19.2.2010

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

C 431

II

(Comunicdri)

COMUNICARI PROVENIND DE LA INSTITUTIILE, ORGANELE SI
ORGANISMELE UNIUNII EUROPENE

COMISIA EUROPEANA

Lista si descrierea metodelor de analizi mentionate la articolul 120g primul paragraf din
Regulamentul (CE) nr. 1234/2007 al Consiliului ()

[publicate in conformitate cu articolul 15 alineatul (2) din Regulamentul (CE) nr. 606/2009 al Comisiei
din 10 iulie 2009 ()]

(2010/C 43/01)

Tabelul de mai jos regrupeazd lista metodelor de analiza care se aplicd la verificarea limitelor si a cerintelor
stabilite in legislatia comunitard privind fabricarea produselor vitivinicole. In cea de-a treia coloand se
gdseste, pentru fiecare parametru specific, trimiterea la metoda de analizd corespunzitoare descrisd in
,Culegerea de metode internationale de analizd a vinurilor si musturilor” a OIV, in ultima editie (2009)
disponibild la data prezentei publicdri. Pentru fiecare parametru sunt descrise numai metodele de referintd
(,tip I" sau ,tip II” in clasificarea OIV), cu exceptia parametrilor pentru care nu existd in prezent nicio
metodd de tip I sau II validatd. Descrierea metodelor figureazd in anexa la comunicare.

Observatie:

Culegerea OIV stabileste, in anexa A sectiunea I, definitia diferitelor tipuri de metode de analizd, in special a
tipului I (metodd de referintd criteriu), a tipului I (metodd de referintd) si a tipului IV (metoda provizorie).

Metodele de analizd pentru plumb si cadmiu sunt descrise in prezent in Regulamentul (CE) nr. 333/2007 al
Comisiei din 28 martie 2007 (anexa C-3) (}). De asemenea, Regulamentul (CE) nr. 401/2006 din
23 februarie 2006 (*) stabileste criterii generale pentru metodele de analizd pentru ocratoxina A in anexa
11.4, drept pentru care nu este necesar si se descrie, pentru aceastd substant, o metoda specifici produselor
vitivinicole.

LISTA METODELOR DE ANALIZA

Nr. Parametrul Metoda din Culegerea OIV Tipul
1 Masa volumicd | densitatea AS-2-01-MASVOL I
2 Indicele refractometric AS-2-02-SUCREF I
3 Extractul sec total AS-2-03-EXTSEC [
4 | Raportul izotopic %0/1%0 al apei din vin AS-2-09-MOUO18 1l

O L 299, 16.11.2007.

O L 193, 24.7.2009, p. 1.
O L 88, 29.3.2007, p. 29.
O L 70, 9.3.2006, p. 12.

et Nt —
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Nr. Parametrul Metoda din Culegerea OIV Tipul
5 Indicele Folin-Ciocalteu AS-2-10-INDFOL v
6 Continutul de zahdr (= glucozi+fructoza) AS-311-02-GLUFRU il
7 Continutul de zaharozd (determinarea HPLC) | AS-311-03-SUCRES 1
8 Rezonanta magneticd nucleard — Deuteriu a | AS-311-O5-ENRRMN (in revizuire) I
etanolului din vin
9 Tiria alcoolicd in volume % (TAV) AS-312-01-TALVOL [
10 | Raportul izotopic 13C/12C al etanolului din | AS-312-06-ETHANO 1I
vin

11 | Aciditatea totald AS-313-01-ACITOT [
12 | Aciditatea volatild AS-313-02-ACIVOL [
13 Acidul citric AS-313-09-ACIENZ I
14 Acidul sorbic AS-313-14-ACISOR v
15 | pH-ul mustului AS-313-15-PH [
16 | Acidul ascorbic AS- 313-22 ACASCO I
17 | co,in gl AS-314-01-DIOCAR i
18 [ CO, in g/l (manometrie) AS-314-04-CO2MAN II
19 Suprapresiunea CO, AS-314-02-SURPRES I
20 Lizozima AS-315-14-LYSOZY v
21 | Sulfatul de potasiu AS-321-05-SULFAT 11
22 Fierul AS-322-05-FER v
23 Cuprul AS-322-06-CUIVRE v
24 Sulfitii (SO,) sau AS-323-04-DIOSU I

Dioxidul de sulf total

Descrierea citorva metode de analizd face obiectul unei actualizdri realizate de citre autorititile OIV.
Descrierile respective vor fi publicate intr-o viitoare comunicare a Comisiei, imediat ce un text actualizat
va fi publicat de OIV in editia 2010 a Culegerii de metode internationale de analizd a OIV.
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1 MASA VOLUMICA LA 20 °C SI DENSITATEA RELATIVA LA 20 °C (OIV - AS2 - 01- MASVOL) - METODA

TIP 1

DEFINITII

Masa volumicd reprezintd masa per unitate de volum de vin sau de must, la 20 oC. Aceasta se exprimd in
grame pe mililitru §i este reprezentatd prin simbolul p,goc.

Densitatea relativd la 20 °C sau densitatea 20 °C[20 °C reprezintd raportul, exprimat in numdr zecimal, dintre
masa unui anumit volum de vin sau de must la 20 °C si masa aceluiasi volum de apd, la aceeasi temperaturd. Se

exprimi prin simbolul d39 <

PRINCIPIUL METODELOR

Masa volumici si densitatea relativd la 20 °C sunt determinate pe proba de testare:
fie prin picnometrie: metoda de referin,

fie prin densimetrie cu balanta hidrostaticd sau prin densimetrie electronica.

Notd

Pentru determindri foarte precise, masa volumicd trebuie corectatd de actiunea dioxidului de sulf.
P20°c = P'20°c = 0,0006 x S

pao°c = masa volumicd corectatd

p’y0°c = masa volumicd observatd

S = dioxid de sulf total in g/l

TRATAREA PRELIMINARA A PROBEI

Dacd vinul sau mustul contine cantitdti semnificative de dioxid de carbon, acesta se elimind in cea mai mare
parte prin agitarea a 250 ml de vin intr-un recipient de 1 000 ml sau prin filtrarea la presiune redusd prin 2 g
de vatd plasatd intr-un tub prelungitor.

METODA DE REFERINTA
Aparatura
Echipament de laborator normal, in special:

Picnometru (') din sticld pirex cu o capacitate de aproximativ 100 ml, dotat cu un termometru detasabil cu
imbinare din sticld slefuitd, calibrat in zecimi de grad, de la 10° la 30 °C. Termometrul trebuie si fie
standardizat (figura 1).

Figura 1
Picnometru si tara

Acest picnometru are un tub lateral cu o lungime de 25 mm si un diametru interior de maxim 1 mm, care se
termind printr-o imbinare conicd slefuitd. Tubul lateral poate fi etansat cu un ,dop rezervor” format dintr-un
tub conic de legiturd din sticld slefuitd si terminat cu o sectiune ascutitd. Dopul foloseste drept camerd de
expansiune.

(") Se poate utiliza orice picnometru cu caracteristici echivalente.
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4.2.

4.2.1.

Cele doud imbindri slefuite ale aparatului se pregitesc cu atentie deosebitd.

Un recipient tard cu acelasi volum exterior (sub 1 ml, cu aproximatie) ca si picnometrul i cu masa egald cu
masa picnometrului umplut cu un lichid cu densitatea 1.01 (solutie de clorurd de sodiu 2,0 % m/v).

Recipient izolat termic, ajustat exact pe corpul picnometrului.

O balantd cu doud talere cu o plaja de cel putin 300 g si cu o sensibilitate de 0,1 mg,
sau,

o balantd cu un taler cu o plaji de cel putin 200 g si cu o sensibilitate de 0,1 mg.

Calibrarea picnometrului

Calibrarea picnometrului implicd determinarea urmdtoarelor caracteristici:
— tara picnometrului vid,

— volumul picnometrului la 20 °C,

— masa picnometrului umplut cu apa la 20 °C.

Metoda utilizdrii unei balante cu doud talere

Recipientul tard fiind asezat pe talerul stdng al balantei, iar picnometrul curat, uscat si prevazut cu ,dopul
rezervor’ pe talerul drept, se realizeazd echilibrarea prin addugarea de greutdti pe talerul pe care se afld
picnometrul: se noteazi cu p grame.

Se umple picnometrul cu apa distilatd la temperatura ambiantd si se fixeazd termometrul; se sterge picnometrul
pentru a-l usca §i se aseazd in recipientul izolat termic; se amestecd prin rotirea recipientului pand cind
temperatura aritatd de termometru este constantd. Se regleazd cu atentie nivelul, pand la marginea superioard
a tubului lateral. Se usucd prin tamponare tubul lateral si se aseazd dopul; se citeste cu atentie temperatura t °C
corectdnd-o pentru eventuala imprecizie a scalei termometrului. Se cintdreste picnometrul umplut cu api si se
noteazd cu p’ greutatea, in grame, necesard stabilirii echilibrului.

Calculare

Tararea picnometrului vid:

Tara picnometrului vid= p + m

m= masa aerului continut in picnometru

unde m= 0,0012 (p - p').

Volumul la 20 °C:

Vygec= (p + m = p) x

unde F;= factor luat din tabelul I pentru temperatura t °C
Vo< trebuie s fie cunoscut in intervalul + 0,001 ml.
Masa apei la 20 °C:

Myg«c= Vyp-c x 0,998203

0,998203 = densitatea apei la 20 °C.

Metoda utilizdrii unei balange cu un taler

Se determind:
— masa picnometrului curat si uscat: P
— masa picnometrului umplut cu apd la t °C: P; urmand metoda descrisd la punctul 4.2.1

— masa recipientului tard T
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4.3.
4.3.1.

Calculare

Tararea picnometrului vid:

Tara picnometrului vid= P — m

unde m= masa aerului din picnometru

m= 0,0012 (P, - P)

Volumul la 20 °C:

Vao oc= [Py = (P —m)] x F

unde F= factor luat din tabelul I pentru temperatura t °C.
Volumul la 20 °C trebuie si fie cunoscut in intervalul £ 0,001 ml.
Masa apei la 20 °C:

Mg +c= Vypec * 0,998203

0,998203= densitatea apei la 20 °C.

Metoda de determinare
Metoda utilizdrii unei balante cu doud talere

Se cantireste picnometrul umplut cu proba pregititd pentru testare (punctul 3), urmandu-se procedura descrisd
la punctul 4.2.1.

Se noteazd cu p” greutatea, in grame, necesard stabilirii echilibrului la t °C.

Masa lichidului continut in picnometru = p + m - p”

Masa volumici aparentd la t °C:

Prec = (P + m = p)Vygec

Se calculeazd masa volumica la 20 °C utilizdnd unul dintre tabelele de corectie prezentate mai jos, in confor-
mitate cu natura lichidului testat: vin sec (tabelul II), must natural sau concentrat (tabelul III), vin dulce (tabelul
V).

Densitatea 20 °C/20 °C a vinului se calculeaza prin impartirea la 0,998203 a masei volumice acestuia la 20 °C.

Metoda utilizdrii unei balante cu un taler

Se cantdreste recipientul tard si se noteazd masa acestuia cu T;
Se calculeazd dT = T; - T,
Masa picnometrului vid in momentul mdsurdrii = P — m + dT

Se cantdreste picnometrul umplut cu proba pregititd pentru testare (punctul 3), urmandu-se procedura descrisa
la punctul 4.2.1. Se noteazd cu P, masa acestuia la t °C.

Masa lichidului din picnometru la t °C = P, — (P — m + dT)
Masa volumici aparentd la t °C:
peec = (Py = (P —m + dT))[Vyg ¢

Se calculeazd masa volumicd la 20 °C a lichidului testat: vin sec, must natural si concentrat, vin dulce, cum s-a
ardtat la punctul 4.3.1.

Densitatea 20 °C/20 °C se calculeazd prin impartirea la 0,998203 a masei volumice la 20 °C.

Repetabilitatea determindrilor de masd volumica:

pentru vinurile seci si demidulci: r = 0,00010
pentru vinurile dulci: r = 0,00018

Reproductibilitatea determindrilor de masi volumici:

pentru vinurile seci si demidulci: R = 0,00037

pentru vinurile dulci: R = 0,00045
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TABELUL I
Factorii F

de multiplicare a masei de apa continutd in picnometrul din sticld pirex la t °C, pentru calcularea volumului picnometrului
la 20 °C

[A se consulta tabelul I din anexa II la metoda AS2 - 01 descrisd in Culegerea de metode internagionale de analizd a OIV]
TABELUL 11

Corectia ¢ de temperaturd a masei volumice a vinurilor seci si a vinurilor seci dezalcoolizate, misurati cu un
picnometru din sticli pirex la t °C, pentru exprimarea rezultatului la 20 °C

[A se consulta tabelul II din anexa II la metoda AS2 - 01 descrisi in Culegerea de metode internationale de analizd a OIV]

P20 = pi £ (/1 000) — dacd t °C este sub 20 °C
+ dacd t °C este peste 20 °C

TABELUL 1II

Corectia ¢ de temperaturd a masei volumice a musturilor naturale si concentrate, misuratd cu un picnometru din
sticld pirex la t °C, pentru exprimarea rezultatului la 20 °C

[A se consulta tabelul III din anexa II la metoda AS2 — 01 descrisa in Culegerea de metode internationale de analizd a OIV]

P20 = p; £ (/1 000) — dacid t °C este sub 20 °C
+ dacd t °C este peste 20 °C

TABELUL IV

Corectia ¢ de temperaturd a masei volumice a vinurilor cu 13 % vol. si mai mult, cu continut de zahir rezidual,
misuratd cu un picnometru din sticld pirex la t °C, pentru exprimarea rezultatului la 20 °C

[A se consulta tabelul IV din anexa II la metoda AS2 - 01 descrisd in Culegerea de metode internagionale de analizd a OIV]

P20 = pr * (c[1 000) — daci t °C este sub 20 °C
+ dacd t °C este peste 20 °C
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2 EVALUAREA PRIN REFRACTOMETRIE A CONTINUTULUI DE ZAHARURI DIN MUSTURI, DIN
MUSTURILE CONCENTRATE $§I DIN MUSTURILE CONCENTRATE RECTIFICATE (OIV - AS2 - 02-
SUCREF) - METODA TIP I

1. PRINCIPIUL METODEI

Indicele de refractie la 20 °C, exprimat fie ca valoare absolutd, fie ca procent din masa de zaharozd, este dat de
tabelul corespunzitor pentru a furniza un mijloc de a obtine continutul de zaharuri in grame per litru i in
grame per kilogram din musturi, din musturile concentrate si din mustul concentrat rectificat.

2. APARATURA

2.1. Refractometru Abbé
Refractometrul utilizat trebuie previzut cu o scald care si arate:
— fie un procentaj din masa de zaharozi la 0,1 %,
— fie indicii de refractie cu patru zecimale.

Refractometrul trebuie prevdzut cu un termometru cu o scald cel putin de la +15°C la +25°C si cu un
dispozitiv de circulare a apei care si permitd efectuarea determindrilor la o temperaturd de 20 °C %5 °C.

Instructiunile de folosire a acestui instrument trebuie respectate cu strictete, in special in ceea ce priveste
calibrarea si sursa de lumini.

3. PREGATIREA PROBEI
3.1 Musturi §i musturi concentrate

Daci este necesar, se trece mustul printr-un tifon impdaturit in patru si, dupd eliminarea primelor picituri de
lichid filtrat, se efectueazd determinarea pe produsul filtrat.

3.2 Musturi concentrate rectificate

In functie de concentratie, se utilizeazd fie mustul concentrat rectificat, fie solutia obtinutd prin completarea a
200 g de must concentrat rectificat, pand la 500 g, cu apd, toate cantdririle fiind efectuate cu exactitate.

4. METODA DE LUCRU

Se aduce proba la o temperaturd apropiatd de 20 °C. Pe prisma inferioard a refractometrului se pune un volum
mic din proba de testare, avand griji ca lichidul testat sd acopere uniform suprafata sticlei (deoarece prismele
sunt ferm presate una pe cealaltd). Determindrile se realizeazd in conformitate cu instructiunile de functionare
ale instrumentului utilizat.

Se citeste procentul de zaharozd din masd cu o precizie de 0,1 % sau se citeste indicele de refractie cu patru
zecimale.

Se efectueazd cel putin doud determindri pe aceeasi probd pregititd. Se noteazd temperatura t °C.

5. CALCULARE

5.1. Corectii de temperaturi

5.1.1. Instrumente gradate in procente pe masi de zaharoza: pentru obtinerea corectiilor de temperaturd se utilizeazd
tabelul 1.

5.1.2. Instrumente gradate in indice de refractie; se afld indicele masurat la t °C din tabelul II (coloana 1) pentru a se

obtine valoarea corespunzitoare a procentului din masa de zaharozd la t °C. Aceastd valoare este corectatd
pentru temperaturd §i este exprimatd la 20 °C cu ajutorul tabelului L.

5.2. Continutul de zaharuri din musturi si din musturile concentrate

Se afld din tabelul II procentul din masa de zaharozd la 20 °C pentru a se obtine continutul in zaharuri in
grame pe litru i in grame pe kilogram. Continutul in zaharuri este exprimat cu o zecimald, ca zahir invertit.

5.3. Continutul de zaharuri din mustul concentrat rectificat

Se afld din tabelul III procentul din masa de zaharozi la 20 °C pentru a se obtine continutul in zaharuri in
grame pe litru i in grame pe kilogram. Continutul in zaharuri este exprimat cu o zecimald, ca zahir invertit.

In cazul in care determinarea a fost efectuatd pe must concentrat rectificat si diluat, rezultatul se inmulteste cu
factorul de dilutie.

5.4 Indicele de refractie al musturilor, al musturilor concentrate si al musturilor concentrate rectificate

Se afld din tabelul II procentul din masa de zaharoza la 20 °C pentru a se obtine indicele de refractie la 20 °C.
Acest indice este exprimat cu patru zecimale.

Notd: Tiria alcoolicd potentiald a musturilor, a musturilor concentrate si a musturilor concentrate rectificate poate fi
determinatd utilizind tabelul de corespondentd care figureazd in anexa I la Regulamentul (CE) nr. 16232000 al
Comisiei din 25 iulie 2000 (JOCE L 194, 31 iulie 2000)
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TABELUL 1

Corectii care trebuie operate in cazul in care procentul din masa de zaharozi a fost determinat la o altd
temperaturd decat la 20 °C

[a se consulta tabelul I din anexa la metoda AS2 - 02 descrisa in Culegerea de metode internationale de analizd a OIV]
TABELUL 1I

Tabelul continutului de zaharuri din musturi si din musturile concentrate in grame pe litru si in grame pe
kilogram, determinat cu ajutorul refractometrului gradat, fie in procente din masa de zaharozi la 20 °C, fie in
indice de refractie la 20 °C. Este datd, de asemenea, masa volumici la 20 °C.

[a se consulta tabelul II din anexa la metoda AS2 - 02 descrisd in Culegerea de metode internagionale de analizd a OIV]
TABELUL 111

Tabelul continutului de zaharuri din musturile concentrate rectificate in grame pe litru si in grame pe kilogram,
determinat cu ajutorul refractometrului gradat, fie in procente din masa de zaharozi la 20 °C, fie in indice de
refractie la 20 °C. Este datd, de asemenea, masa volumici la 20 °C.

[a se consulta tabelul III din anexa la metoda AS2 - 02 descrisd in Culegerea de metode internagionale de analizd a OIV]
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3 EXTRACTUL USCAT TOTAL (OIV-AS-2-03-EXTSEC) MATERIA USCATA TOTALA - METODA TIP I

. DEFINITIE

Extractul uscat total sau materia uscatd totald reprezintd totalitatea substantelor care, in conditii fizice specificate, nu se
volatilizeazd. Aceste conditii fizice trebuie s fie de asa naturd incat substantele care formeazd extractul si fie alterate
cat mai putin posibil.

Extractul nereducitor reprezintd diferenta dintre extractul uscat total si totalul zaharurilor.

Extractul redus reprezintd diferenta dintre extractul sec total si totalul zaharurilor care depdsesc 1 gfl, sulfatul de
potasiu care depdseste 1 g[l, manitolul, dacd acesta este prezent, si orice alte substante chimice care au fost
adaugate vinului.

Extractul rezidual reprezintd diferenta dintre extractul nereducdtor si aciditatea fixd, exprimati ca acid tartric.

Extractul se exprimd in grame pe litru si trebuie determinat cu o precizie de 0,5 g.

. PRINCIPIUL METODEI

[Descrierea acestei metode de analizd face obiectul unei actualizri de catre autoritdtile OIV. Aceasta va fi publicatd intr-o viitoare
comunicare a Comisiei imediat ce textul actualizat va fi publicat de OIV in editia 2010 a Culegerii de metode internationale de
analizd a OIV. Cu titlu informativ, in asteptarea acestei publiciri, se poate consulta capitolul 4 din anexa la Regulamentul (CEE)
nr. 2676/90 al Comisiei.]
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4 DETERMINAREA RAPORTULUI IZOTOPIC '80/1%0 AL CONTINUTULUI DE APA DIN VIN (OIV-AS-2-09-
MOUO18) - METODA TIP II

(p-m.)

[Descrierea acestei metode de analizd face obiectul unei actualiziri de catre autoritdtile OIV. Aceasta va fi publicatd intr-o viitoare
comunicare a Comisiei imediat ce textul actualizat va fi publicat de OIV in ediia 2010 a Culegerii de metode internationale de
analizd a OIV. Cu titlu informativ, in asteptarea acestei publicdri, se poate consulta capitolul 43 din anexa la Regulamentul (CEE) nr.
2676/90 al Comisiei.]
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3.1.

3.2

4.1.

4.2.

5.2.

5.3.

5 INDICELE FOLIN-CIOCALTEU (OIV-AS-2-10-INDFOL) - METODA TIP IV

DEFINITIE

Indicele Folin-Ciocalteu este rezultatul obtinut din aplicarea metodei descrise mai jos.

PRINCIPIUL METODEI

Toti compusii fenolici din vin sunt oxidati de reactivul Folin-Ciocalteu. Acest reactiv este format dintr-un
amestec de acid fosfowolframic (H3PW{,040) si de acid fosfomolibdic (H;PMo;,040) care, dupd oxidarea
fenolilor, este redus la un amestec de oxizi albastri de tungsten (W3O,3) si de molibden (MogO,3).

Coloratia albastrd produsi are o absorbtie maxima in zona 750 nm si este proportionald cu totalul cantitdtii de
compusi fenolici prezenti initial.

REACTIVI

Reactivii trebuie sd fie analitici. Apa utilizatd trebuie sd fie apa distilatd sau de puritate echivalenti.

Reactivul Folin-Ciocalteu

Acest reactiv este disponibil in comert intr-o formi pregititd pentru utilizare. Reactivul poate fi preparat dupa
cum urmeazd: se dizolvi 100 g de wolframat de sodiu (Na,WO, 2H,0) si 25¢g de molibdat de sodiu
(Na;MoO,4 2H,0) in 700 ml de api distilatd; se adaugd 50 ml de acid fosforic 85 % (pyo = 1,71 g/ml) si
100 ml de acid clorhidric concentrat (pyq = 1,19 g/ml). Se aduce la temperatura de fierbere si se fierbe zece ore
la reflux. Se adaugd apoi 150 g de sulfat de litiu (Li,SO, H,0) si cteva picituri de brom si se fierbe timp de
incd 15 minute. Se lasd s se rdceascd si se completeazd pand la un litru cu apd distilata.

Carbonat de sodiu anhidru (Na,COs3) in solutie de 20 % (m/v).

APARATURA

Aparatura normald de laborator, in special:
Baloane cotate de 100 ml.
Spectrofotometru care poate functiona la 750 nm.

METODA DE LUCRU
Vinuri rosii

Intr-un balon cotat de 100 ml (punctul 4.1), se introduc urmitoarele, respectind exact ordinea dati:
1 ml de vin diluat 1:5

50 ml de apd distilata

5 ml de reactiv Folin-Ciocalteu (3.1)

20 ml de solutie de carbonat de sodiu (3.2)

Se completeazd pand la 100 ml cu apd distilata.

Se amestecd pentru omogenizare. Se asteaptd 30 minute pentru stabilizarea reactiei. Se determind absorbtia la
750 nm printr-un drum optic de 1 cm fatd de un blanc pregitit cu apd distilatd in locul vinului.

Dacd absorbtia nu este in jur de 0,3, trebuie sd se modifice diluarea vinului.

Vinuri albe

Se efectueazd aceeasi procedurd cu 1 ml de vin nediluat.

Musturi concentrate rectificate
Pregdtirea probei

Se utilizeazd solutia cu un continut de zaharuri de 25 % (m/m) (25 ° Brix) pregititd conform descrierii din
capitolul ,pH” sectiunea 4.1.2.
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6.2.

Determindri

Se procedeazd conform descrierii din cazul vinurilor rosii (punctul 5.1) utilizind 5 ml de probad preparati
conform descrierii de la punctul 5.3.1, masurand absorbtia fatd de un blanc pregitit cu 5 ml de solutie de zahar
invertit 25 % (m/m).

EXPRIMAREA REZULTATELOR
Metoda de calcul

Rezultatul este exprimat sub forma unui indice, obtinut prin inmultirea absorbtiei cu 100 in cazul vinurilor
rosii diluate 1:5 (sau cu factorul corespunzitor dilutiei utilizate) si cu 20 in cazul vinurilor albe. In cazul
musturilor concentrate rectificate, absorbtia se inmulteste cu 16.

Repetabilitatea

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri efectuate simultan sau imediat una dupa cealaltd, de citre acelasi
analist, nu trebuie si fie mai mare de 1.

O bund repetabilitate a rezultatelor este obtinutd prin utilizarea unei aparaturi (baloane cotate si cuve spec-
trometrice) curdtate foarte atent.
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4.2.

4.3.

44,

6 GLUCOZA SI FRUCTOZA (OIV-AS-311-02-GLUFRU) — METODA TIP II

DEFINITIE

Glucoza si fructoza pot fi determinate individual printr-o metoda enzimaticd, avand ca unic obiectiv calcularea
raportului glucozd/fructoza.

PRINCIPIUL METODEI

Glucoza si fructoza sunt fosforilate cu adenozin trifosfat (ATP) printr-o reactie enzimaticd catalizatd de
hexochinaza (HK) si produc glucozd 6-fosfat (G6P) si fructozd 6-fosfat (F6P):

glucozd + ATP+—G6P + ADP

fructozd + ATP«< —F6P + ADP

Intr-o primi etapd, glucozd 6-fosfat este oxidat in gluconat 6-fosfat de citre nicotinamid adenin dinucleotid
fosfat (NADP) in prezenta enzimei glucozd 6-fosfat dehidrogenazd (G6PDH). Cantitatea de nicotinamid adenin
dinucleotid fosfat redus (NADPH) produsd corespunde celei de glucozd 6-fosfat si, prin urmare, celei de
glucozi.

G6P + NADP*« — Gluconat 6-fosfat + NADPH + H*

Cantitatea de nicotinamid adenin dinucleotid fosfat redus se determini din absorbtia la 340 nm.

La sfarsitul acestei reactii, fructoza 6-fosfat este transformatd in glucozd 6-fosfat, prin actiunea fosfoglucozei
izomerizate (PGI):

F6P < —G6P

Glucoza 6-fosfat reactioneazd din nou cu nicotinamid adenin dinucleotid fosfat pentru a rezulta gluconat 6-
fosfat si nicotinamid adenin dinucleotid fosfat redus; acesta din urmi va fi determinat.

APARATURA

— Spectrofotometru pentru determindri la 340 nm, lungimea de undi la care absorbtia de NADPH este
maximi. In ceea ce priveste masuritorile absolute (fird a fi folosite diagrame de calibrare, dar standardizarea
efectuandu-se pe baza coeficientului de extinctie al NADPH), trebuie controlate scala lungimilor de unda si
valorile puterii de absorbie.

In cazul in care acesta nu este disponibil, se poate utiliza un spectrofotometru cu o sursi cu spectru
discontinuu pentru determindri la 334 nm sau la 365 nm.

— Cuve de sticld cu lungimea drumului optic de 1 ¢cm sau cuve de unicd folosinta.
— Pipete pentru solutiile testului enzimatic de 0,02, 0,05, 0,1 si 0,2 ml.

REACTIVI

Solutia 1: solutie-tampon (trietanolamind 0,3 M; pH = 7,6; 4 x 107 M in Mg?"): se dizolvd 11,2 g de
clorhidrat de trietanolamind (C,Hs);N-HC) si 0,2 ¢ Mg SO47H,0 in 150 ml de apd bidistilatd. Se adauga
aproximativ 4 ml de solutie 5 M de hidroxid de sodiu (NaOH) pentru a obtine o valoare a pH-ului de 7,6 si se
completeazd pand la 200 ml.

Aceastd solutie-tampon se pistreazd timp de 4 siptimani la + 4 °C.

Solutia 2: solutia de nicotinamid adenin dinucleotid fosfat (aproximativ 11,5 x 107> M): se dizolvd 50 mg de
nicotinamid adenin dinucleotid fosfat disodic in 5 ml de ap3 bidistilata.

Aceastd solutie se pastreazd timp de 4 sdptimani la + 4 °C.

Solutia 3: solutia de adenozin 5'-trifosfat (aproximativ 81 x 10 M): se dizolvd 250 mg de adenozin 5'-
trifosfat disodic si 250 mg de bicarbonat de sodiu Na H CO; in 5 ml de apa bidistilata.

Aceastd solutie se pastreazd timp de 4 sdptimani la + 4 °C.

Solutia 4: Hexochinazi/glucozd 6-fosfat dehidrogenazd: se amestecd 0,5 ml de hexochinazi (2 mg de
proteind/ml sau 280 U/ml) cu 0,5 ml de glucozd 6-fosfat dehidrogenazd (1 mg de proteind/ml).

Aceastd solutie se pastreazd timp de un an la + 4 °C.
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4.5.

5.1.

5.2.

Solutia 5: Fosfoglucoizomerazd (2 mg de proteind/ml sau 700 UJml). Suspensia este utilizatd nediluatd.
Aceastd solutie se pastreazd timp de un an la + 4 °C.

Notd:

Toti reactivii necesari pentru aceastd determinare sunt disponibili in comert.

METODA DE LUCRU
Pregitirea probei

in functie de cantitatea estimati de glucozi + fructozd pe litru, proba se dilueazi dupd cum urmeazi:

Misurare la 340 si 334 nm Misurare la 365 nm Dilutie cu api Factorul de dilutie F

Pani la 0,4 g/l Pani la 0,8 g/l — —
Pand la 4,0 g/l Pani la 8,0 g/l 1+9 10

Pani la 10,0 g/l Pani la 20,0 g/l 1+ 24 25

Pand la 20,0 g/l Pani la 40,0 |1 1+ 49 50

Pani la 40,0 g/l Pani la 80,0 gl 1+ 99 100
Peste 40,0 g/ Peste 80,0 g/l 1+ 999 1000

Determinarea

Cu ajutorul spectrofotometrului reglat pe lungimea de undd 340 nm, se efectueazd masurdtori folosind aerul
(fard cuvad pe drumul optic) sau apa ca referintd.

Temperatura intre 20 si 25 °C.

In doud cuve cu drumul optic de 1 cm se introduc urmitoarele:

Cuva de referingi Cuva probi
Solutia 1 (4.1) (la 20 °C) 2,50 ml 2,50 ml
Solutia 2 (4.2) 0,10 ml 0,10 ml
Solutia 3 (4.3) 0,10 ml 0,10 ml
Probd pentru masurare 0,20 ml
Api bidistilatd 0,20 ml

Se amestecd si, dupd aproximativ 3 minute, se citeste absorbtia solutiilor (A1). Reactia se incepe prin addugarea:

Solutia 4 (4.4) 0,02 ml 0,02 ml

Se amestecd si se asteaptd 15 minute; se citeste absorbtia si, dupd 2 minute, se verificd dacd reactia s-a oprit
(A2).

Se adaugd imediat:

Solutia 5 (4.5) 0,02 ml 0,02 ml

Se amestecd; se citeste absorbtia dupd 10 minute si, dupd 2 minute, se verifici dacd reactia s-a oprit (A3).
Se calculeazd diferentele de absorbtie:

A, — Ay corespunzitoare glucozei,

A3 — A, corespunzitoare fructozei,

pentru cuva de referintd si cuva probd.
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Se calculeazd diferenta de absorbtie dintre cuva de referintd (AAp) si cuva probd (AAg) si se obtine:
pentru glucozd: AAg = AAg — AAg

pentru fructozd: AAp = AAg — AAg

Nota:

Timpul necesar pentru actiunea enzimelor poate varia de la un lot la altul. Valoarea de mai sus are doar
caracter orientativ si se recomandi ca ea si fie determinatd pentru fiecare lot.

5.3. Exprimarea rezultatelor

5.3.1. Calculare

Formula generald pentru calcularea concentratiilor este urmatoarea:

C=((Vx PM)e x d x v x 1000)) AA (gfl)

V = volumul solutiei testate(ml)

v = volumul probei (ml)

M = masa moleculard a substantei de determinat

d = drumul optic al cuvei (cm)

¢ = coeficientul de absorbtie al NADPH la 340 nm = 6,3 (mmol™! x [ x cm™)
V = 2,92 ml pentru masurarea glucozei

V = 2,94 ml pentru mdsurarea fructozei

v =0,20 ml
M = 180
d=1

Se obtine:

pentru glucozd: C (gfl) = 0,417 x AAq
pentru fructozd: C (gfl) = 0,420 x AAg
Dacd proba a fost diluatd in timpul prepardrii, se inmulteste rezultatul cu factorul de diluare F.
Notd:
In cazul in care determinirile se efectueazi la 334 sau 365 nm, se obtin urmitoarele:
— misurarea la 334 nm: £ = 6,2 (mmol™! x | x cm™)
pentru glucoza: C (gfl) = 0,425 x AAg
pentru fructozi: C (g/l) = 0,428 x AAg
— misurarea la 365 nm: € = 3,4 (mmol™! x | x cm™)
pentru glucoza: C (gfl) = 0,773 x AAg
pentru fructozd: C (gfl) = 0,778 x AAg
5.3.2. Repetabilitatea ()

r = 0,056 x;
5.3.3. Reproductibilitatea (R)

R =0,12 + 0,076 x;

x; = continutul de glucozd sau fructozd in g/l.
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7 DETERMINAREA ZAHARURILOR PRIN HPLC (ZAHAROZA) (OIV-AS-311-03-SUCRES) - METODA TIP II

(p-m.)

[Descrierea acestei metode de analizd face obiectul unei actualiziri de cdtre autoritdtile OIV. Aceasta va fi publicatd intr-o viitoare
comunicare a Comisiei imediat ce textul actualizat va fi publicat de OIV in ediia 2010 a Culegerii de metode internationale de
analizd a OIV. Cu titlu informativ, in asteptarea acestei publiciri, se poate consulta capitolul 6 alineatul (3) din anexa la
Regulamentul (CEE) nr. 2676/90 al Comisiei.]
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8 DETECTAREA IMBOGATIRII MUSTURILOR DE STRUGURI, A MUSTURILOR DE STRUGURI

CONCENTRATE, A MUSTURILOR DE STRUGURI CONCENTRATE RECTIFICATE $I A VINURILOR PRIN

APLICAREA REZONANTEI MAGNETICE NUCLEARE A DEUTERIULUI (OIV-AS-311-05-ENRRMN) -
METODA TIP I

(p-m.)

[Descrierea acestei metode de analizd face obiectul unei reexamindri de catre autoritdtile stiintifice ale OIV. Aceasta va fi publicatd
intr-o comunicare a Comisiei imediat ce textul definitiv va fi adoptat de Adunarea Generald a OIV. Cu titlu informativ, in asteptarea
acestei decizii a OIV, se poate consulta capitolul 8 din anexa la Regulamentul (CEE) nr. 2676/90 al Comisiei.]
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9 TARIA ALCOOLICA iN VOLUME (OIV-AS-312-01-TALVOL) - METODA TIP I

(p.m.)

[Descrierea acestor metode de analizd face obiectul unei actualizdri de catre autoritdtile OIV. Aceste metode vor fi publicate intr-o
viitoare comunicare a Comisiei imediat ce textul actualizat va fi publicat de OIV in editia 2010 a Culegerii de metode internationale
de analizd a OIV. Cu titlu informativ, in asteptarea acestei publicdri a OIV, se poate consulta capitolul 3 din anexa la Regulamentul
(CEE) nr. 2676/90 al Comisiei.]
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10 DETERMINAREA PRIN SPECTROMETRIA IZOTOPICA DE MASA A RAPORTULUI Bci2c AL

ETANOLULUI DIN VIN SAU AL ETANOLULUI OBTINUT PRIN FERMENTAREA MUSTURILOR, A

MUSTURILOR CONCENTRATE SAU A MUSTURILOR CONCENTRATE RECTIFICATE (OIV-AS-312-06-
ETHANO) - METODA TIP II

1. DOMENIUL DE APLICARE

Metoda permite mdsurarea raportului izotopic 1>C[12C al etanolului din vin si al etanolului obtinut prin
fermentarea produselor vitivinicole (must, must concentrat, must concentrat rectificat).

2. STANDARDE DE REFERINTA
ISO: 5725:1994 ,Acuratetea metodelor de misurare — Determinarea repeta-
bilitdtii si a reproductibilititii unei metode de mdsurare standard prin
studii inter-laborator”.
V-PDB: Vienna-Pee-Dee Belemnite (Rppg = 0,0112372).

Metoda OIV AS-311-O5-ENRRMN ,Detectarea imbogatirii musturilor, a musturilor concentrate, a musturilor
concentrate rectificate §i a vinurilor prin aplicarea rezonantei magnetice
nucleare a deuteriului (RMN-FINS)”.

3. TERMENI SI DEFINITII

Bcc: Raportul dintre izotopul de carbon 13 (13C) si izotopul de carbon 12
(2C) pentru o probd dati.

S13¢: continutul de carbon 13 (13C) exprimat in pirti la mie (%o).

RMN-FINS: Fractionarea izotopului natural specific, studiat prin rezonantd magnetici
nucleara.

V-PDB: Vienna-Pee-Dee Belemnite. PDB este materialul primar de referintd pentru
mdsurarea variatiilor naturale ale continutului izotopic de carbon 13,
constind 1intr-un carbonat de calciu provenit dintr-un rostru de
belemnit din Cretacic din formatiunea Pee-Dee din Carolina de Sud
(SUA). Raportul siu izotopic 13C/12C sau Rppp este Rppg = 0,0112372.
Rezervele de PDB sunt epuizate de multd vreme, insd acesta a rimas
materialul primar de referingd pentru exprimarea variatiilor naturale ale
continutului izotopic de carbon 13, fatd de care se etaloneazd materialul
de referintd disponibil la Agentia Internationald pentru Energia Atomicd
(IAEA) din Viena (Austria). Determindrile izotopice ale rezervelor naturale
de carbon 13 se exprimd, prin conventie, in raport cu V-PDB.

mfz: Raportul masd/sarcind.

4. PRINCIPIU

in timpul fotosintezei, asimilarea dioxidului de carbon de citre plante se produce prin doud forme principale de
metabolism, si anume metabolismul C3 (ciclul lui Calvin) si metabolismul C, (Hatch si Slack). Aceste doud
mecanisme de fotosintezd prezintd o fractionare izotopica diferitd. Astfel, produsele provenite din plante Cy,
cum ar fi zaharurile si alcoolul derivat din fermentatie, au un continut mai ridicat de carbon 13 decat produsele
similare provenite din plante C3. Majoritatea plantelor, inclusiv vita-de-vie si sfecla de zahdr, apartin grupului
C;. Trestia de zahdr si porumbul apartin grupului C4. Masurarea continutului de carbon 13 permite detectarea
si evaluarea zaharurilor cu origine C, (zahdr din trestie de zahdr sau izoglucozd de porumb) addugate
produselor provenite din struguri (musturi de struguri, vinuri etc.). Informatiile privind continutul de carbon
13, combinate cu cele obtinute prin RMN-FINS, permit determinarea cantititilor addugate de amestecuri de
zaharuri sau de alcooluri derivate din plante C; si Cy.

Continutul de carbon 13 se determind pe dioxidul de carbon rezultat in urma combustiei complete a probei.
Abundenta principalilor izotopomeri cu masa de 44 (12C1°0,), 45 (13C100, si 12C170160) si 46 (12C1°0'80),
care rezultd din diferitele combinatii posibile intre izotopii 180, 170, 160, 13C si 12C, se determind pe baza
curentilor ionici mdsurati prin trei colectori diferiti ai unui spectrometru izotopic de masi. Contributiile
izotopomerilor 13C1701%0 si 12C170, pot fi neglijate, datoritd nivelurilor reduse ale acestora. Curentul ionic
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pentru m/z = 45 se corecteazd prin contributia 1>C170%0, care se calculeazi in functie de intensitatea
curentului masurat pentru mfz = 46, tinand seama de abundenta relativi a %0 si 7O (corectia Craig).
Comparatia cu o referintd etalonatd fatd de referinta internationald V-PDB permite calcularea continutului de
carbon 13 pe scara relativi §13C.

REACTIVI

Materialul si consumabilele depind de aparatura (punctul 6) utilizatd de laborator. Sistemele utilizate in general
se bazeazd pe analizori elementari. Aceste sisteme pot fi echipate pentru a permite introducerea de probe
inchise in capsule metalice sigilate sau injectarea de probe lichide printr-un septum, cu ajutorul unei seringi.

In functie de tipul dispozitivului utilizat, se pot utiliza materialele de referinta, reactivii si consumabilele de mai
jos:

— materiale de referintd

— disponibile de la IAEA:

Denumire Material 813C in raport cu V-PDB (9)
— JAEA-CH-6 zaharozd —-10,4 %o
— IAEA-CH-7 polietilend -31,8 %o
— NBS22 ulei -29,7 %o
— USGS24 grafit -16,1 %o

— disponibile de la Institutul pentru materiale si masurdri de referintd (IRMM) din Geel (BE):

Denumire Material 813C in raport cu V-PDB (9)
— CRM/BCR 656 alcool din vin —-26,93 %o
— CRM/BCR 657 glucozd -10,75 %o
— CRM/BCR 660 solu;i)e hidroalcoolici ~ (TAV —26,72 %o
12 %

— O probd de lucru standard, cu un raport 3C/12C cunoscut, etalonat fatd de materialele de referintd
internationale.

— Lista indicativd de consumabile de mai jos se stabileste pentru sistemele cu flux continuu:
— heliu pentru analizd (CAS 07440-59-7),
— oxigen pentru analizd (CAS 07782-44-7),

— dioxid de carbon pentru analizd, utilizat ca gaz de referintd secundar pentru continutul de carbon 13
(CAS 00124-38-9),

— reactiv de oxidare pentru cuptorul sistemului de combustie, de exemplu oxid de cupru (Il) pentru
analizd elementard (CAS 1317-38-0),

— deshidratant pentru eliminarea apei produse in combustie, de exemplu anhidrond pentru analiza
elementard (perclorat de magneziu) (CAS 10034-81-8) (nu este necesar in cazul aparatelor echipate
cu un sistem de eliminare a apei prin crioseparatoare sau capilare selectiv permeabile).

APARATURA $I ECHIPAMENT
Spectrometru de masi de raport izotopic (SMRI)

Spectrometru de masd de raport izotopic (SMRI), care permite determinarea continutului relativ de 13C din
gazul de CO, in formi naturali, cu o precizie internd de cel putin 0,05 %o, exprimatd in valoare relativa
(punctul 9). Precizia internd se defineste aici ca diferenta dintre doud masurdtori efectuate pe aceeasi proba de
CO,. Spectrometrul de masd utilizat pentru masurarea raporturilor izotopice este, in general, echipat cu un
colector triplu, pentru misurarea simultand a intensitdtilor pentru mfz = 44, 45 si 46. Spectrometrul de masa
de raport izotopic trebuie si fie echipat cu un sistem de introducere dublu, pentru mésurarea alternativa a unei
probe necunoscute si a unei probe de referingd, fie sd utilizeze un sistem integrat care efectueazd combustia
cantitativdi a probelor §i separd dioxidul de carbon de alti produsi de combustie inaintea mdsuritorii din
spectrometrul de masa.
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6.2.

6.2.1.

6.2.2.

Aparaturd de combustie

Aparaturd de combustie care si permitd convertirea cantitativd a etanolului in dioxid de carbon si eliminarea
tuturor celorlalti produsi de combustie, inclusiv a apei, fird nicio fractionare izotopicd. Aparatura poate fi fie un
sistem cu flux continuu integrat in aparatura de spectrometrie de masa (punctul 6.2.1), fie un sistem separat de
combustie (punctul 6.2.2). Aparatura trebuie s permitd obtinerea unei precizii cel putin echivalente cu cea
indicatd la punctul 11.

Sisteme cu flux continuu

Acestea sunt constituite fie dintr-un analizor elementar, fie dintr-un cromatograf in fazd gazoasd, echipat cu un
sistem de combustie integrat.

Pentru sistemele echipate pentru introducerea de probe continute in capsule metalice, se utilizeazd urmatorul
echipament de laborator:

— microseringd sau micropipetd volumetrici cu varfuri corespunzitoare,
— cantar cu precizie de cel putin 1 pg,

— pensetd pentru incapsulare,

— capsule de staniu pentru probe lichide,

— capsule de staniu pentru probe solide.

Nota:

pentru a reduce riscul de evaporare a probelor de etanol, se poate introduce in capsule un material absorbant
(de exemplu, chromosorb W 45-60 mesh), dupd ce s-a verificat in prealabil, printr-o misuritoare fird probd, ci
acesta nu contine o cantitate semnificativd de carbon care ar putea modifica rezultatele.

In cazul utilizarii unui analizor elementar prevazut cu un injector pentru lichide sau in cazul unui sistem de
pregatire prin cromatografie de combustie, se utilizeazd urmdtoarele echipamente de laborator:

— seringd pentru lichide,
— flacoane prevazute cu sisteme de inchidere etansd si septumuri inerte.

Echipamentele de laborator indicate in lista de mai sus constituie exemple si pot fi inlocuite cu alte echi-
pamente cu performante echivalente, in functie de tipul de combustie si de aparatura de spectrometrie de masd
utilizatd de citre laborator.

Sisteme separate de pregdtire

fn acest caz, probele de dioxid de carbon care rezulti din combustia probelor de analizat si a probei de
referintd se colecteazd in fiole, care sunt introduse apoi in sistemul dublu de intrare al spectrometrului pentru
analiza izotopicd. Se pot utiliza mai multe tipuri de aparate de combustie descrise in literaturd:

— sistem inchis de combustie umplut cu oxigen circulant,
— analizor elementar cu flux de heliu §i oxigen,
— flacon etans de sticld umplut cu oxid de cupru (Il) ca agent de oxidare.

PREGATIREA PROBELOR PENTRU TESTARE
Etanolul trebuie extras din vin inaintea determindrii izotopice. Extractia se realizeazd prin distilarea vinului in

conformitate cu descrierea de la punctul 3.1 din metoda RMN-FINS (OIV - MA-E-AS311-05-ENRRMN).

In cazul mustului de struguri, al mustului de struguri concentrat si al mustului de struguri concentrat rectificat,
zaharurile trebuie fermentate mai intai in etanol, in conformitate cu descrierea de la punctul 3.2 din metoda
RMN-FINS (OIV - MA-E-AS311-05-ENRRMN).

PROCEDURA

Toate etapele pregititoare trebuie realizate fird o pierdere semnificativd de etanol prin evaporare, care ar putea
modifica compozitia izotopicd a probei.
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Urmdtoarea descriere se referd la procedurile utilizate in general pentru combustia probei de etanol cu ajutorul
sistemelor automatizate de combustie comerciale. Orice altd metodd, care asigurd convertirea intregii probe de
etanol in dioxid de carbon, fird nicio pierdere de etanol prin evaporare, poate fi utilizatd pentru pregitirea
dioxidului de carbon pentru analiza izotopici.

Procedeul experimental bazat pe utilizarea unui analizor elementar:
a) introducerea probelor in capsule:
— se utilizeazd capsule, o pensetd §i o tavd de preparare curate,
— se ia o capsuld de dimensiuni corespunzitoare, cu ajutorul pensetei,
— se introduce o cantitate corespunzitoare de lichid in capsuld, cu ajutorul micropipetei,
— Notd:
Pentru obtinerea a 2 mg de carbon sunt necesare 3,84 mg de etanol absolut sau 4,17 mg de distilat cu
o tdrie alcoolicd de 92 % m/m. Cantitatea corespunzitoare de distilat trebuie calculatd pe aceastd bazd,

in functie de cantitatea de carbon necesard, avand in vedere sensibilitatea aparaturii de spectrometrie de
masd.

— se inchide capsula cu ajutorul pensetei,
— fiecare capsuld trebuie complet sigilati. In caz contrar, aceasta se arunci si se pregateste o noud capsul,
— pentru fiecare probd trebuie pregitite doud capsule,

— se introduce capsula in locul corespunzitor de pe platoul modulului automat de manevrare a probelor
al analizorului elementar. Fiecare capsuld trebuie identificatd cu atentie printr-un numdr de serie,

— se introduc sistematic capsulele care contin referintele de lucru, la inceputul si la sfarsitul seriei de
probe,

— se introduc regulat probe de control in seria de probe;
b) controlul si ajustarea analizorului elementar si a aparatului de spectrometrie de masi

— se ajusteazd temperatura cuptoarelor analizorului elementar si fluxurile de heliu si de oxigen pentru
combustia optimd a probei,

— se verificd analizorul elementar si sistemul de spectrometrie de masd pentru a detecta eventualele
scurgeri (de exemplu, prin controlarea curentului ionic pentru mfz = 28 pentru N,),

— se ajusteazd spectrometrul de masd pentru mdsurarea intensitdtii curentilor ionici pentru m/z = 44, 45
si 46,

— se verificad sistemul cu ajutorul unor probe de control cunoscute inainte de inceperea masurdrii probelor;
¢) efectuarea unei serii de masurdtori

Probele asezate pe modulul automat de manevrare a probelor al analizorului elementar (sau al cromato-
grafului) se introduc pe rand. Dioxidul de carbon din fiecare combustie a probei este eluat spre spec-
trometrul de masi care masoard curentii ionici. Calculatorul interfatat inregistreazd intensitatile curentilor
ionici si calculeazd valoarea & pentru fiecare probad (punctul 9).

CALCUL

Obiectivul metodei il reprezintd misurarea raportului izotopic 3C[12C al etanolului extras din vin sau din
produse derivate din struguri in urma fermentatiei. Raportul izotopic 1*C[12C poate fi exprimat prin deviatia sa
in raport cu o referintd de lucru. Deviatia izotopici a carbonului 13 (§ 1°C) este apoi calculati pe o scard delta
la mie (§/1 000), prin compararea rezultatelor obtinute pentru proba de masurat cu cele ale referintei de lucru
etalonate anterior pe baza referintei primare internationale (V-PDB). Valorile §'>C sunt exprimate in raport cu
referinta de lucru, dupd cum urmeaza:

13 -
6 Cpro/ref %0 = 1000 x (Rpro_Rref)/Rref
unde Ry, si Ryf sunt rapoartele izotopice 1>C/'2C ale probei, respectiv ale dioxidului de carbon utilizat ca gaz
de referintd.
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10.

11.

Valorile 8'3C sunt exprimate in raport cu V-PDB, dupd cum urmeazi:
13 ST 13 13 13
8 Cpro/V-PDB %0 =8 Cpro/ref + 8 Cref/V-PDB + (8 Cpro/ref x & Cref/V-PDB)/1 000
unde 813Cref/v_pDB este deviatia izotopicd determinatd anterior pentru referinta de lucru, in raport cu V-PDB.

In timpul masurarii integrate pot si apari mici variatii, datoritd modificarii conditiilor instrumentale. In acest
caz, valorile § 13C ale probelor trebuie corectate in functie de diferenta dintre valoarea §13C misuratd a
referintei de lucru si valoarea sa reald, etalonatd anterior fatd de V-PDB, prin compararea cu unul dintre
materialele de referintd internationale. Intre doud misuritori ale referintei de lucru, variagia si, implicit,
corectia care trebuie aplicatd rezultatelor obtinute din probe pot fi considerate liniare. Referinta de lucru
trebuie masuratd la inceputul si la sfarsitul fiecdrei serii de probe. Se poate calcula apoi o corectie pentru
fiecare probd, cu ajutorul unei interpoldri liniare.

ASIGURAREA CALITATII $SI CONTROLUL

Se controleazi ca valoarea 13C pentru referinta de lucru si nu difere cu mai mult de 0,5 %o fatd de valoarea
admisd. In caz contrar, trebuie si se verifice i, dupd caz, si se ajusteze reglajele aparatului de spectrometrie.

Pentru fiecare probd, se controleazi ca diferenta dintre rezultatele a doud capsule masurate succesiv si fie mai
micd de 0,3 %o. Rezultatul final pentru o proba datd este valoarea medie a celor doud capsule. In cazul in care
deviatia este mai mare de 0,3 %o, misurarea trebuie repetatd.

Verificarea corectitudinii masurdrii poate fi bazatd pe intensitatea curentului ionic pentru m/z = 44, care este
proportional cu cantitatea de carbon injectatd in analizorul elementar. In conditii standard, intensitatea
curentului ionic ar trebui sd fie, practic, constantd pentru probele analizate. O deviatie semnificativd poate
indica o evaporare de etanol (de exemplu, o capsuld insuficient sigilatd) sau instabilitatea analizorului elementar
sau a spectrometrului de masa.

CARACTERISTICI DE PERFORMANTA ALE METODEI (PRECIZIE)

Un studiu initial in colaborare (punctul 11.1) a fost realizat pe distilate care contin alcool provenit din vin si
alcool de trestie de zahdr si de sfecld de zahdr, precum si diferite amestecuri de alcool cu aceste trei origini.
Intrucat acest studiu nu a luat in considerare procedura de distilare, s-au avut in vedere si informatii supli-
mentare furnizate de alte studii inter-laborator asupra vinurilor (punctul 11.2) si, in special, serii de teste de
eficacitate (punctul 11.3) pentru masuririle izotopice. Rezultatele aratd cd, in conditii satisficitoare, in special
cele aplicabile masuratorilor prin RMN-FINS, sistemele diferite de distilare nu produc o variatie semnificativd in
determinarea valorii §!3C a etanolului din vin. Parametrii de fidelitate observati pentru vin sunt aproape identici
cu cei obtinuti in cadrul studiului comun asupra distilatelor (punctul 11.1).

Studiu comun asupra distilatelor

Anul testelor inter-laborator: 1996

Numir de laboratoare: 20
Numdr de probe: 6 probe in comparatie dublu-orb
Analit: 813C a etanolului
Codul probei Alcool provenit din vin Alcool din sfecld de zahdr | Alcool din trestie de zahdr
A&G 80 % 10 % 10 %
B&C 90 % 10 % 0%
D &F 0% 100 % 0%
E&I 90 % 0% 10 %
H &K 100 % 0% 0%
J&L 0% 0% 100 %
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Probe AG B/C DJF Efl H/K JIL
Numir de laboratoare retinute dupd 19 18 17 19 19 19
eliminarea rezultatelor aberante
Numdr de rezultate acceptate 38 36 34 38 38 38
Valoare medie (8'3C) %o -2532 | =26,75 | =27,79 | —=25,26 | —26,63 | —-12,54
S,2 0,0064 | 0,0077 | 0,0031 | 0,0127 | 0,0069 0,0041
Deviatia standard de repetabilitate (S,) %o 0,08 0,09 0,06 0,11 0,08 0,06
Limita de repetabilitate r (2,8 x S,) %o 0,22 0,25 0,16 0,32 0,23 0,18
Sp? 0,0389 | 0,0309 | 0,0382 | 0,0459 | 0,0316 0,0584
Deviatia standard de reproductibilitate 0,20 0,18 0,20 0,21 0,18 0,24
(Se) %o
Limita de reproductibilitate R (2,8 x Sg) %o 0,55 0,49 0,55 0,60 0,50 0,68
Studiu comun pe doud vinuri si un alcool
Anul testelor inter-laborator: 1996
Numair de laboratoare: 14 pentru distilarea vinului, dintre care 7 au mdsurat si §13C a etanolului din

vin, 8 pentru mdsurarea valorii §13C a probei de alcool

Numdr de probe:
de 93 % m/m)

3 (vin alb cu TAV de 9,3 %, vin alb cu TAV de 9,6 % si alcool cu tdria alcoolici

Analit: 813C a etanolului

Probe Vin rosu Vin alb Alcool
Numdir de laboratoare 7 7 8
Numar de rezultate acceptate 7 7 8
Valoare medie (§'3C) %o -26,20 -26,20 -25,08
Variatia de reproductibilitate SR2 0,0525 0,0740 0,0962
Deviatia standard de reproductibilitate (Sg) %o 0,23 0,27 0,31
Limita de reproductibilitate R (2,8 x Sp) %o 0,64 0,76 0,87

S-au utilizat sisteme diferite de distilare de citre laboratoarele participante. Determinirile izotopice §'3C
efectuate intr-un singur laborator pe toate distilatele returnate de participanti nu prezintd valori aberante
sau valori care diferd semnificativ de valorile medii. Variatia intre rezultate (S2 = 0,0059) este comparabild
cu variatiile de repetabilitate S,> din studiul comun asupra distilatelor (punctul 11.1).

Rezultatele exercitiilor efectuate pentru monitorizarea eficacititii in realizarea testelor izotopice

Din decembrie 1994, au fost organizate teste internationale de eficacitate pentru determinarea mdsurilor
izotopice pentru vin si alcool (distilate cu TAV de 96 %). Rezultatele permit laboratoarelor participante si
verifice calitatea propriilor analize. Rezultatele statistice permit aprecierea variatiei intre mdsurdtori in conditii
de reproductibilitate si, prin urmare, permit estimarea parametrilor de variantd si a limitei de reproductibilitate.
Rezultatele obtinute pentru determinarea §'3C pentru etanolul din vin si distilate sunt rezumate in tabelul

urmator:
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Vinuri Distilate
Data
N S Sg2 R N Sk Sk’ R
Decembrie 1994 6 0,210 0,044 0,59 6 0,151 0,023 0,42
Tunie 1995 8 0,133 0,018 0,37 8 0,147 0,021 0,41
Decembrie 1995 7 0,075 0,006 0,21 8 0,115 0,013 0,32
Martie 1996 9 0,249 0,062 0,70 11 0,278 0,077 0,78
Tunie 1996 8 0,127 0,016 0,36 8 0,189 0,036 0,53
Septembrie 1996 10 0,147 0,022 0,41 11 0,224 0,050 0,63
Decembrie 1996 10 0,330 0,109 0,92 9 0,057 0,003 0,16
Martie 1997 10 0,069 0,005 0,19 8 0,059 0,003 0,16
Iunie 1997 11 0,280 0,079 0,78 11 0,175 0,031 0,49
Septembrie 1997 12 0,237 0,056 0,66 11 0,203 0,041 0,57
Decembrie 1997 11 0,127 0,016 0,36 12 0,156 0,024 0,44
Martie 1998 12 0,285 0,081 0,80 13 0,245 0,060 0,69
Iunie 1998 12 0,182 0,033 0,51 12 0,263 0,069 0,74
Septembrie 1998 11 0,264 0,070 0,74 12 0,327 0,107 0,91
Media ponderatd 0,215 0,046 0,60 0,209 0,044 0,59

N: numir de laboratoare participante.

Limite de repetabilitate si de reproductibilitate

Pe baza datelor obtinute in urma diferitelor teste inter-laborator prezentate in tabelele de mai sus, se pot stabili
urmdtoarele limite de repetabilitate si de reproductibilitate pentru aceastd metodd, inclusiv etapa de distilare:

Limita de repetabilitate r: 0,24

Limita de reproductibilitate R: 0,6.
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3.1.

3.2.

3.3.

4.2.

4.3.

4.4.

11 ACIDITATEA TOTALA (OIV - AS-313-01-ACITOT) — METODA TIP I

DEFINITIE

Aciditatea totald reprezintd suma acidititilor titrabile atunci cdnd pH-ul ajunge la 7 prin addugarea unei solutii
alcaline titrate.

Dioxidul de carbon nu este inclus in aciditatea totald.

PRINCIPIUL METODEI

Titrarea potentiometricd sau titrarea cu albastru de bromotimol ca indicator de sfarsit de reactie prin comparare
cu un standard de culoare.

REACTIVI

Solutie tampon cu pH 7,0:

Fosfat monopotasic KH,PO,: 107,3 g

Solutie de hidroxid de sodiu 1 M (NaOH): 500 ml

Apd pand la: 1 000 ml

Ca alternativd, existd in comert solutii tampon gata preparate.
Solutie de hidroxid de sodiu 0,1 M (NaOH).

Solutie indicatoare de albastru de bromotimol: 4 gfl.

Albastru de bromotimol (C,;H,gBr,05S) 4g

Alcool neutru 96 % vol. 200 ml

Dupi dizolvare, se adaugi:

Apa lipsitd de CO, 200 ml

Solutie de hidroxid de sodiu 1 M

suficientd pentru a produce culoarea albastru-verde (pH 7) 7,5 ml
Apd pani la 1000 ml
APARATURA

Pompi de vid cu apa.
Balon de vid de 500 ml.

Potentiometru cu scald gradatd pentru valori pH si electrozi. Electrodul de sticla trebuie pastrat in apd distilatd.
Electrodul de calomel/clorurd de potasiu saturatd trebuie pdstrat in solutie saturatd de clorurd de potasiu. Cel
mai des este folosit un electrod combinat, care trebuie pastrat in apa distilata.

Cilindri gradati de 50 ml (pentru vin) si de 100 ml (pentru must concentrat rectificat).

METODA DE LUCRU

Pregitirea probei

Vinuri

Se elimind dioxidul de carbon. Se pun aproximativ 50 ml de vin intr-un balon de vid; se face vid in balon cu
pompa de apd timp de 1-2 minute, agitdnd continuu.

Must concentrat rectificat

Intr-un balon cotat de 500 ml, se introduc 200 g de must concentrat rectificat masurat cu precizie. Se
completeazd pand la cotd cu api. Se omogenizeaza.
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5.2

5.2.1.

5.2.2.

5.3.

6.1.

6.1.1.

6.2.

Titrarea potentiometricd

Calibrarea pH-metrului

Calibrarea pH-metrului se efectueazi la 20 °C, conform instructiunilor producitorului, cu solutia tampon cu pH
7 la 20 °C.

Metoda de determinare

Intr-un cilindru gradat (punctul 4.4) se introduce o cantitate din prob, preparatd in conformitate cu punctul
5.1, cantitate egald cu 10 ml, in cazul vinului, si cu 50 ml, in cazul mustului concentrat rectificat. Se adaugi
circa 10 ml apa distilatd §i apoi se adaugd solutie de hidroxid de sodiu 0,1 M (punctul 3.2) din biuretd, pand
cand pH-ul este egal cu 7 la 20 °C. Hidroxidul de sodiu trebuie addugat incet si solutia trebuie amestecatd
continuu. Se noteazd cu n numdrul de mililitri de NaOH 0,1 M adiugati.

Titrarea cu indicator (albastru de bromotimol)
Test preliminar: determinarea etalonului de culoare

Intr-un cilindru gradat (punctul 4.4), se pun 25 ml api distilati fiartd, 1 ml solutie de albastru de bromotimol
(punctul 3.3) si o cantitate preparatd in conformitate cu punctul 5.1 egald cu 10 ml, in cazul vinului, §i cu
50 ml, in cazul mustului concentrat rectificat. Se adaugd solutie de hidroxid de sodiu 0,1 M (punctul 3.2) pani
cand culoarea devine albastru-verde. Apoi se adaugd 5 ml solutie tampon cu pH 7 (punctul 3.1).

Madsurare

Intr-un cilindru gradat (punctul 4.4), se pun 30 ml apa distilatd fiartd, 1 ml solutie de albastru de bromotimol
(punctul 3.3) si o cantitate din proba preparatd in conformitate cu punctul 5.1, egald cu 10 ml, in cazul
vinului, i cu 50 ml, in cazul mustului concentrat rectificat. Se adaugd solutie de hidroxid de sodiu 0,1 M
(punctul 3.2) pand cand se obtine aceeasi culoare ca in testul preliminar de mai sus (punctul 5.3.1). Se noteaza
cu n numdrul de mililitri de solutie de hidroxid de sodiu 0,1 M addugati.

EXPRIMAREA REZULTATELOR
Metoda de calcul
Vinuri

Aciditatea totald exprimatd in miliechivalenti pe litru este datd de formula:
A=10n

Se noteazd cu o cifrd zecimala.

Aciditatea totald exprimatd in grame de acid tartric pe litru este datd de formula:
A’ =0,075 x A

Se noteazd cu o cifrd zecimald.

Must concentrat rectificat

— Aciditatea totald exprimatd in miliechivalenti pe kilogram de must concentrat rectificat este datd de formula:
a=5xn

— Aciditatea totald exprimatd in miliechivalenti pe kilogram de zaharuri totale este datd de formula:
A = (500 x n)p
P = procentul de concentratie (m/m) a zaharurilor totale.

Se noteazd cu o cifrd zecimald.

Repetabilitatea (r) pentru titrare cu indicator (5.3)

r = 0,9 meq/l
r=10,07 g acid tartric/l

pentru vinuri albe, rosé si rosii.
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6.3. Reproductibilitatea (R) pentru titrare cu indicator (punctul 5.3)

Pentru vinuri albe si rosé:
R = 3,6 meq/l

R = 0,3 g acid tartric/l.
Pentru vinuri rosii:

R = 5,1 meq/l

R = 0,4 g acid tartric/L.
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

12 ACIDITATEA VOLATILA (OIV - AS-313-02-ACIVOL) - METODA TIP I

DEFINITIE

Aciditatea volatild este constituitd din acizii apartinand seriei acetice prezenti in vin in stare liberd si sub forma
de sare.

PRINCIPIUL METODEI

Titrarea acizilor volatili separati din vin prin antrenare cu vapori de apd si rectificarea vaporilor.
Mai intéi se elimind dioxidul de carbon din vin.

Aciditatea dioxidului de sulf liber si a dioxidului de sulf combinat, distilate in aceste conditii, trebuie scdzutd din
aciditatea produsului rezultat in urma distilarii.

Trebuie scizutd, de asemenea, aciditatea oricdrui acid sorbic addugat eventual in vin.

Notd:

Acidul salicilic folosit in unele tdri pentru a stabiliza vinurile inaintea analizei este prezent in produsul rezultat
in urma distilarii. Acesta trebuie determinat si scdzut din aciditate. Metoda de determinare se afld la punctul 7
din prezentul capitol.

REACTIVI

Acid tartric cristalizat (C4HgOg)

Solutie de hidroxid de sodiu 0,1 M (NaOH)

Solutie de fenolftaleind 1 % in alcool neutru 96 % vol.

Acid clorhidric (pyg = 1,18 pand la 1,19 g/ml) diluat la 1/4 (v[v)
Solutie de iod 0,005 M (I,)

lodurd de potasiu (Kl) cristalizatd

Solutie de amidon 5 gfl:

Se amestecd 5g de amidon cu aproximativ 500 ml de apd. Se aduce la punctul de fierbere, amestecand
continuy, si se fierbe timp de 10 minute. Se adaugd 200 g de clorurd de sodiu. Cand s-a ricit, se completeazd
pand la un litru.

Solutie saturatd de borax (Na,B,07, 10 H,0), adicd aproximativ 55 g/l la 20 °C.

APARATURA

Aparatul de antrenare cu vapori de apd este format din:

1) generator de abur; aburul produs nu trebuie si contind dioxid de carbon;
2) barbotor de sticld;

3) coloand de rectificare;

4) refrigerent.

Aceastd instalatie trebuie si treacd urmdtoarele trei teste:

a) se pun 20 ml de apd fiartd in barbotor. Se colecteazd 250 ml de produs distilat si se adaugd 0,1 ml de
solutie de hidroxid de sodiu 0,1 M (punctul 3.2) si doud picdturi de solutie de fenolftaleind (punctul 3.3).
Nuanta roz trebuie s se pastreze cel putin 10 secunde (aburul si nu contind dioxid de carbon).

b) se pun in barbotor 20 ml de solutie de acid acetic 0,1 M. Se colecteazd 250 ml de produs distilat. Se titreazd
cu solutie de hidroxid de sodiu 0,1 M (punctul 3.2). Volumul utilizat trebuie si fie de cel putin 19,9 ml.
(Acidul acetic antrenat de vapori > 99,5 %).
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4.3.

5.1.

5.2.

5.3.

6.2.

6.3.

6.4.

¢) se pun in barbotor 20 ml de solutie de acid lactic 1 M. Se colecteazd 250 ml de produs distilat si se titreazd
acidul cu solutie de hidroxid de sodiu 0,1 M (punctul 3.2).

Volumul de solutie de hidroxid de sodiu adiugat trebuie sd fie mai mic sau egal cu 1,0 ml (Acid lactic distilat
< 0,5 %).

Orice aparat sau procedeu care trece aceste teste in mod satisfacator, indeplineste conditiile cerute aparatelor si
procedeelor oficiale internationale.

Pompi de vid cu apa.
Balon de vid.

METODA DE LUCRU
Pregitirea probei: eliminarea dioxidului de carbon.

Se pun circa 50 ml de vin in balonul de vid ; se face vid in balon cu pompa de apd timp de un minut sau
doud, agitandu-se continuu.

Antrenarea cu vapori de apd.

Se pun in barbotor 20 ml de vin fird dioxid de carbon, conform indicatiilor de la punctul 5.1. Se adaugi
aproximativ 0,5 g de acid tartric (punctul 3.1). Se colecteazd cel putin 250 ml de produs distilat.

Titrarea

Se titreazd cu solutie de hidroxid de sodiu 0,1 M (punctul 3.2), folosindu-se doud picituri de solutie de
fenolftaleind (punctul 3.3) ca indicator. Se noteazd cu n ml cantitatea de hidroxid de sodiu folositd.

Se adaugd 4 picituri de acid clorhidric diluat 1:4 (3.4), 2 ml de solutie de amidon (punctul 3.7) si cateva
cristale de iodurd de potasiu (punctul 3.6). Se titreazd dioxidul de sulf liber cu o solutie de iod 0,005 M
(punctul 3.5). Se noteazd cu n' ml cantitatea folosita.

Se adaugd solutie saturatd de borax (punctul 3.8

) pand cand nuanta roz reapare. Se titreazd dioxidul de sulf
combinat cu o solutie de iod 0,005 M (punctul 3.5).

Se noteazd cu ,n” ml cantitatea folosita.

EXPRIMAREA REZULTATELOR
Metoda de calcul

Aciditatea volatild exprimatd, cu o cifrd zecimald, in miliechivalenti pe litru este datd de formula:
A=5m-01n"-0,05n"

Aciditatea volatild exprimatd, cu doud zecimale, in grame de acid acetic pe litru este datd de formula:
0,300 (n - 0,1 n’ — 0,05 n’)

Repetabilitatea (r)

r = 0,7 meq/l

r = 0,04 g acid acetic/l.
Reproductibilitatea (R)
R = 1,3 meq/l

R = 0,08 g acid acetic/L.

Vin in care existd acid sorbic

Deoarece 96 % din acidul sorbic este antrenat de vapori intr-un volum distilat de 250 ml, aciditatea acestuia
trebuie scizutd din aciditatea volatild, stiind cd 100 mg de acid sorbic corespunde unei acidititi de 0,89
miliechivalenti sau 0,053 g de acid acetic si cunoscand concentratia de acid sorbic exprimatd in mg/l deter-
minatd prin alte metode.

DETERMINAREA ACIDULUI SALICILIC ANTRENAT IN DISTILATUL ACIDITATII VOLATILE
Principiu

Dupi determinarea aciditatii volatile si rectificarea dioxidului de sulf, prezenta acidului salicilic este caracte-
rizatd, dupd acidificare, de nuanta violet care apare cind se adaugid o sare de fier IIL
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Determinarea acidului salicilic antrenat in produsul distilat cu aciditate volatild se realizeazd pe un al doilea
produs distilat, cu acelasi volum cu acela asupra ciruia s-a efectuat determinarea acidititii volatile. In acest
produs distilat, acidul salicilic se determind printr-o metodd colorimetrici comparativd. Acesta se scade din
aciditatea volatild a produsului distilat.

Reactivi

Acid clorhidric (HCl) (pyo = 1,18 pénd la 1,19 g/ml).

Solutie de tiosulfat de sodiu (Na, S, O3 x 5 H,0) 0,1 M.

10 % (m/v) solutie de sulfat de fier IIl si de amoniu [Fe, (SO4); x (NH,), SO4 x 24 H,0].
Solutie de salicilat de sodiu 0,01 M. Solutia contine 1,60 g/l salicilat de sodiu (Na C; Hs Os).
Metoda de lucru

Identificarea acidului salicilic in distilatul aciditdtii volatile.

Imediat dupd determinarea aciditdtii volatile si rectificarea pentru dioxidul de sulf liber si combinat, se pun intr-
un balon conic 0,5 ml de acid clorhidric (punctul 7.2.1), 3 ml de solutie de tiosulfat de sodiu 0,1 M (punctul
7.2.2) si 1 ml de solutie de sulfat de amoniu si fier (Ill) (punctul 7.2.3).

Daci acidul salicilic este prezent, apare o culoare violet.
Determinarea acidului salicilic

Pe balonul conic se noteazd cantitatea produsului distilat printr-un semn de referintd. Se goleste si se spald
balonul.

O noud probd test de 20 ml de vin se supune antrendrii cu vapori de apd si se colecteazd produsul distilat in
balonul conic pand la cota de referintd. Se adaugd 0,3 ml de acid clorhidric pur (punctul 7.2.1) si 1 ml de
solutie de sulfat de amoniu si fier () (punctul 7.2.3). Continutul balonului va deveni violet.

Intr-un balon conic, identic cu acela care are semnul de referintd, se pune apa distilatd pand la acelasi nivel cu
acela al produsului distilat. Se adaugd 0,3 ml de acid clorhidric pur (punctul 7.2.1) si 1 ml de solutie de sulfat
de amoniu si fier (IIl) (punctul 7.2.3). Din biuretd se pune solutie de salicilat de sodiu 0,01 M (punctul 7.2.4)
pand cand nuanta de violet obtinutd are aceeasi intensitate cu aceea din balonul conic care contine vinul
distilat.

’

Se noteazd cu n''’ cantitatea de solutie addugatd.

Rectificarea acidititii volatile

22

Se scade volumul 0,1 - n’"" ml din volumul de n ml solutie de hidroxid de sodiu 0,1 M folositd pentru titrarea
aciditatii produsului distilat in timpul determindrii acidititii volatile.
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13 ACIDUL CITRIC (OIV -AS-313-09-ACIENZ) - METODA TIP Il

PRINCIPIUL METODEI

Acidul citric este convertit in oxaloacetat i acetat printr-o reactie catalizatd de citrat-liazd (CL):
Citrat < — oxaloacetat + acetat

In prezenta maleat-dehidrogenazei (MDH) si lactat-dehidrogenazei (LDH), oxaloacetatul si derivatul acestuia de
decarboxilare, piruvatul, sunt redusi la L-maleat si L-lactat de nicotilamid adenin dinucleotidd redusd (NADH):

Oxaloacetat + NADH + H* « — L-maleat + NAD"
Piruvat + NADH + H* < — L-actat + NAD*

Cantitatea de NADH oxidatd la NAD" in aceste reactii este proportionald cu cantitatea de citrat prezent.
Oxidarea NADH este masuratd prin descresterea puterii sale de absorbtie la o lungime de undi de 340 nm.

REACTIVI

Solutie tampon pH 7,8
(0,51 M glicilglicing; pH = 7,8; Zn*: 0,6 x 10~ *M)
Se dizolva 7,13 g de glicilglicind in aproximativ 70 ml de apd bidistilata.

Se ajusteazd pH-ul la 7,8 cu aproximativ 13 ml de solutie de hidroxid de sodiu 5 M; se adaugd 10 ml de solutie
de clorurd de zinc ZnCl,, 80 mg in 100 ml de apid, si se completeazd pand la 100 ml cu apd bidistilata.

Aceastd solutie rimane stabild cel putin 4 sdptimani la 4 °C.

Solutie de nicotilamid adenin dinucleotidd redusi (NADH), aproximativ 6 x 10~ 3 M. Se dizolvd 30 mg NADH
si 60 mg NaHCO; in 6 ml apa bidistilata.

Solutie de maleat dehidrogenaza [lactat dehidrogenaza, (MDH/LDH) (0,5 mg MDH/ml; 2,5 mg LDH/ml):

Se amestecd impreund 0,1 ml MDH (5 mg MDH/ml), 0,4 ml de solutie de sulfat de amoniu (3,2 M) si 0,5 ml
LDH (5 mg/ml). Aceastd suspensie rimane stabild cel putin un an la 4 °C.

Citrat-liazd CL (5 mg proteind/ml): Se dizolvd 168 mg de liofilizat in 1 ml de apa foarte rece. Aceastd solutie
rimane stabild cel putin o sdptimani la 4 °C si cel putin 4 siptimani dacd este inghetata.

Se recomandd ca inainte de determinare si fie verificatd activitatea enzimei.
Polivinilpolipirolidond (PVPP)
Notd: Toti reactivii de mai sus sunt disponibili in comer.

APARATURA

Spectrofotometru pentru determindri la 340 nm, lungimea de unda la care absorbtia NADH este maxima.
in cazul in care acesta nu este disponibil, se poate utiliza un spectrofotometru cu o sursi spectrali discontinui,
pentru determindri la 334 nm sau la 365 nm. Deoarece sunt incluse determindri ale absorbtiei absolute (nu

sunt folosite curbe de calibrare, dar standardizarea se face prin considerarea coeficientului de extinctie a
NADH), trebuie verificate scalele de lungime de undi si absorbtia spectrald a aparatului.

Cuve de sticld cu lungimea drumului optic de 1 ¢cm sau cuve de unicd folosind.
Micropipete pentru pipetarea de volume in intervalul 0,02 la 2 ml.

PREGATIREA PROBEI

Determinarea citratului se efectueazi in general direct in vin, fard indepdrtarea preliminard a coloratiei si fard
diluare, in cazul in care continutul de acid citric este mai mic de 400 mg/l. In caz contrar, se dilueazi vinul
pand cand concentratia citratului se situeazd intre 20 si 400 mg/l (cantitatea de citrat in esantionul analizat
cuprinsd intre 5 g si 80 pg).
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6.1.

La vinurile rosii care sunt bogate in compusi fenolici, se recomandi un tratament preliminar cu PVPP:

Se pregdteste o suspensie de aproximativ 0,2 g PVPP in apd si se lasd in repaus 15 minute. Se filtreazd folosind
un filtru cu pliuri.

Se pun 10 ml de vin intr-un flacon conic de 50 ml, se adaugd PVPP umed luat de pe filtru cu o spatuli. Se
agitd 2-3 minute. Se filtreaza.

METODA DE LUCRU

Cu spectrofotometrul ajustat la o lungime de undd de 340 nm, se determind absorbtia folosind cuve de 1 cm,
utilizand aerul ca standard de absorbtie zero (fird cuvd in drumul optic). In cuvele de 1cm se adaugd
urmdtoarele:

Cuvd de referintd Cuvd probi
Solutia 2.1 1,00 ml 1,00 ml
Solutia 2.2 0,10 ml 0,10 ml
Proba de misurat — 0,20 ml
Apad bidistilatd 2,00 ml 1,80 ml
Solutia 2.3 0,02 ml 0,02 ml

Se amestecd i, dupd aproximativ 5 minute, se citesc absorbtiile solutiilor din cuvele de referintd si proba (A;).
Se adauga:

Solutia 2.4 0,02 ml 0,02 ml

Se amestecd; se asteaptd pand la terminarea reactiei (aproximativ 5 minute) si se citesc absorbtiile solutiilor din
cuvele de referintd si probd (A,).

Se calculeazd diferenta absorbtiilor (A;-A,) pentru cuvele de referintd §i proba.
Se calculeazd diferenta dintre absorbtia din cuva de referintd si absorbtia din cuva de proba:
AA = AAg - AAg

Notd: Timpul necesar pentru actiunea enzimelor poate varia de la un lot la altul. Valoarea de mai sus este datd
numai orientativ si se recomandd determinarea ei pentru fiecare lot.

EXPRIMAREA REZULTATELOR

Continutul de acid citric este dat in miligrame pe litru (mgfl) rotunjit la cel mai apropiat numir intreg.
Metoda de calcul
Formula generald pentru calcularea concentratiei in miligrame pe litru este:

C=((Vx PM)e x d x v)) x AA

V = volumul soluiei test in mililitri (aici 3,14 ml)

v = volumul probei in mililitri (aici 0,2 ml)

PM = masa moleculard a substantei de determinat (aici, pentru acid citric anhidru = 192,1)
d = drumul optic in cuvd in centimetri (aici 1 cm)

¢ = coeficientul de absorbtie a NADH; la 340 nm,

e = 63mmol! x]xcm L

Se obtine:

C =479 x AA

Dacd proba a fost diluatd in timpul pregitirii, rezultatul se inmulteste cu factorul de diluare.
Notd: la 334 nm: C = 488 x AA (e = 6,2 mmol™ ! x | x cm™ 1)

la 365 nm: C = 887 x AA (¢ = 3,4 mmol~ ! x | x cm™ 1)
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6.2. Repetabilitatea (r)
Concentratia acidului citric mai micd de 400 mg/l: r = 14 mg/l.
Concentratia acidului citric mai mare de 400 mg/l: r = 28 mg/l.
6.3. Reproductibilitatea (R)
Concentratia acidului citric mai micd de 400 mg/l: R = 39 mg]l.

Concentratia acidului citric mai mare de 400 mg/l: R = 65 mg/l.
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14 ACIDUL SORBIC (OIV - AS-313-14-ACISOR) - METODA TIP IV

PRINCIPIUL METODELOR
Determinarea prin spectrofotometria de absorbtie in ultraviolet

Acidul sorbic (acidul trans, trans 2,4 hexadienoic) extras prin distilarea cu vapori de apd este determinat in
distilatul de vin prin spectrofotometria de absorbtie in ultraviolet. Substantele care interferd in ultraviolet sunt
indepirtate prin evaporarea pand la uscare a probei de distilat usor alcalinizatd de o solutie de hidroxid de
calciu. Un continut mai mic de 20 mg/l trebuie confirmat prin cromatografie in strat subtire (sensibilitate:
1 mg/l).

Determinarea prin gaz cromatografie

Acidul sorbic extras in eter etilic se determind prin gaz cromatografie in prezenta unui etalon intern.

Identificarea urmelor prin cromatografia in strat subtire

Acidul sorbic extras in eterul etilic este separat prin cromatografia in strat subtire, iar concentratia acestuia este
evaluatd semi-cantitativ.

DETERMINARE PRIN SPECTROFOTOMETRIE DE ABSORBTIE IN ULTRAVIOLET

Reactivi

Acid tartric cristalin (C4HgOg).
Solutie de hidroxid de calciu Ca (OH), aproximativ 0,02 M.
Solutie de referingd de acid sorbic, 20 mg pe litru.

Se dizolvd 20 mg de acid sorbic, C¢HgO, in aproximativ 2 ml de solutie de hidroxid de sodiu 0,1 M. Se pune
intr-un balon cotat de 1 000 ml si se completeazd cu apd pand la cotd. Este posibild, de asemenea, dizolvarea a
26,8 mg de sorbat de potasiu, C¢H;KO, in api si completarea pand la 1 000 ml cu apa.

Aparatura

Aparat de distilare cu aburi (a se vedea capitolul ,Aciditatea volatild”).
Baie de apd la 100 °C.

Spectrofotometru pentru determinarea absorbtiei la o lungime de undd de 256 nm si avand o cuva de cuarf cu
drum optic de 1 cm.

Metoda de lucru

Distilarea

Se pun in balonul aparatului de distilare cu aburi 10 ml de vin si se adaugd 1-2 g de acid tartric (2.1.1). Se
colecteazd 250 ml de distilat.

Pregdtirea curbei de calibrare

Se prepard, prin diluarea solutiei de referintd (punctul 2.1.3), patru solutii de referintd diluate, cu 0,5, 1, 2,5 si
5 mg de acid sorbic la litru; se determind absorbtiile cu spectrofotometrul la 256 nm, folosindu-se apa distilatd
ca blanc. Se obtine curba variatiilor absorbantei reprezentatd in functie de concentratiile solutiilor. Variatia este
liniara.

Determinarea
Se pun 5 ml de distilat intr-o capsuld de evaporare cu diametrul de 55 mm si se adaugd 1 ml de solutie de

hidroxid de calciu (punctul 2.1.2). Se evapord, pand la uscare, pe o baie de api.

Se dizolva reziduul in cativa mililitri de apa distilatd, se transferd cantitativ intr-un balon cotat de 20 ml si se
completeazd pand la cotd cu apd de clitire. Se misoard absorbtia la 256 nm folosind spectrofotometrul fatd de
un blanc constituit dintr-o solutie obtinutd prin diluarea a 1 ml de solutie de hidroxid de calciu (punctul 2.1.2).

Valoarea absorbtiei masurate se trece pe curba valorii §i de aici se gdseste concentratia C a acidului sorbic in
solutie.

Notd: In practicd, pierderea datoratd evaporirii poate fi neglijati, iar absorbtia se masoard direct in distilatul
total, diluat % cu api distilata.
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2.4, Exprimarea rezultatelor
2.4.1. Calcularea

Concentratia acidului sorbic in vin, exprimatd in mgfl, este egald cu:
100 = C,

Unde C = concentratia acidului sorbic in solutia analizati prin spectrofotometrie, exprimatd in mg/l.

3. DETERMINAREA PRIN CROMATOGRAFIE IN FAZA GAZOASA

3.1 Reactivi

3.1.1. Eter etilic (C,Hs),0O distilat chiar inainte de folosire.

3.1.2. Solutie internd de referintd: solutie de acid undecanoic Cy;H,,0, in etanol 95 % vol. la o tirie de 1 gfl.

3.1.3.  Solutie apoasd de acid sulfuric H,SO4 (pyg = 1,84 g/ml) diluat 1:3 (v[v).

3.2. Aparatura

3.2.1. Cromatograf cu gaz prevazut cu detector de ionizare in flacird §i o coloand de otel inoxidabil (4 m x 1/8 toli),
tratat in prealabil cu dimetil-diclorasilan si prevazut cu o fazd stationard alcituitd dintr-un amestec de succinat
dietilenglicol (5 %) si acid fosforic (1 %) (DEGS — H; PO,) sau un amestec de dictilenglicol adipat (7 %) si acid
fosforic (1 %) (DEGA — Hj; PO,) legat pe Gaschrom Q 80 — 100 mesh.

Pentru tratarea cu dimetil-diclorasilan (DMDCS), se trece prin coloand o solutie continand 2-3 g de DMDCS in
toluen. Se spald imediat coloana cu metanol, urmat de azot, apoi se spald cu hexan, urmat din nou de azot.
Apoi se umple.

Conditii de lucru:
Temperatura cuptorului: 175 °C.
Temperatura injectorului si a detectorului: 230 °C.
Gaz purtdtor: azot (rata de scurgere = 20 ml/min.).
3.2.2. Microseringd cu o capacitate de 10 microlitri, gradatd in 0,1 microlitri.

Notda: Pot fi folosite alte tipuri de coloane care permit o buni separare, in special coloane capilare (cum ar fi
FFAP).

Metoda de lucru descrisd este datd ca exemplu.

3.3. Metoda de lucru
3.3.1.  Pregatirea probei pentru analizd

Intr-o eprubeti de sticli cu o capacitate de aproximativ 40 ml si previzuti cu un dop de sticli rodat, se
introduc 20 ml de vin, se adaugd 2 ml de solutie etalon (punctul 3.1.2) si 1 ml de acid sulfuric diluat (punctul
3.1.3).

Dupi ce se amestecd solutia prin rdsturndri repetate ale eprubetei, se adaugi in continut 10 ml de eter etilic
(punctul 3.1.1). Se extrage acidul sorbic in faza organicd prin scuturarea eprubetei timp de 5 minute. Se lasa sd
se aseze.

3.3.2.  Pregatirea solufiei de referinyd

Se selecteazd un vin pentru care cromatograma extractului cu eter nu aratd niciun varf corespunzitor elutiei
acidului sorbic. Vinul este supraincircat cu acid sorbic cu o concentragie de 100 mg/l. Se trateazd 20 ml din
proba astfel preparatd in conformitate cu procedura de la punctul 3.3.1.

3.3.3. Cromatografia
Folosind o microseringd, se injecteazd pe rand in cromatograf 2 pl din faza extrasi cu eter obtinutd cum s-a

ardtat la punctul 3.3.2 si 2 pl din faza extrasd cu eter obtinutd cum s-a ardtat la punctul 3.3.1.

Se inregistreazd cromatogramele respective: se verifici identitatea timpilor de retinere ai acidului sorbic si ai
etalonului. Se misoard iniltimea (sau suprafata) fieciruia dintre picurile inregistrate.
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3.4. Exprimarea rezultatelor

3.4.1. Calculare

Concentratia acidului sorbic in vinul analizat, exprimatd in miligrame pe litru, este datd de relatia:
100 x (h/H) x ()i

H = indltimea picului acidului sorbic in solutia de referind

h = indltimea picului acidului sorbic in proba pentru analizd

| = indltimea picului etalonului intern in solutia de referintd

I = indltimea picului etalonului intern in proba pentru analizd

Notd: Concentratia acidului sorbic poate fi determinatd, in acelasi mod, prin masurarea suprafetelor aflate sub
picurile respective.
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15 PH (OIV - AS-313-15-PH) - METODA TIP I

PRINCIPIU

Se misoard diferenta de potential dintre doi electrozi cufundati in lichidul de analizat. Unul dintre electrozi are
un potential care este o functie definitd a pH-ului lichidului, in timp ce celdlalt are un potential stabilit si
cunoscut si reprezintd electrodul de referinta.

APARATURA
pH-metru cu o scald in unititi pH, permitind realizarea determindrilor la cel putin 0,05 unititi de pH.
Electrozi:

Electrod de sticld, pastrat in apa distilata.
Electrod de referintd de clorurd de potasiu saturatd, pastrat intr-o solutie saturati de clorurd de potasiu.
Sau un electrod mixt, pdstrat in apd distilatd.

REACTIVI
Solutii tampon:

Solutie saturatd de tartrat acid de potasiu, continand minimum 5,7 g/l de tartrat acid de potasiu (C4H;KOg), la
20 °C. Aceastd solutie poate fi pdstratd pand la doud luni addugand 0,1 g de timol la 200 ml.

3,57 la 20 °C
pH 3,56 la 25 °C

3,55 1a 30°C

Solutie de ftalat acid de potasiu 0,05 M, continand 10,211 g/l de ftalat acid de potasiu (CgHsKO,), la 20 °C.
(Perioada maximd de pastrare este de doud luni).

3,999 la 15 °C

4,003 la 20 °C
pH

4,008 la 25°C

4,015 la 30°C

Solutie continand:

Fosfat monopotasic, KH, PO, 3,402 ¢
Fosfat dipotasic, K, H PO, 4,354 ¢
Apd pand la 11

(Perioada maximi de pastrare este de doud luni)

6,90 la 15°C

6,88 la 20 °C
pH

6,86 la 25°C

6,85 la 30 °C

Nota: Pot fi utilizate, de asemenea, solutii tampon de etalonare din comerf.
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4.2

4.3.

4.4.

METODA DE LUCRU

Pregitirea probei pentru analizi
Pentru must si vin

Se analizeazd direct mustul sau vinul.
Pentru must concentrat rectificat

Se dilueazd mustul concentrat rectificat cu apd pentru a obtine o concentratie de 25 + 0,5 % (m/m) a totalului
zaharurilor (25 © Brix).

Dacd P reprezintd procentajul concentratiei (m/m) totalului zaharurilor in mustul concentrat rectificat, se
cantdreste o masd de 2 500/P

si se completeazd pand la 100 g cu apa. Apa utilizatd trebuie sd aibd o conductibilitate sub 2 micro-siemens pe
centimetru.

Stabilirea punctului zero al aparatului

Aceastd operatie se realizeazd inaintea oricdrei determindri, in conformitate cu instructiunile furnizate o datd cu
aparatul utilizat.

Calibrarea pH-metrului

Calibrarea se realizeazd la 20 °C, urmand instructiunile furnizate pentru aparatul utilizat, cu solutii tampon cu
pH 6,88 si 3,57 la 20 °C.

Se utilizeazd solutiile tampon cu pH 4,00 la 20 °C pentru verificarea calibrarii scalei.
Determinarea

Se cufundi electrodul in proba ce trebuie analizatd, a cirei temperaturd trebuie si se situeze intre 20 si 25 °C si
cat mai aproape posibil de 20 °C. Se citeste valoarea pH-ului direct de pe scald.

Se realizeazd cel putin doud determindri pentru aceeasi proba.
Media aritmeticd a determindrilor este consideratd rezultatul final.
EXPRIMAREA REZULTATELOR

pH-ul mustului, vinului sau solutiei 25 % (m/m) (25 © Brix) de must concentrat rectificat este exprimat cu doud
zecimale.
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16 DETERMINAREA SIMULTANA A ACIDULUI L-ASCORBIC $I A ACIDULUI D-IZOASCORBIC PRIN HPLC

4.1.10

4.2.
4.2.1

4.2.1.1

4.2.1.2

4.2.1.3

4.2.1.4

SI DETECTARE UV (OIV-AS-313-22-ACASCO) - METODA TIP Il

INTRODUCERE

Acidul ascorbic este un antioxidant prezent, in mod natural, intr-o intreagd serie de produse alimentare.
Cantitatea normald de acid ascorbic din strugure scade in momentul producerii mustului si in cursul vinificarii.
In anumite limite, acidul ascorbic poate fi adiugat la musturi si la vinuri.

Metoda descrisi a fost validatd in cadrul unor studii inter-laborator, prin analiza unor probe de vin la care s-au
addugat 30 mg/l la 150 mg/l, respectiv 10 mg/l la 100 mg/l de acid L-ascorbic si acid D-izoascorbic.

DOMENIUL DE APLICARE

Prezenta metoda este adecvatd pentru determinarea simultand a acidului L-ascorbic i a acidului D-izoascorbic
(acid erithorbic) din vin prin cromatografie lichidd de inaltd performanti si detectare UV pe o plaja cuprinsd
intre 3 si 150 mg/l.

Pentru continuturile mai mari de 150 mg/l, este necesard diluarea probei.

PRINCIPIUL

Probele sunt injectate direct in sistemul HPLC dupad filtrarea prin membrand. Analitii sunt separati pe o coloand
cu fazd inversd si sunt supusi unei detectdri UV la 266 nm. Cuantificarea acidului L-ascorbic si a acidului D-
izoascorbic se realizeazd in raport cu un etalon extern.

Notd: Coloanele si conditiile de functionare sunt date ca exemplu. O buni separare poate fi asiguratd si de alte
tipuri de coloane.

REACTIVI SI PRODUSI
Reactivi

n-octilaming, puritate > 99,0 %

Acetat de sodiu x 3 H,0, puritate > 99,0 %
Acid acetic pur, 100 %

Acid fosforic, aproximativ 25 %

Acid oxalic, puritate > 99,0 %

Ascorbat oxidaza

Acid L-ascorbic, ultra = 99,5 %

Acid D-izoascorbic, puritate > 99,0 %

Api bidistilatd

Metanol, p.A. 99,8 %

Pregitirea fazei mobile
Solutii pentru faza mobild

Pentru faza mobild, se prepard urmdtoarele solutii:

12,93 g de n-octilamind in 100 ml de metanol

68,05 g de acetat de sodiu x 3 H,0 in 500 ml de api bidistilatd
12,01 g de acid acetic pur in 200 ml de apd bidistilatd

Solutie tampon (pH 5,4): 430 ml de solutie de acetat de sodiu (4.2.1.2) si 70 ml de solutie de acid acetic
(4.2.1.3)
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4.2.2

4.3

5.1
5.2

Pregatirea fazei mobile

Intr-un pahar Berzelius, se amesteci 5 ml de solutie de n-octilamini (4.2.1.1) cu aproximativ 400 ml de apd
bidistilatd. Se aduce aceastd solugie la un pH intre 5,4 si 5,6, addugand acid fosforic 25% (4.1.4), piciturd cu
piciturd. Se adaugd 50 ml din solutia tampon (4.2.1.4) si se transferd compusul intr-un balon cotat de
1000 ml, apoi se completeazd cu api bidistilati. inainte de utilizare, faza mobild trebuie filtratd cu ajutorul
unei membrane (celulozd regeneratd de 0,2 pm) si, pe cat posibil, degazatd cu heliu (aproximativ 10 minute), in
functie de necesitdtile sistemului HPLC utilizat.

Prepararea solutiei standard
Nota:

Toate solutiile standard (solutia mama 4.3.1. si solutiile de etalonare 4.3.2) trebuie preparate in ziua utilizarii si
piastrate, de preferintd, in frigider inainte de injectare.

Prepararea solutiei mama (1 mg/ml)

Se prepard o solutie apoasd de acid oxalic 2 % si se elimind oxigenul dizolvat prin barbotare cu azot.

Se cantdresc cu exactitate 100 mg de acid L-ascorbic si 100 mg de acid D-izoascorbic intr-un balon cotat de
100 ml, care se umple cu solutie apoasid de acid oxalic 2 %.

Prepararea solutiilor de etalonare

Pentru solutiile de etalonare, se dilueazd solutia mama (4.3.1) cu solutia de acid oxalic 2 % pand cand se obtin
concentratiile dorite. Se recomandd concentratiile intre 10 mg/l si 120 mg/l. De exemplu 100 pl, 200 pl,
400 pl, 800 pl 1200 pl la 10 ml, care corespund concentratiilor de 10, 20, 40, 80 si 120 mg/l.

APARATURA

Echipament de laborator normal, in special urmatoarele:

Pompd HPLC

Bucld de injectie de 20 ul
Detector UV
ESANTIONARE

[nainte de injectare, probele de vin sunt filtrate printr-o membrani cu diametrul porilor de 0,2 pum.
Pentru concentratii mai mari de 150 mg/l, este necesard diluarea probei.

METODA DE LUCRU

Conditiile de utilizare a sistemului HLPC

Se injecteazd in aparatul cromatografic 20 pl din proba filtratd prin membrana.
Precoloana: de exemplu Nucleosil 120 C18 (4 cm x 4 mm x 7 pm)
Coloana: de exemplu Nucleosil 120 C18 (25 cm x 4 mm x 7 pm)

Volumul de injectie: 20 pl

Faza mobili: vezi 4.2.2, elutie izocraticd
Debit: 1 ml/min
Detectare UV: 266 nm

Ciclul de clitire: cel putin 30 ml de apd bidistilatd, urmati de 30 ml de metanol si 30 ml de acetonitril
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7.2

Identificare/Confirmare

Identificarea picurilor se efectueazd prin compararea timpilor de retentie ai solutiilor standard cu cei ai
probelor. Cu sistemul cromatografic descris in exemplul de mai jos, timpii de retentie sunt de 7,7 minute
pentru acidul L-ascorbic, respectiv 8,3 minute pentru acidul D-izoascorbic (a se vedea figura 1, cromatograma
A).

Pentru a se confirma rezultatele pozitive, aceste probe trebuie tratate cu o spatuld de ascorbat oxidazd si
mdsurate din nou (a se vedea figura 1, cromatograma B).

Ca urmare a descompunerii acidului L-ascorbic si a acidului D-izoascorbic provocatd de ascorbat oxidaza, nu ar
trebui sd apard niciun semnal in timpul retentiei de acid L-ascorbic si acid D-izoascorbic. In cazul detectarii
unor picuri parazite, suprafata acestora trebuie luatd in considerare in calcularea concentratiei analitilor.
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Figura 1

Exemplu de cromatogramd pentru vin alb: A inainte de tratarea cu ascorbat oxidazd; B dupd tratare. Legenda:
acid L-ascorbic; acid D-izoascorbic

Notd: Se recomanda ca analiza probelor tratate cu ascorbat oxidazd si se efectueze la sfarsitul unei secvente
urmate de ciclul de clitire, pentru a se elimina resturile de ascorbat oxidazi de pe coloani. In caz
contrar, acidul L-ascorbic si acidul D-izoascorbic ar putea fi convertiti de resturile de ascorbat oxidazd in
timpul mdasurdrii HPLC, iar rezultatul ar putea fi afectat din aceastd cauzai.

CALCULARE

Se pregiteste o curbd de calibrare utilizand solutiile de etalonare (4.3.2). Conform metodei etalonului extern,
cuantificarea acidului L-ascorbic si a acidului D-izoascorbic se realizeazd prin mdsurarea suprafetelor picurilor si
compararea acestora cu concentratia corespunzitoare de pe curba de calibrare.

Exprimarea rezultatelor

Rezultatele se exprimd in miligrame de acid L-ascorbic, respectiv de acid D-izoascorbic per litru, cu o cifrd
zecimald (de exemplu 51,3 mg/l).

Pentru concentratii mai mari de 150 mg/l, se ia in calcul dilutia.

FIDELITATEA

Metoda a fost testatd in cadrul unui studiu inter-laborator organizat in anul 1994 de fostul Oficiu federal de
igiend publicd (Bundesgesundheitsamt, Germania), la care au participat 27 de laboratoare. Programul studiului
inter-laborator a urmdrit art. 35 din legea germand privind produsele alimentare, care a fost acceptat de OIV
pand la introducerea noului protocol (OENO 6/2000).
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Studiul a avut in vedere patru probe diferite de vin — doud de vin alb si doud de vin rosu — cu cinci repetdri
solicitate pentru fiecare probd. Dat fiind faptul ci era imposibil s se prepare probe cu o stabilitate suficientd a
analitilor (viteze de descompunere diferite), s-a hotdrat sd se trimitd participantilor cantitti stabilite de
substante etalon pure, precum si probele de vin. Sarcina laboratoarelor a fost de a transfera cantitativ
substantele etalon in probele de vin si de a le analiza imediat. Au fost analizate volume de la 30 la 150
mg/l pentru acidul L-ascorbic si de la 10 la 100 mg/l pentru acidul D-izoascorbic. Rezultatele detaliate ale
studiului sunt prezentate in ANEXA publicatd de OIV. Evaluarea s-a realizat in conformitate cu DIN/ISO 5725
(versiunea 1988).

Deviatiile standard de repetabilitate (s,) si de reproductibilitate (sg) erau in concordanti cu concentratiile de acid
L-ascorbic si acid D-izoascorbic. Parametrul de precizie reald se poate calcula cu ajutorul ecuatiilor urmatoare:

Acid L-ascorbic

s,=0,011 x+ 0,31

sg = 0,064 x+ 1,39

x: concentratia de acid L-ascorbic (mg/l)
Acid D-izoascorbic

s,=0,014 x+0,31

sg = 0,079 x+ 1,29

x: concentratia de acid D-izoascorbic (mg/l)
Exemplu:

50 mg/l de acid D-izoascorbic s, = 1,0 mg/l

sg = 5,2 mg[L
10. ALTE CARACTERISTICI ALE ANALIZEI
10.1 Limita de detectie

Limita de detectie a acestei metode a fost estimatd la 3 mg/l pentru acidul L-ascorbic si acidul D-izoascorbic.
10.2 Precizia

Recuperarea medie calculatd pornind de la studiul inter-laborator efectuat pe patru probe (a se vedea ANEXA
publicatd in Culegerea OIV) a fost de:

— 100,6 % pentru acidul L-ascorbic

— 103,3 % pentru acidul D-izoascorbic
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1.1.

1.2.

2.1.
2.1.1.

2.1.1.1.

2.1.1.2.

2.1.2.

2.1.2.1.

2.1.2.2.

2.1.2.3.

17 DIOXIDUL DE CARBON (OIV - AS-314-01-DIOCAR) - METODA TIP Il

PRINCIPIUL METODEI
Vinuri nespumoase (suprapresiune CO, < 0,5 x 10° Pa) ()

Volumul de vin luat din probd este ricit la aproximativ 0 °C si amestecat cu o cantitate suficientd de solutie de
hidroxid de sodiu pentru a obtine un pH de 10-11. Titrarea este efectuati cu o solutie acidd in prezenta
anhidrazei carbonice. Continutul de dioxid de carbon este calculat din volumul de acid necesar schimbarii pH-
ului de la 8,6 (forma bicarbonat) la 4,0 (acid carbonic). In aceleasi conditii se efectueazi si o titrare blanc, pe
vin decarbonatat, in scopul de a se tine cont de volumul de solutie de hidroxid de sodiu absorbit de acizii din
vin.

Vinuri petiante si spumante

Proba de vin de analizat este ricitd aproape de punctul de inghef. Dupd inliturarea unei cantititi utilizate ca
blanc dupd decarbonatare, restul continutului sticlei este alcalinizat pentru a fixa tot dioxidul de carbon sub
forma Na,COj. Titrarea este efectuatd cu o solutie acidd, in prezenta anhidrazei carbonice. Continutul de dioxid
de carbon este calculat din volumul solutiei acide necesard pentru schimbarea pH-ului de la 8,6 (forma
bicarbonat) la 4,0 (acid carbonic). In aceleasi conditii se intreprinde si o titrare blanc, pe vin decarbonatat,
in scopul de a tine cont de volumul de solutie de hidroxid de sodiu absorbit de acizii din vin.

DESCRIEREA METODEI
Vinuri nespumoase (dioxid de carbon sub presiune < 0,5 x 10° Pa).
Aparatura

Agitator magnetic.
pH metru.

Reactivi

Solutie de hidroxid de sodiu (NaOH) 0,1 M.
Solutie de acid sulfuric (H,SO4) 0,05 M.
Solutie de anhidraza carbonicd 1 gfl.

Metoda de lucru

Se riceste proba de vin la aproximativ 0 °C impreund cu pipeta utilizatd pentru esantionare.

Se pun 25 ml de solutie de hidroxid de sodiu (punctul 2.1.2.1) intr-un pahar de laborator de 100 ml; se adauga
doud picituri de solutie apoasd de anhidrazd carbonicd (punctul 2.1.2.3). Se introduc 10 ml de vin, utilizind
pipeta ricitd la 0 °C.

Se pune paharul pe agitatorul magnetic, se instaleazd electrodul si tija magneticd si se agitd moderat.

Cand lichidul a ajuns la temperatura camerei, se titreaza incet cu solutia de acid sulfuric (punctul 2.1.2.2) pani
cand pH-ul ajunge la 8,6.

Se continud titrarea cu acid sulfuric (punctul 2.1.2.2) pand cand pH-ul atinge valoarea 4,0. Se noteazd cu n ml
volumul utilizat intre pH 8,6 si 4,0.

Se inliturd CO, din aproximativ 50 ml de proba de vin prin agitarea in vid timp de trei minute, balonul fiind
incdlzit intr-o baie de apd la aproximativ 25 °C.

Se repetd procedura de mai sus pe 10 ml de vin decarbonatat. Se noteazd cu n’ ml volumul utilizat.

Exprimarea rezultatelor

1 ml de solutie de acid sulfuric 0,05 M titratd corespunde la 4,4 mg de CO,.
Cantitatea de CO, din vin, in grame pe litru, este datd de formula

0,44 (n — n’)

Se exprimd cu doud zecimale.

Noté: In cazul vinurilor care contin putin CO, (CO, < 1 gfl), nu este necesard adiugarea anhidrazei carbonice
pentru catalizarea hidratdrii CO,.

(1) 10° pascal (Pa) = 1 bar.
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2.2
2.2.1.

2.2.1.1.
2.2.1.2.

2.2.2.

2.2.2.1.
2.2.2.2.
2.2.2.3.

2.2.3.

2.2.4.

2.3.

Vinuri spumante si petiante

Aparatura

Agitator magnetic.

pH metru.

Reactivi

Solutie de hidroxid de sodiu (NaOH) 50 % (m/m).

Solutie de acid sulfuric (H,SO,4) 0,05 M.

Solutie de anhidrazi carbonicd 1 gfl.

Metoda de lucru

Se noteazd nivelul vinului in sticld si se riceste pand cand incepe si inghete.
Se lasd sticla sd se incilzeascd usor, in timp ce se agitd, pand la disparitia cristalelor de gheatd.

Se scoate dopul rapid si se pun 45-50 ml de vin intr-un cilindru gradat, pentru titrarea blanc. Volumul exact
inldturat, v ml, este determinat prin citirea valorilor pe cilindrul gradat dupd ce vinul a ajuns la temperatura
camerei.

Imediat dupi ce proba blanc a fost inldturatd, se adaugd 20 ml de solutie de hidroxid de sodiu (punctul 2.2.2.1)
intr-o sticld cu capacitatea de 750 ml.

Se asteaptd pand cand vinul ajunge la temperatura camerei.

Se pun 30 ml de apa distilatd fiartd si doud picituri de solutie de anhidrazd carbonici (punctul 2.2.2.3) intr-un
pahar de laborator de 100 ml. Se adaugd 10 ml de vin care a fost alcalinizat.

Se pune paharul pe agitatorul magnetic, se instaleazd electrodul si tija magneticd si se agitd usor.
Se titreazd usor cu solutie de acid sulfuric (punctul 2.2.2.2) pana cand pH-ul ajunge la 8,6.

Se continud ugor titrarea cu acid sulfuric (punctul 2.2.2.2) pana cand pH-ul ajunge la valoarea 4,0. Se noteazd
cu n ml volumul utilizat intre pH 8,6 si 4,0.

Se inliturd CO, din v ml de vin pus deoparte pentru titrarea blanc prin agitarea timp de 3 minute in vid,
balonul fiind incilzit la aproximativ 25 oC intr-o baie de apa. Se inliturd 10 ml de vin decarbonatat si se
adaugd la 30 ml de api distilatd fiartd ; se adaugd doud-trei picituri de solutie de hidroxid de sodiu (punctul
2.2.2.1) pentru aducerea pH-ului la 10-11. Se urmeaza apoi procedura de mai sus. Se noteazd cu n’ ml
volumul de acid sulfuric 0,05 M addugat.

Exprimarea rezultatelor
1 ml de solutie de acid sulfuric 0,05 M corespunde la 4,4 mg de CO,.

Se goleste sticla de vin care a fost alcalinizat si se determind, cu precizie de 1 ml, volumul initial de vin prin
completarea cu apd pand la cotd. Se noteazd cu V ml.

Cantitatea de CO,, exprimatd in grame pe litru de vin, este datd de urmdtoarea formuli:
0,44(n — n') x (V= v + 20)/(V - V)
Rezultatul se noteazd cu doud zecimale.

Calculul suprapresiunii teoretice

Suprapresiunea la 20 °C, Paph,g, exprimatd in pascali, este datd de formula:

Paphy = ((Q)/(1,951 x 1075(0,86 — 0,01 A)(1 — 0,00144 S))) — Patm

unde:

Q: continutul de CO, al vinului, in g/l
A: tdria alcoolicd a vinului la 20 °C

S: continutul de zahdr al vinului, in g/l

Patm: presiunea atmosferic, exprimatd in pascali
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18 DETERMINAREA DIOXIDULUI DE CARBON DIN VIN PRIN METODA MANOMETRICA (OIV - AS314-04-
CO2MAN) - METODA TIP II

(p.m.)

[Descrierea acestei metode de analizd face obiectul unei actualiziri de catre autoritdtile OIV. Aceasta va fi publicatd intr-o viitoare
comunicare a Comisiei imediat ce textul actualizat va fi publicat de OIV in ediia 2010 a Culegerii de metode internationale de
analizd a OIV]
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19 MASURAREA SUPRAPRESIUNII VINURILOR SPUMANTE SI PETIANTE (OIV - AS-314-02-SURPRES) —

2.1.

2.2

METODA TIP I

PRINCIPIU

Dupd stabilizarea termicd si agitarea sticlei, suprapresiunea se masoard cu ajutorul unui afrometru (manometru).
Se exprimd in pascali (Pa) (metodd de tipul I). Metoda se poate aplica §i vinurilor spumoase si vinurilor
perlante.

APARATURA

Aparatul care permite masurarea suprapresiunii din sticlele cu vin spumant si petiant se numeste afrometru.
Acesta are diferite forme, corespunzitor modului in care este astupatd sticla (capsuld metalica, capac, dop de
pluti sau plastic).

Pentru sticlele dotate cu o capsuld

Este format din trei parti (figura 1):

— partea superioard (sau surub port-ac) se compune din manometru, inel de stringere manuald, surub melcat

care culiseazd in partea mediand §i un ac care traverseazd capsula. Acul este dotat cu o deschidere laterald
care comunicd presiunea la manometru. O garniturd asigurd contactul etans cu capsula sticlei

— partea mediand (sau piulitd) serveste la centrarea pdrtii superioare. Ea se insurubeazd pe partea inferioard,
mentinind ferm pe sticld intreaga instalatie

— partea inferioard (sau etrier) este previzutd cu o gheard care se prinde sub capul sticlei, fixdnd instalatia.
Existd capete adaptate pentru fiecare tip de sticla.

Pentru sticlele previzute cu dop

Este format din doud parti (figura 2):

— partea superioard este identicd cu aparatul precedent ; cu toate acestea, acul este mai lung. Acesta este

format dintr-un tub lung gaurit, cu un varf la unul din capete, pentru a traversa dopul. Varful este detasabil
si cade in vin dupi traversarea dopului

— partea inferioard este formatd dintr-o piulitd si o bazd care se aseazd pe dop. Aceasta este previzutd cu
patru suruburi de stringere pentru mentinerea intregii instalatii pe dop.

N

Figura 2: Afrometru pentru dopuri Figura 1: Afrometru pentru capsule
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3.1.

3.2.

Observatii privind manometrele cu care sunt dotate cele doud tipuri de aparate:

— manometrele pot fi fie mecanice cu tub Burdon, fie digitale cu senzori piezoelectrici. In primul caz, tubul
Burdon trebuie obligatoriu s3 fie din otel inoxidabil

— sunt gradate in pascali (Pa). Pentru vinurile spumante este mai practic si se utilizeze, ca unitate, 10° pascali
(10® Pa) sau kilopascalul (kPa)

— se impart in diferite clase. Clasa unui manometru este dati de precizia citirii, in raport cu o citire pe
intreaga scald, exprimatd ca procentaj (de exemplu, un manometru de 1 000 kPa din clasa I inseamnd o
presiune maximad de 1 000 kPa si o citire in intervalul *+ 10 kPa). Instrumentele din clasa I se recomanda
pentru masurdtori de precizie.

METODA DE LUCRU

Determindrile trebuie efectuate pe sticle a caror temperaturd a fost stabilizatd cel putin 24 de ore. Dupd ce a
fost strapunsd capsula, dopul din plutd sau din plastic, sticla trebuie agitatd puternic, pand cand presiunea este
constantd, in scopul efectudrii citirii.

Cazul sticlelor inchise cu o capsuld

Se fixeazd gheara etrierului sub capul sticlei. Se stringe piulita pand ce aparatul este fixat ferm pe sticld. Apoi se
insurubeazd partea superioard in piulitd. Pentru a se evita eliminarea de gaz, stripungerea capsulei trebuie
efectuatd cit mai rapid posibil, pentru a pune in contact garnitura si sticla. Sticla trebuie apoi agitatd puternic,
pand la o presiune constantd, in scopul efectudrii citirii.

Cazul sticlelor previzute cu dop

Se pozitioneaza varful acului. Aparatul se ageazd in pozitie pe dop. Se strang cele patru suruburi pe dop. Se
insurubeazd partea superioard (acul traverseazd dopul). Varful trebuie sd cadd in interiorul sticlei pentru a
permite manometrului si transmitd presiunea. Se efectueazd citirea dupd agitarea sticlei pand la o presiune
constantd. Dupd citire, se recupereazd varful.

EXPRIMAREA REZULTATELOR

Suprapresiunea la 20 °C (Paph,o) se exprimi in pascali (Pa) sau in kilopascali (kPa). Ea trebuie si fie in
concordanti cu precizia manometrului (de exemplu: 6,3 x 10° Pa sau 630 kPa si nu 6,33 x 10° Pa sau
633 kPa pentru un manometru din clasa I, cu o scald completd de citire de 1 000 kPa).

Dacid temperatura la care se efectueazd mdsurdtoarea este diferitd de 20 °C, trebuie efectuatd o corectie, prin
inmultirea presiunii masurate cu coeficientul corespunzitor (vezi tabelul 1).
Tabelul 1

Raportul dintre suprapresiunea Paph,, intr-un vin petiant sau spumant la 20 °C si suprapresiunea Paph,
la temperatura t

°C °C

0 1,85 13 1,24
1 1,80 14 1,20
2 1,74 15 1,16
3 1,68 16 1,13
4 1,64 17 1,09
5 1,59 18 1,06
6 1,54 19 1,03
7 1,50 20 1,00
8 1,45 21 0,97
9 1,40 22 0,95
10 1,36 23 0,93
11 1,32 24 0,91
12 1,28 25 0,88
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5. CONTROLUL REZULTATELOR
Metoda de determinare directd a parametrilor fizici (metoda criteriu de tip I)
Verificarea afrometrelor
Afrometrele trebuie verificate cu regularitate (cel putin o datd pe an).

Verificarea se face cu ajutorul unei pompe de presiune pentru etalonare. Aceasta permite compararea mano-
metrului de testat cu un manometru de referintd, de clasd superioard, racordat la etaloanele nationale, montat
in paralel. Controlul este utilizat pentru a confrunta valorile indicate de cele doud aparate pentru presiuni in
crestere, apoi in descrestere. In cazul in care apare o diferentd intre cele doud, un surub de reglaj permite
efectuarea corectiilor necesare.

Laboratoarele si organismele autorizate sunt toate dotate cu astfel de pompe de presiune pentru etalonare;
acestea se pot obtine si de la producitorii de manometre.
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20 DETERMINAREA LIZOZIMEI DIN VIN PRIN HPLC (OIV-AS-315-14) - METODA TIP IV

INTRODUCERE

Pentru lizozim4, este de preferat sd se utilizeze o metodd analitic, care nu se bazeazd pe activitatea enzimatica.

DOMENIUL DE APLICARE

Aceastd metodd permite cuantificarea lizozimei (mg de proteind per litru) prezente in vinurile albe si rosii,
independent de activitatea enzimaticd (care ar putea fi compromisi de o descompunere partiald sau de
fenomene de complexare si de coprecipitare) a matricei.

DEFINITIE

Cromatografia lichidd de inaltd performantd (HPLC) oferd o abordare analiticd bazatd pe interactiunea de tip
steric, polar sau de absorbtie intre faza stationard si analit si, in consecintd, nu este legatid de activitatea
enzimaticd reald a proteinei.

PRINCIPIUL METODEI

Analiza se efectueazd prin cromatografie lichidd de inaltd performantd (HPLC), prin asocierea unui detector
spectrofotometric cu un detector spectrofluorimetric. Continutul necunoscut din proba de vin se calculeazi in
functie de suprafata picului cromatografic, utilizind metoda etalonarii externe.

REACTIVI
Solventi si solutii

Acetonitril (CH;CN) pentru analiza HPLC

Acid trifluoroacetic (TFA) pur

Apd deionizatd pentru analiza HPLC

Solutie standard: acid tartric 1g/l, Alcool etilic 10% v/v cu pH-ul ajustat la 3,2 cu tartrat de potasiu neutru
Eluanti

A: CH3CN 1 %, TFA 0,2 %, H,0= 98,8 %

B: CH;CN 70 %, TFA 0,2 %, H,0= 29,8 %

Solutii de referintd

De la 1 la 250 mg/l de lizozima standard dizolvatd in solutia matrice prin agitare continud timp de minim 12
ore.

MATERIAL

Aparat HPLC prevazut cu sistem de pompare pentru efectuarea unui gradient de eluare
Instalatie pentru coloana termostat (cuptor)

Detector spectrofotometric asociat cu un detector spectrofluorimetric

Bucld de injectie, 20 pL

Coloani polimer cu fazi inversi cu grupe functionale fenil (diametrul porilor = 1 000 A, limita de excludere =
1 000 000 Da), Tosoh Bioscience TSK-gel Phenyl 5PW RP 7,5 cm x 4,6 mm ID, spre exemplu

Precoloand din acelasi material ca si coloana, Tosoh Bioscience TSK-gel Phenyl 5PW RP Guardgel 1,5 cm x
3,2mm ID, spre exemplu

PREPARAREA PROBEI

Probele de vin se acidifiazd cu HCl (10 M) diluat 1:10 si, dupd 5 minute, se filtreazd cu un filtru de poliamida
ai crui pori au un diametru de 0,22 pm. Analiza cromatografici se efectueazd imediat dupi filtrare.

CONDITII DE LUCRU

Debitul eluantului: 1 ml/min

Temperatura coloanei: 30 °C
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Detectarea prin spectrofotometrie: 280 nm

Detectarea prin spectrofluorimetrie: X ex = 276 nm; A em = 345 nm; Castig = 10

Programul gradientului de eluare

Timp (min) Sol A % Sol B % gradient
0 100 0
izocratic
3 100 0
liniar
10 65 35
izocratic
15 65 35
liniar
27 40,5 59,5
liniar
29 0 100
izocratic
34 0 100
liniar
36 100 0
izocratic
40 100 0

Timpul mediu de retentie a lizozimei: 25,50 minute

CALCUL

Solutiile de referintd care contin urmitoarele concentratii de lizozimi sunt analizate de trei ori: 1; 5; 10; 50;
100; 200; 250 mg/l. Pe fiecare cromatograma, suprafetele picului corespunzitor lizozimei sunt reprezentate pe
o diagramd, in functie de concentratiile lor respective, obtinandu-se dreptele de regresie liniard exprimate cu
ajutorul formulei Y = ax+b. Coeficientul de determinare r? va trebui si fie > 0,999.

CARACTERISTICILE METODEI

In scopul evaludrii aptitudinii metodei pentru obiectivul formulat, s-a realizat un studiu de validare, tinand cont
de linearitatea, limitele de detectare si de cuantificare si de precizia metodei. Acest ultim parametru a fost
determinat prin definirea nivelului de precizie si de exactitate a metodei.

Reproductibi-
Plaja de Coeficient de Repetabilitatea (n=5) RSD % | litatea (n=5)
linearitate | Panta dreptei| determinare | LD (mg/l) [ LC (mg/l) RSD %
(mg/) ()
Std! V.R2 V.A3 Std!
uv 5-250 3,786 0,9993 1,86 6,20 4,67 5,54 0,62 1,93
FLD 1-250 52,037 0,9990 0,18 0,59 2,61 2,37 0,68 2,30

Tabelul 1: Datele referitoare la caracteristicile metodei: Std! solutie standard; V.R.2 vin rosu; V.A.3 vin alb
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10.1. Linearitatea metodei

Pe baza rezultatelor obtinute in urma analizei de regresie liniard, metoda s-a dovedit liniard pentru plajele
indicate in tabelul 1.

10.2. Limita de detectare si de cuantificare

Limita de detectare (LD) si limita de cuantificare (LC) au fost calculate ca un semnal echivalent cu de 3 ori,
respectiv de 10 ori zgomotul de fond cromatografic in conditii de lucru pe o matrice reald (tabelul 1).

10.3. Precizia metodei

Parametrii luati in considerare sunt repetabilitatea si reproductibilitatea. Tabelul 1 indicd valorile acestor
parametri (exprimate ca % de ecart standard ale unor mdasurdtori repetate cu concentratii diferite) obtinute
pentru solutia standard, pentru vin alb si pentru vin rosu.

10.4. Exactitatea metodei

Procentul de recuperare s-a calculat pe solutiile standard care contineau 5 si 50 mg de lizozima per litru, la care
s-a addugat o cantitate datd de lizozimd, astfel cum se indicd in tabelul de mai jos.

[C] initial Completare [C] teoretic [C] gasit
nominal (mg/) (mg) (mg/) (mg) Ecart standard | Recuperare %
UV 280 nm 50 13,1 63,1 62,3 3,86 99
FD 50 13,1 63,1 64,5 5,36 102
UV 280 nm 5 14,4 19,4 17,9 1,49 92,1
FD 5 14,4 19,4 19,0 1,61 97,7
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Fig.1 Cromatograma unui vin rosu care contine lizozimd purd (cantitatea de vin s-a completat cu o solutie
standard continand 1 000 mg/l de lizozimd, pentru a se obtine o concentratie finald de 125 mg/l de lizozima).
A: detector UV la 280 nm; B: detector UV la 225 nm; C: detector FLD (A ex 276 nm; A em 345 nm).
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21 SULFATI (OIV- AS-321-05-SULFAT) - METODA TIP II

PRINCIPIUL METODELOR
Metoda de referinta

Precipitarea si cantdrirea sulfatului de bariu. Fosfatul de bariu precipitat in aceleasi conditii este eliminat prin
spalarea precipitatului cu acid clorhidric.

In cazul musturilor sau al vinurilor bogate in dioxid de sulf, se recomandi desulfitarea prealabild prin fierbere
intr-un vas etans.

Metoda de testare rapidd

Vinurile sunt clasificate in mai multe categorii utilizind asa-numita metodd a limitelor, bazatd pe precipitarea
sulfatului de bariu utilizand titrarea cu ioni de bariu.

METODA DE REFERINTA

Reactivi

Solutie de acid clorhidric 2 M.

Solutie de clorurd de bariu la 200 g/l BaCl, 2H,O0.
Metoda de lucru

Metoda generald

Se introduc 40 ml de proba de analizd intr-un tub de centrifugare de 50 ml ; se adaugd 2 ml de acid clorhidric
2M si 2ml de solutie de clorurd de bariu la 200 gfl. Se amestecd utilizdnd o baghetd de sticld; se cliteste
bagheta cu putind api distilatd si se lasd sd stea 5 minute. Se centrifugheazd timp de 5 minute, dupd care se
decanteazd cu atentie lichidul supernatant.

Se spald apoi precipitatul de sulfat de bariu dupd cum urmeazd: se adaugd 10 ml de acid clorhidric 2 M, se
pune precipitatul in suspensie si se centrifugheazd 5 minute, dupd care se decanteazd cu atentie supernatantul.
Se repetd de doud ori procedeul de spilare a precipitatului in aceleasi conditii, utilizind 15 ml de apa distilata
de fiecare datd.

Precipitatul se transferd cantitativ, prin spalare cu apd distilatd, intr-o capsuld taratd de platind si se pune
deasupra unei bai de api la 100 oC pand la evaporarea completd. Precipitatul uscat este calcinat scurt de mai
multe ori deasupra unei fliciri, pand cand se obtine un reziduu alb. Se lasd sd se riceascd in exsicator §i se
cantdreste.

Se noteazd cu m masa, in miligrame, a sulfatului de bariu obtinut.
Metoda speciald: must sulfitat si vin cu un continut ridicat de dioxid de sulf
In prima fazd se elimind dioxidul de sulf.

Se introduc 25 ml de apd si 1 ml de acid clorhidric pur (pyo = 1,15 — 1,18 g/ml) intr-un balon conic de
500 ml, echipat cu o palnie picuritoare si un tub de iesire. Solutia se fierbe pentru eliminarea aerului si se
introduc 100 ml de vin prin palnia picuritoare. Se continud fierberea pana cand volumul lichidului din balon a
fost redus la aproximativ 75 ml si se transferd cantitativ, dupd rdcire, intr-un balon cotat de 100 ml. Se
completeazd cu apd pand la cotd. Se determind sulfatii dintr-o probd de 40 ml in conformitate cu
procedura de la punctul 2.2.1.

Exprimarea rezultatelor

Calcule

Continutul de sulfat, exprimat in miligrame pe litru de sulfat de potasiu K,SO, reprezinta:
18,67 x m

Continutul de sulfat din must sau vin este exprimat in miligrame de sulfat de potasiu pe litru, fard zecimale.
Repetabilitatea

pand la 1 000 mg/l: r =27 mg|l

circa 1 500 mg/l: r = 41 mgl

Reproductibilitatea

pand la 1 000 mg/l: R =51 mg/l

circa 1 500 mg/l: R = 81 mg/l
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22 FIERUL (OIV - AS-322-05-FER) - METODA TIP IV

PRINCIPIUL METODELOR
METODA DE REFERINT;\

Dupi diluarea corespunzitoare a vinului si eliminarea alcoolului, fierul este determinat direct prin spectrofo-
tometria de absorbtie atomica.

METODA OBISNUITA

Dupi mineralizarea vinului cu perhidrol, fierul aflat sub forma de Fe(lll) se reduce la Fe(Il) si este determinat
prin coloratia rosie produsd de ortofenantrolind.

METODA DE REFERINTA
Reactivi
Solutie standard concentratd de fier, continand 1 g de Fe(lll) per litru.

Se utilizeazd o solutie standard (1 g/l) din comerf. Aceastd solutie poate fi preparatd dizolvand 8,6341 g de
sulfat de fier (Il) si amoniu [FeNH4(SO,4),, 12H,0] in api distilatd, acidificatd usor cu acid clorhidric 1 M, si
completdnd pand la un litru.

Solutie standard diluatd, contindnd 100 mg de fier per litru.

Aparatura

Evaporator rotativ, cu baie de apd controlatd termostatic.
Spectrofotometru de absorbtie atomicd, echipat cu un arzitor aer-acetilend.
Lampd catodicd pentru fier.

Metoda de lucru

Pregdtirea probei

Se elimind alcoolul din vin prin reducerea volumului probei la jumitate din volumul original utilizdnd un
evaporator rotativ (50-60 °C). Se completeazd pand la volumul original cu apd distilata.

Daci este cazul, se dilueazd inainte de determinare.
Calibrarea

in cinci baloane cotate de 100 ml, se pun 1, 2, 3, 4 si 5 ml de solutie continand 100 mg de fier per litru
(punctul 2.1.2) si se completeazd pand la 100 ml cu apa distilata. Solutiile astfel preparate contin 1, 2, 3, 4 i 5
mg de fier per litru.

Solutiile trebuie pastrate in flacoane de polietilend.
Determinarea

Se regleazd lungimea de undd la 248,3 nm. Se regleazd absorbtia la zero utilizdnd apd distilatd. Se aspird proba
diluatd direct in arzdtorul spectrofotometrului, urmatd succesiv de cele cinci solutii standard pregitite conform
indicatiilor de la punctul 2.3.2. Se citesc valorile absorbtiei. Se repetd fiecare misurdtoare.

Exprimarea rezultatelor
Metoda de calcul

Se traseazd un grafic al variatiei absorbtiei in functie de concentratia de fier in solutiile standard. Se reprezintd
pe acest grafic valoarea medie a absorbtiei obtinutd pentru proba de vin diluat §i se determind concentragia de
fier C.

Concentratia de fier, exprimatd in mg per litru de vin, cu o cifrd zecimald, este:
CxF

F = factorul de diluare.
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23 CUPRUL (OIV — AS 322-06) - METODA TIP IV

PRINCIPIUL METODEI

Metoda se bazeazd pe utilizarea spectrofotometriei de absorbtie atomica.

APARATURA

Capsuld de platina.

Spectrofotometru de absorbtie atomica.

Lampd catodicd pentru cupru.

Surse de gaz: aer-acetilend sau oxid nitrosfacetilend.

REACTIVI

Cupru metalic.
Acid nitric, concentratie 65 % (HNOs, pyo = 1,38 g/ml).
Acid nitric diluat 1:2 (v/v).

Solutie continind cupru 1 g/l

Se utilizeazd o solutie standard de cupru 1 gfl, din comert. Aceastd solutie poate fi preparatd prin cintdrirea a
1 000 g de cupru metalic si transferarea, fird pierderi, intr-un balon cotat de 1 000 ml. Se adaugd acid nitric
diluat 1:2 (punctul 3.3), in cantitate suficientd pentru dizolvarea metalului, se adaugd, de asemenea, 10 ml de
acid nitric concentrat (punctul 3.2) si se completeazd pand la cotd cu apd bidistilata.

Solutie continind cupru 100 mg|l

Se introduc 10 ml de solutie, preparatd corespunzdtor punctului 3.4, intr-un balon cotat de 100 ml si se
completeazd pand la cotd cu apa bidistilata.

METODA DE LUCRU
Prepararea probei si determinarea cuprului

Se iau 20 ml din probd, se introduc intr-un balon cotat de 100 ml si se completeazd pand la cotd cu apa
bidistilatd. Dac3 este necesar, se modificd dilutia.

Pe spectrofotometrul de absorbtie atomic3, se misoard absorbtia probei diluate la lungimea de undi de 324,8
nm, dupd ce s-a reglat valoarea zero cu apd distilatd. Dacd este necesar, se prepard o solutie diluatd cores-
punzitor cu apd bidistilata.

Calibrarea

Se pipeteazd 0,5, 1 si 2 ml de solutie (punctul 3.5) (100 mg de cupru per litru) intr-un balon cotat de 100 ml
si se completeazd volumul cu apa bidistilatd; solutiile astfel obtinute contin 0,5, 1 si 2 mg de cupru per litru.
Avand valorile absorbtiilor acestor solutii, masurate conform indicatiilor de la punctul 4.1., se traseazd curba de
calibrare.

EXPRIMAREA REZULTATELOR

Utilizdnd absorbtia mdsuratd a probei de vin diluat, se citeste concentratia C, in mg/l, de pe curba de calibrare.
Daci F este factorul de diluare, concentratia cuprului din vin, in miligrame per litru, este datd de: F x C.
Se noteazd cu doud zecimale.

Note:

a) Pentru stabilirea curbei de calibrare si a dilutiilor probei, se aleg solutiile corespunzitoare sensibilitatii
aparatului utilizat i concentratiei cuprului prezent in proba.
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b)

Cand se prevad concentratii de cupru foarte scizute in proba analizatd, se procedeazd dupd cum urmeazi.
Se pun 100 ml de probd intr-un vas de platind si se evaporeazd intr-o baie de apd la 100 °C pand cand
devine siropoasd. Se adaugd 2,5 ml de acid nitric concentrat (punctul 3.2), piciturd cu picdturd, pand cand se
acoperd complet fundul vasului. Se arde cu grija reziduul pe un resou electric sau la o flacird scizutd ; apoi
vasul se pune intr-un cuptor izolat, setat la 500 °C + 25 °C si se asteaptd aproximativ o ord. Dupd ricire, se
amestecd cenuga cu 1 ml de acid nitric concentrat (punctul 3.2), zdrobind-o cu o bagheta de sticld; se lasa sd
se evaporeze amestecul si se arde din nou, ca si mai inainte. Se pune din nou vasul in cuptor timp de 15
minute ; se repetd tratamentul cu acid nitric concentrat cel putin de trei ori. Se dizolvd cenusa prin
addugarea in vas a unui mililitru de acid nitric concentrat (punctul 3.2) si a 2 ml de apd bidistilatd si se
transferd intr-un balon cotat de 10 ml. Se spald vasul de trei ori, utilizind de fiecare datd 2 ml de api
bidistilatd si se completeazd volumul cu apd bidistilatd. Se face determinarea conform indicatiilor de la
punctul 4.1. utilizdnd cei 10 ml de solutie. In exprimarea rezultatelor, se tine cont de factorul de concen-
tratie.
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24 DIOXIDUL DE SULF (OIV - AS-323-04-DIOSU) - METODA TIP II

DEFINITII

Se numeste dioxid de sulf liber, dioxidul de sulf prezent in must sau in vin, in formele urmitoare: H,SO3, H
SO; al caror echilibru este in functie de pH si de temperatura:

H,50; «— H* + HSO;
H,S03 reprezintd dioxidul de sulf molecular.

Dioxidul de sulf total este definit ca totalul diferitelor forme de dioxid de sulf prezente in vin, fie in stare liberd,
fie combinatd cu constituentii sdi.

DIOXIDUL DE SULF LIBER SI TOTAL
Principiul metodelor

Metoda de referintd

Pentru vinuri §i musturi

Dioxidul de sulf este transportat de un curent de aer sau de azot ; este fixat si oxidat fiind trecut printr-o
solutie diluatd §i neutrd de apd oxigenatd. Acidul sulfuric format este determinat prin titrarea cu o solutie
standard de hidroxid de sodiu. Dioxidul de sulf liber se extrage din vin prin antrenare la temperaturd scizutd
(10 °C).

Dioxidul de sulf total se extrage din vin prin antrenare la temperaturd ridicatd (aproximativ 100 °C).

Pentru mustul concentrat rectificat

Dioxidul de sulf total se extrage din mustul concentrat rectificat diluat inainte prin antrenare la temperaturd
ridicatd (aproximativ 100 °C).

Metodd rapidd de determinare (pentru vinuri si musturi)

Dioxidul de sulf liber este determinat prin titrare iodometricd directd.

Dioxidul de sulf combinat este determinat prin titrare iodometrici dupd hidrolizd alcalind. Daci este addugat
dioxidului de sulf liber, se obtine dioxidul de sulf total.

Metoda de referintd
Aparatura

Aparatele utilizate trebuie sd fie conforme cu diagrama prezentatd mai jos, in special in ceea ce priveste
condensatorul.

Figura 1

Dimensiunile sunt date in milimetri. Diametrele interioare ale celor patru tuburi concentrice care formeazd
condensatorul sunt: 45, 34, 27 si 10 mm
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Tubul de alimentare cu gaz care ajunge in balonul B se termind intr-o mici sferd cu diametrul de 1 cm cu 20
de orificii cu diametrul de 0,2 mm pe circumferinta orizontald cea mai mare. Alternativ, acest tub se poate
termina intr-o placd de sticld sinterizatd care produce un numdr mare de bule foarte mici, care asigurd
contactul dintre faza gazoasd si cea lichida.

Curentul de gaz care traverseazd aparatele trebuie s fie de aproximativ 40 de litri pe ord. Sticla din dreapta
diagramei are rolul de a limita la 20-30 cm reducerea presiunii produsd de pompa de api. Pentru reglarea
vidului la valoarea corectd, trebuie instalat un debitmetru, cu un tub semicapilar, intre barbotor si sticla.

Microbiureta.

Reactivi

Acid fosforic 85 % (H3POy) (pyg = 1,71 g/ml).
Solutie de apd oxigenatd, 9,1 g d'H,0,/l (3 volume).

Reactivul indicator:

rosu de metil 100 mg
albastru de metilen 50 mg
alcool, 50 % vol. 100 ml

Solutie de hidroxid de sodiu (NaOH), 0,01 M.

Determinarea dioxidului de sulf liber

Metoda de lucru

Vinul se péstreazd intr-o sticld plind si inchisi cu dop, la 20 °C, timp de doud zile inaintea determindrii.
— Se pun 2-3 ml de solugie de apd oxigenatd (punctul 2.2.2.2) si doud picituri din reactivul indicator in

balonul B si se neutralizeazd solutia de apd oxigenatd cu solutie de hidroxid de sodiu 0,01 M (punctul
2.2.2.4). Se conecteazd balonul la aparate.

— Se introduc 50 ml din probd si 15 ml de acid fosforic (punctul 2.2.2.1) in balonul A de 250 ml al
aparatului de antrenare. Se conecteazd balonul la aparate.

— Bulele de aer (sau azot) traverseazd aparatele timp de 15 minute. Dioxidul de sulf liber transportat este
oxidat la acid sulfuric. Se indeparteazd balonul de aparat si se titreaza acidul care s-a format cu solutie de
hidroxid de sodiu 0,01 M (punctul 2.2.2.4). Se noteazd cu n ml volumul utilizat.

Exprimarea rezultatelor

Dioxidul de sulf liber este exprimat in miligrame pe litru (mgfl), rotunjit la cel mai apropiat numdr intreg.

Calculare

Dioxidul de sulf liber, in miligrame pe litru, este 6,4 n.

Determinarea dioxidului de sulf total
Metoda de lucru

Pentru mustul concentrat rectificat, se foloseste solutia obtinutd prin diluarea probei de analizat la 40 % (m/v),
conform indicatiilor din capitolul ,Aciditatea totald”, punctul 5.1.2. Se introduc 50 ml din aceastd solutie si
5 ml de acid fosforic (punctul 2.2.2.1) in balonul A de 250 ml al aparatului de antrenare. Se conecteazd
balonul la aparat.

Pentru vinuri §i musturi

In cazul in care concentratia estimatd in probd nu depiseste 50 mg de SO, total per litru, se pun 50 ml din
probd si 15 ml de acid fosforic (punctul 2.2.2.1) in balonul A de 250 ml al aparatului de antrenare. Se
conecteazd balonul la aparat.

fn cazul in care concentratia estimatd in proba depiseste 50 mg de SO, total per litru, se pun 20 ml din proba
si 5ml de acid fosforic (punctul 2.2.2.1) in balonul A de 100 ml al aparatului de antrenare. Se conecteazd
balonul la aparat.
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2.2.4.2.

2.2.4.2.1.

2.2.3.4.2.

2.2.3.4.3.

Se pun 2-3 ml de solutie de apd oxigenatd (punctul 2.2.2.2) in barbotorul B, se neutralizeazd cum s-a ardtat
mai sus si se aduce vinul din balonul A la fierbere utilizind o flacird micd de 4-5 cm indltime, care trebuie sd
atingd direct fundul balonului. Nu se pune balonul pe o placd de metal, ci pe un disc cu o deschiziturd de
30 mm diametru. Acest lucru este necesar pentru a evita supraincilzirea substantelor extrase din vin care sunt
depozitate pe peretii balonului.

Se mentine la fierbere in timp ce trece un curent de aer (sau azot). in 15 minute, dioxidul de sulf total a fost
antrenat si oxidat. Se determind acidul sulfuric format prin titrarea cu solutie de hidroxid de sodiu 0,01 M
(punctul 2.2.2.4).

Se noteazd cu n ml volumul utilizat.
Exprimarea rezultatelor

Dioxidul de sulf total este exprimat in miligrame pe litru (mg/l), respectiv in miligrame pe kilogram (mg/kg) din
zaharurile totale, rotunjit la cel mai apropiat numdr intreg.

Calculare
— Pentru vinuri §i musturi
Dioxidul de sulf total in miligrame per litru.
— Probe cu continut scizut de dioxid de sulf (50 ml de proba testatd):
6,4 x n
— Alte probe (20 ml de probi testata):
16 x n
— Pentru mustul concentrat rectificat

Dioxidul de sulf in miligrame per kilogram din zaharurile totale (50 ml de proba testatd preparatd) (punctul
2.2.4.1.1):

(1,600 x n)/(P)

P = procentajul concentratiei (m/m) a zaharurilor totale
Repetabilitatea (r)
Concentratie < 50 mg/l (50 ml de probi testatd), r = 1 mg/l
Concentratie > 50 mg/l (20 ml de probi testatd), r = 6 mg/l
Reproductibilitatea (R)
Concentratie < 50 mg/l (50 ml de probd testatd), R = 9 mg/l

Concentratie > 50 mg/l (20 ml de probi testatd), R = 15 mg/l




