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A BIZOTTSAG 761/1999/EK RENDELETE
(1999. dprilis 12.)
a boranalizis kozosségi médszereinek meghatirozasirol sz616 2676/90/EGK rendelet médositdsirol

AZ EUROPAI KOZOSSEGEK BIZOTTSAGA,
tekintettel az Eurépai Kozosséget létrehozd szerz8désre,

tekintettel a legutobb az 1627/98/EK rendelettel () médositott,
a borpiac kozos szervezésérdl szold, 1987. madrcius 16-i
822/87/EGK tandcsi rendeletre () és kiillonosen annak 74.
cikkére,

mivel a legutébb a 822/97/EK rendelettel () modositott
2676/90/EGK bizottsdgi rendelet () melléklete analitikai
modszereket tartalmaz; mivel a 20. fejezetben a D-almasav
analizisére leirt modszer kissé pontatlannak bizonyult, és egy
j, pontosabb moédszert fejlesztettek ki; mivel Gj modszert
fejlesztettek ki a cidnszdrmazékok analizisére, amely sokkal
érzékenyebb és konnyebben alkalmazhatd; mivel a borban 1évé
etil-karbamdt meghatdrozdsira 0j modszert fejlesztettek ki
nemzetkozi szinten; mivel ezt a harom maédszert nemzetkozileg
elismert kritériumok alapjan tantsitottdk; mivel ezeknek a
modszereknek az alkalmazdsa biztosithatja a bor mingségének
és eredetiségének jobb ellendrzését, és megelGzheti az elavult és
valamennyire megbizhatatlan analitikai mddszerek alkalmazdsa
miatti vitdkat; mivel az j moddszerek leirdsait a Nemzetkozi
Sz8lészeti és Bordszati Hivatal jovahagyta; mivel ezeket bele kell
foglalni az emlitett rendeletbe;

mivel az e rendeletben eldirt intézkedések osszhangban vannak
a Borpiaci Irdnyitébizottsdg véleményével,

ELFOGADTA EZT A RENDELETET:

1. cikk

A 2676/90/EGK rendelet melléklete a kovetkezdk szerint
modosul:

1. A 20. fejezet (D-almasav) helyébe e rendelet I. melléklete
1ép;

2. A 38. fejezet (Cidnszarmazékok) helyébe e rendelet II
melléklete [ép;

3. A 44. fejezet kiegésziil e rendelet III. mellékletével.

2. cikk

Ez a rendelet az Eurdpai Kozosségek Hivatalos Lapjdban valé kihir-
detését kovetd hetedik napon 1ép hatalyba.

Ez a rendelet teljes egészében kotelezd és kozvetleniil alkalmazand6 valamennyi tagdllamban.

Kelt Briisszelben, 1999. dprilis 12-én.
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I. MELLEKLET

,20. D-ALMASAV
(enzimatikus mddszer)

1. ALAPELV

D-maldt-dehidrogendz (D-MDH) jelenlétében a D-almasavat (D-maldt) a nikotinamid-adenin-dinukleotid (NAD)
oxdl-acetattd oxiddlja. A 1étrejott oxdl-acetdt piruvattd és szén-dioxiddd bomlik.

D-almasav + NAD === piruvit + CO, + NADH + H'

2. REAGENSEK

Tesztkombindci6 kb. 30 meghatdrozdshoz.

a) 1. palack kb. 30 ml oldattal, amely HEPES pufferoldatbél [N-(2-hidroxietil)piperazin-N'-2-etdn-szulfonsav]
pH = 9,0 és stabilizdtorokbdl all;

b) 2. palack kb. 210 mg NAD-liofilizdtummal;

¢) 3. palackbdl hdrom darab D-MDH-liofilizdtummal, darabonként kb. 8 egység.

Az oldatok elkészitése

1. Az 1. palack tartalmét higitatlanul hasznéljuk. Felhaszndlds eltt dllitsuk be az oldat hémérsékletét 20-25 °C-ra.

2. Oldjuk fel a 2. palack tartalmdt 4 ml kétszer desztilldlt vizben.

3. Oldjuk fel az egyik 3. palack tartalmét 0,6 ml kétszer desztilldlt vizben. Felhaszndlds el6tt allitsuk be az oldat

hémérsékletét 20-25 °C-ra.

Az oldatok stabilitdsa

Az 1. szdmu palack tartalma legaldbb egy évig all el, ha + 4 °C hémérsékleten tdroljuk; a 2. szdmt oldat hdrom
hénapig dll el, ha + 4 °C hémérsékleten tdroljuk, és két honapig, ha — 20 °C hémérsékleten tdroljuk; a 3. szamu
oldat 6t napig dll el, ha + 4 °C hémérsékleten tdroljuk.

3. ESZKOZOK

3.1. Spektrofotométer, amellyel 340 nm-en lehet méréseket végezni, amely hullimhosszon az NADH-abszorpcié maxi-
muma van. Amennyiben nincs ilyen késziilék, nem folytonos spektrumii fotométer is haszndlhatd, amellyel 334
vagy 365 nm-en lehet mérni. Mivel abszolit abszorbancia-mérések torténnek (azaz nincs kalibraciés oldatsorozat,
hanem az NADH abszorpcids egyiitthat6jahoz vald viszonyitds torténik), a késziilék hullimhosszpontossdgit és az
abszorpcid linearitdsdt ellendrizni kell.

3.2. Uvegkiivettdk 1 cm-es fényuttal (igény szerint eldobhaté kiivették is haszndlhatok).

3.3. Mikropipettdk 0,01-2 mm térfogatok pipettizdsihoz.
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4. A MINTA ELOKESZITESE

A D-almasav meghatdrozasat normdl esetben kozvetleniil a borbdl végzik, elGzetes szintelenités nélkiil.

A kiivettdban 1év6 D-almasav mennyiségének 2-50 pg kozott kell lennie. A bort ezért gy kell higitani, hogy a D-
almasav-koncentrdci6é 0,02 és 0,5 g/l (mérés 365 nm-en) vagy 0,02 és 0,3 g/l (mérés 340, 334 nm-en) kozott legyen
(az alkalmazott késziiléktdl fiiggGen).

sors e

Becsiilt D-almasav/liter mennyiség
Mérés hullimhossza: Higitds vizzel F higitasi tényez6
340 vagy 334 nm 365 nm
<03¢g <05¢g - 1
03-30g¢g 0,5-50g¢g 1+9 10

5. ELJARAS

340 nm-es hullimhosszra bedllitott spektrofotométerrel hatdrozzuk meg az abszorbancidt 1 cm-es kiivettdk haszndla-
tdval, a z€éré abszorbancia bedllitdsdhoz levegdt (nincs kiivetta a fényitban) vagy vizet hasznalva.

Pipettdzzunk a kiivettikba:

Referencia Teszt
1. oldat 1,00 ml 1,00 ml
2. oldat 0,10 ml 0,10 ml
Kétszer desztillalt viz 1,80 ml 1,70 ml
Minta a méréshez - 0,10 ml

Keverjitk 6ssze, és kb. hat perc milva mérjiik meg a referencia- és a tesztoldat abszorpcidjit (A,).

Adjuk hozzd a kovetkezdt:

Referencia Teszt

3. oldat 0,05 ml 0,05 ml

Keverjiik 6ssze; varjuk meg, amig a reakcio befejezédik (kb. 20 perc), és mérjitkk meg a referenciaoldat és a tesztoldat
abszorpcidit (A,).

Szamitsuk ki az abszorbancia-kiilonbséget (A, — A,) a referencia- (AA;) és a teszt- (AA,) oldatokra. Végezetiil szamoljuk
ki e killonbségek kozotti killonbséget: AA = AA; — AA..

Megjegyzés: Az enzimreakci6 befejezddéséhez sziikséges idd tételrdl tételre vdltozhat. A fent megadott idGtartam csak irdnymutat6
jellegti, és ajdnlatos azt meghatdrozni minden egyes tételhez.

A D-almasav gyorsan reagdl. Az enzim az L-borkdsavat is dtalakitja, bar sokkal lassabban. Ez magyardzza azt az enyhe
mellékreakciot, amely extrapoldcié segitségével korrigdlhatd (lasd az A. fuggeléket).
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6.

C

7.

EREDMENY
A koncentriciénak mg/l-ben torténd kiszdmitdsara szolgdlé dltalanos osszefiiggés az aldbbi:

V x PM
=———x
exdxv

ahol:
\%

AA

a tesztoldat térfogata ml-ben (2,95 ml)

v
PM
d

€

a minta térfogata ml-ben (0,1 ml)

a meghatdrozandé anyag molekulatémege (D-almasavra PM = 134,09)

a kiivetta fényttja cm-ben (1 cm)

az NADH abszorpciés egyiitthatdja:
340 nm-nél = 6,3 (1 mmol-1 cm-1)
365 nm-nél = 3,4 (1 mmol-1 cm-1)
334 nm-nél = 6,18 (1 mmol-1 cm-1)

Ha a mintdt az el6készités sordn higitottuk, szorozzuk be az eredményt a higitasi tényezdvel.

A D-almasav-koncentrdciét mg/l-ben adjuk meg, tizedesek nélkiil.

PONTOSSAG

A mddszer pontossdgdra vonatkozo, laboratériumok kozotti mintdk részleteit a B. fiiggelék 6sszegzi. Eléfordulhat,
hogy a laboratériumok kozti korvizsgdlatbdl eredd értékek nem alkalmazhatdk a B. fiiggelékben 1évé analitkoncent-
rdcié és matrixok tartomdnyain kiviili tartomanyokra.

7.1. IsmételhetGség

Egy ugyanazt a késziiléket haszndl6 vizsgalé dltal a lehetd legrovidebb idén beliil végzendd vizsgdlat mellett azonos
anyagb6l nyert mintdra megadott két 6ndll6 eredmény kozotti abszolut kiilonbség nem 1épheti tdl az r ismerhetd-
ségi értéket az esetek tobb mint 5 %-aban.

r =11 mg/l

7.2. Reprodukélhat6sig

8.

Két kiilonboz6 laboratériumban azonos anyagbdl nyert mintdra megadott két 6ndllé eredmény kozotti abszolit
kiilonbség nem lépheti til az R reprodukélhatdsagi értéket az esetek tobb mint 5 %-dban.

R = 20 mg/l
MEGJEGYZESEK

E mddszer pontossagi fokdnak szempontjdbdl az 50 mg/l alatti D-almasav-értékeket sziikség esetén mds mérési alapelvet
hasznalé analitikai médszerrel kell igazolni, mint pl. a Przyborski et al. mddszere (Mitteilungen Klosterneuburg 43,
1993; 215-218. 1993).

A kiivettaban 1évé borminta nem lehet t6bb mint 0,1 ml az enzimtevékenység esetleges polifenolok dltali gatldsanak
megakadalyozasa érdekében.
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A. fiiggelék

Hogyan kezeljitk a mellékreakciokat

A mellékreakciokat dltaldban az enzim mdsodlagos reakcidi, a mintamdtrixban 1évé mds enzimek jelenléte vagy egy vagy
tobb matrixelem kofaktorral val6 kolcsonhatdsa okozzak az enzimreakciéban.

Normél reakcié esetén az abszorbancia bizonyos idé, dltaldban 10-20 perc elteltével dlland6 értéket ér el a specifikus
enzimreakcié sebességétdl fiiggéen. Ha azonban masodlagos reakcidk fordulnak eld, az abszorbancia nem ér el dlland6
értéket, hanem id6vel dltaldban né. Ezt a folyamatot dltaldban ,mellékreakcionak” hivjuk.

Ha mellékreakci6 fordul el§, az oldat abszorbancidjit rendszeres idGintervallumokban kell mérni (minden mésodik-
otodik percben), miutdn eltelt az az id6, amely ahhoz sziikséges, hogy a standard oldat elérje végs§ abszorbancidjit. Ha
az abszorbancia szabalyosan nd, 6t vagy hat mérést kell végezni, és vissza kell extrapoldlni egy grafikon vagy szdmitds
segitségével, hogy meghatdrozzuk azt az abszorbancidt, amelyet akkor figyelhettiink volna meg, amikor az utolsé
enzimet hozzdadtuk (T0). A szubsztratum-koncentraciot az erre az id6re extrapoldlt abszorbancia killonbsége alapjan
szamitjuk (Af — Al).

Abszorbancia

f6- és mellékreakcio

_-———-—
-
——————

Af féreakcid

mellékreakcio

- -
- -
R
- -
- -
-
______

Ai =

TO (utolsd enzim hozzaadasa)

1. 4bra: Mellékreakcié
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B. fiiggelék

A laboratériumok kozotti korvizsgilat statisztikai eredményei

A laboratériumok kozotti korvizs- 1995
gdlat éve:
Laboratériumok szdma: 8

Mintak szdma: 5, D-almasav hozzdaddsaval

Minta A B C D E
A hibds eredményeket szolgaltat6 laboratériumok kiesése 7 8 7 8 7
utdn fennmaradt laboratériumok szdma
A kies6k (laboratériumok) szdma 1 - 1 - 1
Elfogadott eredmények szdma 35 41 35 41 36
Atlagérték (x)(mg]l) 161,7 65,9 33,1 106,9 111,0
Az ismételhetGség standard szérdsa (s) (mg/l) 4,53 4,24 1,93 4,36 4,47
Az ismételhetGség relativ szérdsa (RSD,) (%) 2,8 6,4 5,8 4,1 4,00
IsmételhetGségi hatdr (r) (mgfl) 12,7 11,9 54 12,2 12,5
A reprodukdlhat6sdg standard szérdsa (S;) (mg/l) 9,26 7,24 5,89 6,36 6,08
A reprodukdlhat6sdg relativ szérdsa (RSDy) (%) 5,7 11 17,8 5,9 5,5
Reprodukalhatésdgi hatarérték (R) (mg/l) 25,9 20,3 16,5 17,8 17,0

Mintdk tipusai:
A: vorosbor; B: vorosbor; C: fehérbor; D: fehérbor; E: fehérbor.”
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II. MELLEKLET

,38. CIANSZARMAZEKOK

(Figyelem: tartsuk be a biztonsdgi intézkedéseket a kléramin-T, a piridin, a kdlium-cianid, a sésav és a foszforsav hasznala-
takor. Az elhasznalt termékeket helyezziik el a hatdlyos kornyezetvédelmi szabalyoknak megfelel6en. Legyiink évatosak
a savasitott bor desztillicidjakor felszabadul6 hidrogén-cianiddal.)

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

ALAPELV

A borban 1év6 6sszes szabad hidrogén-cianidot savas hidrolizissel szabaditjuk fel, és desztilliciéval vélasztjuk el.
A kléramin-T-vel és piridinnel torténd reakcié utdn a kialakult glutakon-dialdehidet fotometridsan hatdrozzuk
meg az 1,3-dimetil-barbitursavval 1étrejové kék elszinez8dés alapjan.

ESZKOZOK

Desztillicios késziilék

Hasznéljunk olyan desztillici6s késziiléket, amelyet a bor alkoholtartalmdnak meghatdrozdsdndl irtunk le

500 ml-es gomblombik, normal csiszolattal
Termosztatikusan 20 °C-ra beidllitott vizfiirdé
Spektrofotométer, amellyel 590 nm-es hullimhosszon lehet abszorbancidt mérni

Uvegkiivettdk, vagy egyszer hasznélatos kiivettdk 20 mm-es fénytttal

REAGENSEK
25 % (m/v) foszforsav (H,PO,)
3 % (m/v) kléramin-T-oldat (C,H,CINNa O,S, 3H,0)

1,3-dimetil-barbitursav-oldat: oldjunk fel 3,658 g 1,3-dimetil-barbitursavat (C;H,N,0,) 15 ml piridinben és
3 ml sésavban (p,, = 1,19 g/ml), és adjunk hozzd 50 ml desztillalt vizet.

Kélium-cianid (KCN)
10 % (m/v) kdlium-jodid (KI) -oldat

0,1 M eziist-nitrat-oldat (AgNO,)

ELJARAS
Desztillélés

500 ml-es lombikba (2.2.) tegyiink 25 ml bort, 50 ml desztillélt vizet, 1 ml foszforsavat (3.1.) és néhdny tiveg-
gyongyot. lllessziik ossze a lombikot azonnal a desztillcids késziilékkel. Elvékonyodé toldalékcsovet hasznadlva, a
desztillitumot 50 ml-es, kalibrélt lombikba vezetjiik, amely mdr 10 ml vizet tartalmaz. Meritsitk a kalibralt
lombikot jeges vizbe. Gydjtsiink dssze 30-35 ml desztillitumot (vagy 6sszesen kb. 45 ml folyadékot) a kalibrélt
lombikba.

Oblitsiik 4t az elvékonyodé toldalékcsévet néhdny milliliter desztillalt vizzel, 4llitsuk be a desztillitum hémérsék-
letét 20 °C-ra, és toltsiik fel jelig desztillalt vizzel.

Mérés

Tegyiink 25 ml desztillitumot egy 50 ml-es Erlenmeyer-lombikba, amely csiszolatos tivegdugéval van elldtva,
adjunk hozzd 1 ml kl6ramin-T-oldatot (3.2.), és zdrjuk le a dugdval légmentesen. Pontosan 60 médsodperc mulva
adjunk hozzd 3 ml 1,3-dimetil-barbitursav-oldatot (3.3.), zdrjuk le légmentesen a dugdval, és hagyjuk 10 percig
allni. Ezutdn mérjitk meg az abszorbancidt a kontrollhoz viszonyitva (25 ml desztilldlt viz a 25 ml desztillitum
helyett) 590 nm hullimhosszon, 20 mm-es fényuttal rendelkezd kiivettakban.
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5.2.

5.2.1.

5.2.2.

6.1.

A KALIBRACIOS GORBE FELVETELE
A kélium-cianid argentometrids titrdldsa

Oldjunk fel pontosan kimért 0,2 g KCN-ot (3.4.) 100 ml desztilldlt vizben egy 300 ml-es kalibralt lombikban.
Adjunk hozzd 0,2 ml kdlium-jodid-oldatot (3.5.), és titrdljuk 0,1 M eziist-nitrat-oldattal (3.6.), amig stabil sdrgds
szint kapunk.

1 ml 0,1 M eziist-nitrdt-oldat megfelel 13,2 mg KCN-nak, amely alapjdn kiszdmithat6 az oldat KCN-koncentrd-
cidja.

Standard gérbe

A standard oldatok el6készitése

sz

30 mg(l hidrogén-cianidot tartalmaz (30 mg HCN 72,3 mg KCN). Higitsuk az oldatot tizszeresére.

Tegyiink 1,0 ml, 2,0 ml, 3,0 ml, 40 ml és 5,0 ml, a fentick szerint higitott oldatot 100 ml-es kalibralt lombi-
kokba, és toltsik fel jelig desztilldlt vizzel. Az igy készitett oldatok 30 pg, 60 pg, 90 pg, 120 ug és 150 ug
hidrogén-cianidot tartalmaznak literenként.

Titrdlds

Vegyiink 25 ml-t az igy nyert oldatokbdl, és jarjunk el a 4.1. és 4.2. szakaszban leirtaknak megfelelGen.

A standard oldatok hidrogén-cianid-koncentraci6inak figgvényében kapott abszorbancia-értékek az origon dtha-
lad6 egyenest adnak.

EREDMENY

A hidrogén-cianid-koncentraciot pg/l-ben adjuk meg, tizedesek nélkiil.
Szdmitisi méd

Olvassuk le a hidrogén-cianid koncentraciét a kalibrdciés gorbén. Ha a mintdt higitottuk, szorozzuk meg az ered-

IsmételhetGség (r) és reprodukdlhatdsdg (R)
Fehérbor = r = 3,1 pgfl vagy kb. 6% - xi
R = 12 pg/l vagy kb. 25% - xi

Vorosbor = r = 6,4 pg/l vagy kb. 8%
R = 23 pg/l vagy kb. 29% - xi

x; = a HCN étlagos koncentricidja a borban
x; = 48,4 g/l fehérborra
x; = 80,5 ug/l vorosborra”
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[I. MELLEKLET

44. ETILKARBAMAT MEGHATAROZASA BORBAN: GAZKROMATOGRAFIAS/TOMEGSPEKTROMETRIAS

(GC/MS) MODSZERT ALKALMAZO SZELEKTIV MEGHATAROZAS

(10-200 pg/l koncentraci6ja etil-karbamdt meghatdrozdsara alkalmas)

(Figyelem: tartsuk be a biztonsdgi intézkedéseket az etil-alkohol-, az aceton-, a karcinogén-termékek (etil-karbamdt és
diklér-metdn) kezelésekor. Az elhaszndlt oldatokat helyezziik el a hatdlyos kornyezetvédelmi szabalyoknak megfelelGen.)

A. Alapelv

BelsG standardként propil-karbamdtot adunk a mintdhoz, az oldatot vizzel higitjuk, és 50 ml 4ll6 fazisu elvalasz-
t6oszlopra vissziik. Az etil-karbamadtot és a propil-karbamatot diklér-metdnnal eludljuk.

Az eludtumot vakuumleparlé vagy -koncentralé rendszerben toményitjitk be. A koncentrdtumot gdzkromatografids
modszerrel (GC) analizdljuk. A detektdldst tomegspektrometridval SIM (szelektdlt ion-megfigyelés) tizemmodban
végezziik.

B. Eszkozok és kromatogrifids koriilmények (példa)

a)

9

d)

Gazkromatograf/tomegspektrométer (GC/MS), és, ha sziikséges, egy mintaadagold és adatkezel§ vagy azzal
egyenértékd rendszer.

Kvarc kapilldrisoszlop 30 m (*) x 0,25 mm belsS dtmér6, 0,25 pm-es Carbowax 20M
Miikodés: injektor 180 °C, héliumgdz-sebesség 1 ml/perc 25 °C hémérsékleten, injektdlds splitless modszerrel

Hoémérséklet-program: 40 °C 0,75 percig, ezutdin hémérséklet-novelés 10 °C/perces gradienssel 60 °C-ig, majd 3
°C[perccel 150 °C-ig (*¥), emelés 220 °C-ra, és ezen a hdmérsékleten tartva 4,25 percig. Az etil-karbamdt retencids
ideje 23-27 perc, propil-karbamat esetén 23-31 perc.

Gazkromatogrif/tomegspektrométer (GC/MS) -interfész: 220 °C-os atvezetS. A tomegspektrométer paramétereit
manudlisan hangoljuk perfluor-tributil-aminnal, és optimalizdljuk egy alacsonyabb tomegérzékenységre, SIM tech-
nika, olddszer hatdsideje és a felvétel kezdSidSpontja 22 perc, tartézkoddsi id6fion 100 msec.

Forgé vakuumpdrologtaté vagy Kuderna Danish-hoz hasonlé stritérendszer.

(Megjegyzés: az etil-karbamadt vizsgalati mintab6l vald visszanyerési hatdsfokanak, C(g), 90 és 110 % kozott kell
lennie a folyamat sorédn.)

300 ml-es, normélcsiszolatos gomblombik

toményits csé — 4 ml-es, kalibralt, teflonbevonati csatlakozéval és dugdval

C. Reagensek

a)

b)

0

Aceton — kromatografids minGség

(Megjegyzés: ellen6rizziink minden tételt, mielStt a GC/MS-ben haszndlndnk, hogy elkeriiljiik a reakciét a 62, 74
és 89 m|z ionokra.)

Diklér-metdn

(Megjegyzés: analizaljunk minden tételt, miel6tt a GC/MS-ben haszndlnank 200-szoros toményités utdn, annak
ellendrzésére, hogy elkeriiljiik azt a reakciot a 62, 74 és 89 m|z ionokra.)

Etil-alkohol — vizmentes

(*) A kiilonosen magas alkoholtartalmi borok szdmadra 50 m-es kapilldrisoszlop is sziikséges lehet.
(**) Bizonyos magas alkoholtartalmii borok esetében 2 °C[perces h6mérsékleti programra lehet sziikség.
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d) Etil-karbamét (EC) standard oldatok

e)

f)

@

=

1. 1,00 mg/ml koncentraci6ji torzsoldat. 100 ml-es mérSlombikba mérjiink be 100 mg EC-t (tisztasdg 99 %),
és toltsiik fel jelig acetonnal.

torzsoldatot, és toltsiik fel jelig acetonnal.
Propil-karbamdt (PC), standard oldatok

1. 1,00 mg/ml koncentriciéji torzsoldat. 100 ml-es mérélombikba mérjiink be 100 mg PC-t (tisztasig 99 %),
és toltsiik fel jelig acetonnal.

2. 10,0 pg/ml koncentracioji standard munkaoldat. 100 ml-es mérélombikba tegyiink 1 ml propil-karbamat-
torzsoldatot, és toltsiik fel jelig acetonnal.

standard munkaoldatot, és toltsiik fel vizzel jelig.
Standard kalibralt EC-PC oldatok
Higitsunk EC standard munkaoldatot (d)(2) és PC standard munkaoldatot (e)(2) diklér-metdnnal, hogy az aldbbi
oldatokat kapjuk:
1. (100 ng EC és 400 ng PC)/ml;
2. (200 ng EC és 400 ng PC/ml;
3. (400 ng EC és 400 ng PC)/ml;
4. (800 ng EC és 400 ng PC)/ml;
5. (1 600 ng EC és 400 ng PC)/ml.

Ellenérz8 minta — 100 ng EC/ml 40 % etil-alkoholban
100 ml-es mérélombikba tegyiink 1 ml EC standard munkaoldatot (d)(2), és toltsiik jelig 40 % etil-alkohollal.
Szildrd halmazallapott extrakcids oszlop — kovafolddel toltott, 50 ml-es kapacitdsi, egyszer hasznalatos

Megjegyzés: Analizis el6tt ellendrizziik az extrakcids oszlopok minden tételét az EC és PC kinyerésére és a 62, 74
és 89 mjz ionreakciok hidnydra. Készitsiink 100 ng EC/ml ellen6rzé mintdt (g). Analizdljunk 5,00 ml ellen6rzé
mintit a D(a), E é F részben leirtak szerint. 90-110 ng EC/ml-es kinyerése elfogadhaté. A szabélytalan
szemesedtmérGjii abszorbensek lasst dramldshoz vezethetnek, ami befolydsolja az EC és PC kinyerését. Ha ismételt
vizsgdlat utdn sem kapunk 90-110 %-os kinyerési hatdsfokot, cseréljitk ki az oszlopot, vagy hasznaljunk a kinye-
rési hatdsfokkal korrigdlt kalibraciés gorbét az EC mennyiségi meghatdrozdsihoz. A korrigdlt kalibracids gorbe
felvételéhez készitsiink standard oldatokat az f)-ben leirtaknak megfeleléen, 40 %-os etil-alkoholt haszndlva a
dikl6r-metén helyett.

Analizéljunk 1 ml standard kalibrdciés oldatot a D, E és F szakaszban leirtak szerint.

Hozzunk létre egy 1j kalibrdciés gorbét az extrahdlt standardok EC/PC ardnydnak hasznélatdval.

D. A vizsgélati minta el8készitése

Tegyiik a kovetkezd térfogatt vizsgdlandé mintakat két 6ndllé6 100 ml-es f6z6pohdrba:

a)
b)

14 % (V|V) alkoholndl magasabb alkoholtartalmii borok: 5,00 + 0,01 ml;

legfeljebb 14 % (V[V) alkoholtartalmd borok: 20,00 + 0,01 ml.

Mindegyik f6z8poharhoz adjunk 1 ml belsé standard PC-oldatot C(e)(3) és vizet, hogy osszesen 40 ml térfogatot
kapjunk (vagy 40 g-ot).

. Extrahdlas

Az extrahdlast elszivofiilkében végezzik, megfelelS leveg@ztetéssel.

Vigyiik fel a D. rész szerint el6készitett mintdt az extrahdl6oszlopra.

Oblitsiik ki a f6zpoharat 10 ml vizzel, és toltsiik az dblitévizet is az oszlopra.
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Hagyjuk a folyadékot abszorbedlodni négy percig, majd eludljuk 2 x 80 ml diklér-metdnnal. Gydjtsiik 6ssze az elud-
tumot egy 300 ml-es Erlenmeyer-lombikba.

Toéményitsiik az eludtumot 2-3 ml-re vizfiird6ben forgd parologtaté segitségével 30 °C hdmérsékleten. (Megjegyzés: ne
engedjiik szdrazra parol6dni.)

Tegyiik at a toményitett maradékot egy 4 ml-es kalibralt csébe Pasteur-pipettaval.

Oblitsiik 4t a lombikot 1 ml diklér-metdnnal, és az blit6folyadékot vigyiik 4t a csébe. Toményitsitk a mintat 1 ml-

re

gyenge nitrogéndram alatt.

Sziikség esetén tegyiik a koncentrdtumot a mintaadagoléba GC/MS-vizsgélat céljabol.

F. GC/MS-vizsgilat

a)

=

Kalibréci6s gorbe

Injektdljunk minden standard kalibraciés oldatbdl C. f) 1 pl-t a GC/MS-be. Vegyiik fel a kalibrdcids gorbét. A
fugg6leges tengelyen a 62 mfz ionreakcié EC-PC teriileti ardnydt, a vizszintes tengelyen az EC-mennyiséget ng/
ml-ben (100, 200, 400, 800, 1 600 ng/ml) adjuk meg.

EC mennyiségi meghatdrozasa

Injektdljunk 1 pl-t az E. szerint el6készitett toményitett extraktumbol a GC/MS-rendszerbe, és szdmitsuk ki az EC-
PC-teriileti ardnyt a 62 m/z ionra. Hatdrozzuk meg az EC-koncentraciot (ng/ml) az extraktumban a bels§ standard
kalibrécios gorbéjének haszndlatdval. Szamitsuk ki az EC-koncentrdcidt a vizsgélati mintdban (ng/ml) gy, hogy
elosztjuk az extraktumban 1év6 EC (ng) mennyiségét a vizsgdlati minta térfogatdval (ml).

Az EC-azonossag igazoldsa

Hatdrozzuk meg, hogy a 62, 74 és 89 m/z ionok reakciéi megjelennek-e az EC retencidja sordn. Ezek a reakciok
a (M- CH,)* és M — CH,)* {6 fragmentumok, valamint az (M)* molekularis ion jellemz6i. Az EC jelenléte akkor
igazolt, ha ezeknek az ionoknak a relativ ardnyai az EC standard ardnyainak 20 %-dn beliil vannak. Sziikségessé
vilhat az extraktum esetleges tovadbbi toményitése abbdl a célbdl, hogy megfelel§ reakciot kapjunk a 89 m/z
ionra.

G. Laboratériumok kozotti korvizsgilat

Az alabbi tabldzat a gyakorlati minta 6néllé eredményeit mutatja mindkét bortipusra.

A

Cochran-vizsgilat csak egy eredménypar kizdrdsdhoz vezetett mind a 14 % (V/V) alkoholtartalomndl magasabb,

mind a 14 % (V|V), vagy annal kisebb alkoholtartalmt borok esetében, amelyek két kiilonboz6 laboratériumbdl szér-
maznak.

e

Alkoholos italokban 1év§ etil-karbamdt GC/MS-médszerrel térténd meghatirozisinak teljesitménye

Atlagosan

= I I - S -

ml)
Borok > 14 % (V[V) 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
Borok < 14 % (V/V) 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




