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ROZPORZADZENIE KOMIS]JI (WE) NR 761/1999
z dnia 12 kwietnia 1999 r.
zmieniajgce rozporzadzenie (EWG) nr 267690 okreslajace wspolnotowe metody analizy wina

KOMISJA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,
uwzgledniajac Traktat ustanawiajacy Wspdlnote Europejska,

uwzgledniajgc rozporzadzenie Rady (EWG) nr 822/87 z dnia
16 marca 1987 r. w sprawie wspolnej organizacji rynku
wina ('),  ostatnio  zmienione  rozporzadzeniem  (WE)
nr 1627/98 (%), w szczegdlnosci jego art. 74,

a takze majac na uwadze, co nastepuje:

Zalacznik do rozporzadzenia Komisji (EWG) nr 2676/90 (),
ostatnio zmienionego rozporzgdzeniem (WE) nr 822/97 (¥,
okresla metody analizy; metoda analizy dla kwasu D-jablko-
wego okreSlona w rozdziale 20 okazala si¢ by¢ niezupelnie
dokladna, dlatego rozwinigto nowa, bardziej doktadng metodg;
rozwinigto nowa metode dla analizy pochodnych cyjankowych,
ktéra jest bardziej czula i latwiejsza w stosowaniu; nowa
metoda okreslania karbaminianu etylowego w winie zostala
rozwinigta na poziomie mi¢dzynarodowym; te trzy metody
zostaly zalegalizowane zgodnie z miedzynarodowo uznanymi
kryteriami; stosowanie tych metod moze zapewni¢ lepszg
kontrole autentycznosci i jako$ci wina oraz zapobiec sporom
powodowanym stosowaniem nieaktualnych i budzgcych
watpliwosci odno$nie do ich wiarygodnosci metod analizy;
opisy nowych metod zostaly zatwierdzone przez Miedzynaro-
dowe Biuro ds. Winoroéli i Wina; nalezy je wlaczy¢ do niniej-
szego rozporzadzenia;

srodki przewidziane w niniejszym rozporzadzeniu s3 zgodne z
opinig Komitetu Zarzadzajacego ds. Wina,

PRZYJMUJE NINIEJSZE ROZPORZADZENIE:

Artykut 1

W Zalgczniku do rozporzadzenia (EWG) nr 2676/90 wpro-
wadza si¢ nastepujace zmiany:

1) rozdzial 20 (Kwas D-jablkowy) zastepuje si¢ zalgcznikiem I
do niniejszego rozporzadzenia;

2) rozdzial 38 (Pochodne cyjankowe) zastgpuje si¢ zalgczni-
kiem II do niniejszego rozporzadzenia;

3) zalacznik 11T do niniejszego rozporzadzenia dodaje si¢ jako
rozdziat 44.

Artykut 2

Niniejsze rozporzadzenie wchodzi w zycie siddmego dnia po
jego opublikowaniu w Dzienniku Urzgdowym Wispélnot Europej-
skich.

Niniejsze rozporzadzenie wigze w caloSci i jest bezposrednio stosowane we wszystkich

Panistwach Czlonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli, dnia 12 kwietnia 1999 r.

4272731987, str. 1.
10 z 28.7.1998, str. 10.
722 3.10.1990, str. 1.
172 7.5.1997, str. 10.
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W imieniu Komisji
Franz FISCHLER

Czlonek Komisji
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3.1.

ZALACZNIK I

»20. KWAS D-JABLKOWY
(metoda enzymatyczna)

ZASADA

W obecnosci dehydrogenezy D-jablczanu (D-MDH) kwas D-jabtkowy (D-jablczan) zostaje utleniony przez dinu-
kleotyd nikotyno-amidoadeninowy do szczawiooctanu. Powstaly szczawiooctan rozszczepia si¢ na pirogronian i
ditlenek wegla.

D-MDH

D-jablczan + NAD" pirogronian + CO, + NADH + H"

Ilo$¢ powstalego NADH jest proporcjonalna do stezenia kwasu D-jabtkowego i mierzy si¢ ja z zastosowaniem
dtugosci fali 334, 340 lub 365 nm.

ODCZYNNIKI

Sktad badania dla okoto 30 oznaczen:

a) Butla 1 zawierajaca okolo 30 ml roztworu skladajacego si¢ z buforu Hepes [N-(2-hydroksyetyl)piperazyna-N'-2-
kwas 2 etanosulfonowy], pH = 9,0 oraz stabilizatory;

b) Butla 2 zawierajaca okolo 210 mg liofilizatu NAD;

¢) Trzy butle 3 zawierajace liofilizat D-MDH, kazda okoto 8 jednostek.

Przygotowanie roztworu

1. Uzy¢ zawartoéci butli 1 nierozcieficzonej. Przed uzyciem rozgrza¢ do 20-25 °C.

2. Rozpusci¢ zawarto$¢ butli 2 w 4 ml wody podwéjnie destylowanej.

3. Rozpusci¢ zawarto$¢ jednej z butli 3 w 0,6 ml wody podwdéjnie destylowanej. Przed uzyciem rozgrzaé¢ do

20-25 °C.

Stabilno$¢ roztworéw

Zawarto$¢ butli 1 jest stabilna przez co najmniej jeden rok, jesli jest przechowywana w temperaturze +4 °C;
roztwor 2 jest stabilny przez trzy tygodnie, jesli jest przechowywany w temperaturze +4 °C oraz przez dwa
miesigce, jesli jest przechowywany w temperaturze -20 °C; roztwor 3 jest stabilny przez pig¢ dni, jesli jest przecho-
wywany w temperaturze +4 °C.

APARATURA

Spektrometr pozwalajacy na pomiar przy dlugosci fali 340 nm, to jest dtugosci fali, przy ktérej NADH ma
maksimum absorpcji. W razie braku mozna uzy¢ spektrometru ze Zrédlem nieciaglego widma pozwalajacym na
pomiary przy dlugosci fali 334 lub 365 nm. Poniewaz uwzglednia si¢ pomiary absolutnej absorpcji (tj. nie zestaw
roztworéw kalibracyjnych, lecz odniesienie do wspdlczynnika ekstynkcji NADH), nalezy sprawdzi¢ skale dtugosci
fali oraz spektrum absorpgji.

3.2. Szklane kuwety z drogg $wiatla 1 cm (w zaleznosci od preferencji mozna uzy¢ kuwet jednorazowych).

3.3. Mikropipety do pipetowania objgtosci w zakresie 0,01-2 ml.
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4. PRZYGOTOWANIE PROBKI
Analiz¢ D-jablczanu przeprowadza si¢ normalnie bezposrednio na winie, bez wstepnej dekoloryzacii.

llo$¢ D-jablczanu w kuwecie powinna wynosi¢ migdzy 2 a 50 pg. Dlatego wino musi by¢ rozcieficzone w celu otrzy-
mania stezenia D-jablczanu odpowiednio miedzy 0,02 a 0,5 g/l lub 0,02 a 0,3 g/l (w zaleznoici od uzywanego
aparatu).

Tabela rozcieficzania:

Szacowana ilo§¢ D-jablczanullitr
Mierzone przy: Rozcieficzenie z wodg | Czynnik rozcieficzania F
340 lub 334 nm 365 nm
<03¢g <05¢g - 1
03-30g 0,5-50 g 1+9 10

5. PROCEDURA

Za pomocy spektrometru ustawionego na szerokos¢ fali 340 nm ustala¢ absorpcje, uzywajac kuwet jednocentymetro-
wych, uzywajac powietrza do ustawienia absorpcji zero (brak kuwety w $ciezce optycznej) lub uzywajac wody.

Pipeta w kuwetach:

Odniesienie Badanie
Roztwor 1 1,00 ml 1,00 ml
Roztwor 2 0,10 ml 0,10 ml
Woda podwdjnie destylowana 1,80 ml 1,70 ml
Prébka do pomiaru - 0,10 ml

Zmieszal i po okolo szeSciu minutach zmierzy¢ absorpcje roztworéw odniesienia i roztworéw do badan (A1).

Dodad:

Odniesienie Badanie

Roztwor 3 0,05 ml 0,05 ml

Zmieszaé; poczekaé na zakofczenie reakeji (okoto 20 minut) i zmierzy¢ absorpcje roztworu odniesienia i roztworu do
badan (A2).

Obliczy¢ réznice absorpcji (A2 - A') dla roztworu odniesienia (AAT) i roztworu do badan (AAF). Na zakonczenie obliczy¢
réznice miedzy tymi réznicami: AA = AAF — AAT.

Uwaga: Czas wymagany dla zakoriczenia dziatania enzymu moze by¢ zréznicowany w stosunku do réznych patii. Powyiszy czas
podany jest jedynie jako wskazéwka i zaleca si¢, aby ustala¢ go dla poszczegdlnej partii.

Kwas D-jablkowy reaguje szybko. Enzym przeksztalca kwas L-winowy, jednak o wiele wolniej. Tlumaczy to niewielka
reakcj¢ poboczng, ktérg mozna skorygowac za pomoca ekstrapolagji (patrz dodatek A).
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6. PRZEDSTAWIENIE WYNIKOW

Og6lny wzor na obliczenie stgzenia w mg/l jest nastgpujacy:

V x PM_

C= dv AA
gdzie:
V = objetos¢ roztworu do badan w ml (2,95 ml)
v = objetos¢ probki w ml (0,1 ml)
PM = masa molekularna substancji, ktéra ma by¢ ustalona (dla kwasu D-jablkowego PM = 134,09)
d = Sciezka optyczna kuwety w cm (1 cm)
¢ = wspolczynnik absorpcji NADH:

przy 340 nm = 6,3 (1 mmol’ cm)
przy 365 nm = 3,4 (1 mmol’ cm)
przy 334 nm = 6,18 (I mmol’ cm?).

Jezeli probka zostata rozcieficzona podczas jej przygotowywania, pomnozyé wynik przez wspélczynnik rozcied-
czania.

Stezenie kwasu D-jabtkowego podaje si¢ w miligramach na litr (mg/l) bez miejsc liczb dziesigtnych.

7. DOKLADNOSC

Dane szczegblowe dotyczace préby miedzylaboratoryjnej odno$nie do dokladnosci metody streszczone sg w
dodatku B. Wartoéci otrzymane z proby migdzylaboratoryjnej moga nie by¢ stosowalne do zakreséw zageszczenia
analitu oraz parametrow statystycznych innych niz podane w dodatku B.

7.1. Powtarzalno$¢

Absolutna réznica migdzy dwoma indywidualnymi wynikami otrzymanymi z identycznych materii poddanych
prébie z zastosowaniem tej samej aparatury, w najkrotszych okresach czasu nie przekroczy wartoSci powtarzal-
nosci r w wiecej niz 5 % przypadkéw.

r=11 mg/l.

7.2. Odtwarzalnosé

Absolutna réznica migdzy dwoma niezaleznymi wynikami otrzymanymi z badania przeprowadzonego na iden-
tycznej materii poddanej probie w dwéch réznych laboratoriach nie przekroczy wartosci odtwarzalnosci R w
wiecej niz 5 % przypadkow.

R= 20 mg/L
8. UWAGI

Z uwagi na stopien dokladnosci tej metody warto$ci kwasu D-jabtkowego ponizej 50 mg/l w razie koniecznosci
powinny by¢ potwierdzone inng metoda analizy z zastosowaniem innej zasady pomiaru, takiej jak zasada Przyborskiego
et al. (Mitteilungen Klosterneuburg 43, 1993; 215-218. 1993).

Prébka wina w kuwecie nie powinna przekracza¢ 0,1 ml celem uniknigcia mozliwego zahamowania aktywnosci enzy-
matycznej przez polifenole.
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Dodatek A

Postgpowanie z reakcjami pobocznymi

Reakcje poboczne wynikajg zwykle z drugorzednych reakcji enzymu, obecnosci innych enzyméw w matrycy prébek lub
interakcji jednego lub wigcej elementéw matrycy z kofaktorem reakcji enzymatycznej.

W przypadku normalnej reakcji absorpcja osigga stala warto$¢ po pewnym czasie, zwykle po 10-20 minutach, w zalez-
nosci od szybkosci specyficznej reakcji enzymatycznej. Jednakze gdy wystepuja reakcje drugorzedne, absorpcja nie
osigga wartosci stalej, ale wzrasta regularnie w przedziale czasowym. Ten rodzaj procesu potocznie nazywa si¢ ,reakcja
poboczng”.

Gdy wystepuja reakcje poboczne, absorpcje roztworu powinno si¢ mierzy¢ w regularnych odstepach czasu (co dwie do
pieciu minut) po uplywie czasu koniecznego, aby roztwér mianowany osiggnal absorpcje koncows. Jesli absorpcja
wzrasta regularnie, nalezy wykona¢ piec lub szes¢ pomiaréw i dokona¢ ich ekstrapolacji za pomoca wykresu lub obli-
czenia w celu ustalenia absorpgji, ktéra mozna bylo zaobserwowal przy dodaniu ostatniego enzymu (TO0). Stezenie
substratu oblicza si¢ na podstawie roznicy w ekstrapolacji absorpcji w tym czasie (Af — Ai).

Absorpcja

Reakcja gtdbwna i poboczna

- -
-

T
L]
L]
: AA/At = constant
:
t
]
1

Reakcja gtéwna

MIN T

Reakcja poboczna

I

TO (Dodanie ostatniego enzymu) Czas

Rysunek 1. Reakcja poboczna
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Dodatek B
Rodzaje prébek:

Rok proby miedzylaboratoryjnej: 1995

Liczba laboratoriéw: 8
Liczba probek: 5 z dodatkiem kwasu D-jabtkowego

Probka A B C D E
Liczba laboratoriéw pozostatych po odrzuceniu laborato- 7 8 7 8 7
riéw wykazujgcych aberracyjne wyniki
Liczba laboratoriéw wykazujacych aberracyjne wyniki 1 _ 1 _ 1
Liczba przyjetych wynikow 35 41 35 41 36
Srednia wartos¢ () (x)(mg/l) 161,7 65,9 33,1 106,9 111,0
Standardowe odchylenie powtarzalnosci (sr)(mg/l) 4,53 4,24 1,93 4,36 4,47
Wzgledne odchylenie standardowe powtarzalnosci (RSDr) 2,8 6,4 58 41 4,00
(%)
Granica powtarzalnosci (r) (mg/l) 12,7 11,9 54 12,2 12,5
Standardowe odchylenie odtwarzalnosci (sR) (mg/l) 9,26 7,24 5,89 6,36 6,08
Wzgledne odchylenie standardowe odtwarzalno$ci (RSDR) 5,7 11 17,8 5,9 5,5
(%)
Granica odtwarzalnosci (R) (mg/fl) 25,9 20,3 16,5 17,8 17,0

Rodzaje probek:

A: wino czerwone; B: wino czerwone; C: wino biale; D: wino biale; E: wino biate.”
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ZALACZNIK I

»38. POCHODNE CYJANKOWE

(Uwaga: nalezy postepowal zgodnie z zasadami bezpieczeristwa dotyczacymi uzywania chemikaliéw, takich jak: chlora-
mina T, pyridyna, cyjanek potasu, kwas solny i kwas fosforowy. Pozbywa¢ si¢ zuzytych produktéw we wiasciwy sposéb,
zgodnie z obowiazujacymi przepisami prawa w zakresie ochrony Srodowiska. Zachowad ostrozno$¢ w zwiazku z
kwasem cyjanowodorowym wydzielajacym si¢ podczas destylacji wina zakwaszonego).

1.

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

4.1.

4.2.

ZASADA

Catkowity wolny kwas cyjanowodorowy w winie wydziela si¢ na drodze hydrolizy kwasowej i ulega oddzieleniu
przez destylacje. Po reakcji z chloraming T i pyridyna powstaly dialdehyd glutaminowy ustala si¢ za pomoca
kolorymetrii na podstawie niebieskiego zabarwienia, ktére dialdehyd glutaminowy daje z kwasem 1,3-dimetylo-
barbiturowym.

APARATURA

Aparat destylacyjny

Uzy¢ aparatu destylacyjnego okreslonego dla oznaczania zawarto$ci alkoholu w winie

Kolba okragtodenna 500 ml o standardowych zlaczach szlifowych
Laznia wodna kontrolowana termostatycznie przy temperaturze 20 °C
Spektrometr pozwalajacy na pomiar absorpcji przy diugosci fali 590 nm

Szklane naczynka lub naczynka jednorazowego uzytku ze $ciezkami optycznymi 20 mm

ODCZYNNIKI
Kwas fosforowy (H,PO,) przy 25 % (m/v)
Roztwor chloraminy T (C,H,CINNa O,S, 3H,0) 3 % (m/v)

Roztwoér kwasu 1,3-dimetylo-barbiturowego: rozpusci¢ 3,658 g kwasu 1,3-dimetylo-barbiturowego (C,H,N,0O,)
w 15 ml pyridyny i 3 ml kwasu solnego (p,, = 1,19 g/ml) oraz doda¢ 50 ml wody destylowanej

Cyjanek potasu (KCN)
Jodek potasu (KI), roztwér 10 % (m/v)

Roztwér azotanu srebra (AgNO,), 0,1 M

PROCEDURA
Destylacja

Umiesci¢ 25 ml wina, 50 ml wody destylowanej, 1 ml kwasu fosforowego (ppkt 3.1) oraz kilka koralikéw
szklanych w kolbie 500-mililitrowej (ppkt 2.2). Kolbe niezwlocznie umiesci¢ na aparacie destylacyjnym. Uzy(¢
chlodnicy w celu odprowadzenia destylatu do kolby kalibrowanej 50-mililitrowej, zawierajacej 10 ml wody.
Zanurzy¢ kolbe kalibrowang w lodowatej wodzie. Zebra¢ 30-35 ml destylatu (lub catkowicie okolo 45 ml
plynu) w kolbie kalibrowanej.

Przeptukaé rurke taczacy skraplacz kilkoma mililitrami wody destylowanej, podgrza¢ destylat do 20 °C i napenié
do linii kalibracyjnej wodg destylowana.

Pomiar

Wla¢ 25 ml destylatu do kolby stozkowej 50-mililitrowej z korkiem szklanym docieranym, doda¢ 1 ml
roztworu chloraminy T (ppkt 3.2) i zamkna¢ korkiem. Doktadnie po 60 sekundach doda¢ 3 ml roztworu kwasu
1,3-dimetylo-barbiturowego (ppkt 3.3), zamkna¢ korkiem i pozostawi¢ na 10 minut. Nastgpnie wykona¢ pomiar
absorpcji w stosunku do roztworu kontrolnego (25 ml wody destylowanej zamiast 25 ml destylatu) przy
dhugosci fali 590 nm w kuwetach o Sciezce $wiatta 20 mm.



03/t. 25

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

125

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

6.1.

OKRESLENIE KRZYWE] KALIBRACYJNEJ
Argentometryczne miareczkowanie cyjanku potasu

Rozpusci¢ okolo 0,2 g KCN (ppkt 3.4), dokladnie odmierzonego, w 100 ml wody destylowanej w kolbie kali-
browanej na 300 ml. Doda¢ 0,2 ml roztworu jodku potasu (ppkt 3.5) i miareczkowaé z roztworem azotanu
srebra (ppkt 3.6) do otrzymania ustalonej barwy z6ttej.

Obliczy¢ stezenie probki KCN, przyjmujac, ze 1 ml 0,1 M roztworu azotanu srebra odpowiada 13,2 mg KCN.
Krzywa standardowa

Przygotowanie roztwordw standardowych

Ustaliwszy stezenie KCN zgodnie z procedurg okreslona w ppkt 5.1, przygotowaé roztwor mianowany zawie-
rajacy 30 mg/l kwasu cyjanowodorowego (30 mg HCN 72,3 mg KCN). Rozcieficzy¢ roztwér w stosunku 1:10.

Wprowadzi¢ probki 1,0 ml, 2,0 ml, 3,0 ml, 4,0 ml, 5,0 ml rozpuszczonego roztworu do kolb kalibrowanych
100-mililitrowych i napetni¢ do linii kalibracyjnej woda destylowang. Przygotowane roztwory zawierajag odpo-
wiednio 30 pg, 60 pg, 90 pg, 120 pg oraz 150 pg kwasu cyjanowodorowego na litr.

Miareczkowanie

W sposéb okreslony powyzej w ppkt 4.1 i 4.2 postgpowaé z 25-mililitrowymi prébkami roztworu otrzymanego
w ten sposdb.

Wartosci uzyskane dla absorpcji w stosunku do roztworéw standardowych jako funkcja odpowiadajaca zawar-
toSci kwasu cyjanowodorowego, ktora powinna utworzy¢ prosta linig, przechodzacg przez poczatek ukladu
wsplrzednych.

PRZEDSTAWIENIE WYNIKOW

Zawarto$¢ kwasu cyjanowodorowego przedstawia si¢ w mikrogramach na litr (ug/l) bez miejsc liczb dziesigtnych.
Metoda obliczania

Odczytaé zawarto$¢ kwasu cyjanowodorowego na krzywej kalibracyjnej. Jesli probka byla rozcieficzona, nalezy
pomnozy¢ wyniki przez wspdlczynnik rozcieficzenia.

Powtarzalno$¢ (r) i odtwarzalnosé (R)
Wino biale =1 = 3,1 pg/l lub w przyblizeniu 6 % - x;
R = 12 pg/l lub w przyblizeniu 25 % - x

Wino czerwone = r = 6,4 pg/l lub w przyblizeniu 6 % - x

r = 23 pgfl lub w przyblizeniu 6 % - x;

x, = Srednie stezenie HCN w winie
x; = 48,4 pg/l dla wina bialego

x; = 80,5 pg/l dla wina czerwonego.”
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ZALACZNIK 11T

44,

OKRESLENIE KARBAMINIANU ETYLU W WINIE: METODA SELEKTYWNEGO WYKRYWANIA PRZY

ZASTOSOWANIU CHROMATOGRAFII GAZOWE]/SPEKTROMETRII MASOWE]

(Stosowana do okreslania karbaminianu etylu dla st¢zen migdzy 10 a 200 pg/l)

(Uwaga: postepowal zgodnie z zasadami bezpieczenistwa dotyczacymi uzycia takich chemikaliéw, jak: alkohol etylowy,
aceton oraz produkty rakotwércze (karbaminian etylu oraz dichlorometan). Pozbywaé si¢ rozpuszczalnikow we
wlasciwy sposdb, zgodnie z obowigzujacymi przepisami prawa w zakresie ochrony Srodowiska).

A. Zasada

Karbaminian propylu dodaje si¢ do prébki jako standard wewnetrzny, roztwor rozciencza si¢ wodg i umieszcza w
kolumnie ekstrakcyjnej fazy stalej 50 ml. Karbominian etylowy i karbominian propylowy sa eluowane dichlorome-
tanem.

Eluat ulega stezeniu w obrotowej wyparce prézniowej. SteZenie jest analizowane przy uzyciu chromatografii gazowej
(GC). Wykrywanie w zastosowaniu spektrometrii masowej z uzyciem fragmentometrii w trybie SIM (monitorowanie
wybranych jonéw).

B. Aparatura i warunki chromatograficzne (przyklad)

a)

9

d)

Chromatogram gazowy/spektrometr masowy (GC/MS) i, w razie koniecznosci, filtr prébki oraz system przetwa-
rzania danych lub réwnowaznik

Kolumna kapilarna kwarcowa 30 m (*) x 0,25 mm §rednica wewnetrzna, 0,25 pg Carbowax 20 M
Operacja: wtryskiwacz 180 °C, przewodnik helowy 1 ml/minut¢ przy 25 °C, wtrysk bezrozlewczy

Temperatura programu: 40 °C przez 0,75 minuty, wzrastajaca nastepnie o 10 C/minute, az do 60 °C, potem
0 3 °C/minute az do 150 °C (*¥), wzrastajaca do 220 °C i utrzymujaca si¢ przez 4,25 minuty. Charakterystyczny
czas retencji karbaminianu etylu wynosi 23-27 minut, karbaminianu propylowego 27-31 minut.

Polgczenie chromatogramu gazowego/spektrometru (GC/MS): linia przesylowa 220 °C. Parametry spektrometru
masowego ustawiane recznie z perfluorotributylaming i optymalizowany dla nizszej czulosci masowej, sposob
akwizycji SIM, opdznienie rozpuszczalnika i poczatek zbierania danych 22 minuty, magazynowanie danych/jon
100 ms.

Obrotowa wyparka prézniowa lub system koncentracyjny podobny do duriskiego Kuderna.

(Uwaga: stopient odzysku karbaminianu etylowego z probki do badan, pkt C lit. g), musi wynosi¢ migdzy 90 a
110 % w czasie trwania procesu.)

Kolba — gruszkowa, 300 ml, pojedynczy korek szklany

Prébowka zageszczajaca — 4 ml, z podzialka, z polaczeniem pokrytym teflonem i korkiem

C. Odczynniki

a)

Aceton — jako$¢ LC

(Uwaga: odnosnie do kazdej partii przed uzyciem GC/MS sprawdzi¢, czy nie s3 wykrywalne jony m/z 62, 74 i
89)

b) Dichlorometan

©

(Uwaga: dokona¢ analizy kazdej partii przed uzyciem w GC/MS po stezeniu zwigkszonym 200-krotnie, aby
sprawdzié, czy nie s3 wykrywalne jony m/z 62, 74 i 89.)

Alkohol etylowy — bezwodny

(*) Dla okreslonych szczegdlnie bogatych win uzycie kolumny kapilarnej 50 m.
(**) Dla okreslonych szczegdlnie bogatych win moze by¢ konieczne zastosowanie programu temperatury 2 °C/minutg.
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d)

e)

f)

Q

=

Karbominian etylu (EC), roztwory standardowe

1. Roztwér podstawowy — 1,00 mg/ml. Odwazy¢ 100 mg EC (czystos¢ 99 %) w kolbie pomiarowej na
100 ml i rozcienczy¢ acetonem.

2. Standardowy roztwor roboczy — 10,0 pg/ml. Przenies¢ 1 ml roztworu podstawowego do kolby pomiarowej
na 100 ml i rozcieficzy¢ acetonem dodanym do poziomu cechy.

Karbaminian propylu (PC), roztwory standardowe

1. Roztwdr podstawowy — 1,00 mg/ml. Odwazy¢ 100 mg PC (odczynnik czysty do analizy) w kolbie pomia-
rowej 100 ml i rozcieficzy¢ acetonem dodanym do poziomu cechy.

2. Standardowy roztwér roboczy — 10,0 pg/ml. Przenie$¢ 1 ml roztworu podstawowego PC do kolby pomia-
rowej 100 ml i rozcieficzy¢ acetonem dodanym do poziomu cechy.

3. Roztwér wzorca wewnetrznego PC — 400 ng/ml. Przenie$¢ 4 ml roztworu podstawowego PC do kolby
pomiarowej na 100 ml i rozcienczyé wodg do poziomu cechy.

Roztwory kalibrowane standardowo EC-PC
Rozcienczy¢ standardowy roztwor roboczy EC lit. d) pkt 2 oraz standardowy roztwér roboczy PC lit. €) pkt 2 z
uzyciem dichlorometanu w celu uzyskania:
1) (100 ng EC i 400 ng PC)/ml
) (200 ng EC i 400 ng PC)/ml;
3) (400 ng EC i 400 ng PC)/ml
) (800 ng EC i 400 ng PC)/ml;
) (1600 ng EC i 400 ng PC)/ml;

Prébka do badan — 100 ng EC/ml w 40 % alkoholu etylowego

Przenie$¢ 1 ml standardowego roztworu roboczego EC, lit. d) pkt 2, do kolby pomiarowej na 100 ml i rozcien-
czy¢ 40-procentowym alkoholem etylowym dodanym do poziomu cechy.

Kolumna ekstrakcyjna fazy stalej — material jednorazowy, paczkowany z ziemia okrzemkows, objetos¢ 50 ml

Uwaga: Przed analizg sprawdzi¢ stopien odzyskania EC i PC dla kazdej partii kolumn ekstrakcyjnych oraz czy nie
sa wykrywalne jony m/z 62,74 i 89. Przygotowa¢ 100 ng EC/ml prébki do badan lit. g). Dokonaé analizy
5,00 ml probki do badan wedtug opisu w pkt D lit. a), pkt E i F. Odzysk 90-110 ng substancji EC/ml jest wyni-
kiem zadowalajacym. Absorbenty, ktérych Srednica czastek jest nieregularna, moga doprowadzi¢ do zwolnienia
przeplywu, co wplywa na odzysk EC i PC. Jesli po kilku probach nie mozna uzyska¢ wartosci probki do badan
90-110 %, nalezy zmieni¢ kolumng lub uzy¢ skorygowanej krzywej kalibracyjnej odzysku dla okreslenia iloscio-
wego EC. W celu uzyskania skorygowanej krzywej kalibracyjnej nalezy przygotowaé roztwory standardowe
zgodnie z opisem w lit. f), z uzyciem 40-procentowego alkoholu etylowego zamiast dichlorometanu.

Dokona¢ analizy 1 ml standardowego roztworu kalibracyjnego zgodnie z opisem w pkt D, Ei F.

Ustali¢ nowa krzywa kalibracyjna z uzyciem stosunku EC/PC wyekstrahowanych standardéw.

D. Przygotowanie probki do badan

Umiesci¢ nastgpujace objetosci materialéw do badania w dwéch oddzielnych zlewkach na 100 ml:

a)
b)

wina o zawartoci alkoholu ponad 14 %: 5,00 £ 0,01 ml;

wina o maksymalnej zawartosci alkoholu 14 %: 20,00 + 0,01 ml.

Do kazdej zlewki doda¢ 1 ml roztworu wzorca wewngtrznego PC pkt C lit. e) pkt 3 i wodg w celu otrzymania catko-
witej objetosci 40 ml (lub 40 g).

. Ekstrakcja

Ekstrakcje nalezy przeprowadza¢ pod kapturem ekstraktora, przy odpowiedniej wentylacji.

Przenie$¢ probke przygotowang w pkt D do kolumny ekstrakcyjnej.

Przeptuka¢ zlewke 10 ml wody i przenies¢ wodg pluczaca do kolumny.
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Pozostawi¢ ciecz do absorpcji na kilka minut. Eluowaé z uzyciem 2 x 80 ml dichlorometanu. Zebraé eluat w kolbie
stozkowej na 300 ml.

Eluowa¢ 2-3 ml w obrotowej wyparce tazni wodnej przy 30 °C. (Uwaga: nie dopusci¢ do zagotowania na sucho.)
Przenies¢ stezong pozostatos¢ do rurki z podziatkg 4 ml z uzyciem pipety Pasteura.

Przeptuka¢ kolbe 1 ml dichlorometanu i przenie$¢ ciecz pluczaca do rurki. Stezy¢ probke do 1 ml pod stabym stru-
mieniem nitrogenu.

W razie koniecznosci przenie$¢ koncentrat do kolby do automatycznego pobierania probek dla analizy GC/MS.

F. Analiza GC/MC

a) Krzywa odwzorowania

Wstrzykngé 1 pl kazdego standardowego roztworu kalibracji pkt C lit. f) do GC/MS. Narysowaé wykres pola
stosunku EC-PC dla obecnosci jonu m/z 62 na pionowej osi oraz ilo$¢ EC w ng/ml na osi poziomej (100, 200,
400, 800, 1600 ng/ml).

Kwantyfikacja EC

=

Wstrzykna¢ 1 pl stezonego ekstraktu przygotowanego w pkt E do systemu GC/MS i obliczy¢ pole stosunku EC/
PC dla obecnosci jonu m/z 62. Ustali¢ stezenie EC (ng/ml) w ekstrakcie z uzyciem krzywej odwzorowania stan-
dardéw wewnetrznych. Obliczy¢ stezenie EC w prébee do badar (ng/ml), dzielac ilo$¢ EC (ng) w ekstrakcie przez
objeto$¢ probki do badan (ml).
¢) Potwierdzenie tozsamosci EC

Ustali¢, czy obecno$¢ jonéw m|z 62, 74 i 89 odnotowuje si¢ w okresie retencji EC. Obecnosci te s3 cechami
gléwnych fragmentéw odpowiednio (M-C,H,)* i (M-CH,)* i jonu czasteczkowego (M)*. Obecno$¢ EC jest potwier-
dzona, jedli wzgledne stosunki tych jonéw mieszcza sic w obrebie 20 % stosunkéw dla standardu EC. Moze
zaistnie¢ potrzeba dalszego stezenia ekstraktu w celu uzyskania wystarczajgcej obecnosci jonu m/z 89.

. Zbiorcza analiza

Tabela pokazuje indywidualne wyniki do przygotowania prébki rozproszonej dla obydwu rodzajéw wina.

Badanie Cochrana doprowadzito do eliminacji jedynie jednej pary wynikow, dla wina o zawartosci alkoholu powyzej
14 % i dla wina o zawartosci alkoholu wynoszacej 14 % lub mniej, z dwdch réznych laboratoriéw.

Wzgledna odtwarzalno$¢ (RSDR) wykazuje tendencje do obnizania si¢ przy wzroscie stezenia karbaminianu etylu.

Przedstawienie metody dla okreslenia karbaminianu etylu EC w napojach alkoholowych metod¢ GC/MS

Probka v 5 | doponerac. 5 SR RSDr RSDR
(ng/ml) %) ) 00
Wina > 14 % vol 40 1,59 4,77 4,01 12,02
80 89 3,32 7,00 4,14 8,74
162 90 8,20 11,11 5,05 6,84
Wina 14 % vol 11 0,43 2,03 3,94 18,47
25 93 1,67 2,67 6,73 10,73
48 93 1,97 4,25 4,10 8,86




