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KOMISIJOS REGLAMENTAS (EB) Nr. 761/1999
1999 m. balandzio 12 d.
i§ dalies kei¢iantis Reglamentg (EEB) Nr. 2676/90, nustatanti vyny analizés metodus Bendrijoje

EUROPOS BENDRIJU KOMISIJA,
atsizvelgdama | Europos bendrijos steigimo sutartj,

atsizvelgdama i 1987 m. kovo 16 d. Tarybos reglamenta (EEB)
Nr. 822/87 dél bendro vyno rinkos organizavimo (') su pasku-
tiniais pakeitimais, padarytais Reglamentu (EB) Nr. 1627/98 (3,
ypac ijo 74 straipsni,

kadangi Komisijos reglamento (EEB) Nr. 2676/90 priedas () su
paskutiniais pakeitimais, padarytais Reglamentu (EB) Nr. 822/
97 (), apibudina analizés metodus; kadangi 20 skyriuje
aprasytas D-obuoliy riigsties analizés metodas pasirodé esas ne
visiskai tikslus, ir yra parengtas naujas, tikslesnis metodas;
kadangi parengtas naujas, jautresnis ir lengviau taikomas
cianido dariniy analizés metodas; kadangi tarptautiniu lygiu
parengtas naujas etilo karbamido vyne nustatymo metodas;
kadangi Sie trys metodai jteisinti remiantis tarptautiniu lygiu
pripazintais kriterijais; kadangi taikant $iuos metodus galima
uztikrinti geresn¢ vyno kokybés ir autentiskumo kontrole ir
ivengti gincy, kylan¢iy dél pasenusiy ir ne visiskai patikimy
analizés metody taikymo; kadangi naujyjy metody aprasus
patvirtino Tarptautinis vynuogiy ir vyny biuras; kadangi juos
reikia jtraukti i §j reglamentg;

kadangi Siame reglamente numatytos priemonés atitinka Vyno
vadybos komiteto nuomong,

PRIEME S| REGLAMENTA;

1 straipsnis

Reglamento (EEB) Nr. 2676/90 priedas i§ dalies kei¢iamas
taip:

1) 20 skyrius (D-obuoliy ragstis) pakeiciama Sio reglamento I
priedu;

2) 38 skyrius (Cianido dariniai) pakei¢iamas $io reglamento II
priedu;

3) Sio reglamento III priedas pridedamas kaip 44 skyrius.

2 straipsnis

Sis reglamentas jsigalioja septinta dieng po jo paskelbimo
Europos Bendrijy oficialiajame leidinyje.

Sis reglamentas yra privalomas visas ir tiesiogiai taikomas visose valstybése narése.

Priimta Briuselyje, 1999 m. balandzio 12 d.

L 84,1987 3 27,p. 1.
L 210, 1998 7 28, p. 10.
L 272,1990 10 3,p. 1.
L117,1997 5 7,p. 10.

Komisijos vardu
Franz FISCHLER

Komisijos narys
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3.1.

I PRIEDAS

,20. D-OBUOLIY RUGSTIS
(fermentinis metodas)

METODU ESME

Vykstant D-obuoliy rugsties druskos dehidracijai (D-MDH), D-obuoliy raigstis (D-obuoliy riigsties druska), veikiant
nikotinamido adenino dinukleotidui (NAD), oksiduojasi j oksalacetatg. Susidargs oksalacetatas suskyla i piruvatg ir
karbonato rugstj.

D-MDH

D-malatas + NAD™*

piruvatas + CO, + NADH + H*

Susidariusio NADH kiekis yra proporcingas D-obuoliy riigsties koncentracijai ir yra nustatomas, kai bangos ilgis
yra 334, 340 arba 365 nm.

REAGENTAI

Bandymy rinkinys apie 30 nustatymuy:

a) butelivkas Nr. 1 su mazdaug 30 ml Hepes neutralizatoriaus [N-(2-hidroksietilo) piperazino-N-2- etansul-
fonragstis] pH = 9,0 ir stabilizatoriai;

b) buteliukas Nr. 2 su mazdaug 210 mg NAD liofilizato;

¢) trys buteliukai Nr. 3 su D-MDH liofilizatu, — mazdaug po 8 vienetus kickviename.

Tirpaly paruo$imas

1. Buteliuko Nr. 1 turinys naudojamas neskiestas. Prie§ naudojimg tirpalas turi susilti iki 20-25 °C.

2. Buteliuko Nr. 2 turinys praskiedziamas su 4 ml dvigubai distiliuoto vandens.

3. Vieno i§ trijy buteliy Nr. 3 turinys praskiedziamas su 0,6 ml dvigubai distiliuoto vandens. Pries naudojima
tirpalas turi susilti iki 20-25 °C.

Tirpaly patvarumas

Buteliuko Nr. 1 turinys tinka naudoti vienerius metus, laikant jj + 4 °C temperatiroje; tirpalas Nr. 2 tinka naudoti
tris savaites, jei laikomas + 4 °C temperatiiroje, ir du ménesius, jei laikomas — 20 °C temperatiiroje; tirpalas Nr. 3
tinka naudoti penkias dienas, laikant jj + 4 °C temperatiroje.

APARATURA

Spektrofotometras, kuriuo matuojama, kai bangos ilgis yra 340 nm, nes tuomet NADH absorbcija yra maksimali.
Jei auksciau minéto prietaiso gauti nejmanoma, tai galima naudoti spektrofotometra su diskretinio spektro Saltiniu,
kuris leidzia atlikti matavimus, kai bangos ilgis yra 334 nm ar 365 nm. Kadangi atliekami absoliucios absorbcijos
matavimai (t. y. nenaudojamas kalibravimo tirpaly komplektas, o atsizvelgiama | NADH gesimo koeficientg), reikia
tikrinti bangy ilgio diapazonus ir aparato spektro absorbcija.

3.2. 1 cm storio optinio kelio stiklo kiuvetés (taip pat galima naudoti vienkartines kiuvetes).

3.3. Mikropipetés, su kuriomis galima paimti 0,01 mlir 2 ml.
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4. BANDINIO PARUOSIMAS
D-obuoliy riigsties analizé paprastai atliekama tiesiogiai tiriant vyna, pries tai neatlikus dekolorizacijos.

D-obuoliy ragsties kiekis kiuvetéje turi bati nuo 2 pg iki 50 pg. Todél vyna reikia praskiesti, kad D-obuoliy riigsties
koncentracija bity atitinkamai nuo 0,02 g/l iki 0,5 g/l arba nuo 0,02 g/l iki 0,3 g/L

Praskiedimo lentelé:

Apytikris D-obuoliy riigsties kiekis litre
Bangos ilgis matuojant: Praskiedimas vandeniu | Praskiedimo faktorius F
340 arba 334 nm 365 nm
03 g 05¢g o 1
0,3-3,0 g 0,5-5,0 g 1+9 10

5. DARBO EIGA

Nustacius 340 nm spektrofotometro bangos ilgj, naudojant 1 c¢m kiuvetes nustatoma absorbcija; nuliné absorbcija
nustatoma pagal org (kai optiniame kelyje néra kiuvetés), arba pagal vandeni.

| kiuvetes pipete jlasinama:

Pavyzdinis tirpalas Tiriamasis tirpalas
Tirpalas Nr. 1 1,00 ml 1,00 ml
Tirpalas Nr. 2 0,10 ml 0,10 ml
Dvigubai distiliuotas vanduo 1,80 ml 1,70 ml
Matuojamas bandinys — 0,10 ml

Sumaisius ir palaukus mazdaug $esias minutes, i§matuojama pavyzdinio ir tiriamojo tirpalo absorbcija (A)).

Papildoma:

Pavyzdinis tirpalas Tiriamasis tirpalas

Tirpalas Nr. 3 0,05 ml 0,05 ml

Sumaisius ir palaukus, kol pasibaigs reakcija (mazdaug 20 minuciy), imatuojama pavyzdinio ir tiriamojo tirpalo absorb-
cijos (A,).

Apskaiciuojamas pavyzdinio (AAy) ir tirlamojo (AAE) tirpaly absorbcijos skirtumas (A, — A,). Pabaigoje apskaiciuojamas
Siy skirtumy skirtumas: AA = AA; - AA,

Pastaba: jvairiy bandiniy partijy fermenty aktyvumui pasibaigti reikalingas laikas gali skirtis. Anksciau nurodytas laikas yra tik
orientacinis; kiekvienos bandiniy partijos laikg rekomenduojama nustatyti atskirai.

D-obuoliy rigstis reaguoja greitai. Fermentas pakeicia ir L vyno riigstj — tiesa, Zymiai léciau. Todél kyla nesmarki 3alutiné
reakcija, kuria galima pakoreguoti ekstrapoliuojant (Zr. A priedélj).
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6. REZULTATU UZRASYMAS
Bendra formul¢, pagal kurig apskai¢iuojama koncentracija mg/l, yra tokia:
c: VXM pp
exdxv
Cia:
V = tirlamojo tirpalo taris mililitrais (2,95 ml)
v = bandinio tiiris mililitrais (0,1 ml)
PM = medzZiagos, kurig reikia nustatyti, molekuliné masé (D-obuoliy rigsties PM = 134,09)
d = kiuvetés optinis kelias centimetrais (1 cm)
€ = NADH absorbcijos koeficientas:
esant 340 nm bangos ilgiui = 6,3 (1 mmol! cm)
esant 365 nm bangos ilgiui = 3,4 (1 mmol! cm™)
esant 334 nm bangos ilgiui = 6,18 (1 mmol! c¢m).
Jeigu bandinys ruosiant buvo praskiestas, rezultatas padauginamas i§ praskiedimo faktoriaus.
D-obuoliy rigsties koncentracija nurodoma miligramais viename litre (mg/l) be skaitmeny po deSimtainés trup-
menos kablelio.
7. TIKSLUMAS
Detaliis metodo tikslumo tarplaboratorinio bandymo duomenys apibendrinti B priedélyje. Tarplaboratoriniais
bandymais nustatyti dydziai negali bati taikomi kitokioms analitiniy medziagy apimtims ir matricoms, negu nuro-
dyta B priedélyje.
7.1. Pakartojamumas
Dviejy atskiry rezultaty, gauty tiriant ta pacia medZiaga, absoliutus skirtumas, laborantui ja istyrus tuo paciu
aparatu per trumpiausig laiko tarpa, daugiau kaip 5 % atvejy nevirsija pakartojamumo vertés r.
r =11 mgfl
7.2. Atkuriamumas
Dviejy atskiry rezultaty, gauty tiriant t3 pacia medziaga, absoliutus skirtumas, tiriant medziaga dviejose skirtingose
laboratorijose, daugiau kaip 5 % atvejy nevirsija atkuriamumo vertés R.
R = 20 mg/lL
8. PASTABOS

Atsizvelgiant i sio metodo tikslumo laipsnj, mazesnius negu 50 mg/l D-obuoliy riigsties kiekius, jeigu biitina, galima pa-
tvirtinti kitu analizés bidu, taikant kitokj matavimo principa, kaip antai Przyborskio et al. principa (Mitteilungen Kloster-
neuburg 43, 1993; 215-218. 1993).

Kad polifenoliai nenuslopinty fermenty aktyvumo, vyno bandinys kiuvetéje neturéty virsyti 0,1 ml.
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A priedélis

Kaip elgtis, kai kyla 3alutinés reakcijos

Salutinés reakcijas dazniausiai sukelia fermento antrinés reakcijos, bandinio matricoje esantys kiti fermentai arba dviejy
ar daugiau matricos elementy tarpusavio saveika su fermentinés reakcijos bendruoju faktoriumi.

Kai reakcija vyksta normaliai, absorbcijos dydis po kiek laiko — paprastai praéjus nuo 10 iki 30 minuciy (tai priklauso
nuo konkrecios fermentinés reakcijos grei¢io), tampa pastovus. Taciau jeigu kyla antrinés reakcijos, absorbcijos dydis
nenusistovi, o laikui bégant tolydZio auga. Tokj procesg jprasta vadinti Salutine reakcija.

Jeigu kyla Salutiné reakcija, pragjus laikui, per kurj standartinis tirpalas pasiekia galuting absorbcija, tirpalo absorbcija
reikia matuoti reguliariais laiko tarpais (kas dvi ar kas penkias minutes). Jeigu absorbcija tolydzio didéja, reikia atlikti Seis
ar septynis matavimus ir juos ekstrapoliuoti grafiskai arba skaiiuojant. taip nustatoma absorbcija, kuri buty gauta
pridéjus galutinj fermentg (TO0). Substrato koncentracija skai¢iuojama pagal tuo laiku ekstrapoliuota absorbcijos skirtuma
(Af - Ai).

Absorbcija

pagrinding ir Salutiné reakcijos
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- - = -
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B priedélis

Statistiniai tarplaboratorinio bandymo rezultatai

Tarplaboratorinio bandymo atli- 1995
kimo metai:
Laboratorijy skaicius: 8
Bandiniy kiekis: 5 pridéjus D obuoliy rigsties

Bandinys A B C D E
Laboratorijy skaicius, likes eliminavus nenormalius rezul- 7 8 7 8 7
tatus pateikusias laboratorijas
Nenormalius rezultatus pateikianciy laboratorijy skaicius 1 _ 1 _ 1
Priimty rezultaty skaicius 35 41 35 41 36
Vidutinis (3)dydis (mg/l) 161,7 65,9 33,1 106,9 111,0
Standartinis pasikartojamumo nuokrypis (sr) (mg/l) 4,53 4,24 1,93 4,36 4,47
Santykinis standartinis pasikartojamumo nuokrypis (RSDr) 2,8 6,4 5,8 4,1 4,00
(%)
Pasikartojamumo riba (r) (mg/l) 12,7 11,9 54 12,2 12,5
Standartinis atkuriamumo nuokrypis (sR) (mg/l) 9,26 7,24 5,89 6,36 6,08
Santykinis standartinis atkuriamumo nuokrypis (RSDR) (%) 5,7 11 17,8 5,9 5,5
Atkuriamumo riba (R) (mg/l) 25,9 20,3 16,5 17,8 17,0

Bandiniy rasys:

A: raudonasis vynas B: raudonasis vynas C: baltasis vynas D: baltasis vynas E: baltasis vynas;"
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II PRIEDAS

,38. CIANIDO DARINIAI

(Ispéjimas: bitina laikytis saugos priemoniy, numatyty dirbant su tokiais chemikalais, kaip antai: chloraminas T, piridinas,
kalio cianidas, druskos riigstis ir fosforo rugstis. Panaudoti produktai turi bati Salinami tinkamai, laikantis galiojanciy
aplinkosaugos taisykliy. Saugotis riigstinto vyno distiliacijos metu iSsiskirian¢ios ciano vandenilio riigsties.)

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

METODU ESME

Visa vyne esanti laisva ciano vandenilio rtigstis issiskiria vykstant rtigstinei hidrolizei. Ji atskiriama distiliuojant.
[vykus reakcijai su chloraminu T ir piridinu, susidargs gliutamino dialdehidas randamas kolorimetrijos bidu pagal
meélyng spalva, kurig jis sudaro su 1,3 dimetil barbittiro ragstimi.

APARATURA

Distiliavimo aparatas

Naudojamas alkoholio kiekiui vyne nustatyti skirtas distiliavimo aparatas.

500 ml talpos apvaliadugné kolba su standartizuotomis lifuotomis jungtimis
Termostatu kontroliuojama vandens vonia, palaikant 20 °C temperatiirg
Spektrofotometras, kuriuo galima matuoti absorbcijg esant 590 nm bangos ilgiui

Stiklinés arba vienkartinés kiuvetés, turinc¢ios 20 mm optinj kelia.

REAGENTAI
25 % (m/v) fosforo rugstis (H3PO4)
3 % (m/v) chloramino T tirpalas (C7H7CINNa 028, 3H20)

1,3 dimetil barbitiiro riigsties tirpalas: 3,658 g dimetil barbitiiro riigsties (C6H8N203) istirpinama 15 ml piri-
dino ir 3 ml druskos riigsties (p20 = 1,19 g/ml) ir jpilama 50 ml distiliuoto vandens.

Kalio cianidas (KCN)
10 % (m/v) kalio jodido (KI) tirpalas

Sidabro nitrato (AgNO3) tirpalas, 0,1 M

DARBO EIGA
Distiliavimas

[ 500 ml talpos kolba (zr. 2.2 punktg) jpilama 25 ml vyno, 50 ml distiliuoto vandens, 1 ml fosforo riigsties (Zr.
3.1 punkta) ir jdedami keli stiklo rutuliukai. Kolba i karto uzdedama ant distiliavimo aparato. Distiliatas smailé-
jan¢iu vamzdziu nuvedamas i 50 ml talpos kalibruota kolbg, kurioje yra 10 ml vandens. Kalibruota kolba panar-
dinama lediniame vandenyje. ] kalibruotg kolba surenkama nuo 30 iki 35 ml distiliato (arba i§ viso apie 45 ml
skyscio).

Smailéjantis kondensatoriaus vamzdelis praskalaujamas keliais mililitrais distiliuoto vandens, distiliatas pasildomas
iki 20 °C temperatiiros, ir iki kalibravimo linijos pripilama distiliuoto vandens.

Matavimas

25 ml distiliato jpilama j 50 ml talpos kaging kolbg su slifuotu stikliniu kamsc¢iu, i jj jpilama 1 ml chloramino T
tirpalo (zr. 3.2 punktg) ir sandariai uzZkemsama kams¢iu. Pra¢jus lygiai 60 sekundziy jpilama 3 ml 1,3 dimetil
barbitiiro rtgsties tirpalo (Zr. 3.3 punkta), sandariai uzZkem$ama kamsciu ir palaikoma 10 minuciy. Po to 20 mm
optinj kelia turin¢iose kiuvetése, esant 590 nm bangos ilgiui, i$matuojama absorbcija, palyginant su kontroliniu
tirpalu (25 distiliuoto vandens vietoj 25 ml distiliato).
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5.2.

5.2.1.

5.2.2.

6.1.

KALIBRAVIMO KREIVES BRAIZYMAS
Kalio cianido argentometrinis titravimas

Apie 0,2 g tiksliai atseikéto KCN (Zr. 3.4 punktg) istirpinama 100 ml vandens 300 ml kalibruotoje kolboje.
Ipylus 0,2 ml kalio jodido tirpalo (Zr. 3.5 punktg), titruojama 0,1 M sidabro nitrato tirpalu (Zr. 3.6 punktg), kol
atsiranda stabili gelsva spalva.

Laikant, kad 13,2 mg KCN yra 1 ml 0,1 M sidabro nitrato tirpalo, apskai¢iuojama KCN bandinio koncentracija.
Standartiné kreivé

Standartiniy tirpaly paruoimas

5.1 punkte nurodyta tvarka nustacius KCN koncentracija, paruo$iamas standartinis tirpalas, turintis 30 mg/l
ciano vandenilio riigsties (30 mg HCN 72,3 mg KCN). Tirpalas praskiedZiamas 1/10 santykiu.

1,0 ml, 2,0 ml, 3,0 ml, 40 ml ir 5,0 ml praskiesto bandinio supilama { 100 ml talpos kalibruotas kolbas,
kurios iki kalibravimo linijos pripilamos vandens. Paruosti tirpalai viename litre turi atitinkamai 30 pg, 60 pg,
90 pg, 120 pgir 150 pg.

Titravimas

Paémus tokiu biidu gauty tirpaly bandinius, atlickami 4.1 ir 4.2 punktuose aprasyti veiksmai.

Gauti absorbcijos dydziai, standartinius tirpalus laikant atitinkamo ciano vandenilio rtugsties kiekio funkcija,
sudaro tiesg, einancia per koordinaciy susikirtimo taska.

REZULTATY UZRASYMAS

Ciano vandenilio riigstis nurodoma mikrogramais viename litre (pug[l), be skaitmeny po deSimtainés trupmenos
kablelio.

Skaic¢iavimo metodas

Pagal kalibracing kreive nustatomas ciano vandenilio riigsties kiekis. Jeigu bandinys praskiestas, rezultatas padau-
ginamas i§ praskiedimo faktoriaus.

Pakartojamumas (r) ir atkuriamumas (R)
Baltojo vyno =1 = 3,1 pgfl arba apytikriai 6 % - x;
R = 12 g/l arba apytikriai 25 % - x,

Raudonojo vyno = r = 6,4 pg/l arba apytikriai 8 % - x
R = 23 g/l arba apytikriai 29 % - x

x; = vidutiné HCN koncentracija vyne

>
1l

48,4 g/l baltajame vyne
x; = 80,5 pg/l raudonajame vyne.“
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III PRIEDAS

44. ETILO KARBAMIDO KIEKIO VYNE NUSTATYMAS: ATRANKINIO APTIKIMO METODAS, TAIKANT

DUJU CHROMATOGRAFIJA IR MASIY SPEKTROMETRIJA

(Taikoma nustatant etilo karbamido kiekj, esant nuo 10 iki 200 pg/l koncentracijoms)

spéjimas: butina laikytis saugos priemoniy, numatyty dirbant su tokiais chemikalais, kaip antai: etanolis, acetonas ir
kancerogeniniai produktai (etilo karbamidas ir dichlormetanas). Panaudoti produktai turi bati Salinami tinkamai, laikantis
galiojanciy aplinkosaugos taisykliy.)

A. Metody esmé

Propilo karbamido i bandinj jpilama pagal vidinj standarta, tirpalas praskiedZiamas vandeniu ir supilamas i 50 ml
kietos fazés ekstrakcijos stulpelj. Etilo karbamidas ir propilo karbamidas i§plaunami dichlormetanu.

Elivatas sodrinamas vakuuminiame rotaciniame garintuve. Koncentratas itiriamas dujinés chromatografijos (GC)
badu. Nustatoma masiy spektrometrijos biidu, taikant fragmentometrijg SIM (pasirinkty jony stebéjimo) rezimu.

B. Aparatiira ir chromatografijos salygos (pavyzdys)

a)

9

d)

Dujy chromatograma ir masiy spektrometras (GC/MS) ir, jeigu reikia, bandinio filtras ir duomeny apdorojimo
arba jai tolygi sistema.

30 m (*) x 0,25 mm vidinio skersmens lydyto silicio kapiliarinis stulpelis, 0,25 pm Carbowax 20M
Veikimas:180 °C purkstuvas, helio dujy kreiptuvas (1 ml per minute, esant 25 °C), purskimas neskaidomu badu.

Temperatiiros planas: 0,75 minutés 40 °C, po to 10 °C per minute grei¢iu pakyla iki 60 °C, o po to po 3 °C per
minutg iki 150 °C (**) temperatiiros, pakyla iki 220 °C temperatiros ir laikosi 4,25 minutés. Etilo karbamido
specifinis sulaikymo laikas — nuo 23 iki 27 minuciy, propilo karbamido — nuo 27 iki 31 minutés.

Dujy chromatogramos ir spektrometro (GC/MS) sasaja: 220 °C perdavimo linija. Masiy spektrometro parametrai
nustatyti su perfluoro tributilaminu ir geriausiai pritaikytas mazesniam masés jautrumui, SIM duomeny rinkimo
rezimas, tirpiklio sulaikymo ir duomeny rinkimo pradzios laikas 22 minutés, vieno jono duomeny priémimo
laikas 100 ms.

Vakuuminis rotacinis garintuvas arba dany gamybos Kuderna pobiidzio sodrinimo sistema.

(NB etilo karbamido regeneravimo i§ bandomojo bandinio rodiklis C(g) proceso metu turi bati tarp 90 ir
110 %))

Kolba — kriausés formos, 300 ml talpos, vienas Slifuotas kaklelis.

Sodrinimo vamzdis — 4 ml, graduotas, su teflonu dengta jungtimi ir kamsciu.

C. Reagentai

a)

b)

0

Acetonas — LC kokybés
(NB Kiekvieng partija prie§ taikant GC/MS reikia patikrinti, ar néra aptinkamy m/z 62, 74 ir 89 jony.)
Dichlormetanas

(NB Kiekvieng partijg, prisodrinus 200 karty, prie§ taikant GC/MS, reikia istirti ir patikrinti, ar néra aptinkamy
mfz 62, 74 ir 89 jony.)

Etanolis — grynas (be vandens)

(*) Tam tikriems ypae sodrintiems vynams pageidaujamas 50 m ilgio kapiliarinis stulpelis.
(**) Tam tikriems ypa¢ sodrintiems vynams pageidaujamas 2 °C per minuta temperatdros planas.
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d)

e)

f)

Q

=

Etilo karbamido (EB) — standartiniai tirpalai

1. Pradinis tirpalas — 1,00 mg/ml. 100 mg (grynumas 99 %) EB pasveriama 100 ml matavimo kolboje ir pras-
kiedziama acetonu.

2. Standartinis darbinis tirpalas — 10,0 pg/ml. 1 ml EB pagrindinio tirpalo perpilama j 100ml matavimo kolba
ir praskiesti acetonu iki pazenklintos ribos.

Propilo karbamido (PC) standartiniai tirpalai

1. Pradinis tirpalas — 1,00 mg/ml. 100 mg PC (reagento kokybés) pasveriama 100 ml matavimo kolboje ir
praskiedziama acetonu iki pazenklintos ribos.

2. Standartinis darbinis tirpalas — 10,0 pg/ml. 1 ml PC pagrindinio tirpalo perpilama j 100 ml matavimo kolba
ir praskiedZiama acetonu iki pazenklintos ribos.

3. Vidinis standartinis PC tirpalas — 400 ng/ml. 4 ml standartinio PC tirpalo perpilama j 100 ml matavimo
kolbg ir praskiedziama vandeniu iki pazenklintos ribos.

Standartinio kalibravimo EB — PC tirpalai

EB standartinis darbinis tirpalas (Zr. d punkto 2 papunktj) ir PC standartinis darbinis tirpalas (zr. e punkto
2 papunktj) praskiedziami dichlormetanu, paruosiant tokius tirpalus:

1. (100 ng EB ir 400 ng PC)/ml;

. (200 ng EB ir 40 ng PC)/ml;

. (400 ng EB ir 400 ng PC)/ml;

. (800 ng EB ir 400 ng PC)/ml;

. (1 600 ng EB ir 400 ng PC)/ml.

Bandomasis bandinys — 100 ng EB/ml 40 % etanolio.

1 ml standartinio darbinio EB tirpalo (ir. d punkto 2 papunktj) perpilama j 100 ml matavimo kolbg ir iki
pazymeétos ribos praskiedziama 40 % etanoliu.

Kietos fazés ekstrakcijos stulpelis — vienkartiné medziaga, fasuota su diatomitu, 50 ml talpos

NB prie§ pradedant analize, reikia pazitréti, kiek i§ kiekvienos ekstrakcijos stulpeliy partijos regeneruojama EB ir
PC ir patikrinti, ar néra aptinkamy m/z 62, 74 ir 89 jony. Bandomajam bandiniui paruosiama 100 ng EB/ml (zr.
g punkta). 5,00 ml bandomojo bandinio analizé aprasyta D poskyrio a punkte, E poskyryje ir F poskyryje. Jeigu
regeneruojama nuo 90 iki 110 ng EB/ml, toks rezultatas yra patenkinamas. Sugérikliai, kuriy dalelyciy skersmenys
yra nevienodi, gali sulétinti srautg, o tai tures jtakos EB ir PC regeneravimui. Jeigu po keliy bandymy nepavyksta
atgauti nuo 90 iki 110 % bandomojo bandinio dydzio, reikéty pakeisti stulpelj arba jvertinant EB kiekj naudotis
pakoreguota kalibracine regeneracijos kreive. Norint gauti pakoreguota kalibracing kreive, pagal f punkto aprasa
paruosiamas standartinis tirpalas, tik vietoje dichlormetano naudojamas 40 % etanolis.

Pagal D, E ir F poskyriy aprasg atlickama 1 ml standartinés kalibravimo tirpalo analize.

Pagal ekstrahuoty standarty EB ir PC proporcija sudaroma nauja kalibraciné kreive.

D. Bandomojo bandinio paruosimas

[ dvi atskiras 100 ml menziiras supilami tokie bandomosios medziagos tiiriai:

a)
b)

vyny, turin¢iy daugiau kaip 14 % alkoholio: 5,00 + 0,01 ml;

vyny, turin¢iy ne daugiau kaip 14 % alkoholio: 20,00 + 0,01 ml.

| kiekvieng menziirg jpilama po 1 ml standartinio vidinio PC tirpalo (zr. C poskyrio e punkto 3 papunktj) ir vandens,
kad bendras taris bty 40 ml (arba 40 g).

. Ekstrahavimas

Ekstrahavimas turi biiti atliekamas po ekstrahavimo gaubtu, esant tinkamai ventiliacijai.

Pagal D poskyrio nuostatas paruostas bandinys perpilamas  ekstrahavimo stulpelj.

Menziira praskalaujama 10 ml vandens, o skalavimui panaudotas vanduo perpilamas i stulpelj.
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Skystis palickamas kelioms minutéms, kad galéty sugerti. Sugertos medziagos iSplaunamos 2 x 80 ml dichlormetano.
Eliuatas surenkamas 300 ml talpos kiiginéje kolboje.

Nuo 2 iki 3 ml eliuoto iSgarinama rotaciniu garintuvu vandens vonioje, esant 30 °C. (NB: negalima leisti, kad viskas
iSgaruoty sausai.)

Likuciy koncentratas Pastero pipete perne$amas i graduota 4 ml vamzdelj.

Kolba praskalaujama 1 ml dichlormetano, o skalavimui panaudotas skystis supilamas | vamzdelj. Bandinys sodri-
namas po silpna azoto srovele iki 1 ml.

Jei batina, koncentrata galima perkelti  automatinio bandiniy rinktuvo kolba GC/MS analizei atlikti.

. GC/MS analizé

a) Kalibraciné kreivé

Po 1 pl kiekvieno standartinio kalibravimo skys¢io (zr. C poskyrio f punkta) j$virksciama | GC/MS. Nubraizoma
EB ir PC santykio lauko kreivé, vertikalioje aSyje Zymint m/z 62 jong, o horizontalioje — EB kiekj ng/ml (100,
200, 400, 800, 1 600 ng/m).

b) EB kiekio jvertinimas

1 pl pagal E poskyri paruosto ekstrakto j$virksciamas | GC/MS sistema ir apskaiciuojamas EB ir PC lauko santykis,
esant m/z 62 jonui. Naudojantis vidinio standartinio kalibravimo kreive, nustatoma EB koncentracija (ng/ml). EB
kiekj ekstrakte (ng) padalijus i§ bandomojo bandinio tirio (ml), apskai¢iuojama EB koncentracija (ng/ml).

¢) EB tapatumo patvirtinimas
Nustatoma, ar EB sulaikymo laikotarpiu fiksuojami m(z 62, 74 ir 89 jonai. Tokie aptikimai bidingi atitinkamai
fragmentams (M — C2H2)* ir (M — CH3)* ir molekuliniam jonui (M)*. EB buvimas patvirtinamas, jeigu 3iy jony
santykinés proporcijos nevirsija 20 % EB standarto proporcijy. Norint pakankamai gerai aptikti m/z 89 jona, gali
prireikti toliau sodrinti ekstrakta.

. Tarplaboratoriné analizé

Lenteléje parodyti faktinio daleliy srauto bandinio ir abiejy vyno rasiy atskiri rezultatai.

Cochrano testo metu buvo atmesta tik viena rezultaty pora i§ dviejy skirtingy laboratorijy: daugiau kaip 14 % alko-
holio turincio vyno ir 14 % arba maziau alkoholio turincio vyno.

Didéjant etilo karbamido koncentracijai, santykinis atkuriamumas (RSDR) yra linkes mazéti.

Etilo karbamido EB alkoholiniuose gérimuose nustatymo GC/MS metodu apibiidinimas

Vidutinis Pridéto EB
Bandinys aptikto EB regeneracija Sr SR RSU/Dr R(S;)R
kiekis (ng/ml) (%) %) )
Vynai, turintys daugiau 40 1,59 4,77 4,01 12,02
kaip 14 % alkoholio
80 89 3,32 7,00 4,14 8,74
162 90 8,20 11,11 5,05 6,84
Vynai, turintys 14 % 11 0,43 2,03 3,94 18,47
arba maziau alkoholio
25 93 1,67 2,67 6,73 10,73
48 93 1,97 4,25 4,10 8,86




