L 99/4

Europeiska gemenskapernas officiella tidning

14.4.1999

KOMMISSIONENS FORORDNING (EG) nr 761/1999
av den 12 april 1999

om idndring av férordning (EEG) nr 2676/90 om faststillande av gemensamma
analysmetoder f6r vin

EUROPEISKA GEMENSKAPERNAS KOMMISSION HAR
ANTAGIT DENNA FORORDNING

med beaktande av Fordraget om upprittandet av Euro-
peiska gemenskapen,

med beaktande av radets forordning (EEG) nr 822/87 av
den 16 mars 1987 om den gemensamma organisationen
av marknaden for vin ('), senast dndrad genom f6rordning
(EG) nr 1627/98 (%), sdrskilt artikel 74 i denna, och

av foljande skal:

I bilagan till kommissionens férordning (EEG) nr 2676/
90 (%), senast andrad genom foérordning (EG) nr 822/97 (),
finns en beskrivning av olika analysmetoder. Den metod
for analys av D-dppelsyra som anges i kapitel 20 har visat
sig vara nagot oprecis, samtidigt som en ny och mer
tillforlitlig metod har tagits fram. Vad giller analys av
cyanidderivat har det ocksa utvecklats en ny metod som
ar kéansligare och ldttare att tillimpa 4n tidigare anvinda
metoder. Likasd har det pa internationell niva tagits fram
en ny metod f6r bestimning av etylkarbamat i vin. Dessa
tre metoder har utvérderats i enlighet med internationellt
erkdnda kriterier. Anvindningen av metoderna kommer
att leda till en biattre kontroll av vinets kvalitet och dkthet
samt forhindra sadana konflikter som beror pa anvind-
ning av foraldrade och inte helt tillforlitliga analysme-
toder. Beskrivningarna av de nya metoderna har godkénts

av Internationella vinkontoret och bor inforlivas med
férordningen.

De atgirder som foreskrivs i denna forordning ar forenliga
med yttrandet fran Forvaltningskommittén fér vin.

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1

Bilagan till férordning (EEG) nr 2676/90 skall 4ndras pa
foljande satt:

1) Kapitel 20 (D-appelsyra) skall ersittas med bilaga I till
den hir férordningen.

2) Kapitel 38 (Cyanidderivat) skall ersittas med bilaga II
till den hiar férordningen.

3) Bilaga III till den hir forordningen skall liggas till
som kapitel 44.

Artikel 2

Denna forordning trader i kraft den sjunde dagen efter
det att den har offentliggjorts i Europeiska gemen-
skapernas officiella tidning.

Denna forordning ér till alla delar bindande och direkt tillimplig i alla medlemsstater.

Utfardad i Bryssel den 12 april 1999.

() EGT L 84, 27.3.1987, s. 1.

() EGT L 210, 28.7.1998, s. 10.
() EGT L 272, 3.10.1990, s. 1.
() EGT L 117, 7.5.1997, s. 10.

Pd kommissionens vignar
Franz FISCHLER

Ledamot av kommissionen
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3.1

BILAGA T

»20. BESTAMNING AV D-APPELSYRA

(enzymatisk metod)

PRINCIP

I nérvaro av D-malat-dehydrogenas (D-MDH) oxideras D-dppelsyra (D-malat) till oxalacetat av niko-
tinamid-adenin-dinukleotid (NAD). Det bildade oxalacetatet omvandlas till pyruvat och koldioxid:

D-malat + NAD+* Dm“ﬁ%"‘ pyruvat + CO, + NADH + H*

Bildningen av NADH mits genom den 6kade absorbansen vid vaglangderna 334, 340 eller 365 nm, och
den bildade mingden NADH ir proportionell mot den ursprungliga mingden D-malat.

REAGENS

Reagens som ricker till cirka 30 bestimningar siljs i kit bestiende av

(a) Flaska 1 som innehaller omkring 30 ml buffertlésning i form av HEPES (N-(2-hydroxi-
etyl)piperazin-N’-2-etansulfonsyra) pH = 9,0 samt stabiliserande dmnen.

(b) Flaska 2 som innehaller omkring 210 mg lyofiliserat NAD.

(c) Flaska 3 (tre flaskor) som innehéller lyofiliserat D-MDH motsvarande omkring 8 LE.

Beredning av 16sningarna

1. Innehallet i flaska 1 spads ej. Losningen skall ha en temperatur pa 20 —25 °C vid anvindning.
2. Los innehallet i flaska 2 i 4 ml dubbeldestillerat vatten.

3. Los innehallet i en av flaskorna 3 i 0,6 ml dubbeldestillerat vatten. Losningen skall ha en temperatur
pa 20—25 °C vid anvindning.

Losningarnas stabilitet

Innehallet i flaska 1 kan férvaras atminstone ett ar vid +4 °C. Loésning 2 kan férvaras omkring 3 veckor
vid +4 °C och 2 manader vid —20 °C. Losning 3 kan forvaras i femdagar vid +4 °C.

UTRUSTNING

Spektrofotometer som ér anpassad for matningar vid 340 nm, d.vs. absorptionsmaximum fé6r NADH. Om
en sadan inte finns kan man anvinda en fotometer med diskontinuerligt spektrum som kan anvindas for
matningar vid 334 nm och 365 nm. Vid absoluta absorbansmitningar (i stallet fér en kalibreringsskala
anvinds extinktionskoefficienten f6r NADH) maste utrustningens vaglangds- och absorbansskala kontrol-
leras.

3.2 Glas- eller engangskyvetter med bredden 1 cm.

3.3 Mikropipetter for volymer pa 0,01 —2 ml.
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4.

BEREDNING AV PROVET
Bestimningen av D-malat gors i regel direkt, utan att vinet dessférinnan avfirgats.

Mingden D-malat i kyvetten skall vara mellan 2 och 50 pg. Spad dérfor vinet till en malatkoncentration
pa 0,02—0,5 g/l eller 0,02—0,3 g/l (beroende péd vilken utrustning som anvinds).

Spéadningstabell:
Beriknad mingd D-malat/liter
Mitt vid: Spadning med vatten Utspéddningsfaktor (F)
340 eller 334 nm 365 nm
<03g <05g — 1
03—-30g 0,5—-50g 149 10
UTFORANDE

Spektrofotometern stalls in pa vaglingden 340 nm. Absorbansmitningarna utférs i kyvetter med bredden
1 cm. Absorbansvirdet noll kan antingen stéllas in for luft (ingen kyvett skall sitta i) eller fér vatten.

I kyvetten hills foljande vitskor:

Referenslésning Analyslosning
Losning 1 1,00 ml 1,00 ml
Losning 2 0,10 ml 0,10 ml
Dubbeldestillerat vatten 1,80 ml 1,70 ml
Prov — 0,10 ml

Roér om. Efter ungefir 6 minuter mits absorbansen for referens- och analyslésningen (A).

Tillsatt:

Referenslosning

Analyslosning

Loésning 3

0,05 ml

0,05 ml

Ro6r om. Vinta tills reaktionen har 4gt rum (omkring 20 minuter) och mit absorbansen for referens- och

analyslésningarna (A).

Bestam skillnaden i absorbans (A,—A,) mellan referens- (AA;) och analyslésningen (AAp). Subtrahera

skillnaden i
AA = AA—AA..

absorbans

for referenslésningen fran

skillnaden i

absorbans

for analyslosningen:

Observera: Den tid som enzymreaktionen tar kan variera mellan olika kit; det virde som anges hir ér bara
ungefirligt. Tiden bor darfér bestimmas for varje enskilt kit.

D-éppelsyra reagerar snabbt. Enzymet har ocksd L-vinsyra som substrat, men denna reaktion ér inte alls
lika snabb. Effekterna av denna mindre interferens kan korrigeras genom extrapolering (se tilligg A).
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6. BERAKNING AV RESULTAT
Koncentrationen i milligram per liter beriknas med hjalp av formeln

V x M

c= exdxv x AA

V = AnalysldHosningens volym i ml (2,95 ml)

v = Provets volym i ml (0,1 ml)

M = molekylvikten av det dmne som skall mitas (f6r D-dppelsyra: 134,09)
d = kyvettens bredd i cm (I cm)

€ = absorptionskoefficient f6r NADH:

vid 340 nm = 6,3 (1 mmol~! cm™})
vid 365 nm = 3,4 (1 mmol~! cm™)
vid 334 nm = 6,18 (1 mmol~! cm™').

Om provet har spitts vid beredning skall resultatet multipliceras med utspadningsfaktorn (F).

Koncentrationen D-dppelsyra anges i milligram per liter (mg/l) utan decimaler.

7. NOGGRANNHET

Resultaten fran provningsjamforelsen betriffande metodens noggrannhet sammanfattas i tilligg B.
Det ar mojligt att de virden som erhéllits vid provningsjimforelsen inte dr relevanta f6r andra
koncentrationer av analyt och matris 4n de som anges i tilligg B.

7.1 Repeterbarhet

Den absoluta skillnaden mellan resultaten fran tva bestimningar som utférts med kortast mojliga
mellanrum av en och samma person pa samma laboratorieprov och med samma utrustning skall inte
overstiga virdet r i mer dn 5 % av fallen.

r=11 mg/L

7.2 Reproducerbarhet

Den absoluta skillnaden mellan resultaten frén tva bestimningar som utférts pd samma laboratorie-
prov men i skilda laboratorier skall inte Gverstiga virdet R i mer 4n 5 % av fallen.

R = 20 mg/l

8. KOMMENTARER

Med tanke pd metodens noggrannhet maste virden f6r D-dppelsyra som understiger 50 mg/l vid
behov kontrolleras med hjilp av en annan analysmetod som bygger pa en avvikande mitprincip, till
exempel den metod som foreslagits av Przyborski m.fl. (Mitteilungen Klosterneuburg 43, 1993;
215—218, 1993).

For att undvika en méjlig inhibering av den enzymatiska aktiviteten orsakad av polyfenoler far
miangden vin i kyvetten inte &verstiga 0,1 ml.
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Tilldgg A

Beaktande av interferande reaktioner

Interferande reaktioner kan ha flera orsaker. I allménhet beror de antingen pé att det enzym som anvinds
katalyserar mer 4n en reaktion, att det finns andra enzymer i provet, eller pa att det férekommer
interaktioner mellan ett eller flera &mnen i matrisen och en kofaktor f6r den enzymatiska reaktionen.

Vid en normal enzymatiskt kontrollerad reaktion nar absorbansen ett konstant virde efter en viss tid,
vanligen 10 —20 min, beroende pé hastigheten hos den specifika reaktionen. Om sekundira reaktioner
intriffar nar dock aldrig absorbansen ett konstant virde, utan 6kar konstant med tiden. Det dr detta
fenomen som brukar kallas interfererande reaktion.

Nir detta problem uppstar bor 16sningens absorbans mitas med jamna mellanrum (2 — 5 min), efter det att
kalibreringslosningen natt sin slutliga absorbans. Om absorbansen stiger konstant gors §—6 mitningar,
och virdena fran dessa anvinds vid en extrapolering (grafisk eller numerisk) for att berdkna vad lésningens
absorbans skulle ha varit nér det sista enzymet tillsattes (T0). Skillnaden i extrapolerad absorbans vid denna
tidpunkt (Af—Ai) anvinds vid berikningen av substratkoncentrationen.

Absorbans

spec. + interfer. reaktion

X AA/At = konstant
]

spec. reaktion

interfer. reaktion

TO (Tillsats av det sista enzymet)

Figur 1: Interfererande reaktion



14.4.1999

Europeiska gemenskapernas officiella tidning

L 99/9

Tilldgg B

Statistiska resultat frin provningsjamforelser

Ar d& provningsjamforelsen gjordes: 1995
Antal laboratorier: 8
Antal prover:

5 med tillsats av D-dppelsyra

Prov A B C D E
Antal kvarvarande laboratorier efter att laboratorier som
uppvisat avvikande reslutat tagits bort 7 8 7 8 7
Antal laboratorier som uppvisat avvikande resultat 1 — — 1
Antal godkinda resultat 35 41 35 41 36
Genomsnittsvirde () (mg/l) 161,7 65,9 33,1 106,9 111,0
Standardavvikelse repeterbarhet (s) (mg/l) 4,53 424 1,93 436 4,47
Relativ standardavvikelse repeterbarhet (RSD)) (%) 2.8 6.4 58 41 4,00
Repeterbarhetsgrins (r) (mg/l) 12,7 11,9 5.4 12,2 12,5
Standardavvikelse reproducerbarhet (s;) (mg/l) 926 724 5,89 6,36 6,08
Relativ standardavvikelse reproducerbarhet (RSDy) (%) 57 11 17,8 59 55
Reproducerbarhetsgrans (R) (mg/l) 259 20,3 16,5 17,8 17,0

Typ av prov:

A: r6tt vin; B: rétt vin; C: vitt vin; D: vitt vin; E: vitt vin.”
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BILAGA 11

”38. CYANIDDERIVAT

(Observera: laktta sikerhetsféreskrifterna vid hantering av kemiska produkter som kloramin T, pyridin,
kaliumcyanid, saltsyra och fosforsyra. Hantera de anvinda produkterna enligt gillande miljoforeskrifter. Iaktta
forsiktighet néir cyanvite frigors vid destillation av det surgjorda vinet).

2.1

22

23

24

2.5

3.1

32

33

34

3.5

3.6

4.1

4.2

PRINCIP
Den totala miangden cyanvite i vinet frigdrs genom sur hydrolys och separeras genom destillation. Efter

reaktion med kloramin T och pyridin bestims koncentrationen av den bildade glutakon-dialdehyden
kolorimetriskt genom den blafirgning som amnet ger tillsammans med 1,3-dimetylbarbitursyra.

UTRUSTNING

Destillationsapparat.

Anvind samma apparat som anvinds vid bestimning av alkoholhalt (uttryckt i volymprocent) i vin.
Rundkolv, 500 ml, normalslipad

Termostatreglerat vattenbad med temperaturen 20 °C

Spektrofotometer som &4r anpassad for absorptionsmitningar vid 590 nm

Glas- eller engangskyvetter med bredden 20 mm

REAGENS
Fosforsyra (H,PO,) 25 % (m/V)
Losning av kloramin T (C,H,CINNaO,S, 3H,0) 3 % (m/V)

Losning av 1,3-dimetylbarbitursyra: 16s 3,658 g 1,3-dimetylbarbitursyra (C.H,N,O,) i 15 ml pyridin och
3 ml saltsyra (p vid 20 °C = 1,19 g/ml) och fyll till 50 ml med destillerat vatten

Kaliumcyanid (KCN)
Losning av kaliumjodid (KI), 10 % (m/V)

Losning av silvernitrat (AgNO,), 0,1 M

UTFORANDE

Destillering:

Hall 25 ml vin, 50 ml destillerat vatten, 1 ml fosforsyra (3.1) och néagra kokstenar i rundkolven (2.2). Satt
omedelbart in kolven i destilleringsapparaten. Fér 6ver 30 — 35 ml destillat genom det avsmalnande réret
efter kylaren till en 50 ml mitkolv med 10 ml vatten (den totala mingden vitska i mitkolven blir
foljaktligen cirka 45 ml). Matkolven skall std i nollgradigt vatten.

Tvitta det avsmalnande réret med nagra milliliter destillerat vatten, virm destillatet till 20 °C och fyll pa
med destillerat vatten till market.

Mitning

For 6ver 25 ml av destillatet till en 50 ml E-kolv med slipad propp. Tillsitt 1 ml kloramin T-lésning
(3-2) och tillslut hermetiskt. Efter exakt 60 sekunder tillsitts 3 ml 1,3-dimetylbarbitursyra (3.3). Tillslut
hermetiskt och lat st i 10 minuter. Mét sedan absorbansen mot ett referensprov (25 ml destillerat vatten
i stillet for 25 ml destillat) vid vaglingden 590 nm i kyvetter med bredden 20 mm.
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5.1

52

521

522

6.1

KALIBRERINGSKURVA

Titrering av kaliumcyanid med silvernitrat

Lés omkring 0,2 g noga uppvigt KCN (3.4) i 100 ml destillerat vatten i en 300 ml mitkolv. Tillsétt 0,2
ml kaliumjodidlésning (3.5) och titrera med 0,1 M silvernitratlosning (3.6) tills en stabil gulaktig firg
erhalls.

1 ml silvernitratlosning med koncentrationen 0,1 M motsvarar 13,2 mg KCN. Berikna utifran detta
KCN-pulvrets halt.

Kalibreringskurva

Beredning av standardlosningar

Efter att KCN-halten faststallts enligt 5.1 bereds en standardlésning som innehéller 30 mg cyanvite per
liter (30 mg HCN = 72,3 mg KCN). Spad lésningen 1:10.

Overfér 1,0 ml, 2,0 ml, 3,0 ml, 4,0 och 5,0 ml av den utspidda standardlésningen till 100 ml mitkolvar
och spidd med destillerat vatten till mérket. De fardiga 16sningarna innehéller 30, 60, 90, 120 respektive
150 pg cyanvite per liter.

Mdtning

Ta 25 ml av de erhallna 18sningarna och fortsitt enligt anvisningarna i 4.1 och 4.2.

Da man i ett diagram avsitter standardlosningarnas absorbans mot cyanvitekoncentrationen erhalls en
rit linje som gar genom origo.

BERAKNING AV RESULTAT

Cyanvitekoncentrationen uttrycks i mikrogram per liter (ug/l) utan decimal.

Berikning

Lis av cyanvitekoncentrationen med hjilp av kalibreringskurvan. Om provet har spitts vid beredning
skall resultatet multipliceras med utspadningsfaktorn.

Repeterbarbet (r) och reproducerbarbet (R)
Vitt vin = r = 3,1 pg/l dvs. ungefir 6 % x
R = 12 pg/l dvs. ungefar 25 %" x;

Rétt vin = r = 6,4 g/l dvs. ungefir 8 %" x,
R = 23 pg/l dvs. ungefar 29 %" x;

x, = Vinets genomsnittliga HCN-halt

x, = 484 ug/l for vitt vin

x, = 80,5 pg/l for rétt vin.”
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BILAGA 111

44. BESTAMNING AV ETYLKARBAMAT I VIN — SELEKTIV DETEKTION GENOM GAS-
KROMATOGRAFI/MASSPEKTROMETRI

(For bestimning av etylkarbamat i koncentrationer mellan 10 och 200 ug/l)
(Observera: laktta sikerhetsforeskrifterna vid hantering av kemiska produkter som etanol och aceton samt
carcinogena dmnen som etylkarbamat och diklormetan. Hantera anvinda 16sningsmedel enligt gillande
miljoforeskrifter.)

A. Princip

Propylkarbamat tillsitts provet som en inre standard, l6sningen spads med vatten och 6verférs till en 50 ml
SPE-kolonn (solid phase extraction column). Etylkarbamat och propylkarbamat elueras med diklormetan.

Eluatet koncentreras i en vakuumrotationsindunstare. Koncentratet separeras med hjilp av gaskromatografi
(GC), och detektionen utférs med hjilp av en masspektrometer i SIM mode (selected ions monitoring).
B. Utrustning och kromatografiska forhallanden (exempel)

(a) Gaskromatograf/masspektrometer (GC/MS) och eventuellt en provvaxlare och ett databehandlings-
system eller motsvarande.

Kapillarkolonn packad med silica. Lingd: 30m (*), inre diameter: 0,25 mm, vitskefilm: 0,25 um av
typen Carbowax 20M.

Instillningar: Injektor 180 °C. Helium som birgas, 1 ml/minut vid 25 °C. Injektion enligt metoden
splitless/split.

Temperaturschema: 40 °C under 45 sekunder, dérefter hojning med 10 °C per minut upp till 60 °C,
sedan med 3 °C per minut till 150 °C (). Ga sedan upp till 220 °C och haéll denna temperatur i 4

minuter och 15 sekunder. Den specifika retentionstiden 4r 23 —27 minuter for etylkarbamat och
27 —31 minuter fér propylkarbamat.

Forbindelsen gaskromatograf-spektrometer (GC/MS): 6verforing vid 220 °C. Parametrarna for masspek-
trometern stills in manuellt med perfluortributylamin och optimeras for lagsta mojliga masskénslighet,
SIM mode, den mobila fasens retentionstid samt tiden fér pabérjandet av datainsamlingen: 22 min,
mattid/jon: 100 ms.

(b) Vakuumrotationsindunstare eller koncentrationssystem av typen Kuderna Danish.
(Observera: Utbytet for etylkarbamat i testlésningen (C.g) skall vara 90 —110 % under processens gang.)

(c) Piaronformad kolv, 300 ml, med slipad hals.

(d) Koncentrationsrér — 4 ml, graderat, med teflonbehandlad fog och en propp.

C. Reagens
(a) Aceton — LC-kvalitet.

Observera: Fére GC/MS skall varje parti aceton analyseras; joner med m/z-virden pa 62, 74 och 89 skall
da inte ge nagot utslag.

(b) Diklormetan

Observera: Fére GC/MS skall varje parti diklormetan analyseras efter att ha koncentrerats 200 ggr; joner
med m/z-virden pa 62, 74 och 89 skall da inte ge néagot utslag.

(c) Etanol — vattenfri

() For viner med sarskilt komplext innehall kan det vara lampligt att anvinda en 50 m kapillirkolonn.
(") For viner med sirskilt komplext innehéll kan det vara limpligt att endast hoja temperaturen med 2 °C per minut.
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(d) Standardl6sningar av etylkarbamat

1. Stamlésning — 1,00 mg/ml. Vag upp 100 mg etylkarbamat (renhetsgrad = 99 %) i en 100 ml
mitkolv och spidd med aceton till mirket.

2. Spadd l6sning — 10,0 ug/ml. For 6ver 1 ml etylkarbamat-stamlésning till en 100 ml mitkolv och
spid med aceton till mirket.

(e) Standardlosningar av propylkarbamat

1. Stamlésning — 1,00 mg/ml. Vig upp 100 mg propylkarbamat (reagenskvalitet) i en 100 ml mitkolv
och spid med aceton till market.

2. Spadd 16sning — 10,0 pug/ml. Fér 6ver 1 ml av propylkarbamat-stamlosningen till en 100 ml
mitkolv och spidd med aceton till mirket.

3. Inre standard-l16sning av propylkarbamat — 400 ng/ml. For 6ver 4 ml av den spadda lésningen av
propylkarbamat till en 100 ml métkolv och spidd med vatten till mirket.

(f) Kalibrerade standardlésningar av etylkarbamat och propylkarbamat

Spad de spiddda losningarna av etylkarbamat (d.2) och propylkarbamat (e.2) med diklormetan sa att
foljande koncentrationer erhalls:

1. (100 ng etylkarbamat och 400 ng propylkarbamat) / ml.
2. (200 ng etylkarbamat och 400 ng propylkarbamat) / ml.
3. (400 ng etylkarbamat och 400 ng propylkarbamat) / ml.
4. (800 ng etylkarbamat och 400 ng propylkarbamat) / ml.
5. (1 600 ng etylkarbamat och 400 ng propylkarbamat) / ml.
(g) Testlosning — 100 ng etylkarbamat / ml i 40 % etanol.

For over 1 ml av den spiddda losningen av etylkarbamat (d.2) till en 100 ml mitkolv och spad med
40 % etanol till mirket.

(h) Solid phase-extraktionskolonn — 50 ml, av engangstyp, packad med kiselgur.
Observera: Fore analysen kontrolleras varje uppsittning extraktionskolonner betriffande utbytet av
etylkarbamat och propylkarbamat och franvaron av utslag for joner med m/z-virdena 62, 74 och 89.
Bered testlésningen (g) med koncentrationen 100 ng etylkarbamat/ml. Analysera 5,00 ml av testlos-
ningen enligt D.a, E och F. Det 4r godtagbart om utbytet av etylkarbamat dr 90 —110 ng/ml.
Absorbtionsmedel med oregelbunden partikeldiameter kan gora att flodet gar mycket langsamt, vilket
paverkar utbytet av etylkarbamat och propylkarbamat. Om man efter atskilliga forsok inte erhaller
90—110 % av vérdet frin testlosningen skall man &ndra kolonnen eller anvinda en korrigerad
kalibreringskurva for att bestimma miéngden etylkarbamat. Fér den korrigerade kalibreringskurvan

bereds standardlésningarna pa det satt som beskrivs i f men med anvindning av 40 % etanol i stillet
for diklormetan.

Analysera 1 ml av standardlosningen for kalibrering enligt beskrivningarna i D, E och F.
Gor en ny kalibreringskurva genom att anvinda kvoten etylkarbamat/propylkarbamat fran de extrahe-
rade standardlosningarna.
D. Beredning av analysprov
Overfor vinet till 2 separata 100 ml bagare. Féljande mingder skall anvindas:
(a) For viner som innehéller mer 4n 14 volymprocent alkohol: 500 = 0,01 ml.
(b) For viner som innehéller maximalt 14 volymprocent alkohol: 20,00 + 0,01 ml.
I varje bagare hills 1 ml inre standard-16sning med propylkarbamat (C.e.3) samt vatten, sa att den totala
volymen blir 40 ml (eller vikten 40 g).
E. Extraktion
Utfor extraktionen i dragskap med god ventilation.
For 6ver den beredning som gjordes i D till extraktionskolonnen.

Skolj bagaren med 10 ml vatten och for 6ver skoljvattnet till kolonnen.
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Lat vitskan absorberas i kolonnen under 4 minuter. Eluera med 2 x 80 ml diklormetan. Samla upp eluatet
i en 300 ml E-kolv.

Lat vitskan i eluatet evaporera i en vakuumrotationsindunstare med 30 °C vattenbad tills 2 —3 ml aterstér
(OBS! — Evaporatet far inte evaporeras torrt).

For over det koncentrerade evaporatet till ett 4 ml graderat r6r med hjalp av en pasteurpipett.

Skolj E-kolven med 1 ml diklormetan och f6r 6ver skoljvitskan till roret. Koncentrera provet till 1 ml i en
svag kvidvgasstrom.

For eventuellt 6ver koncentratet till en annan kolv infér GC/MS-analysen.

. GC/MS-analys

(a) Kalibreringskurva

Injicera 1 pl av var och en av standardlésningarna (Cf) i GC/MS-instrumentet. Uppritta en kurva
genom att pa y-axeln avsitta kvoten mellan areorna for jonen med m/z-virdet 62, och pé x-axeln
mingden etylkarbamat i ng/ml (dvs. 100, 200, 400, 800 och 1600 ng/ml).

(b

N

Bestdmning av etylkarbamat

Injicera 1 pl av det koncentrerade extraktet fran E i GC/MS-systemet och berdkna kvoten mellan
areorna for etylkarbamat och propylkarbamat f6r jonen med m/z-vardet 62. Faststall koncentrationen
av etylkarbamat (ng/ml) i extraktet genom att anvdnda kalibreringskurvan for den inre standarden.
Berikna koncentrationen av etylkarbamat i analysprovet (ng/ml) genom att dividera mangden etylkar-
bamat i extraktet (ng) med volymen av testldsningen (ml).

—_
(g
-~

Bekraftelse av renhetsgraden for etylkarbamat

Faststall om utslagen for jonerna med m/z-virdena 62, 74 och 89 sammanfaller med retentionstiden
for etylkarbamat. Dessa utslag ar karaktaristiska for huvudfragmenten M —C,H,)* och (M—CH,)*
respektive molekyljonen (M). Férekomsten av etylkarbamat bekriftas om de relativa proportionerna av
dessa joner inte avviker mer an 20 % fran proportionerna i etylkarbamat-standarden. Extraktet kan
behova koncentreras pa nytt for att man skall fa ett tillrackligt utslag for jonen med m/z-virdet 89.

. Kollaborativ analys

Tabell 1 visar de enskilda resultaten foér det praktiska Gvningsprovet och de tva vintyperna.

Som ett resultat av Cochrans test togs ett resultat bort for de viner vars alkoholhalt éversteg 14 volympro-
cent, och ett for de viner vars alkoholhalt var lagre eller lika med 14 volymprocent. Bada dessa kom frin
olika laboratorier.

Den relativa reproducerbarheten tenderar att minska med okad koncentration etylkarbamat.

Utvirdering av metoden f6r bestimning av etylkarbamat i alkoholhaltiga drycker genom

GC/MS
Genom-
k;:;t:tgra_ Utbyte av det
Prov tion detek- etylkarbamat S S RSD, RSD,
terat etyl som tillsatts ' R (%) (%)
- 0,
karbamat (%)
(ng/ml)
Viner 6ver 14 vol. % 40 1,59 477 4,01 12,02
80 89 3,32 7,00 4,14 8,74
162 90 8,20 11,11 5,05 6,84
Viner under 14 vol. % 11 0,43 2,03 3,94 18,47
25 93 1,67 2,67 6,73 10,73
48 93 1,97 4,25 4,10 8,86




