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II

(Ikke-lovgivningsmeessige retsakter)

FORORDNINGER

KOMMISSIONENS GENNEMF@RELSESFORORDNING (EU) 2016/635
af 22. april 2016

om @ndring af bilaget til forordning (EF) nr. 2870/2000 for si vidt angir visse referenceanaly-
semetoder for spiritus

EUROPA-KOMMISSIONEN HAR —
under henvisning til traktaten om Den Europziske Unions funktionsmade,

under henvisning til Europa-Parlamentets og Radets forordning (EF) nr. 110/2008 af 15. januar 2008 om definition,
betegnelse, prasentation og maerkning af samt beskyttelse af geografiske betegnelser for spiritus og om ophavelse af
Rédets forordning (EQF) nr. 157689 ('), sarlig artikel 28, stk. 2, og

ud fra felgende betragtninger:

(1) I Kommissionens forordning (EF) nr. 2870/2000 (} opstilles og beskrives referenceanalysemetoderne for spiritus.
Nogle af metoderne opfert i bilaget til den pagzldende forordning, herunder metoderne til bestemmelse af
indholdet af flygtige syrer og det totale sukkerindhold i spiritus, er imidlertid endnu ikke beskrevet.

(2)  Metoderne til bestemmelse af indholdet af flygtige syrer og det totale sukkerindhold i visse former for spiritus er
blevet valideret i to internationale undersogelser, der blev foretaget efter internationalt anerkendte procedurer, og
metodernes kvalitetsparametre er blevet godkendt. Disse undersogelser blev foretaget som led i et
forskningsprojekt under Europa-Kommissionens 4. rammeprogram — programmet vedrgrende standarder,
miling og prevning (SMT). Beskrivelsen af disse metoder ber derfor tilfojes i bilaget til forordning (EF)
nr. 2870/2000.

(3)  Iforordning (EF) nr. 110/2008 fastlaeegges krav for en rakke spirituskategorier, der skal lagres pd traefade, og det
bestemmes, at andre kategorier ligeledes kan lagres pa traefade. Det kan vare nyttigt at analysere de vigtigste
forbindelser fra tree ved vurderingen af, om en preve er i overensstemmelse med definitionen af den relevante
spirituskategori. Den Internationale Vinorganisation (OIV) har anerkendt en analysemetode til bestemmelse af
disse forbindelser i sin resolution OIV/OENO 382A/2009. Anerkendelsen af metoden var baseret pd data fra en
international metodekvalitetsundersogelse af forskellige spirituskategorier foretaget efter internationalt anerkendte
procedurer. Denne metode og beskrivelsen heraf ber derfor fojes til EF-referenceanalysemetoderne for spiritus i
bilaget til forordning (EF) nr. 2870/2000.

(4)  Forordning (EF) nr. 2870/2000 ber derfor @ndres i overensstemmelse hermed.

(5)  Foranstaltningerne i denne forordning er i overensstemmelse med udtalelse fra Komitéen for Spiritus —

(') EUTL 39af13.2.2008,s. 16.
(*) Kommissionens forordning (EF) nr. 2870/2000 af 19. december 2000 om EF-referenceanalysemetoder for spiritus (EFT L 333 af
29.12.2000, s. 20).
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VEDTAGET DENNE FORORDNING:

Artikel 1

Bilaget til forordning (EF) nr. 2870/2000 andres i overensstemmelse med bilaget til denne forordning.

Artikel 2

Denne forordning treeder i kraft pa tredjedagen efter offentliggorelsen i Den Europeiske Unions Tidende.

Denne forordning er bindende i alle enkeltheder og gelder umiddelbart i hver
medlemsstat.

Udfeerdiget i Bruxelles, den 22. april 2016.

Pi Kommissionens vegne
Jean-Claude JUNCKER

Formand
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BILAG

I bilaget til forordning (EF) nr. 2870/2000 foretages folgende andringer:

1)

I indholdsfortegnelsen foretages folgende &ndringer:
a) I punkt IIL.3 og VIII slettes udtrykket »(p.m.)«.
b) Folgende punkt tilfgjes:

»X. Bestemmelse af forbindelser fra tra: furfural, 5-hydroxymethylfurfural, 5-methylfurfural, vanillin,
syringaldehyd, coniferaldehyd, sinapaldehyd, gallussyre, ellaginsyre, vanillinsyre, syringasyre og scopoletin.

I kapitel II indsattes folgende:

»[II.3.  BESTEMMELSE AF FLYGTIGE SYRER I SPIRITUS
1. Anvendelsesomrade

Metoden er blevet valideret i interkalibrering for rom, brandy, druemarc og frugtbraeendevin i intervaller fra
30 mg/l til 641 mg/l.

2. Normative referencer

ISO 3696: 1987 Vand til analytisk laboratoriebrug. Specifikation og prevningsmetoder.

3. Definitioner
3.1.  Indholdet af flygtige syrer beregnes ved at fratraekke indholdet af ikke-flygtige syrer fra det totale syreindhold.
3.2.  Totalt syreindhold er det totale titreringssyreindhold.

3.3.  Indholdet af ikke-flygtige syrer er syreindholdet i inddampningsresten efter torring af spiritussen.

4. Princip

Det totale syreindhold og indholdet af ikke-flygtige syrer bestemmes ved titrering eller potentiometri.

5. Reagenser og materialer

Under analysen ma der kun benyttes reagenser af anerkendt analysekvalitet og vand af mindst klasse 3 if. ISO
3696:1987, medmindre andet er anfort.

5.1. 0,01 M natriumhydroxidoplesning (NaOH)

5.2.  Indikatorblanding:
0,1 g indigocarmin og 0,1 g phenolred afvejes.

Opleses i 40 ml vand, og der fyldes op med ethanol til 100 ml.

6. Apparatur og udstyr
Indirekte laboratorieudstyr, A-glasudstyr og felgende:

6.1.  Vandpumpe
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6.2.  Rotationsfordamper eller ultralydsbad

6.3.  Udstyr til potentiometrisk titrering (valgfrit)

7. Proveudtagning og prover
Prover opbevares ved rumtemperatur inden analysen.

8. Fremgangsmide

8.1.  Totalt syreindhold

8.1.1. Fremstilling af prove
Spiritussen bestrales med ultralyd (sonikering) eller omreres i to minutter under vakuum for at fjerne
kuldioxid, hvis det er ngdvendigt.

8.1.2. Titrering
Der afpipetteres 25 ml spiritus i en 500 ml Erlenmeyer-kolbe.
Der tilsaettes ca. 200 ml afkelet kogt destilleret vand (fra samme dag) og 2-6 drdber af indikatorblandin-
gen (5.2).
Der titreres med 0,01 M natriumhydroxidoplesning (5.1), indtil den gulgrenne farve @ndres til violet i
forbindelse med farvelgs spiritus, og den gulbrune farve andres til redbrun i forbindelse med brunfarvet
spiritus.
Titreringen kan ogsé foretages ved potentiometri til pH 7,5.
Antallet af ml tilsat 0,01 M natriumhydroxidoplesning betegnes n,.

8.1.3. Beregning
Det totale syreindhold (TA) i milliekvivalenter pr. | spiritus er lig med 0,4 x n,.
Det totale syreindhold (TA') i mg eddikesyre pr. | spiritus er lig med 24 x n,.

8.2.  Ikke-flygtige syrer

8.2.1. Fremstilling af prove
Der inddampes 25 ml spiritus til terhed:
Der afpipetteres 25 ml spiritus i en fladbundet cylindrisk inddampningsskdl med en diameter pd 55 mm. I
den forste time anbringes inddampningsskdlen pa laget af et kogende vandbad, s& vasken ikke koger, hvilket
kunne medfere tab ved sprojt.
Terringen afsluttes med, at skalen sattes i torreovn ved 105 °C i 2 timer. Skélen afkeles i ekssikkator.

8.2.2. Titrering

Inddampningsresten efter inddampningen med afkelet kogt destilleret vand (fra samme dag) opleses, og der
fyldes op til ca. 100 ml og tilseettes 2-6 draber af indikatorblandingen (5.2).

Der titreres med 0,01 M natriumhydroxidoplgsning (5.1).
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Titreringen kan ogsd foretages ved potentiometri til pH 7,5.

Antallet af ml tilsat 0,01 M natriumhydroxidoplesning betegnes n,.

8.2.3. Beregning
Indholdet af ikke-flygtige syrer (FA) i millizkvivalenter pr. | spiritus er lig med 0,4 x n,.

Indholdet af ikke-flygtige syrer (FA) i mg eddikesyre pr. | spiritus er lig med 24 x n,.

9. Beregning af indholdet af flygtige syrer
9.1.  Udtrykt i milliekvivalenter pr. I:
Idet:

TA = totalt syreindhold i milliekvivalenter pr. |

FA = indholdet af ikke-flygtige syrer i millizkvivalenter pr. 1
Indholdet af flygtige syrer (VA) i millieekvivalenter pr. 1 er lig med:
TA - FA

9.2.  Udtrykt i mg eddikesyre pr. I:
Idet:

TA’ = totalt syreindhold i mg eddikesyre pr. ]

FA' indholdet af ikke-flygtige syrer i mg eddikesyre pr. 1
Indholdet af flygtige syrer (VA) i mg eddikesyre pr. | er lig med:
TA’ — FA’

d: TA _FA x

9.3.  Udtrykt i g eddikesyre pr. hl ren alkohol (100 % vol.) er lig me o

10

hvor A er volumenkoncentration af alkohol i spiritus.

10.  Metodens kvalitetsparametre (pracision)
10.1. Statistiske resultater af interkalibrering

Folgende data kommer fra en international metodekvalitetsundersegelse, der er foretaget efter internationalt
anerkendte procedurer [1], [2].

Ar for interkalibrering 2000
Antal laboratorier 18

Antal prover 6



L 108/6 Den Europeaiske Unions Tidende 23.4.2016
Prover A B C D E F
Antal laboratorier efter eliminering af labora- 16 18 18 14 18 18
torier med afvigende resultater
Antal afvigende resultater (laboratorier) 2 4
Antal accepterede resultater 32 36 36 28 36 36
Gennemsnit [mg/l] 272 (%) 30 591 (¥ 46 107 492
241* 641*
Standardafvigelse for repeterbarhed s, [mg/l] 8,0 3,6 15,0 3,7 6,7 8,5
Relativ standardafvigelse for repeterbarhed 3,1 11,8 2,4 8,0 6,2 1,7
RSDr [%]
Repeterbarhedsgranse r [mg/]] 23 10 42 10 19 24
Standardafvigelse for reproducerbarhed 8,5 8,4 25,0 4,55 13,4 244
sy [mg/1]
Relativ standardafvigelse for reproducerbar- 3,3 27,8 4,1 9,9 12,5 5,0
hed RSD; [%]
Reproducerbarhedsgraense R [mg/l] 24 23 70 13 38 68

Provetyper:

A blommebrandevin; to niveauer (¥)
B rom [; blind dobbeltbestemmelse

C rom II; to niveauer*

D slivovitz; blind dobbeltbestemmelse

E brandy; blind dobbeltbestemmelse

F brendevin af druepresserester; blind dobbeltbestemmelse

[1] Protocol for the Design, Conduct and Interpretation of Method-Performance Studies, Horwitz, W. (1995)

Pure and Applied Chemistry 67, 332-343.

[2] Horwitz, W. (1982) Analytical Chemistry 54, 67A-76A.«

3) Der indsttes folgende som kapitel VIIL:

»VIIL

TOTALT SUKKERINDHOLD

Anvendelsesomride

HPLC-RI finder anvendelse pd bestemmelsen af totalt sukkerindhold (udtrykt i invertsukker) i spiritus, bortset

fra likerer med ag- og maelkeprodukter.

Metoden er blevet valideret i interkalibrering for pastis, destilleret anis, kirseberliker, créme de (efterfulgt af
navnet pd frugten eller den anvendte rdvare) og créme de cassis, i intervaller fra 10,86 til 509,7 g/l
Lineariteten af instrumenternes respons blev imidlertid pavist for koncentrationsintervallet fra 2,5 til 20 g/l

Denne metode er ikke egnet til bestemmelse af lavt sukkerindhold.
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2. Normative referencer

ISO 3696: 1987 Vand til analytisk laboratoriebrug. Specifikation og prevningsmetoder.

3. Princip

Hojtryksvaskekromatografisk analyse af sukkeroplgsninger til bestemmelse af deres koncentrationer af
glucose, fructose, saccharose, maltose og lactose.

Denne metode omfatter en stationer fase af alkylaminer og detektering ved differentialrefraktometri og er
givet som eksempel. Det er ligeledes muligt at anvende ionbytterharpikser som stationar fase.

4. Reagenser og materialer

4.1.  Glucose (CAS 50-99-7) med en renhedsgrad pd mindst 99 %.

4.2.  Fructose (CAS 57-48-7) med en renhedsgrad pd mindst 99 %.

4.3, Saccharose (CAS 57-50-1) med en renhedsgrad pa mindst 99 %.

4.4.  Lactose (CAS 5965-66-2) med en renhedsgrad pd mindst 99 %.

4.5.  Maltose monohydrat (CAS 6363-53-7) med en renhedsgrad pd mindst 99 %.
4.6.  Ren acetonitril (CAS 75-05-8) for HPLC-analyse.

4.7.  Destilleret eller demineraliseret vand, helst mikrofiltreret.

4.8.  Oplesningsmidler (eksempel)

Elueringsvasken bestdr af:
75 dele (v[v) acetonitril (4.6)
25 dele (v/v) destilleret vand (4.7).

Helium passeres langsomt gennem i 5-10 minutter inden anvendelse med henblik pé afgasning.

Er det anvendte vand ikke mikrofiltreret, tilrddes det at filtrere veesken gennem et filter til organiske
oplesningsmidler med porestorrelse pa ikke over 0,45 pm.

4.9.  Ethanol, absolut (CAS 64-17-5).

4.10. Ethanoloplesning (5 %, v/v).

4.11. Fremstilling af standardstamoplesning (20 g/l)

2 g af de enkelte sukkerarter, der skal analyseres (4.1-4.5), afvejes og haldes uden spild i en 100 ml
mélekolbe. (Bemeerk: 2,11 g maltose monohydrat svarer til 2 g maltose).

Der fyldes op til 100 ml med en alkoholoplgsning pd 5 % vol. (4.10), der omreres og opbevares ved ca.
+ 4 °C. Der fremstilles en ny stamoplesning en gang om ugen.

4.12. Fremstilling af arbejdsstandardoplesninger (2,5, 5,0, 7,5, 10 og 20 g/l)

Stamoplesningen pd 20 g/l fortyndes (4.11) beherigt med en alkoholoplesning pd 5 % vol. (4.10) til
fremstilling af fem arbejdsstandardoplesninger pé 2,5, 5,0, 7,5, 10 og 20 g/l. Oplesningen filtreres gennem et
filter med porestorrelse péd ikke over 0,45 pm (5.3).
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5. Apparatur og udstyr
5.1.  HPLC-system til fremstilling af en grundoplesning af alle sukkerarterne.
5.1.1. Hojtryksvaeskekromatograf med en seksvejsinjektor med 10 pL loop eller anden automatisk eller manuel
anordning til palidelig injektion af mikromengder.
5.1.2. Pumpesystem, som giver mulighed for at opnd og opretholde en konstant eller programmeret gennemstrom-
ningshastighed med stor nejagtighed.
5.1.3. Differentialrefraktometer.
5.1.4. Dataintegrator eller -registrator med en ydeevne, som er forenelig med det gvrige system.
5.1.5. Forkolonne:
Det anbefales at knytte en passende forkolonne til den analytiske kolonne.
5.1.6. Kolonne (eksempel):
Materiale: rustfrit stél eller glas.
Indre diameter: 2-5 mm.
Laengde: 100-250 mm (afh@ngigt af pakkepartikelstorrelsen), f.eks. 250 mm, hvis partiklerne har
en diameter pd 5 pm.
Stationer fase: funktionelle grupper af alkylaminbundet silica, partikelstorrelse maks. 5 pm.
5.1.7. Betingelser for kromatografi (eksempel):
Elueringsvaske (4.8), gennemstremningshastighed: 1 ml/minut.
Detektering: differentialrefraktometri.
For at sikre, at detektoren er helt stabil, ber den tendes et par timer inden brug. Blindpreven skal opfyldes
med elueringsveasken.
5.2.  Analysevagt med nejagtighed 0,1 mg.
5.3.  Hiltreringsopstilling til smd mengder ved brug af mikromembran pa 0,45 pm.
6. Opbevaring af prover
Prgver opbevares ved modtagelsen ved rumtemperatur inden analysen.
7. Fremgangsmade
7.1.  DEL A: Forberedelse af prove
7.1.1. Proven rystes.
7.1.2. Proven filtreres gennem et filter med porestorrelse pé ikke over 0,45 pm (5.3).
7.2. DEL B: HPLC
7.2.1. Bestemmelse

10 pL af standardoplesningerne (4.12) og preverne (7.1.2). Analysen foretages under passende betingelser for
kromatografi, f.eks. de oven for beskrevne betingelser.
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7.2.2. Hvis arealet (eller hgjden) af en top i en prove er storre end den tilsvarende top i den mest koncentrerede

standard, ber preven fortyndes med destilleret vand og analyseres pa ny.

8. Beregning

De to opnédede kromatogrammer for standardoplesningen og spiritussen sammenlignes. Toppene identificeres
ud fra retentionstiden. Hojden (eller arealet) af hver top madles for at beregne koncentrationerne ved

anvendelse af ekstern standard. Der tages hgjde for eventuelle fortyndinger af proven.

Det endelige resultat er summen af saccharose, maltose, lactose, glucose og fructose i g/l invertsukker.

Indholdet af invertsukker beregnes som summen af alle monosaccharider og ved at reducere indholdet af
disaccharider plus den stekiometriske mangde af glucose og fructose beregnet pé grundlag af indholdet af

saccharose.

Invertsukker (gfl) = glucose (g/) + fructose (g/l) + maltose (g/l) + lactose (g/) + (saccharose (g/l) x 1,05)

1,05 = (molekylvagt, fructose + molekylvagt, glucose)/molekylvegt, saccharose

9. Metodens kvalitetsparametre (precision)

9.1.  Statistiske resultater af interkalibrering

Folgende data kommer fra en international metodekvalitetsundersogelse, der er foretaget efter internationalt

anerkendte procedurer [1], [2].

Ar for interkalibrering 2000
Antal laboratorier 24
Antal prover 8

[1] Protocol for the Design, Conduct and Interpretation of Method-Performance Studies, Horwitz, W. (1995)

Pure and Applied Chemistry 67, 332-343.

[2] Horwitz, W. (1982) Analytical Chemistry 54, 67A-76A.
Tabel 1

Fruktose, glukose, maltose

Analysand Fruktose Glukose Maltose
Prover (x 2) Créme de Standard S};nireizus Créme de Standard S};nireiéus Standard
Cassis (50 gl anissma Cassis (50 g/l . (10 g/l
g anissmag

Gennemsnit [gfl] 92,78 50,61 15,62 93,16 50,06 15,81 9,32
Antal laboratorier uden afvi- 21 22 21 23 19 21 22
gende resultater
Standardafvigelse for repeter- 2,34 2,12 0,43 3,47 1,01 0,48 0,54
barhed s, [g/l]
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Analysand Fruktose Glukose Maltose
P (x 2) Creme de Standard Sp iriéus Creme de Standard Sp iriéus Standard
rover Cassis (50 g/l me Cassis (50 g/l) me (10 g/l
anissmag anissmag
Relativ standardafvigelse for 2,53 4,2 2,76 3,72 2,03 3,02 5,77
repeterbarhed RSD, [%]
Repeterbarhedsgraense r [g/]] 6,56 5,95 1,21 9,71 2,84 1,34 1,51
(r=2,8 x sr)
Standardafvigelse for repro- 7,72 3,13 0,84 9,99 2,7 0,88 1,4
ducerbarhed s, [g/l]
Relativ standardafvigelse for 8,32 6,18 5,37 10,72 54 5,54 15,06
reproducerbarhed RSD, [%]
Reproducerbarhedsgranse 21,62 8,76 2,35 27,97 7,57 2,45 3,93
R [g/]
(R =2,8 x sR)
Tabel 2
Saccharose
Analysand Saccharose
. . . Creme de Creme de Standard
Prover Pastis Ouzo Kirseberliker Menthe Cassis (100 g/l
Gennemsnit [g/l] 10,83 29,2 103,33 349,96 319,84 99,83
19,7 (%)
Antal laboratorier uden afvi- 19 19 20 18 18 18
gende resultater
Standardafvigelse for repeter- 0,09 0,75 2,17 5,99 4,31 1,25
barhed s, [g/l]
Relativ standardafvigelse for 0,81 3,07 2,1 1,71 1,35 1,25
repeterbarhed RSD, [%]
Repeterbarhedsgranse r [g/l] 0,25 2,1 6,07 16,76 12,06 3,49
(r=28xs)
Standardafvigelse for repro- 0,79 0,92 4,18 9,94 16,11 4,63
ducerbarhed s, [g/l]
Relativ standardafvigelse for 7,31 3,76 4,05 2,84 5,04 4,64
reproducerbarhed RSD;, [%]
Reproducerbarhedsgranse 2,22 2,57 11,7 27,84 45,12 12,97
R [g/l]
R=28xsy)

(*) to niveauer




23.4.2016 Den Europeiske Unions Tidende L 108/11
Tabel 3
Totalt sukkerindhold

(Bemeerk: Disse data er beregnet for totalt sukkerindhold og ikke for invertsukker som defineret i punkt 8 ovenfor.)

Prover Pasti Ouz S;;rilr iéus Kirsebar- Creme de Creme de Standard

ove shs uzo me liker Menthe Cassis (220 g/))
anissmag
Gennemsnit [g/l] 10,86 29,2 31,59 103,33 349,73 509,69 218,78
19,7 ()

Antal laboratorier uden afvi- 20 19 20 20 18 18 19
gende resultater
Standardafvigelse for repeter- 0,13 0,75 0,77 2,17 5,89 5,59 2,71
barhed s, [g/l]
Relativ standardafvigelse for 1,16 3,07 2,45 2,1 1,69 1,1 1,24
repeterbarhed RSD, [%]
Repeterbarhedsgranse r [g/l] 0,35 2,1 2,17 6,07 16,5 15,65 7,59
(r=28xs)
Standardafvigelse for repro- 0,79 0,92 1,51 4,18 9,98 14,81 8,53
ducerbarhed s, [g/l]
Relativ standardafvigelse for 7,25 3,76 4,79 4,04 2,85 2,91 3,9
reproducerbarhed RSD, [%]
Reproducerbarhedsgranse 2,21 2,57 4,24 11,7 27,94 41,48 23,89
R [g/]
R=28xs)

(*) to niveauer«.

4) Folgende indsattes som kapitel X:

»X. BESTEMMELSE AF FOLGENDE FORBINDELSER FRA TR I SPIRITUS VED HOJTRYKSVASKEKROMATOGRA-
FI (HPLC): FURFURAL, 5-HYDROXYMETHYLFURFURAL, 5-METHYLFURFURAL, VANILLIN, SYRINGALDEHYD,
CONIFERALDEHYD, SINAPALDEHYD, GALLUSSYRE, ELLAGINSYRE, VANILLINSYRE, SYRINGASYRE OG
SCOPOLETIN

1. Anvendelsesomride

Metoden vedrerer bestemmelse af furfural, 5-hydroxymethylfurfural, 5-methylfurfural, vanillin, syringaldehyd,
coniferaldehyd, sinapaldehyd, gallussyre, ellaginsyre, vanillinsyre, syringasyre og scopoletin ved hejtryksvaske-
kromatografi.

2. Normativ reference

Analysemetode, der er godkendt af Den Internationale Vinorganisations (OIV) generalforsamling og
offentliggjort af OIV under reference OIV-MA-BS-16: R2009.

3. Princip

Bestemmelse ved hgjtryksvaeskekromatografi (HPLC) med detektering ved ultraviolet spektrofotometri ved
flere bolgelengder og ved spektrofluorimetri.
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4. Reagenser
Reagenserne skal vare af analysekvalitet. Der anvendes destilleret vand eller vand af mindst tilsvarende
renhed. Det er bedst at anvende mikrofiltreret vand med en resistivitet pd 18,2 M Q.cm.

4.1.  Alkoholindhold p& 96 %.

4.2, Methanol af HPLC-kvalitet (veeske B).

43. 0,5 % eddikesyre (vaske A).

4.4.  Mobile faser: (er kun givet som eksempel).

Vaske A (0,5 % eddikesyre) og vaske B (ren methanol). Filtreres gennem et membranfilter (poresterrelse
0,45 pm). Der afgasses om nedvendigt i ultralydsbad.

4.5.  Referencestandarder for en renhed pd mindst 99 %: furfural, 5-hydroxymethylfurfural, 5-methylfurfural,
vanillin, syringaldehyd, coniferaldehyd, sinapaldehyd, gallussyre, ellaginsyre, vanillinsyre, syringasyre og
scopoletin.

4.6.  Referenceoplesning: Standardstofferne opleses i en vandig-alkoholholdig oplesning pd 50 % vol. De endelige
koncentrationer i referenceoplesningen ber vere i storrelsesordenen:
furfural: 5 mg/l; 5-hydroxymethyl furfural: 10 mg/l; 5-methylfurfural 2 mg/l; vanillin: 5 mg/l; syringaldehyd:
10 mg/l; coniferaldehyd: 5 mg/l; sinapaldehyd: 5 mg/l; gallussyre: 10 mg/l; ellaginsyre: 10 mg/l; vanillinsyre:
5 mg/l; syringasyre: 5 mg/l; scopoletin: 0,5 mg|/l.

5. Apparatur
Sadvanligt laboratorieudstyr

5.1.  Hojtryksvaeskekromatograf, der kan fungere i binaer gradient mode, udstyret med:

5.1.1. Spektrofotometrisk detektor til médling af belgelaeengder i intervallet 260-340 nm. Det er imidlertid bedst at
arbejde med en detektor med variabel bolgeleengde med en diode eller lignende med henblik pé at bekrafte
toppenes renhed.

5.1.2. Spektrofotometrisk detektor — excitationsbelgelengde: 354 nm, emissionsbelgelengde: 446 nm (til
detektering af scopoletin, der ligeledes kan detekteres ved 313 nm ved spektrofotometri).

5.1.3. Injektionsanordning til injektion af 10 eller 20 pl (f.eks.) af proven.

5.1.4. Kolonne til hejtryksvaskekromatografi af typen RP C18, partikelstorrelse maks. 5 pm.

5.2.  Sprojter til HPLC.

5.3.  Anordning til membranfiltrering af sma mangder.

5.4.  Computer/integrator eller optager/integrator, der er kompatibel med hele apparaturet. Den skal navnlig have
flere indsamlingskanaler.

6. Fremgangsmadde

6.1.  Fremstilling af injektionsoplesningen.

Referenceoplosningen og spiritussen filtreres om nedvendigt gennem et membranfilter med porestorrelse pa
ikke over 0,45 pm.
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6.2.  Kromatografiske driftsbetingelser: Analysen foretages ved stuetemperatur ved hjelp af det udstyr, der er
beskrevet i punkt 5.1, og ved brug af de mobile faser (punkt 4.4) og en gennemstremningshastighed pa ca.
0,6 ml pr. minut i overensstemmelse med nedenstiende gradient (er kun givet som et eksempel)
Tidspunkt: 0 min, 50 min, 70 min, 90 min
Vaske A (vand-syre): 100 %, 60 %, 100 %, 100 %
Vaske B (methanol): 0 %, 40 %, 0 %, 0 %
Bemark, at denne gradient ber @ndres i nogle tilfalde for at undgd co-eluering.
6.3.  Bestemmelse
6.3.1. Referencestandarderne sprojtes ind saerskilt og blandes.
Tilpas driftsbetingelserne, sdledes at oplesningsfaktorerne for alle forbindelsernes toppe mindst svarer til 1.
6.3.2. Proven fremstillet i overensstemmelse med punkt 6.1 indsprejtes.
6.3.3. Arealet af toppene i referenceoplosningen og spiritussen maéles, og koncentrationerne beregnes.
7. Angivelse af resultater
Koncentrationen af hver bestanddel udtrykkes i mg/l.
8. Metodens kvalitetsparametre (pracision)
Folgende data kommer fra en international metodekvalitetsundersegelse af forskellige spirituskategorier
foretaget i 2009 efter internationalt anerkendte procedurer [1], [2].
8.1.  Furfural
Analysand Furfural
Prover Whisky Brandy Rom Cognac 1 Bourbon Cognac 2
Antal deltagende laborato- 15 15 15 15 15 15
rier
Antal accepterede resultater 14 12 13 14 13 13
(laboratorier)
Gennemsnit [mg/l] 2,9 1,2 1,7 10,6 15,3 13,9
Standardafvigelse for repeter- 0,04 0,05 0,04 0,18 0,23 0,20
barhed
s, [mg/l]
Relativ standardafvigelse for 1,4 4,5 2,3 1,7 1,5 1,5
repeterbarhed RSD, [%]
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Analysand Furfural
Prover Whisky Brandy Rom Cognac 1 Bourbon Cognac 2
Repeterbarhedsgranse r 0,1 0,2 0,1 0,5 0,6 0,6
(mg/l]
(r=28xs)
Standardafvigelse for repro- 0,24 0,18 0,09 1,4 0,49 0,69
ducerbarhed s, [mg/]]
Relativ standardafvigelse for 8 15 5 13 3 5
reproducerbarhed RSDy [%]
Reproducerbarhedsgraense 0,7 0,5 0,3 3,8 1,4 1,9
R [g/]
R =28 xsp)
8.2.  5-hydroxymethylfurfural
Analysand 5-hydroxymethylfurfural
Prover Whisky Brandy Rom Cognac 1 Bourbon Cognac 2
Antal deltagende laborato- 16 16 16 16 16 16
rier
Antal accepterede resultater 14 14 14 14 14 14
(laboratorier)
Gennemsnit [mg/l] 5,0 11,1 9,4 33,7 5,8 17,5
Standardafvigelse for repeter- 0,09 0,09 0,09 0,42 0,07 0,13
barhed s, [mg/l]
Relativ standardafvigelse for 1,7 0,8 1,0 1,3 1,2 0,8
repeterbarhed RSD, [%]
Repeterbarhedsgranse 0,2 0,3 0,3 1,2 0,2 0,4
r [mg]l]
(r=28xs)
Standardafvigelse for repro- 0,39 1,01 0,50 4,5 0,4 1,6
ducerbarhed s, [mg]/l]
Relativ standardafvigelse for 8 9 5 13 7 9
reproducerbarhed RSD; [%]
Reproducerbarhedsgranse 1,1 2,8 1,4 12,5 1,1 4,6
R [g/l]
R=28xs,)
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8.3.  5-methylfurfural
Analysand 5-methylfurfural
Prover Whisky Brandy Rom Cognac 1 Bourbon Cognac 2
Antal deltagende laborato- 11 11 11 11 11 11
rier
Antal accepterede resultater 11 11 8 11 10 11
(laboratorier)
Gennemsnit [mg/l] 0,1 0,2 0,1 0,5 1,7 0,8
Standardafvigelse for repeter- 0,01 0,01 0,02 0,02 0,03 0,07
barhed s, [mg/l]
Relativ standardafvigelse for 10,7 6,1 13,6 4,7 2,0 10,0
repeterbarhed RSD, [%]
Repeterbarhedsgranse 6:0 60 0,1 0,1 0,1 0,2
r [mg/l]
(r=28xs)
Standardafvigelse for repro- 0,03 0,04 0,03 0,18 0,20 0,26
ducerbarhed s, [mg/l]
Relativ standardafvigelse for 35 18 22 39 12 35
reproducerbarhed RSD; [%]
Reproducerbarhedsgranse 0,1 0,1 0,1 0,5 0,6 0,7
R [g]
R =28 xsp)
8.4.  Vanillin
Analysand Vanillin
Prover Whisky Brandy Rom Cognac 1 Bourbon Cognac 2
Antal deltagende laborato- 16 15 16 16 16 16
rier
Antal accepterede resultater 16 15 16 16 16 16
(laboratorier)
Gennemsnit [mg/l] 0,5 0,2 1,2 1,2 3,2 3,9
Standardafvigelse for repeter- 0,03 0,02 0,06 0,11 0,11 0,09
barhed s, [mg/l]
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Analysand Vanillin
Prover Whisky Brandy Rom Cognac 1 Bourbon Cognac 2

Relativ standardafvigelse for 6,8 9,6 4,6 8,9 3,5 2,3
repeterbarhed RSD, [%]
Repeterbarhedsgranse 0,1 0,1 0,2 0,3 0,3 0,3
r [mgfl]
(r=28xs)
Standardafvigelse for repro- 0,09 0,06 0,18 0,27 0,41 0,62
ducerbarhed s, [mg]/l]
Relativ standardafvigelse for 19 25 15 22 13 16
reproducerbarhed RSD; [%]
Reproducerbarhedsgranse 0,3 0,2 0,5 0,8 1,2 1,7
R [gfl]
R=28xsp)

8.5.  Syringaldehyd

Analysand Syringaldehyd
Prover Whisky Brandy Rom Cognac 1 Bourbon Cognac 2

Antal deltagende laborato- 16 15 16 16 16 16
rier
Antal accepterede resultater 13 13 13 12 14 13
(laboratorier)
Gennemsnit [mg/l] 1,0 0,2 4,8 3,2 10,5 9,7
Standardafvigelse for repeter- 0,03 0,02 0,04 0,08 0,10 0,09
barhed s, [mg/l]
Relativ standardafvigelse for 2,6 8,1 0,8 2,6 0,9 0,9
repeterbarhed RSD, [%]
Repeterbarhedsgranse 0,1 0,1 0,1 0,2 0,3 0,3
r [mg/l]
(r=28xs)
Standardafvigelse for repro- 0,08 0,07 0,23 0,19 0,39 0,43
ducerbarhed s, [mg]/l]
Relativ standardafvigelse for 8 33 5 6 4 4
reproducerbarhed RSDy [%]
Reproducerbarhedsgranse 0,2 0,2 0,7 0,5 1,1 1,2
R [g/1]
R =28 xsp)
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8.6.  Coniferaldehyd
Analysand Coniferaldehyd
Prover Whisky Brandy Rom Cognac 1 Bourbon Cognac 2

Antal deltagende laborato- 13 12 13 12 13 13
rier
Antal accepterede resultater 12 12 13 12 13 13
(laboratorier)
Gennemsnit [mg/l] 0,2 0,2 0,6 0,8 4,6 1,3
Standardafvigelse for repeter- 0,02 0,02 0,03 0,03 0,09 0,06
barhed s, [mg/l]
Relativ standardafvigelse for 9,2 9,8 4,6 4,3 1,9 4,5
repeterbarhed RSD, [%]
Repeterbarhedsgranse 0,04 0,04 0,07 0,09 0,24 0,16
r [mg/l]
(r=28xs)
Standardafvigelse for repro- 0,04 0,04 0,11 0,18 0,38 0,25
ducerbarhed s, [mg/l]
Relativ standardafvigelse for 23 27 21 23 8 19
reproducerbarhed RSD; [%]
Reproducerbarhedsgranse 0,1 0,1 0,3 0,5 1,1 0,7
R [g]
R =28 xsp)

8.7.  Sinapaldehyd

Analysand Sinapaldehyd
Prover Whisky Brandy Rom Cognac 1 Bourbon Cognac 2

Antal deltagende laborato- 14 14 14 14 15 14
rier
Antal accepterede resultater 14 13 12 13 13 12
(laboratorier)
Gennemsnit [mg/l] 0,3 0,2 0,2 1,6 8,3 0,3
Standardafvigelse for repeter- 0,02 0,01 0,02 0,06 0,14 0,03
barhed s, [mg/l]
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Analysand Sinapaldehyd
Prover Whisky Brandy Rom Cognac 1 Bourbon Cognac 2
Relativ standardafvigelse for 7,5 4,6 11,2 3,7 1,6 11,4
repeterbarhed RSD, [%]
Repeterbarhedsgranse 0,06 0,03 0,06 0,17 0,38 0,08
r [mgfl]
(r=28xs)
Standardafvigelse for repro- 0,09 0,05 0,08 0,20 0,81 0,18
ducerbarhed s, [mg]/l]
Relativ standardafvigelse for 31 27 46 13 10 73
reproducerbarhed RSD; [%]
Reproducerbarhedsgranse 0,2 0,2 0,2 0,6 2,3 0,5
R [gfl]
R=28xsp)
8.8.  Gallussyre
Analysand Gallussyre
Prove Whisky Brandy Rom Cognac 1 Bourbon Cognac 2
Antal deltagende laborato- 16 15 16 16 16 16
rier
Antal accepterede resultater 15 14 16 16 16 16
(laboratorier)
Gennemsnit [mg/l] 1,2 0,4 2,0 6,1 7,3 21,8
Standardafvigelse for repeter- 0,07 0,04 0,06 0,18 0,18 0,60
barhed s, [mg/l]
Relativ standardafvigelse for 6,1 8,1 2,9 3,0 2,4 2,8
repeterbarhed RSD, [%]
Repeterbarhedsgranse 0,2 0,1 0,2 0,5 0,5 1,7
r [mg/l]
(r=2,8 x sr)
Standardafvigelse for repro- 0,43 0,20 0,62 3,3 2,2 7,7
ducerbarhed s, [mg/l]
Relativ standardafvigelse for 36 47 31 53 30 35
reproducerbarhed RSDy [%]
Reproducerbarhedsgranse 1,2 0,6 1,7 9,1 6,2 21,7
R [g/1]
R =28 xsp)
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8.9.  Ellaginsyre
Analysand Ellaginsyre
Prover Whisky Brandy Rom Cognac 1 Bourbon Cognac 2
Antal deltagende laborato- 7 7 7 7 7 7
rier
Antal accepterede resultater 7 7 7 7 7 6
(laboratorier)
Gennemsnit [mg/l] 3,2 1,0 9,5 13 13 36
Standardafvigelse for repeter- 0,20 0,16 0,30 0,41 0,95 0,34
barhed s, [mg/l]
Relativ standardafvigelse for 6,3 16 3,2 3,2 7,4 1,0
repeterbarhed RSD, [%]
Repeterbarhedsgranse 0,6 0,4 0,9 1,1 2,7 1,0
r [mg/l]
(r=28xs)
Standardafvigelse for repro- 1,41 0,42 4,0 5,0 4,9 14
ducerbarhed s, [mg/l]
Relativ standardafvigelse for 44 43 42 39 39 40
reproducerbarhed RSD; [%]
Reproducerbarhedsgranse 4,0 1,2 11 14 14 40
R [g]
R =28 xsp)
8.10. Vanillinsyre
Analysand Vanillinsyre
Prover Whisky Brandy Rom Cognac 1 Bourbon Cognac 2
Antal deltagende laborato- 15 15 15 15 15 15
rier
Antal accepterede resultater 12 11 14 14 15 14
(laboratorier)
Gennemsnit [mg/l] 0,2 0,2 1,5 0,8 2,4 2,7
Standardafvigelse for repeter- 0,03 0,04 0,03 0,10 0,13 0,21
barhed s, [mg/l]
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Analysand Vanillinsyre
Prover Whisky Brandy Rom Cognac 1 Bourbon Cognac 2
Relativ standardafvigelse for 14,2 16,5 2,3 12,6 53 7,7
repeterbarhed RSD, [%]
Repeterbarhedsgranse 0,1 0,1 0,1 0,3 0,4 0,6
r [mgfl]
(r=28xs)
Standardafvigelse for repro- 0,06 0,05 0,51 0,2 1,22 0,70
ducerbarhed s, [mg]/l]
Relativ standardafvigelse for 28 20 35 31 51 26
reproducerbarhed RSD; [%]
Reproducerbarhedsgranse 0,2 0,1 1,4 0,7 3,4 2,0
R [gfl]
R=28xsp)
8.11. Syringasyre
Analysand Syringasyre
Prover Whisky Brandy Rom Cognac 1 Bourbon Cognac 2
Antal deltagende laborato- 16 15 16 16 16 16
rier
Antal accepterede resultater 16 15 15 15 16 15
(laboratorier)
Gennemsnit [mg/l] 0,4 0,2 2,5 1,4 3,4 4,8
Standardafvigelse for repeter- 0,03 0,02 0,06 0,13 0,08 0,11
barhed s, [mg/l]
Relativ standardafvigelse for 6,7 12,6 2,3 9,0 2,3 2,3
repeterbarhed RSD, [%]
Repeterbarhedsgranse 0,1 0,1 0,2 0,4 0,2 0,3
r [mg/l]
(r=28xs)
Standardafvigelse for repro- 0,08 0,05 0,29 0,26 0,43 0,67
ducerbarhed s, [mg]/l]
Relativ standardafvigelse for 19 29 11 18 13 14
reproducerbarhed RSDy [%]
Reproducerbarhedsgranse 0,2 0,1 0,8 0,7 1,2 1,9
R [g/1]
R =28 xsp)




23.4.2016 Den Europeiske Unions Tidende L 108/21
8.12. Scopoletin
Analysand Scopoletin
Prover Whisky Brandy Rom Cognac 1 Bourbon Cognac 2
Antal deltagende laborato- 10 10 10 10 10 10
rier
Antal accepterede resultater 9 8 9 8 8 8
(laboratorier)
Gennemsnit [mg/l] 0,09 0,04 0,11 0,04 0,65 0,15
Standardafvigelse for repeter- |  0,0024 0,0008 0,0018 0,0014 0,0054 0,0040
barhed s, [mg/l]
Relativ standardafvigelse for 2,6 2,2 1,6 3,3 0,8 2,7
repeterbarhed RSD, [%]
Repeterbarhedsgranse 0,007 0,002 0,005 0,004 0,015 0,011
r [mg]l]
(r=28xs)
Standardafvigelse for repro- 0,01 0,01 0,03 0,01 0,09 0,02
ducerbarhed s, [mg]/l]
Relativ standardafvigelse for 15 16 23 17 15 15
reproducerbarhed RSD; [%]
Reproducerbarhedsgranse 0,04 0,02 0,07 0,02 0,26 0,06
R [g/l]
R=28xs,)

[1] Protocol for the Design, Conduct and Interpretation of Method-Performance Studies, Horwitz, W. (1995)

Pure and Applied Chemistry 67, 332-343.

[2] Horwitz, W. (1982) Analytical Chemistry 54, 67A-76A.«
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