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L 99/4 UREDNI VESTNIK EVROPSKYCH SPOLECENSTVI 14.4.1999

NARIZENI KOMISE (ES) & 761/1999
ze dne 12. dubna 1999,

kterym se méni nafizeni (EHS) & 2676/90, kterym se stanovi metody Spolecenstvi pouZivané pro
rozbor vin

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,
s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského spolecenstvi,

s ohledem na nafizeni Rady (EHS) ¢. 822/87 ze dne
16. biezna 1987 o spolecné organizaci trhu s vinem ('), napo-
sledy pozménéné nafizenim (ES) ¢. 162798 (3), a zejména na
¢lanek 74 uvedeného nafizeni,

vzhledem k tomu, Ze nafizeni Komise (EHS) ¢. 2676/90 (}) na-
posledy pozménéné nafizenim (ES) ¢. 822/97 () popisuje
v piiloze metody rozboru; ze metoda rozboru pro kyselinu D-
jable¢nou popsand v kapitole 20 se ukdzala ponékud
nepfesnou a byla vyvinuta novd piesnéjsi metoda; Ze pro
rozbor derivatd kyanid byla vyvinuta novd presnéjsi metoda,
trovni byla vyvinuta novd metoda pro stanoveni ethyl-karba-
métu ve ving Ze tyto tfi metody byly potvrzeny v souladu
s mezindrodné uzndvanymi kritérii; Ze pouziti téchto metod
muize zabezpelit lep$i kontrolu jakosti a pravosti vina
a zabranit spordm  vyplyvajicim z pouZiti  zastaralych
a ponékud nespolehlivych metod rozboru; Ze popisy téchto
novych metod byly schvileny Mezindrodnim tfadem pro révu
a vino; Ze tuto metodu je tieba doplnit do uvedeného naffzeni;

vzhledem k tomu, Ze opatfeni tohoto nafizeni jsou v souladu
se stanoviskem Ridiciho vyboru pro vino,

PRIJALA TOTO NARIZENI:

Cldnek 1
Priloha k nafizeni (EHS) ¢. 2676/90 se méni takto:

1. Kapitola 20 (Kyselina D-jable¢nd) se nahrazuje pfilohou
I tohoto naffzeni.

2. Kapitola 38 (Derivaty kyanidl) se nahrazuje ptilohou II
tohoto nafizeni.

3. Pfiloha III tohoto nafizeni se dopliuje jako kapitola 44.

Cldnek 2

Toto nafizen{ vstupuje v platnost sedmym dnem po vyhldseni
v Ufednim véstniku Evropskych spolecenstvi.

Toto nafizeni je zdvazné v celém rozsahu a ptimo pouzitelné ve viech ¢lenskych statech.

V Bruselu dne 12. dubna 1999.

. vést. L 84, 27.3.1987,s. 1.
. vést. L 210, 28.7.1998, s. 10.
. vést. L 272, 3.10.1990, s. 1.
Lvést. L 117, 7.5.1997, s. 10.

Za Komisi
Franz FISCHLER

clen Komise
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3.1.

3.2.

3.3.

PRILOHA I

,20. KYSELINA D-JABLECNA
(enzymatickd metoda)

PRINCIP

V piitomnosti D-maldt-dehygedronasy (D-MDH) se kyselina D-jable¢nd (D-maldt) oxiduje nikotinamidadenindinu-
kleotidem (NAD) na oxaloctan. Vytvoreny oxaloctan se $tépi na pyruvat a oxid uhlicity.

D-MDH

D-malat + NAD™ pyruvat + CO, + NADH + H™

Mnozstvi vytvofeného NADH je tmérné obsahu kyseliny D-jable¢né a mé¥ se pii vlnové délce 334, 340 nebo
365 nm.

CINIDLA

Zkusebni sada pro pfiblizné 30 stanoveni:

a) lahvicka 1 s asi 30 ml roztoku sklddajictho se z tlumivého roztoku Hepes [N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N'-2-
ethansulfonové kyseliny] pH = 9,0 a stabilizatort;

b) lahvicka 2 s asi 210 mg NAD lyofilizatu;

¢) tiilahvicky 3 s D-MDH lyofilizdtem, kazd4 asi 8 U.

Pfiprava roztoka

1. Obsah lahvicky 1 pouzijte nezfedény. Pfed pouZitim roztok uvedte na teplotu 20 az 25 °C.

2. Obsah lahvicky 2 rozpustte ve 4 ml redestilované vody.

3. Obsah jedné z lahvicek 3 rozpustte v 0,6 ml redestilované vody. Pfed pouzitim roztok uvedte na teplotu 20 az

25 °C.

Stabilita roztoki

Obsah lahvicky 1 je stabiln{ alesponi po dobu jednoho roku, pokud je uloZen pfi +4 °C; roztok 2 je stabilni po dobu
tif tydnd, pokud je uloZen tii tydny pii +4 °C a po dobu dvou mésic pfi uloZeni p#i -20 °C; roztok 3 je stabilni
po dobu tif mésict, pokud je ulozen pFi +4 °C.

VYBAVEN{

Spektrofotometr, ktery umoziuje méfeni pii vlnové délce 340 nm, pii které je absorpce NADH na maximdlni
hodnoté. Pokud neni k dispozici, lze pouzit spektrofotometr se zdrojem nespojitého spektra, ktery umoznuje
provadét méfeni pii 334 nebo 365 nm. JelikoZ se jednd o méfeni absolutni absorbance (tj. bez sady kalibra¢nich
roztokt, ale s odkazem na extinkéni koeficient NADH), je nutné zkontrolovat stupnici vinovych délek a spektrdlni
absorbanci piistroje.

Sklenéné kyvety s délkou optické dréhy 1 cm (v pfipadé, Ze ddvite pfednost kyvetim na jedno pouziti, je mozné
pouzivat tyto).

Mikropipety pro pipetovdni objemt v rozsahu od 0,01 do 2 ml.
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4. PRIPRAVA VZORKU

Stanoveni D-maldtu se obvykle provadi pfimo na viné bez predbézného odbarveni.

Mnozstvi D-malétu v kyveté by mélo byt mezi 2 a 50 pg. Vino proto musi byt nafedéno tak, aby dévalo koncentraci D-
maldtu mezi 0,02 a 0,5 g/l piipadné 0,02 az 0,3 g/l (v zdvislosti na pouZitém piistroji).

Tabulka zfedéni:

Odhadované mnozstvi D-malétulitr
Méfeno pii Ztedéni vodou Faktor zfedén{ F
340 nebo 334 nm 365 nm
<03¢g <05¢g — 1
03-30¢g 0,5-50 g 1+9 10

5. POSTUP

Se spektrofotometrem nastavenym pro vlnovou délku 340 nm urcete absorbanci pomoci kyvet 1 ¢m a bud pouzijte
k nastaveni nulové absorbance vzduch (bez kyvety v optické drdze) nebo pouzijte vodu.

Do kyvety pipetujte:

Reference Test
Roztok 1 1,00 ml 1,00 ml
Roztok 2 0,10 ml 0,10 ml
Redestilovana voda 1,80 ml 1,70 ml
Vzorek pro méfeni — 0,10 ml

Promichejte a asi po Sesti minutdch zméite absorbanci referen¢niho a zkusebniho roztoku (A)).

Pridejte:

Reference Test

Roztok 3 0,05 ml 0,05 ml

Promichejte, po dokonceni reakce (pfiblizné 20 minut) zméfte absorbanci referenéniho a zkusebniho roztoku (A,).

Vypocitejte rozdil absorbance (A, _ A)) pro referen¢ni roztok (AA;) a zkuSebni roztok (AA;). Nakonec vypocitejte rozdil
mezi témito rozdily AA = AA; — AA,.

Pozndmka: Doba potiebnd pro dokonéeni enzymové aktivity se miize ménit od ddvky k ddvce. Doba uvedend vyse je ddna jen jako
voditko a doporucuje se ji stanovit pro kazdou ddvku.

Kyselina D-jablecnd reaguje prudce. Enzym také pfevadi kyselinu L-vinnou, av§ak mnohem pomaleji. To vysvétluje
mirnou vedlejsi reakci, coZ lze napravit pomoci extrapolace (viz dodatek A).



03/sv. 25

Utedni véstnik Evropské unie

121

7.1.

7.2.

8.

VYJADREN{ VYSLEDKU

Obecny vzorec pro vypocitani obsahu v mg/l je:

VxPM

exdxv AA

kde:

V = objem zkusebniho roztoku v ml (2,95 ml)
v = objem vzorku v ml (0,1 ml)

PM = molekulovd hmotnost stanovované litky (pro kyselinu D-jable¢nou je PM = 134,09)
d = optickd drdha kyvety v cm (1 cm)
¢ = absorp¢ni koeficient NADH

pfi 340 nm = 6,3 (| mmol! c¢m )

pfi 365 nm =3,4 (| mmol!' cm )

pfi 334 nm = 6,18 ( mmol’ cm ')

Pokud bylo béhem piipravy vzorku provedeno ziedéni, musi se vysledek vyndsobit faktorem zfedéni.

Obsah kyseliny D-jablecné se uvadi v miligramech na litr (mg/l) bez desetinnych mist.

PRESNOST

Podrobnosti o mezilaboratorni zkousce na presnost metody jsou shrnuty v dodatku B. Hodnoty odvozené z mezi-
laboratorni zkousky mohou byt nepouzitelné na rozsahy koncentraci stanovované slozky a latek matrice jiné, nez
jsou uvedené v dodatku B.

Opakovatelnost

Absolutni rozdil mezi dvéma jednotlivimi vysledky ziskanymi se stejnym vzorkem podrobené provozovatelem
zkousce pomoci stejného piistroje v nejkratsim Casovém intervalu nepiekro¢i hodnotu opakovatelnosti r ve vice
nez 5 % piipada.

r =11 mgfl

Reprodukovatelnost

Absolutni rozdil mezi dvéma jednotlivymi vysledky ziskanymi se stejnym vzorkem podrobené zkousce ve dvou
riznych laboratofich neptekroc¢i hodnotu reprodukovatelnosti R ve vice nez 5 % piipadii.

R = 20 mg/l
POZNAMKY

S ohledem na stupefl pfesnosti je tieba v piipadé potfeby potvrdit hodnoty kyseliny D-jablecné pod 50 mg/l jinou
metodou rozboru, kterd pouzivé jiny princip méfeni, jako napt. metodu Przyborského a kol. (Mitteilungen Klosterneu-
burg 43, 1993; 215 - 218, 1993).

Vzorek vina v kyveté by nemél piekrocit 0,1 ml, aby nedoslo k mozné inhibici enzymatické aktivity polyfenoly.
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Dodatek A

Jak zachdzet s vedlej$imi reakcemi

Vedlejsi reakce jsou obecné nasledkem sekundarnich reakei enzymu na p¥tomnost jinych enzymd v matrici nebo na
vzdjemnou reakci jednoho nebo vice prvka matrice s kofaktorem v enzymatické reakei.

U bézné reakce dosahuje absorbance po uréité dob¢, obecné 10 az 20 minut, konstantni hodnoty v zdvislosti na
rychlosti urcité enzymatické reakce. Kdyz vSak dojde k sekundarnim reakcim, absorbance nedosihne konstantni
hodnoty, ale zvysuje se pravidelné s postupem Casu. Tento typ procesu se bézné nazyva ,vedlejsi reakce’.

KdyZz nastane vedlejsi reakce, je tieba méfit absorbanci roztoku v pravidelnych intervalech (po kazdych dvou az péti
minutdch) po uplynuti doby pozadované k tomu, aby standardni roztok dosihl své konecné absorbance. Pokud se
absorbance zvysuje pravidelné, je tfeba provést pét az Sest méfeni a extrapolovat zpét pomoci grafu nebo vypoctu za
ucelem urceni absorbance, kterd by byla pozorovana, kdyby byl pfidin rozhodujici enzym (T0). Koncentrace substratu
se pocitd na zdkladé rozdilu v absorbanci extrapolované v té dobé (Af — Ai).

Absorbance

hlavni a vedlejSi reakce

- -
- - = -
- -

hlavni reakce

Y

vedlei$i reakce

I

TO (pfidani kone¢ného enzymu)

Obr. 1. Vedlejsi reakce
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Dodatek B
Statistické vysledky mezilaboratorni zkousky

Rok mezilaboratorni zkousky: 1995
Pocet laboratofi: 8

Pocet vzorku: 5 s pridavkem kyseliny D-jable¢né

Vzorek A B C D E
Pocet laboratofi zachovanych po vylouceni laboratof{ 7 8 7 8 7
piedklddajicich odchylné vysledky
Pocet laboratofi predklddajicich odchylné vysledky 1 - 1 - 1
Pocet piijatych vysledka 35 41 35 41 36
Primérnd hodnota (y)(mg/l) 161,7 65,9 33,1 106,9 111,0
Smérodatnd odchylka opakovatelnosti (s,) (mg/l) 4,53 4,24 1,93 4,36 4,47
Relativni smérodatnd odchylka opakovatelnosti (RSD)) (%) 2,8 6,4 58 41 4,00
Mez opakovatelnosti (r) (mg/l) 12,7 11,9 5,4 12,2 12,5
Smérodatnd odchylka reprodukovatelnosti (s;) (mg/l) 9,26 7,24 5,89 6,36 6,08
Relativni smérodatnd odch. reprodukovatelnosti (RSDy) (%) 5,7 11 17,8 5,9 5,5
Mez reprodukovatelnosti (R) (mg/l) 25,9 20,3 16,5 17,8 17,0

Typy vzorki:
A: Cervené vino, B: ¢ervené vino, C: bilé vino, D: bilé vino, E: bilé vino.
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PRILOHA II

,38. DERIVATY KYANIDU

(Pozor: pii manipulaci s chemikdliemi chloraminem T, pyridinem, kyanidem draselnym, kyselinou chlorovodikovou
a kyselinou fosfore¢nou dodrzujte bezpecnostni opatieni. Pouzité produkty fadné zlikvidujte v souladu s platnymi envi-
ronmentalnimi pravidly. Pozor na kyselinu kyanovodikovou uvolnénou béhem destilace okyseleného vina.)

1.

2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

3.1

3.2

33

3.4

3.5

3.6

4.1

4.2

PRINCIP

Veskerd volnd kyselina kyanovodikovd ve viné se uvoliiuje kyselou hydrolyzou a oddéluje se destilaci. Po reakci
s chloraminem T a pyridinem se vytvoreny glutakonovy dialdehyd stanovi kolorimetricky na zékladé modrého
zbarveni, které ddvd s kyselinou 1,3-dimethyl-barbiturovou.

VYBAVENI

Destila¢ni aparatura

Pouzivejte destila¢ni aparaturu popsanou pro stanoveni obsahu alkoholu ve viné.

Banka o objemu 500 mls kulatym dnem a s normalizovanym zdbrusem.
Vodni lazen fizend termostaticky na 20 °C.
Spektrofotometr umoziujici méfeni absorbance pii vinové délce 590 nm.

Sklenéné kyvety nebo kyvety na jedno pouziti s optickou drédhou 20 mm.

CINIDLA
Kyselina fosfore¢nd (H,PO,) pfi 25 % (hmotnost/objem)
Roztok chloraminu T (C,H,CINNa O,S, 3H,0) 3 % (hmotnost/objem)

Roztok kyseliny 1,3-dimethyl-barbiturové: rozpustte 3,658 g kyseliny 1,3-dimethyl-barbiturové (C,H,N,O,)
v 15 ml pyridinu a 3 ml kyseliny chlorovodikové (p,, = 1,19 g/ml) a piidejte 50 ml destilované vody.

Kyanid draselny (KCN)
Roztok jodidu draselného (KI) 10 % (hmotnost/objem)

Roztok dusi¢nanu stifbrného (AgNO;), 0,1 M

POSTUP
Destilace

Do bariky o objemu 500 ml (2.2) dejte 25 ml vina, 50 ml destilované vody, 1 ml kyseliny fosforecné (3.1)
a nékolik sklenénych kordlka. Bariku ihned poloZte do destila¢ni aparatury. Pomoci zkosené trubice vedte destildt
do odmérné baiiky o objemu 50 ml, kterd obsahuje 10 ml vody. Odmérnou baiku ponoite do ledové vody.
V odmérné baiice nashromdzdéte 30 az 35 ml destildtu (nebo celkem asi 45 ml kapaliny).

Zkosenou trubici kondenzdtoru proplichnéte nékolika mililitry destilované vody, uvedte destilit na 20°C
a doplnte destilovanou vodou az ke kalibra¢ni znacce.

Méfeni

Do kuzelové baniky o objemu 50 ml se zabrousenou sklenénou zdtkou dejte 25 ml destildtu, pfidejte 1 ml
roztoku chloraminu T a zazdtkujte. Po pfesné 60 vtefindch pfidejte 3 ml roztoku kyseliny 1,3-dimethyl-barbitu-
rové (3.3), zazitkujte a nechte stit 10 minut. Pak zméfte absorbanci proti srovndvacimu vzorku (25 ml destilo-
vané vody misto 25 ml destildtu) pfi vinové délce 590 nm v kyvetdch s optickymi dradhami 20 mm.
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5. STANOVENI KALIBRACNI KRIVKY

5.1  Argentometrickd titrace kyanidu draselného
V odmérné bance o objemu 300 ml rozpustte asi 0,2 g KCN (3.4), peclivé zvazenych, ve 100 ml destilované
vody. Pridejte 0,2 ml roztoku jodidu draselného (3.5) a titrujte roztokem dusi¢nanu stfibrného 0,1 M (3.6) az

do doby, kdy ziskite stabilni nazloutlé zabarveni.

1 ml roztoku dusi¢nanu stifbrného 0,1 M odpovidd 13,2 mg KCN; vypoctéte koncentraci vzorku KCN.

5.2 Standardni kiivka

5.2.1 Pfiprava standardniho roztoku

Po stanoveni koncentrace KCN podle postupu uvedeného v 5.1 pfipravte standardni roztok s obsahem 30 mg|l
kyseliny kyanovodikové (30 mg HCN = 72,3 mg KCN) Roztok zfedte 1/10.

Zavedte 1,0 ml, 2,0 ml, 3,0 ml, 4,0 mla 50 ml zfedéného roztoku do odmérnych banék o objemu 100 ml
a doplite az ke znacce destilovanou vodou. Pfipravené roztoky obsahuji 30 pg, 60 pg, 90 pg, 120 pg
a 150 pg kyseliny kyanovodikové na litr.

5.2.2 Titrace
Vezméte takto ziskané vzorky o objemu 25 ml a pokracujte, jak je uvedeno vyse v bodech 4.1 a 4.2.

Hodnoty ziskané pro absorbanci s ohledem na standardni roztoky jako funkce odpovidajictho obsahu kyseliny
kyanovodikové maji tvorit piimku prochdzejici pocatkem.

6.  VYJADRENI VYSLEDKU
Kyselina kyanovodikovd se uvadi v mikrogramech na litr (ug/l) bez desetinnych mist.
6.1  Metoda vypoctu

Odectéte obsah kyseliny kyanovodikové na kalibra¢ni kfivce. Pokud byl vzorek zfedén, vysledek vyndsobte
faktorem zfedéni.

Opakovatelnost (r) a reprodukovatelnost (R)
Bilé vino =1 = 3,1 pgfl nebo piiblizné 6 % x,
R = 12 pg/l nebo piiblizné 25 %- x,

Cervené vino = r = 6,4 ug/l nebo piiblizné 8 %- x,

R = 23 pg/l nebo piiblizné 29 % x;

x; = prumérnd koncentrace HCN ve viné

el
1

' 48,4 g/l pro bilé vino

el
1

. 80,5 pgfl pro Cervené vino.
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PRILOHA 11

44. STANOVENI ETHYL-KARBAMATU VE VINE: SELEKTIVNI DETEKCNI METODA S POUZITIM PLYNOVE
CHROMATOGRAFIE[HMOTNOSTN{ SPEKTROMETRIE

(Pouzitelné pro stanoveni ethyl-karbamatu pro koncentrace 10 az 200 pg/l)

(Pozor: pti manipulaci s chemikaliemi, ethanolem, acetonem a karcinogennimi produkty (ethyl-karbamadt a dichlorme-
than) dodrzujte bezpecnostni opatfeni. Pouzitd rozpoustédla fadné zlikvidujte v souladu s platnymi environmentdlnimi

pravidly.)
A. Princip

Ke vzorku se pfiddvd propyl-karbamét jako vnitini standard, roztok se fedi vodou a ddvd do extrakéni kolony
s 50 ml pevné faze. Ethyl-karbamdt a propyl-karbamat se eluuji dichlormethanem.

Eludt se koncentruje ve vakuové rotaéni odparce. Koncentrat se analyzuje plynovou chromatografii (GC — Gas Chro-
matography). Detekce se provadi hmotnostni spektrometrii s pouzitim fragmentometrie v rezimu SIM (selected ion
monitoring — sledovani vybranych iontti)

B. Aparatura a chromatografické podminky (p¥iklad)

a) Plynovy chromatograffhmotnostni spektrometr (GC/MS) a v piipadé potieby filtr vzorkd a systém zpracovani
dat nebo rovnocenny.

Kapildrni kolona z kfemenného skla 30 m (*) x 0,25 mm vnitin{ primér, film 0,25 pm typu Carbowax 20M

Provoz: vstiikova¢ 180 °C, vektor heliového plynu pfi 1ml/minutu, vstiikovani metodou bez déleni vstiikovaného
mnozstvi.

Teplotni program: 40 °C po 0,75 minuty, pak zvySovat o 10 °C/min. az na 60 °C, pak po 3 °C/min. aZ na 150
°C (**), pak zvysit na 220 °C a udrZovat tuto teplotu po 4,25 minuty. Specificky reten¢ni ¢as pro ethyl-karbamat
je 23 az 27 minut, pro propyl-karbamdt 27 az 31 minut.

Rozhrani plynového chromatografu/spektrometru (GC/MS): pfevodni potrubi 220 °C. Parametry hmotnostniho
spektrometru ru¢né vyladéné perfluortributylaminem a optimalizované na niz§i hmotnostni citlivost, rezim
sniméni SIM, zpozdéni rozpoustédla a cas zahdjeni snimdni 22 minut, doba prodlevy/iont 100 ms.

b) Vakuovd rota¢ni odparka nebo koncentracni systém obdobny systému Kuderna Danish.

(Pozndmka: rychlost regenerace ethyl-karbamatu ze zkuSebniho vzorku, C(g) musi byt béhem procesu mezi 90
a 110 %)

¢) Banka — hruskovitého tvaru, 300 ml, jediné zabrousené hrdlo.

d) Koncentrac¢ni trubice — 4 ml, opatfend stupnici, s teflonem potazenym spojem a zdtkou.
C. Cinidla

a) Aceton — kvalita LC

(Pozndmka: pfed pouzitim v GC/MS zkontrolujte kazdou ddvku na nepfitomnost odezvy pro ionty s m(z 62, 74
a 89)

b) Dichlormethan

(Pozndmka: pied pouzitim v GC/MS analyzujte kazdou ddvku po 200ndsobné koncentraci pro kontrolu neptitom-
nosti odezvy pro ionty s m/z 62, 74 a 89.)

¢) Ethanol - bezvody

(*) Pro urcitd zvlast plna vina muZe byt zddouci kapildrni kolona 50 m.
(**) Pro urcitd zvldst plnd vina mtze byt zZadouci teplotn{ program 2 °C/min.
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d)

e)

f)

=

a)

Standardni roztoky ethyl-karbamdtu (EC)

1. Zasobni roztok — 1,00 mg/ml. Odvazte 100 mg EC (Cistota 99 %) v odmérné bafice o objemu 100 ml
a ziedte acetonem.

2. Standardni pracovni roztok — 10,0 pg/ml. Pfeneste 1 ml zdsobniho roztoku EC do odmérné baniky o objemu
100 ml a zfedte acetonem az ke znacce.

Propyl-karbamat (PC), standardni roztoky

1. Zasobni roztok — 1,00 mg/ml. Odvazte 100 mg PC (kvalita ¢inidla) v odmérné bance o objemu 100 ml
a zfedte acetonem.

2. Standardni pracovni roztok — 10,0 pg/ml. Pfeneste 1 ml zdsobniho roztoku PC do odmérné banky o objemu
100 ml a zfedte acetonem az ke znacce.

3. Vnitini standard — 400 ng/ml. Pfeneste 4 ml standardniho pracovniho roztoku PC do odmérné banky
o objemu 100 ml a zfedte vodou az ke znacce.

Standardni kalibrované roztoky EC-PC

Roziedte standardni pracovni roztok EC (d)(2) a standardni pracovni roztok PC (¢)(2) dichlormethanem, abyste
ziskali:

1. (100 ng EC a 400 ng PC)/ml;

. (200 ng EC a 400 ng PC)/ml;
. (400 ng EC a 400 ng PC)/ml;
. (800 ng EC a 400 ng PC)/ml;

. (1600 ng EC a 400 ng PC)/ml.

Zku3ebni vzorek — 100 ng EC/ml ve 40 % ethanolu

Preneste 1 ml standardniho pracovniho roztoku EC (d)(2) do odmérné banky o objemu 100 ml a zfedte 40 %
ethanolem az ke znacce.

Extrakéni kolona s pevnou fézi — materidl na jedno pouziti naplnény kiemelinou, kapacity 50 ml

Pozndmka: Pred rozborem kazdou ddvku extrakénich kolon zkontrolujte na regeneraci EC a PC a absenci odezvy
pro ionty s m/z 62, 74 a 89. Pfipravte zkusebni vzorek 100 ng EC/ml (g). Analyzujte 5,00 ml zkusebniho
vzorku podle popisu v D(a), E a F. Regenerace 90 az 110 ng EC/ml je uspokojivd. Absorpéni ¢inidla, jejichz
prumér ¢astic je nepravidelny, mohou vést a pomalému toku, coZ ovliviuje regeneraci EC a PC. Pokud po néko-
lika zkouskdch neni dosazeno 90 az 110 % hodnoty zkusebniho vzorku, vymérite kolonu nebo k urceni mnoz-
stvi EC pouzijte upravenou kalibra¢ni kiivku regenerace. K ziskdni upravené kalibracni kiivky pfipravte stan-
dardni roztoky podle popisu v (f), ale misto dichlormethanu pouzijte 40 % ethanol.

Standardni kalibra¢ni roztok analyzujte podle popisu v D, E a F.

Pomoci poméru EC[PC extrahovanych standardii stanovte novou kalibra¢ni kiivku.

D. Pfiprava zkuSebniho vzorku

Do dvou oddélenych kddinek o objemu 100 ml vloZte nédsledujici objemy testovanych materidld.

vina o obsahu alkoholu vice nez 14 % objemovych: 5,00 + 0,01 ml;

b) vina o obsahu alkoholu nejvyse 14 % objemovych: 20,00 + 0,01 ml.
Do kazdé kidinky pfidejte 1 ml roztoku vnitfniho standardu PC C(e)(3) a vodu tak, abyste ziskali celkovy objem
40 ml (nebo 40 g).
. Extrakce
Extrakci je tfeba provadét pod digestoif s piiméFenym odtahem.
Vzorek pfipraveny podle bodu D pfeneste do extrakéni kolony.

Kddinku vypldchnéte 10 ml vody a vyplachovaci vodu preneste do kolony.
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Ponechte kapalinu absorbovat po dobu ¢tyf minut. Vymyjte 2 x 80 ml dichlormethanu. Eludt zachycujte v kuzelové
bafice o objemu 300 ml.

Odpaite eludt na 2 aZ 3 ml v rota¢ni odparce na vodni ldzni o teploté 30 °C (pozndmka: nenechte odpafit do
sucha).

Koncentrovany zbytek pfeneste Pasteurovou pipetou do trubice se stupnici o objemu 4 ml.

Bariku vypldchnéte 1 ml dichlormetanu a vyplachovaci tekutinu pfeneste do trubice. Vzorek koncentrujte na 1 ml
pod slabym proudem dusiku.

V piipadé potieby pieneste koncentrdt do bariky automatického vzorkovace k rozboru GC/MS.

. Rozbor GC/MS

a) Kalibra¢ni kiivka

Do GC/MS vstifknéte 1 pl kazdého standardniho kalibracniho roztoku C(f). Nakreslete graf poméru plochy EC-PC
pro odezvu iontdi s mfz 62 na svislé ose a mnozstvi EC v ng/mg na vodorovné ose (100, 200, 400, 800
a 1600 ng/ml).

b) Kvantifikace EC

Do systému GC/MS vstifknéte 1 pl koncentrovaného extraktu pfipraveného podle E a vypocitejte pomér plochy
EC-PC pro iont s mfz 62. Pomoci kalibra¢ni kiivky vnitintho standardu stanovte koncentraci EC (ng/ml)
v extraktu. Vypocitejte koncentraci EC v zkuSebnim vzorku (ng/ml) tak, Ze vydélite mnozstvi EC (ng) v extraktu
objemem zkusebniho vzorku (ml).

¢) Potvrzeni totoznosti EC

Stanovte, zda se odezvy pro ionty s mfz 62, 74 a 89 objevuji béhem retenéniho ¢asu EC. Tyto odezvy jsou
typické pro hlavni fragmenty (M-C,H,)* a (M-CH,)* a molekulovy iont (M)*. Pfitomnost EC se potvrzuje, pokud
relativni poméry téchto iontd jsou mezi 20 % pomért pro standard EC. Extrakt mize byt nutné dale koncen-
trovat za ti¢elem dosazeni dostate¢né odezvy pro iont mfz 89.

. Mezilaboratorni testy

Tabulka udévé jednotlivé vysledky pro prakticky pripraveny vzorek a pro oba typy vina.

Cochraniv test vedl k vylouceni pouze jedné dvojice vysledkd, pro vino o obsahu alkoholu vice nez 14 % objemo-
vych a pro vino o obsahu alkoholu nejvyse 14 % objemovych ze dvou raznych laboratofi.

Relativni reprodukovatelnost (RSD;) mé sklon k poklesu s tim, jak se zvySuje koncentrace ethyl-karbamatu.

Provedeni metody pro urleni ethyl-karbamdtu EC v alkoholickych ndpojich pomoci GC/MS.

Vzorek przl‘{:ltéern %,C pl:ifi%(;lnéirsclsc S, Sk RED" RSODR
(ng/m) ) o "
Vina > 14 % obj. 40 1,59 4,77 4,01 12,02
80 89 3,32 7,00 4,14 8,74
162 90 8,20 11,11 5,05 6,84
Vina < 14 % obj. 11 0,43 2,03 3,94 18,47
25 93 1,67 2,67 6,73 10,73
48 93 1,97 4,25 4,10 8,86




