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KOMISJONI MAARUS (EU) nr 761/1999,
12. aprill 1999,

millega muudetakse midrust (EMU) nr 2676/90, millega niihakse ette iithenduse veinianaliiiisi
meetodid

EUROOPA UHENDUSTE KOMISJON,
vottes arvesse Euroopa Uhenduse asutamislepingut,

vottes arvesse ndukogu 16. martsi 1987. aasta méddrust (EMU)
nr 822/87 veinituru {ihise korralduse kohta, (') viimati
muudetud méddrusega (EU) nr 1627/98, (%) eriti selle artiklit 74,

ning arvestades, et:

komisjoni madruse (EMU) nr 2676/90 () (viimati muudetud
madrusega (EU) nr 822/97 () lisas kirjeldatakse analiiiisimeeto-
deid; 20. peatiikis kirjeldatud D-6unhappe analiiiisimeetod on
osutunud ebatdpseks ning on vilja todtatud uus ja tdpsem
meetod; tsiianiidi derivaatide analiiiisimiseks on vilja tootatud
uus meetod, mis on tundlikum ja mida on lihtsam kohaldada;
rahvusvahelisel tasandil on vilja to6tatud uus meetod etiriilkar-
bamaadi mdairamiseks veinis; konealused kolm meetodit on
kinnitatud vastavalt rahvusvaheliselt tunnustatud kriteeriumi-
dele; nende meetodite abil on voimalik tagada veini kvaliteedi
ja ehtsuse tdhusam kontroll ning viltida vaidlusi, mis on
tingitud aegunud ja mitte eriti usaldusvddrsete analiiiisimeeto-
dite kohaldamisest; uute meetodite kirjeldused on heaks kiitnud
Rahvusvaheline Veiniamet; need meetodid tuleks inkorporee-
rida kdnealusesse maarusesse;

kdesoleva mairusega ettendhtud meetmed on kooskdlas veini-
turu korralduskomitee arvamusega,

ON VASTU VOTNUD KAESOLEVA MAARUSE:

Attikkel 1

Miiruse (EMU) nr 2676/90 lisa muudetakse jirgmiselt:

1. 20. peatiikkk (D-6unhape) asendatakse kdesoleva mairuse I
lisaga;

2. 38. peatiikk (Tstianiidi derivaadid) asendatakse kiesoleva
mddruse II lisaga;

3. kidesoleva mairuse III lisa lisatakse 44. peatiikina.

Artikkel 2

Kéesolev maarus joustub seitsmendal paeval pirast selle avalda-
mist Euroopa Uhenduste Teatajas.

Kéesolev madrus on tervikuna siduv ja vahetult kohaldatav koikides liikmesriikides.

Briissel, 12. aprill 1999

1

() EUT L 84, 27.3.1987, Ik 1.
() EUT L 210, 28.7.1998, Ik 10.
() EUTL 272, 3.10.1990, Ik 1.
() EUTL 117, 7.5.1997, Ik 10.

Komisjoni nimel
komisjoni liige
Franz FISCHLER
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3.1.

I LISA

“20. D-OUNHAPE
(ensiimaatiline meetod)

POHIMOTE

D-malaadi dehiidrogenaasi (D-MDH) manulusel oksiideeritakse D-6unhape (D-malaat) nikotiinamiidadeniindinukleo-
tiidi (NAD) toimel oksaloatsetaadiks. Moodustunud oksaloatsetaat lagundatakse piiruvaadiks ja siisinikdioksiidiks.

D-malaat + NAD" =2 pijruvaat + CO,+ NADH + H'

Tekkinud NADH kogus on vordeline D-dunhappe algkogusega ning seda mairatakse neelduvuse jirgi 334, 340 voi
365 nm juures.

REAKTIIVID

Reaktiivide komplekt umbes 30 miiramiseks:

a) pudel 1: ligikaudu 30 ml lahust, mis sisaldab Hepes-puhvrit [N-(2-hiidroksiietiiiil)piperasiin-N-2-etaansulfoon-
hape], pH 9,0 ja stabilisaatorid;

b) pudel 2: ligikaudu 210 mg NAD-liiofilisaati;

¢) pudel 3 (kolm pudelit): D-MDH-liiofilisaat, ligikaudu 8 tihikut igas pudelis.

Lahuste valmistamine

1. Pudelis 1 olevat lahust ei lahjendata. Enne kasutamist reguleeritakse lahuse temperatuur 20-25 °C-le.

2. Pudeli 2 sisu lahjendatakse 4 ml bidestilleeritud veega.

3. Uhe pudeli 3 sisu lahjendatakse 0,6 ml bidestilleeritud veega. Enne kasutamist reguleeritakse lahuse temperatuur

20-25 °C-le.

Lahuste piisivus

Pudeli 1 sisu piisib stabiilsena +4 °C juures iihe aasta; lahus 2 piisib stabiilsena +4 °C juures kolm nadalat ja —20 °C
juures kaks kuud; lahus 3 piisib stabiilsena +4 °C juures viis pdeva.

SEADMED

Spektofotomeeter, mis voimaldab teha mootmisi lainepikusel 340 nm (sellel lainepikkusel on NADH neeldumine
maksimaalne). Kui konealust spektrofotomeetrit ei ole, voib kasutada mdnda muud mittepideva spektriga valgusal-
likat omavat spektrofotomeetrit, mis voimaldab teha modtmisi 334 vdi 365 nm juures. Kuna tehakse absoluutse
neelduvusega modtmisi (s.0 mitte kaliibrimislahustega, vaid vdrdluseks kasutatakse NADH ekstinktsioonitegurit),
tuleb kontrollida seadme lainepikkuse skaalasid ja spektraalset neelduvust.

3.2. Klaaskiivetid, mille optilise tee pikkus on 1 cm (voib kasutada ithekordseks kasutamiseks ettendhtud kiivette).

3.3. Mikropipetid, mis véimaldavad mddta 0,01-2 ml.
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PROOVI ETTEVALMISTAMINE

D-dunhappe analiiiis tehakse harilikult otse veiniga, ilma eelneva vérvitustamiseta.

D-dunhappe kogus kiivetis peaks olema 2-50 pg. Veini tuleb seega lahjendada nii, et D-dunhappe kontsentratsioon
oleks vastavalt 0,02-0,5 g/l voi 0,02-0,3 g/l (olenevalt kasutatavast seadmest).

Lahjenduste tabel:

D-malaadi hinnanguline kogus liitri kohta
Moddetud lainepikkusel: Lahjendamine veega Lahjendusaste
340 voi 334 nm 365 nm
<03¢g <05¢g — 1
0,3-30 g 0,5-50 g 1+9 10

TOO KAIK

Spektofotomeetriga, mis on reguleeritud lainepikkusele 340 nm, médratakse 1 cm kiivettide abil neelduvus, kasu-
tades nullneelduvuse madramiseks kas Shku (optilisele teele ei panda kiivetti) voi vett.

Pipetitakse kiivettidesse:

Vordluskiivett Proovikiivett
Lahus 1 1,00 ml 1,00 ml
Lahus 2 0,10 ml 0,10 ml
Bidestilleeritud vesi 1,80 ml 1,70 ml
Uuritav proov — 0,10 ml

Segatakse ja ligikaudu kuue minuti moéodudes moddetakse vordlus- ja katselahuste neelduvus (A)).

Lisatakse:

Vordluskiivett Proovikiivett

Lahus 3 0,05 ml 0,05 ml

Segatakse; oodatakse, kuni reaktsioon lakkab (ligikaudu 20 minutit) ja mdddetakse vordlus- ja katselahuste neel-
duvus (A,).

Arvutatakse vordluslahuste (AA;) ja proovilahuste (AA;) neelduvuste erinevus (A, - A,). Ldpuks arvutatakse nende
erinevuste vahe: AA = AA; - AA,.

Markus: Enstimaatiliste protsesside lakkamiseks vajalik aeg voib eri partiide puhul olla erinev. Eespool nimetatud
aeg on antud iiksnes juhindumiseks ja see soovitatakse médrata eraldi iga partii puhul.

D-dunhape reageerib kiiresti. Enstiim muundab ka L-viinhapet, kuigi tunduvalt aeglasemalt. See seletab norka
korvalreaktsiooni, mida saab korrigeerida ekstrapoleerimise teel (vt A liidet).
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6. TULEMUSTE VALJENDAMINE

Milligrammides liitri kohta viljendatava kontsentratsiooni arvutamise tildvalem on jargmine:

C =Y XM 0
exdxvy
kus:
V= katselahuse kogus milliliitrites (2,95 ml)
v = proovi kogus milliliitrites (0,1 ml)

PM = miiratava aine molekulmass (D-dunhappe puhul PM = 134,09)
d = kiiveti optilise tee pikkus sentimeetrites (1 cm)
¢ = NADH neeldumistegur:

340 nm juures € 6,3 (1 mmol! cm)

365 nm juures € 3,4 (1 mmol! cm)

334 nm juures € 6,18 (1 mmol!' cm).

Kui proovi on ettevalmistamise kdigus lahjendatud, korrutatakse tulemus lahjendusastmega.

D-dunhappe kontsentratsioon viljendatakse milligrammides liitri kohta (mg/l) ilma kiimnendkohtadeta.

7. TAPSUS

Meetodi tipsuse kohta tehtud laboritevahelise katse andmed on kokku vdetud B liites. Laboritevahelisest katsest tule-
tatud nditajaid tohib kohaldada tiksnes B liites esitatud analiiiidi kontsentratsioonide ja pdhiainete suhtes.

7.1. Korratavus

Sama analiiiisija poolt identse materjali ja samade seadmetega tehtud kahe teineteisele voimalikult lithikese interval-
liga jirgneva katse iiksiktulemuste absoluutne erinevus ei iileta korratavuse nitajat r rohkem kui 5 % juhtudest.

r= 11 mg/l

7.2. Reprodutseeritavus

Kahes eri laboris identse materjaliga tehtud kahe katse iiksiktulemuste absoluutne erinevus ei iileta reprodutseerita-
vuse nditajat R rohkem kui 5 % juhtudest.

R = 20 mg/l
8. MARKUSED

Kdesoleva meetodi tipsusastet silmas pidades tuleks D-6unhappe niitajaid, mis osutuvad viiksemaks kui 50 mg/l,
kinnitada vajaduse korral muu analiiiisimeetodiga, kasutades muud modtmispdhimotet, niiteks Przyborski et al.
(Mitteilungen Klosterneuburg 43, 1993; 215-218. 1993).

Veiniproovi ei tohiks kiivetis olla rohkem kui 0,1 ml, et viltida poliifenoolidest pohjustatud voimalikku ensiimaati-
lise aktiivsuse inhibitsiooni.
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A liide

Korvalreaktsioonide arvestamine

Korvalreaktsioone pohjustavad harilikult enstiimi sekundaarreaktsioonid, muud ensiitimid proovi pdhiaines voi ithe voi
mitme pohiaine elemendi ja kaasmdjuri vastastikune moju ensiimaatilises reaktsioonis.

Neelduvus

pdhi ja kérvalreaktsioon

\
1
1]
X AAJAt = konstant
X
t
]
1

pohireaktsioon

STONTTTTTT

korvalreaktsioon

Ai 1.

" e Aeg
TO (viimase enstitimi lisamine)

Joonis 1. Kérvalreaktsioon

Tavapdrase reaktsiooni puhul saavutab neeldumine piisiva véartuse pdrast teatavat aega, tildjuhul 10-20 minuti mo6du-
misel, olenevalt konkreetse ensiimaatilise reaktsiooni kiirusest. Kuid sekundaarreaktsiooni ilmnemise korral ei saavuta
neeldumine piisivat vddrtust, vaid suureneb iihtlaselt aja moodudes. Sellist protsessi nimetatakse tavapéraselt kdrvalreakt-
siooniks.

Korvalreaktsiooni ilmnemise korral tuleks lahuse neelduvust moota korrapéraselt (iga 2—5 minuti jdrel), kui standardla-
huse neelduvuse 16pliku vaartuse saavutamiseks vajalik aeg on mo6dunud. Kui neelduvus iihtlaselt suureneb, tuleks teha
viis voi kuus mootmist ning ekstrapoleerida tagasi graafiku voi arvutuse abil, et maarata neelduvus, mis oleks regist-
reeritud viimase enstiimi lisamisel (T0). Substraadi kontsentratsioon arvutatakse sel ajal ekstrapoleeritud neelduvuse
erinevuse pohjal (Af-Ai).
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B liide
Laboritevahelise katse statistilised tulemused
Laboritevahelise katse tegemise aasta: 1995

Laborite arv: 8

Proovide arv: 5 D-6unhappe lisamisega

Proov A B C D E
Laborite arv pérast nende laborite elimineerimist, kus saadi 7 8 7 8 7
korvalekalduvaid tulemusi
Nende laborite arv, kus saadi korvalekalduvaid tulemusi 1 - 1 - 1
Tunnustatud tulemuste arv 35 41 35 41 36
Keskmine vadrtus (x)(mg/]) 161,7 65,9 33,1 106,9 111,0
Korratavuse standardhilve (s) (mg/l) 4,53 4,24 1,93 4,36 4,47
Korratavuse suhteline standardhilve (RSD,) (%) 2,8 6,4 58 41 4,00
Korratavuse piirnorm (r) (mg/l) 12,7 11,9 5,4 12,2 12,5
Reprodutseeritavuse standardhalve (s,) (mg/l) 9,26 7,24 5,89 6,36 6,08
Reprodutseeritavuse suhteline standardhilve (RSDy) (%) 5,7 11 17,8 5,9 5,5
Reprodutseeritavuse piirnorm (R) (mg]/l) 25,9 20,3 16,5 17,8 17,0

Proovide tiiiibid:

A: punane vein; B: punane vein; C: valge vein; D: valge vein; E: valge vein;”
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I LISA

“38. TSUANIIDI DERIVAADID

(Ettevaatust: klooramiin T, piiridiini, kaaliumtsiianiidi, soolhappe ja fosforhappe puhul tuleb jirgida kemikaalide kaitle-
mise ohutusndudeid. Kasutatud tooted tuleb likvideerida nduetekohaselt, vastavalt kehtivatele keskkonnaalastele eeskirja-
dele. Ettevaatust hapestatud veini destilleerimisel vabaneva vesiniktsiianiidhappega.)

1.

2.1

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

4.1.

4.2.

POHIMOTE

Kogu veinis sisalduv vaba vesiniktsiianiidhape vabastatakse happelise hiidroliiiisiga ja eraldatakse destilleerimisel.
Pirast reageerimist klooramiin-T ja piiridiiniga méiratakse moodustunud glitkoondialdehiitid kindlaks kolori-
meetria abil sinaka virvuse pohjal, mis tekib reaktsioonil 1,3-dimetiiiilbarbituurhapega.

SEADMED

Destilleerimisaparaat

Kasutatakse destilleerimisaparaati, mida on kirjeldatud veini alkoholisisalduse méiramise juures

Standardse lihvithendusega 500 ml timarkolb
Termostateeritud veevann 20 °C juures
Spektofotomeeter, mille abil saab mdota neelduvust lainepikkusel 590 nm

Klaaskiivetid voi iihekordseks kasutuseks ettendhtud kiivetid optilise tee pikkusega 20 mm

REAKTIIVID
Fosforhappe (H,PO,) 25 (massi/mahu)protsendi lahus
Klooramiin-T (C,H,CINNa O,S, 3H,0) 3 (massi/mahu)protsendi lahus

1,3-dimetiiiilbarbituurhappe lahus: 3,658 g 1,3-dimetiiiilbarbituurhapet (C;HN,O,) lahustatakse 15 ml piiri-
diinis ja 3 ml soolhappes (p,, = 1,19 g/ml) ning lisatakse 50 ml destilleeritud vett

Kaaliumtsiianiid (KCN)
Kaaliumjodiidi (KI) 10 (massi/mahu)protsendi lahus

0,1 M hobenitraadi lahus (AgNO,)

TOO KAIK
Destilleerimine

25 ml veini, 50 ml destilleeritud vett, 1 ml fosforhapet (3.1) ja moéned klaashelmed pannakse 500 ml kolbi
(2.2). Kolb asetatakse kohe destilleerimisaparaadile. Koonusekujulise toru abil viiakse destillaat 50 ml madtekolbi,
milles on 10 ml vett. Mddtekolb asetatakse jadvette. Mddtekolbi kogutakse 30-35 ml destillaati (v6i kokku
umbes 45 ml vedelikku).

Kondensaatori koonusekujuline toru loputatakse mone milliliitri destilleeritud veega, viiakse destillaat temperatuu-
rini 20 °C ja tdiendatakse destilleeritud veega kuni mérgini.

Mootmine

25 ml destillaati pannakse iimara klaaskorgiga 50 ml Erlenmeyeri kolbi, lisatakse 1 ml klooramiin-T lahust (3.2)
ja suletakse korgiga. Tapselt 60 sckundi moodudes lisatakse 3 ml 1,3-dimetiitilbarbituurhappe lahust (3.3), sule-
takse korgiga ja jdetakse 10 minutiks seisma. Seejirel mdddetakse neelduvus kontrollproovi suhtes (25 ml destil-
leeritud vett 25 ml destillaadi asemel) lainepikkusel 590 nm kiivettides optilise tee pikkusega 20 mm.
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5.2.

5.2.1.

5.2.2.

6.1.

KALIIBRIMISKOVERA KINDLAKSMAARAMINE
Kaaliumtsiianiidi argentomeetriline tiitrimine

300 ml mootekolbi kaalutakse tdpselt umbes 0,2 g KCN (3.4) ja lahustatakse 100 ml destilleeritud vees. Lisa-
takse 0,2 ml kaaliumjodiidi lahust (3.5) ja tiitritakse 0,1 M hdbenitraadi lahusega kuni piisiva kollaka varvuse
saavutamiseni.

Vottes aluseks, et 1 ml 0,1 M hobenitraadi lahust vastab 13, 2 mg KCN-le, arvutatakse KCN proovi kontsentrat-
sioon.

Standardkover

Standardlahuste valmistamine

Parast KCN kontsentratsiooni kindlakstegemist vastavalt punktile 5.1 valmistatakse standardlahus, mis sisaldab
30 mgl vesiniktsiianiidhapet (30 mg HCN 72,3 mg KCN). Lahjendatakse lahus suhtes 1/10.

1,0 ml, 2,0 ml, 3,0 ml, 4,0 mlja 50 ml lahjendatud proovilahust kantakse 100 ml modtekolbidesse ja tdien-
datakse destilleeritud veega kuni margini. Valmistatud lahused sisaldavad vastavalt 30 pg, 60 pg, 90 pg, 120 pg ja
150 pg vesiniktsiianiidhapet liitri kohta.

Tiitrimine

Saadud lahustest vdetakse 25 ml proovid ja jitkatakse vastavalt eespool esitatud punktidele 4.1 ja 4.2.

Standardlahuste neelduvuse néitajad vesiniktstianiidhappe sisalduse funktsioonina peaksid moodustama nullpunkti
labiva sirgjoone.

TULEMUSTE VALJENDAMINE

Vesiniktstianiidhappe sisaldus viljendatakse mikrogrammides liitri kohta (ug/l) ilma kiimnendkohtadeta.
Arvutusmeetod

Vesiniktsiianiidhappe sisaldus loetakse kaliibrimisk&veralt. Kui proovi on lahjendatud, korrutatakse tulemus
lahjendusastmega.

Korratavus (r) ja reprodutseeritavus (R)
Valge vein: = r = 3,1 pg/l voi ligikaudu 6 % - x,
R = 12 pg/l voi ligikaudu 25 % - x

Punane vein: = r = 6,4 pg/l voi ligikaudu 8 % - x;
R = 23 pg/l vai ligikaudu 29 % - x,

x. = HCN keskmine kontsentratsioon veinis

X; = 48,4 g/l valge veini puhul

>
1l

80,5 pg/l punase veini puhul.”
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IIT LISA
44,
ETUULKARBAMAADI MAARAMINE VEINIS: GAASIKROMATOGRAAFIAL/MASSISPEKTROMEETRIAL POHINEV
VALIKMEETOD

(etiitilkarbamaadi mddramiseks kontsentratsioonil 10-200 pg/l)

(Ettevaatust: etanooli, atsetooni ja kantserogeensete toodete (karbamaadi ja diklorometaani) puhul tuleb jirgida kemikaa-
lide kiitlemise ohutusndudeid. Kasutatud lahused tuleb likvideerida nduetekohaselt, vastavalt kehtivatele keskkonnaalas-
tele eeskirjadele.)

A. Pohimote

Proovile lisatakse sisestandardina propiiiilkarbamaati, lahus lahjendatakse veega ja asctatakse 50 ml tahkefaasilisse
ekstraktsioonikolonni. Etiitilkarbamaat ja propiiiilkarbamaat elueeritakse diklorometaani abil.

Eluaat kontsentreeritakse vaakumpdordaurustis. Kontsentraati analiitisitakse gaasikromatograafia abil. Madramine
toimub massispektromeetria abil, kasutades fragmentomeetriat SIM-meetodil (selected ion monitoring, ioonide valikkon-
troll).

B. Seadmed ja kromatograafilised tingimused (niide)

a) Gaasikromatograaf/massispektromeeter (GC/MS) ning vajaduse korral proovifilter ja andmet66tlussiisteem voi selle
ekvivalent

Sulatatud rénidioksiidist kapillaarkolonn 30 m (*) x 0,25 mm (sisediameeter), Carbowax 20M kile paksusega
0,25 pm

Too kaik: injektor 180 °C, vektorgaas heelium 1 ml/min temperatuuril 25 °C, sisseviimine jaotatud/jaotamata
vooluga meetodil

Temperatuurireziim: 40 °C 0,75 minutit, seejdrel 10 °C/min kuni temperatuurini 60 °C, seejirel 3 °C/min kuni
temperatuurini 150 °C (**), tdstetakse temperatuurini 220 °C ja hoitakse sellel 4,25 minutit. Etiitilkarbamaadi
eripeetumisaeg on 23-27 minutit, propiiiilkarbamaadil 27-31 minutit.

Gaasikromatograafi/spektromeetri (GC/MS) liides: tilekandetoru temperatuuril 220 °C. Massispektromeetri para-
meetrid kdsitsi reguleeritud perfluorotributiiilamiiniga ja optimeeritud madalale massitundlikkusele, SIM-
modtemeetod, lahustumisaeg ja kogumise algusaeg 22 minutit, viivitusaeg iooni kohta 100 ms.

b) Vaakumpéordaurusti véi Kuderna Danish tiiiipi kontsentratsioonisiisteem.
(NB: uuritava proovi etiiiilkarbamaadi saagise maar C(g) peab protsessi viltel olema 90-110 %.)
¢) Kolb - 300 ml, pirnikujuline, tihe lihvitud kaelaga

d) Kontsentreerimistoru - 4 ml, gradueeritud, tefloniga kaetud muhvi ja korgiga
C. Reaktiivid

a) Atsetoon - LC-kvaliteet

(NB: enne kasutamist GC/MS-is kontrollitakse iga partiid, et selles ei oleks erilaenguga (m/z) 62, 74 ja 89 ioonide
signaale.)

b) Diklorometaan

(NB: enne kasutamist GC/MS-is analiiiisitakse pdrast 200kordset kontsentreerimist iga partiid, et selles ei oleks
erilaenguga (m/z) 62, 74 ja 89 ioonide signaale.)

¢) Etanool - veevaba

(*) Teatavate eriti tdidlaste veinide puhul voib olla soovitav kasutada 50 ml kapillaarkolonni.
(**) Teatavate eriti tdidlaste veinide puhul v3ib olla soovitav tdsta temperatuuri 2 °C/min.
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d) Etiitilkarbamaadi (EK) standardlahused

1. Pohilahus - 1,00 mg/ml. 100 mg EK (puhtus > 99 %) kaalutakse 100 ml mddtekolbi ja lahjendatakse atse-
tooniga.

2. Toostandardlahus - 10,0 pg/ml. 1 ml EK pohilahust kantakse 100 ml modtekolbi ja lahjendatakse atsetoo-
niga kuni mérgini.

e) Propiitilkarbamaadi (PK) standardlahused

1. Pohilahus - 1,00 mg/ml. 100 mg PK (analiiiisipuhas) kaalutakse 100 ml madtekolbi ja lahjendatakse atse-
tooniga kuni margini.

2. Toostandardlahus — 10,0 pg/ml. 1 ml PK pohilahust kantakse 100 ml modtekolbi ja lahjendatakse atsetoo-
niga kuni mérgini.

3. PK sisestandardlahus - 400 ng/ml. 4 ml PK to6standardlahust kantakse 100 ml mootekolbi ja lahjendatakse
veega kuni mérgini.

f) Kaliibritud EK ja PK standardlahused

EK toostandardlahus (d.2) ja PK toostandardlahus (e.2) lahjendatakse diklorometaaniga jargmiselt:
1. (100 ng EK ja 400 ng PK)/ml;

2. (200 ng EK ja 400 ng PK)/ml;

3. (400 ng EK ja 400 ng PK)/ml;

4. (800 ng EK ja 400 ng PK)/ml;

5. (1 600 ng EK ja 400 ng PK)/ml.

Uuritav proov - 100 ng EK/ml 40 % etanoolis

@

1 ml EK t66standardlahust (d.2) kantakse 100 ml mo6tekolbi ja lahjendatakse 40 % etanooliga kuni mérgini.

=

Tahkefaasiline ekstraktsioonikolonn - iihekordselt kasutatavast materjalist, eelnevalt kobediatomiidiga pakitud,
maht 50 ml

NB: Enne analiiiisi kontrollitakse iga ekstraktsioonikolonnide partii puhul EK ja PK saagist ning seda, et partiis ei
oleks erilaenguga (m/z) 62, 74 ja 89 ioonide signaale. Valmistatakse uuritav proov (g) 100 ng EK/ml. 5,00 ml
uuritavat proovi analiiiisitakse vastavalt punkti D alapunktile a ning punktidele E ja F. Saagis 90-110 ng EK/ml on
rahuldav. Ebakorrapirase osakeste labimddduga absorbendid vdivad pohjustada aeglast voolu, mis mdojutab EK ja
PK saagist. Kui pdrast mitut katset ei saada 90-110 % uuritava proovi véirtusest, vahetatakse EK kvantifitseerimi-
seks kolonni voi kasutatakse korrigeeritud kaliibrimiskoverat. Korrigeeritud kaliibrimiskovera saamiseks valmista-
takse standardlahused vastavalt punktile f, kasutades diklorometaani asemel 40 % etanooli.

1 ml kaliibritud standardlahust analiiiisitakse vastavalt punktidele D, E ja F.

Koostatakse uus kaliibrimiskdver, kasutades ekstraheeritud standardite EK/PK suhet.

D. Uuritava proovi ettevalmistamine

Kahte 100 ml keeduklaasi pannakse jargmised katsematerjali kogused:
a) veinid alkoholisisaldusega iile 14 mahuprotsendi: 5,00 + 0,01 ml;

b) veinid alkoholisisaldusega kuni 14 mahuprotsenti: 20,00 + 0,01 ml.

Kummassegi keeduklaasi lisatakse 1 ml PK sisestandardlahust (C.e.3) ja vett mahuni 40 ml (vdi 40 g).

E. Ekstraheerimine
Ekstraheerida tuleks nduetekohase ventilatsiooniga tdmbekapis.
Punkti D kohaselt valmistatud proov kantakse ekstraktsioonikolonni.

Keeduklaas loputatakse 10 ml veega ja loputusvesi kallatakse kolonni.
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Vedelik jaetakse neljaks minutiks absorbeeruma. Elueeritakse 2 x 80 ml diklorometaaniga. Eluaat kogutakse 300 ml
Erlenmeyeri kolbi.

Eluaat aurustatakse 2-3 ml-ni veevanni kohal vaakumpdérdaurustis temperatuuril 30 °C. (NB: mitte lasta kuivaks
keeda.)

Kontsentreeritud jaik kantakse Pasteur pipetiga 4 ml biiretti.

Kolb loputatakse 1 ml diklorometaaniga ja loputusvedelik kantakse biiretti. Proov kontsentreeritakse norga limmasti-
kujoaga 1 ml-ni.

Vajaduse korral kantakse kontsentraat GC/MS-analiiiisi jaoks automaatproovivitja kolbi.

. GC/MS-analiiiis

a) Kaliibrimiskdver

1 pl iga kalibreeritud standardlahust (C.f) siistitakse GC/MSi. Graafiku koostamiseks kantakse vertikaalteljele EK ja
PK pindalade suhe erilaenguga (m/z) 62 ioonide signaalide puhul ning horisontaalteljele EK kogus ng/ml (100,
200, 400, 800, 1 600 ng/ml).

b) EK kvantifikatsioon

1 pl punkti E kohaselt valmistatud kontsentreeritud ekstrakti siistitakse GC/MS-siisteemi ja arvutatakse EK-PK
pindalade suhe erilaenguga (m/z) 62 ioonide puhul. Méiratakse EK kontsentratsioon (ng/ml) ekstraktis, kasutades
sisestandardi kaliibrimiskoverat. Arvutatakse EK kontsentratsioon uuritavas proovis (ng/ml), jagades ekstraktis
sisalduva EK koguse (ng) uuritava proovi ruumalaga (ml).

¢) EK puhtuse kinnitamine

Madratakse kindlaks, kas EK retentsiooni ajal ilmnevad erilaenguga (m/z) 62, 74 ja 89 ioonide signaalid. Kdne-
alused signaalid on peamiste fragmentide (M - C,H,)* ja (M - CH,)* ning molekulaariooni (M)* omadused. EK
olemasolu on kinnitatud, kui kdnealuste ioonide sisaldus on kuni 20 % etiiiilkarbamaadi standardi vastavast sisal-
dusest. Piisava signaali saamiseks erilaenguga (m/z) 89 ioonide puhul voib olla vaja ekstrakti veelgi kontsentree-
rida.

. Ringtest

Tabelis on esitatud niidisproovi ja molema veinitiitibi puhul saadud tiksiktulemused.

Cochrani katse tulemusel korvaldati tiks tulemustepaar nii iile 14 mahuprotsendi alkoholisisaldusega veini puhul kui
ka kuni 14 mahuprotsendi alkoholisisaldusega veini puhul, kusjuures need tulemused parinesid kahest eri laborist.

Etitiilkarbamaadi kontsentratsiooni suurenedes suhteline reprodutseeritavus (RSDy) viheneb.

Alkohoolsete jookide etiiiilkarbamaadi (EK) sisalduse midramiseks kasutatava GC/MS-meetodi tulemuslikkus

Keskmine
Proov leitud EK Lisatud EK St SR RSDr RSDR
sisaldus (ng/ saagis (%) (%) (%)
ml)
Veinid {ile 14 mahu- 40 1,59 4,77 4,01 12,02
protsendi
80 89 3,32 7,00 4,14 8,74
162 90 8,20 11,11 5,05 6,84
Veinid kuni 14 mahu- 11 0,43 2,03 3,94 18,87
protsenti
25 93 1,67 2,67 6,73 10,73
48 93 1,97 4,25 4,10 8,86




