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NARIZENI KOMISE (ES) ¢ 2870/2000
ze dne 19. prosince 2000,

kterym se stanovi referencni metody Spolecenstvi pouZivané pro
rozbor lihovin

Clinek 1

Referenénimi metodami Spolecenstvi, které se pouziji pro rozbor lihovin
a jimiz ma byt zajisténo dodrzovani nafizeni (EHS) ¢. 1576/89 a nafizeni
(EHS) ¢. 1014/90

— pii jakychkoli ufednich kontrolach nebo

— v piipadé sporu,

jsou metody uvedené v prtiloze tohoto nafizeni.

Clének la

1. Toto nafizeni se vztahuje na lih zemédélského plivodu podle defi-
nice v ¢lanku 5 nafizeni Evropského parlamentu a Rady
(EU) 2019/787 (1).

2. Referen¢ni metody Unie pro rozbor lihu zemédélského plivodu
jsou stanoveny v pfiloze tohoto nafizeni.

3. Pro ucely tohoto nafizeni se lih zeméd¢lského piivodu povazuje za
destilat, jehoz obsah alkoholu v % objemovych se méfi piimo podle
dodatku II kapitoly I pfilohy.

Pokud vsak vzorek alkoholu neni ¢iry nebo jsou viditelné suspendované
Castice, musi byt destilovan.

4. Pro stanoveni tékavych latek se vyzaduje kalibrace se standardnim
roztokem C pfipravenym v absolutnim ethanolu, aby se dosahlo vhodné
matrice odpovidajici vzorkim a standardnim roztokim podrobné
popsanym v kapitole III.2 piilohy.

(') Natizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) 2019/787 ze dne
17. dubna 2019 o definici, popisu, obchodni tipravé a oznacovani lihovin,
pouzivani nazvt lihovin v obchodni Gpravé a pfi oznacovani jinych potravin,
ochrané zemeépisnych oznaceni lihovin, pouzivani lihu a destilati zemédél-
ského pivodu pii vyrobé alkoholickych népoji a o zruSeni nafizeni (ES)
¢. 110/2008 (Uft. vést. L 130, 17.5.2019, s. 1).
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5. Pro stanoveni furfuralu, jak je podrobné¢ uvedeno v kapitole
X ptilohy, se lih zemédé¢lského puivodu ziedi ptidanim vody tak, aby
se zdvojnasobil jeho pocatecni objem a dosdhl se obsah alkoholu v %
objemovych slucitelny s kalibraénimi roztoky. Vysledky rozboru furfu-
ralu se pfevedou na gramy na hektolitr alkoholu o 100 % objemovych
podle rovnice ,,Koncentrace furfuralu v gramech na hektolitr alkoholu
0 100 % objemovych = koncentrace furfuralu v mg/l x 10/obsahu alko-
holu v % objemovych®, kde obsah alkoholu v % objemovych je obsah
alkoholu v naméteném vzorku stanoveny v kapitole I pfilohy.

6.  Pro stanoveni obsahu '*C v ethanolu se pouZije metoda uvedend
v kapitole XI piilohy.

Cléanek 2

Odchylné od ¢l. 1 prvni odrazky jsou jiné metody rozboru povoleny na
odpovédnost vedouciho laboratofe za podminky, ze pokud jde o sprav-
nost a presnost (opakovatelnost a reprodukovatelnost), jsou tyto metody
alespofi rovnocenné piislusSnym metodam rozboru uvedenym v priloze.

Clének 3

Nejsou-li pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni latek obsazenych
v ur¢itych lihovinach stanoveny referenéni metody Spolecenstvi pouzi-
vané pro rozbor, pouziji se nasledujici metody:

a) metody rozboru, které jsou validovany podle uznanych mezinarod-
nich postupll, a zejména splituji kritéria uvedend v piiloze smérnice
85/591/EHS;

b) metody rozboru, které spliuji doporuc¢ené normy Mezinarodni orga-
nizace pro normalizaci (ISO);

¢) metody rozboru uznané valnym shromazdénim Mezinarodniho utadu
pro révu a vino (OIV) a zvefejnéné timto Gfadem;

d) nejsou-li z diivodu spravnosti, opakovatelnosti a reprodukovatelnosti
k dispozici metody uvedené v pismenech a), b) nebo c),

— metody rozboru schvalené doty¢nym clenskym statem,

— v piipadé potieby jiné vhodné metody rozboru.

Clanek 4

Pro ucely tohoto nafizeni se

a) ,,mezi opakovatelnosti‘ rozumi hodnota, u niz lze s 95 % pravdépo-
dobnosti predpokladat, Zze ji neptekroci absolutni hodnota rozdilu
mezi dvéma vysledky zkousek, které byly ziskany za stejnych
podminek opakovatelnosti (tentyz pracovnik, totéz zafizeni, tataz
laboratot, kratké ¢asové rozmezi mezi stanovenimi) {ISO 3534-1};
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b) ,,mezi reprodukovatelnosti“ rozumi hodnota, u niz lze s 95 % prav-
dépodobnosti ptredpokladat, Zze ji nepiekrocCi absolutni hodnota
rozdilu mezi dvéma vysledky zkousek, které byly ziskany za stej-
nych podminek reprodukovatelnosti (rizni pracovnici, jina zafizeni
a jiné laboratote) {ISO 3534-1};

c) ,.spravnosti® rozumi tésnost souhlasu mezi jedinym vysledkem
meéteni a dohodnutou referen¢ni hodnotou {ISO 3534-1}.

Clanek 5
Toto nafizeni vstupuje v platnost sedmym dnem po vyhlageni v Urednim
vestniku Evropskych spolecenstvi.
Pouzije se ode dne 1. ledna 2001.

Toto nafizeni je zavazné v celém rozsahu a piimo pouzitelné ve vSech
Clenskych statech.
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PRILOHA

POPIS REFERENCNICH METOD ROZBORU

Stanoveni obsahu alkoholu v % objemovychDodatek I: Pfiprava destilatu

Dodatek II: Méfteni hustoty destilatu

— Metoda A = pyknometrie

— Metoda B = elektronickd denzimetrie

— Metoda C = denzimetrie s pouzitim hydrostatickych vah
Stanoveni celkového suchého extraktu gravimetricky
Stanoveni tékavych latek a methanolu

Obecné poznamky

Tekavé kongenery: aldehydy, vyssi alkoholy, ethyl-acetat a methanol (ply-
novou chromatografif)

Tekavé kyseliny PM2 ———— «

Kyselina kyanovodikova (p.m.)

Anethol M1 ——— «
Glycyrrhizova kyselina PM1 ———— <
Chalkony »M1 ——— «

Celkové cukry PM2 ——— <«
Vajecny Zloutek » M1 ———— <

Stanoveni slozek dieva: ,furfural, 5-hydroxymethylfurfural, 5-methylfurfu-
ral, vanilin, syringaldehyd, koniferaldehyd, sinapaldehyd, kyselina gallova,
kyselina ellagova, kyselina vanilova, kyselina syringova a skopoletin®.

Stanoveni obsahu '*C v ethanolu
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I. STANOVENI OBSAHU ALKOHOLU V % OBJEMOVYCH
V LIHOVINACH

Uvod

Referencni metoda obsahuje dva dodatky:

Dodatek I: Piiprava destilatu

Dodatek II: Méfeni hustoty destilatu

1 Oblast pouZziti

Metoda je vhodna pro stanoveni skute¢ného obsahu alkoholu v % objemo-
vych v lihovinach.

2 Odkazy na normy

ISO 3696:1987: Voda pro pouziti v analytickych laboratofich — Specifikace
a zkusebni metody.

3 Terminy a definice
3.1. Referencni teplota:

Referencni teplotou pro stanoveni obsahu alkoholu v % objemovych v liho-
vinach, hustoty a relativni hustoty lihovin je 20 °C.

Poznamka 1: Udaj ,pti ¢ °C* je vyhrazen pro viechna stanoveni (hustoty
nebo obsahu alkoholu v % objemovych) vztazend k jiné
teploté nez ke 20 °C.

3.2. Hustota:

Hustotou se rozumi pomér hmotnosti a objemu lihoviny ve vakuu pii 20 °C.
Vyjadiuje se v kg/m® a jejim symbolem je p»g °C nebo pag.

3.3. Relativni hustota:

Relativni hustotou se rozumi pomér hustoty lihoviny pii 20 °C a hustoty
vody pfi téze teploté, vyjadieny desetinnym cislem. Oznacuje se symbolem
d20 °C/20 °C nebo d20/20, nebo pouze d, nemuze-li dojit k zaméné. Méfena
veli¢ina musi byt v protokolu o rozboru uvedena pouze vyse uvedenymi
symboly.

Poznamka 2: Relativni hustotu Ize ziskat z hustoty p,, pfi 20 °C:
p20 = 998,203 x d20/20 nebo d20/20 = p20/998,203
kde 998,203 je hustota vody pii 20 °C.

3.4. Skute¢ny obsah alkoholu v % objemovych

Skutecny obsah alkoholu v % objemovych v lihoviné je roven poctu litri
ethanolu obsazeného ve 100 litrech smési voda-alkohol, kterd ma stejnou
hustotu jako lihovina po destilaci. Referen¢ni hodnoty obsahu alkoholu v %
objemovych pfti 20 °C pro hustoty riznych smési voda-alkohol pii 20 °C,
které maji byt pouzity, jsou uvedeny v tabulce, kterou na mezinarodni
urovni pfijala Mezindrodni organizace pro legalni metrologii ve svém
doporuceni ¢. 22.

Obecna rovnice vztahu mezi obsahem alkoholu v %objemovych a hustotou
smési voda-alkohol pii dané teploté je uvedena v pfiiloze nafizeni Komise
(EHS) ¢&. 2676/90 (Uf. vést. L 272, 3.10.1990, s. 1) na s. 40 v kapitole 3
,,Obsah alkoholu v % objemovych® nebo v piirucce metod rozboru tiadu
OIV (1994) (s. 17).
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Poznamka 3: U likérd a krémi, u nichz se pfesny objem méfi velmi
obtizné, musi byt vzorek zvazen a nejprve se ur¢i obsah
alkoholu vztazeny na jednotku hmotnosti.

Prepocitavaci vzorec:

OAH (hmot. %) x P. (vzorek
obsah alkoholu (obj. %) = 0 x Py (vzorek)

P, (alkohol)

kde

OAH = obsah alkoholu v % hmotnostnich
p20 (alkohol) = 789,24 kg/m’

Podstata metody

Po vydestilovani se obsah alkoholu v % objemovych stanovi pyknome-
tricky, elektronickou denzimetrii nebo denzimetrii s pouzitim hydrostatic-
kych vah.
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4.1.

4.2.

43.

DODATEK I: PRIPRAVA DESTILATU
Oblast pouziti

Metoda je vhodna pro pripravu destilatu, ktery ma byt pouzit ke stanoveni
skutecného obsahu alkoholu v % objemovych v lihovinach.

Podstata metody

Lihoviny se destiluji za Gcelem oddéleni ethanolu a jinych tékavych slozek
od extrak¢niho zbytku (latek, které nedestiluji).

Reakéni Cinidla a material

Varna téliska.
Koncentrovana odpénovaci emulze (pro krémové likéry).

Pristroje a vybaveni

Obvyklé laboratorni pfistroje, a zejména:
Vodni lazen nastavitelna na 10 az 15 °C.
Vodni lazen nastavitelna na (20 + 2) °C.

Odmérné banky tiidy presnosti A na 100 ml a 200 ml s piipustnou
odchylkou 0,1 % a 0,15 %.

Destilacni aparatura:

. Obecné pozadavkyDestila¢ni aparatura musi odpovidat nasledujicim speci-

fikacim:

— pocet spojeni musi byt omezen na nezbytné minimum, aby byla zajis-
téna tésnost systému,

— musi byt zafazeno zafizeni k omezeni pénéni (strhadvani vrouci kapa-
liny parami) a k regulaci rychlosti destilace par bohatych na alkohol,

— rychla a uplna kondenzace alkoholovych par,
— jimani prvnich destilacnich frakci do vodného prostiedi.

Zdroj tepla musi byt opatien vhodnym prvkem pro rozlozeni tepla, aby
nedoslo k pyrogenni reakci v destilovaném materialu.

. Na obrazku 1 je uveden piiklad vhodné destilacni aparatury, kterd se

sklada z nasledujicich casti:

— destilacni banka s kulatym dnem na 1 litr, s normalizovanym zabru-
sem,

— rektifikacni kolona o vySce nejméné 20 cm (napiiklad Vigreux),

— destilacni prestupnik opatfeny pfiblizné 10 cm rovnym chladi¢em
(typu West),

— spiralovy chladi¢ o délce 40 cm,

— destila¢ni ptedloha pro odvadéni destilatu na dno konické jimaci banky
obsahujici malé mnozstvi vody.

Poznamka: Popsana aparatura je urCena pro vzorky o objemu nejméné
200 ml. Vzorky o mensim objemu (100 ml) mohou byt desti-
lovany s pouzitim mensi destilacni banky a za ptedpokladu, ze
bude pouzit destilacni ptestupnik proti rozstiikavani nebo jiné
zatizeni proti strhavani kapaliny.
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6.1

6.2

6.3

Uchovavani zkuSebnich vzorki

Vzorky se pred rozborem uchovavaji pii laboratorni teploté.

Postup

Predbézna poznamka:

Destilaci lze provadét také postupem zvetejnénym unii [UPAC (1968).

PiezkouSeni destilaéni aparatury.

Aparatura musi mit nasledujici vlastnosti:

pti destilaci 200 ml smési voda-alkohol o zndmé koncentraci blizké 50 %
obj. nesmi dojit ke ztratdm alkoholu vys$im nez 0,1 % obj.

Lihoviny o obsahu alkoholu niz§im nez 50 % obj.

Do odmérné banky se odméti 200 ml lihoviny.

Zaznamena se teplota této kapaliny, nebo se vytemperuje na standardni
teplotu (20 °C).

Vzorek se prevede do destilacni bafiky destilacni aparatury a odmérna
banka se tfikrat vyplachne vzdy 20 ml destilované vody. Oplachova
voda se vzdy piida k obsahu destilacni banky.

Poznamka: Toto zfedéni 60 mililitry je dostate¢né u lihovin obsahujicich
méné nez 250 g suchého extraktu na litr. Jinak by pro zabra-
néni pyrolyze musel objem oplachové vody pifi koncentraci
suchého extraktu 300 g/l ¢init alesponn 70 ml, pfi koncentraci
400 g/l 85ml a pii koncentraci suchého extraktu 500 g/l
100 ml (u nekterych ovocnych likéra nebo krémut). Pro
rizné objemy vzorku se tyto objemy odpovidajicim zpisobem
upravi.

Pfida se nékolik varnych télisek (3.1) (a odpénovaci emulze u krémovych
likéru).

Do puvodni odmérné banky na 200 ml, do niz bude jiman destilat, se
pfida 20 ml destilované vody. Tato bailka musi byt poté umisténa do
chladné vodni lazn¢ (4.1) (o teplote¢ 10 az 15 °C u anyzovych lihovin).

Za obc&asného michani obsahu destila¢ni baiiky, aby nedoslo ke strhavani
kapaliny nebo ke spékani, se destiluje, dokud hladina destilatu nevystoupi
nekolik milimetrt pod rysku odmérné barky.

Po ochlazeni destilatu na ptvodni teplotu kapaliny + 0,5 °C se banka
doplni destilovanou vodou po rysku a obsah se diikladné promicha.

Tento destilat se pouzije pro stanoveni obsahu alkoholu v % objemovych
(dodatek II).

Lihoviny o obsahu alkoholu vyssim nez 50 % obj.

Do odmérné banky na 100 ml se odméfi 100 ml lihoviny a obsah se
pfevede do destilacni banky destilaéni aparatury.

Odmérna barka se nékolikrat vyplachne destilovanou vodou a oplachova
voda se pfida k obsahu destilacni banky. Pouzije se dostate¢né mnozstvi
vody, aby byla destilaéni banka naplnéna piiblizné do 230 ml.
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Do odmérné baiiky na 200 ml, do niz bude jiman destilat, se piida 20 ml
destilované vody. Tato barika musi byt poté umisténa do chladné vodni
lazné (4.1) (o teploté 10 az 15 °C u anyzovych lihovin).

Za obcasného michani obsahu destilacni baiky se destiluje, dokud hladina
destilatu nevystoupi nékolik milimetrti pod rysku 200ml odmérné barky.

Po ochlazeni destilatu na ptivodni teplotu kapaliny + 0,5 °C se baika
doplni destilovanou vodou po rysku a obsah se dukladné promicha.

Tento destilat se pouzije pro stanoveni obsahu alkoholu v % objemovych
(dodatek 1I).

Poznamka: Obsah alkoholu v % objemovych v lihoviné je dvakrat vyssi
nez obsah alkoholu v destilatu.
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DODATEK II: MERENI HUSTOTY DESTILATU

METODA A: STANOVENiI SKUTECNEHO OBSAHU ALKOHOLU V %

Al

A2

A2.1.

A3

A3.1.

A3.2.

A33.

A34.

A3.5.

A4

A4l

OBJEMOVYCH V LIHOVINACH PYKNOMETRICKY
Podstata metody
Obsah alkoholu v % objemovych se ziska z hustoty destilatu stano-
vené pyknometricky.
Reak¢ni ¢inidla a material
Neni-li uvedeno jinak, pouziji se pii rozboru pouze reakéni Cinidla
o Cistoté p.a. a voda o Cistoté alespont 3 podle normy ISO 3696:1987.

Roztok chloridu sodného (2 % (m/V))

Pro piipravu 1 litru roztoku se odvazi 20 g chloridu sodného
a rozpusti se v 1 litru vody.

Pristroje a vybaveni

Obvyklé laboratorni pfistroje, a zejména:
Analytické vahy s presnosti na 0,1 mg.

Teplomér se zabrusem, déleny na desetiny stupné v rozsahu 10 az
30 °C. Tento teplomér musi byt ufedné ovéfen nebo kalibrovan podle
ovéteného teploméru.

Pyknometr o objemu piiblizn¢ 100 ml ze skla Pyrex opatieny odni-
matelnym teplomérem se zabrusem (A.3.2). Pyknometr ma postranni
kapilaru dlouhou 25 mm s vnitinim primérem (maximaln€) 1 mm,
zakoncenou kuzelovitym zabrusem se zatkou. Podle potieby mohou
byt pouzity jiné pyknometry podle ISO 3507, naptiklad pyknometr
0 objemu 50 ml.

Tarovaci nadobka o stejném vnéjsim objemu jako pyknometr (s pies-
nosti na 1 ml) a o hmotnosti rovné hmotnosti pyknometru naplnéného
kapalinou o hustoté 1,01 (roztok chloridu sodného podle A.2.1).

Tepelné izolovany plast, pfesné upraveny na tvar pyknometru.

Pozndmka 1: Metoda pro stanoveni hustoty lihovin ve vakuu
vyzaduje pouziti dvouramennych vah, pyknometru
a tarovaci nadobky o stejném vné&jSim objemu, aby
se v kazdém okamziku rusil ucinek vztlaku vzduchu.
Pii této jednoduché technice mohou byt pouzity
jednoramenné vahy, pokud se tarovaci nadobka
dodate¢né zvazi, aby byly zohlednény zmeény vztlaku
vzduchu.

Postup

Predb&zné poznamky:

V této metodé je popsano pouziti pyknometru o objemu 100 ml ke
stanoveni obsahu alkoholu; poskytuje nejspravnéjsi vysledky. Je vsak
mozné pouzit mensi pyknometr, napiiklad o objemu 50 ml.

Kalibrace pyknometru

Kalibrace pyknometru sestdva ze stanoveni nasledujicich parametrt:
— tara prazdného pyknometru,
— objem pyknometru pii 20 °C,

— hmotnost pyknometru naplnéného vodou pii 20 °C.
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A4.1.1.

A4.1.1.1.

A4.1.1.2.

A4.1.13.

A4.1.14.

A4.12.

A4.1.2.1.

Kalibrace pomoci jednoramennych vah:

Stanovi se:

— hmotnost ¢istého, suchého pyknometru (P),

— hmotnost pyknometru naplnéného vodou pii °C (P1),
— hmotnost tarovaci nadobky (70).

Zvazi se Cisty, suchy pyknometr (P).

Pyknometr se opatrné naplni destilovanou vodou o laboratorni teploté
a osadi se teplomérem.

Pyknometr se peclivé otfe do sucha a umisti se do tepelné izolova-
ného plasté. Pyknometr v plasti se prevraci, dokud neni teplota na
teploméru konstantni.

V postranni kapilafe pyknometru se nechd vystoupat voda az
k hornimu okraji kapilary. Presné se odeéte teplota a podle potieby
se koriguje na nepfesnost teplotni stupnice.

Pyknometr naplnény vodou se zvazi (P1).
Zvazi se tarovaci nadobka (70).

Vypocet

— Téara prazdného pyknometru = P — m
kde m je hmotnost vzduchu v pyknometru.
m = 0,0012 x (P1 — P)

Poznamka 2: 0,0012 je hustota suchého vzduchu pii 20 °C
a tlaku 760 mm Hg

— Objem pyknometru pii 20 °C:
Vi = [P1-(P—m)] x F,

kde Ft je faktor pro teplotu ¢ °C z tabulky I v kapitole 1 ,,Hustota
a relativni hustota® v pfiloze nafizeni (EHS) ¢. 2676/90 (s. 10).

Hodnota /20 °C musi byt zndma s pfesnosti na 0,001 ml.

— Hmotnost vody v pyknometru pfi 20 °C:

My oc = Va9 o¢c % 0,998203

kde 0,998203 je hustota vody pfi 20 °C.

Poznamka 3: Podle potieby lze pouzit hodnotu 0,99715 pro hustotu
vody pifi normalnim tlaku a obsah alkoholu lze
vypocitat pro odpovidajici hustotu na vzduchu
odectenou z tabulek ufadu HM Customs and Excise
(Utad pro cla a nepiimé dang).

Metoda kalibrace pomoci dvouramennych vah:

Tarovaci nadobka se umisti na levou misku vah a ¢isty, suchy pykno-
metr s postranni kapilarou se zatkou na pravou misku vah. Vahy se
vyvazi zavazim na misce s pyknometrem (p grami).
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A4.122.

A4.1.23.

A42.
A42.1.

A42.1.1.

A42.12.

A42.13.

Pyknometr se opatrné naplni destilovanou vodou o laboratorni teploté
a osadi se teplomérem. Peclivé se otie do sucha a umisti se do tepelné
izolovaného plasté. Pyknometr v plasti se prevraci, dokud neni teplota
na teploméru konstantni.

V postranni kapilafe pyknometru se necha voda vystoupat az piesné
k hornimu okraji kapilary. Postranni kapilara se osusi a uzavie se
zatkou. Presné se odecte teplota a podle potieby se koriguje na
nepiesnost teplotni stupnice.

Pyknometr naplnény vodou se zvazi tak, ze se vahy vyvazi zavazim
na misce pyknometru (p’ gramu).

Vypocet— Tara prazdného pyknometru = p + m
kde m je hmotnost vzduchu
v pyknometru.

m=0,0012x (p — p’)
— Objem pyknometru pii 20 °C
Ve = (p+m-p)xF,

kde Ft je faktor pro teplotu ¢ °C z tabulky I v kapitole 1 ,,Hustota
a relativni hustota® v pfiloze natfizeni (EHS) ¢. 2676/90 (s. 10).

Hodnota /20 °C musi byt znama s pfesnosti na 0,001 ml.

— Hmotnost vody v pyknometru pfti 20 °C:

Myg oc = V2o oc X 0,998203

kde 0,998203 je hustota vody pii 20 °C.

Stanoveni obsahu alkoholu ve zkuSebnim vzorku

Postup s pouzitim jednoramennych vah.
Zvazi se tarovaci nadobka, hmotnost 7'/.

Zvazi se pyknometr s pfipravenym destilatem (viz dodatek I), hmot-
nost P2 pii ¢ °C.

Vypocet

— dT=T1-TO

— Hmotnost prazdného pyknometru v okamziku méfeni
P-m+dT

— Hmotnost kapaliny v pyknometru pfti ¢ °C
P2 - (P-m +dT)

— Hustota pii t °C v g/ml

— Pec=[P, = P-m+dT)][Vye

— Hustota pii ¢ °C se vyjadH v kg/m®, a to vynasobenim pt °C
hodnotou 1 000, a oznaci se jako pt.

Provede se korekce pt na teplotu 20 °C pomoci tabulek hodnot pT
pro smési voda-alkohol (tabulka Il v dodatku II k pfiruéce metod
rozboru ufadu OIV (1994), s. 17-29).
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A42.14.

AA422.

A422.1.

A4222.

A5
A5l

V tabulce se v fadku s celoc¢iselnou teplotou T, ktera je nejblizsi
naméfené teploté¢ t, vyhledd hustota, kterd je nejblizsi vyssi
k hustoté pt.

Rozdil nalezeny v tabulce pod touto hodnotou se pouzije
k vypoétu hustoty pt lihoviny pii této celoéiselné teploté 7.

— V ramci tadku s touto celociselnou teplotou se vypocte rozdil
mezi hustotou p°, ktera je nejblizsi vyssi k hodnoté pt, a vypoc-
tenou hustotou pt. Tato diference se vydéli diferenci nalezenou
v tabulce napravo od hustoty p‘. Podil predstavuje desetinnou
slozku hodnoty obsahu alkoholu, pficemz celoCiselnd slozka je
uvedena v zahlavi sloupce, v némz je uvedena hodnota p* (obsah
alkoholu se oznaci Dt).

Poznamka 4: Pfi plnéni je rovnéz mozné umistit pyknometr do vodni
lazné o teploté 20 + 2 °C.

Vysledek

Skutecny obsah alkoholu s pouzitim hodnoty p20 se vypocte pomoci
nize uvedenych tabulek:

Tabulkou, v niz je uvedena hodnota obsahu alkoholu v % objemo-
vych pii 20 °C jako funkce hustoty riznych smési voda-alkohol pii
20 °C je tabulka, kterou na mezinarodni urovni pfijala Mezinarodni
organizace pro legalni metrologii ve svém doporuceni ¢. 22.

Postup s pouzitim dvouramennych vah

Zvazi se pyknometr s pripravenym destilatem (viz dodatek I), hmot-
nost p" pfi ¢ °C.

Vypocet
— Hmotnost kapaliny v pyknometru pii ¢ °C
p + m — pYI

— Hustota pii ¢ °C v g/ml

Poc=(p+m=p")[Vaoc

— Zpisobem uvedenym vyse pro postup s pouzitim jednoramennych
vah se vyjadii hustota pfi ¢ °C v kg/m® a pomoci tabulek se
provede korekce pt na teplotu 20 °C.

Utinnostni charakteristiky metody (piesnost)
Statistické vysledky mezilaboratorniho testu
Nasledujici udaje byly ziskany pfi mezinarodnim mezilaboratornim

experimentu zaméfeném na parametry metody provadéném mezi-
narodné¢ dohodnutym postupem [1,2].

Rok provedeni mezilaboratorniho testu 1997
Pocet laboratori 20

Pocet vzorki 6
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Vzorky A B C D E F
Pocet zahrnutych laboratofi po 19 20 17 19 19 17
vylouceni odlehlych vysledkt
Pocet odlehlych vysledki (labo- 1 — 2 1 1 3
ratofi)
Pocet zahrnutych vysledki 38 40 34 38 38 34
Stfedni hodnota(x) (% obj.) 23,77 40,04 40,29 39,20 42,24 57,03

26,51(*) 42,93(*) | 45,73(*) | 63,03(%)

Smérodatna odchylka za | 0,106 0,176 0,072 0,103 0,171 0,190
podminek opakovatelnosti  (Sr)
(% obj.)
Relativni smérodatna odchylka za 0,42 0,44 0,18 0,25 0,39 0,32
podminek opakovatelnosti
(RSDr) (%)
Mez opakovatelnosti () (% obj.) 0,30 0,49 0,20 0,29 0,48 0,53
Smérodatna odchylka reproduko- | 0,131 0,236 0,154 0,233 0,238 0,322
vatelnosti (SR) (% obj.)
Relativni smérodatna odchylka 0,52 0,59 0,38 0,57 0,54 0,53
reprodukovatelnosti (RSDR) (%)
Mez reprodukovatelnosti (R) (% 0,37 0,66 0,43 0,65 0,67 0,90

obj.)

Druhy vzorki

A Ovocny likér: rozdélena troven (*).

B Brandy: neoznacené duplikaty.
C Whisky: neoznadené duplikaty.
D Grappa: rozdélena troven (*).
E Akvavit: rozdélena uroven (*).
F Rum: rozdélena Groven (*).

METODA B: STANOVENI SKUTECNEHO OBSAHU ALKOHOLU V %
\ MERENI
ELEKTRONICKOU DENZIMETRII (ZALOZENOU NA

OBJEMOVYCH

REZONANCNIM

A\

KMITOCTU

LIHOVINACH

V OSCILACNI KOMURCE)

B.1 Podstata metody

OSCILATORU

Hustota kapaliny se stanovi z elektronického méfeni kmitoctu kmita-
jiciho oscilatoru ve tvaru U-trubice. Méfeni se provadi tak, Zze se
vzorek piida do oscilatniho systému, jehoz specificky oscilacni

kmitocet se ptidanim latky zméni.

B.2 Reak¢ni Cinidla a material

Neni-li uvedeno jinak, pouziji se pfi rozboru pouze reakéni Cinidla
o Cistoté p.a. a voda o Cistot¢ alespon 3 podle normy ISO 3696:1987.

B.2.1. Aceton (CAS 666-52-4) nebo Ccisty alkohol

B.2.2. Suchy vzduch.

B3 Pristroje a vybaveni

Obvyklé laboratorni pfistroje, a zejména:

B.3.1. Digitalni denzimetrElektronicky denzimetr pro provadéni takovych
méfeni musi udavat hustotu v g/ml s pfesnosti na 5 desetinnych mist.
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B.4
B.4.1.

B.4.2.

B.4.2.1.

B.4.22.

B.4.2.3.

B.4.3.

B.5
B.5.1

Poznamka 1: Denzimetr musi byt umistén na naprosto stabilni
podlozce izolované od vsech vibraci.

Regulace teploty

Uginnostni charakteristiky denzimetru jsou dodrzeny pouze tehdy, je-li
méfici komurka vybavena zabudovanym regulatorem teploty, ktery
umoziuje udrzovat stabilitu teploty + 0,02 °C nebo lepsi.

Poznamka 2: Piesné nastaveni a sledovani teploty v métici komurce je
velmi dulezité, nebot chyba o velikosti 0,1 °C vede
k odchylce v hustotd v fadu 0,1 kg/m’.

Stikacky pro néstiik vzorku nebo automaticky davkovac.

Postup

Kalibrace denzimetruPfed prvnim pouzitim musi byt pfistroj nakalib-
rovan podle pokynu vyrobce. Kalibrace musi byt pravidelné opako-
vana a kontrolovana pomoci certifikovaného referen¢niho standardu
nebo vnitrolaboratorniho referen¢niho roztoku navazaného na certifi-
kovany referenéni standard.

Stanoveni hustoty vzorku

Podle potieby se méfici komtrka pfed méfenim vycisti a zbavi
vlhkosti acetonem nebo Cistym alkoholem a nechd se vyschnout na
vzduchu. Komirka se vyplachne vzorkem.

Komirka se zcela naplni vzorkem (pomoci stiikacky nebo automatic-
kého davkovace). Pfi plnéni se musi zajistit odstranéni vSech vzdu-
chovych bublin. Vzorek musi byt homogenni a nesmi obsahovat
zadné tuhé castice. VeSkeré nerozpustné latky se pred rozborem
odstrani filtraci.

Poté, co se udaj ustali, zaznamena se hustota p20 nebo obsah alkoholu
zobrazeny na denzimetru.

Vysledek

Pouzije-li se hodnota p20, vypoéte se skute¢ny obsah alkoholu
pomoci nasledujicich tabulek:

Tabulkou, v niz je uvedena hodnota obsahu alkoholu v % objemo-
vych pii 20 °C jako funkce hustoty riznych smési voda-alkohol pfi
20 °C, je tabulka, kterou na mezinarodni Grovni pfijala Mezinarodni
organizace pro legalni metrologii ve svém doporuceni ¢. 22.

Ukinnostni charakteristiky metody (piesnost)

Statistické vysledky mezilaboratorniho testu

Nasledujici tdaje byly ziskdny pfi mezindrodnim mezilaboratornim
experimentu zaméfeném na parametry metody provadéném mezi-
narodné¢ dohodnutym postupem [1,2].

Rok provedeni mezilaboratorniho testu 1997

Pocet laboratofi 16

Podet vzorki 6

Vzorky A B C D

Pocet zahrnutych laboratofi po 11 13 15 16
vylouceni odlehlych vysledkt

Pocet odlehlych vysledki (labora- 2 3 1 -

toif)
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Vzorky A B C D E F
Pocet zahrnutych vysledkt 22 26 30 32 28 26
Sttedni hodnota(x) (% obj.) 23,81 40,12 40,35 39,27 42,39 56,99
26,52(*) 43,10(*%) | 45,91(*) | 63,31(*)

Smérodatna odchylka za | 0,044 0,046 0,027 0,079 0,172 0,144
podminek opakovatelnosti  (Sr)

(% obj.)

Relativni smérodatna odchylka za 0,17 0,12 0,07 0,19 0,39 0,24
podminek opakovatelnosti (RSDr)

(%)

Mez opakovatelnosti (r) (% obj.) 0,12 0,13 0,08 0,22 0,48 0,40

Smérodatna odchylka reproduko- | 0,054 0,069 0,083 0,141 0,197 0,205
vatelnosti (SR) (% obj.)

Relativni  smérodatna  odchylka 0,21 0,17 0,21 0,34 0,45 0,34
reprodukovatelnosti (RSDR) (%)

Mez reprodukovatelnosti (R) (% 0,15 0,19 0,23 0,40 0,55 0,58
obj.)

Druhy vzorku

Ovocny likér: rozdélena troven (*).
Brandy: neoznacené duplikaty.
Whisky: neoznacené duplikaty.
Grappa: rozdélena Groven (*).
Akvavit: rozdé€lena uroven (*).
Rum: rozdélena uroven (*).

Tmg QW

METODA C: STANOVENI SKUTECNEHO OBSAHU ALKOHOLU V %

OBJEMOVYCH V  LIHOVINACH - MERENI
DENZIMETRICKY S POUZITIM HYDROSTATICKYCH
VAH
C.1 Podstata metody

Obsah alkoholu v lihovinach se méfi denzimetricky s pouzitim hydro-
statickych vah zalozenych na Archimedové zakoné, podle néhoz na
téleso ponofené do kapaliny plsobi svisle vzhiiru sila rovnajici se tize
kapaliny vytlacené télesem.

C2 Reak¢ni Cinidla a material

Neni-li uvedeno jinak, pouziji se pfi rozboru pouze reakcni Cinidla
o Cistoté p.a. a voda o Cistot¢ alespon 3 podle normy ISO 3696:1987.

C.2.1. Roztok pro ¢isténi plovaku (hydroxid sodny, 30 % (m/V))

Pro pripravu 100 ml roztoku se odvazi 30 g hydroxidu sodného
a objem se doplni 96 % ethanolem.

C3 Pristroje a vybaveni

Obvyklé laboratorni pfistroje, a zejména:

C.3.1. Jednoramenné hydrostatick¢ vahy s citlivosti 1 mg.

C.3.2. Plovak o objemu nejméné 20 ml, specidlné upraveny pro dané véhy,
upevnény na vlakné o priméru mensim nez 0,1 mm.

C.3.3. Odmérny valec s ryskou. Musi byt mozné zcela ponofit plovak
v objemu valce pod ryskou; z hladiny kapaliny smi vystupovat
pouze vlakno. Vnitini pramér véalce musi byt alesponi o 6 mm vétsi
nez prumér plovaku.



02000R2870 — CS — 13.03.2023 — 003.002 — 18

C.3.5.

C4

C4.1.

C4.2.

C4.2.1.

C4.22.

C43.

C43.1.

C.4.3.2.

C.44.

C44.1.

C.44.2.

C4.43.

C.4.5.

C4.5.1.

Teplomér (nebo sonda) déleny po stupnich a desetinach stupné od 10
do 40 °C, kalibrovany s ptesnosti na 0,05 °C.

Zavazi ovétena metrologickym organem.

Poznamka 1: e mozné pouzit rovnéz dvouramenné vahy; podstata
metody je popsana v kapitole 1 ,,Hustota a relativni
hustota® v pfiloze natizeni (EHS) ¢. 2676/90 (s. 7).

Postup

Plovak a odmérny valec se mezi jednotlivymi méfenimi oCisti desti-
lovanou vodou, vysu$i mékkym laboratornim papirem, ktery neuvol-
nuje vlakna, a oplachnou se roztokem, jehoz hustota ma byt stano-
vena. Méfeni musi byt provedeno, jakmile se aparatura ustali, aby se
omezily ztraty alkoholu vypatovanim.

Kalibrace vah

Ackoliv maji vahy obvykle vnitini kalibra¢ni systém, musi hydrosta-
tické vahy umoziovat kalibraci zdvazim ovéfenym metrologickym
organem.

Kalibrace plovaku

Odmérny valec se pii teploté 15 az 25 °C, ptednostné pii 20 °C,
naplni po rysku redestilovanou vodou (nebo vodou o ekvivalentni
Cistoté, napf. mikrofiltrovanou vodou o vodivosti 18,2 MQ/cm).

Plovak a teplomér se ponofi, zakrouzi se jimi, a na pfistroji se odecte
hustota kapaliny; odectena hodnota se podle potieby koriguje tak, aby
se rovnala hustoté vody pii teploté méfeni.

Kontrola s pouzitim roztoku voda—alkohol

Odmérny valec se pii teplot¢ 15 az 25 °C, prednostné pii 20 °C,
naplni po rysku smési voda-alkohol o zndmém obsahu alkoholu.

Plovak a teplomér se ponofi, zakrouzi se jimi, a na pristroji se odecte
hustota kapaliny (nebo obsah alkoholu, je-li to mozn¢); takto zjistény
obsah alkoholu se musi rovnat pfedtim stanovenému obsahu alkoholu.

Poznamka 2: Tento roztok o znamém obsahu alkoholu Ize pouzit ke
kalibraci namisto redestilované vody.

M¢éfeni hustoty destilatu (nebo jeho obsahu alkoholu, pokud to pfistroj
umoziuje)

Meieny vzorek se nalije do odmémého valce po rysku.

Plovak a teplomér se ponoii, zakrouzi se jimi, a na pristroji se odecte
hustota kapaliny (nebo obsah alkoholu, je-li to mozné); méfi-li se
hustota pii teploté ¢ °C, (pt), zaznamena se teplota.

Provede se korekce pt na teplotu 20 °C pomoci tabulek hodnot pT pro
smesi voda-alkohol (tabulka II v dodatku II k pfirucce metod rozboru
ufadu OIV (1994), s. 17-29).

Cisténi plovdku a odmérného valce

Plovak se ponofi do Cisticiho roztoku v odmérném valci.
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C.4.5.2.  Plovak se ponecha namoceny jednu hodinu a pravidelné se jim otaci.

C.4.5.3. Oplachne se velkym mnozstvi tekouci vody a poté destilovanou
vodou.

C4.54. Vysusi se mékkym laboratornim papirem, ktery neuvoliuje vlakna.

Tento postup se provede pfi prvnim pouziti plovaku a poté se provadi
podle potieby pravidelné.

C.4.6. Vysledek

Skute¢ny obsah alkoholu s pouzitim hodnoty p20 se vypocte pomoci
nize uvedenych tabulek.

Tabulkou, v niz je uvedena hodnota obsahu alkoholu v % objemo-
vych pii 20 °C jako funkce hustoty rtiznych smési voda-alkohol pii
20 °C je tabulka, kterou na mezindrodni trovni piijala Mezinarodni
organizace pro legalni metrologii ve svém doporuceni ¢. 22.

Cs5 Utinnostni charakteristiky metody (piesnost)
C.5.1. Statistické vysledky mezilaboratorniho testu

Nasledujici udaje byly ziskany pfi mezinarodnim mezilaboratornim
experimentu zaméfeném na parametry metody provadéném mezi-
narodné¢ dohodnutym postupem [1,2].

Rok provedeni mezilaboratorniho testu 1997

Pocet laboratori 12

Pocet vzorkil 6

Vzorky A B C D E F
Pocet zahrnutych laboratofi po 12 10 11 12 11 9
vylouc€eni odlehlych vysledki
Pocet odlehlych vysledku (labora- - 2 1 - 1 2
tof1)
Pocet zahrnutych vysledku 24 20 22 24 22 18
Stfedni hodnota(x) (% obj.) 23,80 40,09 40,29 39,26 42,38 57,16
26,51(%) 43,09(*) | 45,89(*) | 63,44(*)

Smérodatna odchylka za | 0,048 0,065 0,042 0,099 0,094 0,106
podminek opakovatelnosti  (Sr)

(obj. %)

Relativni smérodatna odchylka za 0,19 0,16 0,10 0,24 0,21 0,18
podminek opakovatelnosti (RSDr)

(%)

Mez opakovatelnosti () (obj. %) 0,13 0,18 0,12 0,28 0,26 0,30

Smérodatna odchylka reproduko- | 0,060 0,076 0,073 0,118 0,103 0,125
vatelnosti (SR) (obj. %)

Relativni  smérodatna  odchylka 0,24 0,19 0,18 0,29 0,23 0,21
reprodukovatelnosti (RSDR) (%)

Mez reprodukovatelnosti (R) (obj. 0,17 0,21 0,20 0,33 0,29 0,35
%)

Druhy vzorku
Ovocny likér: rozdélena Groven (*).

Brandy: neoznacené duplikaty.
Whisky: neoznacené duplikaty.
Grappa: rozdélena troven (*).

Akvavit: rozdé€lena uroven (*).

o™ m g O ®w o>

Rum: rozdélena uroven (*).
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Obrazek 1. Destilacni aparatura pro méfeni skute¢ného obsahu alkoholu v %
objemovych v lihovinach

1. 1. Destilacéni banka s kulatym dnem na 1 litr, s normalizovanym zabrusem.
2. Rektifika¢ni kolona o vysce 20 cm (typ Vigreux).
3. 10 cm rovny chladi¢ (typ West).

4. 40 cm spiralovy chladic.
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II. STANOVENI CELKOVEHO SUCHEHO EXTRAKTU LIHOVIN

52

53

5.4

5.5

5.6

7.2

GRAVIMETRICKY
Oblast pouziti
V souladu s natizenim (EHS) ¢. 1576/89 se predpoklada pouziti této metody
pouze u akvavitu, u néhoz je suchy extrakt omezen do hodnoty 15 g/l.
Odkazy na normy
ISO 3696:1987: Voda pro pouziti v analytickych laboratofich — Specifikace
a zkuSebni metody.
Definice
Celkovy suchy extrakt nebo celkova sucha hmota zahrnuje veskerou hmotu,
ktera je za danych fyzikalnich podminek netékava.
Podstata metody

Zvazi se zbytek po odpafeni lihoviny na vodni lazni a po vysuSeni v susarné.

Piistroje a vybaveni

Valcova odpatrovaci miska s rovaym dnem o priméru 55 mm.
Vrouci vodni lazen.

Pipeta na 25 ml tfidy pfesnosti A.

Laboratorni susarna.

Exsikator.

Analytické vahy s pfesnosti na 0,1 mg.

Odbér vzorki a vzorky

Vzorky se pied rozborem uchovavaji pii laboratorni teploté.

Postup

Do pfedem zvazené valcové odpafovaci misky s rovnym dnem o priméru
55 mm se pipetou odméti 25 ml lihoviny obsahujici méné nez 15 g susiny na
litr. Béhem prvni hodiny odpafovani se odpafovaci miska umisti na viko
vrouci vodni lazné, aby kapalina neviela, nebot’ by to mohlo vést ke ztratam
pfi rozstfikovani. Poté se miska ponecha dalsi hodinu v bezprostfednim
kontaktu s parou vodni lazné.

Suseni se dokonci tak, Zze se odpafovaci miska umisti na dvé hodiny do
susarny pii 105 + 3 °C. Odparovaci miska se nech4 vychladnout v exsikatoru
a spoleéné s obsahem se zvazi.

Vypocet

Hmotnost zbytku vynasobena 40 se rovna hmotnosti suchého extraktu v liho-
viné a vyjadii se v g/l s piesnosti na jedno desetinné misto.

Utinnostni charakteristiky metody (piesnost)

Statistické vysledky mezilaboratorniho testu

Nasledujici udaje byly ziskany pii mezinarodnim mezilaboratornim experi-
mentu zaméfeném na parametry metody provadéném mezinarodné dohod-
nutym postupem [1,2].

Rok provedeni mezilaboratorniho testu 1997
Pocet laboratofi 10

Pocet vzorka 4
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Vzorky A B C D
Pocet zahrnutych laboratofi po 9 9 8 9
vylouceni odlehlych vysledki
Pocet odlehlych vysledkt (labora- 1 1 2 -
tof1)
Pocet zahrnutych vysledkt 18 18 16 18
Stfedni hodnota(x) g/l 9,0 9,1 10,0 11,8

7.8 9,4 11,1

Smeérodatna odchylka za | 0,075 0,441 0,028 0,123
podminek opakovatelnosti (Sr) g/l
Relativni smérodatna odchylka za 0,8 5,2 0,3 1,1
podminek opakovatelnosti (RSDr)
(%)
Mez opakovatelnosti (r) g/l 0,2 1,2 0,1 0,3
Smérodatna odchylka reproduko- | 0,148 0,451 0,058 0,210
vatelnosti (SR) g/l
Relativni  smérodatna odchylka 1,6 5,3 0,6 1,8
reprodukovatelnosti (RSDR) (%)
Mez reprodukovatelnosti (R) g/l 0,4 1,3 0,2 0,6

Druhy vzorku

A Brandy: neoznacené duplikaty.
B Rum: rozdélena Groven.

C  Grappa: rozdélena Groven

D  Akvavit: rozdélena troven
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III. STANOVENI{ TEKAVYCH LATEK A METHANOLU
V LIHOVINACH

III.1 OBECNE POZNAMKY
1 Definice

V natizeni (EHS) ¢. 1576/89 se stanovi minimalni obsah té€kavych
latek jinych nez ethanol a methanol u fady lihovin (u rumu, péstitelské
vinovice, ovocnych destilati atd.). Pouze u téchto lihovin se timto
obsahem obvykle rozumi soucet koncentraci:

1. t€kavych kyselin vyjadienych jako octova kyselina;

2. aldehydut vyjadtenych jako ethanal souétem ethanalu (acetaldehydu)
a ethanalového podilu v 1,1-diethoxyethanu (acetalu);

3. nasledujicich vyssich alkohold: propan-1-olu, butan-1-olu, butan-2-
olu, 2-methylpropan-1-olu stanovenych jednotlivé a déle 2-methyl-
butan-1-olu a 3-methybutan-1-olu stanovenych jednotlivé nebo jako
soucet obou;

4. ethyl-acetatu.

Obvyklymi metodami stanoveni tékavych latek jsou tyto metody:

— tekavé kyseliny stanovenim celkové kyselosti t€kavych kyselin,

— aldehydy (ethanal a acetal), ethyl-acetat a alkoholy plynovou chro-
matografii (GPC).

2 Rozbor tékavych latek plynovou chromatografii

Stanoveni jinych nez vySe uvedenych tékavych latek plynovou chro-
matografii mize byt zajimavé jako zpusob stanoveni jak pGvodu suro-
viny pouzité pii destilaci, tak podminek destilace.

Nékteré lihoviny obsahuji jiné tékavé latky, jako jsou aromatické
slozky, které jsou charakteristické pro surovinu pouzitou pro ziskani
alkoholu, pro aroma lihoviny a pro zvlastni charakter piipravy liho-
viny. Tyto slozky jsou dulezité pro posouzeni pozadavkid stanovenych
v nafizeni (EHS) ¢&. 1576/89.

II1.2 STANOVENI TEKAVYCH KONGENERU PLYNOVOU
CHROMATOGRAFIi: ALDEHYDY, VYSSI ALKOHOLY, ETHYL-
ACETAT A METHANOL

1 Oblast pouziti

Tato metoda je vhodna pro stanoveni 1,1-diethoxyethanu (acetalu), 2-
methylbutan-1-olu (aktivniho amylalkoholu), 3-methylbutan-1-olu (iso-
amylalkoholu), methanolu (methylalkoholu), ethyl-ethanoatu (ethyl-
acetatu), butan-l-olu (n-butanolu), butan-2-olu (sek-butan-1-olu), 2-
methylpropan-1-olu (isobutylalkoholu), propan-1-olu (n-propanolu)
a ecthanalu (acetaldehydu) v lihovinach plynovou chromatografii.
Metoda pouziva vnitini standard, napiiklad pentan-3-ol. Koncentrace
téchto analyti se vyjadfuje v gramech na 100 litrii Cistého alkoholu;
pfed rozborem musi byt stanoven obsah alkoholu ve vyrobku. Mezi
lihoviny, jejichz rozbor miZe byt proveden touto metodou, patii
whisky, brandy, rum, vinovice, ovocny destilat a matolinova palenka.

2 Odkazy na normy

ISO 3696:1987: Voda pro pouziti v analytickych laboratotich — Speci-
fikace a zkusebni metody.
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52

53

5.4

5.5

5.6

5.7

5.8

5.9

5.10

5.11

5.12

5.13

5.13a

Definice

Kongenery se rozuméji teékavé latky, které vznikaji spolu s ethanolem
pii kvaseni, destilaci a zrani lihovin.

Podstata metody

Kongenery v lihovinach se stanovi pifimym ndstfikem lihoviny, nebo
vhodné nafedéné lihoviny, do systému plynového chromatografu (GC).
Pred néstiikem se do lihoviny pfidd vhodny vnitini standard. Konge-
nery se separuji pii teplotnim programu na vhodné koloné a detekuji se
plamenové-ionizatnim  detektorem (FID). Koncentrace kazdého
z kongenerll se stanovi proti vnitinimu standardu z odezvovych
faktord, které se ziskaji pii kalibraci za stejnych chromatografickych
podminek, jako jsou podminky pfi rozboru lihoviny.

Reak¢ni Cinidla a material

Neni-li uvedeno jinak, pouziji se pouze reakéni ¢inidla o certifikované
Cistoté vyssi nez 97 %, zakoupena u dodavatele s certifikatem ISO,
ktera pti zkusebnim zfedéni neobsahuji jiné kongenery (to lze potvrdit
nastiikem jednotlivych standardi kongenera pii zkusebnim zfedéni za
chromatografickych podminek podle bodu 6.4), a voda vyhradné
o Cistot¢ alespon 3, jak je definovana v normé ISO 3696. Acetal
a acetaldehyd musi byt uchovavany v temnu pii méné nez 5 °C,

vSechna ostatni reakéni ¢inidla mohou byt uchovavana pii laboratorni
teploté.

Cisty ethanol (CAS 64-17-5).

Methanol (CAS 67-56-1).

Propan-1-ol (CAS 71-23-8).

» C2 2-Methylpropan-1-ol (CAS 78-83-1). «

Vhodné wvnitini standardy: pentan-3-ol (CAS 584-02-1), pentan-1-ol
(CAS 71-41-0), 4-methylpentan-1-ol (CAS 629-89-1) nebo methyl-
nonanoat (CAS 1731-84-6).

2-Methylbutan-1-ol (CAS 137-32-6).
3-Methylbutan-1-ol (CAS 123-51-3).
Ethyl-acetat (CAS 141-78-6).

Butan-1-ol (CAS 71-36-3).

Butan-2-ol (CAS 78-92-2).

Acetaldehyd (CAS 75-07-0).

Acetal (1,1-diethoxyethan) (CAS 105-57-7).
Roztok ethanolu, 40 % (V/V)

Pro ptipravu roztoku ethanolu o koncentraci 400 ml/l se 400 ml etha-
nolu (5.1) odméfi do odmérné banky na 1 litr, doplni se po rysku
destilovanou vodou a promicha se.

Pouze pro lih zemédélského puvodu: absolutni ethanol (CAS 64-17-5).
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5.14

5.14.1

5.14.1a

5.14.2

5.14.2a

Piiprava a uchovavani standardnich roztoku (postup pro validovanou
metodu)

Vsechny standardni roztoky musi byt uchovavany pfi teploté nizsi nez
5°C a musi byt kazdy mésic Cerstvé ptipraveny. Hmotnosti slozek
a roztokt musi byt zaznamenany s piesnosti na 0,1 mg.

Standardni roztok — A

Nasledujici reakéni Cinidla se odméfi pipetou do odmérné barnky na
100 ml obsahujici 60 ml roztoku ethanolu (5.13) pro minimalizaci
vypafovani, objem se doplni po rysku roztokem ethanolu (5.13)
a dukladné promicha. Zaznamena se hmotnost banky, kazdé pfidané
slozky a celkova kone¢na hmotnost obsahu.

Slozka Objem (ml)
Methanol (5.2) 3,0
Propan-1-ol (5.3) 3,0
2-methylpropan-1-ol (5.4) 3,0
2-methylbutan-1-ol (5.6) 3,0
3-methylbutan-1-o0l (5.7) 3,0
Ethyl-acetat (5.8) 3,0
Butan-1-ol (5.9) 3,0
Butan-2-ol (5.10) 3,0
Acetaldehyd (5.11) 3,0
Acetal (1,1-diethoxyethan) (5.12) 3,0

Poznamka 1: Je vhodné piidat acetal a acetaldehyd jako posledni, aby
se minimalizovaly ztraty vypafovanim.

Pouze pro lih zemédélského plvodu: standardni roztok A se pfipravi
tak, ze se pipetou odméfi reakéni Cinidla se snizenymi objemy vyssich
alkoholll za ucelem ziskani standardnich roztokii o koncentracich bliz-
kych zakonnym limitim pro lih zemédélského plivodu.

Standardni roztok — B

Do odmérné bariky na 100 ml obsahujici pfiblizné 80 ml roztoku etha-
nolu (5.13) se pipetou odméfi 3 ml pentan-3-olu nebo jiného vhodného
vnitiniho standardu (5.5), objem se doplni po rysku roztokem ethanolu
(5.13) a dikladné se promicha.

Zaznamend se hmotnost bariky, hmotnost pentan-3-olu nebo jiného
vnitiniho standardu a celkova kone¢na hmotnost obsahu.

Pouze pro lih zemédé€lského puvodu: standardni roztok B se pfipravi
tak, ze se pipetou odméfi vhodny vnitini standard se snizenymi objemy
za uCelem ziskani standardnich roztokd s koncentracemi blizkymi
zakonnym limitim pro lih zemédélského puvodu.
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5.14.3

5.14.4

5.14.5

5.14.6

5.14.7

Standardni roztok — C

Do odmérné bariky na 100 ml obsahujici ptiblizné 80 ml roztoku etha-
nolu (5.13) se pipetou odméfi 1 ml roztoku A (5.14.1) a 1 ml roztoku
B (5.14.2), objem se doplni po rysku roztokem ethanolu (5.13)
a dukladné se promicha.

Zaznamend se hmotnost banky, kazdé piidané slozky a celkova
kone¢na hmotnost obsahu.

Standardni roztok — D

Pro zabezpeceni kontinuity rozboru se s pouzitim dfive pfipravené¢ho
standardu A (5.14.1) pfipravi standard pro fizeni jakosti (QC). Do
odmérné banky na 100 ml obsahujici pfiblizné¢ 80 ml roztoku ethanolu
(5.13) se pipetou odméii 1 ml roztoku A (5.14.1), objem se doplni po
rysku roztokem ethanolu (5.13) a dukladné promicha.

Zaznamend se hmotnost banky, kazdé piidané slozky a celkova
kone¢na hmotnost obsahu.

Standardni roztok — E

Do odmérné bariky na 100 ml obsahujici ptiblizné 80 ml roztoku etha-
nolu (5.13) se pipetou odméii 10 ml roztoku B (5.14.2), objem se
doplni po rysku roztokem ethanolu (5.13) a dukladné se promicha.

Zaznamena se hmotnost banky, kazdé pridané slozky a celkova
kone¢na hmotnost obsahu.

Standardni roztoky pro kontrolu linearity odezvy plamenové-ionizac-
niho detektoru (FID)

Do samostatnych odmérnych ban€k na 100 ml obsahujicich pfiblizné
80 ml roztoku ethanolu (5.13) se pipetou odméii 0, 0,1, 0,5, 1,0
a 2,0 ml roztoku A (5.14.1) a 1,0 ml roztoku B (5.14.2), objem se
doplni po rysku roztokem ethanolu (5.13) a dikladné se promicha.

Zaznamena se hmotnost banky, kazdé pridané slozky a celkova
kone¢na hmotnost obsahu.

Standardni roztok pro fizeni jakosti (QC)

Do navazovaci banky se pipetou odméii 9 ml standardniho roztoku
D (5.14.4) a 1 ml standardniho roztoku E (5.14.5) a obsah se dtkladné
se promicha.

Zaznamena se hmotnost navazovaci banky, kazdé pfidané slozky
a celkova kone¢na hmotnost obsahu.
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6.2

6.3

6.4

Pristroje a vybaveni

Zatizeni pro stanoveni hustoty a obsahu alkoholu.

Analytické vahy s pfesnosti na 0,1 mg.

Plynovy chromatograf s moznosti teplotniho programovani, vybaveny
plamenové-ioniza¢nim  detektorem a integratorem nebo jinym
zatizenim pro zpracovani dat, které umoznuje méfit plochy pikua
nebo vysky pikda.

Kolona (kolony) pro plynovou chromatografii, umoznujici takovou
separaci analyt, aby bylo rozliseni jednotlivych slozek (kromé 2-
methylbutan-1-olu a 3-methylbutan-1-olu) alespon 1,3.

Poznamka 2: Vhodné jsou nasledujici priklady kolon a chromatografic-
kych podminek:

1. Retencni prazdna piedkolona 1 m x 0,32 mm (vnitini
primér), spojend s kolonou CP-WAX 57 CB 50 m x
0,32 mm (vnitini pramér), tloustka vrstvy 0,2 um
(stabilizovany  polyethylenglykol) napojenou na
kolonu Carbowax 400 50m x 0,32 mm (vnitini
prumer), tloustka vrstvy 0,2 um (kolony jsou spojeny
press-fit konektory).

Nosny plyn a tlak: Helium (135 kPa)

Teplota kolony: 35°C po dobu 17 min.,
narist 12 °C/min do
70 °C, prodleva 25 min.

pti 70 °C

Teplota nastfiku: 150 °C

Teplota detektoru: 250 °C

Nastiikovany objem: 1 pl, délici pomér (split)
20 az 100:1

2. Retenéni prazdna ptedkolona 1 m x 0,32 mm (vnitini
prumeér), spojena s kolonou CP-WAX 57 CB 50 m x
0,32 mm (vnitini pramér), tloustka vrstvy 0,2 pm
(stabilizovany polyethylenglykol) (Reten¢ni prazdna
predkolona je napojena press-fit konektorem).

Nosny plyn a tlak: helium (65 kPa)

Teplota kolony: 35°C po dobu 10 min.,
narist  5°C/min  do
110 °C, narast 30 °C/
min od 110 do 190 °C,
prodleva 2 min. 190 °C

Teplota nastfiku: 260 °C
Teplota detektoru 300 °C
Nastfikovany objem: 1 pl délici pomér (split)

55:1
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8.1.4

8.2

8.2.1

822

823

8.2.4

8.3

8.4

3. Plnéna kolona (5 % CW 20M, Carbopack B), 2 m x
2 mm (vnitini pramér)

Teplota kolony: 65 °C po dobu 4 min.,
narist 10 °C/min  do
140 °C, prodleva 5 min.
pti 140 °C, narast 5 °C/
min do 150 °C, prodleva
3 min. pti 150 °C

Teplota nasttiku: 65 °C
Teplota v detektoru: 200 °C
Nastfikovany objem: 1 ul

Odbér vzorku a vzorky

Laboratorni vzorek
Po obdrzeni se u kazdého vzorku zméii obsah alkoholu (6.1).

Postup (pro validovanou metodu)

Zku$ebni vzorek

Zvazi se vhodna uzaviratelna navazovaci bailka a hmotnost se zazna-
mena.

Do navazovaci bariky se pipetou odméfi 9 ml laboratorniho vzorku
a hmotnost se zaznamend (Myzorgk)-

Prida se 1 ml standardniho roztoku E (5.14.5) a hmotnost se zazna-
mena (MVS).

Zkusebni vzorek se dikladné protfepe (alesponn 20krat se prevrati).
Vzorky se musi pied rozborem uchovavat pii teploté nizsi nez 5 °C,
aby se minimalizovaly ztraty tékanim.

Slepy pokus

Na vahach s pfesnosti na 0,1 mg (6.2) se zvazi vhodn¢ tésné uzaviena
navazovaci banka a hmotnost se zaznamena.

Do navazovaci banky se pipetou odméfi 9 ml roztoku ethanolu (5.13)
o koncentraci 400 ml/l a hmotnost se zaznamena.

Pfida se 1 ml standardniho roztoku E (5.14.5) a hmotnost se zazna-
mena.

ZkuSebni material se prudce protiepe (alespon 20krat se prevrati).
Vzorky musi byt pfed rozborem uchovavany pii méné nez 5 °C, aby
se minimalizovaly ztraty tékanim.

Predbézna zkouska

Provede se nastiik standardniho roztoku C (5.14.3), aby bylo jisté, ze
dojde k separaci vSech analyti s minimalnim rozlisenim 1,3 (kromé 2-
methylbutan-1-olu a 3-methylbutan-1-olu).

Kalibrace

Kalibrace se zkontroluje nasledujicim postupem. Kazdy ze standard-
nich roztokt (5.14.6) obsahujicich vnitini standard (VS) se analyzuje
tiikrat po sobé pro potvrzeni linearity odezvy. Pro kazdy nastiik se
z integratoru odectou plochy nebo vysky piki, vypocte se pomér R pro
kazdy kongener a sestroji se graf zavislosti hodnot R na poméru
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8.5

9.1

koncentraci kongeneru a vnitiniho standardu (VS) C. Vysledkem by
méla byt linedrni zavislost s korela¢nim koeficientem alespoil 0,99.

Plocha nebo vyska piku kongeneru

Plocha nebo vyska piku VS

Koncentrace kongeneru (ug/ g)

Koncentrace VS (ug/g)

Stanoveni

Provede se nastiik standardniho roztoku C (5.14.3) a dvou standard-
nich roztoku pro fizeni jakosti (QC) (5.14.7). Nasledné se nastiiknou
neznamé vzorky (pfipravené podle boda 8.1 a 8.2), pficemz se po
kazdych 10 vzorcich nastiikne jeden standard pro fizeni jakosti (QC)
pro potvrzeni stability rozboru. Po kazdych 5 vzorcich se nastiikne
standardni roztok C (5.14.3).

Vypocet

Za predpokladu, ze lze idaje zkontrolovat zpisobem popsanym v dale
uvedené metod¢, lze pouzit automatizovany systém zpracovani dat.
Meti se bud’ plochy pikd, nebo vysky pika kongeneru a vnitiniho
standardu.

Vypocet odezvového faktoru

Z chromatogramu po nastfiku standardniho roztoku C (5.14.3) se
pomoci rovnice (1) vypocitaji odezvové faktory pro kazdy kongener.

Plocha nebo vyska piku VS Konc. kongeneru (ug [ g)
1) Odezvovy faktor = x
Plocha nebo vyska piku kongeneru Kone. VS (ng / g)
kde
VS = vnitini standard

Konc. Kongeneru = koncentrace kongeneru v roztoku C (5.14.3)

Konc. VS = koncentrace vnitiniho standardu v roztoku
(5.14.3).

Rozbor vzorku

Koncentrace kazdého kongeneru ve vzorcich se vypocte z nasledujici
rovnice (2).

2)

2) Konc. kongeneru (ug/g) =
Plocha nebo vyska piku kongeneru My (9

x Konc.VS(ug/g) x RF

Plocha nebo vyska piku VS Myzorex @
kde
Myzorexk = hmotnost vzorku (8.12);
Mys = hmotnost vnitiniho standardu (8.1.3);
Konc. VS = koncentrace vnitiniho standardu v roztoku E (5.14.5);

RF = odezvovy faktor vypocteny z rovnice 1.
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9.1.3 Rozbor standardniho roztoku pro fizeni jakosti (QC)
Pomoci dale uvedené rovnice (3) se vypocte vytéznost pro kazdy
kongener ve standardech pro fizeni jakosti (QC), vyjadfeny v procen-
tech predpokladané hodnoty.
Konc. analytu ve standardu pro QC
3) Vytézek vzorkuproQCv % = x 100
Koncentraceanalytu v roztoku D
Koncentrace analytu ve standardu pro fizeni jakosti (QC) se vypocte
pomoci vyse uvedenych rovnic (1) a (2).
9.2 Konec¢né vyjadreni vysledku
Vysledky se ptepocitaji z pg/g na gramy na 100 ml Cistého alkoholu ve
vzorku pomoci rovnice (4):
Koncentracia v g na liter ab solutneho alkoholu =
Konc. 10/(koncentrac.(% x 1 000) kde p = hustota v kg/m®.
Vysledky se vyjadii na 3 platné Cislice a maximalné jedno desetinné
misto, napt. 11,4 g na 100 litrd cistého alkoholu.
10 Zabezpeleni a Fizeni jakosti (pro validovanou metodu)
Pomoci vySe uvedené rovnice (2) se vypocte koncentrace kazdého
kongeneru v roztocich pro fizeni jakosti pfipravenych postupem
podle bodu 8.1.1 az 8.1.4. Pomoci rovnice (3) se vypocte vytéznost
v procentech piedpokladané hodnoty. Lezi-li dosazené vysledky pro
kazdy kongener v rozmezi + 10 % jejich teoretické hodnoty, je
mozné v rozboru pokracovat. V opacném piipadé by méla byt
vySetfena pric¢ina nespravného vysledku a ucinény prislusné kroky
k naprave.
11 Uktinnostni charakteristiky metody (piesnost)
Statistické vysledky mezilaboratorniho testu: v néasledujici tabulce jsou
uvedeny hodnoty pro tyto slouceniny: ethanal, ethyl-acetat, acetal (1,1-
diethoxyethan), celkovy ethanal, methanol, butan-2-ol, propan-1-ol,
butan-1-ol, 2-methylpropan-1-ol, 2-methylbutan-3-ol, 3-methylbutan-
1-ol.
Nasledujici udaje byly ziskdny pfi mezindrodnim mezilaboratornim
experimentu zaméfeném na parametry metody provadéném mezi-
narodn¢ dohodnutym postupem [1,2].
Rok provedeni mezilaboratorniho testu 1997
Pocet laboratori 32
Pocet vzorki 5
Analyt ethanal
Vzorky A B C D E
Pocet zahrnutych laboratofi po vylou- 28 26 27 27 28
¢eni odlehlych vysledkil
Pocet odlehlych vysledki (laboratoii) 2 4 3 3 2
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Vzorky A B C D E
Pocet zahrnutych vysledkt 56 52 54 54 56
Stfedni hodnota(x) pg/g 63,4 71,67 130,4 38,4 28,6
13,8(%) 52,2(*)

Smeérodatna  odchylka za podminek 3,3 1,9 6,8 4,1 3,6
opakovatelnosti (Sr) pg/g

Relativni  smérodatnd  odchylka za 5,2 2,6 5,2 15,8 8,9
podminek opakovatelnosti (RSDr) (%)

Mez opakovatelnosti (r) pg/g 9,3 5,3 19,1 11,6 10,1
Smérodatna odchylka reprodukovatel- 12 14 22 6,8 8,9

nosti (SR) pg/g

Relativni smérodatna odchylka reprodu- 18,9 19,4 17,1 26,2 222
kovatelnosti (RSDR) (%)

Mez reprodukovatelnosti (R) pg/g 33,5 38,9 62,4 19,1 25,1

Druhy vzorku

A Brandy: neoznacené duplikaty.
B Kirsch: neoznacené duplikaty.
C  Grappa: neoznacené duplikaty.
D  Whisky: rozdélena troven (*).
E  Rum: rozdélena troven (*).

Rok provedeni mezilaboratorniho testu 1997

Pocet laboratori 32

Pocet vzorki 5

Analyt ethyl-acetat

Vzorky A B C D E
Pocet zahrnutych laboratofi po vylou- 24 24 25 24 24
¢eni odlehlych vysledki
Pocet odlehlych vysledkti (laboratofi) 2 2 1 2 2
Pocet zahrnutych vysledkt 48 48 50 48 48
Stfedni hodnota(X) pg/g 96,8 1046 120,3 112,5 99,1
91,8(*) 117,0(%)

Smérodatna  odchylka za podminek 2,2 15 2,6 2,1 2,6
opakovatelnosti (Sr) pg/g
Relativni  smérodatna  odchylka za 2,3 1,4 2,1 2,0 2,4
podminek opakovatelnosti (RSDr) (%)
Mez opakovatelnosti (r) ug/g 6,2 40,7 7,2 5,8 7,3
Smérodatna odchylka reprodukovatel- 6,4 79 8,2 6,2 7,1
nosti (SR) pg/g
Relativni smérodatna odchylka reprodu- 6,6 7,6 6,8 6,2 6,6
kovatelnosti (RSDR) (%)
Mez reprodukovatelnosti (R) pg/g 17,9 221,9 22,9 17,5 20,0

Druhy vzorki

Brandy: neoznacené duplikaty.
Kirsch: neoznacené duplikaty.
Grappa: neoznacené duplikaty.
Whisky: rozdélena uroven (*).
Rum: rozdélena uroven (*).

moaQw»>
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Rok provedeni mezilaboratorniho testu 1997

Pocet laboratori 32

Pocet vzorkl 5

Analyt acetal

Vzorky A B C D E
Pocet zahrnutych laboratofi po vylou- 20 21 22 17 21
¢eni odlehlych vysledkil
Pocet odlehlych vysledki (laboratoii) 4 3 2 4 3
Pocet zahrnutych vysledku 40 42 44 34 42
Stfedni hodnota(X) pg/g 35,04 36,46 68,5 20,36 15,1
6,60(*) 28,3(*%)

Smérodatna odchylka za podminek 0,58 0,84 1,6 0,82 1,9
opakovatelnosti (Sr) pg/g
Relativni  smérodatna  odchylka za 1,7 2,3 2,3 6,1 8,7
podminek opakovatelnosti (RSDr) (%)
Mez opakovatelnosti (r) pg/g 1,6 2,4 4.4 2,3 5,3
Smérodatna odchylka reprodukovatel- 42 4.4 8,9 1,4 3,1
nosti (SR) ng/g
Relativni smérodatna odchylka reprodu- 12,1 12,0 13,0 10,7 14,2

kovatelnosti (RSDR) (%)
Mez reprodukovatelnosti (R) pg/g 11,8 12,2 25,0 4,0 8,7

Druhy vzorki

Brandy: neoznacené duplikaty.
Kirsch: neoznacené duplikaty.
Grappa: neoznacené duplikaty.
Whisky: rozdélena uroven (*).
Rum: rozd€lena uroven (*).

Mo QW >

Rok provedeni mezilaboratorniho testu 1997
Pocet laboratofi 32
Pocet vzorkl 5

Analyt celkovy ethanal

Vzorky A B C D E

Pocet zahrnutych laboratofi po vylou- 23 19 22 21 22
¢eni odlehlych vysledku

Pocet odlehlych vysledkt (laboratoii) 1 5 2 3 2
Pocet zahrnutych vysledkt 46 38 44 42 44
Stfedni hodnota(x) pg/g 76,5 85,3 156,5 45,4 32,7
15,8(*%) 61,8(%)

Smérodatna odchylka za podminek 3,5 1,3 6,5 4.4 3,6
opakovatelnosti (Sr) pg/g

Relativni  smérodatna  odchylka za 4.6 1,5 42 14,2 7,6
podminek opakovatelnosti (RSDr) (%)

Mez opakovatelnosti (r) pg/g 9,8 3,5 18,3 12,2 10,0
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Vzorky A B C D E
Smérodatnd odchylka reprodukovatel- 13 15 24,1 7,3 9,0
nosti (SR) pg/g
Relativni smérodatna odchylka reprodu- 16,4 17,5 15,4 23,7 19,1

kovatelnosti (RSDR) (%)

Mez reprodukovatelnosti (R) pg/g 35,2 41,8 67,4 20,3 25,2

Druhy vzorki

Brandy: neoznacené duplikaty.
Kirsch: neoznacené duplikaty.
Grappa: neoznacené duplikaty.
Whisky: rozdélena Groven (*).
Rum: rozdélena uroven (*).

mgaw»

Rok provedeni mezilaboratorniho testu 1997
Pocet laboratofi 32
Pocet vzorkl 5

Analyt methanol

Vzorky A B C D E

Pocet zahrnutych laboratofi po vylou- 26 27 27 28 25
¢eni odlehlych vysledku

Pocet odlehlych vysledkii (laboratoii) 4 3 3 1 4
Pocet zahrnutych vysledkt 52 54 54 56 50
Stfedni hodnota(x) pg/g 319,8 2245 1326 83,0 18,6

61,5(*) | 28.9(*)

Smérodatna odchylka za podminek 4.4 27 22 1,5 1,3
opakovatelnosti (Sr) pg/g

Relativni  smérodatna  odchylka za 1,4 1,2 1,7 2,1 5,6
podminek opakovatelnosti (RSDr) (%)

Mez opakovatelnosti (r) pg/g 12,3 74,4 62,5 43 3,8
Smérodatna odchylka reprodukovatel- 13 99 60 4,5 2,8

nosti (SR) pg/g

Relativni smérodatna odchylka reprodu- 3,9 44 4.6 6,2 11,8
kovatelnosti (RSDR) (%)

Mez reprodukovatelnosti (R) pg/g 35,2 278,3 169,1 12,5 7,9

Druhy vzorki

Brandy: neoznacené duplikaty.
Kirsch: neoznacené duplikaty.
Grappa: neoznacené duplikaty.
Whisky: rozdélena uroven (*).
Rum: rozdélena uroven (*).

mogaOw >

Rok provedeni mezilaboratorniho testu 1997
Pocet laboratori 32
Pocet vzorki 4

Analyt butan-2-ol
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Vzorky A B C E
Pocet zahrnutych laboratoti po 21 27 29 22
vylouc€eni odlehlych vysledki
Pocet odlehlych vysledkt (labora- 4 3 1 3
tofi)
Pocet zahrnutych vysledki 42 54 58 44
Stfedni hodnota(X) pg/g 5,88 250,2 27,57 5,83

14,12(*)

Smérodatna odchylka za 0,40 2,2 0,87 0,64
podminek opakovatelnosti  (Sr)
ne/g
Relativni smérodatna odchylka za 6,8 0,9 32 6,4
podminek opakovatelnosti (RSDr)
(%)
Mez opakovatelnosti (r) ug/g 1,1 6,1 2,5 1,8
Smérodatna odchylka reproduko- 0,89 13 3,2 0,87
vatelnosti (SR) pg/g
Relativni  smérodatna  odchylka 15,2 5,1 11,5 8,7
reprodukovatelnosti (RSDR) (%)
Mez reprodukovatelnosti (R) pg/g 2,5 35,5 8,9 2,4

Druhy vzorki

A Brandy: neoznac¢ené duplikaty.
B Kirsch: neoznacené duplikaty.
C  Grappa: neoznacené duplikaty.
E  Rum: rozdélena Groven (*).

Rok provedeni mezilaboratorniho testu 1997

Pocet laboratori 32

Pocet vzorkl 5

Analyt propan-1-ol

Vzorky A B C D E

Pocet zahrnutych laboratoti po vylou- 29 27 27 29 29
¢eni odlehlych vysledku
Pocet odlehlych vysledkt (laboratoii) 2 4 3 2 2
Pocet zahrnutych vysledku 58 54 54 58 58
Stfedni hodnota(x) pg/g 86,4 3541 159,1 272,1 177,1

2293(*) | 222,1(%)

Smérodatna  odchylka za podminek 3,0 24 3,6 2,3 33
opakovatelnosti (Sr) pg/g

Relativni  smérodatna  odchylka  za 34 0,7 2,3 0,9 1,6
podminek opakovatelnosti (RSDr) (%)

Mez opakovatelnosti (r) ug/g 8,3 68,5 10,0 6,4 9,1
Smérodatna odchylka reprodukovatel- 53 150 6,5 9,0 8,1

nosti (SR) ng/g
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Vzorky A B C D E

Relativni smérodatna odchylka reprodu- 6,1 4,1 4.1 3,6 4.1
kovatelnosti (RSDR) (%)

Mez reprodukovatelnosti (R) pg/g 14,8 407,2 18,2 252 22,7

Druhy vzorki

A Brandy: neoznacené duplikaty.
B Kirsch: neoznacené duplikaty.
C  Grappa: neoznacené duplikaty.
D vWhisky: rozdélena troven (*).
E  Rum: rozdélena uroven (*).

Rok provedeni mezilaboratorniho testu 1997

Pocet laboratofi 32

Pocet vzorkl 5

Analyt butan-1-ol

Vzorky A B C

Pocet zahrnutych laboratoii po vylou- 20 22 22
ceni odlehlych vysledkil
Pocet odlehlych vysledki (laboratoii) 4 4 6
Pocet zahrnutych vysledku 40 44 44
Stfedni hodnota(X) pg/g 3,79 5,57 7,54
Smérodatnda  odchylka za podminek 0,43 0,20 0,43
opakovatelnosti (Sr) pg/g
Relativni  smérodatna  odchylka za 11,2 3,6 5,6
podminek opakovatelnosti (RSDr) (%)
Mez opakovatelnosti (r) pg/g 1,1 0,6 1,2
Smérodatna odchylka reprodukovatel- 0,59 0,55 0,82

nosti (SR) pg/g

Relativni smérodatna odchylka reprodu- 15,7 9,8 10,8
kovatelnosti (RSDR) (%)

Mez reprodukovatelnosti (R) pg/g 1,7 1,5 2,3

Druhy vzorki

A Brandy: neoznacené duplikaty.

B Kirsch: neoznacené duplikaty.

C  Grappa: neoznacené duplikaty. (*).

Rok provedeni mezilaboratorniho testu 1997
Pocet laboratori 32
Pocet vzorkil 5
Analyt 2-methylpropan-1-ol
Vzorky A B C D E
Pocet zahrnutych laboratofi po vylou- 28 31 30 26 25

¢eni odlehlych vysledki

Pocet odlehlych vysledkt (laboratoii) 3 0 1 5 6

Pocet zahrnutych vysledku 56 62 60 52 50
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Vzorky A B C D E

stfedni hodnota(Xx) ug/g 174,2 111,7 185,0 291,0 115,99

246,8(*) | 133,87(%)

Smérodatna  odchylka za podminek 2,3 1,6 2,5 1,8 0,74
opakovatelnosti (Sr) pg/g

Relativni  smérodatna  odchylka za 1,3 1,4 1,3 0,7 0,6
podminek opakovatelnosti (RSDr) (%)

Mez opakovatelnosti (r) pg/g 6,4 4,5 6,9 5,0 2,1
Smérodatnd odchylka reprodukovatel- 8,9 8,9 9,7 6,0 6,2

nosti (SR) pg/g

Relativni smérodatna odchylka reprodu- 5,1 8,0 5,2 2,2 5,0
kovatelnosti (RSDR) (%)

Mez reprodukovatelnosti (R) pg/g 24,9 24,9 27,2 16,9 17,4

Druhy vzorki

A Brandy: neoznacené duplikaty.
B Kirsch: neoznacené duplikaty.
C  Grappa: neoznacené duplikaty.
D  Whisky: rozdélena uroven (*).
E  Rum: rozdélena uroven (*).

Rok provedeni mezilaboratorniho testu 1997

Pocet laboratori 32

Pocet vzorki 5

Analyt 2-methylbutan-1-ol

Vzorky A B C D E
Pocet zahrnutych laboratoti po vylou- 25 26 25 27 25
¢eni odlehlych vysledku
Pocet odlehlych vysledkti (laboratoii) 3 2 3 1 2
Pocet zahrnutych vysledku 50 52 50 54 50
Stfedni hodnota(X) pg/g 113.,0 48,3 91,6 72,1 39,5
45.2(*) | 61,5(%)

Smérodatnd odchylka opakovatelnosti 2,1 1,5 1,7 2.3 2.3
(S1) nglg
Relativni smérodatna odchylka opakova- 1,9 3,1 1,8 3,9 4,5
telnosti (RSDr) (%)
Mez opakovatelnosti (r) pg/g 6,0 42 4.7 6,4 6,3
Smérodatnda  odchylka za podminek 7,4 3,8 6,6 4,7 4,5
reprodukovatelnosti (SR) pg/g
Relativni  smérodatna  odchylka za 6,6 7,9 7,2 8,1 8,8
podminek reprodukovatelnosti (RSDR)
(%)
Mez reprodukovatelnosti (R) pg/g 20,8 10,7 18,4 13,3 12,5

Druhy vzorku

Brandy: neoznacené duplikaty.
Kirsch: neoznacené duplikaty.
Grappa: neoznacené duplikaty.
Whisky: rozdélena uroven (*).
Rum: rozdélena uroven (*).

mgaw»
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Rok provedeni mezilaboratorniho testu 1997

Pocet laboratofi 32

Pocet vzorkt 5

Analyt 3-methylbutan-1-ol

Vzorky A B C D E
Pocet zahrnutych laboratofi po vylou- 23 23 24 27 21
¢eni odlehlych vysledki
Pocet odlehlych vysledkt (laboratoii) 5 5 4 1 6
Pocet zahrnutych vysledkt 46 46 48 54 42
Stfedni hodnota (X) pg/g 459.,4 242,7 288,4 142,2 212,3
120,4(*) | 245,6(*)

Smérodatna  odchylka za podminek 5,0 2.4 3,4 2.4 3,2
opakovatelnosti (Sr) pg/g
Relativni  smérodatna  odchylka za 1,1 1,0 1,2 1,8 1,4
podminek opakovatelnosti (RSDr) (%)
Mez opakovatelnosti (r) pg/g 13,9 6,6 9,6 6,6 9,1
Smérodatna odchylka reprodukovatel- 29.8 13 21 8,5 6,7
nosti (SR) ng/g
Relativni smérodatna odchylka reprodu- 6,5 5,2 7.3 6,5 2.9
kovatelnosti (RSDR) (%)
Mez reprodukovatelnosti (R) pg/g 83,4 35,4 58,8 23,8 18,7

Druhy vzorki

Brandy: neoznacené duplikaty.
Kirsch: neoznacené duplikaty.
Grappa: neoznacené duplikaty.
Whisky: rozdélena Groven (*).
Rum: rozd¢lena uroven (*).

mgoaw»>

111.3 STANOVENI TEKAVYCH KYSELIN V LIHOVINACH
1. Oblast pouziti

Tato metoda byla validovana mezilaboratorni studii pro rum, brandy,
matolinové a ovocné destilaty s obsahem od 30 mg/l do 641 mg/l.

2. Odkazy na normy

ISO 3696: 1987 Jakost vody pro analytické ucely — Specifikace a zkusebni
metody

3. Definice

3.1.  Obsah tekavych kyselin se vypocita odectenim obsahu netékavych kyselin
od celkového obsahu kyselin.

3.2.  Celkovy obsah kyselin je soucet titrovatelnych kyselin.

3.3.  Obsah netékavych kyselin je tvofen zbytky po odpateni lihoviny do sucha.

4. Podstata metody

Celkovy obsah kyselin a obsah netékavych kyselin se ur¢i titraci ¢i poten-
ciometrii.

5. Reakéni Cinidla a material

Neni-li uvedeno jinak, pouziji se pii rozboru pouze reak¢ni Cinidla o Cistoté
p-a. a voda o Cistoté alesponi 3 podle normy ISO 3696:1987.
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5.1

5.2.

6.1.
6.2.
6.3.

8.1.
8.1.1.

8.2.1.

8.2.2.

0,01 M roztoku hydroxidu sodného (NaOH)

Smésny indikatorovy roztok:
Odvazi se 0,1 g indigokarminu a 0,1 g fenolové cerveni.
Rozpusti se ve 40 ml vody a doplni se ethanolem na 100 ml.

Piistroje a vybaveni

Laboratorni vybaveni na nepiimé méfeni, laboratorni sklo tfidy A a nasle-
dujici vybaveni:

Vodni vyvéva

Rotaéni odpafova¢ nebo ultrazvukova lazen

Vybaveni na potenciometrickou titraci (nepovinné)
Odbér vzorku a vzorky

Pfed rozborem se vzorky uchovavaji pii pokojové teploté.
Postup

Celkovy obsah kyselin

Piiprava vzorku

V piipadé potieby se lihovina ozafi ultrazvukovymi vlnami (ultrasonikace)
nebo se v piipadé potieby micha ve vakuu po dobu dvou minut, aby byla
zbavena oxidu uhli¢itého.

. Titrace

25 ml lihoviny se pipetou pfenese do Erlenmeyerovy bainky o obsahu
500 ml.

Prida se pfiblizné 200 ml zchlazené prevarené destilované vody (Cerstvé
pripravené kazdy den) a 2-6 kapek smésného indikatorového roztoku
(5.2).

Titruje se s 0,01 M roztokem hydroxidu sodného (5.1), dokud se v pfipadé
bezbarvé lihoviny zlutozelend barva nezméni ve fialovou a v pripadé
hnédé zbarvené lihoviny v ¢ervenohnédou.

Je rovnéz mozné provést potenciometrickou titraci do pH 7,5.

Necht' ny o, je objem 0,01 M pfidaného roztoku hydroxidu sodného.

. Vypocet

Celkovy obsah kyselin (CK) vyjadieny v miliekvivalentech na litr lihoviny
je 0,4 x nj.

Celkovy obsah kyselin (CK') vyjadfeny v mg kyseliny octové na litr
lihoviny je 24 x n,.

Obsah netékavych kyselin
Priprava vzorku

Necha se odpatit 25 ml lihoviny do sucha:

25 ml lihoviny se pifenese pipetou do valcové odpatfovaci misky o priméru
55 mm s rovaym dnem. Béhem prvni hodiny odpafovani je odpafovaci
miska umisténa na poklopu lazné s vafici vodou, aby se kapalina nevafila,
protoze by pii vystiiknuti mohlo dojit k jejim ztratam.

Vzorek se dosusi umisténim odpafovaci misky do susarny pii 105 °C na
dvé hodiny. Odparovaci miska se necha zchladnout v exsikatoru.

Titrace

Zbytek po odpafovani se rozpusti pomoci zchlazené pievaiené destilované
vody (Cerstvé piipravené kazdy den), dopliiuje se az do objemu piiblizné
100 ml a ptida se 2—6 kapek smésného indikatorového roztoku (5.2).
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8.2.3.

9.2.

9.3.

10.
10.1.

Titruje se s 0,01 M roztokem hydroxidu sodného (5.1).

Je rovnéz mozné provést potenciometrickou titraci do pH 7.5.
Necht’ n, ,,; je objem 0,01 M pfidané¢ho roztoku hydroxidu sodného.
Vypocet

Obsah netékavych kyselin (NK) vyjadfeny v miliekvivalentech na litr
lihoviny je 0,4 x nj.

Obsah netekavych kyselin (NK) vyjadieny v mg kyseliny octové na litr
lihoviny je 24 x n,.

Vypocet obsahu tékavych kyselin

Vyjadieno v miliekvivalentech na litr:
Necht:

CK = celkovy obsah kyselin v miliekvivalentech na litr

NK = obsah netékavych kyselin v miliekvivalentech na litr
Obsah teékavych kyselin, TK, v miliekvivalentech na litr je:
CK — NK

Vyjadfeno v mg kyseliny octové na litr:

Necht:

CK' = celkovy obsah kyselin v mg kyseliny octové na litr
NK' = obsah netékavych kyselin v mg kyseliny octové na litr
Obsah teékavych kyselin, TK, v mg kyseliny octové na litr je:
CK' — NK'

Vyjadieno v g kyseliny octové na hl cistého alkoholu o 100 %
objemovych je: @ x 10

kde A je objemovy obsah alkoholu v lihovingé

Ukinnostni charakteristiky metody (piesnost)
Statistické vysledky mezilaboratorniho testu

Nasledujici tidaje byly ziskany pfi mezindrodnim mezilaboratornim expe-
rimentu zaméfeném na parametry metody provadéném mezinarodné
dohodnutym postupem [1] [2].

Rok provedeni mezilaboratorniho testu 2000
Pocet laboratori 18
Pocet vzorkl 6

Vzorky A B C D E F
Pocet zahrnutych laboratofi po 16 18 18 14 18 18
vylouceni odlehlych vysledki
Pocet odlehlych vysledkt (laborato- 2 4
i)
Pocet zahrnutych vysledki 32 36 36 28 36 36
Stfedni hodnota (X) [mg/L] 272% 30 591* 46 107 492

241%* 641%*

Smérodatna odchylka za podminek 8,0 3,6 15,0 3,7 6,7 8,5
opakovatelnosti, s, [mg/l]
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Vzorky A B C D E F

Relativni smérodatna odchylka za 3,1 11,8 2,4 8,0 6,2 1,7
podminek opakovatelnosti, RSDr
[%]

Mez opakovatelnosti, r [mg/l] 23 10 42 10 19 24

Smérodatna odchylka reprodukova- 8,5 8,4 25,0 4,55 13,4 244
telnosti, sg [mg/1]

Relativni  smérodatna  odchylka 3,3 27,8 4.1 9,9 12,5 5,0
reprodukovatelnosti, RSDg [%]

Mez reprodukovatelnosti, R [mg/I] 24 23 70 13 38 68

Typy vzorki

A Svestkovy destilat: rozd&lend uroven (*).
B Rum I: neoznacené duplikaty.

C Rum II: rozdélena troven (¥).

D Slivovice: neoznacené duplikaty.

E  Brandy: neoznacené duplikaty.

F  Matolinova palenka: neoznacené duplikaty.

[1] Horwitz, W., ,, Protocol for the Design, Conduct and Interpretation of
Method-Performance Studies*, Pure and Applied Chemistry 67, 1995,
s. 332-343.

[2] Horwitz, W., ,, Evaluation of Analytical Methods Used for Regulation
of Foods and Drugs*, Analytical Chemistry 54, 1982, s. 67 A-76 A.
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V. ANETHOL. STANOVENI{ trans-ANETHOLU V LIHOVINACH

4.1

4.2

43

4.4

4.5

4.5.1

PLYNOVOU CHROMATOGRAFII
Oblast pouziti

Tato metoda je vhodnd pro stanoveni frans-anetholu v anyzovych liho-
vinach kapilarni plynovou chromatografii.

Odkazy na normy

ISO 3696: 1987, Voda pro pouziti v analytickych laboratorich — Speci-
fikace a zkuSebni metody.

Podstata metody

Koncentrace trans-anetholu v lihoviné se stanovi plynovou chromato-
grafii (GC). Ke zkuSebnimu vzorku a k referenénimu roztoku trans-
anetholu o znamé koncentraci se pfida stejné mnozstvi vnitiniho stan-
dardu, napt. 4-allylanisolu (estragolu), pokud vzorek neobsahuje pfiiro-
zené mnozstvi estragolu; zkusebni roztok i referen¢ni roztok se ziedi
45 % roztokem ethanolu a piimo se nastfiknou do plynového chromato-
grafu. U likéru, které obsahuji velké mnozstvi cukrt, je nezbytné provést
extrakci pfed piipravou vzorku a rozborem.

Reak¢ni Cinidla a material
Pii rozboru se pouziji pouze reakéni Cinidla o Cistot€é nejméné 98 %.

Pouzije se voda o Cistoté alesponn 3 podle normy ISO 3696.

Referencni materialy se skladuji v chladu (pfi 4 °C), chranény pred svét-
lem, v hlinikovych nadobach nebo tmavych (hnédych) sklenénych
reagencnich lahvich. Zatky by mély byt prekryty nejlépe hlinikovou folii.
Pied pouzitim musi byt krystalicky anethol pfeveden tanim do kapalné
faze, teplota vSak pfi tom nesmi v zadném ptipadé prekrocit 35 °C.

Ethanol o 96 % objemovych (CAS 64-17-5).

I-methoxy-4-(prop-1-en-1-yl)benzen, (trans-anethol) (CAS 4180-23-8).

4-allylanisol, (estragol) (CAS 140-67-0), doporuceny vnitini standard
as).

Ethanol o 45 % objemovych

K 378 g ethanolu o 96 % objemovych se pfida 560 g destilované vody.

Piiprava standardnich roztokt

Vsechny standardni roztoky se skladuji pii laboratorni teploté¢ (15 az
35°C), chranény pied svétlem, v hlinikovych nadobach nebo tmavych
(hnédych) sklenénych reagenénich lahvich. Zatka by méla byt piekryta
nejlépe hlinikovou folii.

trans-Anethol a 4-allylanisol jsou prakticky nerozpustné ve vodé¢ a pred
pfidanim ethanolu o 45 % objemovych (4.4) musi byt rozpustény
v malém mnozstvi ethanolu o 96 % objemovych(4.1).

Zasobni roztoky musi byt kazdy tyden cerstvé piipraveny.

Standardni roztok A

Zasobni roztok trans-anetholu (koncentrace: 2 g/l)

Do odmérné barky na 20 ml se odvazi 40 mg trans-anetholu (4.2) (nebo
400 mg do odmérné banky na 200 ml, atd.). Pfida se malé¢ mnozstvi
ethanolu o0 96 % objemovych (4.1), objem se doplni ethanolem o 45 %
objemovych (4.4) a dikladné se promicha.
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5.2

53

5.4

Roztok vnitiniho standardu B

Zasobni roztok vnitiniho standardu, napf. estragolu (koncentrace: 2 g/l)

Do odmérné banky na 20 ml se odvazi 40 mg estragolu (4.3) (400 mg do
odmérné banky na 200 ml, atd.). Pfida se malé mnozstvi ethanolu o 96 %
objemovych (4.1), objem se doplni ethanolem o 45 % objemovych (4.4)
a diikladné se promicha.

Roztoky pro kontrolu linearity odezvy plamenové-ioniza¢niho detektoru
(FID)

Pro tcely rozboru musi byt kontrolovana linearita odezvy FID, pficemz
musi byt zohlednén rozsah koncentraci trans-anetholu v lihovinach, ktery
je 0 az 2,5 g/l. Pii rozboru se nezndmé vzorky lihovin, u nichz ma byt
provadén rozbor, fedi 10krat (8.3). Pro podminky rozboru popsané v této
metod¢ se nasledujicim zplsobem piipravi zasobni roztoky odpovidajici
témto koncentracim trans-anetholu ve vzorku, u néhoz ma byt provadén
rozbor: 0, 0,05, 0,1, 0,15, 0,2 a 0,25 g/l: do jednotlivych odmérnych
ban¢k na 20 ml se pipetou odméii 0,5, 1, 1,5, 2 a 2,5 ml zasobniho
roztoku A (4.5.1); do kazdé banky se pipetou odméii 2 ml roztoku
vnitiniho standardu B (4.5.2), objem se doplni ethanolem o 45 % obje-
movych (4.4) a dikladné se promicha.

Jako roztok o koncentraci 0 g/l se pouziji roztoky urcené pro slepy pokus
(8.4).

Standardni roztok C

Do odmérné banky na 20 ml se pipetou odméfi 2 ml standardniho
roztoku A (4.5.1), poté se pfidaji 2 ml roztoku vnitiniho standardu
B (4.5.2), objem se doplni ethanolem o 45 % objemovych (4.4)
a dikladné se promicha.

Piistroje a vybaveni

Kapilarni plynovy chromatograf vybaveny plamenové-ionizacnim detek-
torem (FID), integratorem nebo jinym zafizenim pro zpracovani dat, které
umoziiuje méfit plochy piki nebo vysky piki, a automatickym davko-
vacem nebo nezbytnym zafizenim pro rucni nastiik vzorku.

Nastiikovy systém split/splitless

Kapilarni kolona, naptiklad:

Délka: 50 m

Vnitini pramér: 0,32 mm

Tloustka filmu: 0,2 pm

Stacionarni faze: FFAP — zesitény porézni modifikovany TPA polyethy-
lenglykol.

Obvyklé laboratorni vybaveni: Kalibrované odmérné laboratorni sklo,
analytické vahy (pfesnost: 0,1 mg).

Chromatografické podminky

Typ kolony, jeji rozméry a chromatografické podminky se zvoli tak, aby
doslo k oddéleni anetholu od vnitiniho standardu a od jakychkoli rusi-
vych latek. Typické podminky pro kolonu uvedenou jako piiklad v bodé
5.3 jsou tyto:
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6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

8.2

8.3

8.4

8.5

Nosny plyn: helium p. a.

Prutok: 2 ml/min

Teplota nastiiku: 250 °C

Teplota detektoru: 250 °C

Teplotni podminky pece: isotermni, 180 °C, doba analyzy (béhu) 10
minut

Nastiikovany objem: 1 pl, délici pomér 1: 40.

Vzorky

Vzorky se skladuji pfi laboratorni teploté, chranény pied svétlem a chla-
dem.

Postup
Orientacni zkouska vzorku na pfitomnost estragolu

Pro ujisténi, ze vzorek neobsahuje pfirozené mnozstvi estragolu, se
provede rozbor vzorku bez pfidavku jakéhokoli vnitiniho standardu.
Obsahuje-li vzorek pfirozené mnozstvi estragolu, musi byt zvolen jiny
vnitini standard (naptiklad menthol).

Do odmérné banky na 20 ml se pipetou odméti 2 ml vzorku, objem se
doplni ethanolem o 45 % objemovych (4.4) a dikladné se promicha.

Piiprava neznamych vzorku

Do odmérné banky na 20 ml se pipetou odméii 2 ml vzorku, poté se
pridaji 2 ml roztoku vnitiniho standardu B (4.5.2), objem se doplni etha-
nolem o 45 % objemovych (4.4) a dikladné se promicha.

Roztok urceny pro slepy pokus

Do odmérné banky na 20 ml se pipetou odméii 2 ml roztoku vnitiniho
standardu B (4.5.2), objem se doplni ethanolem o 45 % objemovych
(4.4) a dukladné se promicha.

Test linearity

Pied zahdjenim rozboru se zkontroluje linearita odezvy FID tak, ze se
tiikrat po sobé proméfi kazdy ze standardnich roztokd pro kontrolu line-
arity odezvy (4.5.3).

Z hodnot ploch pikd nebo vysek piki ziskanych z integratoru pro kazdy
nastiik se sestroji graf zavislosti poméru R na koncentraci jejich matei-
ského roztoku v g/l.

R; = vyska nebo plocha piku trans-anetholu délena vyskou nebo plochou
piku estragolu.

Mé¢la by byt ziskana linearni zavislost.

Stanoveni

V dale uvedeném potadi se provede nastiik roztoku uréeného pro slepy
pokus (8.3), standardniho roztoku C (4.5.4), jednoho ze standardnich
roztokd pro kontrolu linearity odezvy (4.5.3), ktery bude slouzit jako
vzorek pro fizeni jakosti (muize byt zvolen podle pravdépodobné
koncentrace frans-anetholu v neznamém vzorku) a péti neznamych
vzorku (8.2); po kazdych péti neznamych vzorcich se nastiikne standard
pro kontrolu linearity odezvy (tfizeni jakosti), aby byla potvrzena stabilita
rozboru.
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9.1

9.2

9.3

10.

11.

Vypocet odezvového faktoru
Zméti se plochy pikd (integratorem nebo jinym systémem zpracovani

dat) nebo (ru¢n€) vysky pikd trans-anetholu a vnitinich standardu.

Vypocet odezvového faktoru (RF;)

Odezvovy faktor se vypocte takto:

RF; = (Ci/(plocha; nebo vyska;))*((plocha;s nebo vyska;s)/Cis)

pri Cemer je:

G je koncentrace trans-anetholu ve standardnim roztoku
A (45.1)

Cis je koncentrace vnitiniho standardu ve standardnim roztoku
B (4.5.2)

plocha;  je plocha (nebo vyska) piku trans-anetholu

plocha;;  je plocha (nebo vyska) piku vnitiniho standardu

RF; se vypocte z péti vzorka roztoku C (4.5.4).

Rozbor roztokti pro kontrolu linearity odezvy

Nastiiknou se roztoky pro kontrolu linearity odezvy (4.5.3).

Rozbor vzorku

Nastiikne se roztok neznamého vzorku (8.2).

Vypocet vysledki

Vzorec pro vypocet koncentrace trans-anetholu zni takto:

¢i=Cis*((plocha; nebo vyska;)/(plocha;s nebo vyska;))*RF;

kde:
C; je neznama koncentrace frans-anetholu
Cis je koncentrace vnitiniho standardu v neznamém

vzorku (4.5.2)

plocha; nebo vyska;  je plocha nebo vyska piku frans-anetholu

plocha;s nebo vyska;s je plocha nebo vyska piku vnitiniho standardu

RF; je odezvovy faktor (vypocteny podle bodu 9.1)

Koncentrace trans-anetholu se vyjadfuje v gramech na litr na jedno
desetinné misto.

Zabezpeceni a Fizeni jakosti

Na chromatogramech musi byt anethol oddélen od vnitiniho standardu
a od ostatnich rusivych latek. Hodnota RF; se vypocte z vysledki pro pét
po sobé jdoucich nastiiki roztoku C (4.5.4). Lezi-li varia¢ni koeficient
(CV % = (smérodatna odchylka/primér)*100)) v intervalu = 1%, je
prumérna hodnota RF; pfijatelna.
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12.

12.1

12.2

12.2.1

12.2.2

12.3

12.4
12.4.1

12.4.2

Vyse uvedeny vypocet se pouzije pro vypocet koncentrace trans-anetholu
ve vzorku pro fizeni jakosti vybraného z roztokd pro kontrolu linearity
odezvy (4.5.3).

Nachazeji-li se vypoctené primérné vysledky z rozboru roztokti pro
kontrolu linearity odezvy zvolenych jako vzorky pro vnitini fizeni jakosti
(IQC) v intervalu £ 2,5 % kolem jejich teoretické hodnoty, lze vysledky
neznamych vzorkl pfijmout.

Zpracovani vzorku lihovin obsahujicich velké mnozZstvi cukru a zpra-
covani vzorki likéra pred rozborem GC

Extrakce alkoholu z lihovin obsahujicich velké mnozstvi cukru s cilem
umoznit stanoveni koncentrace frans-anetholu kapilarni plynovou chro-
matografii.

Podstata metody

K alikvotnimu mnozstvi vzorku likéru se pfida vnitini standard v koncen-
traci, ktera je srovnatelna s koncentraci analytu (trans-anetholu) v likéru.
Poté se pfida fosfore¢nan sodny dodekahydrat a bezvody siran amonny.
Vysledna smés se dobie protiepe a ochladi, pficemz se vytvoti dvé faze;
horni alkoholova faze se oddéli. Z této alkoholové faze se odebere
alikvot, ktery se ziedi ethanolem o 45 % objemovych (4.4) (Poznamka:
na tomto stupni se nepfidava zadny vnitini standard, nebot’ jiz byl
pridan). U vysledného roztoku se provadi rozbor plynovou chromatogra-
fii.

Reakéni Cinidla a material

Pii extrakci se pouzivaji pouze reakéni Cinidla o Cistoté vyssi nez 99 %.

Siran amonny bezvody, (CAS 7783-20-2).

Hydrogenfosforecnan sodny dodekahydrat, (CAS 10039-32-4).

Pristroje a vybaveni

Erlenmeyerovy barky, délici nalevky, lednicka.

Postup
Orientacéni zkouska vzorku na estragol

Pro wujisténi, ze vzorek neobsahuje pfirozené mnozstvi estragolu, se
provede extrakce roztoku pro slepy pokus (12.6.2) a rozbor se provede
bez ptidavku jakéhokoli vnitiniho standardu. Obsahuje-li vzorek pfiro-
zené mnozstvi estragolu, musi byt zvolen jiny vnitini standard.

Extrakce

Do Erlenmeyerovy baiky se pipetou odméfi 5 ml ethanolu o 96 % obje-
movych (4.1), odvazi se 50 mg vnitiniho standardu (4.3) a pfida se 50 ml
vzorku. Pfida se 12 g bezvodého siranu amonného (12.2.1) a 8,6 g
hydrogenfosforecnanu sodného dodekahydratu (12.2.2). Erlenmeyerova
banka se uzavie zatkou.

Barika se alesponn 30 minut protiepava. Muze byt pouzita mechanicka
tepacka, nikoli vSak teflonové magnetické michadlo, nebot’ teflon muze
adsorbovat malé mnozstvi analytu. Je tfeba poznamenat, ze se pridana sl
nerozpusti beze zbytku.

Erlenmeyerova bafika uzaviena zatkou se umisti alespoil na dvé hodiny
do lednicky (T < 5 °C).
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12.4.3

12.5

12.6

12.7

13.

Za tuto dobu se vytvofi dvé oddélené kapalné faze a pevny zbytek.
Alkoholova faze by méla byt ¢ird; v opacném pfipadé¢ se barika opét
umisti do ledni¢ky, dokud nebude dosazeno plného oddéleni.

Poté, co se alkoholova faze vycefi, se opatrné odebere alikvot (napf.
10 ml), aniz se porusi vodna faze, pfevede se do tmavé ampulky
a bezpecné se uzavie.

Piiprava extrahovaného vzorku urceného k rozboru

Extrakt se necha (12.4.2) temperovat na laboratorni teplotu.

Do odmérné banky na 20 ml se pipetou odméti 2 ml temperované alko-
holové faze extrahovaného vzorku, objem se doplni ethanolem o 45 %
objemovych (4.4) a dukladné se promicha.

Stanoveni

Pouzije se postup uvedeny v bodé¢ 8.5.

Vypocet vysledku

Vysledky se vypoctou pomoci nasledujiciho vzorce:

C; = (m;/V)*(plocha;/plocha;)*RF;

kde:

myg je hmotnost vnitiniho standardu (4.3) pouzitého v bodé
12.4.2 (v miligramech)

v je objem neznamého vzorku (50 ml)

RF; je odezvovy faktor (9.1)

plocha; je plocha piku trans-anetholu

plocha;;  je plocha piku vnitiniho standardu

Vysledky se vyjadii v gramech na litr na jedno desetinné misto.

Zabezpeceni a fizeni jakosti

Pouzije se postup uvedeny vySe v bodé 11.

Pracovni charakteristiky metody (piesnost)

Statistické vysledky mezilaboratorniho testu:

v nasledujicich tabulkach jsou uvedeny hodnoty pro anethol.

Nasledujici udaje byly ziskany pfi mezinarodnim mezilaboratornim expe-
rimentu zaméfeném na parametry metody provadéném mezinarodné
dohodnutym postupem.

Rok provedeni mezilaboratorniho testu 1998
Pocet laboratori 16
Pocet vzorkl 10

Analyt anethol
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Pastis:

Vzorky A B C D E F
Pocet zahrnutych laboratoifi po 15 15 15 13 16 16
vylouceni odlehlych vysledku
Pocet odlehlych vysledki 1 1 1 3 — —
(laboratofi)
Pocet zahrnutych vysledki 30 30 30 26 16 16
Stiedni hodnota g/l 1,477 | 1,955 | 1,940 | 1,833 | 1,741 | 1,754

Smérodatna odchylka za podminek | 0,022 | 0,033 | 0,034 | 0,017 — —
opakovatelnosti (Sr) g/l

Relativni smérodatna odchylka za 1,5 1,7 1,8 0,9 — —
podminek opakovatelnosti

(RSDr) (%)

Mez opakovatelnosti (r) g/l 0,062 | 0,093 | 0,096 | 0,047 — —

Smérodatna odchylka reprodukova- | 0,034 | 0,045 | 0,063 | 0,037 | 0,058 | 0,042
telnosti (SR) g/l

Relativni  smérodatnd  odchylka 2,3 2,3 32 2,0 33 2,4
reprodukovatelnosti (RSDR) (%)

Mez reprodukovatelnosti (R) g/l 0,094 | 0,125 | 0,176 | 0,103 | 0,163 | 0,119

Druhy vzorku:

pastis, neoznacené¢ duplikaty
pastis, neoznacené duplikaty
pastis, neoznacené duplikaty
pastis, neoznacené duplikaty

pastis, jeden vzorek

m m g O w o

pastis, jeden vzorek.

Dalsi anyzové lihoviny:

Vzorky G H 1 J
Pocet zahrnutych laboratoii po 16 14 14 14
vylouceni odlehlych vysledka
Pocet odlehlych vysledka (labo- — 2 1 1
ratoii)
Pocet zahrnutych vysledku 32 28 28 28
Stfedni hodnota g/l 0,778 1,742 | 0,351 | 0,599

0,530 (*)

Smeérodatna odchylka za | 0,020 0,012 | 0,013 | 0,014
podminek opakovatelnosti (Sr)
g/l

Relativni smérodatna odchylka 3,1 0,7 3,8 2,3
za podminek opakovatelnosti
(RSDr) (%)

Mez opakovatelnosti (r) g/l 0,056 0,033 | 0,038 | 0,038

Smeérodatna odchylka reproduko- | 0,031 0,029 | 0,021 | 0,030
vatelnosti (SR) g/l

Relativni smérodatna odchylka 4.8 1,6 5,9 5,0
reprodukovatelnosti (RSDR) (%)

Mez reprodukovatelnosti (R) g/l [ 0,088 0,080 | 0,058 | 0,084

Druhy vzorku:

G ouzo, rozdélena Groven (*)

H anyzova lihovina, neoznacené duplikaty
1 anyzovy likér, duplikatni vzorky

J  anyzovy likér, duplikatni vzorky.
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VL. GLYCYRRHIZOVA KYSELINA. STANOVENI GLYCYRRHIZOVE
KYSELINY VYSOKOUCINNOU KAPALINOVOU

4.1

4.2

43

4.4

4.5

4.6
4.6.1

4.6.2

4.7

471

CHROMATOGRAFII
Oblast pouziti

Tato metoda je vhodnd pro stanoveni glycyrrhizové kyseliny v anyzovych
lihovinach vysokotcinnou kapalinovou chromatografii (HPLC). Podle
nafizeni (EHS) ¢. 1576/89 musi lihoviny aromatizované anyzem, které
jsou nazyvany ,pastis®, obsahovat od 0,05 do 0,5 gramt glycyrrhizové
kyseliny na litr.

Odkazy na normy

ISO 3696: 1987, Voda pro pouziti v analytickych laboratofich — Specifi-
kace a zkusebni metody.

Podstata metody

Koncentrace glycyrrhizové kyseliny se stanovi vysokoucinnou kapali-
novou chromatografii (HPLC) s UV detekci. Standardni roztok a zkuSebni
vzorek se zfiltruji a samostatné se piimo nastiiknou do systému HPLC.

Reakéni Cinidla a material

Pfi rozboru se pouziji pouze reakéni ¢inidla Eistoty pro HPLC, Cisty
ethanol a voda o Cistoté alesponl 3 podle normy ISO 3696.

Ethanol o 96 % objemovych (CAS 64-17-5).

Glycyrrhizat amonny, C4Hg,016 © NHy (amonna stl glycyrrhizové kyse-
liny)

(Mol. hmotnost: 839,98) (CAS 53956-04-0): Cistota alespont 90 %
(Mol. hmotnost: glycyrrhizova kyselina 822,94).
Ledova octova kyselina, CH;COOH, (CAS 64-19-7).
Methanol, CH30H (CAS 67-56-1).

Ethanol o 50 % objemovych

Piiprava 1 000 ml pii 20 °C:

— ethanol 0 96 % objemovych (4.1): 521 ml

— voda (2.0): 511 ml.

Piprava elu¢nich roztoku pro HPLC

Elu¢ni roztok A (piiklad)

80 (objemovych) dilu vody (2.0)

20 (objemovych) dilti octové kyseliny (4.3).

Eluéni roztok se necha pét minut odplynit.

Poznamka: Pokud nebyla pouzitd voda filtrovana ptes mikrofiltr, doporu-
Cuje se zfiltrovat pfipraveny elucni roztok pfes filtr pro orga-
nicka rozpoustédla s velikosti port 0,45 um nebo mensi.

Eluéni roztok B

Methanol (4.4).

Piiprava standardnich roztokut

Vsechny standardni roztoky musi byt kazdé dva mésice Cerstvé pfipra-
veny.

Referenéni roztok C

Do odmérné banky na 100 ml se s piesnosti na 0,1 mg odvazi 25 mg
glycyrrhizatu amonného (4.2). Pfida se malé mnozstvi ethanolu o 50 %
objemovych (4.5) a glycyrrhizat amonny se rozpusti. Po jeho rozpusténi se
objem doplni po rysku ethanolem o 50 % objemovych (4.5).
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4.72

5.1
5.1.1

53

5.4
5.4.1

542

543

6.2

Roztok se zfiltruje pres filtr pro organicka rozpoustédla.

Standardni roztoky pro kontrolu linearity odezvy pfistroje

Pro piipravu zasobniho roztoku o koncentraci 1,0 g/l se do odmérné banky
na 100 ml odvazi s pfesnosti na 0,1 mg 100 mg glycyrrhizatu amonného.
Pfida se malé mnozstvi ethanolu o 50 % objemovych (4.5) a glycyrrhizat
amonny se rozpusti. Po jeho rozpusténi se objem doplni po rysku etha-
nolem o 50 % objemovych (4.5).

Pipravi se nejméné ctyfi dalsi roztoky s koncentraci glycyrrhizatu amon-
n¢ho 0,05, 0,1, 0,25 a 0,5 g/l: do samostatnych odmérnych ban¢k na
100 ml se pipetou odméfi 5 ml, 10 ml, 25 ml a 50 ml zasobniho roztoku
o koncentraci 1,0 g/l. Poté se objem roztokd doplni po rysku ethanolem
0 50 % objemovych (4.5) a roztoky se dukladné promichaji.

Vsechny roztoky se zfiltruji pfes filtr pro organicka rozpoustédla.

Piistroje a vybaveni
Separacni systém

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf.

Cerpadlo umozijici s velkou presnosti dosdhnout a udrzet konstantni
nebo programovatelny prutok.

Spektrofotometricky detekéni systém s UV detekei: nastaveny na 254 nm.
Systém pro odplynéni rozpoustédla.

Integrator nebo zapisova¢ s vypocetnim zafizenim, provozné kompatibilni
se zbytkem systému.

Kolona (ptiklad):

Material: korozivzdorna ocel nebo sklo
Vnitini pramér: 4 az 5 mm
Délka: 100 az 250 mm

Stacionarni faze: zesitény polymerné vazany oktadecyl (C18) na silikagelu
(pfednostné sférickém), maximalni velikost Castic: 5 pm.

Laboratorni vybaveni

Analytické vahy s pfesnosti na 0,1 mg
Odmérné sklo tiidy A
Zatizeni pro membranovou mikrofiltraci malych objemu.

Chromatografické podminky
Elucni charakteristiky: (pfiklad)

— pratok: 1 ml/min,

— eluéni roztok A = 30 %,
— eluéni roztok B = 70 %.
Detekee:

— UV =254 nm.

Postup
Piiprava vzorku lihoviny

Podle potieby se zfiltruje pies filtr pro organicka rozpoustédla (pramér
péra: 0,45 pum).



02000R2870 — CS — 13.03.2023 — 003.002 — 50

7.2 Stanoveni
Po ustaveni chromatografickych podminek se provede
— nastfik 20 pl referencniho roztoku C (4.7.1),
— nastiik 20 pl roztoku vzorku,

— a oba chromatogramy se porovnaji. Piky glycyrrhizové kyseliny se
identifikuji podle jejich reten¢nich cast. Zméti se jejich plochy
(nebo vysky) a z nasledujici rovnice se vypocte koncentrace v g/l na
dvé desetinna mista:

h x P x 823

¢~ XX 100 x 840
kde:

c je koncentrace glycyrrhizové kyseliny v gramech na litr analy-
zované lihoviny

C  je koncentrace glycyrrhizatu amonného v referenénim roztoku
v gramech na litr

h  je plocha (nebo vyska) piku glycyrrhizové kyseliny v analyzo-
vané lihoviné

H  je plocha (nebo vyska) piku glycyrrhizové kyseliny v referencnim
roztoku

P je cistota referencniho glycyrrhizatu amonného (v %)
823 je molarni hmotnost glycyrrhizové kyseliny
840 je molarni hmotnost glycyrrhizatu amonného
8. Pracovni charakteristiky metody (pi‘esnost)
Statistické vysledky mezilaboratorniho testu:
v nasledujici tabulce jsou uvedeny hodnoty pro glycyrrhizovou kyselinu.

Nasledujici udaje byly ziskany pii mezindrodnim mezilaboratornim expe-
rimentu zaméfeném na parametry metody provadéném mezindrodné
dohodnutym postupem.

Rok provedeni mezilaboratorniho testu 1998
Pocet laboratori 16
Pocet vzorkl 5
Analyt glycyrrhizova kyselina

Vzorky A B c D E
Pocet zahrnutych laboratofi po vylou- 13 14 15 16 16
¢eni odlehlych vysledki
Pocet odlehlych vysledki (laboratoii) 3 2 1 — —
Pocet zahrnutych vysledkt 26 28 30 32 32
Stfedni hodnota g/l 0,046 (0,092 (*)| 0,089 0,249 0,493

0,099

Smérodatna odchylka za podminek | 0,001 0,001 0,001 0,002 0,003
opakovatelnosti (Sr) g/l

Relativni smérodatna odchylka za 1,5 1,3 0,7 1,0 0,6
podminek opakovatelnosti  (RSDr)

(%)

Mez opakovatelnosti () g/l 0,002 0,004 0,002 0,007 0,009

Smérodatna odchylka reprodukova- | 0,004 0,007 0,004 0,006 0,013
telnosti (SR) g/l
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Vzorky A B C D E
Relativni smérodatna odchylka repro- 8,6 7,2 4,0 2,5 2,7
dukovatelnosti (RSDR) (%)
Mez reprodukovatelnosti (R) g/l 0,011 0,019 0,010 0,018 0,037

Druhy vzorku:

A pastis, neoznacené duplikaty
pastis, rozdélend Groven (*)
pastis, neoznacené duplikaty

pastis, neoznacené duplikaty

m g O w

pastis, neoznacené duplikaty.
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VIL. CHALKONY. METODA PRO POTVRZENI PRITOMNOSTI
CHALKONU V PASTISU VYSOKOUCINNOU KAPALINOVOU
CHROMATOGRAFII

1. Oblast pouziti

Touto metodou lze zjistit, zda jsou v anyzovych lihovinach piitomny
chalkony. Chalkony jsou piirodni barviva ze skupiny flavonoidl pfitomna
v kotenu lékotice lysé (Glycyrrhiza glabra).

Anyzové lihoviny mohou byt nazyvany ,,pastis®, pokud obsahuji chalkony
(podle natfizeni (EHS) ¢. 1576/89).

2. Odkazy na normy

ISO 3696: 1987, Voda pro pouziti v analytickych laboratofich — Specifi-
kace a zkusebni metody.

3. Podstata metody

Pripravi se referenc¢ni vytazek lékofice. Pritomnost nebo nepfitomnost
chalkonli se zjisti vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC)
s UV detekei.

4. Reak¢ni Cinidla a material

Pfi rozboru se pouziji pouze ¢inidla Cistoty pro HPLC. Pouzije se ethanol
0 96 % objemovych. Pouzije se pouze voda o Cistoté alesponr 3 podle
normy ISO 3696.

4.1  Ethanol o 96 % objemovych (CAS 64-17-5).

4.2 Acetonitril, CH3CN, (CAS 75-05-8).

43  Referencni latka: Lékofice lysa (Glycyrrhiza glabra): 1ékofice, ,sladky
kofen*

Hrubé nadrcené koteny Iékotice lysé (Glycyrrhiza glabra). Pramérné
rozméry podlouhlych castic: délka: 10 az 15 mm, tloustka: 1 az 3 mm.

44  Octan sodny, CH3COONa, (CAS 127-09-3).
4.5  Ledova octova kyselina, CH3COOH, (CAS 64-19-7).
4.6  Ptiprava roztoku
4.6.1 Ethanol o 50 % objemovych.
Pfiprava 1000 ml pii 20 °C:
— ethanol 0 96 % objemovych (4.1): 521 ml,
— Voda (2.0): 511 ml
4.6.2 Elu¢ni roztok A: acetonitril
Acetonitril (4.2) cistoty pro HPLC.
Odplynit
4.6.3 Eluéni roztok B: Pufr 0,1M roztok octanu sodného, pH 4,66.

Do odmérné banky se odvazi 8,203 g octanu sodné¢ho (4.4), prida se
6,005 g ledové octové kyseliny (4.5) a objem se doplni vodou (2) do
1000 ml.

5. Priprava referenc¢niho extraktu z lékorice lysé (Glycyrrhiza glabra)
4.3)

5.1  Odvazi se 10 g drceného kotene lékotice lysé (Glycyrrhiza glabra) (4.3)
a vpravi se do destilacni banky s kulatym dnem,

— piida se 100 ml ethanolu o 50 % objemovych (4.6.1),
— vafi se pod zpétnym chladic¢em jednu hodinu,
— Zfiltruje se,

— a filtrat se uchova pro pozdéjsi pouziti.
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5.2

53

5.4

5.5

5.6

6.4
6.4.1

6.4.2

6.43

6.4.4

6.5
6.5.1

Zbytek po filtraci extraktu z 1ékofice se oddéli z filtru

— vpravi se do destilacni banky s kulatym dnem,

— prida se 100 ml ethanolu o 50 % objemovych (4.6.1),

— vari se pod zpétnym chladicem jednu hodinu,

— zfiltruje se. Filtrat se uchova pro pozdéjsi pouziti.

Extrakce kotene lékofice se provede tiikrat po sobé.

Tti filtraty se spoji.

Rozpoustédlova faze (z filtratu v bodé 5.4) se odpafi na rotaéni odparce.

Zbyly extrakt (z ukonu v bod¢ 5.5) se rozpusti v 100 ml ethanolu o 50 %
objemovych (4.6.1).

Pristroje a vybaveni
Separacni systém.

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf.

Cerpadlo umozitujici dosdhnout a udrzet konstantni nebo programovatelny
pratok pii vysokém tlaku.

Spektrofotometricky detekéni systém s UV/Vis detekei nastavitelny na 254
a 370 nm.

Systém pro odplynéni rozpoustédla.
Kolonovy termostat nastavitelny na teplotu 40 + 0,1 °C.

Integrator nebo zapisovac¢ s vypocetnim zafizenim, provozné kompatibilni
se zbytkem separac¢niho systému.

Kolona

Material: korozivzdorna ocel nebo sklo
Vnitini pramér: 4 az 5 mm

Stacionarni faze: zesitény polymerné vazany oktadecyl (C18) na silika-
gelu, velikost Castic: nejvySe 5 pm (zesiténd faze).

Obvyklé laboratorni vybaveni vcetné:

analytickych vah (pfesnost: £ 0,1 mg);
destilacni aparatury se zpétnym chladi¢em skladajici se naptiklad:

— z destilacni baiky s kulatym dnem na 250 ml s normalizovanym
zéabrusem,

— zpétného chladice o délce 30 cm a

— zdroje tepla (pyrogenni reakci destilovaného materidlu musi byt zabra-
néno vhodnym prvkem).

Rotac¢ni odparka.
Filtracni zafizeni (napf. Blichnerova nalevka).

Chromatografické podminky (ptiklad).
Elucni charakteristiky rozpoustédel A (4.6.2) a B (4.6.3):

— gradientova zména z 20/80 (V/V) na 50/50 (V/V) béhem 15 minut,
— gradientova zména z 50/50 (V/V) na 75/25 (V/V) béhem péti minut,

— isokraticka eluce pii 75/25 (V/V) pét minut,
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— stabilizace kolony mezi nastiiky,
— isokratickd eluce pii 20/80 (V/V) po dobu péti minut,
6.5.2 Pratok: 1 ml/min.

6.5.3 Nastaveni UV detektoru:
detektor musi byt nastaven na 370 nm pro detekci chalkonti a poté na

254 nm pro detekci glycyrrhizové kyseliny.

Poznamka: zména vlnové délky (z 370 nm na 254 nm) musi byt
provedena 30 sekund pred zacatkem eluce piku odpovidaji-
ciho glycyrrhizové kyseling.

7. Postup
7.1  Pfiprava vzorku lihoviny

Zfiltruje se pres filtr pro organicka rozpoustédla (pramér port: 0,45 um).

7.2 Priprava zbytkového extraktu z lékofice (5.6)

Extrakt se pfed rozborem ziedi ethanolem o 50 % objemovych (4.6.1)
v poméru jedna ku deseti.

7.3 Stanoveni

7.3.1 Nastiikne se 20 pl pripraveného extraktu z lékofice (7.2). Provede se

rozbor za za vySe uvedenych chromatografickych podminek (6.5).

7.3.2 Nastiikne se 20 pl vzorku (7.1) (vzorek anyzové lihoviny). Provede se
rozbor za vyse uvedenych chromatografickych podminek (6.5).

7.3.3 Oba chromatogramy se porovnaji. Oba chromatogramy si musi byt velmi
podobné v oblasti eluce chalkont (detekce pti 370 nm za vyse popsanych
podminek rozboru) (viz obrazek 1).

8. Charakteristicky chromatogram pastisu
Obrazek 1
Chromatogram ziskany vySe popsanou metodou, dokazujici

ptitomnost chalkonti v ,pastisu“. Piky 1 az 8 pfislusi chal-
konam a pik 9 pfislusi glycyrrhizové kyseliné.
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Pracovni charakteristiky metody (piesnost)

Vysledky mezilaboratorniho testu:

v nasledujici tabulce jsou uvedeny vysledky zjistovani pfitomnosti chal-
konu v pastisu a v anyzovych lihovinach.

Nasledujici Gdaje byly ziskany pfi mezinarodnim mezilaboratornim expe-
rimentu zaméfeném na parametry metody provadéném mezinarodné
dohodnutym postupem.

Rok provedeni mezilaboratorniho testu 1998
Pocet laboratofi 14
Pocet vzorkl 11
Analyt chalkony
Vzorky A B C D E F

Pocet zahrnutych laboratoii po vylou- | 14 14 14 14 14 13
¢eni odlehlych vysledki
Pocet odlehlych vysledkt (laboratoii) [ — — — — 1(*)
Pocet zahrnutych vysledki 28 14 14 28 28 26
Pocet vysledki: chalkony nalezeny 28 14 14 0 28 0
Pocet vysledki: chalkony nenalezeny 0 0 0 28 0 26
Pocet spravnych vysledkt (%) 100 | 100 | 100 100 100 100
(*) Nekonzistentni vysledky mezi dvéma duplikatnimi vzorky zptisobené chybou pii odbéru.

Vzorky G H I J K
Pocet zahrnutych laboratofi po vylouceni 14 14 14 14 14
odlehlych vysledkt
Pocet odlehlych vysledki (laboratoii) — — — — —
Pocet zahrnutych vysledku 28 14 14 28 28
Pocet vysledki: chalkony nalezeny 0 0 0 0 0
Pocet vysledkt: chalkony nenalezeny 28 14 14 28 28
Pocet spravnych vysledkt (%) 100 100 100 100 100

Druhy vzorki:

A pastis, neoznacené duplikaty

w

pastis, jeden vzorek

C pastis, jeden vzorek

D ,pastis® (neobsahujici chalkony), neozna¢ené duplikaty

E ,pastis® (neobsahujici chalkony), neozna¢ené duplikaty

e s}

anyzovy likér (neobsahujici chalkony), neoznaéené duplikaty
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G anyzovy likér (neobsahujici chalkony), neoznacené duplikaty

H ouzo (neobsahujici chalkony), jeden vzorek

ouzo (neobsahujici chalkony), jeden vzorek
anyzova lihovina (neobsahujici chalkony), neoznacené duplikaty

,,pastis“ (neobsahujici chalkony), neoznac¢ené duplikaty.
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4.2.

43.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

VIII. CELKOVY OBSAH CUKRU
Oblast pouziti
Ke stanoveni celkového obsahu cukru (vyjadfeného jako invertni cukr)

v lihovinach, s vyjimkou lihovin obsahujicich vajecné ¢i mlécné produkty,
je pouzitelna metoda HPLC—RI.

Tato metoda byla validovana mezilaboratorni studii pro pastis, destilovany

anis, treSnovy likér, créme de (s uvedenim nazvu ovoce nebo pouzité
suroviny) a créme de cassis v mnozstvich od 10,86 g/l do 509,7 g/I. Line-
arita odezvy pfistroje vSak byla prokazana pro rozsah koncentrace od
2,5 g/l do 20,0 g/l.

Tato metoda neni urCena pro stanoveni nizkych hodnot obsahu cukru.

Odkazy na normy

ISO 3696:1987 Jakost vody pro analytické ucely — Specifikace a zkuSebni
metody

Podstata metody

K urceni koncentrace glukoézy, fruktdzy, sachardzy, maltozy a laktozy
v cukernych roztocich se pouziva vysokouéinna kapalinova chromatogra-
fie.

Tato metoda vyuziva alkylaminovou stacionarni fazi a diferenéni refrak-
tometrickou detekci a slouzi jako piiklad. Jako stacionarni fazi je mozné
pouzit také aniontoménicové pryskyfice.

Reak¢éni Cinidla a material

Glukéza (CAS 50-99-7), o Cistote alesponn 99 %.

Fruktoza (CAS 57-48-7), o Cistoté alespori 99 %.

Sacharéza (CAS 57-50-1), o cistoté alespon 99 %.

Laktoza (CAS 5965-66-2), o cistoté alespont 99 %.

Monohydrat maltdézy (CAS 6363-53-7), o Cistoté alespont 99 %.
Cisty acetonitril (CAS 75-05-8) na rozbor pomoci HPLC.
Destilovana nebo demineralizovana voda, nejlépe mikrofiltrovana.

Rozpoustedla (priklad)

Elucni rozpoustédlo se sklada z:
75 objemovych c¢asti acetonitrilu (4.6)
25 objemovych ¢asti destilované vody (4.7)

Pred pouzitim se nechd roztokem po dobu 5-10 minut pomalu prochazet
helium, aby doslo k odplynéni.

Pokud se nepouzivad mikrofiltrovand voda, je tfeba rozpoustédlo prefil-
trovat pomoci filtru pro organicka rozpoustédla s maximalni velikosti
péra 0,45 um.

Absolutni ethanol (CAS 64-17-5).
Roztok ethanolu (5 % obj.).

Priprava standardniho zasobniho roztoku (20 g/l)

Odvazi se 2 g kazdého cukru, ktery ma byt analyzovan (4.1-4.5), a vzorky
se beze ztrat pfenesou do odmérné banky o objemu 100 ml. (Poznamka:
2 g maltdzy odpovida 2,11 g monohydratu maltozy).
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4.12.

5.1
5.1.1.

5.2.

5.3.

7.
7.1.
7.1.1.

Doplni se roztokem alkoholu o 5 % obj. (4.10) do 100 ml, protfepe se
a uchovava pri teploté piiblizné + 4 °C. Kazdy tyden se pripravi novy
zasobni roztok.

Piiprava standardnich pracovnich roztoku (2,5; 5,0; 7,5; 10,0 a 20,0 g/l)

Odpovidajicim zplsobem se ziedi zasobni roztok — 20g/l (4.11) —
roztokem alkoholu o 5% obj. (4.10), aby se ziskalo pét standardnich
pracovnich vzorkti o hmotnostni koncentraci 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 a 20,0 g/1.
Prefiltruje se pomoci filtru s maximdlni velikosti port 0,45 um (5.3).

Piistroje a vybaveni

Systém pro HPLC, ktery umoziuje separaci vSech cukri na zakladni linii.

Vysokouc¢inny kapalinovy chromatograf s Sesticestnym vstiikovacim
ventilem a 10 pl smyckou nebo jinym automatickym nebo manualnim
zafizenim, které umoziuje spolehlivé davkovani velmi malych objemu.

. Cerpaci systém umoziujici s velkou piesnosti dosahnout stalého &i progra-

movaného pritoku a udrzet jej.

. Diferencialni refraktometr.

. Integrator ¢i zapisovac, jehoz vykon je kompatibilni s ostatnim vybave-

nim.

. Piedkolona:

Doporucuje se k analytické koloné pfipojit vhodnou piedkolonu.

. Kolona (priklad):

Material: nerezavéjici ocel nebo sklo.
Vnitini primér: 2-5 mm.
Délka: 100-250 mm (v zavislosti na velikosti

Castic plniciho materialu), napiiklad
pokud je pramér ¢astic 5 um, odpovi-
dajici délka je 250 mm.

Stacionarni faze: alkylaminové funk¢ni skupiny véazané
na oxid kfemicity s maximalni veli-
kosti Castic 5 pm.

. Podminky chromatografie (ptiklad):

Eluéni rozpoustédlo (4.8.), pratok: 1 ml/minuta.
Detekce: Diferenéni refraktometrie.

Aby byla zajisténa dokonala stabilita detektoru, mél by byt zapnuty po
dobu nékolika hodin pfed pouzitim. Referencni ¢4st musi byt naplnéna
eluénim rozpoustédlem.

Analytické vahy s presnosti 0,1 mg.
Filtr na malé objemy s mikromembranou 0,45 pm.

Uchovavani vzorku

Ihned po obdrzeni se vzorky umistuji do prostfedi s pokojovou teplotou,
kde jsou pfed rozborem uchovavany.

Postup

CAST A: Piiprava vzorku

Vzorek se protiepe.
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7.2.
7.2.1.

7.2.2.

. Prefiltruje se pomoci filtru s maximalni velikosti port 0,45 pm (5.3).

CAST B: HPLC
Stanoveni

Vstitkne se 10 pl standardnich roztoku (4.12.) a vzorku (7.1.2.). Za vhod-
nych podminek pro chromatografii, napfiklad vyse popsanych, se provede
rozbor.

Pokud je plocha (nebo vyska) nékterého piku vzorku vétsi nez u nejkon-
centrovanéjsiho standardu, prislusny vzorek je treba ziedit destilovanou
vodou a zanalyzovat znovu.

Vypocet

Srovnaji se chromatogramy ziskané z rozboru standardniho roztoku a z
rozboru lihoviny. Podle reten¢nich Casti se ur¢i piky. Zméfi se plochy (Ci
vysky) pikii a metodou vnéjsiho standardu se vypocitaji koncentrace.
Zohledni se nafedéni vzorku.

Vysledkem je soucet obsahu sachardzy, maltozy, laktozy, glukozy a fruk-
tozy vyjadieny jako invertni cukr v g/l.

Invertni cukr se vypocitd jako soucet vSech piitomnych monosacharidii
a redukujicich disacharidd plus stechiometrické mnozstvi glukozy a fruk-
tozy vypocitané z pritomné sacharozy.

Invertni cukr (g/1) = glukdza (g/l) + fruktdéza (g/l) + maltoza (g/l) +
laktoza (g/1) + (sachardza (g/1) x 1,05)

1,05 = (molekularni hmotnost fruktézy + molekularni
hmotnost glukézy)/molekularni hmotnost sacha-
rézy

Ukinnostni charakteristiky metody (piesnost)

Statistické vysledky mezilaboratorniho testu

Nasledujici tidaje byly ziskany pfi mezinarodnim mezilaboratornim expe-

rimentu zaméfeném na parametry metody provadéném mezinarodné
dohodnutym postupem [1] [2].

Rok provedeni mezilaboratorniho testu 2000
Pocet laboratori 24

Podet vzorkil 8

[1] Horwitz, W., ,, Protocol for the Design, Conduct and Interpretation of
Method-Performance Studies*, Pure and Applied Chemistry 67, 1995,
s. 332-343.

[2] Horwitz, W., ,, Evaluation of Analytical Methods Used for Regulation
of Foods and Drugs*, Analytical Chemistry 54, 1982, s. 67 A-76 A.

Tabulka 1

Fruktoza, glukéza, maltéza

Analyt Fruktdza Glukéza

Maltoza

Créme de | Standard Anyzové | Créme de | Standard

Vzorky (< 2) cassis (50g/!) | lihoviny cassis | (50 g/l)

Anyzové
lihoviny

Standard
(10 g/l

Stiedni hodnota [g/1] 92,78 50,61 15,62 93,16 50,06

15,81

9,32

Pocet

odlehlych vysledkt

laboratoii  bez 21 22 21 23 19

21

22
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Analyt Fruktoza Glukoéza Maltoza
Vzorky (x 2) Creme de | Standard Anyzové | Créme de | Standard | Anyzové | Standard
orky cassis (50 g/l lihoviny cassis (50 g/1) | lihoviny | (10 g/)
Smérodatna odchylka 2,34 2,12 0,43 3,47 1,01 0,48 0,54
opakovatelnosti, s;, [g/l]
Relativni smérodatna 2,53 4,2 2,76 3,72 2,03 3,02 5,77
odchylka opakovatel-
nosti, RSD, [%]
Mez opakovatelnosti, 6,56 5,95 1,21 9,71 2,84 1,34 1,51
r [g/1]
(r = 2,8 x sr)
Smérodatna odchylka 7,72 3,13 0,84 9,99 2,7 0,88 1,4
reprodukovatelnosti, sy
(/1]
Relativni smérodatna 8,32 6,18 5,37 10,72 5,4 5,54 15,06
odchylka reprodukova-
telnosti, RSDy [%]
Mez reprodukovatel- | 21,62 8,76 2,35 27,97 7,57 2,45 3,93
nosti, R [g/1]
(R = 2,8 x sR)
Tabulka 2
Sacharéza
Analyt Sachar6za
. Ttesnovy | Créme de | Créme | Standard
Vzorky Pastis Ouzo Tiker menthe  |de cassis | (100 g/l)
Stredni hodnota [g/1] 10,83 29,2 103,33 349,96 | 319,84 | 99,83
19,7 (%)
Pocet laboratofi bez odlehlych 19 19 20 18 18 18
vysledki
Smérodatna odchylka opakovatel- 0,09 0,75 2,17 5,99 431 1,25
nosti, s, [g/1]
Relativni  smérodatna  odchylka 0,81 3,07 2,1 1,71 1,35 1,25
opakovatelnosti, RSD, [%]
Mez opakovatelnosti, r [g/1] 0,25 2.1 6,07 16,76 12,06 3,49
(r=28xs)
Smérodatna odchylka reproduko- 0,79 0,92 4,18 9,94 16,11 4,63
vatelnosti, sg [g/1]
Relativni  smérodatna  odchylka 7,31 3,76 4,05 2,84 5,04 4,64
reprodukovatelnosti, RSDg [%]
Mez reprodukovatelnosti, R [g/1] 2,22 2,57 11,7 27,84 45,12 12,97
(R = 2,8 X SR)

(*) rozdéleni na trovné
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Tabulka 3
Celkovy obsah cukru

(Poznamka: tyto Gdaje byly vypocitany pro celkovy obsah cukru, ne pro invertni cukr definovany
vyse v bodu 8.)

Vzorky Pastis Ouzo /l%_nyzpve Tre§nf>vy rg;ne Cremg Standard
ihoviny likér menthe de cassis | (220 g/l)
Stiedni hodnota [g/1] 10,86 29,2 31,59 103,33 | 349,73 | 509,69 | 218,78
19,7(%)

Pocet  laboratofi  bez 20 19 20 20 18 18 19
odlehlych vysledkt
Smérodatna  odchylka 0,13 0,75 0,77 2,17 5,89 5,59 2,71
opakovatelnosti, s;, [g/1]
Relativni smérodatna 1,16 3,07 2,45 2,1 1,69 1,1 1,24
odchylka  opakovatel-
nosti, RSD, [%]
Mez opakovatelnosti, 0,35 2,1 2,17 6,07 16,5 15,65 7,59
r [g/1]
(r=28xs)
Smérodatna  odchylka 0,79 0,92 1,51 4,18 9,98 14,81 8,53
reprodukovatelnosti, s
[¢/1]
Relativni smérodatna 7,25 3,76 4,79 4,04 2,85 2,91 3,9
odchylka reprodukova-
telnosti, RSDg [%]
Mez reprodukovatelnosti 2,21 2,57 4,24 11,7 27,94 | 4148 | 23,89
R [¢/1]
(R = 2,8 x sR)

(*) rozdéleni na urovné
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IX. VAJECNY ZLOUTEK. STANOVENI KONCENTRACE VAJECNEHO

4.2

43

44

4.5

4.6

4.7

4.8

52

5.3

5.4

5.5

5.6

5.7

5.8

59

5.10

5.11

5.12

5.13

ZLOUTKU V LIHOVINACH - FOTOMETRICKA METODA
Oblast pouziti

Tato metoda je vhodna pro stanoveni koncentrace vaje¢ného zloutku
v rozsahu od 40 do 250 g/l ve vajecném likéru a v likéru s pridavkem
vajec.

Odkazy na normy

ISO 3696: 1987, Voda pro pouziti v analytickych laboratofich — Speci-
fikace a zkusebni metody.

Podstata metody

Extrahuji se slouceniny fosforu obsazené ve vaje¢ném zloutku, které
jsou rozpustné v ethanolu, a stanovi se fotometricky jako fosfato-molyb-
denanovy komplex.

Reakéni ¢inidla a material

Redestilovana voda.

Kiemelina.

Ethanol o 96 % objemovych (CAS 64-17-5).

15 % roztok octanu hofecnatého (CAS 16674-78-5).
10 % kyselina sirova (CAS 7664-93-9).

IN kyselina sirova.

Roztok dihydrogenfosfore¢nanu draselného (CAS 778-77-0), KH,PO,
o koncentraci 0,16 g/1.

Reakeni ¢inidla pro stanoveni fosforecnanii:

20 g molybdenanu amonného (CAS 12054-85-2), (NH4)sMo0;0p4
4H,0 se rozpusti ve 400 ml vody pii 50 °C;

v jiné nadob¢ se rozpusti 1 g vanadi¢énanu amonného (CAS 7803-55-6),
NH4VO3, v 300 ml horké vody, roztok se necha vyhladnout a poté se
ptida 140 ml koncentrované kyseliny dusiéné (CAS 7697-37-2).
Vychladlé roztoky se spoji v odmérné banice na 1 000 ml a objem se
doplni po rysku 1 000 ml.

Piistroje a vybaveni

Erlenmeyerova banika na 100 ml
Ultrazvukova lazen (nebo magnetickd michacka)
Odmérna baika na 100 ml

Vodni lazen temperovana na 20 °C
Filtr (Whatman ¢. 4 nebo rovnocenny)
Porcelanovy (nebo platinovy) kelimek
Vrouci vodni lazen

Topna deska

Muflova pec

Odmérna banka na 50 ml

Odmérna banka na 20 ml
Spektrofotometr nastaveny na 420 nm

lem kyveta.
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7.1
7.1.1

7.2
7.2.1
7.2.1.1

72.1.2

7213

72.1.4

722
72.2.1

Vzorky

Vzorky se pted rozborem uchovavaji pii laboratorni teploté.

Postup
Ptiprava vzorku

Do Erlenmeyerovy baiky (5.1) na 100 ml se odvazi 10 g vzorku.

Postupné po malych davkach se ptida 70 ml ethanolu (4.3), pficemz se
pii kazdém ptidavku intenzivné michd, a roztok se umisti na 15 minut
do ultrazvukové lazné (5.2) (nebo se pii laboratorni teplot¢ micha 10
minut na magnetické michacce (5.2)).

Obsah Erlenmeyerovy banky se pfevede za soucasné¢ho vyplachovani
ethanolem (4.3) do odmérné banky na 100 ml (5.3). Objem se doplni
ethanolem (4.3) po rysku a barnka se umisti do vodni 14zn¢ temperované
na 20 °C (5.4). Objem se doplni po rysku pii 20 °C.

Piida se malé mnozstvi kfemeliny (4.2) a roztok se zfiltruje (5.5);
prvnich 20 ml se odstrani.

25 ml filtratu se pfevede do porcelanového (nebo platinového) kelimku
(5.6). Filtrat se poté musi za pridavku 5 ml 15 % roztoku octanu hofec-
natého (4.4) zkoncentrovat opatrnym odpafovanim na vrouci vodni lazni
5.7).

Kelimky se umisti na topnou desku (5.8) a zahfivaji se, dokud se obsah
neodpaii pravé do sucha.

Zbytek se zpopelni a ziha v muflové peci (5.9) pfi 600 °C do bilého
popela nejméné jednu a pil hodiny, mize se vsak také zihat pfes noc.

Popel se spolu s oplachovou destilovanou vodou pievede pomoci 10 ml
10 % kyseliny sirové (4.5) do odmérné banky na 50 ml (5.10) a objem
se pii laboratorni teploté doplni po rysku destilovanou vodou (4.1). Sml
alikvot tohoto roztoku popela se pouzije k pfipravé roztoku pro stano-
veni fosforeCnanti fotometricky.

Stanoveni fosforecnand fotometricky
Srovnavaci roztok

Do odmémé banky na 50 ml (5.10) se odméfi 10 ml 10 % kyseliny
sirové (4.5) a objem se doplni po rysku destilovanou vodou (4.1).

K 5ml alikvotu tohoto roztoku (7.2.1.1) se v odmérné bafice na 20 ml
(5.11) pfida 1 ml IN kyseliny sirové (4.6) a 2 ml ¢inidla pro stanoveni
fosforecnanti (4.8) a objem se doplni do 20 ml destilovanou vodou (4.1).

Banka se volné uzavie zatkou, protfepe a zahfiva se 10 minut ve vrouci
vodni lazni (5.7), poté se 20 minut chladi ve vodni lazni temperované na
20 °C (5.4).

Timto srovnavacim roztokem se naplni lem kyveta (5.13).

Roztok vzorku

K 5ml alikvotu roztoku popela (7.1.8) se v odmérné baice na 20 ml
(5.11) pfida 1 ml IN kyseliny sirové (4.6) a 2 ml ¢inidla pro stanoveni
fosforecnanti (4.8) a objem se doplni do 20 ml destilovanou vodou (4.1).
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7222

7223

723
7.2.3.1

7232

7233

Barika se volné uzavie zatkou, protiepe a zahfiva se 10 minut ve vrouci
vodni lazni (5.7), poté se 20 minut chladi ve vodni lazni temperované na
20 °C (5.4).

Vznikne zluty roztok, ktery se ihned proméfi spektrofotometricky (5.12)
v lem kyveté (5.13) pii 420 nm proti srovnavacimu roztoku (7.2.1.4).
Kalibra¢ni kfivka

Za ucelem sestrojeni kalibra¢ni kiivky se do odmérnych ban¢k na 20 ml
(5.11) obsahujicich po 1 ml IN kyseliny sirové (4.6) a jednotlivé 0, 2, 4,
6, 8, 10ml dihydrogenfosfore¢nanu draseln¢ho (4.7) piida po 2 ml
¢inidla pro stanoveni fosforecnani (4.8) a objem se doplni po 20ml
rysku destilovanou vodou (4.1).

Banky se volné volné uzaviou zatkou, protiepou se a zahftivaji se 10
minut ve vrouci vodni lazni (5.7), poté se 20 minut chladi ve vodni lazni
temperované na 20 °C (5.4) a proméii se spektrofotometricky (5.12)
v lem kyveté (5.13) pii 420 nm proti srovnavacimu roztoku (7.2.1.4).

Sestrojeni kalibracni kiivky:

roztok dihydrogenfos- 0 2 4 6 8 10
fore¢nanu (ml)

P,0s (mg) 0 0167 0334 0,501 0,668 0,835

Vyjadreni vysledki

Obsah vaje¢ného zloutku v g/l se vypocte pomoci tohoto vzorce:

110 x hustota

1 vaje ¢n y zloutek = P,O
g/1 vaje ¢én y zloutek = mg P,0s X F/40

kde:

110 prepocitavaci faktor pro celkovy obsah P205 v gramech ve
100 g vajecného Zloutku

mg P,Os hodnota odeétena z kalibracni kiivky

hustota hmotnost vztazena na jednotku objemu likéru obsahujiciho
vajecny zloutek pii 20 °C (g/ml)

E hmotnost likéru obsahujiciho vajecny zloutek v g
40 faktor fedéni 5ml alikvotu roztoku popela.

Pracovni charakteristiky metody (pfesnost)

Statistické vysledky mezilaboratorniho testu:
v nasledujici tabulce jsou uvedeny hodnoty pro vajecny zloutek.

Nasledujici tdaje byly ziskany pii mezinarodnim mezilaboratornim
experimentu zaméfeném na parametry metody provadéném mezinarodné
dohodnutym postupem.

Rok provedeni mezilaboratorniho testu 1998
Pocet laboratori 24
Pocet vzorkil 5

Analyt vajecny zloutek
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Vzorky A B C D E
Pocet zahrnutych laboratoii po vylouceni 19 20 22 20 22
odlehlych vysledki
Pocet odlehlych vysledkt (laboratoii) 3 4 2 4 2
Pocet zahrnutych vysledki 38 40 44 40 44
Stfedni hodnota g/I 147,3 | 241,1 | 2274 |51,9 (*)| 191,1

72,8 (%)

Smérodatna odchylka za podminek opako- | 2,44 424 3,93 1,83 3,25
vatelnosti (Sr) g/l
Relativni smérodatna odchylka za podminek 1,7 1,8 1,8 2,9 1,7
opakovatelnosti (RSDr) (%)
Mez opakovatelnosti () g/l 6,8 11,9 11,0 5,1 9,1
Smérodatna odchylka reprodukovatelnosti | 5,01 6,06 6,66 3,42 6,87
(SR) g/
Relativni smérodatna odchylka reproduko- 34 2,5 2,9 5,5 3,6
vatelnosti (RSDR) (%)
Mez reprodukovatelnosti (R) g/l 14,0 17,0 18,7 9,6 19,2

Druhy vzorkd

A Advocaat, neoznac¢ené duplikaty
Advocaat, neoznacené duplikaty
Advocaat, neoznacené duplikaty

Advocaat (ziedény), rozdélena uroven (*)

m g O w

Advocaat, neoznacené duplikaty
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4.1.

4.2.

43.

4.4,

4.5.

4.6.

5.1

. STANOVENI  NASLEDUJICICH SLOUCENIN ZE DREVA

V LIHOVINACH POMOCIi VYSOKOUCINNE KAPALINOVE

CHROMATOGRAFIE (HPLC): FURFURAL, 5-
HYDROXYMETHYLFURFURAL, 5-METHYLFURFURAL,
VANILIN, SYRINGALDEHYD, KONIFERALDEHYD,

SINAPALDEHYD, KYSELINA GALLOVA, KYSELINA ELLAGOVA,
KYSELINA VANILOVA, KYSELINA SYRINGOVA A SKOPOLETIN

Oblast pouziti

Tato metoda umoziiuje pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
stanovit furfural, 5-hydroxymethylfurfural, 5-methylfurfural, vanilin, syrin-
galdehyd, koniferaldehyd, sinapaldehyd, kyselinu gallovou, kyselinu ella-
govou, kyselinu vanilovou, kyselinu syringovou a skopoletin.

Odkazy na normy

Analytickd metoda uznand valnym shromazdénim Mezinarodni organizace
pro révu a vino (OIV) a zvefejnéna touto organizaci pod Cislem OIV-MA-
BS-16: R2009.

Podstata metody

Stanoveni pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)
a detekce ultrafialovou spektrofotometrii na nékolika vinovych délkach
a spektrofluorimetrii.

Reak¢éni Cinidla
Reakeni €inidla musi mit analytickou jakost. Je tfeba pouzit destilovanou

vodu nebo vodu pfinejmensim srovnatelné cistoty. Doporucuje se pouzit
mikrofiltrovanou vodu s mémym odporem 18,2 MQ.cm.

Roztok alkoholu o 96 % obj.

Methanol jakosti vhodné pro metodu HPLC (rozpoustédlo B).
Kyselina octova o koncentraci 0,5 % obj. (Rozpoustédlo A).
Mobilni faze: (pouze jako priklad).

Rozpousteédlo A (0,5 % kyselina octova) a rozpoustédlo B (Cisty metha-
nol). Prefiltrujte pfes membranu (porozita 0,45 um). Pokud nutno,
odplyiite v ultrazvukové lazni.

Referencni standardy o minimalné o 99 % ¢cistoté: furfural, 5-hydroxyme-
thylfurfural, 5-methylfurfural, vanilin, syringaldehyd, koniferaldehyd, sina-
paldehyd, kyselina gallova, kyselina ellagova, kyselina vanilova, kyselina
syringova a skopoletin.

Referencni roztok: standardni latky jsou rozpustény v 50 % obj. roztoku
alkoholu a vody. Vysledné koncentrace v referen¢nim roztoku by mély byt
radove:

furfural: 5 mg/l; 5-hydroxymethyl furfural: 10 mg/l; 5-methylfurfural
2 mg/l; vanilin: 5 mg/l; syringaldehyd: 10 mg/l; koniferaldehyd: 5 mg/l;
sinapaldehyd: 5 mg/l; kyselina gallova: 10 mg/l; kyselina ellagova:
10 mg/l; kyselina vanilova: 5 mg/l; kyselina syringova: 5 mg/l; skopoletin:
0,5 mg/l.

Pristroje a pomicky

Bézné laboratorni vybaveni

Vysoce Ucinny kapalinovy chromatograf podporujici binarni gradient,
ktery obsahuje:

.1. Spektrofotometricky detektor schopny métit ve vinovych délkach

260-340 nm. Je vSak vhodngjsi pouzit detektor s diodovym polem
schopny méfit ve vice vinovych délkach nebo podobny detektor, aby
bylo mozné potvrdit Cistotu pikda.
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5.1.2. Spektrofluorimetricky detektor — excita¢ni vinova délka: 354 nm, emisni
vlnova délka: 446 nm (pro stanoveni skopoletinu — Ize ho rovnéz dete-
kovat spektrofotometrii na vinové délce 313 nm).

5.1.3. Davkovaci zafizeni schopné vstiiknout (naptiklad) 10 ¢i 20 pl testovaného
vzorku.

5.1.4. Kolona pro vysokotéinnou kapalinovou chromatografii, typ RP C18,
maximalni velikost ¢astic 5 um.

5.2. Stiika¢ky na vysokotéinnou kapalinovou chromatografii (HPLC).
5.3.  Zatizeni na membranovou filtraci malych objemu.

5.4. Integrator ¢i zapisovac, jehoz vykon je kompatibilni s celou aparaturou;
predev$im musi mit nékolik pfijimacich kanala.

6. Postup

6.1. Priprava davkovaciho roztoku.
V piipadé potieby jsou referentni roztok a lihovina pfefiltrovany ptes

membranu s péry o pruméru nejvyse 0,45 um.

6.2. Podminky pro provedeni chromatografie: provede se rozbor pii teploté
okolniho prostiedi pomoci vybaveni popsaného v bodé 5.1 a za pouziti
mobilnich fazi (4.4) s prutokem piiblizné 0,6 ml za minutu podle nize
uvedeného gradientu (pouze jako piiklad).

Cas: 0 min. 50 min. 70 min. 90 min.
rozpoustédlo A (voda—kyselina): 100 % 60 % 100 % 100 %
rozpoustédlo B (methanol) 0 % 40 % 0% 0 %

Je tfeba mit na paméti, Zze v nékterych ptipadech je tieba gradient upravit,
aby nedoslo ke koeluci.

6.3. Stanoveni

6.3.1. Referencni standardy se vstiiknou oddélené, poté smichané.

Provozni podminky se upravi tak, aby separacni faktor pikd vsSech slou-
¢enin byl pfinejmensim 1.

6.3.2. Vzorek piipraveny v bodé 6.1 se vstiikne do aparatury.

6.3.3. Zméeri se plocha pikii pro referencni roztoky a lihoviny a vypocitaji se
koncentrace.

7. Vyjadreni vysledki

Koncentrace kazdé slozky se vyjadii v mg/l.

8. Pracovni charakteristiky metody (piesnost)

Nasledujici udaje byly ziskany v roce 2009 pii mezinarodnim mezilabo-
ratornim experimentu zaméfeném na parametry metody, ktery zkoumal
mnozstvi lihovin a byl provadén mezinarodné dohodnutym postupem

(1] [2].
8.1.  Furfural:
Analyt Furfural:
Vzorky Whisky | Brandy | Rum | Kofiak 1 |Bourbon | Koniak 2
Pocet zOcastnénych laboratofi 15 15 15 15 15 15
Poé)et zahrnutych vysledkt (labora- 14 12 13 14 13 13
tofi
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8.2.

8.3.

Analyt Furfural:

Vzorky Whisky | Brandy | Rum | Konak 1 | Bourbon | Komnak 2
Stfedni hodnota [mg/1] 2,9 1,2 1,7 10,6 15,3 13,9
Smérodatnd odchylka opakovatel- | 0,04 0,05 | 0,04 0,18 0,23 0,20
nosti, s, [mg/l]
Relativni  smérodatna  odchylka 1,4 4.5 2,3 1,7 1,5 1,5
opakovatelnosti, RSD, [%]
Mez opakovatelnosti, r [mg/l] 0,1 0,2 0,1 0,5 0,6 0,6
(r=28xs)
Smérodatna odchylka reprodukova- | 0,24 0,18 | 0,09 1,4 0,49 0,69
telnosti, sg[mg/1]
Relativni ~ smérodatnd  odchylka 8 15 5 13 3 5
reprodukovatelnosti, RSDyr [%]
Mez reprodukovatelnosti, R [g/1] 0,7 0,5 0,3 3,8 1,4 1,9
(R = 2,8 x sR)
5-hydroxymethylfurfural

Analyt 5-hydroxymethylfurfural

Vzorky Whisky | Brandy | Rum | Konak 1 | Bourbon | Komak 2
Pocet zcastnénych laboratofi 16 16 16 16 16 16
Pocet zahrnutych vysledki (labora- 14 14 14 14 14 14
toff)
Stfedni hodnota [mg/1] 5,0 11,1 9,4 33,7 5,8 17,5
Smérodatna odchylka opakovatel- | 0,09 0,09 | 0,09 0,42 0,07 0,13
nosti, s, [mg/1]
Relativni  smérodatna  odchylka 1,7 0,8 1,0 1,3 1,2 0,8
opakovatelnosti, RSD, [%]
Mez opakovatelnosti, r [mg/1] 0,2 0,3 0,3 1,2 0,2 0,4
(r=28xs,)
Smérodatna odchylka reprodukova- | 0,39 1,01 | 0,50 4,5 0,4 1,6
telnosti, sg[mg/1]
Relativni  smérodatna  odchylka 8 9 5 13 7 9
reprodukovatelnosti, RSDr [%]
Mez reprodukovatelnosti, R [g/1] 1,1 2,8 1,4 12,5 1,1 4,6
(R =28 x sg)
5-methylfurfural

Analyt 5-methylfurfural

Vzorky Whisky | Brandy | Rum | Konak 1 | Bourbon | Konak 2
Pocet zhcastnénych laboratori 11 11 11 11 11 11
Pocet zahrnutych vysledku (labora- 11 11 8 11 10 11
tofi)
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8.4.

8.5.

Analyt S-methylfurfural

Vzorky Whisky | Brandy | Rum | Konak 1 | Bourbon | Komnak 2
Stredni hodnota [mg/1] 0,1 0,2 0,1 0,5 1,7 0,8
Smérodatna odchylka opakovatel- | 0,01 0,01 0,02 0,02 0,03 0,07
nosti, s, [mg/1]
Relativni  smérodatna  odchylka | 10,7 6,1 13,6 4,7 2,0 10,0
opakovatelnosti, RSD;, [%]
Mez opakovatelnosti, r [mg/l] 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1 0,2
(r=28xs)
Smérodatna odchylka reprodukova- | 0,03 0,04 | 0,03 0,18 0,20 0,26
telnosti, sg[mg/1]
Relativni  smérodatna  odchylka | 35 18 22 39 12 35
reprodukovatelnosti, RSDg [%]
Mez reprodukovatelnosti, R [g/1] 0,1 0,1 0,1 0,5 0,6 0,7
(R =28 x sg)
Vanilin

Analyt Vanilin

Vzorky Whisky | Brandy | Rum | Konak 1 | Bourbon | Konak 2
Pocet zhcastnénych laboratofi 16 15 16 16 16 16
Pocet zahrnutych vysledkt (labora- 16 15 16 16 16 16
tofi)
Stfedni hodnota [mg/1] 0,5 0,2 1,2 1,2 3,2 3,9
Smérodatna odchylka opakovatel- | 0,03 0,02 | 0,06 0,11 0,11 0,09
nosti, s, [mg/1]
Relativni  smérodatna  odchylka | 6,8 9,6 4,6 8,9 3,5 2,3
opakovatelnosti, RSD, [%]
Mez opakovatelnosti, r [mg/l] 0,1 0,1 0,2 0,3 0,3 0,3
(r=2,8xs,)
Smérodatna odchylka reprodukova- | 0,09 0,06 | 0,18 0,27 0,41 0,62
telnosti, sg[mg/1]
Relativni  smérodatnd  odchylka 19 25 15 22 13 16
reprodukovatelnosti, RSDg [%]
Mez reprodukovatelnosti, R [g/1] 0,3 0,2 0,5 0,8 1,2 1,7
(R = 2,8 % sg)
Syringaldehyd

Analyt Syringaldehyd

Vzorky Whisky | Brandy | Rum | Konak 1 | Bourbon | Komak 2
Pocet zcastnénych laboratofi 16 15 16 16 16 16
Pocet zahrnutych vysledki (labora- 13 13 13 12 14 13
toff)
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Analyt Syringaldehyd
Vzorky Whisky | Brandy | Rum | Konak 1 | Bourbon | Komnak 2
Stfedni hodnota [mg/1] 1,0 0,2 4,8 3,2 10,5 9,7

Smérodatna odchylka opakovatel- | 0,03 0,02 | 0,04 0,08 0,10 0,09
nosti, s, [mg/l]

Relativni  smérodatna  odchylka | 2,6 8,1 0,8 2,6 0,9 0,9
opakovatelnosti, RSD, [%]

Mez opakovatelnosti, r [mg/l] 0,1 0,1 0,1 0,2 0,3 0,3
(r=28xs)

Smérodatna odchylka reprodukova- | 0,08 0,07 | 0,23 0,19 0,39 0,43
telnosti, sg[mg/1]

Relativni ~ smérodatnd  odchylka 8 33 5 6 4 4
reprodukovatelnosti, RSDyr [%]
Mez reprodukovatelnosti, R [g/1] 0,2 0,2 0,7 0,5 1,1 1,2
R =12,8xsR)
Koniferaldehyd

Analyt Koniferaldehyd

Vzorky Whisky | Brandy | Rum | Konak 1 | Bourbon | Komak 2
Pocet zcastnénych laboratofi 13 12 13 12 13 13
Pocet zahrnutych vysledki (labora- 12 12 13 12 13 13
toff)
Stfedni hodnota [mg/1] 0,2 0,2 0,6 0,8 4,6 1,3

Smérodatna odchylka opakovatel- | 0,02 0,02 | 0,03 0,03 0,09 0,06
nosti, s, [mg/1]

Relativni  smérodatna  odchylka | 9,2 9,8 4.6 4,3 1,9 4.5
opakovatelnosti, RSD, [%]

Mez opakovatelnosti, r [mg/1] 0,04 0,04 | 0,07 0,09 0,24 0,16
(r=2,8xs,)

Smérodatna odchylka reprodukova- | 0,04 | 0,04 | 0,11 0,18 0,38 0,25
telnosti, sg[mg/1]

Relativni  smérodatna  odchylka | 23 27 21 23 8 19
reprodukovatelnosti, RSDyr [%]
Mez reprodukovatelnosti, R [g/1] 0,1 0,1 0,3 0,5 1,1 0,7
(R =28 X% sp)
Sinapaldehyd

Analyt Sinapaldehyd

Vzorky Whisky | Brandy | Rum | Kotiak 1 | Bourbon | Kotiak 2
Pocet zGcastnénych laboratofi 14 14 14 14 15 14
Poé)et zahrnutych vysledkt (labora- 14 13 12 13 13 12
tofi
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Analyt Sinapaldehyd
Vzorky Whisky | Brandy | Rum | Konak 1 | Bourbon | Komnak 2
Stfedni hodnota [mg/1] 0,3 0,2 0,2 1,6 8,3 0,3

Smérodatnd odchylka opakovatel- | 0,02 0,01 | 0,02 0,06 0,14 0,03
nosti, s, [mg/l]

Relativni  smérodatna  odchylka | 7,5 4,6 11,2 3,7 1,6 11,4
opakovatelnosti, RSD, [%]

Mez opakovatelnosti, r [mg/l] 0,06 0,03 | 0,06 0,17 0,38 0,08
(r=28xs)

Smérodatna odchylka reprodukova- | 0,09 0,05 | 0,08 0,20 0,81 0,18
telnosti, sg[mg/1]

Relativni  smérodatnd  odchylka | 31 27 46 13 10 73
reprodukovatelnosti, RSDyr [%]

Mez reprodukovatelnosti, R [g/1] 0,2 0,2 0,2 0,6 2,3 0,5
(R = 2,8 x sR)

Kyselina gallova

Analyt Kyselina gallova
Vzorek Whisky | Brandy | Rum | Konak 1 | Bourbon | Konak 2
Pocet zcastnénych laboratofi 16 15 16 16 16 16
Pocet zahrnutych vysledki (labora- 15 14 16 16 16 16
toff)
Stfedni hodnota [mg/1] 1,2 0,4 2,0 6,1 7,3 21,8

Smérodatna odchylka opakovatel- | 0,07 0,04 | 0,06 0,18 0,18 0,60
nosti, s, [mg/1]

Relativni  smérodatna  odchylka | 6,1 8,1 2,9 3,0 2,4 2.8
opakovatelnosti, RSD, [%]

Mez opakovatelnosti, r [mg/1] 0,2 0,1 0,2 0,5 0,5 1,7
(r=12,8 % sr)

Smérodatna odchylka reprodukova- | 0,43 0,20 | 0,62 3,3 2,2 7,7
telnosti, sg[mg/1]

Relativni  smérodatna  odchylka | 36 47 31 53 30 35
reprodukovatelnosti, RSDr [%]

Mez reprodukovatelnosti, R [g/1] 1,2 0,6 1,7 9,1 6,2 21,7
(R =28 x sg)

Kyselina ellagova

Analyt Kyselina ellagova

Vzorky Whisky | Brandy | Rum | Konak 1 | Bourbon | Konak 2
Pocet zGcastnénych laboratofi 7 7 7 7 7 7
Pocet zahrnutych vysledkt (labora- 7 7 7 7 7 6
tofi)
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Analyt Kyselina ellagova
Vzorky Whisky | Brandy | Rum | Konak 1 | Bourbon | Komnak 2
Stfedni hodnota [mg/1] 32 1,0 9,5 13 13 36

Smérodatnd odchylka opakovatel- | 0,20 0,16 | 0,30 0,41 0,95 0,34
nosti, s, [mg/l]

Relativni  smérodatna  odchylka | 6,3 16 3,2 32 7.4 1,0
opakovatelnosti, RSD, [%]

Mez opakovatelnosti, r [mg/l] 0,6 0,4 0,9 1,1 2,7 1,0
(r=28xs)

Smérodatna odchylka reprodukova- | 1,41 0,42 4,0 5,0 49 14
telnosti, sg[mg/1]

Relativni  smérodatnd  odchylka | 44 43 42 39 39 40
reprodukovatelnosti, RSDyr [%]

Mez reprodukovatelnosti, R [g/1] 4,0 1,2 11 14 14 40
(R = 2,8 x sR)

8.10. Kyselina vanilova

Analyt Kyselina vanilova
Vzorky Whisky | Brandy [ Rum | Kofiak 1 |Bourbon | Koniak 2

Pocet zcastnénych laboratofi 15 15 15 15 15 15

Pocet zahrnutych vysledki (labora- 12 11 14 14 15 14

toff)

Stfedni hodnota [mg/1] 0,2 0,2 1,5 0,8 2,4 2,7

Smérodatna odchylka opakovatel- | 0,03 0,04 | 0,03 0,10 0,13 0,21
nosti, s, [mg/1]

Relativni  smérodatnd  odchylka | 14,2 16,5 2,3 12,6 5,3 7,7
opakovatelnosti, RSD, [%]

Mez opakovatelnosti, r [mg/1] 0,1 0,1 0,1 0,3 0,4 0,6
(r=28xs,)

Smérodatna odchylka reprodukova- | 0,06 0,05 | 0,51 0,2 1,22 0,70
telnosti, sg[mg/1]

Relativni  smérodatna  odchylka | 28 20 35 31 51 26
reprodukovatelnosti, RSDr [%]

Mez reprodukovatelnosti, R [g/1] 0,2 0,1 1,4 0,7 34 2,0
(R = 2,8 X SR)

8.11. Kyselina syringova

Analyt Kyselina syringova

Vzorky Whisky | Brandy | Rum | Koitak 1 |Bourbon | Kok 2
Pocet zGcastnénych laboratofi 16 15 16 16 16 16
Poé)et zahrnutych vysledkt (labora- 16 15 15 15 16 15
tofi
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8.12.

Analyt Kyselina syringova

Vzorky Whisky | Brandy | Rum | Konak 1 | Bourbon | Komnak 2
Stfedni hodnota [mg/1] 0,4 0,2 2,5 1,4 34 4.8
Smérodatna odchylka opakovatel- | 0,03 0,02 | 0,06 0,13 0,08 0,11
nosti, s, [mg/l]
Relativni  smérodatna  odchylka | 6,7 12,6 2,3 9,0 2,3 2,3
opakovatelnosti, RSD, [%]
Mez opakovatelnosti, r [mg/l] 0,1 0,1 0,2 0,4 0,2 0,3
(r=28xs)
Smérodatna odchylka reprodukova- | 0,08 0,05 | 0,29 0,26 0,43 0,67
telnosti, sg[mg/1]
Relativni ~ smérodatnd  odchylka 19 29 11 18 13 14
reprodukovatelnosti, RSDyr [%]
Mez reprodukovatelnosti, R [g/1] 0,2 0,1 0,8 0,7 1,2 1,9
(R = 2,8 x sR)
Skopoletin

Analyt Skopoletin

Vzorky Whisky | Brandy | Rum | Konak 1 | Bourbon | Komak 2
Pocet zcastnénych laboratofi 10 10 10 10 10 10
Pocet zahrnutych vysledki (labora- 9 8 9 8 8 8
toff)
Stfedni hodnota [mg/1] 0,09 | 0,04 | 0,11 0,04 0,65 0,15
Smérodatna odchylka opakovatel- | 0,0024 | 0,0008 |0,0018| 0,0014 | 0,0054 | 0,0040
nosti, s, [mg/1]
Relativni  smérodatna  odchylka | 2,6 2.2 1,6 33 0,8 2.7
opakovatelnosti, RSD, [%]
Mez opakovatelnosti, r [mg/1] 0,007 | 0,002 | 0,005 | 0,004 0,015 0,011
(r=28xs,)
Smérodatna odchylka reprodukova- | 0,01 0,01 0,03 0,01 0,09 0,02
telnosti, sg[mg/1]
Relativni  smérodatna  odchylka 15 16 23 17 15 15
reprodukovatelnosti, RSDr [%]
Mezni reprodukovatelnosti, R [g/l] | 0,04 | 0,02 | 0,07 0,02 0,26 0,06
(R =28 x sg)

[1] Horwitz, W., ,, Protocol for the Design, Conduct and Interpretation of
Method-Performance Studies ", Pure and Applied Chemistry 67, 1995,

s. 332-343.

[2] Horwitz, W., ,, Evaluation of Analytical Methods Used for Regulation
of Foods and Drugs*, Analytical Chemistry 54, 1982, s. 67 A-76 A.
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4.2.

4.3.

4.4.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

XI. STANOVENI OBSAHU '¥C V ETHANOLU

Uvod

Stanoveni obsahu '*C v ethanolu umozije rozlisit alkohol ziskany z fosil-
nich pohonnych hmot (synteticky alkohol) a alkohol ze soucasnych surovin
(fermentacni alkohol).

Definice

Obsah '"C v ethanolu se povazuje za obsah '*C stanoveny zde popsanou

metodou nebo metodou popsanou v norm¢ EN 16640, metoda C.

Ptirozeny obsah C v atmosféte (referencni hodnota), ktera je absorbovana
zivou vegetaci prostiednictvim asimilace, neni konstantni hodnotou. Refe-
ren¢ni hodnota se v ethanolu proto urcuje ze surovin ziskanych v poslednim
vegetatnim obdobi. Tato ro¢ni referencni hodnota se stanovi podle normy
EN 16640. Lze vSak piijmout i jinou referencni hodnotu, je-li certifikovana
akreditovanym subjektem.

Podstata metody

Obsah '“C ve vzorku obsahujicim ethanol o nejméng 85 % hmotnostnich
se zjistuje pfimym od¢itanim scintilace roztoku.

Cinidla

Toluenovy scintilator

5,0 g 2,5-difenyloxazolu (PPO)

0,5g p-bis-[4-methyl-5-fenyloxazolyl(2)]-benzenu (dimethyl-POPOPu)
v jednom litru toluenu analytického stupné jakosti.

Mohou se téz pouzit hotové obchodni toluenové scintilatory téhoz slozeni.

Standard 'C

n-hexadekanovy '*C s aktivitou kolem 1 x 10° dpm/g (piblizng 1,67 x 10°
cBq/g) a se zaruCenou presnosti uréené aktivity £ 2 % rel.

Ethanol neobsahujici '*C

Synteticky alkohol ze surovin fosilniho pivodu obsahujici alespon 85 %

hmotnostnich ethanolu pro urceni pozadi.

Alkohol ze soucasnych surovin ziskanych z posledniho vegetacniho
obdobi, obsahujici alesponn 85 % hmotnostnich ethanolu, jako referencni
material.

Piistroje a pomicky
Vicekanalovy kapalinovy scintilaéni spektrometr s procesorem a auto-
matickou vné&jsi standardizaci a zobrazovanim vnéj$iho poméru standard/

kanal (obvykla konstrukce: tii méfici kanaly a dva kanaly na externi stan-
dard).

Poditaci trubice obsahujici ochuzeny draslik, vhodné pro spektrometr,
s tmavymi Sroubovacimi uzavéry a polyethylenovou vlozkou.

10 ml odmérné pipety.

10 ml automatické davkovaci zafizeni.

250 ml banka s kulatym dnem, se zabrouSenou sklenénou zatkou.
Lihovy destila¢ni pfistroj s vyhiivanim, napf. typu Micko.

50 ml injekéni mikrostiikacka.
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5.8.

5.9.

6.2.

6.3.

6.4.

7.2.

Pyknometricka nalevka, 25 ml a 50 ml pyknometr. Alternativné by mélo
byt povoleno rovnocenné vybaveni, jako je elektronickd denzimetrie.

Termostat s teplotni stabilitou = 0,01 °C.

Postup
Nastaveni piistroji

Pfistroje musi byt sefizeny podle pokynu vyrobce. Podminky pro méfeni
jsou optimalni, kdyz hodnota indexu jakosti E,/B dosahuje svého maxima.

E = ucinnost,
B = pozadi.

Optimalizovany jsou jen dva méfici kanaly. Treti je ponechan plné
otevieny pro ucely kontroly.

Vybér pocitacich trubic

Kazda z vétsSiho poctu pocitacich trubic, nez ktery bude pozdéji potiebny,
se naplni 10 ml syntetického ethanolu neobsahujictho '*C a 10 ml tolue-
nového scintilatoru. Kazda trubice se méfi po dobu nejméné 4 cykly x
100 minut. Trubice, jejichz pozadi se lisi o vice nez + 1 % rel. od priméru,
se vylouci. Mohou se pouzit jen nové trubice z tovarny a ze stejné Sarze.

Urceni vnéjsiho poméru standard/kanal (ESCR)

Béhem procesu nastavovani kanali (bod 6.1) se ESCS urcuje pomoci
vhodného pocitacového programu, kde se stanovi ucinnost. Jako vnéjsi
standard se pouziva 37 cesium, které jiz vestavel vyrobcee.

Priprava vzorku

Je mozné méfit vzorky o obsahu ethanolu nejméné 85 % hmotnostnich
a bez necCistot, které absorbuji vlnové délky kratsi nez 450 nm. Maly
zbytek esterti a aldehydd neni na zavadu. Pfedem se stanovi obsah alko-
holu ve vzorku s pfibliznou hodnotou 0,1 %.

MERENI VZORKU POMOCI VNEJSIHO STANDARDU

Prostiednictvim ESCR je mozné méfit vzorky se slabou absorbanci, jako
jsou ty, které jsou popsany v bodé 6.4, s hodnotou ESCR pfiblizné 1,8,
kterym se uskute¢ni méfeni miry Gc¢innosti.

Méieni

10 ml kazdého ze vzorku pftipravenych podle bodu 6.4 se napipetuje do
vybrané pocitaci trubice se zkontrolovanym pozadim a pomoci automatic-
kého davkovaciho zafizeni se ptida 10 ml toluenového scintilatoru. Vzorky
v trubicich se vhodnymi rota¢nimi pohyby homogenizuji; nesmi se pfipus-
tit, aby kapalina navlh¢ila polyethylenovou vlozku ve Sroubovacim
uzavéru. Stejnym zplsobem se pripravuje trubice obsahujici fosilni ethanol
bez '"*C k méfeni pozadi. Pro kontrolu pfislusné kazdoro&ni hodnoty 'C se
pripravuje duplikat ze soucasného ethanolu ziskaného z posledniho vege-
tacniho obdobi, pficemz se obsah trubice sméSuje s vnitinim standardem
podle bodu 8.

Kontrolni vzorek a vzorek pro urceni pozadi se umisti na pocatek mefici
série, ktera obsahuje nejvyse 10 vzorku pro rozbor. Celkova doba méfeni
na vzorek ¢ini nejméné 2 x 100 minut, pficemz se jednotlivé vzorky méfi
v dil¢ich 100minutovych etapach, tak aby se zadné zafizeni neposunulo,
nebo se neprojevil jiny vliv. (Jeden cyklus tedy odpovidd meéficimu inter-
valu 100 minut na vzorek).

Vzorek pro méfeni pozadi a kontrolni vzorek se musi pfipravovat jako
Cerstvé kazdé Ctyfi tydny.
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8.2.

9.2.

9.3.

9.4.

V piipadé vzorku se slabou absorbanci (s ESCR kolem 1,8) zména této
hodnoty jen bezvyznamné ovliviiuje G¢innost. Pokud se zména nachazi
v pasmu + 5% rel., lze ocekavat stejnou ucinnost. U vzorkl se silngjsi
absorbanci, jako jsou denaturované alkoholy, je mozné Gcinnost zabezpecit
pomoci korekéniho grafu. Neni-li k dispozici vhodny pocitacovy program,
je nutné pouzit vnitini standard, tato metoda pak poskytuje jednoznacny
vysledek.

Méieni vzorki pomoci vniténiho standardu hexadekan '*C
Postup

Kazdy kontrolni vzorek, vzorek pro méfeni pozadi (soucasny a fosilni
ethanol) a neznamy material jsou méteny dvojmo. Jeden vzorek duplikatu
se piipravuje v nevybrané trubici a jako vnitini standard se k nému ptidava
presné davkované mnozstvi (30 ml) hexadekanu e (pfidana aktivita Cini
kolem 26 269 dpm/gC, tedy ptiblizn¢ 43 782 cBq/gC). Pfiprava vzorku
a doba méfeni jsou popsany v bodé 7.2, avSak doby méfeni vzorkl obsa-
hujicich vnitini standard je mozné zkratit asi o pét minut prednastavenim
asi 10° pulzil. V jedné méfici sérii se pouziva jeden duplikat kazdého ze
vzorkil pro méteni pozadi a kazdého z kontrolnich vzorkd; tyto se umist'uji
na zaCatek meéfici série.

Zachazeni s vnitinim standardem a pocitacimi trubicemi

Aby se zabranilo znecisténi vnitinim standardem pfi méfeni, je nutné stan-
dard skladovat a manipulovat s nim mimo prostor, kde se pfipravuji a méfi
vzorky pro rozbor. Po méfeni je mozné opétovné pouzit trubice kontrolo-
vané z hlediska pozadi. Sroubovaci uzavéry a trubice obsahujici vnitini
standard se odstrani.

Vyjadreni vysledki

Jednotkou aktivity radioaktivni latky je becquerel; 1 Bq = 1 rozpad za
sekundu.

Mira specifické radioaktivity se vyjadiuje v becquerelech na jeden gram
uhliku = Bq/gC.

Pro ziskéani praktictéjsich vysledkt se tyto vysledky vyjadii v centibeque-
relech = cBq/gC.

V soucasné dob¢ je mozné uplatnit popisy a vzorce pouzivané v literature,
které vychazeji z dpm. Za tucelem ziskani odpovidajicich hodnot v c¢Bq
sta¢i hodnoty uvedené v dpm vynasobit zlomkem 100/60.

Vyjadieni vysledkd pomoci vnégjsiho standardu

(cpmp; — cpmyg) © 1,918+ 100
V-F-Z 60

cBq/gC =

Vyjadieni vysledk pomoci vnitiniho standardu

(cpmp; — cpmyg) * dpmyg © 1,918 © 100

Bq/gC =

cBa/e (cpmyg — cpmy,) © V- F+ 60

Zkratky

cpm,, = stiedni pocet pulzii vzorku napocitany béhem celkové doby

méfeni
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cpmNE = stiedni pocet pulzii pozadi vypodteny stejnym zpiisobem

cpmlS = pocet pulzi s vnitinim standardem

dpmIS = mnozstvi ptidaného vnitiniho standardu (kalibracni radioaktivita
v dpm)

\Y = objem pouzitych vzorkd v ml

F = obsah ¢istého alkoholu v gramech na mililitr dané koncentrace

V4 = ucinnost odpovidajici hodnot¢ ESCR

1,918 = mnozstvi alkoholu v gramech na gram uhliku

Spolehlivost metody

Opakovatelnost (r)

r = 0,632 cBq/gC; Sy = = 0,223 cBg/g C
Reprodukovatelnost (R)

R = 0,821 cBq/gC; SR, = £ 0,290 cBg/g C.
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