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UREDBA KOMISIJE (ES) st. 2870/2000
z dne 19. decembra 2000,

o dolocitvi referenénih metod Skupnosti za analizo Zganih pija¢

Clen 1

Referencne metode Skupnosti za analizo Zganih pija¢, s katerimi se
zagotavlja skladnost z Uredbo (EGS) st. 1576/89 in Uredbo (EGS) st.
1014/90:

— ko se opravlja kateri koli uradni nadzor ali

— ob sporu,

so tiste, ki so navedene v Prilogi k tej uredbi.

Clen la

1. Ta uredba se uporablja za etanol kmetijskega porekla, kot je opre-
deljen v ¢lenu 5 Uredbe (EU) 2019/787 Evropskega parlamenta in
Sveta (1).

2. Referencne metode Unije za analizo etanola kmetijskega porekla
so dolocene v Prilogi k tej uredbi.

3. Za namene te uredbe se etanol kmetijskega porekla Steje za desti-
lat, katerega volumenski delez alkohola se meri neposredno, kakor je
doloceno v Dodatku II k poglavju I Priloge.

Kadar pa vzorec alkohola ni bister ali so vidni lebdeci delci, se vzorec
destilira.

4. Za dolocCanje hlapnih snovi je potrebno umerjanje s standardno
raztopino C, pripravljeno v absolutnem etanolu, da se doseze ustrezno
ujemanje matriksa med vzorci in standardnimi raztopinami, kot je
podrobno opisano v poglavju III.2 Priloge.

(") Uredba (EU) 2019/787 Evropskega parlamenta in Sveta z dne 17. aprila 2019
o opredelitvi, opisu, predstavitvi in oznacevanju Zganih pija¢, uporabi imen
zganih pija¢ pri predstavitvi in oznacevanju drugih zivil, zasCiti geografskih
oznacb zganih pijac, uporabi etanola in destilatov kmetijskega porekla v alko-
holnih pijacah ter o razveljavitvi Uredbe (ES) st. 110/2008 (UL L 130,
17.5.2019, str. 1).
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5. Za dolocanje furfurala, kakor je podrobno  opisano
v poglavju X Priloge, se etanol kmetijskega porekla dvakratno razredci
z dodajanjem vode, tako da se njegov zacetni volumen podvoji in
doseze volumenski delez alkohola, ki je zdruzljiv z raztopinami za
umerjanje. Rezultati za analizo furfurala se pretvorijo v grame na hekto-
liter 100 vol. % alkohola po enacbi ,.koncentracija furfurala v gramih na
hektoliter 100 vol. % alkohola = koncentracija furfurala v mg/l x 10/vo-
lumenski delez alkohola (vol. %)“, pri ¢emer je volumenski delez
alkohola (vol. %) wvsebnost alkohola izmerjenega vzorca iz
poglavja I Priloge.

6. Za dologanje vsebnosti '*C v etanolu se uporablja metoda iz
poglavja XI Priloge.

Clen 2

Ne glede na prvo alineo ¢lena 1 so ob odgovornosti direktorja labora-
torija dovoljene druge analizne metode pod pogojem, da sta toc¢nost in
natancnost (ponovljivost in obnovljivost) metod vsaj enaki kakor pri
ustreznih referencnih analiznih metodah, danih v Prilogi.

Clen 3

Kadar za dolo¢anje in ugotavljanje vsebnosti snovi v Zgani pijaci niso
predpisane referencne analizne metode Skupnosti, se uporabljajo
naslednje metode:

(a) analizne metode, ki so validirane kot mednarodno priznani postopki
in ki zlasti izpolnjujejo merila iz Priloge k Direktivi 85/591/EGS;

(b) analizne metode, ki ustrezajo priporo¢enim standardom Mednarodne
organizacije za standardizacijo (ISO);

(c) analizne metode, ki jih je priznala generalna skups¢ina Mednarod-
nega urada za trto in vino (OIV) in jih je objavil ta urad;

(d) ce zaradi to¢nosti, ponovljivosti in obnovljivosti ni metode, kakor je
navedeno pod (a), (b) ali (¢):

— analizna metoda, ki jo potrdi zadevna drzava ¢lanica,

— kadar je potrebno, katera koli ustrezna analizna metoda.

Clen 4

V tej uredbi pomeni:

(a) ,,meja ponovljivosti“: vrednost, manjSo ali enako vrednosti, ki se
kot absolutna razlika med dvema preskusnima rezultatoma, doblje-
nima pod pogoji ponovljivosti (isti izvajalec, ista oprema, isti labo-
ratorij in kratek casovni presledek) lahko pricakuje s 95-odstotno
verjetnostjo {ISO 3534-1};
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(b) ,,meja obnovljivosti*: vrednost, manjSo ali enako vrednosti, ki se
kot absolutna razlika med dvema preskusnima rezultatoma, doblje-
nima pod pogoji obnovljivosti (razli¢na izvajalca, razli¢na oprema,
razli¢na laboratorija) lahko pricakuje s 95-odstotno verjetnostjo
{ISO 3534-1};

(c) ,toCnost™“: dosezeno ujemanje med rezultatom preskusa in sprejeto
referencno vrednostjo {ISO 3534-1}.

Clen 5
Ta uredba zacne veljati sedmi dan po objavi v Uradnem listu Evropskih
skupnosti.
Uporablja se od 1. januarja 2001.

Uredba je v celoti zavezujo¢a in se neposredno uporablja v vseh
drzavah ¢lanicah.
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11
1.
1I.1
1.2

1.3
Iv.

VI
VIL

VIIL

IX.

XL

PRILOGA

OPIS REFERENCNIH ANALIZNIH METOD

Dodatek I: Priprava destilataDodatek II: Merjenje gostote destilata
— Metoda A = piknometrija
— Metoda B = elektronska denzimetrija

— Metoda C = hidrostatska tehtnica

Doloc¢anje skupnega suhega ekstrakta z gravimetrijo
Doloc¢anje hlapnih snovi in metanola

Splosne opombe

Hlapne snovi: aldehidi, visji alkoholi, etilacetat in metanol (plinska
kromatografija)

Hlapne kisline »M2 ———— <«

Cianovodikova kislina (p.m.)

Anetol PM1 ——— «
Glicirizinska kislina »M1 —— <«
Halkoni M1 ——— <«

Skupni sladkorji M2 ———— <
Jaj¢ni rumenjak PM1 ——— <

Dolocanje spojin, vsebovanih v lesu: furfural, 5-hidroksimetilfurfural, 5-
metilfurfural, vanilin, siringaldehid, koniferaldehid, sinapaldehid, galna
kislina, elagi¢na kislina, vanilinska kislina, siringinska kislina in skopo-
letin

Dologanje vsebnosti '*C v etanolu
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I. DOLOCANJE VSEBNOSTI ALKOHOLA \4 VOLUMSKIH

ODSTOTKIH V ZGANIH PIJACAH

Uvod

Referen¢na metoda vkljucuje dva dodatka:

Dodatek I: Priprava destilata

Dodatek II: Merjenje gostote destilata

32

33

3.4

Podrocje uporabe

Metoda je primerna za dolocanje dejanske volumske vsebnosti alkohola v
zganih pijacah.

Normativne reference

ISO 3696:1987: Voda za laboratorijske analize — specifikacije in preskusne
metode.

Izrazi in opredelitev pojmov
Referencna temperatura:

Referenéna temperatura za dolo¢anje volumske vsebnosti alkohola v Zzganih
pijacah, gostote in relativne gostote je 20 °C.

Opomba 1: Izraz ,pri t °C* je namenjen za vsa dolocanja (gostote ali
volumske vsebnosti alkohola), izrazena s temperaturo, ki ni
referencna temperatura 20 °C.

Gostota:

Gostota je masa zganih pija¢ na enoto prostornine pri 20 °C v vakuumu.
Izraza se v kilogramih na kubi¢ni meter, njen simbol pa je psgoc ali pao.

Relativna gostota:

Relativna gostota je z decimalnim S$tevilom izrazeno razmerje med gostoto
zgane pijace pri 20 °C in gostoto vode pri isti temperaturi. Oznacuje se z
oznako dag oc/0 oc ali dag ali preprosto z d, kadar ni moznosti zamenjave.
Izmerjeni parameter je v certifikatu lahko naveden samo z zgoraj oprede-
ljenimi simboli.

Opomba 2: Relativno gostoto je mogoce dobiti iz gostote pyo pri 20 °C:
P20 = 998,203 kg/mg d20/20 ali d20/20 = p20/998,203

pri Gemer je 998,203 kg/m® gostota vode pri 20 °C.

Dejanska volumska vsebnost alkohola:

Dejanska volumska vsebnost alkohola zganih pija¢ je enaka Stevilu litrov
etilnega alkohola v 100 litrih vodno-alkoholne zmesi, ki ima isto gostoto
kakor alkohol ali zganje po destilaciji. Uporabiti je treba referenc¢ne vred-
nosti za razmerje med volumsko vsebnostjo alkohola (vol %) pri 20 °C in
gostoto razliénih vodno-alkoholnih zmesi pri 20 °C, danih v mednarodni
tabeli, ki jo je sprejela Mednarodna organizacija za zakonsko meroslovje
v Priporo¢ilu §t. 22.

Splosna enacba, ki zadeva volumsko vsebnost alkohola in gostoto vodno-
alkoholne zmesi pri dani temperaturi, je dana na strani 40 v poglavju 3
,»Volumska vsebnost alkohola“ Priloge k Uredbi Komisije (EGS) §t. 2676/90
(UL L 272, 3.10.1990, str. 1) ali v Priro¢niku analiznih metod Mednarod-
nega urada za vinsko trto in vino (1994) (str. 17).
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Opomba 3: Za likerje in kremne pijace, pri katerih je tezko to¢no izmeriti
prostornino, je treba vzorec stehtati in najprej izracunati masno
vsebnost alkohola.

Formula za pretvorbo:

AMS (% mase) p20(vzorec)

volumska vsebnost alkohola (vol %) =
p20 (alkohol)

pri Cemer je

AMS = masna vsebnost alkohola,
pao (alkohol) = 789,23 kg/m?
Princip

Po pripravi destilata se volumska vsebnost alkohola v destilatu doloca s
piknometrijo, elektronskim denzimetrom ali hidrostatsko tehtnico.
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4.1

4.2

43

DODATEK I: PRIPRAVA DESTILATA
Podrocje uporabe

Metoda je primerna za pripravo destilatov, pri katerih se doloc¢a dejanska
volumska vsebnost alkohola v zganih pijacah.

Princip
Zgane pijate se destilirajo tako, da se etilni alkohol in druge hlapne

spojine locijo od ekstrakcijske snovi (snovi, ki se ne destilirajo).

Reagenti in materiali

Vrelni kamencki.
Koncentrirana emulzija proti penjenju (za kremne likerje).

Aparatura in oprema

Obicajna laboratorijska aparatura in zlasti naslednje.
Vodna kopel, ki jo je mogocCe vzdrzevati pri 10 °C do 15 °C.
Vodna kopel, ki jo je mogocée vzdrzevati pri 20 °C (+ 0,2 °C).

Merilne bucke (100 ml in 200 ml) razreda A, certificirane za 0,1 % in
0,15 % natanc¢nost.

Aparatura za destilacijo:
Splosne zahteve
Aparatura za destilacijo mora izpolnjevati naslednje zahteve:

— S$tevilo spojev ne sme presegati strogega minimuma, ki je potreben za
neprepustnost sistema,

— vkljucevati mora sestavni del, ki preprecuje kipenje (izguba vrelne
tekoc¢ine) in uravnava hitrost destilacije z alkoholom nasicenih hlapov,

— hitro in popolno mora kondenzirati alkoholne hlape,
— prve destilacijske frakcije mora zbrati v vodi.

Vir toplote je treba opremiti s primernim pripomockom za razporejanje
toplote, ki naj prepreci vsakr$no pirogeno reakcijo nepredestiliranih snovi.

Primer ustrezne destilacijske aparature je prikazan na sliki 1, vkljuceni pa
so naslednji deli:

— bucka, 1 liter, z okroglim dnom in s standardiziranim obrusom,

— rektifikacijska kolona, visoka vsaj 20 cm (na primer Vigreuxova kolo-
na),

— upognjeni konektor s priblizno 10-centimetrskim ravnim hladilnikom
(tipa West), name§¢enim navpicno,

— vijaéni hladilnik, dolg 40 cm,

— cevasti nastavek, po katerem stece destilat na dno umerjene zbiralne
bucke z malo vode.

Opomba: Zgoraj opisana aparatura je namenjena vzorcem s prostornino
vsaj 200 ml. Manjsi vzorec (100 ml) pa se lahko destilira v
man;jsi destilacijski bucki pod pogojem, da se uporabi sredstvo,
ki preprecuje kipenje, ali kak drug ustrezen pripomocek.
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6.1

6.2

6.3

Hranjenje preskusnih vzorcev

Vzorci se pred analizo hranijo pri sobni temperaturi.

Postopek

Uvodna pripomba:

Destilirati je mogoce tudi po postopku, ki ga je objavil IUPAC (1968).
Preverjanje destilacijske aparature.

Aparatura mora izpolnjevati naslednje zahteve:

Destilacija 200 ml vodno-alkoholne zmesi z znano koncentracijo blizu 50
vol % ne sme povzrociti izgube alkohola za ve¢ kakor 0,1 vol %.

Zgane pijade z volumsko vsebnostjo alkohola pod 50 vol %.
V merilno buc¢ko odmerimo 200 ml Zganja.
Zapisemo temperaturo te tekocine ali vzdrzujemo stalno temperaturo (20 °C).

Vzorec nalijemo v bucko, ki ima okroglo dno, destilacijskega aparata in
splaknemo merilno bucko s tremi alikvotnimi deli po priblizno 20 ml
destilirane vode. Vsak odmerek vode za splakovanje dodamo vsebini
destilacijske bucke.

Opomba: Teh 60 ml raztopine zado$c¢a za Zganja, ki vsebujejo manj kakor
250 g suhega ekstrakta na liter. Ce je koncentracija suhega
ekstrakta 300 g/l, mora biti vode za splakovanje zaradi prepre-
Cevanja pirolize vsaj 70 ml, za 400 g/l suhega ekstrakta 85 ml in
za 500 g/l suhega ekstrakta (nekateri sadni ali kremni likerji)
100 ml. Prostornino sorazmerno prilagodimo razlicnim prostor-
ninam vzorca.

Dodamo nekaj vrelnih kamenckov (3.1) (kremnim likerjem tudi sredstvo
proti penjenju).

Nalijemo 20 ml destilirane vode v pripravljeno 200-mililitrsko merilno
bucko, v kateri se bo nabiral destilat. Bucko potem postavimo v hladno
vodno kopel (4.1) (10 do 15 °C za zgane pijace, odisavljene z janezem).

Destiliramo in pazimo, da ne nastopi Skropljenje in zoglenitev, obCasno
premeSamo vsebino, dokler ne sega destilat nekaj milimetrov pod oznako
merilne bucke.

Ko se temperatura destilata pribliza zacetni temperaturi na najmanj 0,5 °C,
dopolnimo do oznake z destilirano vodo in temeljito preme$amo.

Ta destilat se uporablja za doloc¢anje volumske vsebnosti alkohola
(Dodatek IT)

Zgane pijate z volumsko vsebnostjo alkohola nad 50 vol %.

Odmerimo 100 ml Zzgane pijace v 100-mililitrsko merilno bucko in izli-
jemo v destilacijsko bucko z okroglim dnom.

Merilno bucko veckrat splaknemo z destilirano vodo in to dodamo vsebini
destilacijske bucke. Uporabimo dovolj vode, da bo v bucki priblizno
230 ml vsebine.
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V 200-mililitrsko bucko, v katero se bo stekal destilat, nalijemo 20 ml
destilirane vode. Potem jo postavimo v mrzlo vodno kopel (4.1) (10 do
15 °C za zganja, odiSavljena z janezem).

Destiliramo, obcasno premeSamo vsebino bucke, dokler ne sega destilat
nekaj milimetrov pod oznako 200-mililitrske merilne bucke.

Ko se temperatura destilata pribliza zacetni temperaturi na najmanj 0,5 °C,
dopolnimo do oznake z destilirano vodo in dobro premesamo.

Ta destilat se uporablja za dolocanje volumske vsebnosti alkohola
(Dodatek 1)

Opomba: Volumska vsebnost alkohola Zgane pijace je enaka dvakratni
vrednosti alkoholne vsebnosti v destilatu.
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DODATEK II: MERJENJE GOSTOTE DESTILATA

METODA A: DOLOCANJE DEJANSKE VSEBNOSTI ALKOHOLA V

Al

A2

A2.1

A3

A3l

A32

A33

A34

A35

A4

A4l

ZGANIH PIJACAH - MERJENJE S PIKNOMETRIJO
Princip

Volumska vsebnost alkohola se izracuna iz gostote destilata, izmerjene
s piknometrijo.

Reagenti in materiali

Ce ni drugate navedeno, uporabljamo za analizo samo reagente
priznane analizne kakovosti in vodo najmanj kakovostne stopnje 3,
kakor je to opredeljeno v ISO 3696:1987.

Raztopina natrijevega klorida (2 % w/v)

Za pripravo 1 litra odtehtamo 20 g natrijevega klorida in ga raztopimo
v vodi, da dobimo 11 raztopine.

Aparatura in oprema

Obicajna laboratorijska aparatura in zlasti naslednje:
Analitska tehtnica z natan¢nostjo 0,1 mg.

Termometer z obrusom in merilno skalo v desetinah stopinje od 10 do
30 °C. Ta termometer mora biti certificiran ali preverjen s certifici-
ranim termometrom.

Pireks piknometer s priblizno 100 ml prostornine, opremljen z
odstranljivim termometrom z obrusom (A.3.2). Piknometer ima 25-
milimetrsko stransko cevko z notranjim premerom (najve¢) 1 mm, ki
se konca s koni¢nim obrusom. Drugi piknometri so opisani v stan-
dardu ISO 3507, ¢e je to primerno, se lahko uporabi na primer 50-
mililitrski.

Primerjalna (tara) steklenicka z enako zunanjo prostornino (do 1 ml
razlike) kakor piknometer in z enako maso, kakor jo ima piknometer,
ki je napolnjen s tekocino gostote 1,01 (raztopina natrijevega klorida
A2.1).

Termoizolirana obloga, ki se tocno prilega piknometru.

Opomba 1: Metoda dolocanja gostote zZganih pija¢ v vakuumu zahteva
uporabo dvoro¢ne tehtnice, piknometra in primerjalne
(tara) steklenicke z enako zunanjo prostornino, da se v
katerem koli danem trenutku izlo¢i u€inek vzgona zraka.
Ta preprosta tehnika se lahko uporabi z enoro¢no tehtnico
pod pogojem, da se primerjalna (tara) steklenicka ponovno
stehta in se tako spremljajo spremembe vzgona zraka.

Postopek

Uvodne opombe:

Naslednji postopek opisuje uporabo 100-mililitrskega piknometra za
dolocanje volumske vsebnosti alkohola; s tem se dosega najvecja
to¢nost. Lahko se uporabi tudi manjsi piknometer, na primer 50-milili-
trski.

Umerjanje piknometra

Piknometer se umeri z doloditvijo naslednjih osnovnih parametrov:
— masa praznega piknometra,
— prostornina piknometra pri 20 °C,

— masa z vodo napolnjenega piknometra pri 20 °C.
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A4.1.1

A4.1.1.1

A4.1.12

A4.1.13

A4.1.14

A4.12

A4.121

Umerjanje z uporabo enorocne tehtnice:

Dolo¢imo:

— maso Cistega, suhega piknometra (P),

— maso z vodo napolnjenega piknometra pri t °C (P1),
— maso prazne primerjalne (tara) steklenicke (TO).
Stehtamo Cisti, suhi piknometer (P).

Piknometer pazljivo napolnimo z destilirano vodo sobne temperature
in vanj vstavimo termometer.

Piknometer skrbno obrisemo do suhega in ga vstavimo v toplotno
izolirano oblogo. Obracamo oblogo, dokler termometer ne pokaze
stalne temperature.

Poravnamo raven v piknometru z zgornjim robom stranske cevke.
Skrbno od¢itamo temperaturo t °C, in Ce je to potrebno, popravimo
morebitno neto¢nost na temperaturni skali.

Z vodo napolnjeni piknometer stehtamo (P1).
Stehtamo primerjalno (tara) steklenicko (TO).

Izracun

— Masa praznega piknometra = P — m
pri Cemer je m masa zraka v piknometru.
m = 0,0012 (P1 — P)

Opomba 2: 0,0012 je gostota suhega zraka pri 20 °C pri tlaku
760 mm Hg

— Prostornina piknometra pri 20 °C:
Vagec=[P1 = (P-m)] X F,1

pri Cemer je Ft koeficient za temperaturo t °C po tabeli 1 v
poglavju 1 z naslovom ,,Gostota in relativna gostota“ Priloge k
Uredbi (EGS) st. 2676/90 (str. 10).

Prostornina V20 °C mora biti znana na 0,001 ml natan¢no.
— Masa vode v piknometru pri 20 °C:

My ¢ = Vapoc % 0,998203

pri ¢emer je 0,998203 gostota vode pri 20 °C.

Opomba 3: Ce je treba, se lahko uporabi vrednost gostote v zraku
0,99715, volumska vsebnost alkohola pa se izraCuna
glede na ustrezno gostoto v zraku po uradnih (britanskih)
carinskih in troSarinskih tabelah.

Umerjanje z uporabo dvorocne tehtnice:

Postavimo primerjalno (tara) stekleni¢ko na levo skodelico in ¢ist suh
piknometer s pokrovékom na desno skodelico. Uravnovesimo ju z
dodajanjem p gramov utezi k piknometru.
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A4.122

A4.123

A42
A42.1

A42.1.1

A4212

A4213

Piknometer pazljivo napolnimo z destilirano vodo sobne temperature
in vstavimo termometer; piknometer skrbno obriSemo do suhega in
vstavimo v toplotno izolirano oblogo; obracamo jo, dokler termometer
ne pokaze stalne temperature.

Raven v piknometru natan¢no poravnamo z zgornjim robom stranske
cevi. Oc¢istimo stransko cev, naravnamo pokrovéek, skrbno odc¢itamo
temperaturo t °C in po potrebi popravimo vse netocnosti na tempera-
turni skali.

Stehtamo z vodo napolnjeni piknometer, tako da masa p' v gramih
pomeni ravnotezje.

Izracun

— Masa praznega piknometra = p + m
pri ¢emer je m masa zraka v piknometru.
m = 0,0012 (p — p")

— Prostornina piknometra pri 20 °C:
Vagec=(p+m-p) X F,1

pri ¢emer je Ft faktor za temperaturo t °C po tabeli [ iz poglavja 1
,»Gostota in relativna gostota® Priloge k Uredbi (EGS) $t. 2676/90
(str. 10).

Prostornina V20 °C mora biti znana do 0,001 ml natan¢no.

— Masa vode v piknometru pri 20 °C:

My oc = Vyoec x 0,998203

pri ¢emer je 0,998203 gostota vode pri 20 °C.

Doloc¢anje volumske vsebnosti alkohola preskusnega vzorca

Z uporabo enoroc¢ne tehtnice.
Dolo¢imo maso T1 primerjalne (tara) steklenicke.

Stehtamo piknometer s pripravljenim destilatom (glej Dodatek I), P2
je njegova masa pri t °C.

Izracun

— dT =TI - TO

— Masa praznega piknometra v trenutku merjenja
=P -m+dT

— Masa tekoc¢ine v piknometru pri t °C
=P2 - (P—-m+dT)

— Gostota pri t °C v g/ml

— Prc=[P2-(P-m+dT)]/Vaoec

— Pt°C=[P2 - (P - m + dT)[/V20°C

— Gostoto pri t °C v kilogramih na m® izrazimo tako, da p, °C
pomnozimo s 1 000, ta vrednost je znana kot p,.

Popravimo pt do 20 z uporabo tabele gostot pT za vodno-alko-
holne zmesi (tabela II Dodatek II k Priro¢niku analiznih metod
OIV (1994), str. 17-29).
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A42.14

A422

A422.1

A4222

A5
A5l

V tabeli pois¢emo vodoravno vrsto, ki ustreza najblizji tempera-
turi T pod t °C v celih stopinjah in najmanjSo gostoto nad p,.
Razliko, ki jo najdemo pod to gostoto, uporabimo za izracun
gostote pt zganja pri temperaturi T v celih stopinjah.

— Z uporabo celotne temperaturne vrste izraCunamo razliko med
gostoto p' v tabeli takoj nad pt in izratunano gostoto p,. Dobljeno
razliko delimo z razliko iz tabele, ki jo najdemo desno od gostote
p‘. Koli¢nik pomeni decimalni delez volumske vsebnosti alko-
hola, medtem ko je s celimi Stevili izrazena volumska vsebnost
alkohola na vrhu stolpca za gostoto p' (Dt, alkoholna stopnja).

Opomba 4: Piknometer, ki ga napolnimo do oznake, naj bo v vodni
kopeli s stalno temperaturo 20 °C (+ 0,2 °C).

Rezultat

Za izracun dejanske volumske vsebnosti alkohola uporabimo gostoto
p2o in si pri tem pomagamo s spodaj navedenimi tabelami za
volumsko vsebnost alkohola:

Tabela, ki izraza vrednost volumske vsebnosti alkohola z volumnom
(vol %) pri 20 °C kot funkcijo gostote vodno-alkoholnih zmesi pri
20 °C, je mednarodna tabela, ki jo je sprejela Mednarodna organiza-
cija za zakonsko meroslovje v Priporocilu §t. 22.

Metoda z uporabo enorocne tehtnice

Stehtamo piknometer s pripravljenim destilatom (glej del 1), p" je
masa pri temperaturi t °C.

Izra¢un

— Masa tekoc€ine v piknometru pri t °C

=p+m-p"

— Gostota pri t °C v g/ml

Piee=(p+ m=p")fVaorc

— Gostoto pri t °C izrazimo v kilogramih na m® in popravimo
temperaturno skalo, da lahko izracunamo koncentracijo alkohola
pri 20 °C, kakor je opisano zgoraj za uporabo enorocne tehtnice.

U¢inkovitost metode (natan¢nost)
Statisti¢ni rezultati medlaboratorijskega preskusa

Naslednji podatki izvirajo iz mednarodne S$tudije o ucinkovitosti
metode, ki je opravljena po mednarodno priznanih postopkih [1] [2].

Leto medlaboratorijskega preskusa 1997
Stevilo laboratorijev 20

Stevilo vzorcev 6
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Vzorci A B C D E F
Stevilo laboratorijev po izlogitvi 19 20 17 19 19 17
Stevilo izlogenih (laboratorijev) 1 — 2 1 1 3
Stevilo sprejetih rezultatov 38 40 34 38 38 34
Srednja vrednost (X) v vol % 23,77 40,04 40,29 39,20 42,24 57,03

26,51(*) 42,93(*) | 45,73(*%) | 63,03(*)

Standardni odmik ponovljivosti [ 0,106 0,176 0,072 0,103 0,171 0,190
(Sr) v vol %
Relativni standardni odmik pono- 0,42 0,44 0,18 0,25 0,39 0,32
vljivosti (RSD;) (%)
Meja ponovljivosti (r) v vol % 0,30 0,49 0,20 0,29 0,48 0,53
Stand. odmik obnovljivosti (SR) [ 0,131 0,236 0,154 0,233 0,238 0,322
v vol %
Relativni standardni odmik obno- 0,52 0,59 0,38 0,57 0,54 0,53
vljivosti (RSDR) (%)
Meja obnovljivosti (R) v vol % 0,37 0,66 0,43 0,65 0,67 0,90

Vrste vzorcev

Sadni liker; dvojna raven”.
Vinjak; slepi vzorci.
Viski; slepi vzorci.
Grappa; dvojna raven”.
Aquavit; dvojna raven”.

THOgOWwW >

. *
Rum; dvojna raven .

METODA B: DOLOCANJE DEJANSKE VOLUMSKE VSEBNOSTI

ALKOHOLA V ZGANIH PIJACAH - ELEKTRONSKA
RESONANCNEGA
NIHANJA VZORCA V OSCILACIJSKI CELICI)

DENZIMETRIJA (NA PODLAGI

B.1 Princip

Gostota tekocine se doloca z elektronskim merjenjem oscilacije reso-
nanc¢ne U cevke. To je oscilacijski sistem, katerega frekvenca nihanja
je odvisna od mase vzorca.

Ce ni navedeno drugade, se med analizo uporabljajo samo reagenti
priznane analizne kakovosti in voda vsaj kakovostne stopnje 3, kakor

B.2 Reagenti in materiali

je to opredeljeno v ISO 3696:1987.
B.2.1 Aceton (CAS 666-52-4) ali absolutni alkohol.
B.2.2 Suhi zrak.
B3 Aparatura in oprema

Obicajna laboratorijska oprema in zlasti naslednje:
B.3.1 Elektronski denzimeter z digitalnim prikazom

Za tak$ne meritve mora elektronski denzimeter omogocati prikaz
gostote v g/ml na 5 decimalnih mest natan¢no.
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B.3.3

B.4
B.4.1

B.4.2

B.4.2.1

B.4.22

B.4.23

B.4.3

B.5
B.5.1

Opomba 1: Denzimeter mora biti na popolnoma stabilnem stojalu,
zaScitenem pred vsemi tresljaji.

Nastavitev temperature

Merjenje z elektronskim denzimetrom je veljavno le, ¢e je merilna
celica povezana z vgrajenim regulatorjem temperature, ki zadrzuje
temperaturo z odstopanji + 0,02 °C ali manj.

Opomba 2: Natan¢na nastavitev in spremljanje temperature v merilni
celici sta zelo pomembna, kajti napaka 0,1 °C lahko
privede do odstopanja gostote za kar 0,1 kg/m?>.

Brizgalke ali avtomatski vzoréevalec.

Postopek

Umerjanje denzimetra

Aparaturo je treba ob prvi uporabi umeriti v skladu z navodili njenega
izdelovalca. Umerjanje se redno ponavlja in preverja s certificiranim
referenénim standardom ali interno referencno laboratorijsko razto-
pino, pripravljeno na podlagi certificiranega referentnega standarda.

Doloc¢anje gostote vzorca

Ce je treba, pred merjenjem celico o€istimo in osuSimo z acetonom ali
absolutnim alkoholom in suhim zrakom. Celico splaknemo z vzorcem.

Vzorec vbrizgamo v celico (za to uporabimo brizgalko ali avtomatski
vzoréevalec), tako da je celica v celoti polna. Med polnjenjem pazimo,
da odstranimo prav vse zracne mehurcke. Vzorec mora biti homogen
in ne sme vsebovati nobenih trdnih delcev. Vse suspendirane snovi je
treba pred analizo odstraniti s filtriranjem.

Ko se izmerjena vrednost ustali, zabelezimo gostoto p, ali koncen-
tracijo alkohola, ki jo izpiSe denzimeter.

Rezultat

Kadar se uporabi gostota p20, izraGunamo dejansko volumsko
vsebnost alkohola iz tabel za volumsko vsebnost alkohola, ki so
dane spodaj:

Tabela, ki daje volumsko vsebnost alkohola pri 20 °C (vol %) kot
funkcijo gostote vodno-alkoholnih zmesi pri 20 °C, je mednarodna
tabela, ki jo je prevzela tudi Mednarodna organizacija za zakonsko
meroslovje v Priporocilu §t. 22.

U¢inkovitost metode (natan¢nost)

Statisti¢ni rezultati medlaboratorijskih preskusov

Naslednji podatki izvirajo iz mednarodne Studije o ucinkovitosti
metode, ki je opravljena po mednarodno priznanih postopkih [1] [2].
Leto medlaboratorijskega preskusa 1997

Stevilo laboratorijev 16

Stevilo vzorcev 6

Vzorci A B C D

Stevilo laboratorijev po izlogitvi 11 13 15 16

Stevilo izloenih (laboratorijev) 2 3 1 -

14
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Vzorci A B C D E F
Stevilo sprejetih rezultatoy 22 26 30 32 28 26
Srednja vrednost (X) v vol % 23,81 40,12 40,35 39,27 42,39 56,99
26,52(*) 43,10(*%) | 45,91(*) | 63,31(*)

Standard. odmik ponovljivosti | 0,044 0,046 0,027 0,079 0,172 0,144
(Sr) v vol %

Relativni standardni odmik pono- 0,17 0,12 0,07 0,19 0,39 0,24
vljivosti (RSD;) (%)

Meja ponovljivosti (r) v vol % 0,12 0,13 0,08 0,22 0,48 0,40

Stand. odmik obnovljivosti (SR) v [ 0,054 0,069 0,083 0,141 0,197 0,205
vol %

Relativni standardni odmik obno- 0,21 0,17 0,21 0,34 0,45 0,34
vljivosti (RSDR) (%)

Meja obnovljivosti (R) v vol % 0,15 0,19 0,23 0,40 0,55 0,58

Vrste vzorcev

Sadni liker; dvojna raven”.
Vinjak; slepi vzorci.
Viski; slepi vzorci.
Grappa; dvojna raven’.
Aquavit; dvojna raven”.

THgOOWwW >

. *
Rum; dvojna raven .

METODA C: DOLOCANJE DEJANSKE VOLUMSKE VSEBNOSTI
ALKOHOLA V ZGANIH PIJACAH - MERJENJE Z
UPORABO HIDROSTATSKE TEHTNICE

C.1 Princip

Volumsko vsebnost alkohola v Zzganih pijacah je mogoce dolociti z
merjenjem gostote destilata s hidrostatsko tehtnico na podlagi Arhi-
medovega nacela, v skladu s katerim na telo, potopljeno v tekocino, ta
tekocCina deluje z navpi¢no silo vzgona, ki je enaka tezi izpodrinjene
tekocine.

C.2 Reagenti in materiali

Ce ni drugade navedeno, se za analizo uporabljajo samo reagenti
priznane analizne kakovosti in voda kakovostne stopnje 3, kakor je
to opredeljeno v ISO 3696:1987.

C.2.1. Raztopina za ciScenje plovca (natrijev hidroksid, 30 % w/v)

Za pripravo 100 ml odtehtamo 30 g natrijevega hidroksida in dopol-
nimo do 100 ml s 96 vol % etanolom.

C3 Aparatura in oprema

Obicajna laboratorijska aparatura in zlasti naslednje:

C3.1 Enoroc¢na hidrostatska tehtnica z obcutljivostjo 1 mg.

C3.2 Plovec s prostornino najmanj 20 ml, posebej prilagojen tehtnici,
obesen na zico s premerom, manjSim od 0,1 mm.

C3.3 Merilni valj z oznako ravni. Plovec mora biti potopljen v del valja, ki
je pod oznako; povrSino tekocine lahko predira le nosilna Zica.
Notranji premer merilnega valja mora biti za vsaj 6 mm vecji od
premera plovca.
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C3.5

C4

C4.l

C4.2

C4.2.1

C4.22

C43

C43.1

C432

C44

C44.1

C442

C443

C4.5

C4.5.1

Termometer (ali sonda za merjenje temperature) z oznacenimi stopi-
njami, razdeljenimi na desetine, od 10 do 40 °C, in umerjen na
0,05 °C.

Utezi, ki jih je umeril priznan organ za certificiranje.

Opomba 1: Mozna je tudi uporaba dvoro¢ne tehtnice; princip je
opisan v poglavju 1 ,Gostota in relativna gostota®
Priloge k Uredbi (EGS) §t. 2676/90 (str. 7).

Postopek

Plovec in merilni valj je treba pred vsakim merjenjem sprati z desti-
lirano vodo, osusiti z mehkim laboratorijskim papirjem, ki ne pusca
vlaken, in splakniti z raztopino, kateri se doloc¢a gostota. Merjenja je
treba opraviti takoj, ko aparatura doseze stabilnost, da se tako omeji
izguba alkohola zaradi izparevanja.

Umerjanje tehtnice

Ceprav imajo tehtnice navadno notranji sistem umerjanja, mora imeti
hidrostatska tehtnica moznost umerjanja z utezmi, ki jih je preveril
uradni organ za certificiranje.

Umerjanje plovca

Napolnimo merilni valj do oznake z dvakrat destilirano vodo (ali vodo
enakovredne cistoce, npr. mikrofiltrirano vodo s prevodnostjo 18,2
MQ/cm) pri temperaturi med 15 °C in 25 °C, toda najbolje pri 20 °C.

Potopimo plovec in termometer v vodo, premeSamo, z aparata odci-
tamo gostoto tekoCine, in ¢e je treba, popravimo izmerjeno gostoto
tako, da je enaka gostoti vode pri temperaturi merjenja.

Preverjanje z vodno-alkoholno raztopino

Merilni valj napolnimo do oznake z vodno-alkoholno raztopino z
znano volumsko vsebnostjo alkohola, pri temperaturi med 15 °C in
20 °C, toda najbolje pri 20 °C.

Plovec in termometer potopimo v tekocino, premeSamo, z aparature
odcitamo gostoto tekocine (ali volumsko vsebnost alkohola, ¢e apara-
tura to omogoca). Tako ugotovljena volumska vsebnost alkohola mora
biti enaka poprej doloceni.

Opomba 2: Ta raztopina z znano volumsko vsebnostjo alkohola se
lahko uporabi namesto dvakrat destilirane vode za umer-
janje plovca.

Merjenje gostote destilata (ali volumske vsebnosti alkohola, ¢e apara-
tura to omogoca)

Preskusni vzorec nalijemo v merilni valj do oznake.

Vanj potopimo plovec in termometer, preme$amo, z aparature od¢i-
tamo gostoto tekocine (ali volumsko vsebnost alkohola, ¢e aparatura
to omogoca). Ce se gostota meri pri t °C (pl), si zapiSemo tempera-
turo.

Popravimo pl pri 20 z uporabo tabele gostot pT za vodno-alkoholne
zmesi (tabela I Priloge II k Priro¢niku analiznih metod OIV (1994),
str. 17-29).

Spiranje plovca in merilnega valja

Potopimo plovec v raztopino za ¢is€enje ploveca v merilnem valju.
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C.4.52  Pustimo, da se namaka eno uro, in plovec ob¢asno zavrtimo.

C.4.53 Dobro splaknemo pod pipo in nazadnje Se z destilirano vodo.

C4.54  OsuSimo z mehkim laboratorijskim papirjem, ki ne pusca vlaken.

Ta postopek opravimo ob prvi uporabi plovca in potem redno glede
na uporabo.

C4.6 Rezultat

Iz gostote p,o izra¢unamo dejansko volumsko vsebnost alkohola po
spodaj navedenih tabelah za volumsko vsebnost alkohola.

Tabela, ki daje vrednost volumske vsebnosti alkohola (vol %) pri
20 °C kot funkcijo gostote pri 20 °C vodno-alkoholnih zmesi, je
mednarodna tabela, ki jo je sprejela Mednarodna organizacija za
zakonsko meroslovje v Priporocilu §t. 22.

C5 Uc¢inkovitost metode (natanénost)
Cs.1 Statisticni rezultati medlaboratorijskega preskusa

Naslednji podatki izvirajo iz mednarodne Studije o ucinkovitosti
metode, ki je opravljena po mednarodno priznanih postopkih [1] [2].

Leto medlaboratorijskega preskusa 1997
Stevilo laboratorijev 12
Stevilo vzorcev 6
Vzorci A B C D E F
Stevilo laboratorijev po izlogitvi 12 10 11 12 11 9
Stevilo izlogenih (laboratorijev) - 2 1 - 1 2
Stevilo sprejetih rezultatov 24 20 22 24 22 18
Srednja vrednost (X) v vol % 23,80 40,09 40,29 39,26 4238 57,16
26,51(%) 43,09(*) | 45,89(*) | 63,44(*)

Standard. odmik ponovljivosti | 0,048 0,065 0,042 0,099 0,094 0,106
(Sr) v vol %

Relativni standardni odmik pono- 0,19 0,16 0,10 0,24 0,21 0,18
vljivosti (RSD,) (%)
Meja ponovljivosti (r) v vol % 0,13 0,18 0,12 0,28 0,26 0,30

Stand. odmik obnovljivosti (SR) v | 0,060 0,076 0,073 0,118 0,103 0,125
vol %

Relativni standardni odmik obno- 0,24 0,19 0,18 0,29 0,23 0,21
vljivosti (RSDR) (%)
Meja obnovljivosti (R) v vol % 0,17 0,21 0,20 0,33 0,29 0,35

Vrste vzorcev
Sadni liker; dvojna raven .

Vinjak; slepi vzorci.
Viski; slepi vzorci.
Grappa; dvojna raven'.

. . o
Aquavit; dvojna raven .

o™ o g O W o>

. "
Rum; dvojna raven .
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Slika 1. Destilacijska aparatura za merjenje dejanske volumske vsebnosti alko-
hola v zganih pijacah

1. 1-litrska bucka z okroglim dnom in standardiziranim sferi¢nim obrusom.
2. Vigreuxova destilacijska (rektifikacijska) kolona (20 cm).
3. Ravni Westov hladilnik (10 cm).

4. Vijacna hladilna cev (40 cm).
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II. DOLOCANJE SKUPNEGA EKSTRAKTA ZGANIH PIJAC Z

52

53

5.4

5.5

5.6

72

GRAVIMETRIJO
Podrocje uporabe
Uredba (EGS) st. 1576/89 predvideva to metodo samo za aquavit, pri
katerem suhi ekstrakt ne presega 15 g/l
Normativne reference
IS0 3696:1987: Voda za laboratorijske analize — specifikacije in preskusne
metode.
Opredelitev
Skupni suhi ekstrakt ali skupna suha snov obsega vso snov, ki v dolo¢enih
fizikalnih pogojih ni hlapna.
Princip
Tehtanje ostanka po izparevanju alkohola nad vrelo vodno kopeljo in po
susenju v susilniku.
Aparatura in oprema

Valjasta izparilna posoda z ravnim dnom in premerom 55 mm.
Vrela vodna kopel.

25-mililitrska pipeta, razreda A.

Susilnik.

Eksikator.

Analitska tehtnica s to¢nostjo 0,1 mg.

Vzoréenje in vzorci

Vzorci se pred analizo hranijo pri sobni temperaturi.

Postopek

Odpipetiramo 25 ml Zganja z manj kakor 15 g/l suhe snovi v poprej stehtano
valjasto izparilno posodo z ravnim dnom in premerom 55 mm. Prvo uro
izparevanja je izparilna posoda na pokrovu vrele vodne kopeli, tako da
tekocina ne vre, saj bi to lahko povzrocilo izgube zaradi Skropljenja. Posodo
pustimo $e eno uro v neposrednem stiku s paro vrele vodne kopeli.

SuSenje kon¢amo tako, da postavimo izparilno posodo za dve uri v suSilnik,
segret na 105 °C = 3 °C. Pustimo posodo v eksikatorju, da se ohladi, potem
pa jo skupaj z vsebino stehtamo.

Izracun

Masa ostanka, pomnozena s 40, je enaka suhemu ekstraktu, vsebovanemu v
zganju, izrazena pa mora biti v g/l na eno decimalno mesto natanéno.
U¢inkovitost metode (natan¢nost)

Statisti¢ni rezultati medlaboratorijskega preskusa

Naslednji podatki izvirajo iz mednarodne $tudije o ucinkovitosti metode, ki
je opravljena po mednarodno priznanih postopkih [1] [2].

Leto medlaboratorijskega preskusa 1997
Stevilo laboratorijev 10

Stevilo vzorcev 4
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Vzorci A B C D
Stevilo laboratorijev po izlogitvi 9 9 8 9
Stevilo izlogenih (laboratorijev) 1 1 2 -
Stevilo sprejetih rezultatov 18 18 16 18
Srednja vrednost (X) v g/l 9,0 9,1 10,0 11,8

7,8 9,4 11,1

Standardni odmik ponovljivosti | 0,075 0,441 0,028 0,123
(Sr) v g/l
Relativni standardni odmik pono- 0,8 5,2 0,3 1,1
vljivosti (RSDr) (%)
Meja ponovljivosti (r) v g/l 0,2 1,2 0,1 0,3
Stand. odmik primerljivosti (SR) | 0,148 0,451 0,058 0,210
v g/l
Rel. stand. odmik primerljivosti 1,6 5,3 0,6 1,8
(RSDR) (%)
Meja obnovljivosti (R) v g/l 0,4 1,3 0,2 0,6

Vrste vzorcev

A Vinjak; slepi vzorci.

B Rum; dvojna raven.

C  Grappa; dvojna raven.
D Aquavit; dvojna raven.
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[II. DOLOCANJE HLAPNIH SNOVI IN METANOLA V ZGANIH
PIJACAH

III.1 SPLOSNE OPOMBE
1. Opredelitve

Uredba (EGS) §t. 1576/89 predpisuje minimalne vsebnosti hlapnih
sestavin, razen etanola in metanola, za vrsto zganih pija¢ (rum, Zganja
iz grozdja, sadna Zganja itd.) Po dogovoru se le za vsebnosti v teh
pijacah uposteva, da so enake vsoti koncentracij:

1. hlapnih kislin, izrazenih kot ocetna kislina;

2. aldehidov, izrazenih kot etanal z vsoto etanala (acetaldehida) in
frakcije etanala v 1,1-dietoksietanu (acetal);

3. naslednjih visjih alkoholov: propan-1-ola, butan-1-ola, butan-2-ola,
2-metilpropan-1-ola, doloc¢enih kot posamezni alkoholi, ter 2-metil-
butan-1-ola in 3-metilbutan-1-ola, dolofenih posamezno ali kot
vsota obeh;

4. etilacetata.

Naslednje metode so standardne za merjenje hlapnih spojin:

— hlapne kisline z dolo¢anjem hlapne kislosti,

— aldehidi (etanal in acetal), etilacetat in alkoholi s plinsko kromato-
grafijo (GPC).

2. Analiza hlapnih spojin s plinsko kromatografijo

Analiziranje hlapnih spojin, razen zgoraj navedenih, s plinsko kroma-
tografijo se lahko izkaze za posebej zanimivo kot sredstvo ugotavljanja
izvora surovine, uporabljene pri destilaciji, pa tudi dejanskih pogojev
destilacije.

Nekatera zganja vsebujejo Se druge hlapne sestavine, na primer aroma-
ticne spojine, znacilne za surovine, iz katerih se pridobiva alkohol, za
aromo zganih pija¢ in za posebnosti priprave zganja. Te spojine so
pomembne za ocenjevanje zahtev, dolo¢enih v Uredbi (EGS) st.
1576/89.

1.2 DOLOCANJE HLAPNIH SNOVI S PLINSKO KROMATOGRAFIJO:
ALDEHIDOV, VISITH ALKOHOLOV, ETILACETATA IN METANOLA

1. Podrocje uporabe

Ta metoda je primerna za dolocanje 1,1 dietoksietana (acetal), 2-metil-
butan-1-ola (aktivni amilni alkohol) 3-metilbutan-1-ola (izoamilni alko-
hol), metanola (metilni alkohol), etiletanoata (etilacetat), butan-1-ola (n-
butanol), butan-2-ola (sekundarni butanol), 2-metilpropan-1-ola (izobu-
tilni alkohol), propan -1-ola (n-propanol) in etanala (acetaldehid) v
zganih pijatah z uporabo plinske kromatografije. Metoda uporablja
interni standard, na primer pentan-3-ol. Koncentracije analiziranih
snovi so izrazene v gramih na 100 litrov absolutnega alkohola;
vsebnost alkohola v izdelku pa je treba dologiti pred analizo. Zgane
pijace, ki jih je mogoce analizirati s to metodo, so viski, vinjak, rum,
vinsko zganje, sadno zganje in Zganje iz grozdnih tropin.

2. Normativne reference

1SO 3696:1987: Voda za uporabo pri laboratorijskih analizah — speci-
fikacije in preskusne metode.
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5.1

52

5.3

54

5.5

5.6

5.7

5.8

5.9

5.10

5.11

5.12

5.13

5.13a

Opredelitev

Hlapne snovi nastajajo skupaj z etanolom med vrenjem, destiliranjem
in zorenjem zganih pijac.

Princip

Hlapne snovi v Zganih pijacah se dolo¢ajo z neposrednim injiciranjem
zgane pijaCe ali primerno razredene zgane pijace v sistem plinske
kromatografije (GC). Pred injiciranjem se Zgani pijaci doda primeren
interni standard. Hlapne snovi se loCujejo s programiranjem tempera-
ture na primerni koloni, odkrivajo pa se z detektorjem FID. Koncen-
tracija vsake hlapne snovi se dolo¢a glede na interni standard iz
faktorjev odziva, ki jih dobimo med umerjanjem pri istih kromatograf-
skih nastavitvah kakor za analizo Zgane pijace.

Reagenti in materiali

Ce ni drugaée navedeno, uporabljamo samo reagente s &istoco nad
97 %, nabavljene pri dobaviteljih s certifikatom /SO, s certifikatom o
CistoCi, brez drugih hlapnih snovi pri testnem redc¢enju (to se lahko
potrdi z injiciranjem posameznih standardov pri testnem redcenju in
nastavitvah plinske kromatografije kakor pri tocki 6.4), in le vodo
najmanj kakovostne stopnje 3, kakor je to opredeljeno v ISO 3696.

Acetal in acetaldehid morata biti shranjena v temi pri < 5 °C, vsi drugi
reagenti pa se lahko hranijo pri sobni temperaturi.

Absolutni etanol (CAS 64-17-5).

Metanol (CAS 67-56-1).

Propan-1-ol (CAS 71-23-8).

» C1 2-metilpropan-1-ol (CAS 78-83-1). «

Sprejemljivi interni standardi: pentan-3-ol (CAS 584-02-1), pentan-1-ol
(CAS 71-41-0), 4-metilpentan-1-ol (CAS 626-89-1) ali metilnonanoat
(CAS 1731-84-6).

2-metilbutan-1-ol (CAS 137-32-6).

3-metilbutan-1-ol (CAS 123-51-3).

Etilacetat (CAS 141-78-6).

Butan-1-ol (CAS 71-36-3).

Butan-2-ol (CAS 78-92-2).

Acetaldehid (CAS 75-07-0).

Acetal (CAS 105-57-7).

Raztopina etanola 40 % v/v

Za pripravo 400 ml/l raztopine etanola nalijemo 400 ml etanola (5.1) v
1-litrsko merilno bucko, dopolnimo do oznake z destilirano vodo in
premeSamo.

Samo za etanol kmetijskega porekla, absolutni etanol (CAS 64-17-5).
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5.14

5.14.1

5.14.1a

5.14.2

5.14.2a

Priprava in hranjenje standardnih raztopin (postopek, ki se uporablja za
validirano metodo).

Vse standardne raztopine moramo hraniti pri < 5°C in vsak mesec
sveze pripraviti. Mase sestavin in raztopin zapiSemo na 0,1 mg natan-
¢no.

Standardna raztopina — A

V' 100-mililitrsko merilno bucko, ki zaradi hlapnosti reagentov Zze
vsebuje priblizno 60 ml raztopine etanola (5.13), odpipetiramo spodaj
natete reagente, dopolnimo do oznake z raztopino etanola (5.13) in
dobro premesamo. ZapiSemo maso bucke, vsake dodane sestavine in
skupno kon¢no maso vsebine.

Sestavina Prostornina (ml)
Metanol (5.2) 3,0
Propan-1-ol (5.3) 3,0
2-metilpropan-1-ol (5.4) 3,0
2-metilbutan-1-ol (5.6) 3,0
3-metilbutan-1-ol (5.7) 3,0
Etilacetat (5.8) 3,0
Butan-1-ol (5.9) 3,0
Butan-2-ol (5.10) 3,0
Acetaldehid (5.11) 3,0
Acetal (5.12) 3,0

Opomba 1: Acetal in acetaldehid je bolje dodati nazadnje, da so izgube
zaradi izhlapevanja ¢im manjSe.

Samo za etanol kmetijskega porekla se pripravi standardna razto-
pina A za pipetiranje reagentov z zmanjSanimi volumenskimi koli¢i-
nami vi§jih alkoholov, da se pridobijo standardne raztopine s koncen-
tracijami, ki so blizu zakonskim mejnim vrednostim za etanol kmetij-
skega porekla.

Standardna raztopina — B

Odpipetiramo 3 ml pentan-3-ola ali drugega primernega internega stan-
darda (5.5) v 100-mililitrsko merilno bucko, v kateri je priblizno 80 ml
raztopine etanola (5.13), dopolnimo do oznake z raztopino etanola
(5.13) in dobro premeSamo.

Zapisemo maso bucke, maso pentan-3-ola ali drugega dodanega inter-
nega standarda, potem pa Se skupno kon¢no maso.

Samo za etanol kmetijskega porekla se pripravi standardna razto-
pina B za pipetiranje primernega internega standarda z zmanjSanimi
volumenskimi koli¢inami, da se pridobijo standardne raztopine
s koncentracijami, ki so blizu zakonskim mejnim vrednostim za etanol
kmetijskega porekla.
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5.14.3

5.14.4

5.14.5

5.14.6

5.14.7

Standardna raztopina — C

Odpipetiramo 1 ml raztopine A (5.14.1) in 1 ml raztopine B (5.14.2) v
100-mililitrsko merilno bucko, v kateri je priblizno 80 ml raztopine
etanola (5.13), dopolnimo do oznake z raztopino etanola (5.13) in
dobro premesamo.

Zapisemo maso bucke, vsake dodane sestavine, potem pa Se skupno
kon¢no maso.

Standardna raztopina — D

Da bi ohranili ponovljivost analiz, pripravimo standard za kontrolo
kakovosti in zanj uporabimo Ze pripravljeni standard A (5.14.1).
1 ml raztopine A (5.14.1) odpipetiramo v 100-mililitrsko merilno
bucko, v kateri je priblizno 80 ml raztopine etanola (5.13), dopolnimo
do oznake z raztopino etanola (5.13) in dobro premesamo.

Zapisemo maso bucke, vsake dodane sestavine, potem pa Se skupno
konéno maso.

Standardna raztopina — E

Odpipetiramo 10 ml raztopine B (5.14.2) v 100-mililitrsko merilno
bucko, v kateri je priblizno 80 ml raztopine etanola (5.13), dopolnimo
do oznake z raztopino etanola (5.13) in dobro premesamo.

Zapisemo maso bucke, vsake dodane sestavine, potem pa Se skupno
kon¢no maso.

Standardne raztopine, s katerimi se preverja linearnost odziva detek-
torja FID

V locene 100-mililitrske merilne bucke, v katerih je priblizno 80 ml
raztopine etanola (5.13), odpipetiramo 0, 0,1, 0,5, 1,0 in 2,0 ml razto-
pine A (5.14.1) in 1 ml raztopine B (5.14.2), dopolnimo do oznake z
raztopino etanola (5.13) in dobro premesamo.

Zapisemo maso bucke, vsake dodane sestavine, potem pa Se skupno
kon¢no maso.

Standardna raztopina QC

Odpipetiramo 9 ml standardne raztopine D (5.14.4) in 1 ml standardne
raztopine E (5.14.5) v posodo za tehtanje in dobro premesamo.

Zapisemo maso bucke, vse dodane sestavine, potem pa Se skupno
konéno maso.
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6.2

6.3

6.4

Aparatura in oprema

Aparatura, s katero je mogoce meriti gostoto in vsebnost alkohola.

Analitska tehtnica, s katero je mogoce meriti na §tiri decimalna mesta

natancno.

Plinski kromatograf z nastavljivo temperaturo, opremljen z detektorjem
FID in integratorjem ali drugim sistemom za obdelavo podatkov, ki

lahko meri obmocje ali vi$ino vrha.

Kolona(-e) plinskega kromatografa, ki lahko loc¢i(-jo) analizirane snovi,
tako da je najmanjSa locljivost med posameznimi sestavinami (razen 2-
metilbutan-1-ola in 3-metilbutan-1-ola) vsaj 1,3.

Opomba 2: Ustrezni primeri so naslednje kolone in nastavitve plinske

kromatografije:

1. Predkolona 1m 0,32 mm i.d., povezana s kolono CP-
VAX 57 CB 50m 0,32 mm id. z debelino nanosa
0,2 um (stabilizirani polietilenglikol), ki ji sledi kolona
Carbowax 400 50 m 0,32 mm i.d. z debelino nanosa
0,2 um. (Koloni sta povezani s spojko na stik.)

Nosilni plin in tlak:

Temperatura kolone:

Temperatura injektorja:

Temperatura detektorja:

Injicirana prostornina:

Helij (135 kPa)

17 minut 35°C, od 35 do
70 °C po 12°C na minuto,
25 minut zadrzimo pri 70 °C
150 °C

250 °C

1 pl, v razmerju 20 do 100:1

2. Predkolona 1 m 0,32 mm i.d., povezana s kolono CP-
VAX 57 CB 50 m 0,32 mm i.d. z debelino nanosa
0,2 um (stabilizirani polietilenglikol). (Koloni sta pove-

zani s spojko na stik.)

Nosilni plin in tlak:

Temperatura kolone:

Temperatura injektorja:

Temperatura detektorja:

Injicirana prostornina:

Helij (65 kPa)

10 minut 35°C, od 35 do
110 °C po 5°C na minuto,
od 110 do 190 °C po 30 °C
na minuto, 2 minuti zadrzimo
pri 190 °C

260 °C

300 °C

1 pl, v razmerju 55:1
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8.2

8.2.1

8.2.2

8.23

8.2.4

8.3

8.4

3. Polnjena kolona (5% CW 20 M, Carbopak B), 2 m
2 mm i.d.

Temperatura kolone: 4 minute 65°C, od 65 do
140 °C po 10 °C na minuto,
S minut zadrzimo pri 140 °C,
od 140 do 150 °C po 5 °C na
minuto, 3 minute zadrzimo
pri 150 °C

Temperatura injektorja: 65 °C

Temperatura detektor- 200 °C
ja:

Injicirana prostornina: 1 ul

Vzorcenje in vzorci

Laboratorijski vzorec
Ob sprejetju se vsakemu vzorcu izmeri vsebnost alkohola (6.1).

Postopek (ki se uporablja za validirano metodo)

Odmerek vzorca
Stehtamo primerno zaprto posodo za tehtanje in maso zapisemo.

Odpipetiramo 9 ml laboratorijskega vzorca v posodo in zapiS§emo maso
(MyzorEc)-

Dodamo 1 ml standardne raztopine E (5.14.5) in zapiSemo maso (Ms).

Preskusno snov temeljito pretresemo (vsaj 20 zasukov). Vzorce je treba
pred analizo hraniti pri manj kakor 5 °C, da zmanjSamo izgube zaradi
hlapnosti komponent.

Slepi preskus

S tehtnico z natan¢nostjo S§tirih decimalnih mest (6.2) stehtamo
ustrezno zaprto posodo za tehtanje in maso zapiSemo.

Odpipetiramo 9 ml raztopine etanola 400 ml/l (5.13) v posodo in zapi-
Semo maso.

Dodamo 1 ml standardne raztopine E (5.14.5) in zapiSemo maso.

Temeljito premesamo preskusni material (vsaj 20 zasukov). Vzorce je
treba pred analizo hraniti pri manj kakor 5 °C, da zmanjSamo izgube
zaradi hlapnosti komponent.

Poprejsnji preskus

Injiciramo standardno raztopino C (5.14.3), da preverimo, ali imajo vse
analizirane snovi lo€ljivost vsaj 1,3 (razen 2-metilbutan-1-ola in 3-
metilbutan-1-ola).

Umerjanje

Umerjanje se izvede po naslednjem postopku. Linearnost odziva zago-
tovimo tako, da zaporedoma opravimo trojno analizo vsake od stan-
dardnih raztopin za preverjanje linearnosti (5.14.6), ki vsebujejo interni
standard (IS). Iz obmo¢ij ali viSin vrha v integratorju je treba za vsako
injiciranje izraCunati razmerje R vsake hlapne snovi in grafiéno pred-
staviti R glede na razmerje koncentracij hlapnih snovi in internega
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8.5

9.1

standarda (IS). Rezultat naj bi bil grafiéni prikaz s korelacijskim koefi-
cientom najmanj 0,99.

obmogjeali viaina hlapne snovi

R=
obmogjealivrha IS

koncentracija hlapne snovi (ng/g)
C=

koncentracija IS (ng/g)

Dolocanje

Injiciramo standardno raztopino C (5.14.3) in 2 odmerka standardne
raztopine QC za kontrolo kakovosti (5.14.7). Nadaljujemo z neznanimi
vzorci (pripravljenimi v skladu z 8.1 in 8.2) in vklju¢imo po en QC
standard na vsakih 10 vzorcev, da zagotovimo ponovljivost analiz.
Injiciramo odmerek standardne raztopine C (5.14.3) na vsakih 5 vzor-
cev.

Izra¢un

Uporabimo lahko avtomatizirani sistem obdelave podatkov, e je
podatke mogoce preveriti po nacelih, opisanih v spodnji metodi.

Izmerimo obmocje ali visino vrhov za hlapno snov in vrhove internega
standarda.

Izracun faktorja odziva.

Faktorje odziva za vsako hlapno snov izraCunamo iz kromatograma
injicirane standardne raztopine C (5.14.3) z uporabo enacbe (1).

obmogjealivrhalS konc. hlapne snovi (pg/g)

(1)faktor odziva = x
obmodjeali vrha hlapne snovi konc.IS(ugfg)
pri Cemer je:
IS = interni standard
konc. hlapne snovi = koncentracija hlapne snovi v raztopini C
(5.14.3)

konc. IS = koncentracija internega standarda v razto-

pini C (5.14.3).
Analiza vzorca

Z uporabo spodnje enacbe (2) izracunamo koncentracijo vsake od
hlapnih snovi v vzorcih.

(2) koncentracije hlapnih snovi (ug/g) =

obmodjeali vrha hlapne snovi Mis (g)
(2)koncentracije hlapnih snovi (ngfg) = x x kone.IS(pg/g) x RF
obmogjeali vrhalS MVZOREC (g)
pri Cemer je:
Myzorgc = masa vzorca (8.1.2);
M;s = masa internega standarda (8.1.3);
konc. IS = koncentracija notranjega standarda v raztopini E

(5.14.5);

RF = faktor odziva, izracunan z enacbo 1.
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9.1.3 Analiza standardne raztopine za kontrolo kakovosti
Za vsako hlapno snov v standardih kontrole kakovosti (5.14.7) s
spodnjo enacbo izra¢unamo dosezeni delez ciljne koncentracije:
koncentracija analizirane snovi v QCstandardu
(3) % dosezenega QC vzorca = x 100
koncentracija analizirane snovi v raztopini D
Koncentracija analizirane snovi v ¢ standardu se izratuna z enatbama
(1) in (2) zgoraj.
9.2 Konéna predstavitev rezultatov
Rezultati vzorcev se pretvorijo iz ug v g na 100 litrov absolutnega
alkohola z enacbo (4):
(4) koncentracija v g na 100 1 absolutnega alkohola =
konc. (pg/g) p 10/(volumska vsebnost (vol %) x 1 000)
pri ¢emer je p = gostota v kg/m>.
Rezultati se dajejo s trimestnimi Stevili in najve¢ enim decimalnim
mestom, npr. 11,4 g na 100 litrov Cistega alkohola.
10. Zagotavljanje kakovosti in kontrola (za validirano metodo)
Z gornjo enacbo (2) izratunamo koncentracijo vsake hlapne snovi v
standardnih raztopinah za kontrolo kakovosti, pripravljenih po
postopku, opisanem od 8.1.1 do 8.1.4. Z enacbo (3) izra¢unamo dose-
zeni delez ciljne koncentracije. Ce so analizni rezultati za vsako hlapno
snov znotraj + 10 % svojih teoreticnih vrednosti, lahko nadaljujemo
analizo. Ce to niso, je treba poiskati vzrok neto¢nosti in narediti
ustrezne popravke.
11. Uc¢inkovitost metode (natan¢nost)
Statisticni rezultati medlaboratorijskih preskusov: naslednje tabele
dajejo vrednosti za naslednje spojine: etanal, etilacetat, acetal, skupni
etanal, metanol, butan-2-ol, propan-1-ol, butan-1-ol, 2-metil-propan-1-
ol, 2 metil-butan-1-ol, 3 metil-butan-1-ol.
Naslednji podatki so pridobljeni iz mednarodne Studije o ucinkovitosti
metode, ki je opravljena po mednarodno priznanih postopkih.
Leto medlaboratorijskega preskusa 1997
Stevilo laboratorijev 32
Stevilo vzorcev 5
Analizirana snov Etanal
Vzorci A B C D E
Stevilo laboratorijev po izlogitvi 28 26 27 27 28
Stevilo izlogenih (laboratorijev) 2 4 3 3 2
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Vzorci A B C D E
Stevilo sprejetih rezultatov 56 52 54 54 56
Srednja vrednost (X) v ug/g 63,4 71,67 130,4 38,4 28,6
13.8(%) | 52,2(%)

Standardni odmik ponovljivosti (Sr) v 3,3 1,9 6,8 4,1 3,6
ne/g
Rel. stand. odmik ponovljivosti (RSDr) 5,2 2,6 5,2 15,8 8,9
(%)
Meja ponovljivosti (1) v pg/g 9,3 53 19,1 11,6 10,1
Stand. odmik obnovljivosti (SR) v ng/g 12 14 22 6,8 8,9
Rel. stand. odmik obnovljivosti (RSDR) 18,9 19,4 17,1 26,2 222
(%)
Meja obnovljivosti (R) v pg/g 33,5 38,9 62,4 19,1 25,1
Vrste vzorcev
A Vinjak; slepi vzorci.
B Kirsch; slepi vzorci.
C  Grappa; slepi vzorci.
D Viski; dvojna raven”.
E Rum; dvojna raven’.

Leto medlaboratorijskega preskusa 1997

Stevilo laboratorijev 32

Stevilo vzorcev 5

Analizirana snov Etilacetat

Vzorci A B C D E
Stevilo laboratorijev po izlogitvi 24 24 25 24 24
Stevilo izlo¢enih (laboratorijev) 2 2 1 2 2
Stevilo sprejetih rezultatov 48 48 50 48 48
Srednja vrednost (X) v pg/g 96,8 1 046 120,3 112,5 99,1
91,8(*) 117,0(%)

Standardni odmik ponovljivosti (Sr) v 2,2 15 2,6 2,1 2,6
ne/g
Rel. stand. odmik ponovljivosti (RSDr) 2,3 1,4 2,1 2,0 2.4
(%)
Meja ponovljivosti (1) v pg/g 6,2 40,7 7,2 5,8 73
Stand. odmik obnovljivosti (SR) v pg/g 6,4 79 8,2 6,2 7,1
Rel. stand. odmik obnovljivosti (RSDR) 6,6 7,6 6,8 6,2 6,6
(%)
Meja obnovljivosti (R) v pg/g 17,9 221,9 22,9 17,5 20,0

Vrste vzorcev

Vinjak; slepi vzorci.

Kirsch; slepi vzorci.

Grappa; slepi vzorci.

Viski; dvojna reven .
; *

Rum; dvojna raven .

mg O w
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Leto medlaboratorijskega preskusa 1997

Stevilo laboratorijev 32

Stevilo vzorcev 5

Analizirana snov Acetal

Vzorci A B C D E
Stevilo laboratorijev po izlogitvi 20 21 22 17 21
Stevilo izlogenih (laboratorijev) 4 3 2 4 3
Stevilo sprejetih rezultatoy 40 42 44 34 42
Srednja vrednost (X) v pg/g 35,04 36,46 68,5 20,36 15,1
6,60(*) | 28,3(%)

Standardni odmik ponovljivosti (Sr) v 0,58 0,84 1,6 0,82 1,9
ng/g
Rel. stand. odmik ponovljivosti (RSDr) 1,7 2,3 2,3 6,1 8,7
(%)
Meja ponovljivosti (1) v pg/g 1,6 2,4 4.4 2,3 5,3
Stand. odmik obnovljivosti (SR) v pg/g 42 44 8,9 1.4 3,1
Rel. stand. odmik obnovljivosti (RSDR) 12,1 12,0 13,0 10,7 14,2
(%)
Meja obnovljivosti (R) v pg/g 11,8 12,2 25,0 4,0 8,7
Vrste vzorcev
A Vinjak; slepi vzorci.
B Kirsch; slepi vzorci.
C  Grappa; slepi vzorci.
D  Viski; dvojna reven’.
E Rum; dvojna raven.

Leto medlaboratorijskega preskusa 1997

Stevilo laboratorijev 32

Stevilo vzorcev 5

Analizirana snov Skupni etanal

Vzorci A B C D E
Stevilo laboratorijev po izlogitvi 23 19 22 21 22
Stevilo izlo¢enih (laboratorijev) 1 5 2 3 2
Stevilo sprejetih rezultatov 46 38 44 42 44
Srednja vrednost (X) v ug/g 76,5 85,3 156,5 45,4 32,7
158(*) | 61.8(%)

Standardni odmik ponovljivosti (Sr) v 3,5 1,3 6,5 4,4 3,6
ug/g
Rel. stand. odmik ponovljivosti (RSDr) 4.6 1,5 42 14,2 7,6
(%)
Meja ponovljivosti (1) v pg/g 9,8 3,5 18,3 12,2 10,0
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Vzorci A B C D E

Stand. odmik obnovljivosti (SR) v pg/g 13 15 24,1 7,3 9,0
Rel. stand. odmik obnovljivosti (RSDR) 16,4 17,5 15,4 23,7 19,1
(%)
Meja obnovljivosti (R) v pg/g 35,2 41,8 67,4 20,3 25,2
Vrste vzorcev
A Vinjak; slepi vzorci.
B Kirsch; slepi vzorci.
C  Grappa; slepi vzorci.
D Viski; dvojna reven”.
E Rum; dvojna raven’.

Leto medlaboratorijskega preskusa 1997

Stevilo laboratorijev 32

Stevilo vzorcev 5

Analizirana snov Metanol

Vzorci A B C D E
Stevilo laboratorijev po izlogitvi 26 27 27 28 25
Stevilo izlogenih (laboratorijev) 4 3 3 1 4
Stevilo sprejetih rezultatov 52 54 54 56 50
Srednja vrednost (X) v ug/g 319,8 2 245 1326 83,0 18,6
61,5(*) | 28,9(%)

Standardni odmik ponovljivosti (Sr) v 4,4 27 22 1,5 1,3
ne/g
Rel. stand. odmik ponovljivosti (RSDr) 1,4 1,2 1,7 2,1 5,6
(%)
Meja ponovljivosti (1) v pg/g 12,3 74,4 62,5 4,3 3,8
Stand. odmik obnovljivosti (SR) v pg/g 13 99 60 4,5 2,8
Rel. stand. odmik obnovljivosti (RSDR) 3,9 44 4.6 6,2 11,8
(%)
Meja obnovljivosti (R) v pg/g 35,2 278,3 169,1 12,5 7,9
Vrste vzorcev
A Vinjak; slepi vzorci.
B Kirsch; slepi vzorci.
C  Grappa; slepi vzorci.
D Viski; dvojna reven”.
E  Rum; dvojna raven”.

Leto medlaboratorijskega preskusa 1997

Stevilo laboratorijev 32

Stevilo vzorcev 5

Analizirana snov Metanol
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Vzorci A B C E
Stevilo laboratorijev po izlogitvi 21 27 29 22
Stevilo izloenih (laboratorijev) 4 3 1 3
Stevilo sprejetih rezultatov 42 54 58 44
Srednja vrednost (X) v ug/g 5,88 250,2 27,57 5,83

14,12(*)

Standardni odmik ponovljivosti 0,40 2,2 0,87 0,64
(Sr) v pglg
Rel. stand. odmik ponovljivosti 6,8 0,9 3,2 6,4
(RSDr) (%)
Meja ponovljivosti (1) v pg/g 1,1 6,1 2,5 1,8
Stand. odmik obnovljivosti (SR) v 0,89 13 32 0,87
ug/g
Rel. stand. odmik obnovljivosti 15,2 5,1 11,5 8,7
(RSDR) (%)
Meja obnovljivosti (R) v pg/g 2,5 35,5 8,9 2,4

Vrste vzorcev

A Vinjak; slepi vzorci.
B Kirsch; slepi vzorci.
C Grappa; slepi vzorci.
E Rum; dvojna raven’.

Leto medlaboratorijskega preskusa 1997

Stevilo laboratorijev 32

Stevilo vzorcev 5

Analizirana snov Propan-1-ol

Vzorci A B C D E
Stevilo laboratorijev po izlogitvi 29 27 27 29 29
Stevilo izlo¢enih (laboratorijev) 2 4 3 2 2
Stevilo sprejetih rezultatov 58 54 54 58 58
Srednja vrednost (X) v ug/g 86,4 3541 159,1 272,1 177,1
229,3(%) | 222,1(*)

Standardni odmik ponovljivosti (Sr) v 3,0 24 3,6 2,3 3,3
ng/g
Rel. stand. odmik ponovljivosti (RSDr) 34 0,7 2,3 0,9 1,6
(%)
Meja ponovljivosti (1) v pg/g 8,3 68,5 10,0 6,4 9,1
Stand. odmik obnovljivosti (SR) v pg/g 5,3 150 6,5 9,0 8,1




02000R2870 — SL — 13.03.2023 — 003.002 — 35

Vzorci A B C D E
Rel. stand. odmik obnovljivosti (RSDR) 6,1 4,1 4.1 3,6 4.1
(%)
Meja obnovljivosti (R) v pg/g 14,8 407,2 18,2 25,2 22,7

Vrste vzorcev

A Vinjak; slepi vzorci.
B Kirsch; slepi vzorci.
C  Grappa; slepi vzorci.
D Viski; dvojna reven’.
E  Rum; dvojna raven”.

Leto medlaboratorijskega preskusa 1997

Stevilo laboratorijev 32

Stevilo vzorcev 5

Analizirana snov Propan — 1-ol

Vzorci A B C

Stevilo laboratorijev po izlogitvi 20 22 22
Stevilo izlogenih (laboratorijev) 4 4 6
Stevilo sprejetih rezultatov 40 44 44
Srednja vrednost (X) v ug/g 3,79 5,57 7,54
Standardni odmik ponovljivosti (Sr) v 0,43 0,20 0,43
ne/g
Rel. stand. odmik ponovljivosti (RSDr) 11,2 3,6 5,6
(%)
Meja ponovljivosti (1) v pg/g 1,1 0,6 1,2
Stand. odmik obnovljivosti (SR) v pg/g 0,59 0,55 0,82
Rel. stand. odmik obnovljivosti (RSDR) 15,7 9,8 10,8
(%)
Meja obnovljivosti (R) v pg/g 1,7 1,5 2,3

Vrste vzorcev

A Vinjak; slepi vzorci.
B Kirsch; slepi vzorci.
C  Grappa; slepi vzorci.

Leto medlaboratorijskega preskusa 1997
Stevilo laboratorijev 32
Stevilo vzorcev 5
Analizirana snov 2-metilpropan-1-ol
Vzorci A B C D E
Stevilo laboratorijev po izlogitvi 28 31 30 26 25
Stevilo izlo¢enih (laboratorijev) 3 0 1 5 6
Stevilo sprejetih rezultatov 56 62 60 52 50
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Vzorci A B C D E
Srednja vrednost (X) v pg/g 174,2 111,7 185,0 291,0 115,99
246,8(*) | 133,87(%)

Standardni odmik ponovljivosti (Sr) v 2,3 1,6 2,5 1,8 0,74
ng/g
Rel. stand. odmik ponovljivosti (RSDr) 1,3 1,4 1,3 0,7 0,6
(%)
Meja ponovljivosti (1) v pg/g 6,4 4,5 6,9 5,0 2,1
Stand. odmik obnovljivosti (SR) v pg/g 8,9 8,9 9,7 6,0 6,2
Rel. stand. odmik obnovljivosti (RSDR) 5,1 8,0 5,2 2,2 5,0
(%)
Meja obnovljivosti (R) v pg/g 24,9 24,9 27,2 16,9 17,4
Vrste vzorcev
A Vinjak; slepi vzorci.
B Kirsch; slepi vzorci.
C  Grappa; slepi vzorci.
D  Viski; dvojna reven’.
E  Rum; dvojna raven”.

Leto medlaboratorijskega preskusa 1997

Stevilo laboratorijev 32

Stevilo vzorcev 5

Analizirana snov 2-metil-butan-1-ol

Vzorci A B C D E
Stevilo laboratorijev po izlogitvi 25 26 25 27 25
Stevilo izlo¢enih (laboratorijev) 3 2 3 1 2
Stevilo sprejetih rezultatoy 50 52 50 54 50
Srednja vrednost (X) v pg/g 113.,0 48,3 91,6 72,1 39,5
45.2(*) | 61,5(%)

Standardni odmik ponovljivosti (Sr) v 2,1 1,5 1,7 2,3 2,3
ng/g
Rel. stand. odmik ponovljivosti (RSDr) 1,9 3,1 1,8 3,9 4,5
(%)
Meja ponovljivosti (1) v pg/g 6,0 4,2 4,7 6,4 6,3
Stand. odmik obnovljivosti (SR) v pg/g 7.4 3.8 6,6 4,7 4,5
Rel. stand. odmik obnovljivosti (RSDR) 6,6 7,9 7,2 8,1 8,8
(%)
Meja obnovljivosti (R) v pg/g 20,8 10,7 18,4 13,3 12,5

Vrste vzorcev

Vinjak; slepi vzorci.

Kirsch; slepi vzorci.

Grappa; slepi vzorci.

Viski; dvojna reven .
; *

Rum; dvojna raven .

mgaw»
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Leto medlaboratorijskega preskusa 1997

Stevilo laboratorijev 32

Stevilo vzorcev 5

Analizirana snov 3-metil-butan-1-ol

Vzorci A B C D E
Stevilo laboratorijev po izlo¢itvi 23 23 24 27 21
Stevilo izlogenih (laboratorijev) 5 5 4 1 6
Stevilo sprejetih rezultatov 46 46 48 54 42
Srednja vrednost (X) v ug/g 4594 242,7 288,4 142,2 2123
120,4(*) | 245,6(*%)

Standardni odmik ponovljivosti (Sr) v 5,0 2,4 3,4 2.4 3,2
ne/g
Rel. stand. odmik ponovljivosti (RSDr) 1,1 1,0 1,2 1,8 1,4
(%)
Meja ponovljivosti (r) v pg/g 13,9 6,6 9,6 6,6 91
Stand. odmik obnovljivosti (SR) v pg/g 29,8 13 21 8,5 6,7
Rel. stand. odmik obnovljivosti (RSDR) 6,5 5,2 7,3 6,5 2,9
(%)
Meja obnovljivosti (R) v pg/g 83,4 35,4 58,8 23,8 18,7

Vrste vzorcev

Vinjak; slepi vzorci.

Kirsch; slepi vzorci.

Grappa; slepi vzorci.
Viski; dvojna reven”.
Rum; dvojna raven”.

mgoaw»>

I11.3 DOLOCANJE HLAPNE KISLOSTI ZGANIH PIJAC
1. Podrocje uporabe

Metoda je bila validirana v medlaboratorijski $tudiji za rum, vinjak, zganje
iz tropin in sadno zganje v obmocju od 30 mg/l do 641 mg/l.

2. Normativne reference

ISO 3696: 1987 Voda za analiticno uporabo — specifikacije in preskusne
metode.

3. Opredelitve

3.1  Hlapna kislost se izracuna tako, da nehlapne kisline odstejemo od skupnih
kislin.

3.2 Skupne kisline so vsota titrabilnih kislin.

3.3 Nehlapne kisline so kisline v ostanku, potem ko pustimo Zganje izpareti
do suhega.

4. Princip

Skupne in nehlapne kisline se dolocijo s titracijo ali s potenciometrijo.

5. Reagenti in materiali

Ce ni drugade navedeno, se za analizo uporabljajo samo reagenti priznane
analizne kakovosti in voda kakovostne stopnje vsaj 3, kakor je opredeljena
v ISO 3696:1987.
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5.1

52

6.1

6.2

6.3

8.1
8.1.1

8.1.2

8.2
8.2.1

8.2.2

0,01 M raztopina natrijevega hidroksida (NaOH).

Raztopina meSanih indikatorjev

Odtehtamo 0,1 g indigo karmina in 0,1 g fenola rdece.
Raztopimo v 40 ml vode in dopolnimo do 100 ml z etanolom.

Aparatura in oprema

Laboratorijska aparatura za posredno analizo, steklovina razreda A in:
Vodna ¢rpalka

Rotavapor ali ultrazvocna kopel

Oprema za potenciometri¢no titracijo (neobvezno)

Vzorcenje in vzorci

Vzorci se pred analizo hranijo na sobni temperaturi.

Postopek
Skupne kisline
Priprava vzorca

Zganje obsevamo z ultrazvokom (ultrasonifikacija) ali dve minuti mesamo
v vakuumu, da se po potrebi izlo¢i ogljikov dioksid.

Titracija
Odpipetiramo 25 ml Zganja v 500-mililitersko erlenmajerico.

Dodamo priblizno 200 ml ohlajene zavrete destilirane vode (dnevno sveze
pripravljene) in 2—6 kapljic raztopine meSanih indikatorjev (5.2).

Titriramo z 0,01 M raztopino natrijevega hidroksida (5.1), dokler se rume-
nozelena barva ne spremeni v vijoli€no pri brezbarvnih Zganjih oziroma
rumenorjava barva v rdecerjavo pri rjavo obarvanih zganjih.

Titracija se lahko izvede tudi s potenciometrijo (do 7,5 pH).

Z n; ml oznafimo prostornino dodane 0,01 M raztopine natrijevega
hidroksida.

Izracun
Skupne kisline (TA), izrazene v miliekvivalentih na liter Zganja, so enake
0,4 x ny.

Skupne kisline (TA), izrazene v miligramih ocetne kisline na liter Zganja,
so enake 24 x n,.

Nehlapne kisline
Priprava vzorca

25 ml Zganja pustimo izpareti do suhega:

Odpipetiramo 25 ml Zganja v valjasto izparilno posodo z ravnim dnom in
premerom 55 mm. Prvo uro izparevanja je izparilna posoda na pokrovu
vrele vodne kopeli, tako da tekocina ne vre, saj bi to lahko povzrocilo
izgube zaradi Skropljenja.

Susenje kon¢amo tako, da postavimo izparilno posodo za dve uri v susil-
nik, segret na 105 °C. Izparilno posodo pustimo v eksikatorju, da se
ohladi.

Titracija

Ostanek, dobljen po izparevanju, raztopimo v ohlajeni zavreti destilirani
vodi (dnevno sveze pripravljeni) do priblizno 100 ml in dodamo 2-6
kapljic raztopine meSanih indikatorjev (5.2).
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8.2.3

9.2

9.3

10.
10.1

Titritramo z 0,01 M raztopino natrijevega hidroksida (5.1)
Titracija se lahko izvede tudi s potenciometrijo (do 7,5 pH).

Z n, ml oznacimo prostornino dodane 0,01 M raztopine natrijevega
hidroksida.

Izracun

Nehlapne kisline (FA), izrazene v miliekvivalentih na liter Zganja, so
enake 0,4 X n,.

Nehlapne kisline (FA), izrazene v miligramih ocetne kisline na liter
zganja, so enake 24 x n,.

Izracun hlapne kislosti

Izrazanje v miliekvivalentih na liter:

Naj bo:
TA = skupne kisline v miliekvivalentih na liter
FA = nehlapne kisline v miliekvivalentih na liter

Hlapna kislost (VA) v miliekvivalentih na liter je:
TA - FA

Izrazanje v miligramih ocetne kisline na liter:

Naj bo:
TA' = skupne kisline v miligramih ocetne kisline na liter
FA' = nehlapne kisline v miligramih ocetne kisline na liter

Hlapna kislost (VA) v miligramih ocetne kisline na liter je:
TA’ — FA’

Izrazanje v gramih ocetne kisline na hektoliter ¢istega 100 vol. % alkohola
jeTA'—FA"
— X
A
kjer je A volumska vsebnost alkohola zgane pijace.

Uc¢inkovitost metode (natanénost)
Statisti¢ni rezultati medlaboratorijskega preskusa

Naslednji podatki izvirajo iz mednarodne $tudije o ucinkovitosti metode,
opravljene po mednarodno priznanih postopkih [1] [2].

Leto medlaboratorijskega preskusa 2000
Stevilo laboratorijev 18
Stevilo vzorcev 6

Vzorci A B C D E F
Stevilo laboratorijev po izlogitvi 16 18 18 14 18 18
Stevilo izlo¢enih (laboratorijev) 2 4
Stevilo sprejetih rezultatov 32 36 36 28 36 36
Srednja vrednost (X) [mg/1] 272% 30 591%* 46 107 492

241%* 641%*

Standardni odmik ponovljivosti (s;) 8,0 3,6 15,0 3,7 6,7 8,5
[mg/1]
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Vzorci A B C D E F

Relativni standardni odmik pono- 3,1 11,8 2,4 8,0 6,2 1,7
vljivosti (RSDr) [%]

Meja ponovljivosti (r) [mg/l] 23 10 42 10 19 24

Standardni odmik obnovljivosti (sg) 8,5 8,4 25,0 4,55 13,4 244
[mg/1]

Relativni standardni odmik obno- 3,3 27,8 4.1 9,9 12,5 5,0
vljivosti (RSDR) [%]

Meja obnovljivosti (R) [mg/I] 24 23 70 13 38 68

Vrste vzorcev:

A Slivovo zganje; dvojna koncentracija*
D Rum I; slepi vzorci

C Rum II; dvojna koncentracija*

D Slivovka; slepi vzorci

E  Vinjak; slepi vzorci

F  Zganje iz tropin; slepi vzorci

[1] ,,Protocol for the Design, Conduct and Interpretation of Method-
Performance Studies®, Horwitz, W. (1995) Pure and Applied Chemi-
stry 67, 332-343.

[2] Horwitz, W. (1982) ,,Analytical Chemistry 54, 67A-76A%.
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V. ANETOL. DOLOCITEV TRANS-ANETOLA V ZGANIH PIJACAH S

4.1

4.2

43

4.4

4.5

45.1

PLINSKO KROMATOGRAFIJO
Podrocje uporabe

Ta metoda je ob uporabi plinske kromatografije primerna za dolocitev
trans-anetola v zganih pijacah z janezem.

Normativne reference

ISO 3696: 1987 Voda za analiti¢no laboratorijsko uporabo — specifikacija
in testne metode.

Nacelo

Vsebnost trans-anetola v Zganju dolo¢imo s plinsko kromatografijo (GC).
Enako koli¢ino internega standarda (npr.: 4-alinasola (estragola), kadar
estragol ni naravno prisoten v vzorcu) dodamo testnemu vzorcu in refe-
rencni raztopini znane koncentracije in oba raztopimo v 45-odstotni
raztopini etanola ter neposredno vbrizgnemo v sistem GC. Pred pripravo
vzorca in analizo likerjev, ki vsebujejo velike koli¢ine sladkorja, je
potrebna ekstrakcija.

Reagenti in materiali

Za analizo uporabljamo samo reagente s Cistostjo vsaj 98 %. Uporabimo
vodo vsaj 3. razreda, kakor je opredeljena v standardu ISO 3696.

Referen¢ne kemikalije je treba hraniti v hladnem (pri 4 °C) in temnem
prostoru v aluminijastih posodah ali v pobarvanih (rumenkastorjavih)
steklenicah za reagente. Zamaske je po moznosti treba opremiti z alumi-
nijasto folijo. Trans-anetol je treba pred uporabo ,,0dtaliti iz njegovega
kristaliziranega stanja, vendar v tem primeru njegova temperatura ne bi
smela nikoli presegati 35 °C.

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

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

Dodamo 560 g destilirane vode 378 gramom etanola 96 vol %.
Priprava standardnih raztopin

Vse standardne raztopine je treba hraniti v temnem prostoru pri sobni
temperaturi (15 do 35°C ) v aluminijastih posodah ali v pobarvanih

(rumenkastorjavih) steklenicah za reagente. Zamaske je treba po
moznosti opremiti z aluminijasto folijo.

Trans-anetol in 4-alilanisol sta prakticno netopljiva v vodi, zato je treba
trans-anetol in 4-alilanisol raztopiti v delu 96-odstotnega etanola (4.1),
preden dodamo 45-odstotni etanol (4.4).

Osnovne raztopine je treba na novo pripraviti tedensko.

Standardna raztopina A

Osnovne raztopine trans-anetola (koncentracija: 2 g/l)

Stehtamo 40 mg trans-anetola (4.2) v 20-mililitrsko merilno bucko (ali
400-mg v 200- mililitrsko, itn.). Dodamo nekaj 96-odstotnega etanola
(4.1) in dopolnimo s 45-odstotnim etanolom (4.4) ter temeljito preme-
Samo.
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52

53

5.4

Interni standard B

Osnovna raztopina internega standarda, npr. estragola (koncentracija:
2 ¢g/l)

Stehtamo 40 mg estragola (4.3) v 20-mililitrsko merilno bucko (ali 400-
mg v 200- mililitrsko, itn.). Dodamo nekaj 96-odstotnega etanola (4.1) in
dopolnimo s 45-odstotnim etanolom (4.4) ter temeljito premeSamo.

Raztopine, ki se uporabljajo za preverjanje linearnosti odziva plamensko-
ionizacijskega detektorja (FID)

Linearni odziv FID-a se mora preverjati pri analizi, upostevajo¢ razpon
koncentracij trans-anetola v Zzganju od 0g/l do 2,5 g/l. V postopku
analize se neznani vzorci Zganja 10-krat razred¢ijo (8.3). Da bi ustvarili
analizne pogoje, opisane v metodi, se osnovne raztopine koncentracij 0,
0,05, 0,1, 0,15, 0,2, in 0,25 g/l trans-anetola pripravijo tako: vzamemo
0,5, 1, 1,5, 2, in 2,5 ml osnovne raztopine A (4.5.1) in jih odpipetiramo v
lo¢ene 20-mililitrske merilne bucke; v vsako merilno bu¢ko dodamo 2 ml
interne standardne raztopine B (4.5.2) in dopolnimo s 45-odstotnim
etanolom (4.4) ter temeljito premesamo.

Kot slepa proba (8.4) se uporablja raztopina koncentracije 0 g/l. (8.4).

Standardna raztopina C

2 ml standardne raztopine A (4.5.1) odpipetiramo v lo¢eno 20-mililitrsko
merilno bucko, dodamo 2 ml internega standarda B (4.5.2) ter dopolnimo
s 45-odstotnim etanolom (4.4) ter temeljito premeSamo.

Aparature in oprema

Plinska kromatografija, opremljena s plamensko-ionizacijskim detek-
torjem (FID) in integratorjem ali drugim sistemom za obdelavo podatkov,
ki lahko meri visine ali povrsine pikov, ter avtomatskim vzorcevalcem ali
potrebno opremo za ro¢no vbrizgavanje vzorcev.

Injektor tipa split/splitless

Kapilarna kolona, npr.:

Dolzina: 50 m

Notranji premer: 0,32 mm

Debelina prevleke: 0,2 pm

Stacionarna faza: FFAP — modificiran TPA zamrezen polietilen glikol.

Laboratorijska oprema: Steklene merilne posode razreda A, analitska
tehtnica (natan¢nost: + 0,1 mg).

Kromatografski pogoji

Tip in dimenzije kolone ter pogoji delovanja plinske kromatografije
morajo biti taki, da sta anetol in interni standard locena eden od drugega
ter od drugih mote¢ih snovi. Tipi¢ne razmere za kolono, ki je dana kot
primer v 5.3, so:
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8.5

Nosilni plin: analitski helij

Pretok: 2 ml/min

Temperatura injektorja: 250 °C

Temperatura detektorja: 250 °C

Temperaturne razmere pecice: izotermne, 180 °C, ¢as delovanja 10 minut

Prostornina vbrizga: 1 pl, split 1:40.

Vzorci

Vzorce hranimo pri sobni temperaturi v hladnem in temnem prostoru.

Postopek
Preverjanje prisotnosti estragola

Za potrditev odsotnosti estragola v vzorcu je treba opraviti slepo analizo
brez dodatka internega standarda. Ce je estragol naravno prisoten,
moramo uporabiti drug interni standard (na primer mentol).

Odipetiramo 2 ml vzorca v 20-mililitrsko bucko in dopolnimo s 45-
odstotnim etanolom (4.4) ter temeljito premesamo.

Priprava neznanih vzorcev

Odipetiramo 2 ml vzorca v 20-mililitrsko merilno bucko, nato dodamo
2 ml internega standarda B (4.5.2) in dopolnimo s 45-odstotnim etanolom
(4.4) ter temeljito premeSamo.

Slepi poskus

Odipetiramo 2 ml internega standarda B (4.5.2) v 20-mililitrsko merilno
bucko in jo dopolnimo s 45-odstotnim etanolom (4.4) ter temeljito
premeSamo.

Test linearnosti

Pred zacetkom analize je treba preveriti linearnost odziva FID z zapo-
redno trikratno analizo linearnosti standardnih raztopin (4.5.3).

Na podlagi najvecjih povrSin ali viSin integratorja izdelamo za vsak
vbrizg graf koncentracije izvornih raztopin v g/l proti razmerju R za
vsako raztopino.

R = povrSina ali viSina trans-anetola, deljena s povrSino ali viSino estra-
gola.

Dobiti moramo linearno odvisnost.

Dolocitev

Vbrizgamo slepi poskus (8.3), nato standardno raztopino C (4.5.4), nato
enega od standardov linearnosti (4.5.3), ki delujejo kot kontrolni vzorec
kakovosti (tega lahko izberemo s sklicevanjem na verjetno koncentracijo
trans-etanola v neznanem vzorcu), nato pet neznanih vzorcev (8.2). Stan-
dardni vzorec (kontrolni vzorec) vbrizgamo po petih neznanih vzorcih, da
zagotovimo analiticno stabilnost.
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9.2

9.3

10.

11.

Izracun faktorja odzivnosti

Merimo bodisi povrsino pika (z uporabo integratorja ali drugega poda-
tkovnega sistema) bodisi visino (ro¢na integracija) trans-anetola in inter-
nega standarda.

Izracun faktorja odzivnosti (RF;)

Faktor odzivnosti se izracuna:

RF; = (Ci/povrsina ali visina;)*(povrsina ali visina;y/Cig),

pri Cemer je:

C; koncentracija trans-anetola v standardni raztopini A (4.5.1)
Cis koncentracija internega standarda v standardni raztopini B
(4.5.2)

povrsina;  povrsina (ali viSina) trans-anetola

povrsina;;  povrSina (ali vi§ina) internega standarda

RF; se izra¢una na podlagi petih vzorcev raztopine C (4.5.4).

Analiza linearnosti odziva testnih vzorcev

Vbrizgamo testne vzorce linearnosti odziva (4.5.3).

Analiza vzorca

Vbrizgamo neznane vzorce (8.2).

Izracun rezultatov

Formula za izracun koncentracije trans-anetola je:

¢; = Cis * (povrsina ali viSina;/povrsina ali viSina;)*RF;,

pri Cemer je:

C; neznana koncentracija trans-anetola

Cis koncentracija internega standarda v neznani
raztopini (4.5.2)

povrsina ali visina; povrsina (ali vi§ina) trans-anetola
povrsina ali visina;g povrsina (ali viSina) internega standarda
RF; odzivnost koeficienta (izracunanega kakor v 9.1)

Koncentracija trans-anetola se izraza v gramih na liter, zaokrozenih na
eno decimalno mesto.

Zagotovitev kakovosti in nadzora

Kromatogrami morajo biti taki, da sta anetol in interni standard lo¢ena
drug od drugega ter od katere koli motece snovi. Vrednost RFi se izra-
¢una na podlagi rezultatov petih vbrizgov raztopine C (4.5.4). Ce je
koeficient variacije (CV % = (standardni odmik/srednja vrednost)*100))
v intervalu plus ali minus 1 %, je srednja vrednost RF; sprejemljiva.
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12.1

12.2

12.2.1

12.2.2

12.3

124
12.4.1

12.4.2

Zgornji izraGun uporabimo za koncentracijo trans-anetola v vzorcu,
izbranem za nadzor kakovosti na podlagi linearnosti kontrolnih raztopin
(4.5.3).

Ce je srednja vrednost rezultatov izradunana na podlagi vzorcev linear-
nosti, izbrana za interni kontrolni vzorec kakovosti (IQC), v intervalu
plus ali minus 2,5 % od teoreticne vrednosti, so rezultati za neznani
vzorec sprejemljivi.

Ravnanje z vzorci Zganih pijaé z veliko vsebnostjo sladkorja in
vzorci likerjev pred analizo s plinsko kromatografijo

Ekstrakcija alkohola iz Zgane pijace z veliko vsebnostjo sladkorja, zato
da bi se omogocila dolocitev koncentracije trans-anetola, uporabljajo¢
plinsko kromatografijo (GC).

Nacelo

Vzamemo alikvot vzorca likerja in mu dodamo interni standard v
podobni  koncentraciji kakor analitu (trans-anetola) v likerju. Nato
dodamo natrijev fosfat dodekahidrat in brezvodni amonijev sulfat. Mesa-
nico dobro pretresemo in ohladimo, razvijeta se dve plasti, nato odstra-
nimo zgornjo plast alkohola. Vzamemo alikvot te plasti alkohola in
razred¢imo s 45-odstotno raztopino etanola (4.4) (Opomba: v tej fazi
se ne dodaja noben interni standard, ker je ze dodan). Pridobljeno razto-
pino analiziramo s plinsko kromatografijo.

Reagenti in materiali

Med ekstrakcijo uporabimo samo reagente Cistosti 99 % in vec.

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

Natrijev fosfat dodekahidrat, dvobazni (CAS 10039-32-4).

Aparature in oprema

Erlenmajerice, liji lo¢niki, hladilnik.

Postopek
Preverjanje prisotnosti estragola

Za preverjanje odsotnosti estragola C v vzorcu, je treba izvesti slepo
ekstrakcijo (12.6.2) in analizo brez dodajanja internega standarda. Ce
je estragol naravno prisoten, uporabimo drug interni standard.

Ekstrakcija

Od Pipetiramo 5 ml 96-odstotnega etanola (4.1) v erlenmajerico in vanjo
stehtamo 50 mg internega standarda (4.3) ter dodamo 50 ml vzorca.
Dodamo 12 g brezvodnega amonijevega sulfata(12.2.1) in 8.6 g dvobaz-
nega natrijevega fosfatadodekahidrata (12.2.2). Zamasimo erlenmajerico.

Erlenmajerico stresamo vsaj 30 minut. Lahko uporabimo mehanski stre-
salnik, vendar ne magnetnega mesala, prevlecenega s teflonom, ker bi
teflon absorbiral nekaj analita. UpoStevamo, da se dodane soli ne bodo
raztopile v celoti.

Zamaseno erlenmajerico damo v hladilnik (T < 5 C) za vsaj dve uri.
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12.4.3

12.5

12.6

12.7

13.

Medtem se morajo ustvariti dve loceni plasti in trdni ostanek. Plast
alkohola mora biti Cista, ¢e ni, damo erlenmajerico ponovno v hladilnik,
dokler ne dosezemo jasne loCitve.

Ko je plast alkohola ¢ista, previdno odvzamemo alikvot (npr. 10 ml) brez
dotikanja vodne plasti, damo v temno stekleni¢ko in trdno zapremo.

Priprava ekstrahiranega vzorca

Pustimo, da ekstrakt (12.4.2) doseZze sobno temperaturo.

Vzamemo 2 ml alkoholne plasti vzorca pri sobni temperaturi in ga odpi-
petiramo v 20-mililitrsko merilno bucko, dopolnimo s 45-odstotnim
etanolom (4.4) in temeljito premeSamo.

Dolocitev

Sledimo postopku, kakor je opisan v 8.5.

Izracun rezultatov

Uporabimo naslednjo formulo za izracun rezultatov:

C; = (m;/V)* (povrsina/povrsina ;) *RF;,

pri ¢emer je:

myg masa internega standarda (4.3), ki je uporabljen (12.4.2) (v
miligramih),

v prostornina neznanega vzorca (50 ml)

RF; faktor odzivnosti (9.1)

povr§ina;  povrSina trans-anetola

povrsina;; povrSina internega standarda

Rezultate izrazimo v gramih na liter, zaokrozenih na eno decimalno
mesto.

Nadzor in zagotovitev kakovosti

Sledimo postopku, kakor je opisan v 11 zgoraj.

Znacilnosti rezultatov metode (natancnost)

Statisti¢ni rezultati medlaboratorijskega poskusa:

naslednje tabele vsebujejo vrednosti za anetol.

Naslednji podatki so pridobljeni na podlagi mednarodnega medlaborato-
rijskega preskusa, ki je opravljen v skladu z mednarodno priznanimi
postopki.

Leto medlaboratorijskega poskusa 1998
Stevilo laboratorijev 16
Stevilo vzorcev 10

Analit anetol
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Pastis:
Vzorci A B C D E F

Stevilo preostalih laboratorijev po 15 15 15 13 16 16
izloCitvi
Stevilo izlo¢enih (laboratorijev) 1 1 1 3 — —
Stevilo sprejetih rezultatov 30 30 30 26 16 16
Srednja vrednost g/ 1,477 | 1,955 1,940 | 1,833 | 1,741 1,754
Standardni  odklon ponovljivosti | 0,022 | 0,033 | 0,034 | 0,017 — —
(S») g/
Relativni standarni odklon pono- 1,5 1,7 1,8 0,9 — —
vljivosti (RSD;) (%)
Meja ponovljivosti (r) g/l 0,062 [ 0,093 | 0,096 | 0,047 — —
Standardni  odklon obnovljivosti | 0,034 | 0,045 | 0,063 | 0,037 | 0,058 | 0,042
(Sr) g/l
Relativni standardni odklon obno- 2,3 2,3 32 2,0 3,3 2.4
vljivosti (RSDg) ( %)
Meja obnovljivosti (R) g/l 0,094 | 0,125 0,176 | 0,103 | 0,163 | 0,119
Vrste vzorcev:
A pastis, slepi, duplikati
B pastis, slepi, duplikati
C  pastis, slepi, duplikati
D pastis, slepi, duplikati
E  pastis, posamezni, duplikati

pastis, posamezni, duplikati
Druge zgane pijace z janezem:

Vzorci G H I J
Stevilo preostalih laboratorijev 16 14 14 14
po izlocitvi
Stevilo izlo¢enih (laboratorijev) — 2 1 1
Stevilo sprejetih rezultatov 32 28 28 28
Srednja vrednost g/l 0,778 1,742 | 0,351 | 0,599
0,530 (*)

Standardni odklon ponovljivosti 0,020 0,012 | 0,013 ] 0,014
(S» gl
Relativni  standardni  odklon 3,1 0,7 3,8 2,3
ponovljivosti (RSD,) (%)
Meja ponovljivosti (r) g/l 0,056 0,033 | 0,038 | 0,038
Standardni odklon obnovljivosti 0,031 0,029 | 0,021 | 0,030
(Sr) g/l
Relativni  standardni  odklon 4.8 1,6 5,9 5,0
obonovljivosti (RSDg) (%)
Meja obnovljivosti (R) g/l 0,088 0,080 | 0,058 | 0,084

Vrste vzorcev:

G ouzo, split (¥)

H jane, slepi duplikati

1 liker z janezem, duplikati

I liker z janezem, duplikati
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VI. GLICIRIZINSKA  KISLINA. DOLOCITEV  GLICIRIZINSKE
KISLINE Z UPORABO TEKOCINSKE KROMATOGRAFIJE
VISOKE LOCLJIVOSTI

1. Podrocje uporabe

Ta metoda je primerna za dolocitev glicirizinske kisline v zZganih pijacah z
janezem z uporabo tekoCinske kromatografije visoke locljivosti (HPLC).
Uredba (EGS) §t. 1576/89 doloca, da mora zgana pijaca ,,pastis“ vsebovati
med 0,05 in 0,5 g glicirizinske kisline na liter.

2. Normativne reference

ISO 3696: 1987 Voda za analiti¢no laboratorijsko uporabo — specifikacija
in testne metode.

3. Nacelo

Koncentracijo glicirizinske kisline dolo¢imo z uporabo tekoc¢inske kroma-
tografije visoke loéljivosti (HPLC) z UV-detektorjem. Standardno razto-
pino in testni vzorec filtriramo in ju lo¢eno vbrizgamo neposredno v
sistem tekocinske kromatografije.

4. Reagenti in materiali
Za analizo uporabljamo le reagente, ki ustrezajo zahtevam tekocCinske
kromatografije, absolutni etanol in vodo 3. razreda, kakor je definirana s
standardom ISO 3696.

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

4.2 Amonijev glicirizinat, C4,Hg0O16.NH3 (amonijeva sol glicirizinske kisline)
(Mol. Wt.: 839,98)(CAS 53956-04-0): vsaj 90-odstotna Cistost
(Mol. Wt.: glicirizinska kislina 822,94).

43 Ocetna kislina (ledocet), CH;COOH, (CAS 64-19-7).

4.4  Metanol, CH3;0H (CAS 67-56-1).

4.5  Etanol, 50 vol %.

Za 1000 ml pri 20 °C:

— etanol, 96 vol. % (4.1): 521 ml

— voda (2.0): 511 ml.

4.6 Priprava elucijskih raztopin za visoko ucinkovito tekoce izpiranje
4.6.1 Mobilna faza (topilo) A (primer)

80 delov (prostornina) vode (2.0)

20 delov (prostornina) ocetne kisline (4.3).

Razplinjujemo topilo pet minut.

Opomba: Ce uporabljena voda ni mikrofiltrirana, je priporo¢ljivo filtrirati
pripravljeno topilo skozi filter za organska topila z velikostjo
lukenj 0,45 um ali manj.

4.6.2 Mobilna faza (topilo) B (primer)
Metanol (4.4).
4.7  Priprava standardnih raztopin
Vse standardne raztopine moramo sveze pripraviti po dveh mesecih.
4.7.1 Referencna raztopina C
Z natancnostjo na 0,1 mg stehtamo 25 mg amonijevega glicirizinata (4.2)
v 100-mililitrsko merilno buc¢ko. Dodamo nekaj 50 —odstotnega etanola

(4.5) in raztopimo amonijev glicirizinat. Ko se raztopi, dopolnimo do
oznake s 50-odstotnim etanolom. (4.5).
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6.2

Filtriramo skozi filter za organska topila.

Standardne raztopine, ki se uporabljajo za preverjanje linearnosti odziva
instrumentov

Osnovno raztopino 1,0 g/l pripravimo s tehtanjem, z natan¢nostjo na
0,1 mg. 100 mg amonijevega glicirizinata stehtamo v 100-mililitrsko
merilno bucko. Dodamo nekaj 50-odstotnega etanola (4.5) in raztopimo
amonijev glicirizinat. Ko se raztopi, dopolnimo do oznake s 50 —odstotnim
etanolom (4.5).

Pripravimo vsaj Stiri druge raztopine, ki ustrezajo koncentracijam amoni-
jevega glicirizinata 0,05, 0,1, 0,25 in 0,5 g/l, s posami¢nim pipetiranjem
Sml, 10 ml, 25 ml in 50 ml osnovne raztopine s koncentracijo 1,0 g/l v
lo¢ene 100-mililitrske merilne bucke. Nato do oznake dopolnimo s 50-
odstotnim etanolom (4.5) in temeljito premeSamo.

Filtriramo vse raztopine skozi filter za organska topila.

Aparature in oprema
Separacijski sistem

Tekoca kromatografija visoke locljivosti

Crpalni sistem, ki nam omogoé&a doseganje in ohranjanje stalnega progra-
miranega pretoka z veliko natan¢nostjo.

UV-spektrofotometri¢ni detekeijski sistem: nastavimo na 254 nm.
Sistem za razplinjanje topil.
Racunalniski integrator ali registrator zdruzljiv z drugim sistemom.

Kolona (primer):

Material: nerjavece jeklo ali steklo
Notranji premer: 4 do 5 mm
Dolzina: 100 do 250 mm

Stacionarna faza: silika, oplaséena z oktadecilno skupino (C18), velikost
delca: 5 um.

Laboratorijska oprema

Analitska tehtnica z natan¢nostjo 0,1 mg
Merilna posoda razreda A
Priprave za filtriranje za mikromembransko filtracijo majhnih prostornin

Kromatografski pogoji

Elucijske znacilnosti: (primer)
— pretok: 1 ml/minuto,

— topilo A = 30 %,

— topilo B = 70 %,
Detekcija:

— UV =254 nm

Postopek
Priprava vzorca zgane pijace

Po potrebi filtriramo skozi filter za organska topila (premer lukenj:
0,45 pm).
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7.2

Dolocitev

Ko se ustalijo kromatografski pogoji,

— vbrizgamo 20 pl referencne raztopine C (4.7.1),

— vbrizgamo 20 pl vzor¢ne raztopine,

— primerjamo oba kromatograma. Identificiramo pike glicirizinske kisline
na podlagi njihovega retenzijskega Casa. Izmerimo njihove povrSine

(ali viSine) in izraCunamo koncentracijo v g/l, zaokrozeno na dve
decimalni mesti natan¢no, z naslednjo enacbo:

h x P x 823

¢~ X H X 100 x 840

pri ¢emer je:

c koncentracija v gramih na liter glicirizinske kisline v zgani pijaci, ki
jo analiziramo

C  koncentracija v gramih na liter amonijevega glicirizinata v referen¢ni
raztopini

h povrsina (ali visina) glicirizinske kisline v Zzgani pijaci, ki jo anali-
ziramo

H  povrsina (ali viSina) glicirizinske kisline v referen¢ni raztopini
P Cistost referencnega amonijevega glicirizinata (v %)

823 masa enega mola glicirizinske kisline

840 masa enega mola amonijevega glicirizinata.

Znadilnosti rezultatov metode (natanénost)

Statisticni rezultati medlaboratorijskega preskusa:
naslednja tabela vsebuje vrednosti glicirizinske kisline.

Naslednji podatki so pridobljeni na podlagi mednarodnega medlaboratorij-
skega poskusa, opravljenega v skladu z mednarodno priznanimi postopki.

Leto medlaboratorijskega poskusa 1998
Stevilo laboratorijev 16
Stevilo vzorcev 5

Analit glicirizinska kislina

Vzorci A B C D E
Stevilo preostalih laboratorijev po 13 14 15 16 16
izlocitvi
Stevilo izlogenih (laboratorijev) 3 2 1 —
Stevilo sprejetih rezultatov 26 28 30 32 32
Srednja vrednost g/l 0,046 0,092 0,089 0,249 0,493

(*) 0,099

Standardni odklon ponovljivosti (S;) 0,001 0,001 0,001 0,002 0,003
g/l
Relativni standardni odklon ponovlji- 1,5 1,3 0,7 1,0 0,6
vosti (RSD,) (%)
Meja ponovljivosti (r) g/l 0,002 0,004 0,002 0,007 0,009
Standardni odklon obnovljivosti(Sg) 0,004 0,007 0,004 0,006 0,013

g/l




02000R2870 — SL — 13.03.2023 — 003.002 — 51

Vzorci A B C D E
Relativni standardni odklon obnovlji- 8,6 7,2 4,0 2,5 2,7
vosti (RSDg) (%)
Meja obnovljivosi (R) g/l 0,011 0,019 0,010 0,018 0,037

Vrste vzorcev:

A pastis, slepi, duplikati
pastis, split (*)
pastis, slepi, duplikati

pastis, slepi, duplikati

m g O w

pastis, slepi, duplikati
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VIL

4.1
4.2
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44
45

4.6
4.6.1

4.6.2

4.6.3

HALKONI. METODA TEKOCINSKE KROMATOGRAFIJE
VISOKE LOCLJIVOSTI ZA PREVERJANJE PRISOTNOSTI
HALKONOYV V PASTISU

Podrocje uporabe

Ta metoda je primerna za doloCitev prisotnosti halkonov v pijacah z
janezem. Halkoni so naravna barvila iz druzine flavonoidov, ki jih
najdemo v koreninah sladkega golostebelnega korena (Glycyrrhiza
glabra).

Zgana pijata z imenom ,,pastis mora vsebovati halkone (Uredba (EGS)
§t. 1576/89).

Normativne reference

ISO 3696: 1987 Voda za analitsko laboratorijsko uporabo — specifikacija
in testne metode.

Nacelo

Pripravimo referencno raztopino ckstraktov iz sladkega golostebelnega
korena. Prisotnost ali odsotnost halkonov dolo¢imo z uporabo tekoce
kromatografije visoke loc¢ljivosti (HPLC) z UV-detektorjem.

Reagenti in materiali

Za analizo uporabimo le reagente, ki ustrezajo zahtevam tekocinske
kromatografije. Etanol mora biti vsaj 96-odstoten. Uporablja se voda 3.
razreda, kakor je definirana v standardu ISO 3696.

Etanol, 96 vol % (CAS 64-17-5)
Acetonitril, CH3CN, (CAS 75-05-8)

Referencna snov: Glycyrrhiza glabra: sladki golostebelni koren

Grobo zmlete korenine sladkega golostebelnega korena (Glycyrrhiza
glabra). Povprecne dimenzije delcev: dolzina: 10 do 15 mm, debelina: 1
do 3 mm.

Natrijev acetat, CH;COONa, (CAS 127-09-3)
Ocetna kislina (ledocet), CH;COOH, (CAS 64-19-7)
Priprava raztopin

Etanol, 50 vol %

Za 1000 ml pri 20 °C:

— etanol, 96 vol. % (4.1): 521 ml,

— voda (2.0): 511 ml.

Topilo A: acetonitril

Acetonitril (4.2) z analiti¢no Cistostjo tekoCinske kromatografije visoke
lo¢ljivosti.

Razplinimo.
Topilo B: 0,1 M pufer raztopina natrijevega acetata, pH 4,66.

V merilno bucko stehtamo 8,203 g natrijevega acetata (4.4), dodamo
6,005 g ocetne kisline (ledocet) (4.5) in z vodo dopolnimo do 1 000 ml
).

Priprava referencnih ekstraktov iz Glycyrrhiza glabra (4.3)

Stehtamo 10 g zmletih korenin sladkega golostebelnega korena (Glycyrr-
hiza glabra) (4.3) in damo v destilacijsko bucko z okroglim dnom

— dodamo 100 ml etanola z vsebnostjo 50 vol. % (4.6.1),
— vremo eno uro ob povratnem toku (refluksu),
— filtriramo,

— shranimo filtrat za kasnej$o uporabo.
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6.4.3

6.4.4

6.5
6.5.1

Vzamemo ekstrakt korena iz filtra

— damo v destilacijsko bucko z okroglim dnom
— dodamo 100 ml 50-odstotnega etanola, (4.6.1),
— vremo eno uro ob povratnem toku (refluksu),
— filtriramo. Shranimo filtrat za kasnejSo uporabo.

Ekstrakcija korenine sladkega golostebelnega korena se opravi trikrat
zaporedoma.

Zdruzimo vse tri filtrate.
Pustimo, da topilna faza (iz 5.4) izhlapi na rotacijskem evaporatorju.

Preostali ekstrakt (iz 5.5) dopolnimo s 100 ml 50-odstotnega etanola.
(4.6.1).

Aparature in oprema
Separacijski sistem.

Tekocinska kromatografija visoke locljivosti

Crpalni sistem, ki lahko doseZe in ohrani stalno ali programirano hitrost
pretoka pri visokem pritisku.

UV/vidni spektrofotometri¢ni detektor, ki se lahko nastavi na 254 in
370 nm.

Sistem za razplinjanje topil:
Termostat kolone, ki se lahko nastavi na temperaturo 40 = 0,1 °C.

Racunalniski integrator ali registrator zdruzljiv z drugim separacijskim
sistemom.

Kolona

Material: nerjavece jeklo ali steklo
Notranji premer: 4 do 5 mm

Stacionarna faza: silika, oplas¢ena z oktadecilno skupino (C 18), velikost
delca: 5 um.

Obicajna laboratorijska oprema:

analitska tehtnica (natan¢nost: £ 0,1 mg)

destilacijska aparatura s kondenzatorjem povratnega toka (refluksa), vklju-
Cujoé npr.:

— 250-mililitrsko bucko z okroglim dnom s standardiziranim obrusom iz
brusenega stekla,

— 30 cm dolgi kondenzator povratnega toka in

— vir toplote (z uporabo ustrezne priprave moramo prepreciti vsako piro-
geno reakcijo nepredestilirane snovi).

Rotacijski evaporator.
Filtracijski sistem (tj. Buchnerjevega lija).

Kromatografski pogoji (primer).

Elucijske znadilnosti topil A (4.6.2) in B (4.6.3):
— gradient iz 20/80 (v/v) na 50/50 (v/v) v 15 minutah,
— gradient iz 50/50 (v/v) na 75/25 (v/v) v petih minutah,

— izenac¢imo 75/25 (v/v) za pet minut,
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6.5.2

72

7.3
7.3.1

— stabilizacija kolone med vbrizgi,
— izenac¢imo 20/80 (v/v) za pet minut,
Pretok: 1 ml/minuto.

Nastavitve UV-detektorja:

Detektor mora biti nastavljen na 370 nm za detekcijo halkonov in potem
na 254 nm za detekcijo glicirizinske kisline.

Opomba: sprememba valovne dolzine (z 370 nm na 254 nm) mora biti
opravljena 30 sekund prej, preden elucija glicirizinske kisline
zacne dosegati najvecje vrednosti.

Postopek
Priprava vzorca Zgane pijace

Filtriramo skozi filter za organska topila (premer lukenj: 0,45 um).

Priprava ekstrakta iz sladkega golostebelnega korena (5.6)

Naredimo raztopino ena proti deset s 50-odstotnim etanolom (4.6.1)

Dolocitev
Vbrizgamo 20 pl pripravljenega ekstrakta (7.2). Analizo izvedemo pri
kromatografskih pogojih, ki so opisani zgoraj (6.5).

Vbrizgamo 20 pl vzorca (7.1) (vzorec zgane pijae z janezem). Analizo
izvedemo pri kromatografskih pogojih, ki so opisani zgoraj (6.5).

Primerjamo oba kromatograma. Podobnost med dvema kromatografoma
mora biti velika v obmo¢ju halkona (med ugotavljanjem pri 370 nm pri
zgoraj opisanih pogojih analize.) (Glej Diagram 1)

Znacilni kromatogram za pastis
Diagram 1
Kromatogram, pridobljen z zgoraj opisano metodo, kaze prisot-

nost halkona v ,pastisu“. Piki 1 do 8 so halkoni in pika 9
glicirizinska kislina.

glicirizin

0.1000
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w

Absorbanca
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Znacdilnosti rezultatov metode (natanénost)

Rezultati medilaboratorijskega poskusa:

Naslednja tabela opisuje rezultate ugotavljanja halkona v pastisu in zganih
pijacah z aromo janeZza.

Naslednji podatki so pridobljeni na podlagi mednarodnega medlaboratorij-
skega poskusa, ki je opravljen v skladu z mednarodno sprejetimi postopki.

Leto medlaboratorijskega poskusa 1998
Stevilo laboratorijev 14
Stevilo vzorcev 11
Analit halkoni

Vzorci A B C D E F
Stevilo preostalih laboratorijev po | 14 14 14 14 14 13
izlocitvi
Stevilo izlogenih (laboratorijev) — — — — — 1(*)
Stevilo sprejetih rezultatov 28 14 14 28 28 26
Stevilo rezultatov, ki kaZejo na | 28 14 14 0 28 0
prisotnost halkona
Stevilo rezultatov, ki kaZejo na 0 0 0 28 0 26
odsotnost halkonov
Odstotek pravilnih rezultatov ( %) 100 100 100 100 100 100

(*) Neskladni rezultati med dvema duplikatoma, ki so pripisani napaki vzoréenja.

Vzorci G H 1 J K

Stevilo preostalih laboratorijev po izlogitvi 14 14 14 14 14

Stevilo izlo¢enih (laboratorijev) — — — — _

Stevilo sprejetih rezultatov 28 14 14 28 28
Stevilo rezultatov, ki kaZejo prisotnost 0 0 0 0 0
halkonov
Stevilo rezultatov, ki kaZejo na odsotnost 28 14 14 28 28
halkonov
Odstotek pravilnih rezultatov (%) 100 100 100 100 100

Vrste vzorcev:

A pastis, slepi, duplikati

B pastis, posamezni vzorci

C pastis, posamezni vzorci

D ,pastis® (brez vsebnosti halkonov), slepi, duplikati

E ,pastis” (brez vsebnosti halkonov), slepi, duplikati

F liker z janeZzem (brez vsebnosti halkonov), slepi, duplikat
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liker z janezem (brez vsebnosti halkonov), slepi, duplikat
H ouzo (brez vsebnosti halkonov), posamezni vzorec
I ouzo (brez vsebnosti halkonov), posamezni vzorec
J jane (brez vsebnosti halkonov), slepi duplikati

K ,pastis® (brez vsebnosti halkonov, slepi duplikati.
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VIII. SKUPNI SLADKORJI
Podrocje uporabe

Za dolocitev skupnih sladkorjev (izrazenih kot invertni sladkor) v zganih
pijacah se uporabi metoda HPLC—RI, razen pri likerjih, ki vsebujejo jajéne
in mle¢ne proizvode.

Metoda je bila validirana v medlaboratorijski Studiji za pastis, destilirani
anis, CeSnjev liker, créme de (sledi ime uporabljenega sadja ali surovine)
in créme de cassis v obmocju od 10,86 g/l do 509,7 g/l. Vendar pa je bila

linearnost odziva instrumenta dokazana za obmocje koncentracije od
2,5 g/l do 20,0 g/l.

Ta metoda ni namenjena dolo¢anju nizkih koncentracij sladkorja.

Normativne reference

ISO 3696:1987 Voda za analiti¢no uporabo — specifikacije in preskusne
metode.

Princip
Analiziranje raztopin sladkorjev s tekocinsko kromatografijo visoke loclji-

vosti z namenom dolocitve koncentracije glukoze, fruktoze, saharoze,
maltoze in laktoze.

Ta metoda uporablja stacionarno fazo alkilamin in detekcijo z diferen-
cialno refraktometrijo ter je podana kot primer. Za stacionarno fazo bi
bila mogoc¢a tudi uporaba anionske izmenjalne smole.

Reagenti in materiali

Glukoza (CAS 50-99-7) z vsaj 99-odstotno Cistostjo.

Fruktoza (CAS 57-48-7) z vsaj 99-odstotno Cistostjo.

Saharoza (CAS 57-50-1) z vsaj 99-odstotno ¢istostjo.

Laktoza (CAS 5965-66-2) z vsaj 99-odstotno Cistostjo.
Monohidrat maltoze (CAS 6363-53-7) z vsaj 99-odstotno Cistostjo.
Cisti acetonitril (CAS 75-05-8) za analizo HPLC.

Destilirana ali demineralizirana voda, po moznosti mikrofiltrirana.

Topila (primer)

Elucijsko topilo je sestavljeno iz:

75 volumskih delov acetonitrila (4.6),

25 volumskih delov destilirane vode (4.7).

Pred uporabo za 5-10 minut skozi pocasi spustimo helij, da se razplini.

Ce ne uporabljamo mikrofiltrirane vode, je treba topilo filtrirati skozi filter
za organska topila z velikostjo por do vkljuéno 0,45 pm.

Absolutni etanol (CAS 64-17-5).
Raztopina etanola (5 %, v/v).

Priprava osnovne standardne raztopine (20 g/I)

Odtehtamo po 2 g vsakega sladkorja za analizo (4.1 do 4.5) in jih v celoti
prenesemo v 100-mililitrsko merilno bucko. (Opomba: 2,11 g monohidrata
maltoze je enako 2 g maltoze.)
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Do 100 ml poravnamo s 5-odstotno alkoholno raztopino (4.10), pretre-
semo in shranimo na okoli + 4 °C. Novo osnovno raztopino pripravljamo
tedensko.

Priprava delovne standardne raztopine (2,5, 5,0, 7,5, 10,0 in 20,0 g/l)

Osnovno raztopino, 20 g/l (4.11), primerno razredéimo s 5-odstotno alko-
holno raztopino (4.10), da dobimo pet delovnih standardnih raztopin (2,5,
5,0, 7,5, 10,0 in 20,0 g/). Filtriramo skozi filter z velikostjo por do
vkljuéno 0,45 um (5.3).
Aparatura in oprema

Sistem HPLC, ki lahko doseze locljivost vseh sladkorjev na bazni liniji.

Tekocinski kromatograf visoke locljivosti s Sestpornim ventilom za injici-
ranje z namesceno 10-ul zanko ali katero koli drugo napravo (avtomatsko
ali ro¢no) za zanesljivo injiciranje mikrovolumnov.

Crpalni sistem, ki omogo&a doseganje in ohranjanje stalnega ali progra-
miranega pretoka z veliko natan¢nostjo.

Diferencialni refraktometer.

Racunalniski integrator ali registrator, katerega delovanje je kompatibilno s
preostalo opremo.

Predkolona:
Priporoceno je, da se ustrezna predkolona pritrdi na analitsko kolono.

Kolona (primer):

Material: nerjaveée jeklo ali steklo.
Notranji premer: 2-5 mm.
Dolzina: 100-250 mm (odvisno od velikosti

delcev polnila), na primer 250 mm,
Ce je premer delcev 5 pum.

Stacionarna faza: funkcionalne  skupine  alkilamin,
vezane na siliko, najvecja velikost
delcev 5 um.

Kromatografski pogoji (primer):

Elucijsko topilo (4.8), pretok: 1 ml/min.

Detekcija: diferencialna refraktometrija.

Da se zagotovi popolna stabilnost detektorja, se ga nekaj ur pred uporabo
prizge. Referenéno celico je treba napolniti z elucijskim tolpilom.

Analizna tehtnica z natanénostjo 0,1 mg.

Oprema za filtriranje majhnih volumnov z uporabo 0,45-um mikromem-
brane.
Hramba vzorcev

Ob sprejetju se vzorci pred analizo hranijo na sobni temperaturi.

Postopek
DEL A: priprava vzorca

Vzorec pretresemo.
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7.1.2 Vzorec filtriramo skozi filter z velikostjo por do vklju¢no 0,45 pm (5.3).

7.2 DEL B: HPLC
7.2.1 Dolocanje

Injiciramo 10 pl standardnih raztopin (4.12) in vzorcev (7.1.2). Analizi-
ramo pri primernih kromatografskih pogojih (na primer takih, kot so
opisani zgoraj).

7.2.2 Ce je kateri koli odziv detektorja na vzorec visji od odziva za standardno
raztopino z najvi§jo koncentracijo, je treba vzorec razred¢iti z destilirano
vodo in ponovno analizirati.

8. Izra¢un

Primerjamo kromatograma za standardno raztopino in Zganje. Vrhove
identificiramo glede na retencijski ¢as. Izmerimo njihovo povrsino (ali
vi§ino), da izratunamo koncentracije po metodi eksternega standarda.
Upostevamo, ¢e smo vzorec razredCili.

Koncni rezultat je vsota saharoze, maltoze, laktoze, glukoze in fruktoze,
izrazena kot invertni sladkor v g/1.

Invertni sladkor se izrauna kot vsota vseh prisotnih monosaharidov in
reducirajocih disaharidov ter stehiometrijske koli¢ine glukoze in fruktoze,
izraCunane iz prisotne saharoze.

Invertni sladkor (g/l) = glukoza (g/l) + fruktoza (g/l) + maltoza (g/l) +
laktoza (g/l) + (saharoza (g/l)) x 1,05)

1,05 = (molekulska masa fruktoze + molekulska masa
fruktoze)/molekulska masa saharoze

9. Ucinkovitost metode (natancnost)

9.1  Statistiéni rezultati medlaboratorijskega preskusa

Naslednji podatki izvirajo iz mednarodne $tudije o ucinkovitosti metode,
opravljene po mednarodno priznanih postopkih [1] [2].

Leto medlaboratorijskega preskusa 2000
Stevilo laboratorijev 24
Stevilo vzorcev 8

[1] ,,Protocol for the Design, Conduct and Interpretation of Method-
Performance Studies®, Horwitz, W. (1995) Pure and Applied Chemi-
stry 67, 332-343.

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

Razpredelnica 1

Fruktoza, glukoza, maltoza

Analit Fruktoza Glukoza Maltoza
Zgane Stan- | Zgane | Stan-
. Créme de StandarAdna pijaée z | Créme de | dardna | pijace z | dardna
Vzorci (x 2) . raztopina . . .
Cassis (50 g/l) aromo Cassis  |raztopina| aromo |raztopina
& janeza (50g/) | janeza | (10 g/l)
Srednja vrednost [g/1] 92,78 50,61 15,62 93,16 50,06 | 15,81 9,32
Stevilo laboratorijev 21 22 21 23 19 21 22
brez izlocitev
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Analit Fruktoza Glukoza Maltoza
Zgane Stan- | Zgane | Stan-
Vzorci (x 2 Creme de StantdarAdna pijace z Créme de | dardna | pijace z | dardna
zorei (< 2) Cassis ra;oop;ln)a aromo Cassis raztopina| aromo |raztopina
(50g janeza (50¢g/D) | janeza | (10 g/l)
Standardni odmik pono- 2,34 2,12 0,43 3,47 1,01 0,48 0,54
vljivosti (s;) [g/1]
Relativni standardni 2,53 42 2,76 3,72 2,03 3,02 5,77
odmik ponovljivosti
(RSD;) [%]
Meja ponovljivosti  (r) 6,56 5,95 1,21 9,71 2,84 1,34 1,51
(/]
(r = 2,8 x sr)
Standardni odmik obno- 7,72 3,13 0,84 9,99 2,7 0,88 1,4
vljivosti (sr) [g/1]
Relativni standardni 8,32 6,18 5,37 10,72 5,4 5,54 15,06
odmik obnovljivosti
(RSDg) [%]
Meja obnovljivosti (R) [ 21,62 8,76 2,35 27,97 7,57 2,45 3,93
(/1]
(R = 2,8 x sR)
Razpredelnica 2
Saharoza
Analit Saharoza
Cetni Créme d Créme dSte:jn—
Vzorci Pastis Ouzo fsn_]ev reme de de ardna
iker Menthe Cassis raztopina
(100 g/l)
Srednja vrednost [g/1] 10,83 29,2 103,33 349,96 | 319,84 | 99,83
19,7 (%)
Stevilo laboratorijev brez izlogitev 19 19 20 18 18 18
Standardni odmik ponovljivosti 0,09 0,75 2,17 5,99 4,31 1,25
(sr) [¢/1]
Relativni standardni odmik pono- 0,81 3,07 2,1 1,71 1,35 1,25
vljivosti (RSD;,) [%]
Meja ponovljivosti (r) [g/1] 0,25 2,1 6,07 16,76 12,06 3,49
(r=28xs,)
Standardni odmik obnovljivosti 0,79 0,92 4,18 9,94 16,11 4,63
(sp) [g/1]
Relativni standardni odmik obno- 7,31 3,76 4,05 2,84 5,04 4,64
vljivosti (RSDg) [%]
Meja obnovljivosti (R) [g/1] 2,22 2,57 11,7 27,84 45,12 | 12,97
(R =28 % sg)

(*) Dvojna koncentracija.
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Razpredelnica 3
Skupni sladkor;ji

(Opomba: ti podatki so bili izra¢unani za skupne sladkorje, ne za invertni sladkor, kot je opredeljen
v tocki 8 zgoraj.)

Zgane R A Stan-
o “ Creme | Créme
Vzorci Pastis Ouzo pyace z Ce.aneV de de dardr}a

aromo liker Menth Cassi raztopina
janeza enthe | LassIs 1 220 g/

Srednja vrednost [g/1] 10,86 29,2 31,59 103,33 | 349,73 | 509,69 | 218,78

19,7 (%)

Stevilo laboratorijev 20 19 20 20 18 18 19

brez izlocitev

Standardni odmik pono- 0,13 0,75 0,77 2,17 5,89 5,59 2,71

vljivosti (s;) [g/1]

Relativni standardni 1,16 3,07 2,45 2,1 1,69 1,1 1,24

odmik ponovljivosti

(RSD;) [%]

Meja ponovljivosti (r) 0,35 2,1 2,17 6,07 16,5 15,65 7,59

[¢/1]

(r=28xs)

Standardni odmik obno- 0,79 0,92 1,51 4,18 9,98 14,81 8,53

vljivosti (sg) [g/1]

Relativni standardni 7,25 3,76 4,79 4,04 2,85 2,91 3,9

odmik obnovljivosti

(RSDg) [%]

Meja obnovljivosti (R) 2,21 2,57 4,24 11,7 27,94 | 41,48 | 23,89

(/1]

(R =28 % sg)

(*) Dvojna koncentracija.
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IX. RUMENJAK. DOLOCITEV KONCENTRACIJE RUMENJAKA V
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ZGANIH PIJACAH - FOTOMETRICNA METODA
Podrocje uporabe

Ta metoda je primerna za dolocitev koncentracije rumenjaka v razponu
med 40 in 250 g/l v jajénem likerju in likerju z jajci.

Normativne reference

ISO 3696:1897 Voda za analiti¢no laboratorijsko uporabo — specifikacija
in testne metode.

Nacelo

Fosforne spojine, topne v etanolu, in jih najdemo v jajcu, se ekstrahirajo
in ovrednotijo fotometri¢no kot fosfomolibdenski kompleks.

Reagenti in materiali

Dvakrat destilirana voda

Diatomejska zemlja

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

15 % raztopina magnezijevega acetatata (CAS 16674-78-5)
10 % zveplena kislina (CAS 7664-93-9)

1 N zveplena kislina

0,16 g/l raztopine kalijevega dihidrogen fosfata (CAS 778-77-0),
KH,PO,

Reagenti za dolocitev fosfata:

20 g amonijevega molibdata (CAS 12054-85-2), (NH4)¢M0,0,4.4H,0
raztopimo v 400 ml vode pri 50 °C;

v drugi posodi raztopimo 1 g amonijevega vanadata (CAS 7803-55-6)
NH4VO; v 300 ml vroce vode, pustimo, da se ohladi, in dodamo 140 ml
koncentrirane dusikove kisline (CAS 7697-37-2). Zdruzimo ohlajene
raztopine v 1 000-mililitrski merilni bucki in dopolnimo do oznake.

Aparature in oprema

1 100-mililitrska erlenmajerica
Ultrazvoc¢na kopel (ali magnetno mesalo)
3 100-mililitrska merilna bucka

Vodna kopel pri 25 °C

Filter (whatman §t. 4 ali enakovreden)
Porcelanski (ali platinasti) loncek
Vodna kopel

Plos¢a za izparevanje

Talilna pec¢

50-mililitrska merilna bucka
20-mililitrska merilna bucka
Spektrofotometer, nastavljen na 420 nm.

1-centimetrska kiveta.
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7.1
7.1.1

72
7.2.1
7.2.1.1

72.1.2

7213

72.1.4

722
72.2.1

Vzorci

Vzorci se pred analizo hranijo na sobni temperaturi.

Postopek
Priprava vzorca

Stehtamo 10 g vzorca v 100-mililitrsko erlenmajerico (5.1).

Postopno dodajamo 70 ml etanola (4.3) v majhnih koli¢inah, obracamo
erlenmajerico ob vsakem dodatku, nato damo v ultrazvocno kopel (5.2)
za 15 minut (ali meSamo z magnetnim mesalom (5.2) 10 minut na sobni
temperaturi).

Vsebino erlenmajerice prenesemo v 100-mililitrsko merilno bucko (5.3)
ob splakovanju z etanolom (4.3). Do oznake dopolnimo z etanolom (4.3)
in damo bucko v vodno kopel pri 20 °C (5.4). Dopolnimo do oznake pri
20 °C.

Dodamo majhno koli¢ino diatomejske zemlje (4.2), filtriramo (5.5) in
zavrzemo prvih 20 ml.

Prenesemo 25 ml filtrata v porcelanasti (ali platinasti) loncek (5.6). Nato
filtrat koncentriramo z izhlapevanjem v vreli vodni kopeli (5.7) ob
dodatku 5 ml 15-odstotne raztopine magnezijevega acetata (4.4).

Lonc¢ek postavimo na plosco za izparevanje (5.8) in segrevamo do izsu-
Sitve.

Preostanek sezgemo pri 600 °C v peci (5.9), dokler pepel ne pobeli.
Postopek naj traja najmanj eno uro in pol, vendar lahko pustimo cez
noc.

Pepel prelijemo z 10 ml 10-odstotne Zveplene kisline in ga prenesemo
ob spiranju z destilirano vodo (4.1) v 50-mililitrsko merilno bucko
(5.10) in jo napolnimo do oznake pri sobni temperaturi z destilirano
vodo (4.1). 5-milimetrski alikvot te raztopine pepela se uporabi za
pripravo vzorcne raztopine za fotometricni preskus.

Fotometri¢ni preskus
Primerjalne raztopine

10 ml 10-odstotne Zzveplene kisline (4.5) nalijemo v 50-mililitrsko
merilno bucko (5.10) in napolnimo do oznake z destilirano vodo (4.1).

5 mililitrom alikvota raztopine (7.2.1.1) v 20-mililitrski merilni bucki
(5.11) dodamo 1 ml IN zveplene kisline (4.6) in 2 ml fosfatovega
reagenta (4.8) ter dopolnimo do oznake z destilirano vodo (4.1).

Zama$imo z rahlo vstavljenim zamaskom, pretresemo in segrevamo v
vreli vodni kopeli (5.7) 10 minut, nato hladimo 20 minut v vodni kopeli
pri 20 °C (5.4).

Napolnimo 1-centimetrsko kiveto (5.13) s to primerjalno raztopino.

Raztopina vzorca

5 mililitrom alikvota raztopine pepela (7.1.8) v 20-mililitrski merilni
bucki (5.11) dodamo 1 ml 1 N Zzveplene kisline (4.6) in 2 ml fosfatovega
reagenta (4.8) in dopolnimo do oznake z destilirano vodo (4.1).
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7222

7223

723
7.2.3.1

7232

7233

Zama$imo z rahlo vstavljenim zamaSkom, pretresemo in segrevamo v
vreli vodni kopeli (5.7) 10 minut, nato hladimo v vodni kopeli 20 minut
pri 20 °C (5.4).

Rumeno raztopino, ki se razvije, nemudoma analiziramo s spektrofoto-
metriéno (5.12) v 1-centimetrski kiveti (5.13) pri 420 nm glede na
primerjalne raztopine (7.2.1.4).

Umeritvena krivulja

Za izdelavo umeritvene krivulje dodamo 2 ml alikvota fosfatovega
reagenta (4.8) v 20-mililitrske merilne bucke (5.11), od katerih vsaka
vsebuje 1 ml I N Zveplene kisline (4.6) in 0, 2, 4, 6, 8, ter 10 ml
raztopine kalijevega dihidrogenega fosfata (4.7). Dopolnimo do oznake
z destilirano vodo (4.1).

ZamaSimo z rahlo vstavljenim zamaSkom, pretresemo in segrevamo na
vreli vodni kopeli (5.7) 10 minut, nato hladimo v vodni kopeli pri 20 °C
(5.4) 20 minut ter analiziramo s spektrofotometrom (5.12) v 1-centime-
trski kiveti (5.13) pri 420 nm glede na primerjalno raztopino (7.2.1.4).

Izdelava kalibracijske krivulje

raztopina  dihidroge- 0 2 4 6 8 10
nega fosfata (ml)

P,0s (mg) 0 0167 0334 0,501 0,668 0,835

Navajanje rezultatov

Vsebnost rumenjaka v g/l se izracuna z naslednjo formulo:

110 x gostota

1 jak = P,O
g/1 rumenjak = mg P,05 x E/40

pri Cemer je:

110 faktor pretvorbe za celotni P,Os v gramih v 100 g rume-
njaka

mg P,Os na osnovi umeritvene krivulje ugotovljena vrednost

gostota masa na enoto prostornine (g/ml) likerja na osnovi rume-
njaka pri 20 °C

E masa likerja na osnovi jajc v gramih
40 faktor razredCitve za 5 ml alikvota raztopine pepela.

Znadilnosti rezultatov metode (natan¢nost)

Statisti¢ni rezultati medlaboratorijskega poskusa:
naslednja tabela vsebuje vrednosti za rumenjak.

Naslednji podatki so pridobljeni na podlagi mednarodnega medlaborato-
rijskega poskusa, ki je opravljen v skladu z mednarodno sprejetimi
postopki.

Leto interlaboratorijskega testa: 1998
Stevilo laboratorijev: 24
Stevilo vzorcev: 5

Analit: rumenjak
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Vzorci A B C D E
Stevilo preostalih laboratorijev po izlogitvi 19 20 22 20 22
Stevilo izlo¢enih (laboratorijev) 3 4 2 4 2
Stevilo sprejetih rezultatov 38 40 44 40 44
Srednja vrednost 147,3 | 241,1 | 2274 |51,9 (*)| 191,1
72,8 (*)

Standardni odklon ponovljivosti (S,) g/l 2,44 424 3,93 1,83 3,25
Relativni standardni odklon ponovljivosti 1,7 1,8 1,8 2,9 1,7
(RSDgR) (%)

Meja ponovljivosti (r) g/l 6,8 11,91 11,0 5,1 9,1
Standardni odklon obnovljivosti (Sg) g/l 5,01 6,06 6,66 3,42 6,87
Relativni standardni odklon obnovljivosti 34 2,5 2,9 5,5 3,6
(RSDg) (%0)

Meja obnovljivosti (R) g/l 14,0 17,0 18,7 9,6 19,2

Vrste vzorcev

A Advocaat, slepi duplikati

B Advocaat, slepi duplikati

C  Advocaat, slepi duplikati

D Advocaat (razredcen), vrednosti split (*)
E

Advocaat, slepi duplikati
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X. DOLOCITEV NASLEDNJIH SPOJIN, VSEBOVANIH V LESU, V
ZGANIH PIJACAH S TEKOCINSKO KROMATOGRAFIJO VISOKE
LOCLJIVOSTI (HPLC): FURFURALA, 5-
HIDROKSIMETILFURFURALA, 5-METILFURFURALA, VANILINA,
SIRINGALDEHIDA, KONIFERALDEHIDA, SINAPALDEHIDA,
GALNE KISLINE, ELAGICNE KISLINE, VANILINSKE KISLINE,

4.1

4.2

43

44

4.5

4.6

5.1

SIRINGINSKE KISLINE IN SKOPOLETINA

Podrocje uporabe

Metoda se uporablja za dolocanje furfurala, 5-hidroksimetilfurfurala, 5-
metilfurfurala, vanilina, siringaldehida, koniferaldehida, sinapaldehida,
galne kisline, elagi¢ne kisline, vanilinske kisline, siringinske kisline in
skopoletina s tekodinsko kromatografijo visoke locljivosti.

Normativna referenca

Analizna metoda, ki jo je priznala generalna skups¢ina Mednarodnega
urada za trto in vino (OIV) in jo je ta urad objavil pod referenco OIV-
MA-BS-16: R2009.

Princip

Dolocanje s tekocinsko kromatografijo visoke lo¢ljivosti (HPLC) in detek-
cija z ultravijolicno spektrofotometrijo pri razli¢nih valovnih dolzinah in s
spektrofluorometrijo.

Reagenti

Reagenti morajo biti analitsko Cisti. Uporabljena voda mora biti destilirana
voda ali voda vsaj enakovredne Cistosti. Bolje je uporabiti mikrofiltrirano
vodo z upornostjo 18,2 M Q.cm.

96 % vol. alkohol.

Metanol HPLC-Cistosti (topilo B).

Ocetna kislina, razred¢ena na 0,5 % vol. (topilo A).
Mobilne faze: (navedeno samo kot primer).

Topilo A (0,5-odstotna ocetna kislina) in topilo B (Cisti metanol). Filtri-
ramo skozi membrano (s poroznostjo 0,45 pm). Po potrebi razplinimo v
ultrazvocni kopeli.

Referencni standardi najmanj 99-odstotne Cistosti: furfural, 5-hidroksime-
tilfurfural, 5-metilfurfural, vanilin, siringaldehid, koniferaldehid, sinapalde-
hid, galna kislina, elagic¢na kislina, vanilinska kislina, siringinska kislina in
skopoletin.

Referen¢na raztopina: standardne snovi so raztopljene v 50-odstotni
vodno-alkoholni raztopini. Koncne koncentracije referencne raztopine bi
morale biti:

furfural: 5 mg/l; S-hidroksimetilfurfural: 10 mg/l; 5-metilfurfural: 2 mg/l;
vanilin: 5 mg/l; siringaldehid: 10 mg/l; koniferaldehid: 5 mg/l; sinapalde-
hid: 5 mg/l; galna kislina: 10 mg/l; elagi¢na kislina: 10 mg/l; vanilinska
kislina 5 mg/l; siringinska kislina: 5 mg/l; skopoletin: 0,5 mg/l.

Aparatura
Standardna laboratorijska aparatura
Tekocinski kromatograf visoke locljivosti, ki lahko deluje v binarnem

gradientnem nacinu in ima naslednjo opremo:

Spektrofotometri¢ni detektor, ki lahko meri valovne dolzine od 260 do
340 nm. Vendar je bolj priporocljiva uporaba detektorja z nastavljivo
valovno dolzino z nizom diod ali podobne naprave, da se potrdi Cistost
vrhov.
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5.1.2 Spektrofotometricni detektor — valovna dolzina vzbujanja: 354 nm,
valovna dolzina emisije: 446 nm (za dolocanje sledov skopoletina; ta je
zaznaven tudi pri 313 nm s spektrofotometrijo).

5.1.3 Naprava za injiciranje, ki lahko vnese 10 ali 20 pl (na primer) analiznega
vzorca.

5.1.4 Kolona tekocinske kromatografije visoke locljivosti, tip RP C18, najvecja
velikost delcev 5 um.

5.2 Brizgalke za HPLC.
5.3 Naprava za membransko filtracijo majhnih volumnov.

5.4  Racunalniski integrator ali registrator, katerega delovanje je kompatibilno s
celotno aparaturo; zlasti mora imeti ve¢ kanalov za povezavo.

6. Postopek
6.1  Priprava raztopine za injiciranje

Referencno raztopino in Zgano pijaco po potrebi filtriramo skozi
membrano z najvecjim premerom por 0,45 um.

6.2 Operativni pogoji za kromatografijo: analizo izvedemo pri temperaturi
prostora z opremo, opisano v tocki 5.1, in z uporabo mobilnih faz (4.4)
s pretokom priblizno 0,6 mililitrov na minuto z uporabo spodnjega
gradienta (navedeno samo kot primer):

¢as: 0 min 50 min 70 min 90 min
topilo A (voda-kislina) 100 % 60 % 100 % 100 %
topilo B (metanol): 0% 40 % 0% 0 %

Upostevajte, da je treba gradient v nekaterih primerih prilagoditi, da se
izognemo socasni eluaciji.

6.3 Dolocanje

6.3.1 Referen¢ne standarde injiciramo lo¢eno, nato mesano.

Operativne pogoje prilagodimo tako, da so resolucijski faktorji vrhov vseh
spojin najmanj enaki 1.

6.3.2 Injiciramo vzorec, pripravljen v skladu s tocko 6.1.

6.3.3 Izmerimo povrsino vrhov v referen¢ni raztopini in Zgani pijaci ter izrau-
namo koncentracije.

7. Prikaz rezultatov

Koncentracijo posamezne sestavine izrazimo v mg/l.

8. Uc¢inkovitost metode (natan¢nost)

Naslednji podatki izvirajo iz mednarodne $tudije iz leta 2009 o ucinkovi-
tosti metode za razli¢ne zgane pijace, opravljene po mednarodno priznanih
postopkih [1], [2].

8.1 Furfural

Analit Furfural

Vzorci Viski | Vinjak | Rum | Konjak 1 |Bourbon | Konjak 2
Stevilo sodelujocih laboratorijev 15 15 15 15 15 15
Stevilo sprejetih rezultatov (labora- | 14 12 13 14 13 13
toriji)
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8.2

83

Analit Furfural

Vzorci Viski | Vinjak | Rum | Konjak 1 | Bourbon [ Konjak 2
Srednja vrednost [mg/1] 2,9 1,2 1,7 10,6 15,3 13,9
Standardni odmik ponovljivosti (s;) | 0,04 [ 0,05 | 0,04 0,18 0,23 0,20
[mg/1]
Relativni standardni odmik pono- | 1,4 4,5 2,3 1,7 1,5 1,5
vljivosti (RSD;) [%]
Meja ponovljivosti (r) [mg/l] 0,1 0,2 0,1 0,5 0,6 0,6
(r=28xs,)
Standardni odmik obnovljivosti (sg) | 0,24 | 0,18 | 0,09 1,4 0,49 0,69
[mg/1]
Relativni standardni odmik obno- 8 15 5 13 3 5
vljivosti (RSDgR) [%]
Meja obnovljivosti (R) [g/1] 0,7 0,5 0,3 3.8 1.4 1,9
(R = 2,8 x sg)
S-hidroksimetilfurfural

Analit S-hidroksimetilfurfural

Vzorci Viski | Vinjak | Rum | Konjak 1 | Bourbon [ Konjak 2
Stevilo sodelujocih laboratorijev 16 16 16 16 16 16
Stevilo sprejetih rezultatov (labora- | 14 14 14 14 14 14
toriji)
Srednja vrednost [mg/1] 5,0 11,1 9,4 33,7 5,8 17,5
Standardni odmik ponovljivosti (s;) | 0,09 [ 0,09 | 0,09 0,42 0,07 0,13
[mg/1]
Relativni standardni odmik pono- | 1,7 0,8 1,0 1,3 1,2 0,8
vljivosti (RSD,) [%]
Meja ponovljivosti (r) [mg/l] 0,2 0,3 0,3 1,2 0,2 0,4
(r=28xs,)
Standardni odmik obnovljivosti (sg) | 0,39 [ 1,01 | 0,50 4,5 0,4 1,6
[mg/1]
Relativni standardni odmik obno- 8 9 5 13 7 9
vljivosti (RSDg) [%]
Meja obnovljivosti (R) [g/1] 1,1 2,8 1,4 12,5 1,1 4,6
(R =28 x sg)
S-metilfurfural

Analit S-metilfurfural

Vzorci Viski | Vinjak | Rum | Konjak 1 | Bourbon | Konjak 2
Stevilo sodelujo¢ih laboratorijev 11 11 11 11 11 11
Stevilo sprejetih rezultatov (labora- | 11 11 8 11 10 11
toriji)
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8.4

8.5

Analit S-metilfurfural

Vzorci Viski | Vinjak | Rum | Konjak 1 | Bourbon [ Konjak 2
Srednja vrednost [mg/1] 0,1 0,2 0,1 0,5 1,7 0,8
Standardni odmik ponovljivosti (s;) | 0,01 [ 0,01 | 0,02 0,02 0,03 0,07
[mg/1]
Relativni standardni odmik pono- | 10,7 6,1 13,6 4.7 2,0 10,0
vljivosti (RSD,) [%]
Meja ponovljivosti (r) [mg/l] 06 00 0,1 0,1 0,1 0,2
(r=28xs)
Standardni odmik obnovljivosti (sg) | 0,03 [ 0,04 | 0,03 0,18 0,20 0,26
[mg/1]
Relativni standardni odmik obno- | 35 18 22 39 12 35
vljivosti (RSDgR) [%]
Meja obnovljivosti (R) [g/1] 0,1 0,1 0,1 0,5 0,6 0,7
(R =28 x sg)
Vanilin

Analit Vanilin

Vzorci Viski | Vinjak | Rum | Konjak 1 | Bourbon | Konjak 2
Stevilo sodelujocih laboratorijev 16 15 16 16 16 16
Stevilo sprejetih rezultatov (labora- | 16 15 16 16 16 16
toriji)
Srednja vrednost [mg/1] 0,5 0,2 1,2 1,2 3,2 3,9
Standardni odmik ponovljivosti (s;) | 0,03 [ 0,02 | 0,06 0,11 0,11 0,09
[mg/]
Relativni standardni odmik pono- | 6,8 9,6 4,6 8,9 3,5 2,3
vljivosti (RSD;) [%]
Meja ponovljivosti (r) [mg/l] 0,1 0,1 0,2 0,3 0,3 0,3
(r=2,8xs,)
Standardni odmik obnovljivosti (sg) | 0,09 | 0,06 | 0,18 0,27 0,41 0,62
[mg/1]
Relativni standardni odmik obno- | 19 25 15 22 13 16
vljivosti (RSDgR) [%]
Meja obnovljivosti (R) [g/1] 0,3 0,2 0,5 0,8 1,2 1,7
(R = 2,8 X SR)
Siringaldehid

Analit Siringaldehid

Vzorci Viski | Vinjak | Rum | Konjak 1 | Bourbon [ Konjak 2
Stevilo sodelujocih laboratorijev 16 15 16 16 16 16
Stevilo sprejetih rezultatov (labora- | 13 13 13 12 14 13
toriji)
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8.6

8.7

Analit Siringaldehid

Vzorci Viski | Vinjak | Rum | Konjak 1 | Bourbon [ Konjak 2
Srednja vrednost [mg/1] 1,0 0,2 48 3,2 10,5 9,7
Standardni odmik ponovljivosti (s;) | 0,03 [ 0,02 | 0,04 0,08 0,10 0,09
[mg/1]
Relativni standardni odmik pono- | 2,6 8,1 0,8 2,6 0,9 0,9
vljivosti (RSD;) [%]
Meja ponovljivosti (r) [mg/l] 0,1 0,1 0,1 0,2 0,3 0,3
(r=28xs)
Standardni odmik obnovljivosti (sg) | 0,08 | 0,07 | 0,23 0,19 0,39 0,43
[mg/]
Relativni standardni odmik obno- 8 33 5 6 4 4
vljivosti (RSDgR) [%]
Meja obnovljivosti (R) [g/1] 0,2 0,2 0,7 0,5 1,1 1,2
(R = 2,8 x sR)
Koniferaldehid

Analit Koniferaldehid

Vzorci Viski | Vinjak | Rum | Konjak 1 | Bourbon [ Konjak 2
Stevilo sodelujocih laboratorijev 13 12 13 12 13 13
Stevilo sprejetih rezultatov (labora- | 12 12 13 12 13 13
toriji)
Srednja vrednost [mg/1] 0,2 0,2 0,6 0,8 4,6 1,3
Standardni odmik ponovljivosti (s;) | 0,02 [ 0,02 | 0,03 0,03 0,09 0,06
[mg/1]
Relativni standardni odmik pono- | 9,2 9,8 4.6 43 1,9 4.5
vljivosti (RSD,) [%]
Meja ponovljivosti (r) [mg/l] 0,04 | 0,04 | 0,07 0,09 0,24 0,16
(r=28xs,)
Standardni odmik obnovljivosti (sg) | 0,04 [ 0,04 | 0,11 0,18 0,38 0,25
[mg/1]
Relativni standardni odmik obno- | 23 27 21 23 8 19
vljivosti (RSDg) [%]
Meja obnovljivosti (R) [g/1] 0,1 0,1 0,3 0,5 1,1 0,7
(R = 2,8 X SR)
Sinapaldehid

Analit Sinapaldehid

Vzorci Viski | Vinjak | Rum | Konjak 1 | Bourbon | Konjak 2
Stevilo sodelujo¢ih laboratorijev 14 14 14 14 15 14
Stevilo sprejetih rezultatov (labora- | 14 13 12 13 13 12
toriji)
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8.8

8.9

Analit Sinapaldehid

Vzorci Viski | Vinjak | Rum | Konjak 1 | Bourbon [ Konjak 2
Srednja vrednost [mg/1] 0,3 0,2 0,2 1,6 8,3 0,3
Standardni odmik ponovljivosti (s;) | 0,02 [ 0,01 | 0,02 0,06 0,14 0,03
[mg/1]
Relativni standardni odmik pono- | 7.5 4,6 11,2 3,7 1,6 11,4
vljivosti (RSD,) [%]
Meja ponovljivosti (r) [mg/l] 0,06 | 0,03 [ 0,06 0,17 0,38 0,08
(r=2,8xs,)
Standardni odmik obnovljivosti (sg) | 0,09 [ 0,05 | 0,08 0,20 0,81 0,18
[mg/]
Relativni standardni odmik obno- | 31 27 46 13 10 73
vljivosti (RSDgR) [%]
Meja obnovljivosti (R) [g/1] 0,2 0,2 0,2 0,6 2,3 0,5
(R =28 x sg)
Galna kislina

Analit Galna kislina

Vzorec Viski | Vinjak | Rum | Konjak 1 | Bourbon | Konjak 2
Stevilo sodelujocih laboratorijev 16 15 16 16 16 16
Stevilo sprejetih rezultatov (labora- | 15 14 16 16 16 16
toriji)
Srednja vrednost [mg/1] 1,2 0,4 2,0 6,1 7,3 21,8
Standardni odmik ponovljivosti (s;) | 0,07 | 0,04 | 0,06 0,18 0,18 0,60
[mg/1]
Relativni standardni odmik pono- | 6,1 8,1 2,9 3,0 2,4 2,8
vljivosti (RSD;) [%]
Meja ponovljivosti (r) [mg/l] 0,2 0,1 0,2 0,5 0,5 1,7
(r = 2,8 x sr)
Standardni odmik obnovljivosti (sg) | 0,43 | 0,20 | 0,62 3,3 2,2 7,7
[mg/]
Relativni standardni odmik obno- | 36 47 31 53 30 35
vljivosti (RSDgR) [%]
Meja obnovljivosti (R) [g/1] 1,2 0,6 1,7 9,1 6,2 21,7
(R = 2,8 x sg)
Elagic¢na kislina

Analit Elagi¢na kislina

Vzorci Viski | Vinjak | Rum | Konjak 1 | Bourbon [ Konjak 2
Stevilo sodelujocih laboratorijev 7 7 7 7 7 7
Stevilo sprejetih rezultatov (labora- 7 7 7 7 7 6
toriji)
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Analit Elagi¢na kislina

Vzorci Viski | Vinjak | Rum | Konjak 1 | Bourbon [ Konjak 2
Srednja vrednost [mg/1] 32 1,0 9,5 13 13 36
Standardni odmik ponovljivosti (s;) | 0,20 | 0,16 | 0,30 0,41 0,95 0,34
[mg/1]
Relativni standardni odmik pono- | 6,3 16 3,2 32 7.4 1,0
vljivosti (RSD;) [%]
Meja ponovljivosti (r) [mg/l] 0,6 0,4 0,9 1,1 2,7 1,0
(r=28xs)
Standardni odmik obnovljivosti (sg) | 1,41 | 0,42 4,0 5,0 49 14
[mg/1]
Relativni standardni odmik obno- | 44 43 42 39 39 40
vljivosti (RSDgR) [%]
Meja obnovljivosti (R) [g/1] 4,0 1,2 11 14 14 40
(R = 2,8 x sR)

8.10 Vanilinska kislina

Analit Vanilinska kislina

Vzorci Viski | Vinjak | Rum | Konjak 1 | Bourbon [ Konjak 2
Stevilo sodelujocih laboratorijev 15 15 15 15 15 15
Stevilo sprejetih rezultatov (labora- | 12 11 14 14 15 14
toriji)
Srednja vrednost [mg/1] 0,2 0,2 1,5 0,8 2,4 2,7
Standardni odmik ponovljivosti (s;) | 0,03 [ 0,04 | 0,03 0,10 0,13 0,21
[mg/1]
Relativni standardni odmik pono- | 14,2 | 16,5 2,3 12,6 53 7,7
vljivosti (RSD,) [%]
Meja ponovljivosti (r) [mg/l] 0,1 0,1 0,1 0,3 0,4 0,6
(r=28xs,)
Standardni odmik obnovljivosti (sg) | 0,06 [ 0,05 | 0,51 0,2 1,22 0,70
[mg/1]
Relativni  standardni odmik obno- | 28 20 35 31 51 26
vljivosti (RSDg) [%]
Meja obnovljivosti (R) [g/1] 0,2 0,1 1,4 0,7 34 2,0
(R =28 x sg)

8.11 Siringinska kislina

Analit Siringinska kislina

Vzorci Viski | Vinjak | Rum | Konjak 1 | Bourbon | Konjak 2
Stevilo sodelujo¢ih laboratorijev 16 15 16 16 16 16
Stevilo sprejetih rezultatov (labora- | 16 15 15 15 16 15
toriji)




02000R2870 — SL — 13.03.2023 — 003.002 — 73

8.12

Analit Siringinska kislina

Vzorci Viski | Vinjak | Rum | Konjak 1 | Bourbon [ Konjak 2
Srednja vrednost [mg/1] 0,4 0,2 2,5 1,4 3,4 4.8
Standardni odmik ponovljivosti (s;) | 0,03 [ 0,02 | 0,06 0,13 0,08 0,11
[mg/1]
Relativni standardni odmik pono- | 6,7 126 | 2,3 9,0 2,3 2,3
vljivosti (RSD;) [%]
Meja ponovljivosti (r) [mg/l] 0,1 0,1 0,2 0,4 0,2 0,3
(r=28xs,)
Standardni odmik obnovljivosti (sg) | 0,08 | 0,05 | 0,29 0,26 0,43 0,67
[mg/1]
Relativni standardni odmik obno- 19 29 11 18 13 14
vljivosti (RSDgR) [%]
Meja obnovljivosti (R) [g/1] 0,2 0,1 0,8 0,7 1,2 1,9
(R = 2,8 x sR)
Skopoletin

Analit Skopoletin

Vzorci Viski | Vinjak | Rum | Konjak 1 | Bourbon [ Konjak 2
Stevilo sodelujocih laboratorijev 10 10 10 10 10 10
Stevilo sprejetih rezultatov (labora- 9 8 9 8 8 8
toriji)
Srednja vrednost [mg/1] 0,09 | 0,04 | 0,11 0,04 0,65 0,15
Standardni odmik ponovljivosti (s;) |0,0024(0,0008]0,0018| 0,0014 | 0,0054 0,0040
[mg/1]
Relativni standardni odmik pono- | 2,6 2,2 1,6 3,3 0,8 2,7
vljivosti (RSD,) [%]
Meja ponovljivosti (r) [mg/l] 0.007 1 0.002 [ 0.005 | 0.004 0.015 0.011
(r=28xs)
Standardni odmik obnovljivosti (sg) | 0,01 [ 0,01 | 0,03 0,01 0,09 0,02
[mg/1]
Relativni standardni odmik obno- | 15 16 23 17 15 15
vljivosti (RSDg) [%]
Meja obnovljivosti (R) [g/1] 0,04 | 0,02 | 0,07 0,02 0,26 0,06

(R =2.8x sp)

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

stry 67, 332-343.

[2] Horwitz, W. (1982) ,,Analytical Chemistry 54, 67A-76A".
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XI. DOLOCANJE VSEBNOSTI *C V ETANOLU

Uvod

Dolocanje vsebnosti "*C v etanolu omogoéa razlikovanje med alkoholom
iz fosilnih goriv (sintezni alkohol) in alkoholom iz surovin nedavnega
izvora (fermentacijski alkohol).

Opredelitev

Vsebnost '*C v etanolu se §teje za vsebnost '*C, ki se dologi z uporabo tu

opisane metode ali metode iz standarda EN 16640, metoda C.

Naravna vsebnost '*C v atmosferi (referenéna vrednost), ki jo z asimilacijo
absorbira zivo rastlinstvo, ni konstantna. Referen¢na vrednost se zato
doloci za etanol iz surovin zadnje rastne dobe. Ta letna referencna vrednost
se dolo¢i s standardom EN 16640. Lahko pa se sprejme druga referencna
vrednost, ¢e jo potrdi akreditirani organ.

Princip

Vsebnost '*C vzorcev, ki vsebujejo alkohol z vsaj 85 mas. % etanola, se
doloc¢i neposredno s tekocinskim scintilacijskim Stetjem.

Reagenti

Toluenski scintilator

5,0 g 2,5-difeniloksazol (PPO)

0,5 g p-bis-[4-metil-5-feniloksazolil(2)]-benzen (dimetil-POPOP) v 1 litru
toluena analizne kakovosti.

Prav tako se lahko uporabijo komercialni toluenski scintilatorji enake
sestave, pripravljeni za uporabo.

Standard '*C

n-heksadekan '*C  z aktivnostjo priblizno 1x 10° dpm/g (pri-
blizno 1,67 x 10° ¢Bg/g) in zagotovljena to¢nost dolocene aktivnosti = 2
rel. %

Etanol brez '*C

Sintezni alkohol iz surovin fosilnega izvora z vsaj 85 mas. % etanola za
dolocitev ozadja.

Alkohol iz surovin nedavnega izvora zadnjega obdobja rasti z vsaj
85 mas. % etanola kot referencni material.

Oprema

Veckanalni tekoCinski scintilacijski spektrometer s procesorjem in avto-
matsko eksterno standardizacijo ter prikazom razmerja med eksternim stan-
dardom in kanalom (obicajna zasnova: trije merilni kanali in dva kanala za
eksterni standard).

Stevne cevi z nizko vsebnostjo kalija, primerne za spektrometer, s temnimi
navojnimi zamaski, ki vsebujejo polietilenski vlozek.

Merilne pipete, 10 ml.

Avtomatska odmerna naprava, 10 ml.

250-mililitrska bucka z okroglim dnom in bruSenim zamaskom.

Naprava za destilacijo alkohola z grelno oblogo, na primer vrsta Micko.

Mikrolitrska brizga, 50 pl.
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Lij za piknometer in piknometri, 25 ml in 50 ml. Kot alternativa se dovoli
enakovredna oprema, na primer elektronski denzimeter.

Termostat s stabilnostjo temperature = 0,01 °C.

Postopek
Nastavitev opreme

Oprema se nastavi po navodilih proizvajalca. Merilni pogoji so optimalni,
ko je vrednost E,/B, tj. indeks kakovosti, maksimalna.

E = ucinkovitost
B = ozadje

Le dva merilna kanala sta optimizirana. Tretji je za namene kontrole
v celoti odprt.

Izbira Stevnih cevi

Vecje Stevilo Stevnih cevi, ki bodo potrebne kasneje, se napolni z 10 ml
sinteznega etanola brez "*C in 10 ml toluenskega scintilatorja. Merjenje pri
vsaki poteka vsaj 4 cikle po 100 minut. Cevi, katerih ozadje za ve¢ kot
+ 1 rel. % odstopa od povprecja, se zavrzejo. Lahko se uporabijo le
tovarnisko nove cevi iz iste serije.

Dolocitev razmerja med eksternim standardom in kanalom (ESCR)

Med postopkom nastavitve kanalov (6.1) se ESCR dolo¢i z uporabo ustrez-
nega raCunalniSkega programa, ko se doloci ucinkovitost. Uporabljeni
cksterni standard je *’cezij, ki ga je Ze vgradil proizvajalec.

Priprava vzorca

Za merjenje so primerni vzorci, ki imajo vsebnost etanola vsaj 85 mas. %
in ne vsebujejo necisto¢ ter absorbirajo na valovnih dolzinah pod 450 nm.
Nizka vsebnost ostankov estrov in aldehidov ni moteca. Vsebnost alkohola
v vzorcu se predhodno dolo¢i s priblizkom 0,1 %.

Merjenje vzorcev z eksternim standardom

Vzorci z nizko absorbanco, kot so opisani v tocki 6.4, z vrednostjo ESCR
okoli 1,8, se lahko merijo z ESCR, ki je kazalec razmerja ucinkovitosti.

Merjenje

10 ml od vsakega vzorca, pripravljenega v skladu s to¢ko 6.4, se s pipeto
odmeri v izbrano Stevno cev, pregledano za ozadje, cemur se z avtomatsko
dozirno napravo doda 10 ml toluenskega scintilatorja. Vzorci v ceveh se
homogenizirajo z ustreznim vrtenjem; tekocina ne sme zmociti polietilen-
skega vlozka v navojnem zamasku. Na enak nacin se pripravi cev
s fosilnim etanolom brez '*C za izmero ozadja. Za pregled ustrezne
letne vrednosti '*C se pripravi duplikat nedavno pridobljenega etanola iz
zadnje rastne dobe, pri ¢emer se ena cev zmesa z internim standardom, glej
tocko 8.

Kontrolni vzorci in vzorci ozadja se postavijo na zacetek serije meritev, ki
vsebuje najve¢ 10 vzorcev za analizo. Celotni merilni ¢as na vzorec je vsaj
2 x 100 minut, pri ¢emer se posamezni vzorci merijo v ve¢ stopnjah po
100 minut, da se lahko zaznajo kakrSne koli napacne meritve zaradi
opreme ali druge napake. (En cikel tako ustreza meritvenemu intervalu
100 minut na vzorec).

Vzorci ozadja in kontrolni vzorci se na novo pripravijo vsake $tiri tedne.
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Pri vzorcih z nizko absorbanco (ESCR priblizno 1,8) sprememba te vred-
nosti zanemarljivo vpliva na uginkovitost. Ce je sprememba znotraj
+ 5 rel. %, se lahko pricakuje ista ucinkovitost. Za vzorce z vi§jo absor-
banco, kot so denaturizirani alkoholi, se ucinkovitost lahko doseze
s krivuljo popravka zaradi ekstinkcije. Ce ustrezni radunalnidki program
ni na voljo, se uporabi interni standard, s ¢imer se dobi nedvoumen rezul-
tat.

Merjenje vzorcev z internim standardom heksadekana ¢
Postopek

Kontrolni vzorec in vzorec ozadja (nedavno pridobljeni in fosilni etanol)
ter neznani material se vsak izmeri v duplikatu. En vzorec duplikata se
pripravi v neizbrani cevi, doda se natancéno odmerjena koli¢ina (30 ul)
heksadekana '*C kot interni standard (dodana  aktivnost okoli
26 269 dpm/gC (priblizno 43 782 c¢Bq/gC)). Za pripravo vzorca in Cas
merjenja drugih vzorcev glej tocko 7.2; Cas merjenja za vzorce z internim
standardom se lahko zmanjSa na priblizno pet minut s prednastavitvijo na
10° impulzov. Na meritveno serijo se uporabi en duplikat vsakega vzorca
ozadja in kontrolnega vzorca, ki se postavita na zacetek meritvene serije.

Ravnanje z internim standardom in §tevnimi cevmi

Za preprecitev kontaminacije pri merjenju z internim standardom je treba
interne standarde in Stevne cevi hraniti in uporabljati dale¢ stran od
prostora, v katerem se pripravljajo in merijo vzorci za analizo. Po merjenju
se lahko cevi, pregledane za ozadje, ponovno uporabijo. Navojni zamaski
in cevi, ki vsebujejo interni standard, se zavrzejo.

Prikaz rezultatov
Enota aktivnosti radioaktivne snovi je becquerel; 1 Bq = 1 razpad/sek.

Navedba specificne radioaktivnosti je izrazena kot becquerel na
gram ogljika = Bq/gC.

Za bolj prakti¢ne rezultate se ta izrazi v centibecquerelih = cBq/gC.

Uporabijo se lahko tudi opisi in formule, uporabljene v literaturi, ki teme-
ljijo na dpm. Za ustrezne rezultate v ¢cBq se vrednost dpm zgolj pomnozi
s 100/60.

Izrazanje rezultatov z eksternim standardom

(cpmyp — cpmyg) * 1,918 - 100
V-F-Z 60

cBq/gC =

Izrazanje rezultatov z internim standardom

(cpmp; — cpmyg) © dpmyg * 1,918 - 100

B C=
cBa/e (cpmys — cpmy) = V- F+ 60

OkrajSave

cpm,, = srednja stopnja merjenja vzorca v celotnem meritvenem Casu
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cpmyg = srednja stopnja impulzov ozadja, izraGunana na enak nacin

cpmjg = stopnja merjenja vzorcev z internim standardom

dpm;g = koli¢ina dodanega internega standarda (umeritvena radioaktiv-
nost dpm)

= koli¢ina uporabljenih vzorcev v ml

F = vsebnost Cistega alkohola v gramih na ml glede na njegovo
koncentracijo

V4 = ucinkovitost glede na vrednost ESCR

1,918 = stevilo gramov alkohola na gram ogljika

Zanesljivost metode

Ponovljivost (1)

r = 0,632 cBq/g C; S¢) = + 0,223 cBg/g C
Obnovljivost (R)

R = 0,821 cBg/g C; SR, = £ 0,290 cBq/g C.
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