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NARIADENIE KOMISIE (ES) €. 761/1999
z 12. aprila 1999,

ktorym sa meni a dopliia nariadenie (EHS) & 2676/90 stanovujiice analytické metédy spoloCenstva
pre sektor vina

KOMISIA EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV,
so zretelom na Zmluvu o zaloZeni Eurdpskeho spolocenstva,

so zretefom na nariadenie Rady (EHS) ¢. 822/87 zo 16. marca
1987 o spolocnej organizdcii trhu s vinom ('), naposledy
zmenené a doplnené nariadenim (ES) ¢ 1627/98 (%), najmi na
jeho ¢lanok 74;

kedZe priloha k nariadeniu Komisie (EHS) ¢. 2676/90 (), napo-
sledy zmenenému a doplnenému nariadenim (ES) & 822/97 (%),
opisuje analytické metddy; kedZe analytickd metdda kyseliny D-
jabl¢nej opisand v kapitole 20 sa ukdzala ako nepresnd a bola
vyvinutd novad presnejsia metdda; kedZe bola vyvinutd novd
analytickd metdda kyanidovych derivitov, ktord je citlivejsia
a lahsie sa pouziva; kedZe na medzindrodnej trovni bola vyvi-
nutd nova metdda zistovania etylkarbamétu vo vine; kedZe tieto
tri metddy boli schvalené v stlade s medzindrodne uznava-
nymi kritériami; kedZe pouzivanim tychto metéd mozno
zabezpedit lepsiu kontrolu nad kvalitou a pravostou vina
a zabranif sporom spdsobenym pouzivanim  zastaralych
a nespolahlivych analytickych metdd; kedZze opisy novych
metdd schvidlil Medzindrodny drad pre vini¢ a vino; kedZe tieto
by mali byt zac¢lenené do nariadenia;

kedze opatrenia ustanovené tymto nariadenim sti v sdlade so
stanoviskom Riadiaceho vyboru pre vino,

PRIJALA TOTO NARIADENIE:

Cldnok 1
Priloha k nariadeniu (EHS) ¢. 2676/90 sa tymto meni a dopliia
takto:

1. kapitola 20 (Kyselina D-jabl¢nd) sa nahrddza prilohou I
k tomuto nariadeniu;

2. kapitola 38 (Kyanidové derivity) sa nahrddza prilohou II
k tomuto nariadeniu;

3. priloha IIl k tomuto nariadeniu sa priddva ako kapitola 44.

Cldnok 2

Toto nariadenie nadobuda t¢innost siedmy deni od jeho uverej-
nenia v Uradnom vestniku Eurdpskych spolocenstiev.

Toto nariadenie je zdvdzné vo svojej celistvosti a je priamo uplatnitelné vo vsetkych ¢len-

skych $tatoch.

V Bruseli 12. aprila 1999

. ES L 84,27.3.1987,s. 1.
. ES L 210, 28.7.1998, s. 10.
. ES L 272,3.10.1990, s. 1.
. ES L 117,7.51997,s. 10.
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Za Komisiu
Franz FISCHLER

clen Komisie
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3.1.

PRILOHA I

,20. KYSELINA D-JABLCNA
(enzymovd metdda)

PRINCIP

V pritomnosti D-maldt dehydrogendzy (D-MDH) sa kyselina D-jablénd oxiduje nikotinamid-adenin-dinukleotidom
(NAD) na oxalacetdt. Vytvoreny oxalacetdt sa $tiepi na pyruvat a oxid uhlicity.

MDH

D-maldt + NAD* pyruvat + CO, + NADH + H*

MnoZstvo vytvoreného NADH je timerné koncentrécii kyseliny D-jablcnej a meria sa pri vinovej dizke 334, 340
alebo 365 nm.

CINIDLA

Testovacia sada pre priblizne 30 stanovent:

a) flasticka ¢. 1 obsahujtca asi 30 ml roztoku pozostdvajiceho z Hepes tlmivého roztoku (kyseliny 4-(2-hydro-
xyetyl)piperazin-1-etan sulfénovej) PH = 9,0 a stabilizatorov;

b) flasticka ¢. 2 obsahujtica asi 210 mg NAD-lyofilizitu;

¢) tri flasticky ¢. 3 obsahujice D-MDH-lyofilizdtu, kazdd priblizne s 8 U.

Priprava roztokov

1. Obsah flasticky ¢. 1 pouzite nezriedeny. Pred pouzitim roztok zohrejte na teplotu 20 az 25 °C.

2. Obsah flasticky ¢. 2 rozpustite v 4 ml redestilovanej vody.

3. Obsah jednej z flasticiek ¢. 3 rozpustite v 0,6 ml redestilovanej vody. Pred pouzitim roztok zohrejte na teplotu
20 az 25 °C.

Stabilita roztokov

Obsah flasticky ¢. 1 je stabilny aspori rok, ak sa skladuje pri teplote + 4 °C; roztok ¢. 2 je stabilny tri tyzdne, ak sa
skladuje pri teplote + 4 °C, a dva mesiace, ak sa skladuje pri teplote =20 °C; roztok ¢. 3 je stabilny pat dni, ak sa
skladuje pri teplote + 4 °C.

PRISTROJE

Spektrofotometer, ktory umoZiiuje merania pri vinovej dlzke 340 nm, ked absorpcia NADH dosahuje maximum,
Ak nie je k dispozicii, moze sa pouzit aj spektrofotometer s nespojitym zdrojom spektra, ktory umoziiuje merania
pri vlnovej dlzke 334 alebo 365 nm. Kedze ide o merania absoltitnej absorbancie (t. j. bez kalibraénych roztokov,
ale vo vztahu ku koeficientu extinkcie NADH), je potrebné skontrolovat stupnice vinovej dlzky a spektrélnu absor-
banciu pristroja.

3.2. Sklenené kyvety s dfzkou optickej dréhy 1 cm (podla potreby mozno pouzi aj jednorazové kyvety).

3.3. Mikropipety na pipetovanie objemov od 0,01 do 2 ml.
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4. PRIPRAVA VZORKY
Analyza D-maldtu sa zvycajne vykondva priamo vo vine bez toho, aby bolo najprv odfarbené.

Mnozstvo D-maldtu v kyvete by sa malo pohybovat medzi 2 a 50 pg. Preto treba vino zriedit tak, aby sa vyslednd
koncentracia D-maldtu rovnala 0,02 az 0,5 gfl, resp. 0,02 az 0,3 g/l (v zévislosti od pouzitého pristroja).

Tabulka — Zriedenie:

Odhadované mnozstvo D-maldtu na 1 liter
Merané pri: Zriedenie vodou Zriedovaci faktor F
340 or 334 nm 365 nm
<03¢g <05¢g - 1
03 -30¢g 05-50¢g 1+9 10

5. POSTUP

Nastavte spektrofotometer na vinovii dfzku 340 nm a pomocou centimetrovych kyviet urcite absorbanciu, pricom na
nastavenie nulovej absorbancie pouzite vzduch (bez kyvety v optickej drdhe) alebo vodu.

Do kyviet napipetujte:

Referen¢nd vzorka Testovand vzorka
Roztok ¢. 1 1,00 ml 1,00 ml
Roztok ¢. 2 0,10 ml 0,10 ml
Redestilovana voda 1,80 ml 1,70 ml
Vzorka na meranie - 0,10 ml

Premiesajte a asi po Siestich minttach zmerajte absorbanciu roztokov referencnej a pokusnej vzorky (A,).

Pridajte:

Referen¢nd vzorka Testovand vzorka

Roztok ¢. 3 0,05 ml 0,05 ml

Premiesajte. Pockajte, kym prebehne reakcia (asi 20 mindt) a zmerajte absorbanciu roztokov referencnej a pokusnej
vzorky (A,).

Vypocitajte rozdiel medzi absorbanciami (A,-A,) roztokov referen¢nej (AA;) a pokusnej vzorky (AA;). Nakoniec vypoci-
tajte rozdiel medzi tymito rozdielmi: AA = AA; — AA,.

Pozndmka: Doba potrebnd na dokoncenie enzymovej ¢innosti moze byt pre kazdd dévku ind.Vyssie uvedend doba md
sltzit len na orientdciu, pricom sa odportica stanovit ju pre kazdd dévku zvlast.

Kyselina D-jabl¢nd reaguje prudko. Enzym prendsa aj kyselinu L-vinnu, hoci ovela pomalsie. Tym sa vysvetluje mierna
vedlajsia reakcia, ktort mozno napravit pomocou extrapolacie (pozri dodatok A).
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6.

C

7.

VYJADRENIE VYSLEDKOV

Vseobecny vzorec na vypocet koncentricie v mg/l je:

_VxPM

exdxv

pricom:

AA

objem testovaného roztoku v ml (2,95 ml)

objem vzorky v ml (0,1 ml)

molekulovd hmotnost stanovovanej latky (pre kyselinu D-jablént je PM = 134,09)
optickd drdha kyvety v cm (1 cm)

absorbény koeficient NADH:

pri 340 nm = 6,3 (1 mmol! cm)

pri 365 nm = 3,4 (1 mmol! cm™)

pri 334 nm = 6,18 (1 mmol! cm?).

Ak bola vzorka pri priprave zriedend, vysledok vyndsobte zriedovacim faktorom.

Koncentracia kyseliny D-jabl¢nej sa uvddza v miligramoch na liter (mg/l) bez desatinnych miest.

PRESNOST

Podrobnosti o medzilaboratérnej skiiske presnosti tejto metddy s zhrnuté v dodatku B. Hodnoty odvodené
z medzilaboratérnej skiisky mozu byt nepouzitelné na iné rozsahy koncentrdcii stanovovanej zlozky a zdkladnych

latok, ako st uvedené v dodatku B.

7.1. Opakovatelnost

Absolitny rozdiel medzi dvoma vysledkami ziskanymi z tej istej vzorky odskisanymi prevddzkovatelom pomocou
rovnakého pristroja v najkratSom casovom intervale neprevysi hodnotu opakovatelnosti r vo viac ako 5%

pripadov
R = 11 mg/l

7.2. Reprodukovatelnost

8.

S ohladom na mieru presnosti tejto metddy by v pripade potreby mali byt hodnoty kyseliny D-jablénej mensie ako
50 mg/l potvrdené inou analytickou metédou pri pouziti iného principu merania, napr. principu Przyborského a kol.

Absolitny rozdiel medzi dvoma vysledkami ziskanymi z tej istej vzorky odsktsanymi v dvoch rozdielnych labora-

téridch nepresiahne hodnotu reprodukovatelnosti R vo viac ako 5 % pripadov.
R = 20 mg/l
POZNAMKY

(Mitteilungen Klosterneuburg 43, 1993; 215-218. 1993).

Vzorka vina v kyvete by nemala presiahnut objem 0,1 ml, aby sa zabrdnilo pripadnej inhibicii enzymovej aktivity

polyfenolov.
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Dodatok A

Ako &elit vedlaj$im reakcidm
Vedlajsie reakcie st zvicsa sposobené sekunddrnymi reakciami enzymu na pritomnost inych enzymov v zdkladnej

vzorke, alebo vzdjomnou reakciou jedného alebo viacerych prvkov zdkladnej vzorky so spolufaktorom enzymovej
reakcie.

Pri beznej reakcii absorbancia dosahuje konstantnd hodnotu po urcitom case — vacsinou po 10-20 mindtach v zavislosti
od rychlosti konkrétnej enzymovej reakcie. Ked vsak dojde k sekunddrnym reakcidm, absorbancia nedosahuje kon-
Stantnt hodnotu, ale pravidelne sa s postupom casu zvysuje. Tento typ procesu sa bezne nazyva ,vedlajsou reakciou*.

Ked sa vyskytne vedlajsia reakcia, absorbancia roztoku by mala byt merand v pravidelnych intervaloch (kazdé dve az pit
minit) po uplynuti casu pozadovaného na dosiahnutie konecnej absorbancie §tandardného roztoku. Ak sa absorbancia
pravidelne zvysuje, malo by sa uskutocnit pdt az Sest merani a extrapolovat naspit pomocou grafu alebo vypoctu. Tak
sa urci absorbancia, ktord by bola pozorovand po pridani kone¢ného enzymu (T0). Koncentracia substrdtu sa vypocita
na zdklade rozdielu v absorbancii extrapolovanej v danom case. (Af — Ai).

Absorbancia

hlavna a vedlajSia reakcia

---
-- - ==
- - -
- -
- - -

:
L
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X AAJAt = kontanta
X
t
]
1

hlavna reakcia
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vedlaj$ia reakcia

I

TO (Pridanie koneéného enzymu)

Obrdzok ¢. 1 Vedlajsia reakcia
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Dodatok B
Statistické vysledky medzilaboratérnej skis

Rok medzilaboratérnej skusky: 1995
Pocet laboratorif: 8

Pocet vzoriek: 5 s pridavkom kyseliny D-jabl¢nej

Vzorka A B C D E
Pocet laboratorii po vyliceni laboratérii s odchylnymi 7 8 7 8 7
vysledkami
Pocet laboratérif s odchylnymi vysledkami 1 - 1 - 1
Pocet prijatych vysledkov 35 41 35 41 36
Priemernd hodnota () (x)(mg/l) 161,7 65,9 33,1 106,9 111,0
Standardnd odchylka opakovatelnosti (s) (mg/l) 4,53 4,24 1,93 4,36 4,47
Relativna standardnd odchylka opakovatelnosti (RSD,) (%) 2,8 6,4 5,8 4,1 4,00
Hranica opakovatelnosti r) (mgl) 12,7 11,9 5,4 12,2 12,5
Standardn4 odchylka reprodukovatelnosti (s) (mg/l) 9,26 7,24 5,89 6,36 6,08
Relativna $tandardnd odchylka reprodukovatelnosti (RSDy) 5,7 11 17,8 5,9 5,5
(%)
Hranica reprodukovatelnosti (R) (mg/l) 25,9 20,3 16,5 17,8 17,0
Typy vzoriek:

A: Cervené vino; B: €ervené vino; C: biele vino; D: biele vino; E: biele vino;“
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PRILOHA I

,38. KYANIDOVE DERIVATY

(Upozornenie: Dodrzujte bezpecnostné opatrenia pre pracu s chemikdliami, chloraminom T, pyridinom, kyanidom
draselnym, kyselinou chlorovodikovou a kyselinou fosfore¢nou. Pouzité produkty riadne zneskodnite v sdlade s plat-
nymi pravidlami ochrany Zivotného prostredia. Pozor na kyselinu kyanovodikovd, ktord sa uvolnuje pocas destildcie
okysleného vina.)

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

PRINCIP

Vsetka volnd kyselina kyanovodikovd vo vine sa uvolfiuje kyslou hydrolyzou a oddeluje sa destildciou. Reakciou
s chloraminom T a pyridinom vznikd glutakénovy dialdehyd stanoveny kolorimetricky na zaklade modrého sfar-
benia, ktoré vytvéra spolu s kyselinou 1,3-dimetylbarbitirovou.

PRISTROJE

Destilaény pristroj

Na stanovenie obsahu alkoholu vo vine pouzite opisany destilacny pristroj.

500 ml banka s okrdhlym dnom a normalizovanym zdbrusom
Vodny kiipel's termostaticky riadenou teplotou 20°C
Spektrofotometer umoZfujiici meranie absorbancie pri vinovej dizke 590 nm

Sklenené kyvety alebo jednordzové kyvety s optickou dréhou 20 mm

CINIDLA
Kyselina fosfore¢nd (H,PO,) 25 % (hmotnost/objem)
Roztok chloraminu T (C,H,CINNa O,S, 3H,0) 3 % (hmotnost/objem)

Roztok kyseliny 1,3-dimetylbarbittirovej: rozpustite 3,658 g kyseliny 1,3-dimetylbarbitdrovej (CH,N,O,)
v 15 ml pyridinu a 3 ml kyseliny chlorovodikovej (p,,=1,19 g/ml) a pridajte 50 ml destilovanej vody

Kyanid draselny (KCN)
Roztok jodidu draselného (KI) 10 % (hmotnost/objem)

Roztok dusi¢nanu strieborného (AgNO,) 0,1 M

POSTUP
Destildcia

Do 500 ml banky (2.2) vlejte 25 ml vina, 50 ml destilovanej vody, 1 ml kyseliny fosforecnej (3.1) a nickolko
sklenenych guliciek. Banku okamzZite poloZte na destila¢ny pristroj. Pomocou zaspicatenej rirky destildt zavedte
do 50 ml kalibra¢nej banky, v ktorej je 10 ml vody. Ponorte kalibra¢nti banku do ladovej vody. Na zbierajte do
nej 30 az 35 ml destildtu (alebo celkom asi 45 ml tekutiny).

Za3picatent rurku kondenzdtora preplachnite niekolkymi mililitrami destilovanej vody, zohrejte destildt na 20 °C
a doplnte destilovanou vodou az po kalibra¢nti znacku.

Meranie

Do 50 ml kuzelovitej banky so zabrtsenou sklenenou zétkou vlejte 25 ml destildtu, 1 ml roztoku chloraminu T
(3.2) a zazitkujte ju. Po presne 60 sckunddch pridajte 3 ml roztoku kyseliny 1,3-dimetylbarbitarovej (3.3),
zazatkujte a nechajte banku stdt 10 mindt. Potom zmerajte v kyvetdch s optickou drahou 20 mm absorbanciu
oproti porovnavacej vzorke (25 ml destilovanej vody namiesto 25 ml destiltu) pri vinovej dlzke 590 nm.
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5.2.

5.2.1.

5.2.2.

6.1.

STANOVENIE KALIBRACNEJ KRIVKY
Argentometrickad titricia kyanidu draselného

V 300 ml kalibra¢nej banke rozpustite v 100 ml destilovanej vody asi 0,2 g opatrne odvazeného KCN (3.4).
Pridajte 0,2 ml roztoku jodidu draselného (3.5) a titrujte s 0,1 M roztokom dusi¢nanu strieborného (3.6), kym
nedosiahnete stabilné Zltkasté sfarbenie.

Vypocitajte koncentriciu vzorky KCN za predpokladu, ze 1 ml 0,1 M roztoku dusi¢nanu strieborného zodpo-
vedd 13,2 mg KCN.

Standardnd krivka

5.2.1. Priprava Standardnych roztokov

Ked urcite koncentraciu KCN podla postupu uvedeného v bode 5.1, pripravte Standardny roztok obsahujici
30 ml/l kyseliny kyanovodikovej (30 ml HCN = 72, 3 mg KCN). Roztok zriedte v pomere 1/10.

Vlejte do 100 ml kalibra¢nych bank 1,0 ml, 2,0 ml, 3,0 ml, 40 ml a 5,0 ml vzorky zriedeného roztoku
a doplite destilovanou vodou az po kalibra¢nd znacku. Pripravené roztoky obsahuji 30 pg, 60 pg, 90 pg,
120 pga 150 pg kyseliny kyanovodikovej na liter.

Titrdcia

Pokracujte v pracovnom postupe s 25 ml vzorkami takto ziskanych roztokov podla nivodu v bodoch 4.1
a 4.2.

Hodnoty ziskané pre absorbanciu u $tandardnych roztokov majii ako funkcia zodpovedajiceho obsahu kyseliny
kyanovodikovej tvorit priamku prechddzajiicu zaciatkom.

VYJADRENIE VYSLEDKOV

Kyselina kyanovodikovi sa vyjadruje v mikrogramoch na liter (ug[l) bez desatinnych miest.
Metéda vypoctu

Obsah kyseliny kyanovodikovej odéitajte z grafu kalibracnej krivky. Ak bola vzorka zriedend, vysledok vyndsobte
zriedovacim faktorom.

Opakovatelnost ) a reprodukovatelnost (R)
Biele vino =1 = 3,1 pgfl alebo priblizne 6 % - x
R = 12 pg/l alebo priblizne 25 % - x

Cervené vino = r = 6,4 ug/l alebo priblizne 8 % - x,

R = 23 pg/l alebo priblizne 29 % - x,
x; = priemernd koncentricia HCN vo vine
X; = 48,4 pgflv bielom vine

x; = 80,5 pgfl v Cervenom vine.*
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PRILOHA 11

44,

STANOVENIE ETYLKARBAMATU VO VINE: SELEKTIVNA DETEKCNA METODA POMOCOU PLYNOVE] CHROMATO-
GRAFIE/[HMOTNOSTNEJ SPEKTROMETRIE

(Pouzitelné na stanovenie etylkarbamdtu pri koncentracidch od 10 do 200 pg/l)

(Upozornenie: Dodrzujte bezpecnostné opatrenia pre pracu s chemikéliami, etanolom, aceténom a karcinogénnymi
produktmi (etylkarbamdtom a dichlormetdnom). Pouzité rozpustadld riadne zneskodnite v stlade s platnymi pravidlami
ochrany zivotného prostredia).

A. Princip

Do vzorky sa priddva propylkarbamdt ako vnuatorny Standard, roztok sa riedi s vodou a umiestni sa do 50 ml
extrakénej kolony s pevnou fizou. Etylkarbamét a propylkarbamét sa eluuji dichlormetdnom.

Eludt sa koncentruje vo vdkuovom rota¢nom odparovaci. Analyza koncentrdtu sa vykondva plynovou chromatogra-
fiou (PCh). Detekcia sa vykondva hmotnostnou spektrometriou pouzitim fragmentometrie v rezime SIM (selected ion
monitoring — sledovanie vybranych iénov).

B. Pristroje a chromatografické podmienky (priklad)

a) Plynovy chromatogram/hmotnostny spektrometer (PCh/HS) a, v pripade potreby, vzorka filtra a systém spraco-
vania udajov alebo jeho ekvivalent

30 m (*) K kapildrna koléna z kremikového skla s vnitornym priemerom 0,25 mm, 0,25 pm Carbowax 20M
Prevddzka: vstrekovac 180 °C, vektor héliového plynu pri 1 ml/mindta pri 25°C, vstrekovanie nedelivou metddou

Teplotny program: 40 °C pocas 0,75 mindty, potom zvySovat rychlostou 10 °C za mindtu na 60 °C, potom rych-
lostou 3 °C za mintitu aZ na teplotu 150 °C (**), potom zvysit na 220 °C a udrzat tito teplotu po dobu 4,25
mindty. Specifickd retenénd doba etylkarbamatu je od 23 do 27 mindt, zatial ¢o pre propylkarbamdt je to od 27
do 31 mindt.

Rozhranie plynového chromatogramu/spektrometra (PCh/HS): prevodné potrubie 220 °C. Parametre hmotnost-
ného spektrometra manudlne prisposobené perfluortributylaminom a optimalizované pre niz$iu hmotnostnd
citlivost, rezim preberania SIM, 22 mintt Casu pre zdrZanie rozptstadla a zaciatok preberania, doba zdrzania/ién
100 ms.

b) Vékuovy rota¢ény odparovac alebo zahustovaci systém podobny systému Kuderna Danish.

(Pozndmka: Rychlost obnovy etylkarbamdtu z testovanej vzorky C g) sa pocas procesu musi pohybovat medzi 90
a 110 %)

¢) 300 ml hruskovitd banka s jednym zabrisenym hrdlom

d) 4 ml skiimavka na zahustenie so stupnicou, teflénovym spojom a zdtkou.
C. Cinidld
a) Aceton — kvalita LC
(Pozndmka: Pred pouzitim v PCh/HS kazdi ddvku skontrolujte, ¢i absentuje odozva na iény s mfz 62, 74 a 89.)

b) Dichlormetdn

(Pozndmka: Pred pouzitim v PCh/HS po 200 ndsobnej koncentracii kazda ddvku podrobte analyze, ¢i absentuje
odozva na iény s m/z 62, 74 a 89.)

¢) Etanol — bezvody

(*) Pre niektoré zvlast plné vina moze byt Ziaduca 50 m kapildrna koldna.

(**) Pre niektoré zvlast plné vina moze byt Ziaduci teplotny program 2 °C/min.
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d) Standardné roztoky etylkarbamétu (EK)

e)

f)

@

=

a)

1. Zasobny roztok — 1,00 mg/ml. Odvdzte 100 mg EK (Cistota = 99 %) v 100 ml odmernej banke a zriedte
aceténom.

2. Standardny pracovny roztok — 10,0 pg/ml. Preneste 1 ml zdsobného roztoku do 100 ml odmernej banky
a zriedte aceténom az po znacku.

Propylkarbamat (PK), standardné roztoky

1. Zasobny roztok — 1,00 mg/ml. Odvdzte 100 mg PK (vysokd kvalita ¢inidla) v 100 ml odmernej banke
a zriedte aceténom az po znacku.

2. Standardny pracovny roztok — 10,0 pg/ml. Preneste 1 ml zdsobného roztoku PK do 100 ml odmernej banky
a zriedte acetonom az po znacku.

3. Vnatorny $tandard roztoku PK — 400 ng/ml. Preneste 4 ml Standardného pracovného roztoku PK do 100 ml
odmernej banky a zriedte aceténom az po znacku.

Standardné kalibrované roztoky EK-PK

Zriedte $tandardny pracovny roztok EK d)2 a Standardny pracovny roztok PK e)2 dichlormetinom, aby ste
ziskali:

1. (100 ng EK a 400 ng PK)/ml;

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

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

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

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

Testovand vzorka — 100 ng EK/ml v 40 % etanole

Preneste 1 ml Standardného pracovného roztoku EK d)2 do 100 ml odmernej banky a zriedte 40 % etanolom
az po znacku.

extrakénd koléna s pevnou fizou — materidl na jedno pouzitie naplneny kremelinou, kapacita 50 ml

Pozndmka: Pred analyzou skontrolujte kazdi ddvku extrakénej koldny, ¢i sa obnovuji EK a PK a absentuje
odozva na iény s mfz 62,74 a 89. Pripravte 100 ng EK/ml testovanej vzorky g). Analyzujte 5,00 ml testovanej
vzorky, ako je opisané v Castiach D a), E a F. Obnova 90 az 110 ng EK/ml je uspokojivd. Absorb¢né ¢inidld,
ktorych priemer castic je nepravidelny, mozu sposobit pomaly tok a tak ovplyvnit obnovu EK a PK. Ak sa po
niekolkych pokusoch neziska 90 az 110 % hodnoty testovanej vzorky, zmerte kolénu alebo na urcenie mnozstva
EK pouzite opravend kalibra¢ni krivku obnovy. Opravent kalibra¢nd krivku ziskate, ak si pripravite standardné
roztoky opisané v odseku f), ale namiesto dichlormetdnu pouzijete 40 % etanol.

Analyza Analyzujte 1 ml Standardného kalibra¢ného roztoku podla opisu v castiach D, E a F.

Nov kalibra¢ni krivku vytvorte na zdklade pomeru EK/PK extrahovanych Standardov.

D. Priprava testovanej vzorky

Umiestnite nasledovné objemy testovaného materidlu do dvoch samostatnych 100 ml kadiciek:

vina s obsahom alkoholu vyse 14 % obj.: 5,00 = 0,01 ml;

b) vina's obsahom alkoholu najviac 14 % obj.: 20,00 + 0,01 ml.
Do kazdej kadicky pridajte 1 ml roztok PK vnitorného Standardu C ¢)3 a vodu, aby ste ziskali celkovy objem
40 ml (alebo 40 g).
. Extrakcia
Extrakcia by mala byt vykonand pod extrakénym krytom s primeranou ventildciou.
Preneste vzorku pripravend v Casti D do extrakénej kolony.

Oplachnite kadicku s 10 ml vody a tato vodu preneste do koléony.
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Nechajte absorbovat tekutinu $tyri mindty. Premyte ju 2 x 80 mililitrami dichlormetdnu. Eludt zachytte do 300 ml
kuzelovitej banky.

Odparte eludt od 2 do 3 ml vo vodnom kipeli rotacného odparovaca pri teplote 30 °C. (Pozndmka: Nedovolte, aby
doslo k vypareniu.)

Preneste koncentrovany zvysok Pasteurovou pipetou do 4 ml skiimavky so stupnicou.

Oplachnite banku s 1 ml dichlormetdnu a tdto tekutinu preneste do skiimavky. Vzorku zahustite (koncentrujte) na
1 ml pod slabych pradom dusika.

V pripade potreby preneste koncentrét do banky automatického vzorkovaca na analyzu PCh[HS.

. Analyzy PCh[HS

a) Kalibra¢nd krivka

Do systému PCh/HS vstreknite 1 pl kazdého Standardného kalibra¢ného roztoku z casti C f). Nakreslite graf
pomeru plochy EK-PK, pri¢om odozva iénov bude na zvislej osi a mnozstvo EK v ng/ml na vodorovnej osi (100,
200, 400, 800, 1 600 ng/ml).

Kvantifikdcia EK

=

Do systému PCh/HS vstreknite 1 pl koncentrovaného extraktu pripraveného podla Casti E a vypoditajte pomer
EK-PK pre i6n s m/z 62. Pomocou kalibra¢nej krivky vniatorného Standardu stanovte koncentriciu EK (ng/ml)
v extrakte. Vypocitajte koncentrdciu EK v testovanej vzorke (ng/ml) tak, Ze mnoZstvo EK (ng) v extrakte vydelite
objemom testovanej vzorky (ml).

¢) Potvrdenie totoznosti EK

Stanovte, ¢i sa odozvy na iény s mfz 62, 74 a 89 objavuji v retencnej dobe EK. Tieto odozvy s typické pre
hlavné fragmenty (M-C,H,)* a (M-CH,)* a molekulovy i6n (M)*. Pritomnost EK sa potvrdzuje, ak relativne pomery
tychto i6nov nepresahujii 20 % pomerov Standardu EK. Extrakt mozno bude potrebné dalej koncentrovat, aby
doslo k dostatocnej odozve pre i6n s mfz 89.

. Medzilaborat6rna analyza

Tabulka uddva jednotlivé vysledky prakticky pripravenej vzorky a oboch typov vin.

Cochranov test eliminoval len jednu dvojicu vysledkov — pre vino s obsahom alkoholu vySe 14 % obj. a vino
s obsahom do 14 % obj. z dvoch roznych laboratérii.

Relativna reprodukovatelnost (RSD,) mé pri zvySovani koncentricie etylkarbamétu klesajicu tendenciu.

Uskuto¢nenie met6dy stanovenia etylkarbamdtu v alkoholickych nidpojoch pomocou PCh/HS

Vzorka priZelrsl?e:?)]IEK pri(?akl)lrgf)l‘;aEK S, Sp RED" RSODR
(ngm) ) M’) W
Vina > 14 % obj. 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
Vina < 14 % obj. 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




