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VERORDNUNG (EG) Nr. 761/1999 DER KOMMISSION
vom 12. April 1999

zur Anderung der Verordnung (EWG) Nr. 2676/90 zur Festlegung gemeinsamer
Analysemethoden fiir den Weinsektor

DIE KOMMISSION DER EUROPAISCHEN
GEMEINSCHAFTEN —

gestitzt auf den Vertrag zur Griindung der Europiischen
Gemeinschaft,

gestitzt auf die Verordnung (EWG) Nr. 822/87 des Rates
vom 16. Mirz 1987 iber die gemeinsame Marktorgani-
sation fir Wein ('), zuletzt gedndert durch die Verordnung
(EG) Nr. 1627/98 (3, insbesondere auf Artikel 74,

in Erwidgung nachstehender Griinde:

Die Analysemethoden fir den Weinsektor werden im
Anhang der Verordnung (EWG) Nr. 2676/90 der
Kommission (®), zuletzt gedndert durch die Verordnung
(EG) Nr. 822/97 (%), beschrieben. Die Analysemethode fiir
D-Apfelsiure in Kapitel 20 hat sich als ungenau erwiesen,
so daf} ein neues, genaueres Verfahren entwickelt wurde.
Fir den Nachweis von Cyanverbindungen wurde eine
neue, empfindlichere und leichter anzuwendende
Methode gefunden. Fur die Bestimmung von Ethylcar-
bamat in Wein wurde auf internationaler Ebene eine neue
Methode ausgearbeitet. Alle drei Methoden wurden nach
international anerkannten Kriterien validiert. Ihre
Anwendung kann eine bessere Kontrolle der Qualitit und
Echtheit von Weinen sicherstellen und die infolge der
Anwendung veralteter, unzuverlassiger Methoden etwa zu
erwartende Rechtsstreitigkeiten vermeiden helfen. Die
Arbeitsvorschriften dieser neuen Methoden wurde vom

Internationalen Weinamt angenommen. Sie sollten daher
in die betreffende Verordnung aufgenommen werden.

Die in dieser Verordnung vorgesehenen Mafinahmen
entsprechen der Stellungnahme des Verwaltungsaus-
schusses fir Wein —

HAT FOLGENDE VERORDNUNG ERLASSEN:

Artikel 1

Der Anhang der Verordnung (EWG) Nr. 2676/90 wird
wie folgt gedndert:

1. Das Kapitel 20 ,D-Apfelsaure® wird durch Anhang I
dieser Verordnung ersetzt.

2. Das Kapitel 38 ,Cyanverbindungen® wird durch
Anhang II dieser Verordnung ersetzt.

3. Das Kapitel 44 in Anhang III dieser Verordnung wird
angefiigt.

Artikel 2

Diese Verordnung tritt am siebten Tag nach ihrer Verof-
fentlichung im Amisblatt der Europdischen Gemein-
schaften in Kraft.

Diese Verordnung ist in allen ihren Teilen verbindlich und gilt unmittelbar in jedem

Mitgliedstaat.

Brissel, den 12. April 1999

() ABL L 84 vom 27.3.1987, S. 1.

() ABL L 210 vom 28.7.1998, S. 10.
() ABL L 272 vom 3.10.1990, S. 1.
() ABL L 117 vom 7.5.1997, S. 10.

Fiir die Kommission
Franz FISCHLER
Mitglied der Kommission
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3.1.

ANHANG I

,20. D-APFELSAURE

Enzymatische Bestimmung

PRINZIP

D-Apfelsiure (D-Malat) wird in Gegenwart von D-Malat-Dehydrogenase (D-MDH) durch Nicotinamid-
Adenin-Dinucleotid (NAD) zu Oxalacetat oxidiert. Das anfallende Oxalacetat wird zu Pyruvat und
Kohlenstoffdioxid umgewandelt.

D-Malat + NAD+* Dm“ﬁﬁl{ Pyruvate + CO, + NADH + H*

Die durch die Zunahme der Extinktion bei einer Wellenldnge von 334, 340 bzw. 365 nm gemessene
NADH-Bildung ist proportional zur vorhandenen Menge D-Malat.

REAGENZIEN

Im Handel sind folgende fiir etwa 30 Bestimmungen ausreichenden Reagenzienkits erhiltlich:

a) Flischchen 1 mit etwa 30 ml einer Losung, die aus HEPES-Pufferlosung [4-(2-hydroxy-
ethyl)-1-piperazinethan-sulfonsiure], pH = 9,0 und Stabilisatoren besteht;

b) Flischchen 2 mit etwa 210 mg NAD-Lyophilisat;

c) Flischchen 3 (drei Stiick) mit D-MDH-Lyophilisat, jede etwa 8 Einheiten.

Ansetzen der Losungen

1. Den Inhalt des Flischchens 1 unverdinnt verwenden. Die Lésung vor Gebrauch auf 20—25°C
temperieren.

2. Inhalt des Flischchens 2 in 4 ml bidestillierten Wassers 1osen.

3. Inhalt eines der Flischchen 3 in 0,6 ml bidestillierten Wassers 16sen. Die Losung vor Gebrauch auf
20—25 °C temperieren.

Haltbarkeit der Losungen

Der Inhalt des Flischchens 1 ist bei 4+ 4 °C mindestens ein Jahr haltbar; Losung 2 ist bei + 4 °C etwa
drei Wochen und bei —20 °C etwa 2 Monate haltbar; Losung 3 ist bei + 4 °C funf Tage haltbar.

GERATSCHAFTEN

Spektralphotometer zur Durchfiihrung der Messungen bei 340 nm, NADH-Extinktionsmaximum, oder
Spektrallinienphotometer zur Durchfithrung der Messungen bei 334 nm oder 365 nm. Da es sich um
absolute Messungen handelt (keine Eichreihe, sondern im Verhiltnis zum molaren Extinktionskoeffizi-
enten von NADH) missen die Richtigkeit der Wellenlange und die Linearitit der Extinktion gewéhrlei-
stet sein.

3.2. Glas- oder Einwegkiivetten, Schichtdicke 1 cm.

3.3. Mikropipetten von 0,01 und 2 ml.
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VORBEREITUNG DER PROBE
Die Bestimmung von D-Malat erfolgt im allgemeinen direkt aus Wein ohne vorherige Entfirbung.

Da die Kiivette 2 pug bis 50 ug D-Malat enthalten muf;, sollte der Wein so verdiinnt werden, daf} die
D-Malatkonzentration zwischen 0,02 und 0,5 g/ (Messung bei 365 nm) oder 0,02 und 0,3 g/ (Messung
bei 340, 334 nm) liegt.

Verdtinnungstafel:

Geschitzte Menge an D-Malat/Liter

Messung bei: Verdiinnung mit Wasser Verdinnungsfaktor F
340 oder 334 nm 365 nm
<03g <05¢g — 1
0,3—30g 0,550 g 1+9 10

DURCHFUHRUNG DER BESTIMMUNG

Das Spektralphotometer wird auf 340 nm eingestellt. die Extinktionsmessungen werden in 1-cm-
Kivetten durchgefiihrt, wobei die Extinktion Null gegentiber Luft (kein Gefaf} im Strahlengang) oder
gegeniiber Wasser eingestellt wird.

Die 1-cm-Kiivetten werden beschickt mit:

Leerwert Probe
Losung 1 1,00 ml 1,00 ml
Lésung 2 0,10 ml 0,10 ml
Bidestilliertes Wasser 1,80 ml 1,70 ml
Probe — 0,10 ml

Mischen und nach ca. 6 Minuten die Extinktion des Leerwerts und der Probe (E,) messen.

Zugabe von:

Leerwert Probe

Losung 3 0,05 ml 0,05 ml

Mischen, Ende der Reaktion abwarten (ca. 20 Min.) und die Extinktion des Leerwerts und der Probe
messen (E,).

Die Extinktionsdifferenzen (E, — E|) des Leerwerts (AE,) und der Probe (AE;) werden bestimmt. Die
Extinktionsdifferenz des Leerwerts wird von der der Probe abgezogen: AE = AE;, — AE,.

Hinweis: Die fir die Reaktion der Enzyme erforderliche Zeit kann von einer Charge zur anderen
schwanken, sie wird hier nur als Beispiel angegeben. Es wird empfohlen, sie fiir jede Charge zu
bestimmen.

D-Apfelsdure reagiert rasch. Eine zusitzliche Aktivitat des Enzyms setzt auch Weinsaure um, wenn auch

weniger rasch, so dafl es mitunter zu einer schwachen Stérreaktion kommt, die durch Extrapolierung (vgl.

Anlage A) korrigiert werden kann.
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6. BERECHNUNG
Die Konzentration in Milligramm je Liter wird nach folgender allgemeinen Formel berechnet:

V x MG

c= exdxv x AE

V= Testvolumen in ml (hier 2,95 ml)

v = Probenvolumen in ml (hier 0,1 ml)

MG = Molekulargewicht der zu bestimmenden Substanz (hier D-Apfelsiure = 134,09)
d = Schichtdicke der Kiivette in cm (hier 1 cm)

€ = Extinktionskoeffizient von NADH:

bei 340 nm = 6,3 (1 mmol~! cm™!)
bei 365 nm = 34 (1 mmol~' cm™")
bei 334 nm = 6,18 (1 mmol~' cm™').

Wurde bei der Vorbereitung der Probe eine Verdiinnung vorgenommen, so ist das Ergebnis mit dem
Verdiinnungsfaktor zu multiplizieren.

Die D-Apfelsaurekonzentration wird in Milligramm je Liter (mg/l) ohne Dezimale angegeben.

7.  ZUVERLASSIGKEITSBEDINGUNGEN

Die im Ringversuch ermittelten Prézisionsdaten sind in Anlage B zusammengefafit. Die aus dem
Ringversuch abgeleiteten Werte sind auf die Analytkonzentrationen und Matrizen anderer als der in
Anlage B genannten mitunter nicht anwendbar.

7.1. Wiederholgrenze (r)

Die absolute Differenz zwischen zwei einzelnen Ergebnissen, die an identischem Untersuchungsma-
terial von einem Bearbeiter mit denselben Geriten innerhalb der kiirzesten moglichen Zeitspanne
erhalt, wird die Wiederholgrenze r nicht hiufiger als in 5 % der Fille tberschritten.

Die Wiederholbarkeit betragt: r = 11 mg/l.

7.2. Vergleichgrenze (R)

Die absolute Differenz zwischen zwei einzelnen Ergebnissen, die fiir identisches Untersuchungsmate-
rial von zwei Laboratorien berichtet werden, wird die Vergleichgrenze R nicht héufiger als in 5§ % der
Falle tiberschritten.

Die Vergleichbarkeit betrigt: R = 20 mg/l.

8. HINWEIS

zur Absicherung von ermittelten Gehalten an D-Malat unterhalb von 50 mg/l miissen die Ergebnisse
im Notfall durch eine andere Analysemethode, der ein anderes Mefprinzip zugrundeliegt, bestitigt
werden, z.B. mit dem Verfahren von Przyborski et al. (Mitteilungen Klosterneuburg 43, 215-
218.1993).

Das Probevolumen in der Kivette darf nicht grofler sein als 0,1 ml, um etwaige Inhibitionen der
Enzymaktivitit durch Polyphenole auszuschlieflen.
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Anlage A

Informationen iber den Umgang mit Schleich-Reaktionen

,Schleich’-Reaktionen gehen zumeist zurtick auf Sekundirreaktionen des Enzyms in Gegenwart anderer in
der Probenmatrix enthaltener Enzyme oder auf die Wechselwirkung mit einem oder mehreren Matrixele-
menten mit einem Kofaktor der Enzymreaktion.

Bei der normalen Reaktion erreicht die Extinktion nach einer bestimmten Zeit, die von der Reaktionsge-
schwindigkeit des spezifischen Enzyms abhingt — in der Regel nach zehn bis zwanzig Minuten — einen
konstanten Wert. Treten jedoch Sekundirreaktionen auf, so erreicht die Extinktion keinen konstanten
Wert, sondern nimmt stetig zu; diesen Prozeff nennt man ,Schleich’-Reaktion.

Wenn dieses Problem auftritt, empfiehlt es sich, nach der fiir die Standardldsung bis zum Erreichen ihrer
endugltigen Extinktion erforderlichen Zeit die Extinktion der Losung in regelmifligen Abstinden (alle 2
bis 5 Minuten) zu messen. Wenn eine konstante Extinktionszunahme erreicht ist, so sind 5 bis 6
Messungen und anschlieffend eine graphische oder rechnerische Extrapolierung durchzufiihren, um die
Extinktion zu bestimmen, die die Lésung zum Zeitpunkt des Zusetzens des letzten Enzyms hitte
erreichen miissen (T0). Die extrapolierte Extinktionsdifferenz (Ef — Ei) wird zur Berechnung der Substrat-
konzentration verwendet.

Extinktion

AE/At = konstant

Haupt- und Nebenreaktionen

Hauptreaktion

Nebenreaktion -

_________....---_1-____..-.._-.

......

TO (Zugabe des endgultigen Enzyms)
Abbildung 1: ,Schleich’-Reaktion
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Anlage B

Statistische Ergebnisse des Ringversuchs

Jahr des Ringversuchs:

Anzahl der Laboratorien:

Anzahl der Proben:

1995
8
5 mit Zusatz von D-Apfelsiure

Probe A B C D E
Anzahl der nach Eliminieren der Ausreifler verbliebenen
Laboratorien 7 8 7 8 7
Anzahl der Ausreifler (Laboratorien) 1 — — 1
Anzahl der anerkannten Ergebnisse 35 41 35 41 36
Mittelwert (¥) (mg/l) 1617 | 659 | 331 | 1069 | 1110
Wiederhol-Standardabweichung (s) (mg/l) 4,53 424 1,93 436 4,47
Relative Wiederhol-Standardabweichung (RSD)) (%) 2.8 6.4 58 41 4,00
Wiederholgrenze (r) (mg/l) 12,7 11,9 5.4 12,2 12,5
Vergleich-Standardabweichung (s;) (mg/l) 9,26 7,24 5,89 6,36 6,08
Relative Vergleich-Standardabweichung (RSDy) (%) 57 11 17,8 59 55
Vergleichsgrenze (R) (mg/l) 259 20,3 16,5 17,8 17,0

Art der Proben:

A: Rotwein; B: Rotwein; C: Weiflwein; D: Weiflwein; E: Weiflwein.“
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ANHANG II

»38. CYANVERBINDUNGEN

(Achtung: Sicherheitsbestimmungen fiir den Umgang mit Chemikalien fiir Chloramin T, Pyridin, Kalium-
cyanid, Salzsdure und Phosphorsidure beachten. Verbrauchte Mittel nach den jeweils geltenden Umweltschutz-
vorschriften entsorgen. Vorsicht mit bei der Destillation von angesiuertem Wein freigewordenem Kalium-
cyanid.)

2.1.

2.2,

2.3.

24.

2.5.

3.1.

3.2

3.3.

34.

3.5.

3.6.

4.1.

4.2.

PRINZIP
Die gesamte Blausidure des Weins wird durch Saurehydrolyse freigesetzt und durch Destillation abge-

trennt. Nach Reaktion mit Chloramin T und Pyridin wird der entstandene Glutacondialdehyd mit Hilfe
der Blaufarbung, die sich bei Reaktion mit 1,3-Dimethylbarbitursiure zeigt, kolorimetrisch bestimmt.

GERATSCHAFTEN

Destillationsapparatur

Das gleiche Destillationsgerat wie zur Bestimmung von Weinalkohol verwenden.
Normalschliffkolben, 500 ml

Wasserbad, thermostatgesteuert, 20 °C

Spektralphotometer zur Messung der Extinktion bei 590 nm Wellenlinge

Glas- oder Einwegkiivetten, 20 mm Schichtdicke.

REAGENZIEN
Phosphorsaure (H,PO,), 25%ig (m/v)
Chloramin-T-Lésung (C,H, CINNa O,S - 3H,0), 3%ig (m/v)

1,3-Dimethylbarbitursaurelésung: 3,658 g 1,3-Dimethylbarbitursiaure (C.H,N,O,) werden in 15 ml
Pyridin und 3 ml Salzsdure (p,, = 1,19 g/ml) gelost und mit destilliertem Wasser auf 50 ml aufgefillt

Kaliumcyanid (KCN)
Kaliumiodidlésung (KI) 10%ig (m/v)

Silbernitratlésung (AgNO,), 0,1 M
DURCHFUHRUNG DER BESTIMMUNG

Destillation

Der 500-ml-Kolben (2.2) wird mit 25 ml Wein, 50 ml destilliertem Wasser, 1 ml Phosphorsiure (3.1)
und einigen Glasperlen beschickt. Danach wird der Kolben sofort an die Destillationsapparatur ange-
schlossen. Uber ein ausgezogenes Verlingerungsrohr wird das Destillat direkt in eine mit 10 ml Wasser
beschickte 50-ml-Mefivorlage tibergefiihrt. Die Vorlage wird in Eiswasser gestellt. Es werden 30—35 ml
Destillat tberdestilliert bis in der Vorlage also ein Fliissigkeitsstand von ungefahr 45 ml erreicht ist.

Das ausgezogene Verlingerungsrohr des Kiihlers wird mit einigen Millilitern destilliertem Wasser
ausgespiilt, das Destillat wird auf 20 °C temperiert und die Vorlage bis zur Marke mit destilliertem
Wasser aufgefillt.

Messung

25 ml Destillat werden in einen 50-ml-Kolben mit Schliffstopfen tberfithrt, mit 1 ml Chloramin-T-
Losung (3.2) versetzt und luftdicht verschlossen. Nach genau 60 Sekunden werden 3 ml 1,3-Dimethyl-
barbitursaure (3.3) zugeftigt, der Kolben luftdicht verschlossen und 10 Minuten stehengelassen. Danach
wird die Extinktion im Vergleich zum Standard (25 ml destilliertes Wasser anstelle vom 25 ml Destillat)
bei einer Wellenldnge von 590 nm in Kivetten mit 20 mm Schichtdicke gemessen.
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5.1.

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

6.1.

AUFSTELLEN DER EICHKURVE

Argentometrische Titration von Kaliumcyanid

Etwa 0,2 g KCN (3.4) werden genau eingewogen und in einem 300-ml-Erlenmeyerkolben mit 100 ml
destilliertem Wasser geldst. Anschlieflend werden 0,2 ml Kaliumiodidlésung (3.5) zugefiigt und mit 0,1
M Silbernitratlésung (3.6) bis zum Eintreten einer stabilen Gelbfiarbung titriert.

Da 1 ml der 0,]-M-Silbernitratlosung 13,2 mg KCN entsprechen, kann der KCN-Gehalt der Probe
berechnet werden.

Eichkurve

Vorbereitung der Eichlosungen

Mit KCN stellt man entsprechend des nach 5.1 bestimmten Gehalts eine Losung her, die 30 mg/l HCN
enthdlt (30 mg HCN entsprechen 72,3 mg KCN). Diese Losung wird 1:10 verdiinnt.

Der 100-ml-Mef8kolben wird jeweils mit 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 und 5,0 ml der verdiinnten Eichlésung
beschickt und bis zur Marke mit destilliertem Wasser aufgefiillt. Die angesetzten Lésungen enthalten
30, 60, 90, 120 bzw. 150 pg/l Blausiure.

Messung

25 ml der angesetzten Losungen entnehmen und gemiff Nummer 4.1 und 4.2 fortfahren.

Die mit diesen Eichlésungen gewonnenen Extinktionswerte werden in Beziehung zu den entspre-
chenden Blausauregehalten als Gerade dargestellt, die durch den Nullpunkt verlduft.

ANGABE DER ERGEBNISSE

Der Blausiduregehalt wird in Mikrogramm je Liter (ug/l) ohne Dezimale angegeben.

Berechnung

Der Gehalt an Blausidure wird auf der Eichkurve abgelesen.
Falls verdinnt wurde, mufl das Ergebnis mit dem Verdinnungsfaktor multipliziert werden.
Wiederbolbarkeit (r) und Vergleichbarkeit (R)
Weiflwein = r = 3,1 pg/l, d.h. ungefihr 6 % bei x, = 48,4 pug/l HCN
R = 12 pg/l, d. h. ungefihr 25 % bei x, = 484 pg/l HCN
= 6,4 ug/l, d.h. ungefihr 8 % bei x, = 80,5 pg/l HCN

Rotwein =
R = 23 ug/l, d. h. ungefiahr 29 % bei x, = 80,5 pg/l HCN.
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ANHANG IIT

44. BESTIMMUNG VON ETHYLCARBAMAT IN WEIN: SELEKTIVE, GASCHROMATOGRA-
PHISCHE/MASSENSPEKTROMETRISCHE BESTIMMUNG

(fur die Bestimmung von Ethylcarbamat bei Konzentrationen zwischen 10 und 200 pg/l)
(Achtung: Sicherheitsbestimmungen fir den Umgang mit Chemikalien fiir Ethanol, Aceton und karzinogene
Stoffe (Ethylcarbamat und Dichlormethan) beachten. Verbrauchtes Losungsmittel nach Mafigabe der jeweils
geltenden Umweltschutzvorschriften entsorgen.)

A. Prinzip der Methode
Propylcarbamat wird einer Probe als innerer Standard zugesetzt, die Lésung wird mit Wasser verdiinnt und
in eine 50-ml-Feststoffextraktionssaule tibergefiihrt. Ethylcarbamat und Propylcarbamat werden mit
Dichlormethan eluiert.
Das Eluat wird in einem Vakuumrotationsverdampfer eingeengt. Das Konzentrat wird gaschromatogra-
phisch (GC) analysiert; die Bestimmung erfolgt massenspektrometrisch in fragmentometrischer SIM-
Technik (Selected Ions Monitoring)

B. Geritschaften und Chromatographiebedingungen (als Beispiel)

a) Gaschromatograph/Massenspektrometer (GC/MS) und eventuell ein Probengeber und ein Datenauswer-
tungssystem oder Ahnliches.

Kieselgelsidule 30 m () x 0,25 mm O int, 0,25 um Belegung vom Typ Carbowax 20M.

Durchfithrung der Bestimmung: Einspritzblock 180 °C, Trigergas Helium 1 ml/min Vordruck bei
25 °C, Einspritzung nach dem Verfahren, ,splitlos/split®.

Temperaturfithrung: 40 °C, 0,75 min, dann mit 10 °C/min auf 60 °C, dann mit 3 °C/min auf 150 °C (%),
dann auf 220 °C, dann 4,25 min auf 220 °C. Die spezifische Retentionszeit von Ethylcarbamat betrigt
23—27 min, die von Propylcarbamat 27—31 min.

Gaschromatograph/Spektrometer-Interface (GC/MS): Transferlinie 220 °C. Massenspektrometer-Para-
meter manuell mit Perfluorotributylamin eingestellt und fiir eine niedrigere Massenempfindlichkeit
optimiert, SIM-Technik, Lésungsmittel-Einwirkungszeit und Beginn der Aufnahme 22 min, Ionlebens-
dauer 100 ms.

b) Vakuumrotationsverdampfer oder Kuderna-Danish-Evaporator

(Hinweis: Die Ethylcarbamat-Wiederfindungsrate der Testprobe C(g) mufi wihrend des Verfahrens
90—110 % betragen.)

c) 300-ml-Kélbchen, birnenférmig, Einheits-Schliffstopfen

d) Eindickrohrchen — 4 ml, mit Teilung, mit teflonbeschichtetem Dichtring und Stopfen.

C. Reagenzien
a) Aceton — LC-Qualitit

Hinweis: Vor Gebrauch jede Partie mittels GC/MS auf Fehlen eines Signals fiir Ionen m/e 62, 74 und
89 priifen.

b) Dichloromethan

Hinweis: Vor Gebrauch jede Partie mittels GC/MS nach 200maligem Einengen auf Fehlen eines
Signals fur Ionen m/e 62, 74 und 89 priifen.

c) Ethanol — wasserfrei

() Fir bestimmte, besonders alkoholreiche Weine empfiehlt es sich mitunter, eine Kapillarsiule mit einer Linge von 50
m zu verwenden.

() Fur bestimmte, besonders alkoholreiche Weine empfiehlt es sich mitunter, eine Temperatursteuerung von 2 °C pro
Minute zu verwenden.
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d) Ethylcarbamat (EC); Standardlosungen

1. Stammldsung — 1,00 mg/ml. 100 mg EC (=99 % Reinheit) in ein volumetrisches 100-ml-Flisch-
chen einwiegen und mit Aceton verdiinnen

2. Standard-Arbeitslosung — 10,0 pg/ml. Von der EC-Stammlésung 1 ml in ein 100-ml-Flischchen
iberfihren und bis zum Eichstrich mit Aceton verdiinnen.

J
~

Propylcarbamat (PC), Standardlésungen

1. Stammlésung — 1,00 mg/ml. 100 mg PC (Reagenzqualitit) in ein volumetrisches 100-ml-Flasch-
chen einwiegen und mit Aceton bis zum Eichstrich verdiinnen.

2. Standard-Arbeitslosung — 10,0 pug/ml. 1 ml der PC-Stamml6sung in ein volumetrisches 100-ml-
Flaschchen tberfiihren und mit Aceton bis zum Eichstrich verdiinnen.

3. Innere PC-Standardlésung — 400 ng/ml. 4 ml der PC-Standard-Arbeitslésung in ein volumetrisches
100-ml-Flaschchen tberfihren und mit Wasser bis zum Eichstrich verdiinnen.

f) Geeichte EC-PC-Standardlosungen
Die EC- und PC-Standard-Arbeitslosungen d) 2 und e) 2 mit Dichlormethan wie folgt verdiinnen:
1. (100 ng EC und 400 ng PC)/ml,
2. (200 ng EC und 400 ng PC)/ml,
3. (400 ng EC und 400 ng PC)/ml,
4. (800 ng EC und 400 ng PC)/ml,
5. (1600 ng EC und 400 ng PC)/ml
g) Testprobe — 100 ng EC/ml in 40 % Ethanol.

1 ml der EC-Standard-Arbeitslésungen d) 2 in ein volumetrisches 100-ml-Flischchen tberfiihren mit
40 % Ethanol bis zum Eichstrich verdiinnen.

h

=

Feststoffextraktionssdule — Einwegmaterial, mit Kieselgur vorgepackt, Fassungsvermdégen 50 ml
Hinweis: Vor der Analyse jede Partie EC/PC-Extraktionssiulen auf Fehlen eines Signals fur Ionen m/e
62, 74 und 89 priifen. Von der Testprobe (g) 100 ng EC/ml vorbereiten. 5,00 ml der Testprobe wie
unter D a), E und F beschrieben analysieren. Eine Wiederfindung von 90—110 ng EC/ml ist zufrieden-
stellend. Absorptionsmittel mit unregelmifiigem Teilchendurchmesser konnen sehr langsame Flief3ge-
schwindigkeiten zur Folge haben, die die EC- und PC-Wiederfindung beeintrichtigen. Wenn nach
mehreren Versuchen 90—110 % des Wertes der Testprobe nicht erreicht wird, ist zur EC-Bestimmung
die Saule zu wechseln oder eine Eichkurve mit korrigierter Wiederfindung zu verwenden. Zur Erstel-
lung der korrigierten Eichkurve sind Standardlésungen, wie unter f) beschrieben, mit 40 % Ethanol
anstatt Dichlormethan anzusetzen.
Von der Standard-Eichlosung wird 1 ml wie unter D, E und F beschrieben analysiert.
Unter Verwendung des EC/PC-Verhiltnisses der ausgezogenen Standards wird eine neue Eichkurve
erstellt.
D. Vorbereitung der Testprobe

Von dem Testmaterial werden folgende Mengen in zwei gesonderte 100-ml-Bechergliser tbergefiihrt:

a) Wein mit mehr als 14 % vol. Alkohol: 500 £ 0,01 ml

b) Wein mit hochstens 14 % vol. Alkohol: 20,00 = 0,01 ml.

Jedes Becherglas wird mit 1 ml innerer PC-Standardlésung C(e) (3) und soviel Wasser beschickt, dafl ein

Gesamtvolumen von 40 ml (bzw. 40 g) erreicht wird.
E. Auszug

Auszug unter Extraktionslifter mit geeigneter Entliftungsleistung durchfihren.

Die Extraktionssdule wird mit der gemafl D angesetzten Probe beschickt.

Das Becherglas wird mit 10 ml Wasser gespiilt und das Spulwasser der Siule aufgegeben.
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Die Fliissigkeit vier Minuten lang in die Siule einsickern lassen. Mit 2 x 80 ml Dichlormethan eluieren.
Eluat in einem konischen 300-ml-Flaschchen auffangen.

Eluat bis auf 2 bis 3 ml mit Hilfe eines Umlaufverdampfers auf dem Wasserbad (30 °C) eindampfen
(Hinweis: nicht bis zur Trockene eindampfen).

Den eingeengten Riickstand mittels Pasteur-Pipette in ein 4-ml-Réhrchen mit Meflteilung tberfithren.

Das Flaschchen mit 1 ml Dichlormethan spiilen, Spilflissigkeit in das Réhrchen tberfiihren. Die Probe
wird unter schwachem Stickstoffstrom bis auf 1 ml eingeengt.

Das Konzentrat eventuell in ein Flischchen des Probengebers zwecks GC/MS-Analyse tiberfiihren.

. GC/MS-Analyse

a) Eichkurve

Von jeder Standard-Eichlésung C f) wird jeweils 1 ul in den GC/MS eingespritzt. Zur graphischen
Bestimmungen wird das EC-PC-Flachenverhiltnisses als Massensignal auf das Ion m/e 62 auf der
Ordinate und die EC-Menge in ng/ml (also 100, 200, 400, 800, 1 600 ng/ml) auf der Abszisse
abgetragen.

b) Quantitative EC-Bestimmung

Von dem E-Konzentrat wird 1 pl in das GC/MS-System eingespritzt und das EC/PC-Flachenverhiltnis
fir das Ion m/e 62 berechnet. Die EC-Konzentration (ng/ml) im Extrakt wird anhand der Eichkurve
des inneren Standards bestimmt. Die EC-Konzentration in der Testprobe (ng/ml) errechnet sich durch
Division der EC-Menge (ng) im Extrakt durch das Volumen der Testprobe (ml).

(g)
~

Priifung der EC-Reinheit

Priifen, ob die Massensignale fiir die Ionen m/e 62, 74 und 89 zum Zeitpunkt der EC-Retention
auftreten. Diese Signale sind jeweils typisch fiir die wichtigsten Fragmente M — C,H)* und M —
CH,)* und fiir das Molekiilion (M). Das Vorhandensein von EC wird bestitigt, wenn die Verhiltnisse
dieser Tonen nicht grofler ist als 20 % der Verhaltnisse fur den EC-Standard. Der Extrakt muf8 mitunter
wieder eingeengt werden, um fiir das Ion m/e 89 ein ausreichendes Massensignal zu erzielen.

. Ringversuch

Die Tabelle 1 zeigt die Einzelergebnisse fiir die Schlepp-Probe fiir die beiden Weinarten.

Die Anwendung des Cochran-Tests hat zur Eliminierung eines einzigen Ergebnispaares gefiihrt, sowohl
fiir Wein mit einem, Alkoholgehalt von tiber 14 % vol, als auch fiir Wein mit einem Alkoholgehalt von
hochstens 14 % vol, die jeweils aus einem anderen Labor stammen.

Mit zunehmender Ethylcarbamatkonzentration nimmt die relative Vergleichbarkeit (RSD;) tendenziell ab.

Leistung des Verfahrens zur GC/MS-Bestimmung von Ethylcarbamat EC in alkoholischen

Getrinken
Vorgefun- \Xide‘r]f;:
Probe dener EC- zu, esitztem S S RSD, RSD,
Durchschnitt & EC ' A (%) (%)
(ng/ml) (%)
Wein mit tiber 14 % vol 40 1,59 4,77 4,01 12,02
80 89 3,32 7,00 4,14 8,74
162 90 8,20 11,11 5,05 6,84
Wein mit weniger als 11 0,43 2,03 3,94 18,47
14 % vol 25 93 1,67 2,67 6,73 10,73
48 93 1,97 425 4,10 8,86“




