoriot osallistuivat. Testi tehtiin ISO 5725 standardin ja [IUPACin
protokollan (W. Horwitz, Pure and Applied Chemistry, vol. 67, 1995, s.
331-343) mukaisesti. Jdljempana oleva taulukko siséltad tarkkuutta kos-
kevat tiedot.

Tilasto monilaboratoriotestin tuloksista

Niyte
1 2 3 4 5
Laboratorioiden ~ maééré 25 26 26 25 24
harha-arvojen eliminoin-
nin jéilkeen
Hyvéksyttyjen  tulosten 50 52 52 50 48

maarad

Keskimadrdinen tarkke- | 31,2 14,4 25,1 12,9 27,8
lyspitoisuus  (massapro-
senttia)

Toistettavuuden keskiha- 0,4 0,3 0,6 0,2 0,3
joama s,
(massaprosenttia)

Toistettavuusraja r (mas- 1,1 0,8 1,7 0,7 0,9
saprosenttia)

Uusittavuuden  keskiha- 1,7 0,8 1,7 0,9 1,3
joama sy
(massaprosenttia)

Uusittavuusraja R (mas- 4,8 2,2 4,7 2,5 3,7
saprosenttia)

Niytteet

1: kuiva koiranruoka

2: kuiva kissanruoka

3: lisittyd tirkkelystd sisdltavéd kuiva kissanruoka (ndyte 2)

4: lisdttyd juurikasleikettd sisdltavéd kuiva kissanruoka (nédyte 2)
5: kaupallinen lemmikkieldinten ruoka




