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II

(Nelegislativni akty)

NARIZENI

PROVADECI NARIZENI KOMISE (EU) 2016/635
ze dne 22. dubna 2016,

kterym se méni pfiloha nafizeni (ES) & 2870/2000, pokud jde o nékteré referentni metody
pouzivané pro rozbor lihovin

EVROPSKA KOMISE,
s ohledem na Smlouvu o fungovani Evropské unie,

s ohledem na nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 110/2008 ze dne 15. ledna 2008 o definici, popisu,
obchodni tpravé, oznacovéni a ochrané zemépisnych oznaceni lihovin a o zruSeni nafizeni Rady (EHS) ¢. 1576/89 (1),
a zejména na ¢l. 28 odst. 2 uvedeného nafizent,

vzhledem k témto dévodtm:

(1)  Nafizeni Komise (ES) ¢. 2870/2000 () uvddi seznam referen¢nich metod pouZivanych pro rozbor lihovin
a popisuje je. Nékteré metody uvedené v piiloze uvedeného nafizeni, mezi néz pati{ metody pro stanoveni
t€kavych kyselin a celkového obsahu cukru v lihovindch, viak jesté nebyly popsény.

(2)  Na metody pro stanoveni tékavych kyselin a celkového obsahu cukru v nékterych lihovindch se zaméfily dvé
mezindrodni valida¢ni studie, které byly provedeny v souladu s mezindrodné schvilenymi postupy, a vykonnostni
parametry téchto metod byly shleddny jako ptijatelné. Studie byly uskute¢nény jako soucdst vyzkumného
projektu Evropské komise zaclenéného do rdmce IV Program norem, méfeni a pokusii (SMT). Popis uvedenych
metod by proto mél byt zafazen do piilohy nafizeni (ES) ¢. 2870/2000.

(3)  Natizeni (ES) ¢. 110/2008 stanovi pozadavky pro nékteré kategorie lihovin, které maji stirnout v dievénych
nddobéch, a stanovi, Ze jiné lihoviny mohou stdrnut{ prodélat. Rozbor hlavnich slou¢enin pochézejicich ze dieva
miZe pomoci pii posuzovani, zda je vzorek v souladu s definici odpovidajici piislusné kategorii lihoviny.
Mezindrodni organizace pro révu a vino (OIV) uznala metodu rozboru ke stanoveni téchto sloucenin ve svém
usneseni OIV/OENO 382 A/2009. Uznani této metody vychdzelo z ddaji ziskanych z mezindrodni studie
vykonnosti metod u rtiznych lihovin, kterd byla provedena na zdkladé mezindrodné dohodnutych postupt. Tato
metoda a jeji popis by proto mély byt pfidiny k referenénim metoddm Unie pouzivanym pro rozbor lihovin
uvedenym v piiloze nafizeni (ES) ¢. 2870/2000.

(4)  Nafizeni (ES) ¢. 2870/2000 by proto mélo byt odpovidajicim zptisobem zménéno.

(5)  Opatfeni stanovend timto nafizenim jsou v souladu se stanoviskem Vyboru pro lihoviny,

() Uk vést. L 39, 13.2.2008, s. 16.
() Nafizeni Komise (ES) ¢. 2870/2000 ze dne 19. prosince 2000, kterym se stanovi referencni metody Spolecenstvi pouzivané pro rozbor
lihovin (UF. vést. L 333, 29.12.2000, s. 20).



L 108/2 Utednt véstnik Evropské unie 23.4.2016

PRIJALA TOTO NARIZENI:
Cldnek 1

Ptiloha nafizeni (ES) ¢. 2870/2000 se méni v souladu s pfilohou tohoto nafizeni.
Cldnek 2

Toto nafizeni vstupuje v platnost tietim dnem po vyhldseni v Urednim véstniku Evropské unie.

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

V Bruselu dne 22. dubna 2016.

Za Komisi

piedseda
Jean-Claude JUNCKER
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PRILOHA

Priloha nafizeni (ES) ¢. 2870/2000 se méni takto:

1)

Obsah se méni takto:
a) v bodech II.3 a VIII se odstrafiuje vyraz ,(p.m.)";
b) dopliuje se novy bod, ktery zni:

,X. Stanoveni slozek dfeva: ,furfural, 5-hydroxymethylfurfural, 5-methylfurfural, vanilin, syringaldehyd, konife-
raldehyd, sinapaldehyd, kyselina gallovd, kyselina ellagovd, kyselina vanilovd, kyselina syringova

“ «

a skopoletin®.

V kapitole III se dopliiuje nova &ast, kterd zni:
JIL3  STANOVENI TEKAVYCH KYSELIN V LIHOVINACH
1. Oblast pouziti

Tato metoda byla validovdna 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 Gcely — Specifikace a zkusebni metody

3. Definice
3.1.  Obsah te&kavych kyselin se vypocitd odectenim obsahu net€kavych kyselin od celkového obsahu kyselin.
3.2.  Celkovy obsah kyselin je soucet titrovatelnych kyselin.

3.3.  Obsah net€kavych kyselin je tvofen zbytky po odpafeni lihoviny do sucha.

4. Podstata metody

Celkovy obsah kyselin a obsah netékavych kyselin se ur¢i titraci ¢i potenciometrii.

~_ 7 x*

5. Reakéni ¢inidla a materidl

Neni-li uvedeno jinak, pouZiji se pfi rozboru pouze reakéni ¢inidla o Cistoté p.a. a voda o Cistoté alespoii 3
podle normy ISO 3696:1987.

5.1. 0,01 M roztoku chloridu sodného (NaOH)

5.2. Smésny indikdtorovy roztok:
Odvizi se 0,1 g indigokarminu a 0,1 g fenolové Cerveni.

Rozpusti se ve 40 ml vody a doplni se ethanolem na 100 ml.
6. Pistroje a vybaveni
Laboratorni vybaveni na nepfimé méfent, laboratorni sklo tfidy A a nasledujici vybaveni:

6.1.  Vodni vyvéva
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6.2.  Rota¢ni odpafoval nebo ultrazvukovd lazen

6.3.  Vybaveni na potenciometrickou titraci (nepovinné)

7. Odbér vzorki a vzorky

Pred rozborem se vzorky uchovavaji pfi pokojové teploté.

8. Postup
8.1.  Celkovy obsah kyselin
8.1.1. Piiprava vzorku

V piipadé potieby se lihovina oza#{ ultrazvukovymi vlnami (ultrasonikace) nebo se v pfipadé potieby michd
ve vakuu po dobu dvou minut, aby byla zbavena oxidu uhlicitého.

8.1.2. Titrace
25 ml lihoviny se pipetou prenese do Erlenmeyerovy baiky o obsahu 500 ml.

Ptida se pfiblizné 200 ml zchlazené ptevaiené destilované vody (Cerstvé ptipravené kazdy den) a 2—6 kapek
smésného indikdtorového roztoku (5.2).

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

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

Necht n, , je objem 0,01 M pfidaného roztoku hydroxidu sodného.

8.1.3. Vypocet
Celkovy obsah kyselin (CK) vyjadfeny v miliekvivalentech na litr lihoviny je 0,4 x n,.

Celkovy obsah kyselin (CK') vyjadfeny v miliekvivalentech na litr lihoviny je 24 x n,

8.2.  Obsah netekavych kyselin
8.2.1. Piiprava vzorku

Necha se odpatit 25 ml lihoviny do sucha:

25 ml lihoviny se pfenese pipetou do vilcové odparovaci misky o priiméru 55 mm s rovnym dnem. Béhem
prvni hodiny odpafovini je odpafovaci miska umisténa na poklopu lazné s vafici vodou, aby se kapalina
nevafila, protoze by pfi vystiknuti mohlo dojit k jejim ztratdm.

Vzorek se dosusi umisténim odpafovaci misky do susdrny pfi 105 °C na dvé hodiny. Odpafovaci miska se
nechd zchladnout v exsikdtoru.

8.2.2. Titrace

Zbytek po odpatovani se rozpusti pomoci zchlazené prevaiené destilované vody (Cerstvé piipravené kazdy
den), dopliiuje se az do objemu pfiblizné 100 ml a pfidd se 2-6 kapek smésného indikdtorového
roztoku (5.2).

Titruje se s 0,01 M roztokem hydroxidu sodného (5.1).
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Je rovnéz mozné provést potenciometrickou titraci do pH 7,5.

Necht n, , je objem 0,01 M pfidaného roztoku hydroxidu sodného.

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

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

9. Vypocet obsahu tékavych kyselin
9.1.  Vyjddfeno v miliekvivalentech na litr:

Necht:

CK = celkovy obsah kyselin v miliekvivalentech na litr

NK = obsah netékavych kyselin v miliekvivalentech na litr
Obsah tékavych kyselin, TK, v miliekvivalentech na litr je:
CK - NK

9.2.  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 tekavych kyselin, TK, v mg kyseliny octové na litr je:
CK’ — NK’

9.3.  Vyjddfeno v g kyseliny octové na hl ¢istého alkoholu o 100 % objemovych je: % x 10

kde A je objemovy obsah alkoholu v lihoviné
10.  Utinnostni charakteristiky metody (p¥esnost)
10.1.  Statistické vysledky mezilaboratorniho testu

Nésledujici tdaje byly ziskdny pii mezindrodnim mezilaboratornim experimentu zaméfeném na parametry
metody provadéném mezindrodné dohodnutym postupem [1] [2].

Rok provedeni mezilaboratorniho testu 2000
Pocet laboratoff 18

Pocet vzorka 6
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Vzorky A B C D E F

Pocet zahrnutych laboratofi po vylouceni od- 16 18 18 14 18 18

lehlych vysledka

Pocet odlehlych vysledka (laboratof) 2 4

Pocet zahrnutych vysledka 32 36 36 28 36 36

Stiedn{ hodnota (%) [mg/L] 272* 30 591* 46 107 492

241* 641*

Smérodatnd odchylka za podminek opakova- 8,0 3,6 15,0 3,7 6,7 8,5

telnosti, s, [mg/l]

Relativni smérodatnd odchylka za podminek | 3,1 11,8 2,4 8,0 6,2 1,7

opakovatelnosti, RSDr [%]

Mez opakovatelnosti, r [mg/1] 23 10 42 10 19 24

Smérodatnd odchylka reprodukovatelnosti, s, 8,5 8,4 25,0 4,55 13,4 24,4

(mg/l]

Relativni smérodatnd odchylka reprodukova- | 3,3 27,8 4,1 9,9 12,5 5,0

telnosti, RSDy [%]

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

Typy vzorkd

A Svestkovy destilat: rozdélend droveni (¥).
B Rum [ neoznacené duplikdty.

C Rum II: rozdélend troven (¥).

D Slivovice: neoznacené duplikaty.

E Brandy: neoznacené duplikaty.

F Matolinovd pélenka: neoznacené duplikdty.

[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.“

3) Dopliuje se kapitola VIII, kterd zni:

SVIIL

1.

CELKOVY OBSAH CUKRU

Oblast pouziti

Ke stanoveni celkového obsahu cukru (vyjadfeného jako invertni cukr) v lihovinach, s vyjimkou lihovin
obsahujicich vaje¢né ¢i mlé¢né produkty, je pouzitelnd metoda HPLC-RIL

Tato metoda byla validovdna mezilaboratorni studii pro pastis, destilovany anis, tfesfiovy likér, creme de
(s uvedenim ndzvu ovoce nebo pouzité suroviny) a créme de cassis v mnozstvich od 10,86 g/l do 509,7 g/l.
Linearita odezvy pfistroje vSak byla prokdzdna pro rozsah koncentrace od 2,5 g/l do 20,0 g/l.

Tato metoda nenf ur¢ena pro stanoveni nizkych hodnot obsahu cukru.
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2. Odkazy na normy
ISO 3696:1987 Jakost vody pro analytické ticely — Specifikace a zkusebni metody

3. Podstata metody
K urceni koncentrace glukézy, fruktézy, sacharézy, maltézy a laktézy v cukernych roztocich se pouzivd
vysokoucinnd kapalinovd chromatografie.
Tato metoda vyuzivd alkylaminovou staciondrni fizi a diferen¢ni refraktometrickou detekci a slouzi jako
piiklad. Jako staciondrni fazi je moZné pouzit také aniontoménicové pryskyfice.

4., Reakéni ¢inidla a materidl

4.1.  Glukéza (CAS 50-99-7), o Cistoté alesponi 99 %.

4.2.  Fruktbza (CAS 57-48-7), o &istoté alespon 99 %.

4.3, Sachardza (CAS 57-50-1), o &istoté alespont 99 %.

4.4.  Laktéza (CAS 5965-66-2), o Cistoté alespon 99 %.

4.5.  Monohydrat maltézy (CAS 6363-53-7), o Cistoté alespont 99 %.

4.6.  Cisty acetonitril (CAS 75-05-8) na rozbor pomoci HPLC.

4.7.  Destilovand nebo demineralizovand voda, nejlépe mikrofiltrovana.

4.8.  Rozpoustédla (piiklad)
Elu¢ni rozpoustédlo se sklada z:
75 objemovych ¢asti acetonitrilu (4.6)
25 objemovych ¢&sti destilované vody (4.7)
Pred pouzitim se nechd roztokem po dobu 5-10 minut pomalu prochdzet helium, aby doslo k odplynéni.
Pokud se nepouzivd mikrofiltrovand voda, je tfeba rozpoustédlo prefiltrovat pomoci filtru pro organickd
rozpoustédla s maximdlni velikosti port 0,45 pm.

4.9.  Absolutni ethanol (CAS 64-17-5).

4.10. Roztok ethanolu (5 % obj.).

4.11. Pfiprava standardniho zdsobniho roztoku (20 gf])
Odvézi se 2 g kazdého cukru, ktery méd byt analyzovin (4.1-4.5), a vzorky se beze ztrdt pfenesou do
odmérné banky o objemu 100 ml. (Pozndmka: 2 g maltézy odpovidd 2,11 g monohydritu maltézy).
Doplni se roztokem alkoholu o 5 % obj. (4.10) do 100 ml, protiepe se a uchovavd pii teploté piiblizné
+ 4 °C. Kazdy tyden se pfipravi novy zdsobni roztok.

4.12. Pfiprava standardnich pracovnich roztokd (2,5; 5,0; 7,5; 10,0 a 20,0 g/l)

Odpovidajicim zptsobem se ziedi zdsobni roztok — 20 g/l (4.11) — roztokem alkoholu o 5 % obj. (4.10), aby
se ziskalo pét standardnich pracovnich vzorki o hmotnostni koncentraci 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 a 20,0 g/l
Prefiltruje se pomoci filtru s maximalni velikosti péri 0,45 pm (5.3).
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5. Pfistroje a vybaveni
5.1.  Systém pro HPLC, ktery umoziiuje separaci vSech cukrti na zdkladni linii.
5.1.1. Vysokot¢inny kapalinovy chromatograf s Sesticestnym vstfikovacim ventilem a 10 pl smyckou nebo jinym
automatickym nebo manudlnim zafizenim, které umoznuje spolehlivé davkovani velmi malych objemd.
5.1.2. Cerpacf systém umoznujici s velkou piesnosti doséhnout stalého ¢ programovaného priitoku a udrzet jej.
5.1.3. Diferencidlni refraktometr.
5.1.4. Integrétor ¢i zapisovac, jehoz vykon je kompatibilni s ostatnim vybavenim.
5.1.5. Predkolona:
Doporucuje se k analytické koloné pfipojit vhodnou pfedkolonu.
5.1.6. Kolona (ptiklad):
Material: nerezavéjici ocel nebo sklo.
Vnitin{ primér: 2-5 mm.
Délka: 100-250 mm (v zdvislosti na velikosti ¢astic plnictho materidlu), napiiklad pokud je
pramér ¢stic 5 pm, odpovidajici délka je 250 mm.
Staciondrni faze: alkylaminové funkéni skupiny vdzané na oxid kiemicity s maximalni velikosti{ castic
5 pm.
5.1.7. Podminky chromatografie (piiklad):
Elu¢ni rozpoustédlo (4.8.), pritok: 1 ml/minuta.
Detekce: Diferencni refraktometrie.
Aby byla zajisténa dokonald stabilita detektoru, mél by byt zapnuty po dobu nékolika hodin pted pouzitim.
Referen¢ni ¢dst musi byt naplnéna elu¢nim rozpoustédlem.
5.2.  Analytické véhy s ptesnosti 0,1 mg.
5.3.  Filtr na malé objemy s mikromembranou 0,45 pm.
6. Uchovavani vzorki
Thned po obdrzeni se vzorky umistuji do prostfedi s pokojovou teplotou, kde jsou pfed rozborem
uchovavany.
7. Postup
7.1. CAST A: Piiprava vzorku
7.1.1. Vzorek se protiepe.
7.1.2. Prefiltruje se pomoci filtru s maximadlni velikosti p6rt 0,45 pm (5.3).
7.2. CAST B: HPLC
7.2.1. Stanoveni

Vstitkne se 10 pl standardnich roztokd (4.12.) a vzorkt (7.1.2.). Za vhodnych podminek pro chromatografii,
naptiklad vyse popsanych, se provede rozbor.
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7.2.2. Pokud je plocha (nebo vyska) nékterého piku vzorku vétsi nez u nejkoncentrovangjsiho standardu, pfislusny

vzorek je tieba zfedit destilovanou vodou a zanalyzovat znovu.

8. Vypocet
Srovnaji se chromatogramy ziskané z rozboru standardniho roztoku a z rozboru lihoviny. Podle reten¢nich
Cast se urci piky. Zméfi se plochy (¢i vysky) pikt a metodou vngjsiho standardu se vypocitaji koncentrace.
Zohledni se nafedéni vzorku.
Vysledkem je soucet obsahu sachardzy, maltozy, laktozy, glukézy a fruktézy vyjadieny jako invertni cukr
v g/l
Invertni cukr se vypocitd jako soucet vSech pfitomnych monosacharidii a redukujicich disacharid plus
stechiometrické mnozstvi glukdzy a fruktdzy vypocitané z pfitomné sachardzy.
Invertni cukr (g/l) = glukdza (g/l) + fruktdza (gfl) + maltdza (gfl) + laktdza (g[l) + (sacharéza (g/l) x 1,05)
1,05 = (molekuldrni hmotnost fruktézy + molekulirni hmotnost glukézy)/molekuldrni
hmotnost sachardzy
9. Utinnostni charakteristiky metody (pfesnost)
9.1.  Statistické vysledky mezilaboratorniho testu
Naésledujici tdaje byly ziskdny pii mezindrodnim mezilaboratornim experimentu zaméfeném na parametry
metody provadéném mezindrodné dohodnutym postupem [1] [2].
Rok provedeni mezilaboratorniho testu 2000
Pocet laboratof{ 24
Pocet vzork 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
Fruktéza, gluk6za, maltéza
Analyt Fruktéza Glukéza Maltéza
Vzorky (x 2) Créme de Standard Anyzové Créme de Standard Anyzové Standard
Y cassis (50 gl lihoviny cassis (50 g/l lihoviny (10 g/l
Sttedni hodnota [g/]] 92,78 50,61 15,62 93,16 50,06 15,81 9,32
Pocet laboratoif bez odle- 21 22 21 23 19 21 22
hlych vysledka
Smérodatnd odchylka opa- 2,34 2,12 0,43 3,47 1,01 0,48 0,54
kovatelnosti, s, [g/l]
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Analyt Fruktéza Glukéza Maltéza
Vzorky (x 2) Créme de Standard Anyzové Créme de Standard Anyzové Standard
zorky cassis (50 gl lihoviny cassis (50 g/l lihoviny (10 g/l
Relativni smérodatnd od- 2,53 4,2 2,76 3,72 2,03 3,02 5,77
chylka opakovatelnosti, RSD,
(%]
Mez opakovatelnosti, r [g/l] 6,56 5,95 1,21 9,71 2,84 1,34 1,51
(r=12,8 xsr)
Smérodatnd odchylka repro- 7,72 3,13 0,84 9,99 2,7 0,88 1,4
dukovatelnosti, s, [g/l]
Relativni smérodatnd od- 8,32 6,18 5,37 10,72 5,4 5,54 15,06
chylka reprodukovatelnosti,
RSD, [%]
Mez reprodukovatelnosti, R 21,62 8,76 2,35 27,97 7,57 2,45 3,93
g/l
R = 2,8 x sR)
Tabulka 2
Sacharéza
Analyt Sachardza
. e 1 Créme d Créme d Standard

Vzorky Pastis Ouzo Ttesnovy likér r;e:r:tehee rf;lsejs ¢ (1%% ;71)

Stfedn{ hodnota [g/l] 10,83 29,2 103,33 349,96 319,84 99,83
19,7 (%)

Pocet laboratoif bez odle- 19 19 20 18 18 18
hlych vysledka
Smérodatnd odchylka opa- 0,09 0,75 2,17 5,99 4,31 1,25
kovatelnosti, s, [g/l]
Relativni smérodatnd od- 0,81 3,07 2,1 1,71 1,35 1,25
chylka opakovatelnosti, RSD,
(%]
Mez opakovatelnosti, r [g/l] 0,25 2,1 6,07 16,76 12,06 3,49
(r=28xs)
Smérodatnd odchylka repro- 0,79 0,92 4,18 9,94 16,11 4,63
dukovatelnosti, s, [g/l]
Relativni smérodatnd od- 7,31 3,76 4,05 2,84 5,04 4,64
chylka reprodukovatelnosti,
RSD, [%]
Mez reprodukovatelnosti, R 2,22 2,57 11,7 27,84 45,12 12,97
(g/l
R =28 xsp)

(*) rozdéleni na Grovné




23.4.2016 Utedn véstnik Evropské unie L 108/11
Tabulka 3
Celkovy obsah cukru
(Pozndmka: tyto udaje byly vypocitiny pro celkovy obsah cukru, ne pro invertni cukr definovany vyse v bodu 8.)
) Anyzové Tiesnovy Creme de Creme de Standard

Vzorky Pastis Ouzo lihoviny likér menthe cassis (220 g/))

Sttedni hodnota [g/l] 10,86 29,2 31,59 103,33 349,73 509,69 218,78
19,7 (%)

Pocet laboratoif bez odle- 20 19 20 20 18 18 19
hlych vysledka
Smérodatnd odchylka opa- 0,13 0,75 0,77 2,17 5,89 5,59 2,71
kovatelnosti, s, [g/l]
Relativni smérodatnd od- 1,16 3,07 2,45 2,1 1,69 1,1 1,24
chylka opakovatelnosti, RSD,
[%]
Mez opakovatelnosti, r [g/l] 0,35 2,1 2,17 6,07 16,5 15,65 7,59
(r=28xs)
Smérodatnd odchylka repro- 0,79 0,92 1,51 4,18 9,98 14,81 8,53
dukovatelnosti, s, [g/l]
Relativni smérodatnd od- 7,25 3,76 4,79 4,04 2,85 2,91 3,9
chylka reprodukovatelnosti,
RSD; [%]
Mez reprodukovatelnosti R 2,21 2,57 4,24 11,7 27,94 41,48 23,89
[g/l]
R=2,8xsp)

(*) rozdéleni na drovné“

4) Vklada se nové kapitola X, kterd znf:

NASLF.DU]ICICH SLOUCENIN ZE DREVA V LIHOVINACH POMOCI VYSOKOUCINNE
KAPALINOVE CHROMATOGRAFIE (HPLC): FURFURAL, 5-HYDROXYMETHYLFURFURAL, 5- -METHYL-
FURFURAL, VANILIN, SYRINGALDEHYD, KONIFERALDEHYD, SINAPALDEHYD, KYSELINA GALLOVA,
KYSELINA ELLAGOVA, KYSELINA VANILOVA, KYSELINA SYRINGOVA A SKOPOLETIN

Tato metoda umoziiuje pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie stanovit furfural, 5-hydroxymethyl-
furfural, 5-methylfurfural, vanilin, syringaldehyd, koniferaldehyd, sinapaldehyd, kyselinu gallovou, kyselinu
ellagovou, kyselinu vanilovou, kyselinu syringovou a skopoletin.

Analytickd metoda uznand valnym shromdzdénim Mezindrodni organizace pro révu a vino (OIV)
a zvefejnénd touto organizaci pod ¢islem OIV-MA-BS-16: R2009.

»X. STANOVENI

1. Oblast pouziti

2. Odkazy na normy
3. Podstata metody

Stanoveni pomoci vysokoti¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) a detekce ultrafialovou spektrofotometri
na nékolika vlnovych délkidch a spektrofluorimetrii.
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4. Reakéni ¢inidla

Reakéni ¢inidla musi mit analytickou jakost. Je tfeba pouzit destilovanou vodu nebo vodu pfinejmensim
srovnatelné ¢istoty. Doporucuje se pouzit mikrofiltrovanou vodu s mérnym odporem 18,2 MQ.cm.

4.1.  Roztok alkoholu 0 96 % obj.

4.2.  Methanol jakosti vhodné pro metodu HPLC (rozpoustédlo B).
4.3, Kyselina octovd o koncentraci 0,5 % obj. (Rozpoustédlo A).
4.4, Mobilni fize: (pouze jako piiklad).

Rozpoustédlo A (0,5 % kyselina octovd) a rozpoustédlo B (Cisty methanol). Prefiltrujte pfes membranu
(porozita 0,45 pm). Pokud nutno, odplyiite v ultrazvukové lazni.

4.5.  Referencni standardy o minimdlné o 99 % cistoté: furfural, 5-hydroxymethylfurfural, 5-methylfurfural, vanilin,
syringaldehyd, koniferaldehyd, sinapaldehyd, kyselina gallova, kyselina ellagovd, kyselina vanilovd, kyselina
syringovd a skopoletin.

4.6.  Referen¢ni roztok: standardni latky jsou rozpustény v 50 % obj. roztoku alkoholu a vody. Vysledné
koncentrace v referen¢nim roztoku by mély byt fadové:

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 gallovd: 10 mg/l; kyselina ellagovd: 10 mg/};
kyselina vanilové: 5 mg/l; kyselina syringova: 5 mg/l; skopoletin: 0,5 mg/l.

5. Piistroje a pomiicky
Bézné laboratorni vybaveni

5.1.  Vysoce t¢inny kapalinovy chromatograf podporujici bindrni gradient, ktery obsahuje:

5.1.1.  Spektrofotometricky detektor schopny méfit ve vlnovych délkdch 260-340 nm. Je v3ak vhodné&jsi pouzit
detektor s diodovym polem schopny méfit ve vice vinovych délkich nebo podobny detektor, aby bylo mozné
potvrdit &istotu pika.

5.1.2.  Spektrofluorimetricky detektor — excitacni vlnovd délka: 354 nm, emisni vlnovd délka: 446 nm (pro
stanoveni skopoletinu — lze ho rovnéz detekovat spektrofotometrii na vinové délce 313 nm).

5.1.3. Davkovaci zafizeni schopné vstitknout (naptiklad) 10 ¢i 20 pl testovaného vzorku.
5.1.4. Kolona pro vysokoti¢innou kapalinovou chromatografii, typ RP €18, maximdlni velikost ¢dstic 5 pum.

5.2.  Stiikacky na vysokotcinnou kapalinovou chromatografii (HPLC).
5.3.  Zafizeni na membranovou filtraci malych objemd.

5.4. Integrator ¢i zapisovac, jehoZz vykon je kompatibilni s celou aparaturou; pfedeviim musi mit nékolik
pfijimacich kanéld.

6. Postup
6.1.  Piiprava davkovaciho roztoku.

V piipadé potieby jsou referen¢ni roztok a lihovina pfefiltrovdny pfes membranu s péry o priméru nejvyse
0,45 pm.
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6.2.  Podminky pro provedeni chromatografie: provede se rozbor pfi teploté okolniho prostredi pomoci vybaveni
popsaného v bodé 5.1 a za pouziti mobilnich fizi (4.4) s pritokem 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 tieba mit na paméti, Ze v nékterych ptipadech je téeba gradient upravit, aby nedoslo ke koeluci.

6.3.  Stanoveni

6.3.1. Referencni standardy se vstitknou oddélené, poté smichané.
Provozni podminky se upravi tak, aby separa¢ni faktor pikd vSech sloucenin byl pfinejmensim 1.

6.3.2. Vzorek pfipraveny v bod¢ 6.1 se vstitkne do aparatury.

6.3.3. Zméii se plocha pikil pro referencni roztoky a lihoviny a vypocitaji se koncentrace.

7. Vyjddfeni vysledki
Koncentrace kazdé slozky se vyjadi{ v mg|/l.

8. Pracovni charakteristiky metody (pfesnost)
Nasledujici tdaje byly ziskdny v roce 2009 pifi mezindrodnim mezilaboratornim experimentu zaméfeném
na parametry metody, ktery zkoumal mnozstvi lihovin a byl provddén mezinirodné dohodnutym
postupem [1] [2].

8.1.  Furfural:

Analyt Furfural:
Vzorky Whisky Brandy Rum Korak 1 Bourbon Konak 2

Pocet zhcastnénych labora- 15 15 15 15 15 15
tofi
Pocet zahrnutych vysledka 14 12 13 14 13 13
(laboratofi)
Stfedn{ hodnota [mg/l] 2,9 1,2 1,7 10,6 15,3 13,9
Smérodatné odchylka opa- 0,04 0,05 0,04 0,18 0,23 0,20
kovatelnosti, s, [mg/l1]
Relativni smérodatnd od- 1,4 4,5 2,3 1,7 1,5 1,5
chylka opakovatelnosti, RSD,
[%]
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Analyt Furfural:
Vzorky Whisky Brandy Rum Korak 1 Bourbon Konak 2
Mez opakovatelnosti, 0,1 0,2 0,1 0,5 0,6 0,6
r [mgfl]
(r=28xs)
Smérodatnd odchylka repro- 0,24 0,18 0,09 1,4 0,49 0,69
dukovatelnosti, s,[mg/l]
Relativni smérodatnd od- 8 15 5 13 3 5
chylka reprodukovatelnosti,
RSD, [%]
Mez reprodukovatelnosti, R 0,7 0,5 0,3 3,8 1,4 1,9
(gl
R=28xs)
8.2.  5-hydroxymethylfurfural
Analyt 5-hydroxymethylfurfural
Vzorky Whisky Brandy Rum Konak 1 Bourbon Koriak 2
Pocet ztcastnénych labora- 16 16 16 16 16 16
tofi
Pocet zahrnutych vysledka 14 14 14 14 14 14
(laboratofi)
Stfedni hodnota [mg]/l] 5,0 11,1 9,4 33,7 5,8 17,5
Smérodatné odchylka opa- 0,09 0,09 0,09 0,42 0,07 0,13
kovatelnosti, s, [mg/l1]
Relativni smérodatnd od- 1,7 0,8 1,0 1,3 1,2 0,8
chylka opakovatelnosti, RSD,
(%]
Mez opakovatelnosti, 0,2 0,3 0,3 1,2 0,2 0,4
r [mgfl]
(r=28xs)
Smérodatnd odchylka repro- 0,39 1,01 0,50 4,5 0,4 1,6
dukovatelnosti, s,[mg/1]
Relativni smérodatnd od- 8 9 5 13 7 9
chylka reprodukovatelnosti,
RSD, [%]
Mez reprodukovatelnosti, R 1,1 2,8 1,4 12,5 1,1 4,6
(gl
R=2,8xsp)
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8.3.  5-methylfurfural

Analyt 5-methylfurfural

Vzorky Whisky Brandy Rum Korak 1 Bourbon Konak 2
Pocet ztcastnénych labora- 11 11 11 11 11 11
tofi
Pocet zahrnutych vysledki 11 11 8 11 10 11
(laboratofi)
Stfedn{ hodnota [mg/l] 0,1 0,2 0,1 0,5 1,7 0,8
Smérodatnd odchylka opa- 0,01 0,01 0,02 0,02 0,03 0,07
kovatelnosti, s, [mg/l]
Relativni smérodatnd od- 10,7 6,1 13,6 4,7 2,0 10,0
chylka opakovatelnosti, RSD,
[%]
Mez opakovatelnosti, 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1 0,2
r [mg/l]
(r=28xs)
Smérodatnd odchylka repro- 0,03 0,04 0,03 0,18 0,20 0,26
dukovatelnosti, s,[mg/l]
Relativni smérodatnd od- 35 18 22 39 12 35
chylka reprodukovatelnosti,
RSD, [%]
Mez reprodukovatelnosti, R 0,1 0,1 0,1 0,5 0,6 0,7
(gl
R=2,8xsy)

8.4.  Vanilin

Analyt Vanilin

Vzorky Whisky Brandy Rum Konak 1 Bourbon Konak 2
Pocet ztcastnénych labora- 16 15 16 16 16 16
tofi
Pocet zahrnutych vysledkd 16 15 16 16 16 16
(laboratofi)
Sttedni hodnota [mg]l] 0,5 0,2 1,2 1,2 3,2 3,9
Smérodatnd odchylka opa- 0,03 0,02 0,06 0,11 0,11 0,09
kovatelnosti, s, [mg/l]
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Analyt Vanilin
Vzorky Whisky Brandy Rum Korak 1 Bourbon Konak 2
Relativni smérodatnd od- 6,8 9,6 4,6 8,9 3,5 2,3
chylka opakovatelnosti, RSD,
(%]
Mez opakovatelnosti, 0,1 0,1 0,2 0,3 0,3 0,3
r [mg]l]
(r=28xs)
Smérodatnd odchylka repro- 0,09 0,06 0,18 0,27 0,41 0,62
dukovatelnosti, s,[mg/l]
Relativni smérodatnd od- 19 25 15 22 13 16
chylka reprodukovatelnosti,
RSD, [%]
Mez reprodukovatelnosti, R 0,3 0,2 0,5 0,8 1,2 1,7
(gl
R=28xsy)
8.5.  Syringaldehyd
Analyt Syringaldehyd
Vzorky Whisky Brandy Rum Konak 1 Bourbon Koriak 2
Pocet ztcastnénych labora- 16 15 16 16 16 16
tofi
Pocet zahrnutych vysledka 13 13 13 12 14 13
(laboratofi)
Sttedni hodnota [mg]l] 1,0 0,2 4,8 3,2 10,5 9,7
Smérodatnd odchylka opa- 0,03 0,02 0,04 0,08 0,10 0,09
kovatelnosti, s, [mg/l1]
Relativni smérodatnd od- 2,6 8,1 0,8 2,6 0,9 0,9
chylka opakovatelnosti, RSD,
[%]
Mez opakovatelnosti, 0,1 0,1 0,1 0,2 0,3 0,3
r [mgfl]
(r=28xs)
Smérodatnd odchylka repro- 0,08 0,07 0,23 0,19 0,39 0,43
dukovatelnosti, s;[mg/l]
Relativni smérodatnd od- 8 33 5 6 4 4
chylka reprodukovatelnosti,
RSD, [%]
Mez reprodukovatelnosti, R 0,2 0,2 0,7 0,5 1,1 1,2
(gl
R=2,8xsy)
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8.6.  Koniferaldehyd

Analyt Koniferaldehyd

Vzorky Whisky Brandy Rum Korak 1 Bourbon Konak 2
Pocet ztcastnénych labora- 13 12 13 12 13 13
tofi
Pocet zahrnutych vysledki 12 12 13 12 13 13
(laboratofi)
Stfedn{ hodnota [mg/l] 0,2 0,2 0,6 0,8 4,6 1,3
Smérodatnd odchylka opa- 0,02 0,02 0,03 0,03 0,09 0,06
kovatelnosti, s, [mg/l]
Relativni smérodatnd od- 9,2 9,8 4,6 4,3 1,9 4,5
chylka opakovatelnosti, RSD,
[%]
Mez opakovatelnosti, 0,04 0,04 0,07 0,09 0,24 0,16
r [mg/l]
(r=28xs)
Smérodatnd odchylka repro- 0,04 0,04 0,11 0,18 0,38 0,25
dukovatelnosti, s,[mg/l]
Relativni smérodatnd od- 23 27 21 23 8 19
chylka reprodukovatelnosti,
RSD, [%]
Mez reprodukovatelnosti, R 0,1 0,1 0,3 0,5 1,1 0,7
(gl
R=2,8xsy)

8.7.  Sinapaldehyd

Analyt Sinapaldehyd

Vzorky Whisky Brandy Rum Konak 1 Bourbon Konak 2
Pocet ztcastnénych labora- 14 14 14 14 15 14
tofi
Pocet zahrnutych vysledki 14 13 12 13 13 12
(laboratofi)
Sttedni hodnota [mg]l] 0,3 0,2 0,2 1,6 8,3 0,3
Smérodatnd odchylka opa- 0,02 0,01 0,02 0,06 0,14 0,03
kovatelnosti, s, [mg/l]
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Analyt Sinapaldehyd
Vzorky Whisky Brandy Rum Korak 1 Bourbon Konak 2
Relativni smérodatnd od- 7,5 4,6 11,2 3,7 1,6 11,4
chylka opakovatelnosti, RSD,
(%]
Mez opakovatelnosti, 0,06 0,03 0,06 0,17 0,38 0,08
r [mg]l]
(r=28xs)
Smérodatnd odchylka repro- 0,09 0,05 0,08 0,20 0,81 0,18
dukovatelnosti, s,[mg/l]
Relativni smérodatnd od- 31 27 46 13 10 73
chylka reprodukovatelnosti,
RSD, [%]
Mez reprodukovatelnosti, R 0,2 0,2 0,2 0,6 2,3 0,5
(gl
R=28xsy)
8.8.  Kyselina gallova
Analyt Kyselina gallovd
Vzorek Whisky Brandy Rum Konak 1 Bourbon Konak 2
Pocet ztcastnénych labora- 16 15 16 16 16 16
tofi
Pocet zahrnutych vysledka 15 14 16 16 16 16
(laboratofi)
Sttedni hodnota [mg]l] 1,2 0,4 2,0 6,1 7,3 21,8
Smérodatnd odchylka opa- 0,07 0,04 0,06 0,18 0,18 0,60
kovatelnosti, s, [mg/l1]
Relativni smérodatnd od- 6,1 8,1 2,9 3,0 2,4 2,8
chylka opakovatelnosti, RSD,
[%]
Mez opakovatelnosti, 0,2 0,1 0,2 0,5 0,5 1,7
r [mgfl]
(r=2,8 x sr)
Smérodatnd odchylka repro- 0,43 0,20 0,62 3,3 2,2 7,7
dukovatelnosti, s,[mg/l]
Relativni smérodatnd od- 36 47 31 53 30 35
chylka reprodukovatelnosti,
RSD, [%]
Mez reprodukovatelnosti, R 1,2 0,6 1,7 9,1 6,2 21,7
(gl
R=2,8xsy)
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8.9.  Kyselina ellagovd

Analyt Kyselina ellagové

Vzorky Whisky Brandy Rum Korak 1 Bourbon Konak 2
Pocet ztcastnénych labora- 7 7 7 7 7 7
tofi
Pocet zahrnutych vysledkd 7 7 7 7 7 6
(laboratofi)
Stfedni hodnota [mg/1] 3,2 1,0 9,5 13 13 36
Smérodatnd odchylka opa- 0,20 0,16 0,30 0,41 0,95 0,34
kovatelnosti, s, [mg/l]
Relativni smérodatnd od- 6,3 16 3,2 3,2 7,4 1,0
chylka opakovatelnosti, RSD,
[%]
Mez opakovatelnosti, 0,6 0,4 0,9 1,1 2,7 1,0
r [mg/l]
(r=28xs)
Smérodatnd odchylka repro- 1,41 0,42 4,0 5,0 4,9 14
dukovatelnosti, s,[mg/l]
Relativni smérodatnd od- 44 43 42 39 39 40
chylka reprodukovatelnosti,
RSD, [%]
Mez reprodukovatelnosti, R 4,0 1,2 11 14 14 40
(gl
R=2,8xsy)

8.10. Kyselina vanilovd

Analyt Kyselina vanilovd

Vzorky Whisky Brandy Rum Konak 1 Bourbon Konak 2
Pocet ztcastnénych labora- 15 15 15 15 15 15
tofi
Pocet zahrnutych vysledki 12 11 14 14 15 14
(laboratofi)
Sttedni hodnota [mg]l] 0,2 0,2 1,5 0,8 2,4 2,7
Smérodatnd odchylka opa- 0,03 0,04 0,03 0,10 0,13 0,21
kovatelnosti, s, [mg/l]
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Analyt Kyselina vanilovd
Vzorky Whisky Brandy Rum Korak 1 Bourbon Konak 2
Relativni smérodatnd od- 14,2 16,5 2,3 12,6 53 7,7
chylka opakovatelnosti, RSD,
(%]
Mez opakovatelnosti, 0,1 0,1 0,1 0,3 0,4 0,6
r [mg]l]
(r=28xs)
Smérodatnd odchylka repro- 0,06 0,05 0,51 0,2 1,22 0,70
dukovatelnosti, s,[mg/l]
Relativni smérodatnd od- 28 20 35 31 51 26
chylka reprodukovatelnosti,
RSD, [%]
Mez reprodukovatelnosti, R 0,2 0,1 1,4 0,7 3,4 2,0
(gl
R=28xsy)
8.11. Kyselina syringovd
Analyt Kyselina syringové
Vzorky Whisky Brandy Rum Konak 1 Bourbon Koriak 2
Pocet ztcastnénych labora- 16 15 16 16 16 16
tofi
Pocet zahrnutych vysledka 16 15 15 15 16 15
(laboratofi)
Sttedni hodnota [mg]l] 0,4 0,2 2,5 1,4 3,4 4,8
Smérodatnd odchylka opa- 0,03 0,02 0,06 0,13 0,08 0,11
kovatelnosti, s, [mg/l1]
Relativni smérodatnd od- 6,7 12,6 2,3 9,0 2,3 2,3
chylka opakovatelnosti, RSD,
[%]
Mez opakovatelnosti, 0,1 0,1 0,2 0,4 0,2 0,3
r [mgfl]
(r=28xs)
Smérodatnd odchylka repro- 0,08 0,05 0,29 0,26 0,43 0,67
dukovatelnosti, s;[mg/l]
Relativni smérodatnd od- 19 29 11 18 13 14
chylka reprodukovatelnosti,
RSD, [%]
Mez reprodukovatelnosti, R 0,2 0,1 0,8 0,7 1,2 1,9
(gl
R =28 xs,)
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8.12. Skopoletin
Analyt Skopoletin
Vzorky Whisky Brandy Rum Konak 1 Bourbon Koriak 2
Pocet ztcastnénych labora- 10 10 10 10 10 10
tofl
Pocet zahrnutych vysledkd 9 8 9 8 8 8
(laboratofi)
Stfedn{ hodnota [mg/l] 0,09 0,04 0,11 0,04 0,65 0,15
Smérodatnd odchylka opa- 0,0024 0,0008 0,0018 0,0014 0,0054 0,0040
kovatelnosti, s, [mg/l1]
Relativni smérodatnd od- 2,6 2,2 1,6 3,3 0,8 2,7
chylka opakovatelnosti, RSD,
(%]
Mez opakovatelnosti, 0,007 0,002 0,005 0,004 0,015 0,011
r [mgl]
(r=28xs)
Smérodatnd odchylka repro- 0,01 0,01 0,03 0,01 0,09 0,02
dukovatelnosti, s,[mg/l]
Relativni smérodatnd od- 15 16 23 17 15 15
chylka reprodukovatelnosti,
RSD, [%]
Mezni reprodukovatelnosti, 0,04 0,02 0,07 0,02 0,26 0,06

R [g/]
R=28xs,)

[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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