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32002R2091
27.11.2002. SLUZBENI LIST EUROPSKIH ZAJEDNICA L 322/11
UREDBA KOMISIJE (EZ) br. 2091/2002
od 26. studenoga 2002.
o izmjeni Uredbe (EZ) br. 2870/2000 o utvrdivanju referentnih metoda Zajednice za analizu jakih
alkoholnih pica
KOMISIJA EUROPSKIH ZAJEDNICA, (3)  Ove Cetiri metode mogu biti priznate kao referentne

uzimajuci u obzir Ugovor o osnivanju Europske zajednice,

uzimajuéi u obzir Uredbu Vijeca (EEZ) br.1576/89 od
29. svibnja 1989. o utvrdivanju opcih pravila za definiranje,
opis i prezentiranje jakih alkoholnih pi¢a ('), kako je izmijenjena
Aktom o pristupanju Austrije, Finske i Svedske, a posebno
njezin ¢lanak 4. stavak 8.,

bududi da:

() Uredba Komisije (EZ) br.2870/2000 od 19. prosinca
2000. o utvrdivanju referentnih metoda Zajednice za
analizu jakih alkoholnih pica (?) opisuje ove metode u
Prilogu.

(2)  Cetiri metode za analizu za odredivanje trans-anetola u
alkoholnim pi¢ima s aromom anisa, glicirizinske kiseline
i kalkona u pastisu i Zumanjka u likeru od jaja i likeru s
jajetom potvrdene su prema medunarodno priznatim
postupcima kao dio istrazivackog projekta koji je podu-
prla Komisija.

metode Zajednice i moraju se dodati u Prilog Uredbi
(EZ) br. 2870/2000.

4 Mjere predvidene ovom Uredbom u skladu su s mislje-
njem Provedbenog odbora za alkoholna pica,

DONIJELA JE OVU UREDBU:
Clanak 1.
Prilog Uredbi (EZ) br. 2870/2000 mijenja se kako slijedi:

1. U sadrzaju Priloga, naziv ,(p.m.)” pod to¢kama V., VI, VIL i
IX. brise se.

2. Poglavlja V., VL, VIL i IX. u Prilogu ovoj Uredbi dodaju se
nakon poglavlja IIL

Clanak 2.

Ova Uredba stupa na snagu sedmog dana od dana objave u
Sluzbenom listu Europskih zajednica.

Ova je Uredba u cijelosti obvezujuca i izravno se primjenjuje u svim drzavama clanicama.

Sastavljeno u Bruxellesu 26. studenoga 2002.

() SL L 160, 12.6.1989., str. 1.
() SL L 333, 29.12.2000., str. 20.

Za Komisiju
Franz FISCHLER
Clan Komisije
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

PRILOG

ANETOL. ODREDIVANJE TRANS-ANETOLA U ALKOHOLNIM PICIMA PLINSKOM KROMATOGRAFIJOM

Podrudje primjene

Ova je metoda prikladna za odredivanje trans-anetola u alkoholnim pi¢ima s aromom anisa primjenom
kapilarne plinske kromatografije.

Referentni standardi

ISO 3696:1987 Voda za uporabu u analitickom laboratoriju — Specifikacije i metode ispitivanja.

Nacelo rada

Koncentracija trans-anetola alkoholnog pic¢a odreduje se plinskom kromatografijom (GC). Ista koli¢ina internog
standarda, npr. 4-alilanizola (estragola) kada estragol nije prirodno prisutan u uzorku, dodaje se uzorku za
ispitivanje i referentnoj otopini trans-anetola poznate koncentracije te se oba razrijede pomocu 45 %-tne
otopine etanola i injektiraju izravno u sustav za plinsku kromatografiju (GC). Prije pripreme uzoraka i
analize likera koji sadrze vece koli¢ine ecera potrebna je ekstrakcija.

Reagensi i materijali

Tijekom analize koriste se samo reagensi ¢ija je Cistoca najmanje 98 %. Mora se koristiti voda ¢iji je stupanj
kakvoce najmanje 3 prema definiciji standarda ISO 3696.

Referentne kemikalije trebaju se ¢uvati na hladnom (na 4 °C) i tamnom mjestu, u aluminijskim spremnicima ili
u bocicama za reagense od obojenog (jantarnog) stakla. PoZeljno je da zatvara¢i imaju aluminijsku brtvu.

Potrebno je ,otopiti” trans-anetol iz kristalnog stanja prije uporabe, ali u tom slucaju njegova temperatura
nikada ne smije prijeci 35 °C.

Etanol 96 % vol. (CAS 64-17-5)

1-metoksi-4-(1-propenil) benzen; (trans-anetol) (CAS 4180-23-8)
4-alilanizol, (estragol) (CAS 140-67-0), preporuceni interni standard (IS)
Etanol 45 % vol.

Doda se 560 g destilirane vode u 378 g etanola 96 % vol.

Priprema standardnih otopina

Sve standardne otopine moraju se ¢uvati na sobnoj temperaturi (od 15 do 35°C), na tamnom mjestu, u
aluminijskim spremnicima ili u bocicama za reagense od obojenog (jantarnog) stakla. PoZeljno je da zatvaraci
imaju aluminijsku brtvu.

Trans-anetol i 4-alilanizol prakticki su netopivi u vodi te je stoga neophodno otopiti trans-anetol i 4-alilanizol u
odredenoj koli¢ini 96 %-tnog etanola (4.1.) prije dodavanja 45 %-tnog etanola (4.4.).

Radne otopine moraju se pripremati svjeze svaki tjedan.
Standardna otopina A
Radna otopina trans-anetola (koncentracija: 2 g/L)

Odvagne se 40 mg trans-anetola (4.2) u odmjernu tikvicu od 20 ml (ili 400 mg u 200 ml itd.). Doda se
odredena koli¢ina 96 %-tnog etanola (4.1), nadopuni do oznake s 45 %-tnim etanolom (4.4.) te dobro promi-
jesa.

Interna standardna otopina B
Radna interna standardna otopina, npr. estragol (koncentracija: 2 g[L)

Odvagne se 40 mg estragola (4.3) u odmjernu tikvicu od 20 ml (400 mg u 200 ml itd.). Doda se odredena
koli¢ina 96 %-tnog etanola (4.1), nadopuni do oznake 45 %-tnim etanolom (4.4) te dobro promijesa.



03/Sv. 21

Sluzbeni list Europske unije

37

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

6.1.
6.2.
6.3.
6.4.
6.5.

6.6.

8.1.

8.2.

Otopine koje se koriste za provjeru linearnosti odziva plamenog ionizacijskog detektora (FID)

Linearnost odziva plamenog ionizacijskog detektora (FID-a) mora se provjeriti za analizu, uzimajuéi u obzir
raspon koncentracija trans-anetola u alkoholnim pi¢ima od 0 g/L do 2,5 g/L. U postupku analize, nepoznati
uzorci alkoholnih pica koji se moraju analizirati razrijede se 10 puta (8.3.). Za uvjete analize opisane u metodi,
radne otopine koje odgovaraju koncentracijama od 0, 0,05, 0,1, 0,15, 0,2 i 0,25 g/L trans-anetola u uzorku koji
se mora analizirati pripreme se kako slijedi: uzme se 0,5, 1, 1,5, 2 i 2,5 ml radne otopine A (4.5.1.) i pipetira u
odvojene odmjerne tikvice od 20 ml; u svaku se tikvicu pipetira 2 ml interne standardne otopine B (4.5.2.),
nadopuni do oznake 45 % -tnim etanolom (4.4.) te dobro promijesa.

Otopine slijepe probe (8.4.) koriste se kao 0 g/L otopina.

Standardna otopina C

Uzme se 2 ml standardne otopine A (4.5.1.) i pipetira u odmjernu tikvicu od 20 ml, zatim se doda 2 ml interne
standardne otopine B (4.5.2.), dopuni do oznake 45 % -tnim etanolom (4.4.) te dobro promijesa.

Aparatura i oprema

Kapilarni plinski kromatograf opremljen plamenim ionizacijskim detektorom (FID) i integratorom ili drugim
sustavom za obradu podataka koji mjeri visine ili povrsine pikova te uredajem za automatsko uzorkovanje ili
potrebnom opremom za ru¢no injektiranje uzoraka.

Injektor sa i bez razdjeljenja

Kapilarni stupac, na primjer:

Duzina: 50 m

Unutarnji promjer: 0,32 mm

Debljina filma: 0,2 pm

Stacionarna faza: FFAP — modificirani TPA polietilen glikol umrezeni porozni polimer.

Uobicajena laboratorijska oprema: odmjerno stakleno posude razine A, analiticka vaga (preciznost: * 0,1 mg).

Kromatografski uvjeti

Vrsta i dimenzije stupca te uvjeti plinske kromatografije moraju biti takvi da su anetol i interni standard
odvojeni jedan od drugog i od svih interferirajucih tvari. UobiCajeni uvjeti za stupac iz primjera u 5.3. su:

Plin nosilac: analiticki helij

Brzina protoka: 2 ml/min

Temperatura injektora: 250 °C

Temperatura detektora: 250 °C

Temperatura pe¢i: izotermna, 180 °C, vrijeme rada 10 minuta

Volumen injektiranja:1 pL, razdjeljenje 1:40.

Uzorci

Uzorci se moraju ¢uvati na sobnoj temperaturi, zasticeni od svjetla i hladnoce.

Postupak

Pretrazivanje uzorka na estragol

Za provjeru je li estragol prirodno prisutan u uzorku, mora se napraviti analiza slijepe probe bez dodatka bilo
kojeg internog standarda. Ako je estragol prirodno prisutan, tada se mora odabrati neki drugi interni standard
(na primjer, mentol).

U odmjernu tikvicu od 20 ml pipetira se 2 ml uzorka, nadopuni do oznake 45 %-tnim etanolom (4.4.) te dobro
promijesa.

Priprema nepoznatih uzoraka

U odmjernu tikvicu od 20 ml pipetira se 2 ml uzorka, zatim se doda 2 ml interne standardne otopine B
(4.5.2.), nadopuni do oznake 45 %-tnim etanolom (4.4.) te dobro promijesa.
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8.3.

8.4.

8.5.

9.1.

9.2.

9.3.

10.

Slijepa proba

U odmjernu tikvicu od 20 ml pipetira se 2 ml interne standardne otopine B (4.5.2.), nadopuni do oznake 45 %-
tnim etanolom (4.4.) te dobro promijesa.

Ispitivanje linearnosti

Prije pocetka analize mora se provjeriti linearnost odziva plamenog ionizacijskog detektora (FID-a) sukcesivnom
trostrukom analizom svake standardne otopine za provjeru linearnosti (4.5.3.).

Iz povrsine pikova ili visine pikova integratora za svako se injektiranje napravi graficki prikaz koncentracije
njihove mati¢ne otopine u g/L prema omjeru R za svaku.

R = visina ili povrsina pika za trans-anetol podijeljena s visinom ili povrsinom pika za estragol.

Mora se dobiti linearna krivulja.

Odredivanje

Ubrizga se otopina slijepe probe (8.3.), zatim standardna otopina C (4.5.4.) i jedna od standardnih otopina za
provjeru linearnosti (4.5.3.) koja ¢e djelovati kao uzorak za kontrolu kakvoce (moZe se odabrati s obzirom na
vjerojatnu koncentraciju trans-anetola u nepoznatom uzorku) te pet nepoznatih uzoraka (8.2); umetne se
uzorak za provjeru linearnosti (kontrolu kakvoce) nakon svakih pet nepoznatih uzoraka kako bi se osigurala
analiticka stabilnost.

Racunanje faktora odziva

Mjere se ili povrSine pika (pomocu integratora ili drugog sustava za obradu podataka) ili visine pika (ru¢na
integracija) za pikove trans-anetola i internog standarda.

Racunanje faktora odziva (RF)
Faktor odziva racuna se kako slijedi

RF, = (Cj/povrsina ili visina)*(povrsina ili visina,/Cy)

gdje je:

G koncentracija trans-anetola u standardnoj otopini A (4.5.1.)

Cis koncentracija internog standarda u standardnoj otopini B (4.5.2.)
povrsina povrsina (ili visina) pika trans-anetola

povrsina;, povrsina (ili visina) pika internog standarda

RF; se racuna iz pet uzoraka otopine C (4.5.4.).

Analiza otopina za ispitivanje linearnosti odziva

Ubrizgaju se otopine za ispitivanje linearnosti odziva (4.5.3.).

Analiza uzorka

Ubrizga se otopina nepoznatog uzorka (8.2.).

Racunanje rezultata

Formula za izracun koncentracije trans-anetola je sljedeca:

¢ = G * (povrsina ili visina;/povrsina ili visina;)*RF;

gdje je:

G nepoznata koncentracija trans-anetola

Cy koncentracija internog standarda u nepoznatoj tvari (4.5.2.)
Povrsina ili visina; povrsina ili visina pika trans-anetola

Povrsina ili visinay povrsina ili visina pika internog standarda

RF, koeficijent odziva (izracunan kao pod 9.1.)

Koncentracija trans-anetola izrazava se u gramima po litri, na jednu decimalu.
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11.

12.

12.1.

12.2.

12.2.1.

12.2.2.

12.3.

12.4.

12.4.1.

12.4.2.

12.4.3.

Osiguranje i kontrola kakvodée

Kromatogrami moraju biti takvi da su anetol i interni standard odvojeni jedan od drugog i od svih interferi-
rajucih tvari. Vrijednost RF; izracuna se iz rezultata za pet injektiranja otopine C (4.5.4.). Ako je koeficijent
varijacije (CV %=(standardno odstupanje/srednja vrijednost)*100)) unutar plus ili minus 1 %, prosjecna vrijednost
RF, je prihvatljiva.

Gornji se izra¢un mora koristiti za racunanje koncentracije trans-anetola u uzorku koji je odabran za kontrolu
kakvoce iz otopina za kontrolu linearnosti (4.5.3.).

Ako su srednji izracunati rezultati iz analize otopina za kontrolu linearnosti koje su odabrane za uzorke interne

kontrole kakvoée (IQC) unutar plus ili minus 2,5 % njihove teoretske vrijednosti, tada se mogu prihvatiti
rezultati za nepoznate uzorke.

Obrada uzorka alkoholnog pica koji sadrzi vecu koli¢inu Secera i uzorka likera prije analize plinskom
kromatografijom

Ekstrakcija alkohola iz alkoholnog pica koje sadrzi vecu koli¢inu Secera kako bi se mogla odrediti koncentracija
trans-anetola primjenom kapilarne plinske kromatografije.

Nacelo rada

Uzme se alikvot uzorka likera i doda mu se interni standard ¢ija je koncentracija slicna koncentraciji analita
(trans-anetola) u likeru. Tome se doda natrijev fosfat dodekahidrat i bezvodni amonijev sulfat. Dobivena se
mjeSavina dobro promijesa i ohladi, nastaju dva sloja, a gornji alkoholni sloj se ukloni. Uzme se alikvot tog
alkoholnog sloja i razrijedi 45 %-tnom otopinom etanola (4.4.) (Napomena: u ovoj se fazi ne dodaje nijedan
interni standard, bududi da je ve¢ dodan). Dobivena se otopina analizira plinskom kromatografijom.

Reagensi i materijali

Tijekom ekstrakcije se koriste samo reagensi Cija je Cistoca veca od 99 %.

Amonijev sulfat, bezvodni (CAS 7783-20-2).

Natrijev fosfat, dibazi¢ni, dodekahidrat (CAS 10039-32-4).

Aparatura i oprema

Konusne tikvice, tikvice za odjeljivanje, hladnjak.

Postupak

Pretrazivanje uzorka na estragol

Kako bi bili sigurni da estragol nije prirodno prisutan u uzorku, mora se izvrsiti ekstrakcija slijepe probe
(12.6.2) i analiza bez dodavanja bilo kojeg internog standarda. Ako je estragol prirodno prisutan, tada se
mora odabrati neki drugi interni standard.

Ekstrakcija

U konusnu se tikvicu pipetira 5 ml 96 %-tnog etanola (4.1.); u ovu se tikvicu odvagne 50 mg internog standarda
(4.3.) i doda 50 ml uzorka. Doda se 12 g amonijeva sulfata, bezvodnog (12.2.1.) i 8,6 g dibazi¢nog natrijeva

fosfata, dodekahidrata (12.2.2.). Konusna tikvica se zacepi.

Tikvica se mucka najmanje 30 minuta. MoZe se koristiti i mehanicki uredaj za muckanje, ali ne i magnetni
mjesac obloZen teflonom, jer teflon upija odredenu koli¢inu analita. Dodane soli nele se potpuno otopiti.

Zacepljena se tikvica stavi u hladnjak (T <5 °C) na najmanje 2 sata.

Nakon toga trebaju nastati dva odvojena tekuca sloja i ¢vrsti ostatak. Alkoholni sloj treba biti bistar; ako nije,
stavi se ponovno u hladnjak dok ne postane bistar.

Kada alkoholni sloj postane bistar, pazljivo se uzme alikvot (npr. 10 ml) bez narusavanja vodenog sloja, stavi u
bocicu od jantarnog stakla i zatvori sigurnosnim zatvaracem.

Priprema ekstrahiranog uzorka za analizu
Pusti se da ekstrakt (12.4.2.) dosegne sobnu temperaturu.

Uzme se 2 ml alkoholnog sloja ekstrahiranog uzorka regulirane temperature i pipetira u odmjernu tikvicu od
20 ml, nadopuni do oznake 45 %-tnim etanolom (4.4.) i dobro promijesa.
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13.

Odredivanje

Slijedi se postupak opisan pod 8.5.

Racunanje rezultata
Za racunanje rezultata koristi se sljedeca formula:

G = (my/V) * (povrsina; /povrsina ;) * RF;

gdje je:

g masa uzetog internog standarda (4.3.) (12.4.2.) (u miligramima)
1% volumen nepoznatog uzorka (50 ml)

RF, faktor odziva (9.1.)

povrsina; povrdina pika trans-anetola

povrina,,  povrsina pika internog standarda
Rezultati se izrazavaju u gramima po litri, na jednu decimalu.
Kontrola i osiguranje kakvoce

Slijedi se postupak opisan pod 11. gore.

Svojstva metode (preciznost)

Statisticki rezultati interlaboratorijskog ispitivanja:
Sljedece tablice daju vrijednosti za anetol.

Sljededi su podaci dobiveni iz medunarodnog ispitivanja svojstava metode koje je provedeno u skladu s medu-
narodno dogovorenim postupcima.

Godina interlaboratorijskog ispitivanja 1998.
Broj laboratorija 16
Broj uzoraka 10
Analit anetol
Pastis:

Uzorci A B C D E F
Broj zadrzanih laboratorija nakon eliminacije neti- | 15 15 15 13 16 16
picnih vrijednosti
Broj odstupanja (laboratorija) 1 1 1 3 — —
Broj prihvacenih rezultata 30 30 30 26 16 16
Srednja vrijednost g/L 1,477 1,955 1,940 1,833 1,741 1,754
Standardno odstupanje ponovljivosti (S,) g/L 0,022 | 0,033 | 0,034 | 0,017 | — —
Relativno  standardno odstupanje ponovljivosti | 1,5 1,7 1,8 0,9 — —
(RSD,) (%
Granica ponovljivosti (r) g/L 0,062 | 0,093 | 0,096 | 0,047 | — —
Standardno odstupanje obnovljivosti (Sg) g/L 0,034 | 0,045 | 0,063 | 0,037 | 0,058 [ 0,042
Relativno  standardno  odstupanje obnovljivosti | 2,3 2,3 3,2 2,0 3,3 2,4
(RSDy) (%)
Granica obnovljivosti (R) g/L 0,094 | 0,125| 0,176 | 0,103 | 0,163 | 0,119

Vrste uzoraka

A pastis, slijepe probe u duplikatu
B pastis, slijepe probe u duplikatu
C pastis, slijepe probe u duplikatu
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D pastis, slijepe probe u duplikatu
E pastis, jednostruki duplikati
F pastis, jednostruki duplikati

Druga alkoholna pi¢a s aromom anisa:

Uzorci G H I ]
Broj zadrzanih laboratorija nakon eliminacije neti- | 16 14 14 14
pi¢nih vrijednosti
Broj odstupanja (laboratorija) — 2 1 1
Broj prihvadenih rezultata 32 28 28 28
Srednja vrijednost g/L 0,778 1,742 0,351 0,599

0,530*

Standardno odstupanje ponovljivosti (S,) g/L 0,020 0,012 0,013 0,014
Relativno  standardno  odstupanje  ponovljivosti 3,1 0,7 3,8 2,3
(RSD) (%)
Granica ponovljivosti (r) g/L 0,056 0,033 0,038 0,038
Standardno odstupanje obnovljivosti (Sp) g/L 0,031 0,029 0,021 0,030
Relativno standardno odstupanje obnovljivosti 4,8 1,6 5,9 5,0
(RSDy) (%)
Granica obnovljivosti (R) g/L 0,088 0,080 0,058 0,084
Vrste uzoraka
G ouzo, razdijeljene razine(*)

H anis, slijepe probe u duplikatu
I liker a aromom anisa, u duplikatu
] liker a aromom anisa, u duplikatu.

VL. GLICIRIZNA KISELINA. ODREDIVANJE GLICIRIZNE KISELINE PRIMJENOM VISOKODJELOTVORNE
TEKUCINSKE KROMATOGRAFIJE

1. Svrha
Ova metoda je prikladna za odredivanje glicirizne kiseline u alkoholnim pi¢ima s aromom anisa primjenom

visokodjelotvorne tekudinske kromatografije (HPLC). Uredba (EEZ) br. 1576/89 odreduje da svako alkoholno
pie s aromom anisa koje se naziva ,pastis” mora sadrzavati izmedu 0,05 i 0,5 g glicirizne kiseline po litri.

2. Referentni standardi

ISO 3696: 1987 Voda za uporabu u analitickom laboratoriju — Specifikacije i metode ispitivanja.

3. Nacelo rada

Koncentracija glicirizne kiseline se odreduje pomocu visokodjelotvorne tekudinske kromatografije (HPLC) s UV
detekcijom. Standardna otopina i probni uzorak filtriraju se i odvojeno injektiraju izravno u sustav HPLC-a.

4. Reagensi i materijali

Tijekom analize, koriste se samo reagensi za HPLC, apsolutni etanol i voda ¢iji stupanj kakvoce iznosi 3 prema
definiciji standarda ISO 3696.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.6.1.

4.6.2.

4.7.

Etanol 96 % vol. (CAS 64-17-5).
Amonijj glicirizinat, C4,Hg,0,4,NH; (amonijeva sol glicirizne kiseline)
(Relativna molekulska masa 839,98) (CAS 53956-04-0): ¢istoca najmanje 90 %

(Relativna molekulska masa: glicirizinska kiselina 822,94).

Ledena octena kiselina, CH;COOH (CAS 64-19-7).
Metanol, CH;0H (CAS 67-56-1).

Etanol 50 % vol.

Za 1000 ml na 20 °C:

— 96 %-tni etanol (4.1.): 521 ml

— voda (2.0.): 511 ml.

Priprema HPLC otopina za eluciju
Otapalo za eluciju A (primjer)

80 dijelova (po volumenu) vode (2.0.)
20 dijelova (po volumenu) octene kiseline (4.3.).
Otapalo za eluciju degazira se u trajanju od pet minuta.

Napomena: Ako voda koja se koristi nije mikrofiltrirana, preporucuje se filtrirati pripremljeno otapalo za eluciju
na filteru za organska otapala s veli¢inom pora koja je manja ili jednaka 0,45 pm.

Otapalo za eluciju B

Metanol (4.4.).

Priprema standardnih otopina

Sve standardne otopine moraju se svjeZe pripremiti nakon dva mjeseca.

Referentna otopina C

U odmjernu tikvicu od 100 ml odvagne se 25 mg amonijeva glicirizinata (4.2) s to¢nos¢u od 0,1 mg. Doda se
etanol 50 % vol. (4.5.) i otopi amonijev glicirizinat. Kad je otopljen, dopuni se do oznake etanolom 50 % vol.
4.5).

Filtrira se kroz filtar za organska otapala.

Standardne otopine koje se koriste za provjeru linearnosti odziva uredaja

Radna otopina od 1,0 g/L se pripremi odvagom s to¢no$¢u od 0,1 mg, 100 mg amonijeva glicirizinata u
odmjernu tikvicu od 100 ml. Doda se etanol 50 % vol. (4.5.) i otopi amonijev glicirizinat. Kad je otopljen,
nadopuni se do oznake etanolom 50 % vol. (4.5.).

Pripreme se najmanje Cetiri druge otopine koje odgovaraju 0,05, 0,1, 0,25 i 0,5 g/L amonijeva glicirizinata
pipetiranjem 5 ml, 10 ml, 25 ml, odnosno 50 ml radne otopine masene koncentracije 1,0 g/[L u odvojene
odmjerne tikvice od 100 ml. Nadopuni se do oznake etanolom 50 % vol. (4.5.) i dobro promijesa.

Sve se otopine filtriraju kroz filtar za organska otapala.

Aparatura i oprema

Sustav za odjeljivanje

Visokodjelotvorni tekudinski kromatograf

Sustav pumpi koji omogucuje postizanje i odrzavanje stalne ili programirane brzine protoka s visokom prec-
iznoscu.

UV spektrofotometar: mora biti postavljen na 254 nm.
Sustav za degaziranje otapala.

Racunalni integrator ili uredaj za snimanje ¢iji rad je kompatibilan s ostatkom sustava.
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5.3. Kolona (primjer):
Materijal: nehrdajuéi celik ili staklo
Unutarnji promjer: 4 do 5 mm
Duljina: 100 do 250 mm

Stacionarna faza: umreZeni silicijev dioksid s (poZeljno sfericnom) oktadecilnom funkcijskom grupom (C18),
najveca veli¢ina Cestica: 5 pm.

5.4. Laboratorijska oprema
5.4.1.  Analiticka vaga s preciznoscu ocitavanja od 0,1 mg

5.4.2.  Odmjerno stakleno posude razine A

5.4.3.  Mirkomembranski filtri za male volumene.
6. Kromatografski uvjeti
6.1. Svojstva elucije (primjer)

— brzina protoka: 1 ml/minuta,
— otapalo A = 30 %,

— otapalo B = 70 %.

6.2. Detekcija
— UV = 254 nm
7. Postupak
7.1. Priprema uzorka alkoholnog pica

Filtrira se, ako je potrebno, kroz filtar za organska otapala (promjer pora: 0,45 pm).

7.2. Odredivanje

Kad se stabiliziraju kromatografski uvjeti,
— injektira se 20 plL referentne otopine C (4.7.1),
— injektira se 20 pL otopine uzorka,

— usporede se dva kromatograma. Identificiraju se pikovi glicirizne kiseline na temelju njihovih vremena
retencije. Izmjere se njihove povrsine (ili visine) i izracuna koncentracija u g/L na dvije decimale primjenom
sljedece jednadzbe:

h x P x 823

7 "H x 100 x 840
gdje je:
4 koncentracija u gramima po litri glicirizne kiseline u alkoholnom pi¢u koje se analizira
C koncentracija u gramima po litri amonijeva glicirizinata u referentnoj otopini
h povrsina (ili visina) pika glicirizne kiseline alkoholnog pica koje se analizira
H  povrsina (ili visina) pika glicirizne kiseline referentne otopine
P Cistoca referentnog amonijeva glicirizinata (u %)

823 masa jednog mola glicirizne kiseline

840 masa jednog mola amonijeva glicirizinata.

8. Svojstva metode (preciznost)
Statisticki rezultati medulaboratorijskog ispitivanja:

sljedece tablice daju vrijednosti za gliciriznu kiselinu.
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VIL

4.1.
4.2.

Sljededi su podaci dobiveni iz medunarodnog ispitivanja svojstava metode koje je provedeno u skladu s medu-
narodno dogovorenim postupcima.

Godina medulaboratorijskog ispitivanja 1998.
Broj laboratorija 16
Broj uzoraka 5
Analit glicirizna kiselina

Uzorci A B C D E
Broj zadrzanih laboratorija nakon eliminacije neti- [ 13 14 15 16 16
picnih vrijednosti
Broj odstupanja (laboratorija) 3 2 1 — —
Broj prihvacenih rezultata 26 28 30 32 32
Srednja vrijednost g/L 0,046 0,092 0,089 0,249 0,493

(*) 0,099

Standardno odstupanje ponovljivosti (S,) g/L 0,001 0,001 0,001 0,002 0,003
Relativno  standardno  odstupanje ponovljivosti 1,5 1,3 0,7 1,0 0,6
(RSDy) (%)
Granica ponovljivosti (r) g/L 0,002 0,004 0,002 0,007 0,009
Standardno odstupanje obnovljivosti (Sg) g/L 0,004 0,007 0,004 0,006 0,013
Relativno  standardno odstupanje obnovljivosti 8,6 7,2 4,0 2,5 2,7
(RSDy) (%)
Granica obnovljivosti (R) g/L 0,011 0,019 0,010 0,018 0,037

Vrste uzoraka

A pastis, slijepe probe u duplikatu
pastis, razdijeljene razine (¥)
pastis, slijepe probe u duplikatu

pastis, slijepe probe u duplikatu

Mg N W

pastis, slijepe probe u duplikatu

KALKONI. VISOKODJELOTVORNA TEKUCINSKA KROMATOGRAHJA ZA PROVJERU PRISUSTVA
KALKONA U PASTISU

Svrha

Ova je metoda prikladna za odredivanje prisutnosti kalkona u alkoholnim pi¢ima s aromom anisa. Kalkoni su
prirodna bojila iz skupine flavonoida koji se nalaze u slatkom korijenu (Glycyrrhiza glabra).

Da bi se alkoholno pie s aromom anisa moglo zvati ,pastis’, mora sadrzavati kalkone (Uredba (EEZ)
br. 1576/89).

Referentni standardi

ISO 3696: 1987 Voda za uporabu u analitickom laboratoriju — Specifikacije i metode ispitivanja.

Nacelo rada

Pripremi se referentna otopina ekstrakta slatkog korijena. Prisutnost ili odsutnost kalkona odreduje se visoko-
djelotvornom tekucinskom kromatografijom (HPLC) s UV detekcijom.

Reagensi i materijali

Tijekom analize, koriste se samo reagensi HPLC Cistoce. Etanol treba biti 96 % vol. Treba se koristiti samo
voda ¢iji stupanj kakvoce iznosi 3 prema definiciji standarda ISO 3696.

Etanol 96 % vol. (CAS 64-17-5).
Acetonitril, CH;CN (CAS 75-05-8)
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4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

Referentna tvar: Glycyrrhiza glabra: slatki korijen

Grubo mljeveni slatki korijen (Glycyrrhiza glabra). Prosjecne dimenzije Stapicastih cestica: duzina: 10 do 15 mm,
debljina: 1 do 3 mm.

Natrijev acetat, CH;COONa (CAS 127-09-3)
Ledena octena kiselina, CH;COOH (CAS 64-19-7)

Priprema otopina
Etanol 50 % vol.

Za 1000 ml na 20 °C:
— etanol 96 % vol. (4.1.): 521 ml
— voda (2.0.): 511 ml.

Otapalo A: acetonitril

Acetonitril (4.2.) analiticke Cistoce za HPLC.
Degazira se.

Otapalo B: 0,1 M puferska otopina natrijeva acetata, pH 4,66.

U odmjernu se tikvicu odvagne 8,203 g natrijeva acetata (4.4.), doda 6,005 g ledene octene kiseline (4.5.) i
nadopuni do 1 000 ml vodom (2.).
Priprema referentnog ekstrakta iz Glycyrrhiza glabra (4.3)

Odvagne se 10 g mljevenog slatkog korijena (Glycyrrhiza glabra) (4.3.) i stavi u destilacijsku tikvicu s okruglim
dnom

— doda se 100 ml etanola 50 % vol. (4.6.1.),

— pusti se da vrije u refluksu sat vremena,

— filtrira se. i

— filtrat se odlozi za kasniju uporabu.

S filtra se skine ekstrakt slatkog korijena,

— stavi u destilacijsku tikvicu s okruglim dnom,
— doda se 100 ml etanola 50 % vol. (4.6.1.),

— pusti se da vrije u refluksu sat vremena,

— filtrira se. Filtrat se odlozi za kasniju uporabu.
Ekstrakcija slatkog korijena mora se napraviti tri puta za redom.
Kombiniraju se tri filtrata.

Na rotacijskom isparivatu se ispari otapalo (iz 5.4.).

Pokupi se ostatni ekstrakt (iz 5.5.) sa 100 ml etanola 50 % vol. (4.6.1.).

Aparatura i oprema

Sustav za odjeljivanje.

Visokodjelotvorni tekudinski kromatograf.

Sustav pumpi koji omogucuje postizanje i odrzavanje stalne ili programirane brzine protoka pri visokom tlaku.
UV/|VID spektrofotometar: mora biti postavljen na 254 i 370 nm.

Sustav za degaziranje otapala.

Pe¢ s kolonom koja se moze podesiti na temperaturu od 40 £ 0,1 °C.

Racunalni integrator ili uredaj za snimanje ¢iji je rad kompatibilan s ostatkom sustava za odjeljivanje.
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6.3.

6.4.

6.4.1.

6.4.2.

6.4.3.

6.4.4.

6.5.

7.1.

7.2.

7.3.

7.3.1.

Kolona
Materijal: nehrdajuci celik ili staklo
Unutarnji promjer: 4 do 5 mm

Stacionarna faza: umreZeni silicij dioksid s oktadecilnom funkcijskom grupom (C18), maksimalna veli¢ina
Cestica: najviSe 5 pm (umrezena faza).

Uobicajena laboratorijska oprema, ukljucujudi:

analiticku vagu (preciznost: * 0,1 mg);

uredaj za destilaciju s povratnim hladilom koji se sastoji od, na primjer:

— tikvice s okruglim dnom od 250 ml i standardnim spojem od ubrusenog stakla,
— 30 cm dugog povratnog hladila, i

— izvora topline (bilo koja pirogena reakcija koja ukljucuje ekstrakt mora se izbjec¢i uporabom prikladnog
sustava).

Rotacijski uredaj za isparivanje.

Filtracija (t. lijevak Biichner).

Kromatografski uvjeti (primjer).

Svojstva elucije otapala A (4.6.2) i B (4.6.3.):

— pomak s gradijenta 20/80 (V[V) na 50/50 (V/V) u 15 minuta,
— pomak s gradijenta 50/50 (V/V) na 75/25 (V[V) u pet minuta,
— jednaka jakost na 75/25 (V/V) tijekom 5 minuta,

— stabilizacija kolone izmedu injektiranja,

— jednaka jakost na 20/80 (V/V) tijekom pet minuta.

Brzina protoka: 1 ml/minuta.

Podesavanja UV detektora:

detektor mora biti podesen na 370 nm za detekciju prisustva kalkona, a zatim na 254 nm za detekciju
glicirizne kiseline.

Napomena: promjena valne duljine (s 370 nm na 254 nm) mora se izvrsiti 30 sekundi prije pocetka pika

elucije glicirizne kiseline.

Postupak

Priprema uzorka alkoholnog pica

Filtrira se kroz filtar za organska otapala (promjer pora: 0,45 pm).

Priprema ostatnog ekstrakta slatkog korijena (5.6.)

Prije analize napravi se razrjedenje jedan u deset pomocu etanola 50 % vol. (4.6.1.).
Odredivanje

Injektira se 20 pL pripremljenog ekstrakta slatkog korijena (7.2.). Analiza se vi3i uz kromatografske uvjete
opisane gore (6.5.).

Injektira se 20 pL uzorka (7.1) (uzorak alkoholnog pi¢a s aromom anisa). Analiza se vr3i uz kromatografske
uvjete opisane gore (6.5).

Usporede se dva kromatograma. Mora postojati velika slicnost izmedu dva kromatograma u zoni izlaza
kalkona (tijekom detekcije na 370 nm u uvjetima analize koji su opisani gore (vidjeti sliku 1.).
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8. Svojstva kromatograma za pastis

Slika 1

Kromatogram dobiven gore opisanom metodom, koji pokazuje prisutnost kalkona u ,pastisu”. Pikovi od 1. do 8. su
kalkoni, a pik 9 je glicirizinska kiselina.
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9. Svojstva metode (preciznost)

Rezultati medulaboratorijskog ispitivanja:

sljedeca tablica daje rezultate za potvrdivanje prisustva ili odsustva kalkona u pastisu i alkoholnim pi¢ima s
aromom anisa.

Sljedec¢i podaci dobiveni su iz medunarodnog ispitivanja svojstava metode koje je provedeno u skladu su
medunarodno dogovorenim postupcima.

Godina medulaboratorijskog ispitivanja 1998.
Broj laboratorija 14
Broj uzoraka 11
Analit kalkoni
Uzorci A B C D E F
Broj laboratorija zadrZan nakon eliminacije neti- | 14 14 14 14 14 13
pi¢nih vrijednosti
Broj odstupanja (laboratorija) — — — — — 1%
Broj prihvadenih rezultata 28 14 14 28 28 26
Broj rezultata za prisutnost kalkona 28 14 14 0 28 0
Broj rezultata za odsutnost kalkona 0 0 0 28 0 26
Postotak tocnih rezultata (%) 100 100 100 100 100 100

(*) Nedosljedni rezultati izmedu dvaju duplikata pripisani pogreski u uzorkovanju
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IX. ZUMANJAK. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE ZUMANJKA U ALKOHOLNIM PICIMA - FOTOME-

4.1.
4.
43.
4.4,

4.5.

Uzorci H I ] K
Broj laboratorija zadrzan nakon eliminacije neti- 14 14 14 14 14
pi¢nih vrijednosti
Broj odstupanja (laboratorija) — — — — —
Broj prihvacenih rezultata 28 14 14 28 28
Broj rezultata za prisutnost kalkona 0 0 0 0 0
Broj rezultata za odsutnost kalkona 28 14 14 28 28
Postotak toc¢nih rezultata (%) 100 100 100 100 100

Vrste uzoraka:

A

Svrha

Ova je metoda prikladna za odredivanje koncentracije Zumanjka u rasponu od 40 do 250 g/L u likeru od jaja i

pastis, slijepe probe u duplikatu

pastis, jedan uzorak

pastis, jedan uzorak

Lpastis” (ne sadrzi kalkone), slijepe probe u duplikatu

Lpastis” (ne sadrzi kalkone), slijepe probe u duplikatu

liker s okusom anisa (ne sadrzi kalkone), slijepe probe u duplikatu

liker s okusom anisa (ne sadrZzi kalkone), slijepe probe u duplikatu

ouzo (ne sadrzi kalkone), jedan uzorak
ouzo (ne sadrzi kalkone), jedan uzorak
anis (ne sadrzi kalkone), slijepa proba u duplikatu

Lpastis” (ne sadrzi kalkone), slijepa proba u duplikatu

TRIJSKA METODA

likeru s jajetom.

Referentni standardi

ISO 3696:1897 Voda za upotrebu u analitickom laboratoriju — Specifikacije i metode ispitivanja.

Nacelo rada

Fosforni spojevi topivi u etanolu koji se nalaze u Zumanjku ekstrahiraju se i analiziraju fotometrijski kao

molibdatni fosforni kompleksi.

Reagensi i materijali

Dvostruko destilirana voda

Dijatomejska zemlja

Etanol 96 % vol. (CAS 64-17-5)

15 %-tna otopina magnezijeva acetata (CAS 16674-78-5)

10 %-tna sumporna kiselina (CAS 7664-93-9)
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4.6.
4.7.
4.8.

5.1.
5.2.
5.3.
5.4.

7.2.

7.2.1.

7.2.1.1.

1 N sumporne kiseline.

0,16 g/L otopina kalijeva dihidrogen fosfata (CAS 778-77-0), KH,PO,

Reagens za odredivanje fosfata:

otopi se 20 g amonijeva molibdata (CAS 12054-85-2), (NH,)¢M0,0,,4.4H,0 u 400 ml vode na 50 °G;

u drugoj se posudi otopi 1 g amonijeva vanadata (CAS 7803-55-6), NH,VO;, u 300 ml vruce vode, pusti da
se ohladi, a zatim se doda 140 ml koncentrirane dusi¢ne kiseline (CAS 7697-37-2). Ohladene se otopine
pomijesaju u odmjernoj tikvici od 1 000 ml i nadopune se do oznake od 1 000 ml.

Aparatura i oprema

Konusna tikvica od 100 ml

Ultrazvucna kupelj (ili magnetski mjesac)

Odmjerna tikvica od 100 ml

Vodena kupelj na 20 °C

Filtar (Whatman br. 4 ili ekvivalentni)

Porculanski (ili platinasti) lonci¢

Kipuca vodena kupelj

Vruéa metalna ploca

Mufolna peé

Odmjerna tikvica od 50 ml

Odmjerna tikvica od 20 ml

Spektrofotometar podesen na 420 nm

Kiveta od 1 cm.

Uzorci

Uzorci se skladiste na sobnoj temperaturi prije analize.

Postupak

Priprema uzorka

U konusnu tikvicu od 100 ml odvagne se 10 g uzorka (5.1.).

Postupno se uz mijesanje doda 70 ml etanola (4.3.) u malim obrocima i stavi u ultrazvu¢nu kupelj (5.2.) na
15 minuta (ili se mjeSavina mijeSa magnetskim mjeSacem (5.2.) 10 minuta na sobnoj temperaturi).

Sadrzaj tikvice se prenese u odmjernu tikvicu od 100 ml (5.3.) s ispircima etanola (4.3.). Do kalibracijske
oznake dopuni se etanolom (4.3), a tikvice se stave u vodenu kupelj na 20 °C (5.4.). Do kalibracijske oznake se
dopuni na 20 °C.

Doda se manja koli¢ina dijatomejske zemlje (4.2.) i filtrira (5.5.) te se odbaci prvih 20 ml.

Prelije se 25 ml filtrata u porculanski (ili platinasti) lonci¢ (5.6.). Filtrat se tada mora koncentrirati blagim
isparavanjem u kipucoj vodenoj kupelji (5.7.) uz dodatak 5 ml 15 %-tne otopine magnezijeva acetata (4.4.).

Londiéi se stave na vrucu metalnu plocu (5.8.) i zagrijavaju do trenutka kad se osuse.

Ostatak se spali zagrijavanjem do uZarenosti na 600 °C u mufolnoj peci (5.9.) dok pepeo ne pobijeli, najmanje
sat i pol vremena, ali se moze ostaviti i preko nodi.

Pokupi se pepeo s 10 ml 10 %-tne sumporne kiseline (4.5.) i prebaci s ispircima destilirane vode (4.1.) u
odmjernu tikvicu od 50 ml (5.10.) te nadopuni do oznake destiliranom vodom na sobnoj temperaturi (4.1.).
Alikvot od 5 ml ove otopine pepela koristi se za pripremu otopine uzorka za fotometrijsko odredivanje
fosfata.

Fotometrijsko odredivanje fosfata
Poredbena otopina

Stavi se 10 ml 10 %-tne sumporne kiseline (4.5.) u odmjernu tikvicu od 50 ml (5.10.) i nadopuni do oznake
destiliranom vodom (4.1.).
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7.2.1.2.

7.2.1.3.

7.2.1.4.

7.2.2.

7.2.2.1.

7.2.2.2.

7.2.2.3.

7.2.3.1.

7.2.3.2.

7.2.3.3.

Alikvotu od 5 ml ove otopine (7.2.1.1.) u odmjernoj tikvici od 20 ml (5.11.) doda se 1 ml 1 N sumporne
kiseline (4.6.) i 2 ml fosfatnog reagensa (4.8.) te dopuni do 20 ml destiliranom vodom (4.1.).

Zacepi se labavo umetnutim cepom, promucka te grije u kipucoj vodenoj kupelji (5.7.) 10 minuta, a zatim
hladi u vodenoj kupelji na 20 °C (5.4.) tijekom 20 minuta.

Kiveta od 1 cm (5.13.) napuni se ovom poredbenom otopinom.

Otopina uzorka

Alikvotu od 5 ml otopine pepela (7.1.8.), u odmjernoj tikvici od 20 ml (5.11.), doda se 1 ml 1 N sumporne
kiseline (4.6.) i 2 ml fosfatnog reagensa (4.8.) te nadopuni do 20 ml destiliranom vodom (4.1.).

Zacepi se labavo umetnutim Cepom, promucka te grije u kipucoj vodenoj kupelji (5.7.) 10 minuta, a zatim
hladi u vodenoj kupelji na 20 °C (5.4.) tijekom 20 minuta.

Zuta otopina koja je nastala odmah se analizira spektrofotometrijski (5.12.) u kiveti od 1 cm (5.13.) na 420
nm u odnosu na poredbenu otopinu (7.2.1.4.).

Kalibracijska krivulja

Za dobivanje kalibracijske krivulje doda se 2 ml alikvota fosfatnog reagensa (4.8.) u odmjerne tikvice od 20 ml
(5.11.), od kojih svaka sadrzi 1 ml 1 N sumporne kiseline (4.6.) i 0, 2, 4, 6, 8 i 10 ml otopine kalijeva
dihidrogenfosfata (4.7.) te dopuni do 20 ml destiliranom vodom (4.1.).

Zacepi se labavo umetnutim ¢epom, promucka te grije u kipucoj vodenoj kupelji (5.7.) 10 minuta, a zatim
hladi u vodenoj kupelji na 20 °C (5.4.) tijekom 20 minuta te analizira spektrofotometrijski (5.12). u kiveti od
1cm (5.13.) na 420 nm u odnosu na poredbenu otopinu (7.2.1.4.).

Izrada kalibracijske krivulje:

otopina dihidrogenfosfata (ml) 0 2 4 6 8 10

P,05 (mg) 0 0167 0334 0501 0668 0835

Izrazavanje rezultata

Sadrzaj zumanjka u gL izra¢una se pomocu sljedece formule:

g/legg yolk = mg P05 x 110 x density

E/40
gdje je:
110. faktor konverzije za ukupni P,O5 u g u 100 g Zumanjka
mg P,0; vrijednost utvrdena kalibracijskom krivuljom
gustoca masa po jedininom volumenu (g/ml) likera na bazi Zumanjka na 20 °C
E masa likera na bazi Zumanjka u g
40 faktor razrjedenja za alikvot od 5 ml otopine pepela.

Svojstva metode (preciznost)
Statisticki rezultati medulaboratorijskog ispitivanja:
sljedeca tablica daje vrijednosti za Zumanjak.

Sljedeéi su podaci dobiveni iz medunarodnog ispitivanja svojstava metode koje je provedeno u skladu s
medunarodno dogovorenim postupcima.

Godina medulaboratorijskog ispitivanja: 1998.
Broj laboratorija: 24
Broj uzoraka: 5

Analit: Zumanjak
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Uzorci A B C D E
Broj laboratorija zadrzan nakon eliminacije neti- 19 20 22 20 22
pi¢nih vrijednosti
Broj odstupanja (laboratorija) 3 4 2 4 2
Broj prihvacenih rezultata 38 40 44 40 44
Srednja vrijednost 147,3 241,1 2274 51,9 (% 191,1

72,8 ()

Standardno odstupanje ponovljivosti (S,) g/L 2,44 4,24 3,93 1,83 3,25
Relativno standardno odstupanje ponovljivosti 1,7 1,8 1,8 2,9 1,7
(RSD)) (%)
Granica ponovljivosti (r) g/L 6,8 11,9 11,0 5,1 9,1
Standardno odstupanje obnovljivosti (S) g/L 5,01 6,06 6,66 3,42 6,87
Relativno standardno odstupanje obnovljivosti 3,4 2,5 2,9 5,5 3,6
(RSDy) (%)
Granica obnovljivosti (R) g/L 14,0 17,0 18,7 9,6 19,2

Vrste uzoraka

A Advocaat, slijepe probe u duplikatu

B Advocaat, slijepe probe u duplikatu

C Advocaat, slijepe probe u duplikatu

D Advocaat (razrijeden), razdijeljene razine (¥)
E

Advocaat, slijepe probe u duplikatu



	Uredba Komisije (EZ) br. 2091/2002 od 26. studenoga 2002. o izmjeni Uredbe (EZ) br. 2870/2000 o utvrđivanju referentnih metoda Zajednice za analizu jakih alkoholnih pića

