13. 6. 86 ‘ Diario Oficial de las Comunidades Europeas

Ne L 158/1

(Actos cuya publicacion es una condicién para su aplicabilidad)

REGLAMENTO (CEE) N 1822/86 DE LA COMISION
de 30 de mayo de 1986

por el que se modifica el Reglamento (CEE) n° 1061/69 relativo a los métodos de
analisis para la determinacién del almidén en los concentrados de proteinas de
soja asi como en las mercancias que contengan tales productos

LA COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,

Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad Econémica
Europea,

Visto el Reglamento (CEE) n° 97/69 del Consejo, de 16 de
enero de 1969, relativo a las medidas que se deben
adoptar para la aplicacién uniforme de la nomenclatura
del arancel aduanero comun ('), cuya tltima modificacién
la constituye el Reglamento (CEE) n° 2055/84 (%), y, en
particular, su articulo 3,

Considerando que el articulo 1 del Reglamento (CEE) n°
1061/69 de la Comisién (), cuya Gltima modificacién la
constituye el Reglamento (CEE) n° 419/77 (%), define los
métodos de anilisis para la aplicacién del Reglamento
(CEE) n° 3033/80 del Consejo, de 11 de noviembre de
1980, por el que se determina el régimen de intercambios
aplicable a ciertas mercancias resultantes de la transforma-
cién de productos agricolas (°);

Considerando que, como consecuencia de los estudios
realizados y para determinar el contenido en almidén de
los concentrados de proteinas de soja, asi como de las
mercancias que contengan tales productos, es necesario
sustituir el método de anilisis establecido por un método
mds adecuado ;

Considerando que el método que figura en el Anexo del
presente Reglamento ofrece mejores garantias ;
Considerando que es oportuno modificar determinadas
denominaciones quimicas ;

Considerando que las medidas previstas en el presente

Reglamento se ajustan al dictamen del Comité de nomen-
clura del arancel aduanero comin,

HA ADOPTADO EL PRESENTE REGLAMENTO:

Articulo 1
El Reglamento (CEE) n° 1061/69 queda modificado como
sigue.
1. El texto del articulo 1 queda sustituido por el siguiente
texto : .

DO n° L 14 de 21. 1. 1969, p. 1.
DO n° L 191 de 19. 7. 1984, p. 1.
DO n° L 141 de 12. 6. 1969, p. 24.
DO n° L 56 de 1. 3. 1977, p. 46.

DO n° L 323 de 29. 11. 1980, p. 1.

« Articulo 1

1. Cuando la clasificacién en una de las subpartidas
del arancel aduanero comin, de una mercancia
contemplada en el articulo 1 del Reglamento (CEE) n°
3033/80, dependa de su contenido en peso de almidén
o de fécula, este contenido se determinara en funcién
de la cantidad de almidén o fécula en estado anhidro
contenido en dicha mercancia.

2. El contenido en peso de almidén de concen-
trados de proteinas de soja, asi como de las mercancias
que contengan tales productos, se determinarid por el
método enzimatico que figura en el Anexo V.

3. El contenido en peso de almiddén o de fécula de
mercancias distintas de las contempladas en el anterior
apartado 2 se determinard por el método EWERS
modificado, tal como se define en el capitulo 1 del
Anexo I de la tercera Directiva 72/199/CEE de la
Comision ().

No obstante, cuando la mercancia considerada
contenga almidones o féculas distintos de los origina-
rios, sin contener al mismo tiempo sacarosa o azilicar
invertido, el contenido en peso de almidén o fécula de
dicha mercancia se determinard por el método de saca-
rificacién definido en el Anexo L

Para la aplicacién de las disposiciones del presente
apartado, las destrinas se considerardn como almidones
o féculas distintos de los originarios.

() DO n° L 123 de 29. 5. 1972, p. 6.»

. El texto del articulo 4 queda sustituido por el siguiente

texto :
« Articulo 4

La proporcién de p-manitol contenida en las mercan-
cias de las subpartidas 29.04 C III y 38.19 T del
arancel aduanero comin, calculada sobre su contenido
en D-glucitol (sorbitol), se determinard por el método
definido en el Anexo IV.»
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3. El Anexo IV quedara modificado del siguiente modo :

a) el titulo se sustituye por el siguiénte titulo :

b)

« DETERMINACION DE p-MANITOL
CONTENIDO EN LAS MERCANCIAS DE
LAS SUBPARTIDAS 29.04 C III Y 3819 T
DEL ARANCEL ADUANERO COMUN,
CALCULADA SOBRE EL CONTENIDO DE
p-GLUCITOL » ;

el texto del apartado 1 queda sustituido por el
siguiente texto :

« L. Principio

Para determinar la proporcién de Dp-manitol
contenido en las mercancias de las subpartidas
2904 C III y 38.19 T del arancel aduanero
comin, calculada sobre el contenido de p-gluci-
tol, se utiliza la cromatografia en fase gaseosa.
Para ello, es necesario transformar previamente
los productos no volitiles en sus derivados
acetilados » ;

¢) el texto de la letra b) del apartado III se sustituye

por el siguiente texto:

«b) Condiciones operativas de la cromatografia :
Temperatura de inyeccién : 300 °C;
Temperatura de la columna: 210 °C;

Flujo del gas portador (por ejemplo, nitrégeno) :
25 ml/minuto;

Flujo de hidrégeno : 25 ml/minuto;
Cantidad inyectada: 1 microlitro.

El pico del p-manitol aparecerd antes que el del
p-glucitol.

Para determinar la proporcién de p-manitol
contenida en las mercancias analizadas, calcu-
lada sobre el contenido de p-glucitol, basta
hacer la relacién de las 4reas de los dos picos
correspondientes. »

4. El texto del Anexo del presente Reglamento se afiade
al Reglamento (CEE) n° 1061/69 como Anexo V.

Articulo 2

El presente Reglamento entrard en vigor el vigésimo

‘primer dia siguiente al de su publicacién en el Diario

Oficial de las Comunidades Europeas.

El presente Reglamento serd obligatorio en todos sus elementos y directamente aplicable

en cada Estado miembro.

* Hecho en Bruselas, el 30 de mayo de 1986.

Por la Comision
COCKFIELD

Vicepresidente -
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ANEXO

«ANEXO0O V

Objeto y ambito de aplicacién

El método permite determinar el contenido en peso de almidén o fécula de los concentrados de
proteinas de soja, asi como de las mercancias que lo contengan. ‘
Definicién

Se entiende por « contenido en almidén o fécula » de las mercancias recogidas en el punto 1, el
valor T, tal y como se calcula en el punto 7 del presente método.

Principio

Se lava la muestra con etanol al 40 % en volumen para eliminar los azicares solubles y los
productos solubles de degradacién del almidéon. Se descompone el residuo con hidréxido de sodio
y se escinde el almidén en unidades de glucosa con amiloglucosidasa. La dosificacién de la

glucosa se efectiia por via enzimatica,

Reactivos

Se utilizard agua bidestilada.

Etanol al 40 % en volumen.

Disolucion de hidréxido de sodio 0,5 N (0,5 mol/l).
Acido acético (glacial) al 96 %, como minimo.

Disolucién de la amiloglucosidasa :

Inmediatamente antes de la utilizacidn, se disuelven aproximadamente 10 mg de amiloglucosi-
dasa, (EC 3.2.1.3) (6 U/mg) en 1 ml de agua (). )

Tampén trietanolamina :

Se disuelven 14,0 g de clorhidrato de trietanolamina cloruro de tris (2-hidroxiethil) amonio y 0,25
g de sulfato de magnesio (MgSO,7H,0) en 80 ml de agua ; se le afiadiran aproximadamente 5 ml
de disolucién de hidréxido de sodio 5 N (5 mol/l) y se ajustan a pH 7,6 mediante una disolucién
de hidréxido de sodio I N (1 mol/l). Se completa hasta 100 ml con agua bidestilada. Dicho
tampdn se conservara a + 4 °C durante 4 semanas, como minimo.

Disoluci(’)n de NADP (Nicotinamida Adenina Dinicleotida fosfato, sal disbdica):

Se disuelven 60 mg de NADP en 6 ml de agua. Esta disolucién se conservard a + 4 °C durante 4
semanas, como minimo.

Disolucién de ATP (Adenosina-5'-trifosfato, sal disddica):

Se disuelven 300 mg de ATP-3H,0 y 300 mg de hidrogenocarbonato de sodio (NaHCO,) en 6 ml
de agua. Esta disolucién se conservarda a + 4 °C durante 4 semanas, como minimo.

Suspension de HK/G6P-DH (Hexokinasa-EC 2.7.1.1) y de glicosa-6-fosfato deshidrogenasa (EC
1.1.1.49):

Se ponen en suspensién 280 U de HK y 140 U de G6P-DH en 1 ml de disolucién de sulfato de
amonio (¢ = 3,2 mol/l). Esta suspensién se conservard a + 4 °C durante un afio, como minimo.
Equipo

Centrifuga con aceleracién minima 1000 x g (calculada en el centro del tubo).

Tubos de vidrio de centrifuga de 100 ml

Agitador magnético con bafio maria a 60 °C.

Barrillas magnéticas.

Espectrofotometro UV provisto de cubetas de 1 cm.

Pipetas para el anilisis enzimatico.

(") U es la unidad internacional de la actividad enzimatica.
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Método operativo

Lavado con etanol, desagregacion mediante bidréxido de sodio e bidrolisis enzimdtica del almi-

dén :

Segtn el presunto contenido de almidén, elijanse las siguientes pesadas (el contenido en almidén
no deberia superar 0,4 g por pesada):

Fresunto C(?nfenido P Volumen del matraz Factor de dilucién

de almidén Pesada aproximativa forad L

del producto (®) en g aforado hasta el litro
en 100 g en ml f)
> 70 035—04 500 2
20—70 max. 0,5 500 2
5—20 max. 1 250 4
< 8 max. 2 200 5

Se pesa (con una precisién de 0,1 mg) la muestra en un tubo (5.2) de centrifuga y se le afiaden
50 ml de etanol al 40 % en volumen (4.1).

Se agita durante 20 minutos a temperatura ambiente sobre el agitador magnético.

Se deja la barrilla magnética dentro del tubo y se centrifuga durante 5 minutos.

Se aspira cuidadosamente y se elimina la fase liquida (bomba de agua o pipeta Pasteur).
Se lava el residuo, agitando cada vez con 25 ml de etanol al 40 % en volumen (4.1).
Se centrifuga, se aspira cuidadosamente y se elimina la fase liquida.

Realizar estas operaciones (6.1.6 y 6.1.7) por lo menos una vez mis.

Al residuo se afiaden 50 ml de disolucién de hidréxido de sodio 0,5 N (4.2) y se mantiene bajo
agitacién continua durante 30 minutos en el bafio maria del agitador magnético (5.3) a 60 °C.

Se ajusta a pH 4,6 a 4,8 con algunos ml de 4cido acético concentrado (4.3).

Se coloca el tubo de centrifuga en el bafio maria del agitador magnético (5.3), a 60 °C, se afiade
1,0 ml de la disolucién de la enzima (4.4) y se deja reaccionar durante 30 minutos, bajo agitacién.

Después de enfriar, se transvasa al mencionado matraz aforado (6.1.1) y se rellena hasta la marca
con agua, '

En caso necesario se filtra a través de un filtro plegado.

Dosificacion de la glucosa :

La disolucién de ensayo debe contener de 100 a 1 000 mg de glucosa por litro, lo que corresponde
a un AE,, que se sitGa entre 0,1-1,0.

La disolucién de ensayo diluida en una proporcién de 1 + 30 con el agua no debe presentar a
340 nm, una absorbancia superior a 0,4 (medida en comparacién con el aire).

Se lleva el tampdn (4.5) hasta la temperatura ambiente (20 °C).
La temperatura de la reaccién y de la muestra deberd estar comprendida entre 20 y 25 °C.

Se mide la absorbancia a 340 nm en comparacién con el aire (sin cubeta en el trayecto éptico de
referencia). :
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Pipeteado seglin el esquema indicado a continuacibn :

Introduccién en las cubetas Referencia (mt) Prueba (ml)
Tamp6n (reactivo 4.5) 1,00 1,00
NADP (reactivo 4.6) 0,10 0,10
ATP (reactivo 4.7) 0,10 0,10
Disolucién de prueba (6.1.12 o 13) — 0,10
Agua bidestilada 2,00 1,90

Se mezcla y al cabo de aproximadamente 3 min se mide la absorbancia de las disoluciones (E,). Se
provoca la reaccién afiadiendo :

HK/Gé6P-DH (reactivo 4.8) 0,02 0,02

Se mezcla, se espera que se termine la reaccién (aproximadamente 15 minutos) y se mide la absor-
bancia de las disoluciones (E,). Se tienen en cuenta posibles reacciones secundarias. Si la reaccién
no se ha terminado después de 15 minutos se continfia leyendo las absorbancias cada 5 minutos
hasta que el aumento de la absorbancia sea constante en 5 minutos, y a continuacién, se extrapola
la absorbancia al tiempo de la adicién de la suspension 4.8.

Para la referencia de la prueba, se calcula la diferencia de absorbancia E, —E,. Se sustrae la dife-
rencia de absorbancia de la referencia de la de la prueba (=AE):

(AE = A prueba — AE referencia)
A partir de esta diferencia, se obtiene el contenido en glucosa de la disolucién de prueba:

Contenido en glucosa, en g/l de disolucion de prueba

G = 322 x 18016 x ABy = 0921 X AB.,
63 x 1 x 0,1 x 1000

(Masa molecular de glucosa = 180,16)

Si la medida de la absorbancia a 340 mn no fuera posible, la medida podra efectuarse a la longitud
de onda de 365 nm o 334 nm. En este caso la cifra 6,3 de la formula G anterior se sustituird por la
cifra 3,5 o 6,18, respectivamente.

Calculo y expresién de los resultados

T = contenido en almidin en g/100 g

T = 100 x 0,9 x G
p xf
donde :
G = glucosa, en g/l (6.2.6),
f = factor de dilucién (6.1.1),
p = pesada de la muestra, en g,
0,9 = factor de conversion de la glucosa en el almidén.»



