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REGULAMENTUL (CE) NR. 2870/2000 AL COMISIEI
din 19 decembrie 2000

de stabilire a metodelor comunitare de referinta pentru analiza
bauturilor spirtoase

COMISIA COMUNITATILOR EUROPENE,
avand in vedere Tratatul de instituire a Comunitatii Europene;

avand in vedere Regulamentul (CEE) nr. 1576/89 al Consiliului din
29 mai 1989 de stabilire a normelor generale privind definirea,
descrierea si prezentarea bauturilor spirtoase ('), astfel cum a fost
modificat prin Actul de aderare a Austriei, Finlandei si Suediei, in
special articolul 4 alineatul (8);

intrucat:

(1)  Articolul 4 alineatul (8) din Regulamentul (CEE) nr. 1576/89
prevede adoptarea metodelor de analizd a bauturilor spirtoase.
Metodele de referintd ar trebui utilizate pentru a asigura confor-
mitatea cu Regulamentul (CEE) nr. 1576/89 si Regulamentul nr.
1014/90 al Comisiei din 24 aprilie 1990 de stabilire a normelor
de aplicare privind definirea, descrierea si prezentarea bauturilor
spirtoase (%), astfel cum a fost modificat ultima data prin Regula-
mentul (CE) nr. 2140/98 (3), in cazul unui control oficial sau al
unui diferend.

(2) In masura in care este posibil, ar fi util sd se adopte si sa se
descrie metodele general recunoscute ca metode analitice de
referinta la nivel comunitar.

(3)  Pentru a tine seama de progresele stiintifice si de diferentele in
ceea ce priveste echipamentele laboratoarelor oficiale, ar trebui
admisa utilizarea metodelor bazate pe alte principii de masurare
decat metodele de referintd descrise in anexa la prezentul regu-
lament, de acest lucru fiind responsabil directorul de laborator,
atunci cand masurile respective ofera garantii corespunzatoare cu
privire la rezultate si, In special, indeplinesc criteriile stabilite in
anexa la Directiva 85/591/CEE a Consiliului din 20 decembrie
1985 privind introducerea metodelor comunitare de prelevare de
probe si de analiza a produselor alimentare destinate consumului
uman (*) si dacd se poate demonstra cid variatiile in ceea ce
priveste precizia, repetabilitatea si reproductibilitatea rezultatelor
obtinute se afla in limitele celor obtinute prin utilizarea metodelor
de referinta descrise in prezentul regulament. In cazul in care este
respectatd aceasta conditie, ar trebui admisa utilizarea altor
metode analitice. Cu toate acestea, este important de mentionat
ca in cazul unui diferend, celelalte metode nu pot inlocui
metodele de referinta.

(4)  Masurile prevazute de prezentul regulament sunt conforme cu
avizul Comitetului de aplicare pentru bauturi spirtoase,

! 160, 12.6.1989, p. 1.

()JoL
() JO L 105, 25.4.1990, p. 9.
¢) JO L 270, 7.10.1998, p. 9.
(*) JO L 372, 31.12.1985, p. 50.
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ADOPTA PREZENTUL REGULAMENT:

Articolul 1

Metodele de referintd comunitare pentru analiza bauturilor spirtoase prin
care sa se asigure conformitatea cu Regulamentul (CEE) nr. 1576/89 si
Regulamentul (CEE) 1014/90:

— 1in cazul unui control oficial sau
— 1in eventualitatea unui diferend,

sunt cele mentionate in anexa la prezentul regulament.

Articolul 2

Fara a aduce atingere articolului 1 prima liniuta, alte metode analitice
sunt admise sub responsabilitatea directorului de laborator, cu conditia
ca exactitatea si precizia (repetabilitatea si reproductibilitatea) metodelor
sa fie cel putin echivalente cu cele ale metodelor analitice de referinta
prevazute de anexa.

Articolul 3

Atunci cand nu sunt stabilite metode de referintd comunitare analitice
pentru detectarea si cuantificarea substantelor continute intr-o anumita
bautura spirtoasd, se utilizeazd urmatoarele metode:

(a) metode analitice validate pentru proceduri recunoscute la nivel inter-
national si care indeplinesc, in special, criteriile stabilite in anexa la
Directiva 85/591/CEE;

(b) metode analitice conforme cu standardele recomandate ale Organi-
zatiei Internationale pentru Standardizare (ISO);

(¢) metode analitice recunoscute de Adunarea Generala a Oficiului
International al Viei si Vinului (OIV) si publicate de oficiul
respectiv;

(d) in absenta unei metode mentionate la literele (a), (b) si (c¢), din
motive de exactitate, repetabilitate si reproductibilitate:

— o0 metoda analitica aprobata de statul membru in cauzi;

— acolo unde este cazul, orice altd metoda analitica adecvata.

Articolul 4

in sensul prezentului regulament:

(a) ,limitd de repetabilitate” reprezintd valoarea mai micd sau egald
pentru care se estimeaza o diferenta absoluta intre doud rezultate
ale testarii, obtinute in conditii de repetabilitate (acelasi operator,
aceeasi aparatura, acelasi laborator si un interval scurt de timp), cu o
probabilitate de 95 % (ISO 3534-1);
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(b) ,.limita de reproductibilitate” reprezintd valoarea mai mica sau egala
pentru care se estimeaza o diferentd absoluta intre doua rezultate ale
testdrii, obtinute in conditii de reproductibilitate (operatori diferiti,
aparaturd diferitd, laborator diferit), cu o probabilitate de 95 % (ISO
3534-1);

(c) ,,precizie” reprezintd gradul de concordanta dintre rezultatul unui
test si valoarea de referinta acceptatd (ISO 3534-1).

Articolul 5
Prezentul regulament intrd in vigoare in a saptea zi de la data publicarii
in Jurnalul Oficial al Comunitatilor Europene.
Prezentul regulament se aplicd de la 1 ianuarie 2001.

Prezentul regulament este obligatoriu In toate elementele sale si este
direct aplicabil in toate statele membre.
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II.

I

II.1.

1IL.2.

1L.3.

IVv.

VL

VIL

VIIL

IX.

ANEXA

DESCRIEREA METODELOR DE REFERINTA ANALITICE

Determinarea tariei alcoolice in volume
Apendicele I: Pregatirea distilatului

Apendicele II: Masurarea densitatii distilatului

— Metoda A = picnometrie

— Metoda B = densimetrie electronica

— Metoda C = densimetrie utilizand balanta hidrostatica
Determinarea extractului sec total prin gravimetrie
Determinarea substantelor volatile si a metanolului
Observatii generale

Congeneri volatili: aldehide, alcooluri superioare, acetat de etil si metanol
(cromatografie gazoasa)

Aciditate volatilda P M2 ———— <«

Acid hidrocianic (p.m.)

Anetol PM1 ——— «

Acid glicirizic M1 ———— <
Calcone PM1 —— «
Glucide totale M2 ———— <«
Gilbenus de ou PM1 ——— <«

Determinarea compusilor din lemn: furfural, 5-hidroximetilfurfural, 5-metil-
furfural, vanilina, aldehida siringica, aldehida coniferilica, sinapaldehida,
acid galic, acid elagic, acid vanilic, acid siringic si scopoletina



2000R2870 — RO — 26.04.2016 — 002.001 — 6

I. DETERMINAREA TARIEI ALCOOLICE iN VOLUME LA
BAUTURILE SPIRTOASE

Introducere

Metoda de referinta include doud apendice:
Apendicele I: Pregatirea distilatului
Apendicele II: Masurarea densitatii distilatului

1.  Domeniu

Metoda este adecvatd pentru determinarea tariei alcoolice reale in volume la
bauturile spirtoase.

2. Referinte normative

ISO 3696:1987:Apd pentru uzul laboratoarelor de analizd — specificatii si
metode de testare

3. Termeni si definitii

3.1. Temperatura de referinta:

Temperatura de referintd pentru determinarea tariei alcoolice in volume, a
densitatii si a densitatii specifice la bauturile spirtoase este de 20 °C.

Nota 1: termenul ,la t °C” este rezervat pentru toate determinarile (a
densitatii sau tariei alcoolice in volume) exprimate la o tempe-
ratura diferitd de temperatura de referinta de 20 °C.

3.2. Densitate:

Densitatea reprezintd masa per unitate de volum in vacuo la bauturile
spirtoase la 20 °C. Se exprima in kg per metri cubi, iar simbolul sdu este

P20 °c Sau Pao.
3.3. Densitatea specifica:

Densitatea specifica reprezinta raportul, exprimat ca numar zecimal, dintre
densitatea unei bauturi spirtoase la 20 °C si densitatea apei la aceeasi
temperatura. Are simbolul dyy ocnp oc sau dypnp, sau numai d, atunci
cand nu exista posibilitatea de a se crea confuzie. Caracteristica masurata
trebuie specificata pe certificatul de testare, fiind utilizate numai simbolurile
definite mai sus.

Nota 2: Densitatea specificd poate fi obtinutd pe baza densitatii p,o la 20 °C.
P20 = 998,203 x dyg 20 sau
da0/20 = P20/998,203
unde 998,203 reprezinta densitatea apei la 20 °C.
3.4. Taria alcoolica reala in volume:

Taria alcoolica reala in volume la bauturile spirtoase este egala cu numarul
de litri de alcool etilic continuti in 100 litri de amestec apd-alcool cu aceeasi
densitate ca si alcoolul sau bautura spirtoasd dupa distilare. Valorile de
referintd pentru tdria alcoolicd in volume (% vol) la 20 °C in raport cu
densitatea la 20 °C pentru diferite amestecuri apa-alcool care sunt utilizare
sunt cele din tabelul international adoptat de Organizatia Internationala de
Metrologie Legalda in Recomandarea nr. 22.

Ecuatia generala care stabileste legatura intre taria alcoolicd in volume si
densitatea unui amestec apa-alcool la o anumita temperatura este data la
pagina 40 din capitolul 3 ,,Taria alcoolica in volume” din anexa la Regula-
mentul (CEE) nr. 2676/90 al Comisiei (JO L 272, 3.10.1990, p. 1) sau in
manualul metodelor de analizd al OIV (1994) (p. 17).
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Nota 3: pentru lichioruri si ,,lichioruri-crema” al Comisiei caror volum exact
este foarte greu de mdsurat, trebuie cantdrita proba iar taria alcoolica
se calculeaza intdi pe baza masei.

Formula de conversie:

TAM (% masd) x P,, (probd)

P,, (alcool)

tirie alcoolicd in volume =

unde TAM = tarie alcoolica in masa,
pao (alcool) = 789,24 kg/m®
Principiu

In urma distilarii, taria alcoolica in volume a distilatului se determind prin
picnometrie, densimetrie electronica sau densimetrie, cu utilizarea unei
balante hidrostatice.
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4.1.

4.2.

4.3.

APENDICELE I: PREGATIREA DISTILATULUI
Domeniu

Metoda este adecvata pentru pregitirea distilatelor utilizate la determinarea
tariei alcoolice in volume la bauturile spirtoase.

Principiu
Bauturile spirtoase sunt distilate pentru a separa alcoolul etilic de alte

componente volatile de materia extractiva (substante care nu se distileaza).

Reactivi si materiale

Granule Tmpotriva improscarii.
Emulsie antispumanta concentratd (pentru lichiorurile-crema).

Aparatura si echipamente

Aparatura de laborator obisnuita si, in special, urmatoarele:
Baie de apa care poate fi mentinuta intre 10 °C si 15 °C.
Baie de apa care poate fi mentinuta la 20 °C (= 0,2 °C).

Baloane volumetrice clasa A, 100 ml si 200 ml, care au fost certificate la
0,1 % si respectiv 0,15 %.

Aparat de distilare:

. Cerinte generale

Aparatul de distilare trebuie sa indeplineascd urmatoarele cerinte:

— numdrul de imbindri nu trebuie sa depaseasca strictul minim necesar
pentru a asigura un sistem etans;

— sa includa un dispozitiv care sa previna amorsa (antrenarea lichidului
in fierbere de vapor) si sa normalizeze ritmul de distilare a vaporilor
bogati in alcool;

— condensare rapida si completa a vaporilor de alcool;
— colectarea primelor fractii de distilare intr-un mediu apos.

Sursa de cdldura trebuie utilizata cu un difuzor de caldurd adecvat pentru a
preveni orice reactie pirogena care sa implice materia extractiva.

. Figura 1 exemplifica un aparat de distilare adecvat care include urma-

toarele parti:
— balon cu fund rotund, de 1 litru, cu o imbinare din sticla mata;

— coloand de rectificare cu indltimea minima de 20 cm (de exemplu o
coloana tip ,,Vigreux”);

— conector cu cot cu un condensator cu margine dreapta cu lungimea de
10 cm (condensator tip West) fixat vertical,

— spirala de racire cu lungimea de 40 cm;

— tub de extragere, care transportd distilatul pe fundul unui balon gradat
de colectare care contine o cantitate mica de apa.

Nota: aparatul descris mai sus este adecvat in cazul unei probe de minim
200 ml. Cu toate acestea, se poate distila o proba mai mica (100 ml)
cu ajutorul unui balon de distilare mai mic, cu conditia sa fie dotat
cu un cap barbotor sau un alt instrument pentru a preveni antre-
narea.
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6.1.

6.2.

6.3.

Depozitarea probelor de testare

inainte de analiza, probele sunt depozitate la temperatura camerei.

Mod de lucru

Observatii preliminare:

Distilarea poate fi facutd pe baza procedurii publicatd de IUPAC (1968).
Verificarea aparatului de distilare.

Aparatura utilizata trebui sa poata permite urmatoarele:

Distilarea a 200 ml solutie apa-alcool cu o concentratie cunoscutd aproape
de 50 % vol nu trebuie sa cauzeze o pierdere de alcool mai mare de 0,1 %
vol.

Bauturile spirtoase cu o tarie alcoolica sub 50 % vol.
Se masoara 200 ml bautura spirtoasa intr-un balon volumetric.

Se noteaza temperatura acestui lichid sau se mentine o temperatura
standard (20 °C).

Se toarna proba in balonul cu fund rotund din aparatura de distilare si se
limpezeste balonul volumetric cu trei portiuni, fiecare de aproximativ
20 ml apd distilatd. Se adaugd fiecare portiune de apa de limpezire la
continutul balonului de distilare.

Notd: Aceastd dilutie de 60 ml este suficientd pentru bauturile spirtoase
care contin mai putin de 250 g extract sec la litru. In rest, pentru a
preveni piroliza, volumul de apa de limpezire trebuie sa fie de cel
putin 70 ml cand concentratie extrasului sec este de 300 g/l, 85 ml
pentru 400 g/l extract sec si 100 ml pentru 500 g/l extract sec
(anumite lichioruri sau creme de fructe). Se ajusteaza aceste
volume proportional cu diferitele volume ale probelor.

Se adauga cateva granule antiimproscare (3.1) (si emulsie antispumanta in
cazul lichiorurilor -crema).

Se toarna 20 ml apa distilata in balonul volumetric original de 200 ml care
va fi utilizat pentru a pastra distilatul. Acest balon trebuie apoi plasat intr-
o baie de apa rece (4.1) (intre 10 si 15 °C pentru bauturile spirtoase cu
aroma de anason).

Se distileaza, evitdndu-se antrenarea si carbonizarea, agitdnd uneori
continutul balonului, pana cand nivelul distilatului este cu cativa
milimetri sub marcajul de calibrare a balonului volumetric.

Atunci cand temperatura distilatului a fost coboratd la + 0,5 °C fata de
temperatura initiala a lichidului, se completeaza cu apa distilatd pana la
marcaj i se amesteca bine.

Distilatul este folosit pentru a determina tdria alcoolicd in volume (apen-
dicele II).

Bauturi spirtoase cu tdrie alcoolicd peste 50 % vol.

Se masoara 100 ml bautura spirtoasa intr-un balon volumetric de 100 ml si
se toarna in balonul cu fund rotund din aparatura de distilare.

Se limpezeste balonul volumetric de cateva ori cu apa distilatd si se
adauga apa respectivd la continutul balonului de distilare cu fund
rotund. Se utilizeazd suficientd apa pentru a aduce continutul balonului
pana la aproximativ 230 ml.
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Se toarna 20 ml apa distilata intr-un balon volumetric de 200 ml care va fi
utilizat pentru a pastra distilatul. Acest balon trebuie plasat intr-o baie de
apa rece (4.1) (intre 10 si 15 °C pentru bauturile spirtoase cu aroma de
anason).

Se distileaza, agitandu-se uneori continutul balonului, pand cand nivelul
distilatului este cu cativa milimetri sub marcajul de calibrare a balonului
volumetric de 200 ml.

Atunci cand temperatura distilatului a fost coborata la + 0,5 °C fata de
temperatura initiala a lichidului, se completeaza cu apa distilatd pana la
marcaj si se amesteca bine.

Distilatul este folosit pentru a determina tdria alcoolicd in volume (apen-
dicele II).

Nota: taria alcoolicd in volume a bauturii spirtoase este dublul tariei
alcoolice a distilatului.
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APENDICELE II: MASURAREA DENSITATII DISTILATULUI

METODA A: DETERMINAREA TAVRIEI ALCOOLICE REALE iN
VOLUME LA BAUTURILOR SPIRTOASE -
MASURAREA PRIN PICNOMETRIE

Al Principiu

Taria alcoolicd in volume este obtinuta din densitatea distilatului
masurata prin picnometrie.

A2. Reactivi si materiale

Pe durata analizei, dacd nu se specifica altfel, se utilizeaza numai
reactivi cu grad analitic recunoscut si apd de cel putin gradul 3
conform definitiei ISO 3696:1987.

A2.1. Solutie de clorura de sodiu (2 % m/v)

Pentru a pregati 1 litru, se cantdresc 20 g clorurd de sodiu si se
dizolva pand la un litru folosind apa.

A3. Aparaturi si echipamente

Aparatura de laborator obisnuita si, in special, urmatoarele:
A3l Balanta analitica permitdnd cantdrirea a 0.1 mg.

A3.2. Termometru, cu imbinare cu sticla rodata, etalonat in zecimi de grad
de la 10 la 30 °C. Acest termometru trebuie certificat sau testat pe
baza unui termometru certificat.

A.3.3. Picnometru din sticla pyrex cu o capacitate de aproximativ 100 ml
dotat cu un termometru detasabil din sticla mata (A.3.2). Picnometrul
are un tub lateral cu o lungime de 25 mm si un diametru intern de
(maximum) 1 mm care se incheie cu o imbinare slefuitd conicd. Pot fi
utilizate si alte picnometre conform descrierii ISO 3507, de exemplu
50 ml, acolo unde este cazul.

A34. O sticld utilizatd ca tard cu acelasi volum extern (maxim 1 ml) ca si
picnometrul si cu masa egald cu masa picnometrului umplut cu un
lichid cu densitatea 1.01 (solutie de clorura de sodiu A.2.1).

A35. Manta izolatd termic se muleazd exact pe corpul picnometrului.

Nota 1: metoda pentru determinarea densitatii bauturilor alcoolice in
vacuo necesitd utilizarea unei balante cu doud platane, a unui
picnometru si a unei sticle utilizate ca tard cu acelasi volum
exterior pentru a elimina efectul de flotabilitate al aerului in
orice moment. Aceastd tehnicd simpld poate fi aplicata
utilizind o balantd cu un singur platan, cu conditia ca
sticla utilizata ca tara sa fie cantarita din nou pentru a moni-
toriza modificarile efectul de flotabilitate al aerului in timp.

A4 Mod de lucru

Observatii preliminare:

Procedura urmatoare este descrisd pentru utilizarea unui picnometru
de 100 ml la determinarea tariei alcoolice; acesta confera cele mai
exacte rezultate. Totusi, este posibil si sa se utilizeze un picnometru
mai mic, de exemplu de 50 ml.

A4l Calibrarea picnometrului

Picnometrul se calibreaza prin determinarea urmatorilor parametri:
— tara picnometrului gol;
— volumul picnometrului la 20 °C;

— masa picnometrului umplut cu apa la 20 °C.
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A4.1.1.

A4.1.1.1.

A4.1.1.2.

A4.1.1.3.

A4.1.14.

A4.12.

A4.1.2.1.

Calibrarea cu ajutorul unei balante cu un singur platan:
Se determina:

— masa picnometrului curat si uscat (P);

— masa picnometrului umplut cu apa la t °C (P1);

— masa sticlei utilizate ca tara (TO).

Se cantdreste picnometrul curat si uscat (P).

Se umple picnometrul atent cu apa distilata la temperatura ambianta si
se ataseaza termometrul.

Se sterge cu grija picnometrul pand este uscat si se instaleazd in
mantaua izolatd termic. Se agitd rdsturnand containerul pand cand
termometrul indica o temperaturd constanta.

Se aseaza picnometrul astfel incat sa se imbine cu marginea supe-
rioard a tubului lateral. Se citeste temperatura t °C si, daca este
necesar, se corecteaza posibilele inadvertente ale gradatiei tempera-
turii.

Se cantdreste picnometrul umplut cu apa (P1).

Se cantdreste sticla utilizatda ca tara (TO).

Calcule

— tara picnometrului gol = P — m
unde m reprezintd masa aerului din picnometru.
m = 0,0012 x (P1 — P)

Nota 2: 0,0012 reprezinta densitatea aerului uscat la 20 °C la o
presiune de 760 mm Hg

— volumul picnometrului la 20 °C:

Vo= [P1- (P -m)] xF,1

unde F, reprezinta factorul pentru temperatura la t °C din tabelul 1
capitolul 1 ,Densitatea si densitatea specifica” din anexa la Regu-
lamentul (CEE) nr. 2676/90 (p. 10).

Vy oc trebuie sa fie cat mai apropiat de 0,001 ml.

— Masa apei in picnometru la 20 °C:

Mjgec = Vagoc % 0,998203

unde 0,998203 reprezintd densitatea apei la 20 °C.

Nota 3: Daca este necesar, poate fi utilizata valoarea 0,99715 a
densitatii aerului iar taria alcoolicd se calculeaza pe baza
densitatii echivalente din tabelele Accize si Vame HM
pentru aer.

Metoda de calibrare utilizand o balantd cu doud platane:

Se plaseaza sticla utilizatd ca tara pe platanul din stanga, iar
picnometru curat si uscat cu opritorul colector pe platanul din
dreapta. Se echilibreaza cele doud platane plasand greutdti pe cel
care contine picnometrul: p grame.
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A4.122.

A4.1.23.

A42.
A42.1.

A42.1.1.

A42.12.

A4.2.13.

Se umple picnometrul atent cu apa distilatd la temperatura ambianta si
se ataseaza termometrul; se sterge cu grija picnometrul pand este
uscat si se instaleaza In mantaua izolatd termic; se agitd rasturnand
containerul pana cand termometrul indica o temperatura constanta.

Se regleaza nivelul cu exactitate pana la marginea superioara a
tubului lateral. Se curata tubul lateral, se ataseaza opritorul colector;
se citeste temperatura t °C si, daca este necesar, se corecteaza posi-
bilele inadvertente ale gradatiei temperaturii.

Se cantareste picnometrul umplut cu apa, compensand pentru echi-
librare cu p' greutatea in grame.

Calcule

— tara picnometrului gol = p + m
unde m reprezintd masa aerului din picnometru.
m = 0,0012 x (p — p’)

— volumul picnometrului la 20 °C:
Ve =(pt+tm=-p)xE,1l

unde F, reprezinta factorul pentru temperatura la t °C din tabelul 1
capitolul 1 ,.Densitatea si densitatea specifica” din anexa la Regu-
lamentul (CEE) nr. 2676/90 (p. 10).

Vy oc trebuie sa fie cat mai apropiat de 0,001 ml.

— Masa apei in picnometru la 20 °C:

Mygoc = Vagoc % 0,998203

unde 0,998203 reprezinta densitatea apei la 20 °C.

Determinarea tariei alcoolice a probei de testare

Utilizand o balantd cu un singur platan.
Se cantdreste sticla utilizatd ca tard, greutate T1.

Se cantareste picnometrul cu distilatul preparat (a se vedea anexa I),
P2 reprezintd greutatea la t °C.

Calcule

— dT =TI -TO

— Masa picnometrului gol in momentul masurarii
=P-m+dT

— Masa lichidului din picnometru la t °C
=P2 - (P -m+dT)

— Densitatea la t °C in g/ml

— P=[P, - P-m+dD]/V,,..

— Se exprima densitatea la t °C in kilograme pe m® prin inmultirea
p¢ oc cu 1000, valoarea fiind cunoscuta ca p;.

— Se corecteaza p; la 20 folosind tabelul densitatilor pr pentru ames-
tecuri de apa-alcool [tabelul II din apendicele II la manualul OIV
de metode de analiza (1994), p. 17-29].
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A42.14.

A422.

A422.1.

A4222.

AS.
A1,

Se cautd in tabel linia care corespunde temperaturii T in grade
fara zecimale, aflatd imediat sub t °C, cea mai mica densitate
peste p, Se foloseste diferenta din tabel gasitd sub aceastd
densitate pentru a calcula densitatea p; a alcoolului la temperatura
T in cauza, in grade fara zecimale.

— Folosind linia pentru temperatura fara zecimale se calculeaza
diferenta dintre densitatea p’ din tabel imediat deasupra p, si
densitatea calculata p,. Se imparte aceasta diferenta la diferenta
din tabel care se afla la dreapta densitatii p’. Coeficientul indica
portia zecimald a tariei alcoolice, iar intregul tariei alcoolice se
afla in partea superioara a coloanei in care se afla densitatea p'
(Dt, taria alcoolica).

Nota 4: Alternativ, se pastreazd picnometrul intr-o baie de apa
mentinuta la 20 °C (£ 0,2 °C) atunci cand se completeaza
pana la marcaj.

Rezultat

Folosind densitatea p,, se calculeazd taria alcoolica reald pe baza
tabelelor pentru taria alcoolica identificate in continuare:

Tabelul care indica valoarea tariei alcoolice in volume (% vol) la 20
°C ca functie a densitatii la 20 °C a amestecurilor de apa-alcool este
tabelul international adoptat de Organizatia Internationala de
Metrologie Legala in Recomandarea nr. 22.

Metoda care foloseste balanta cu un singur platan.

Se cantdreste picnometrul cu distilatul preparat (vezi partea I), p” este
masa la t °C.

Calculul
— Masa lichidului din picnometru la t °C
=ptm-p"

— Densitatea la t °C in g/ml

Pe=(p+m-pIV

20°C

— Se exprimi densitatea la t °C in kilograme pe m® si se efectueazi
corectarea temperaturii pentru a calcula taria alcoolica la 20 °C,
asa cum este indicat anterior pentru folosirea balantei cu un singur
platan.

Caracteristici de performanta ale metodei (precizia)

Rezultate statistice ale testului interlaboratoare

Urmatoarele date au fost obtinute dintr-un studiu international de
performantd a metodei efectuat cu proceduri acceptate la nivel inter-
national [1] [2].

Anul testului interlaboratoare 1997

Numarul de laboratoare 20

Numarul de probe 6
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s

Probe A B C D E F
Numarul laboratoarelor retinute 19 20 17 19 19 17
dupa  eliminarea  rezultatelor
aberante
Numarul rezultatelor aberante 1 - 2 1 1 3
(laboratoare)
Numarul rezultatelor acceptate 38 40 34 38 38 34
Valoarea medie (X) % vol 23,77 40,04 40,29 39,20 42,24 57,03

26,51 (%) 42,93 (*)|45,73 (*)[63,03 (*)

Standard de repetabilitate (S;) % [ 0,106 0,176 0,072 0,103 0,171 0,190
vol
Deviatia standard relativa de 0,42 0,44 0,18 0,25 0,39 0,32
repetabilitate (RSD,) (%)
Limita de repetabilitate (r) in % 0,30 0,49 0,20 0,29 0,48 0,53
vol
Deviatia standard de reproducti- | 0,131 0,236 0,154 0,233 0,238 0,322
bilitate (Sg) % vol
Deviatia standard relativa de repro- 0,52 0,59 0,38 0,57 0,54 0,53
ductibilitate (RSDg) (%)
Limita de reproductibilitate (R) 0,37 0,66 0,43 0,65 0,67 0,90

in % vol

Tipuri de probe

Brandy: duplicate oarbe.
Whisky: duplicate oarbe.
Grappa: nivel de divizare (¥).
Aquavit: nivel de divizare (¥*).
Rom: nivel de divizare (¥).

mMmg QW >

Lichior de fructe: nivel de divizare (*).

METODA B: DETERMINAREA TARIEI
VOLUME PENTRU BAUTURILE

ALCOOLICE REALE iN

SPIRTOASE

MASURARE PRIN DENSITOMETRIE ELECTRONICA
(BAZATA PE OSCILATIA FRECVENTEI REZONANTE

A UNEI PROBE INTR-O CELULA DE OSCILARE)

B.1. Principiu

Densitatea lichidului este determinatd prin masuratori electronice ale
oscilatiilor unui tub vibrator sub forma de U. Pentru a efectua aceste
masuratori, proba este adaugata unui sistem de oscilatii a carui frecventa
de oscilare este astfel modificatda de masa adaugata.

B.2. Reactivi si materiale

Pe timpul analizei, dacd nu se specificd altfel, se utilizeazd numai
reactivi cu grad analitic recunoscut si cu apa de cel putin gradul 3,

conform definitiei din ISO 3696:1987.

B.2.1. Acetona (CAS 666-52-4) sau alcool absolut

B.2.2.  Aer uscat

B.3. Aparatura si echipamente

Aparate de laborator obisnuite si, in special, urmatoarele aparate:

B.3.1. Densitometru cu afisaj digitalDensitometrul electronic pentru efectuarea
acestor masuratori trebuie sd poata exprima densitatea in g/ml cu 5

zecimale.
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Nota 1: Densitometrul trebuie sé fie asezat pe o suprafatd perfect stabila,
izolatd de vibratii.

B.3.2. Reglarea temperaturii

Performanta densitometrului este valabild numai dacd celula de médsurare
este conectatd la un regulator de temperaturd incorporat care poate
atinge aceeasi stabilitate a temperaturii la + 0,02 °C sau mai putin.

Nota 2: Stabilirea si monitorizarea precise ale temperaturii in celula de
masurare sunt foarte importante deoarece o eroare a 0,1 °C
poate determina o variatie a densitatii de 0,1 kg/m®.

B.3.3. Seringi de injectare a probei sau dispozitiv de autoprelevare de probe.

B.4. Mod de lucru

B.4.1. Calibrarea densitometrului

Aparatul se calibreazd conform instructiunilor producatorului instru-
mentului la prima punere in functiune. Trebuie sd se recalibreze in
mod regulat si sa se verifice pe baza unui standard de referinta certificat
sau a unei solutii de referintd interne de laborator bazatd pe un standard
de referinta certificat.

B.4.2. Determinarea densitatii probei

B.4.2.1. Daca este necesar, inainte de masurare se curata si se usuca celula cu
acetona sau cu alcool absolut si aer uscat. Se clateste celula cu proba de
testare.

B.4.2.2. Se injecteaza proba in celula (utilizind o seringa sau un dispozitiv de
autoprelevare de probe) pani la umplerea completd a celulei. In timpul
operatiei de umplere se verifica dacd sunt eliminate toate bulele de aer.
Proba trebuie sa fie omogena si sd nu contind particule solide. Parti-
culele materiale in suspensie se elimina prin filtrare inainte de efectuarea
analizei.

B.4.2.3. Dupa stabilizarea indicatorului, se noteaza densitatea p,, sau taria
alcoolica afisata de densitometru.

B.4.3. Rezultat

Dacia se foloseste densitatea pyo tdria alcoolica reala se calculeazd cu
ajutorul tabelelor de tarie alcoolica identificate in continuare.

Tabelul care cuprinde valoarea tariei alcoolice in volume (% vol) la 20
°C ca functie a densitatii la 20 °C a amestecurilor de apa-alcool este
tabelul adoptat de Organizatia Internationald Legald de Metrologie in
Recomandarea nr. 22.

B.S. Caracteristici de performanta ale metodei (precizia)
B.5.1. Rezultate statistice ale testului interlaboratoare

Urmatoarele date au fost obtinute dintr-un studiu international de
performanta a metodei efectuat cu proceduri acceptate la nivel inter-
national [1] [2].

Anul testului interlaboratoare 1997

Numarul de laboratoare 16

Numarul de probe 6

Probe A B C D E F

Numarul laboratoarelor retinute 11 13 15 16 14 13
dupa  eliminarea  rezultatelor
aberante

Numarul rezultatelor aberante 2 3 1 - 1 2
(laboratoare)
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Probe A B C D E F
Numarul rezultatelor acceptate 22 26 30 32 28 26
Valoarea medie (X) % vol 23,81 40,12 40,35 39,27 42,39 56,99
26,52 (*) 43,10 (*)]45,91 (*)|63,31 (*)

Deviatie standard de repetabilitate | 0,044 0,046 0,027 0,079 0,172 0,144
(Sy) % vol

Deviatia standard relativa de repe- 0,17 0,12 0,07 0,19 0,39 0,24
tabilitate (RSD,) (%)

Limita de repetabilitate (r) in % 0,12 0,13 0,08 0,22 0,48 0,40
vol

Deviatia standard de reproductibi- | 0,054 0,069 0,083 0,141 0,197 0,205
litate (Sg) % vol

Deviatia standard relativa de 0,21 0,17 0,21 0,34 0,45 0,34
reproductibilitate (RSDg) (%)

Limita de reproductibilitate (R) in 0,15 0,19 0,23 0,40 0,55 0,58
% vol

Tipuri de probe

Lichior de fructe: nivel de divizare (*).
Brandy: duplicate oarbe.

Whisky: duplicate oarbe.

Grappa: nivel de divizare (*).

Aquavit: nivel de divizare (¥).

Rom: nivel de divizare (¥).

Tm g QW >

METODA C: DETERMINAREA TARIEI ALCOOLICE REALE iN
VOLUME A BAUTURILOR SPIRTOASE -
MASURAREA PRIN DENSITOMETRIE CU AJUTORUL

BALANTEI HIDROSTATICE

C.1. Principiu

Taria alcoolicd a bauturilor spirtoase poate fi masurata prin densito-
metrie au ajutorul unei balante hidrostatice bazatd pe principiul lui
Arhimede conform caruia un corp scufundat intr-un lichid este impins
la suprafatd de o cantitate de lichid egala cu greutatea lichidului dislocat.

C.2. Reactivi si materiale

Pe timpul analizei, dacd nu se specificd altfel, se folosesc numai reactivi
cu grad analitic recunoscut si cu apa de cel putin gradul 3, conform
definitiei din ISO 3696:1987.

C.2.1. Solutie de curatare a flotorului (hidroxid de sodiu, 30 % m/v)

Pentru a prepara 100 ml, se cantiresc 30 g de hidroxid de sodiu si se
completeaza cu etanol 96 % vol.

C.3. Aparatura si echipamente

Aparate de laborator obisnuite si, in special, urmatoarele:

C.3.1. Balanta hidrostatica cu un singur platan cu sensibilitate de 1 mg.

C.3.2.  Flotor cu un volum de cel putin 20 ml, adaptat special pentru balanta,
suspendat de un fir cu diametru de maximum 0,1 mm.

C.3.3. Cilindru gradat cu marcaj pentru nivel. Flotorul trebuie sa poata fi
continut complet in volumul cilindrului situat sub marcaj; suprafata
lichidului poate fi penetratd numai de firul de sustinere. Cilindrul
gradat trebuie sd aibd un diametru intern de minimum 6 mm mai
mare decat diametrul flotorului.
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C3.5s.

C4.

C4.1.

C4.2.

C4.2.1.

C4.22.

C.4.3.

C43.1.

C.43.2.

C4.4.

C44.1.

C.44.2.

C.4.43.

C.4.5.

C4.5.1.

Termometru (sau proba de masurare a temperaturii) gradat cu grade si
zecimi de grade de la 10 la 40 °C, calibrat la 0,05 °C.

Greutiti, calibrate de un organism de certificare recunoscut.

Nota 1: Se poate folosi si o balantd cu un singur platan; principiul este
descris in capitolul I ,,Densitatea si gravitatea specifica” din
anexa la Regulamentul (CEE) nr. 2676/90 (p. 7).

Mod de lucru

Flotorul si cilindrul gradat trebuie sa se curete, dupa fiecare masurare,
cu apa distilata, sa se usuce cu hartie moale de laborator care nu lasa
fire si sa se clateasca cu solutie a carei densitate urmeaza sa fie deter-
minatd. Masurarile se efectueaza in momentul in care aparatul este stabil
pentru a limita pierderile de alcool cauzate de evaporare.

Calibrarea balantei

Desi in mod obisnuit balantele au un sistem intern de calibrare, balanta
hidrostatica trebuie sa poatd efectua calibrarea cu greutatile verificate de
un organism de certificare oficial.

Calibrarea flotorului

Se umple cilindrul gradat pana la marcaj cu apa dublu distilata (sau apa
cu puritate echivalenta, adica apa microfiltratd cu conductibilitate de
18,2 MQ/cm) la o temperaturd intre 15 si 25 °C, de preferinta 20 °C.

Se scufunda flotorul si termometrul, se amesteca, se citeste densitatea
lichidului din aparat gi, daca este necesar, se corecteaza indicatia astfel
incat aceasta sa fie egala cu cea a apei la temperatura de masurare.

Se controleaza folosind o solutie de apa-alcool.

Se umple cilindrul gradat pana la marcaj cu un amestec de apa-alcool cu
tarie cunoscutd la o temperaturd intre 15 si 25 °C, de preferinta 20 °C.

Se scufunda flotorul si termometrul, se amesteca, se citeste densitatea
lichidului (sau taria alcoolicd, dacd este posibil) din aparat. Taria
alcoolica astfel stabilita trebuie sa fie egala cu taria alcoolica deter-
minata anterior.

Nota 2: Aceastd solutie cu tarie alcoolica cunoscuta poate fi folosita si la
calibrarea flotorului in locul apei dublu distilate.

Masurarea densitatii distilatului (sau a tariei alcoolice, daca aparatul
permite aceasta).

Se toarnd proba de testare intr-un cilindru gradat pana la marcaj.

Se scufunda flotorul si termometrul, se amesteca, se citeste densitatea
lichidului (sau taria alcoolica, daca este posibil) din aparat. Se noteaza
temperatura dacd densitatea se masoara la t °C (p,).

Se corecteaza p, la 20 folosind tabelul de densitati pT pentru ameste-
curile apa-alcool (tabelul II din anexa II la Manualul OIV de metode de
analize (1994), pp. 17-29).

Curatarea flotorului si a cilindrului gradat.

Se cufunda flotorul in solutia de curdtare a flotorului in cilindrul gradat.
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C.4.5.2. Se lasa sa se inmoaie timp de o ord, rotind periodic flotorul.
C.4.5.3. Se clateste cu multa apa de la robinet, apoi cu apa distilata.
C.4.5.4. Se usucd cu hartie moale de laborator care nu lasa scame.

Aceasta procedura se efectueaza dupa prima utilizare a flotorului, apoi
ori de cate ori este cazul.

C.4.6. Rezultat

Cu ajutorul densitatii p,y se calculeazd tiria alcoolica reald folosind
tabelele de tarie alcoolica mentionate mai jos.

Tabelul care cuprinde valoarea tariei alcoolice in volume (% vol) la 20
°C ca functie a densitatii la 20 °C a amestecurilor de apa-alcool este
tabelul adoptat de Organizatia Internationald Legald de Metrologie in
Recomandarea nr. 22.

C.5. Caracteristici de performanti ale metodei (precizia)

C.5.1. Rezultate statistice ale testului interlaboratoare

Urmatoarele date au fost obtinute dintr-un studiu international de
performantd a metodei efectuat cu proceduri acceptate la nivel inter-
national [1] [2].

Anul testului interlaboratoare 1997

Numarul de laboratoare 12

Numarul de probe 6

Probe A B C D E F
Numarul laboratoarelor retinute 12 10 11 12 11 9
dupa  eliminarea  rezultatelor
aberante
Numarul  rezultatelor —aberante - 2 1 - 1 2
(laboratoare)
Numarul rezultatelor acceptate 24 20 22 24 22 18
Valoarea medie (X) % vol 23,80 40,09 40,29 39,26 42,38 57,16
26,51 (*) 43,09 (*)]45,89 (*)|63,44 (*)

Deviatie standard de repetabilitate | 0,048 0,065 0,042 0,099 0,094 0,106
(S, % vol

Deviatia standard relativa de repe- 0,19 0,16 0,10 0,24 0,21 0,18
tabilitate (RSD,) (%)

Limita de repetabilitate (r) in % 0,13 0,18 0,12 0,28 0,26 0,30
vol

Deviatia standard de reproductibi- | 0,060 0,076 0,073 0,118 0,103 0,125
litate (Sg) % vol

Deviatia standard relativa de 0,24 0,19 0,18 0,29 0,23 0,21
reproductibilitate (RSDg) (%)

Limita de reproductibilitate (R) in 0,17 0,21 0,20 0,33 0,29 0,35
% vol

Tipuri de probe
Lichior de fructe: nivel de divizare (*).

Brandy: duplicate oarbe.
Whisky: duplicate oarbe.
Grappa: nivel de divizare (*).

Aquavit: nivel de divizare (¥).

o™ m g O w o>

Rom: nivel de divizare (¥).
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Figura 1. Aparat de distilare pentru mésurarea tdriei alcoolice reale In volume a
bauturilor spirtoase

1. Balon de sticla de 1 litru cu fundul rotund cu imbinare sfericd standardizata de
sticla rodata.

2. Coloana de rectificare tip ,,Vigreux” de 20 cm.
3. Condensator West cu margine dreaptd de 10 cm.

4. Spirala de racire de 40 cm.



2000R2870 — RO — 26.04.2016 — 002.001 — 21

II. DETERMINAREA EXTRACTULUI SEC TOTAL AL BAUTURILOR
SPIRTOASE PRIN GRAVIMETRIE

1. Domeniu
Regulamentul (CEE) nr. 1576/89 prevede aceasta metoda numai pentru
aquavit pentru care extractul sec este limitat la 15 g/l.

2. Referinte normative
ISO 3696:1987: Apa pentru uzul laboratorului — specificatii si metode de
testare.

3. Definitie
Extractul sec total sau materia uscata totala include toatd materia nevolatila
in conditii fizice specificate.

4.  Principiu
Cantdrirea reziduului rdmas dupd evaporarea alcoolului pe o baie de apa la
fierbere si uscarea intr-un cuptor de uscare.

5. Aparaturi si echipamente

5.1. Capsula cilindrica de evaporare cu fundul plat cu diametru de 35 mm.
5.2. Baie cu apa la fiebere.

5.3. Pipeta de 25 ml, clasa A.

5.4. Cuptor de uscare.

5.5. Desicator.

5.6. Balanta analitica cu precizie de 0,1 mg.

6. Prelevare si probe

Probele se pastreaza la temperatura camerei inainte de analiza.

7. Mod de lucru

7.1. Se pipeteazd 25 ml de alcool care contine sub 15 g/l materie uscatd intr-o
placa cilindrica de evaporare cu fundul plat cu diametru de 55 mm. in
timpul primei ore de evaporare placa de evaporare se plaseaza pe capacul
unei bai de apd la fierbere in asa fel incat lichidul sa nu fiarba, deoarece ar
duce la pierderi prin stropire. Se lasd inca o ora in contact direct cu vaporii
baii de apa la fierbere.

7.2. Se finalizeaza uscarea asezand placa de evaporare intr-un cuptor de uscare la
105 °C £ 3 °C timp de doua ore. Se lasa placa de evaporare sd se raceasca
intr-un desicator si se cantdreste placa de evaporare si continutul acesteia.

8. Calcule
Masa reziduului inmultitd cu 40 este egald cu continutul uscat din alcool si
trebuie sa fie exprimata in g/l pana la o zecimala.

9. Caracteristici de performanta ale metodei (precizia)

9.1. Rezultate statistice ale testului interlaboratoare

Urmatoarele date au fost obtinute dintr-un studiu international de
performanta a metodei efectuat cu proceduri acceptate la nivel international

[1] [2].
Anul testului interlaboratoare 1997
Numarul de laboratoare 10

Numarul de probe 4
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Probe A B C F
Numarul laboratoarelor retinute 9 9 8 9
dupa  eliminarea  rezultatelor
aberante
Numarul rezultatelor aberante 1 1 2 -
(laboratoare)
Numarul rezultatelor acceptate 18 18 16 18
Valoarea medie (X) % vol 9,0 9,1 10,0 11,8

7,8 9,4 11,1

Deviatie standard de repetabilitati | 0,075 0,441 0,028 0,123
(S;) % vol
Deviatia standard relativa de repe- 0,8 5,2 0,3 1,1
tabilitati (RSD,) (%)
Limita de repetabilitati (r) in % 0,2 1,2 0,1 0,3
vol
Deviatia standard de reproductibi- | 0,148 0,451 0,058 0,210
litate (Sg) % vol
Deviatia standard relativa de 1,6 5,3 0,6 1,8
reproductibilitate (RSDg) (%)
Limita de reproductibilitate (R) in 0,4 1,3 0,2 0,6

% vol

Tipuri de probe

A Brandy: duplicate oarbe.
B Rom: nivel de divizare.

C  Grappa: nivel de divizare.
D  Aquavit: nivel de divizare.
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[II. DETERMINAREA SUBSTANTELOR VOLATILE SI A

I1.2.

METANOLULUI DIN BAUTURILE SPIRTOASE
III.1 OBSERVATII GENERALE
Definitii

Regulamentul (CEE) nr. 1576/89 stabileste nivelurile minime de compusi
volatili, altii decat etanolul si metanolul, pentru mai multe bauturi
spirtoase (rom, alcooluri de origine viticola, alcooluri din fructe etc.).
Numai pentru aceste bauturi spirtoase, aceste niveluri sunt considerate,
in mod conventional, echivalente cu suma concentratiilor de:

1. acizi volatili exprimati ca acid acetic;

2. aldehide exprimate ca etanal prin suma etanalului (acetaldehida) si a
fractiei de etanal continuta in 1,1 dietoxietan (acetal);

3. urmatoarele alcooluri superioare: propan-1-ol, butan-1-ol, butan-2-ol,
2-metilpropan-1-ol, evaluate ca alcool individual si 2-metilbutan-1-ol,
si 3-metilbutan-1-ol evaluat ca alcool individual sau ca suma celor
doud;

4. acetat de etil.

Urmatoarele metode conventionale se folosesc pentru masurarea
compusilor volatili:

— acizii volatili prin aciditate volatila;

— aldehidele (etanal si acetal), acetatul de etil si alcoolurile prin croma-
tografie cu gaz (GPC).

Analiza prin cromatografia gazoasia a compusilor volatili

Evaludrile prin cromatografia gazoasa a compusilor volatili, altii decat cei
mentionati anterior, se pot dovedi a fi extrem de interesante ca mijloace
de determinare a originii materiei prime folosite 1n distilare si a
conditiilor de distilare efective.

Unele alcooluri contin alte componente volatile, cum ar fi compusi
aromatici, care sunt caracteristici materiilor prime folosite la obtinerea
alcoolului, aromei bauturii spirtoase si caracteristicilor speciale ale
prepararii alcoolului. Acesti compusi sunt importanti pentru evaluarea
cerintelor stabilite in Regulamentul (CEE) nr. 1576/89.

DETERMINAREA PRIN CROMATOGRAFIA GAZOASA A
CONGENERILOR VOLATILI: ALDEHIDE, ALCOOLURI SUPE-
RIOARE, ACETAT DE ETIL SI METANOL

Domeniu

Aceasta metoda este potrivitda pentru a se determinarea 1,1 dietoxietan
(acetal), 2-metilbutan-1-ol (alcool amil activ), 3-metilbutan-1-ol (alcool
izoamil), metanolul (alcool metilic), etil etanoat (etil acetat), butan-1-ol
(n-butanol), butan-2-ol (sec-butanol), 2-metilpropan-1-ol (alcool izobutil),
propan-1-ol (n-propanol) si etanal (acetaldehidd) din bauturile spirtoase
folosind cromatografia gazoasa. Metoda foloseste un standard intern, de
exemplu pentan-3-ol. Concentratiile analitilor sunt exprimate in grame pe
100 litri de alcool absolut; taria alcoolica a produsului trebuie sa se
determine inainte de analiza. Bauturile spirtoase care pot fi analizate
folosind aceasta metoda includ whisky, brandy, rom, rachiu de vin,
rachiu de fructe si rachiu de tescovina.

Trimiteri normative

ISO 3696:1987: Apa pentru uzul laboratorului — specificatii si metode de
testare.
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5.1

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

5.8.

5.9.

5.10.

S5.11.

5.12.

5.13.

5.14.

5.14.1.

Definitie

Congenerii sunt substante volatile formate in acelasi timp cu etanolul pe
parcursul fermentatiei, distilarii si maturarii bauturilor spirtoase.

Principiu

Congenerii din bauturile spirtoase sunt determinati prin injectarea directa
a bauturii spirtoase sau a bauturii spirtoase diluate corespunzitor intr-un
sistem de cromatografie cu gaz (GC). Un standard intern corespunzator
se adauga bauturii spirtoase inainte de injectare. Congenerii sunt separati
prin programarea temperaturii pe o coloana adecvatd si sunt detectati
folosind un detector de ionizare cu flacara (FID). Concentratia fiecarui
congener este determinata ludndu-se in considerare standardul intern al
factorilor de raspuns care sunt obtinuti in timpul calibrarii in acelasi
conditii cromatografice ca si cele pentru analiza bauturilor spirtoase.

Reactivi si materiale

Daca nu existd alte specificatii, folositi numai reactivi cu o puritate de
peste 97 %, achizitionati de la un furnizor acreditat ISO cu certificat de
puritate, care nu prezintd congeneri la dilutia test (acest lucru poate fi
confirmat prin injectarea de standarde de congener individuale la dilutia
test folosind conditiile de GC de la punctul 6.4) si numai apa de cel putin
3 grade conform definitiei din ISO 3696. Acetalul si acetaldehida se
pastreaza la intuneric, la < 5 °C, toti ceilalti reactivi pot fi pastrati la
temperatura camerei.

Etanol absolut (CAS 64-17-5).
Metanol (CAS 67-56-1).
Propan-1-ol (CAS 71-23-8).
2-metilpropan-1-ol (CAS 78-33-1).

Standarde interne acceptabile: pentan-3-ol (CAS 584-02-1), pentan-1-ol
(CAS 71-41-0), 4-metilpentan-1-ol (CAS 626-89-1) sau metil nonanoat
(CAS 1731-84-6).

2-metilbutan-1-ol (CAS 137-32-6).

3-metilbutan-1-ol (CAS 123-51-3).

acetat de etil (CAS 141-78-6).

Butan-1-ol (CAS 71-36-3).

Butan-2-ol (CAS 78-92-2).

Acetaldehida (CAS 75-07-0).

Acetal (CAS 105-57-7).

Solutie de etanol 40 % v/v

Pentru a prepara 400 ml/l solutie de etanol se toarna 400 ml de etanol
(5.1) intr-un balon volumetric de 1 litru, se completeaza cu apd distilata

si se amestecd.

Prepararea si pastrarea solutiilor standard (procedura folosita pentru
metoda validata).

Toate solutiile standard pot fi pastrate la < 5 °C si pot fi proaspat
preparate lunar. Masele componentelor si ale solutiilor trebuie sa fie
inregistrate cu o precizie de 0,1 mg.

Solutia standard — ASe pipeteaza urmdtorii reactivi intr-un balon volu-
metric de 100 ml care contine aproximativ 60 ml solutie de etanol (5.13)
pentru a minimaliza evaporarea componentei, se completeaza cu solutie
de etanol (5.13) si se amesteca bine. Se noteazda greutatea balonului,
fiecare componenta addugata si greutatea finala totald a continutului.
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5.14.2.

5.14.3

5.14.4.

5.14.5.

5.14.6.

Componenta Volum (ml)
Metanol (5.2) 3,0
Propan-1-ol (5.3) 3,0
2-metilpropan-1-ol (5.4) 3,0
2-metilbutan-1-ol (5.6) 3,0
3-metilbutan-1-ol (5.7) 3,0
Acetat de etil (5.8) 3,0
Butan-1-ol (5.9) 3,0
Butan-2-ol (5.10) 3,0
Acetaldehida (5.11) 3,0
Acetal (5.12) 3,0

Nota 1: Se recomanda adaugarea acetalului si a acetaldehidei la sfarsit
pentru a minimiza pierderile prin evaporare.

Solutia standard — B

Se pipeteaza 3 ml de pentan-3-ol sau alt standard intern corespunzator
(5.5) intr-un balon volumetric de 100 ml care contine aproximativ 80 ml
de solutie de etanol (5.13), se completeaza cu solutie de etanol (5.13) si
se amestecd bine.

Se noteaza greutatea balonului, greutatea pentan-3-olului sau a altui
standard intern adaugat si greutatea finald totald a continutului.

Solutia standard — C

Se pipeteaza 1 ml de solutie A (5.14.1) si 1 ml de solutie B (5.14.2) intr-
un balon volumetric de 100 ml care contine aproximativ 80 ml de solutie
de etanol (5.13), se completeaza cu solutie de etanol (5.13) si se
amestecd bine.

Se noteaza greutatea balonului, a fiecarei componente adaugate si
greutatea finald totald a continutului.

Solutia standard — D

Pentru a mentine continuitatea analiticd, se prepara un standard de
control de calitate folosind standardul A preparat anterior (5.14.1). Se
pipeteazd 1 ml de solutie A (5.14.1) intr-un balon volumetric de 100 ml
care contine aproximativ 80 ml de solutie de etanol (5.13), se
completeaza cu solutie de etanol (5.13) si se amesteca bine.

Se noteazd greutatea balonului, a fiecdrei componente adaugate si
greutatea finald totald a continutului.

Solutia standard — E

Se pipeteazd 1 ml de solutie B (5.14.2) intr-un balon volumetric de
100 ml care contine aproximativ 80 ml de solutie de etanol (5.13), se
completeaza cu solutie de etanol (5.13) si se amesteca bine.

Se noteazd greutatea balonului, a fiecdrei componente adaugate si
greutatea finald totald a continutului.

Solutii standard folosite la verificarea liniaritatii raspunsului FID

in baloane volumetrice de 100 ml diferite, care contin aproximativ 80 ml
de solutie de etanol (5.13) se pipeteaza 0, 0,1, 0,5, 1,0, 2,0 ml de solutie
A (5.14.1) si 1 ml de solutie B (5.14.2), se completeazd cu solutie de
etanol (5.13) si se amesteca bine.

Se noteazd greutatea balonului, a fiecarei componente adaugate si
greutatea finald totald a continutului.
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5.14.7. Solutie standard de control al calitatii

Se pipeteaza 9 ml de solutie standard D (5.14.4) si 1 ml de solutie E
(5.14.5) intr-un vas de cantarire si se amesteca bine.

Se noteazd greutatea balonului, a fiecirei componente addugate si
greutatea finald totald a continutului.

6. Aparaturi si echipamente

6.1.  Aparaturd de masurare a densitatii si a tariei alcoolice.

6.2.  Balantd analiticd de masurare cu patru zecimale.

6.3. Un cromatograf cu gaz cu temperatura programata echipat cu un detector

si integrator de ionizare cu flacara sau alte sisteme de tratare a datelor
care pot masura platourile de maxim si varfurile de maxim.

6.4. Coloana (coloane) de gaz cromatografie ce pot separa analitii astfel incat
rezolutia minima dintre componentele individuale (altele decat 2-metil-
butan-1-ol si 3-metilbutan-1-o0l) sd fie de minimum 1,3.

Nota 2: Urmatoarele coloane si conditii GC reprezinta exemple potrivite:

1. O cavitate de retentie ] m x 0,32 mm i.d. conectata la o
coloana CP-WAX 57 CB de 50 m x 032 mm id.,
grosimea filmului de 0,2 pm (polietilend glicol stabilizat),
urmata de o coloana Carbowax 400 de 50 m x 0,32 mm
i.d., grosimea filmului de 0,2 um. (Coloanele sunt conectate
cu ajutorul conectorilor apasare-fixare.)

Gaz  transportor  si Heliu (135 kPa)

presiune:

Temperatura coloana: 35 °C timp de 17 min., 35-70 °C
la 12 °C/min., se mentine la 70
°C timp de 25 min.

Temperaturd injector: 150 °C

Temperatura detector: 250 °C

Volum de injectare: 1 pl, se divizeaza 20 la 100:1

2. O cavitate de retentiec | m x 0,32 mm i.d. conectatd la o
coloana CP-WAX 57 CB de 50 m x 032 mm id.,
grosimea filmului de 0,2 pm (polietilena glicol stabilizat).
(Cavitatea de retentie este conectata cu ajutorul unui
conector apasare-fixare.)

Gaz transportor  si  Heliu (65 kPa)

presiune:

Temperaturd coloana: 35 °C timp de 10 min., 35-110
°C la 5 °C/min., 110-190 °C la
30 °C/min., se mentine la 190 °C
timp de 2 min.

Temperaturd injector: 260 °C

Temperaturda detector: 300 °C

Volum de injectare: 1 pl, se divizeaza 55:1
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8.2.

8.2.1.

8.2.2.

8.2.3.

8.2.4.

8.3.

8.4.

3. O coloana impachetata (5 % CW 20M, Carbopak B), 2 m x 2
mm diametru interior

Temperatura coloana: 65 °C timp de 4 min., 65-140 °C
la 10 °C/min., se mentine la 140
°C timp de 5 min., 140-150 °C la
5 °C/min., se mentine la 150 °C
timp de 3 min.

Temperaturd injector: 65 °C
Temperatura detector: 200 °C
Volum de injectare: 1wl

Prelevare si probe

Proba de laborator

La primire se masoara taria alcoolica a fiecarei probe (6.1).

Mod de lucru (folosit pentru metoda validata)

Portiune de testare

Se céantareste un vas de cantdrire corespunzator sigilat si se noteazd
greutatea.

Se pipeteaza 9 ml de proba de laborator in vas si se noteaza greutatea
(MproBA)-

Se adauga 1 ml de solutie standard E (5.14.5) si se noteaza greutatea
Ms).

Se agita puternic materialul de testare (cel putin 20 de inversdri). Probele
trebuie sa se pastreze la sub 5 °C 1nainte de analizd pentru a minimiza
pierderile prin volatilizare.

Test martor

Folosind balanta cu patru zecimale (6.2), se cantareste vasul de cantarire
corespunzator sigilat si se noteaza greutatea.

Se pipeteaza 9 ml de solutie de etanol 400 ml/l (5.13) si se noteaza
greutatea.

Se adauga 1 ml de solutie standard E (5.14.5) si se noteaza greutatea.

Se agita puternic materialul de testare (cel putin 20 de inversari). Probele
trebuie sa se pastreze la sub 5 °C inainte de analizd pentru a minimiza
pierderile prin volatilizare.

Test preliminar

Se injecteazd solutie standard C (5.14.3) pentru a se asigura cd toti
analitii sunt separati cu o rezolutie minima de 1,3 (cu exceptia 2-metil-
butan-1-olului si a 3-metilbutan-1-olului).

Calibrare

Calibrarea trebuie sa se verifice folosind urmatoarea procedurd. Se
asigura un raspuns liniar prin analiza succesiva a trei exemplare din
fiecare solutie standard de liniaritate (5.14.6.) care contine standard
intern (IS). Din platourile de maxim sau varfurile de maxim ale integra-
torului pentru fiecare injectare se calculeaza raportul R pentru fiecare
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8.5.

9.1.

congener si se realizeaza un grafic pentru R versus rata de concentratie a
congenerului fatd de standardul intern (IS). Trebuie sa se obtina o
diagrama liniara cu un coeficient de corelare de cel putin 0,99.

Platou sau varf de maxim al congenerului

Platou sau varf de maxim al IS

Concentratia congenerului (ug/g)

C =
Concentratia IS (ug/g)

Determinarea

Se injecteazd solutie standard C (5.14.3) si 2 solutii standard QC
(5.14.7). Se continua cu probe necunoscute (preparate conform 8.1 si
8.2), inserand un standard QC la fiecare zece probe pentru a asigura
stabilitatea analitica. Se injecteazd o solutie standard C (5.14.3) dupa
fiecare 5 probe.

Calcule

Se poate folosi un sistem automat de tratare a datelor, cu conditia ca
datele sa poata fi verificate cu ajutorul principiilor descrise in metoda
mentionatd in continuare.

Se masoara fiecare platou sau varf de maxim pentru congener si varfurile
standardului intern.

Calcularea factorului de raspuns.

Din cromatograma injectdrii de solutie standard C (5.14.3), se calculeaza
factorii de raspuns pentru fiecare congener folosind ecuatia (1).

Platou sau varf de maxim IS Conc. Congener (pg/g)
(1) Factor de rispuns = X
Platou sau varf de maxim al congenerului Conc. IS (ug/g)
unde:
IS = Standard intern

Conc. Congener = concentratia de congener in solutia C (5.14.3)

Conc. IS

concentratia standardului intern in solutia C (5.14.3).
Analiza probei

Folosind ecuatia (2) mentionatd in continuare, se calculeaza concentratia
fiecdrui congener din probe.

(2) Concentratiile de congener (ug/g) =

Platou sau varf de maxim al congenerului M ()
X

x Conc.IS (ug/g) x RF

Platou sau varf de maxim IS Moy (8
unde:
Mpropa = greutatea probei (8.1.2);
M;is = greutatea standardului intern (8.1.3);
Conc. IS = concentratia de standard intern in solutia E (5.14.5);

RF = factor de raspuns calculat folosind ecuatia 1.
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9.1.3. Analiza solutiei standard de control al calitatii

Folosind ecuatia (3) mentionata in continuare, se calculeaza recuperarea
procentuala a valorii tintd pentru fiecare congener in standardele de
control al calitatii (5.14.7):

. . concentratia analitului in standard QC
(]} % de recuperare a esantionului QC = X 100
concentratia analitului in solutia D

Concentratia analitului in standardul QC se calculeaza folosind ecuatiile
(1) si (2) mentionate anterior.

9.2. Prezentarea finala a rezultatelor

Rezultatele sunt convertite din p/g in g la 100 litri alcool absolut pentru
probe, folosindu-se ecuatia (4):

(4) Concentratia in g la 100 litri alcool absolut =
Conc. (pgfg) x p x 10/[tirie (% vol) x 1000]

unde

p = densitatea in kg/m’.

Rezultatele se mentioneaza cu 3 cifre semnificative si maxim o zecimala,
de exemplu, 11,4 g la 100 I alcool absolut.

10. Asigurarea calitatii si controlul calititii (pentru metoda validata)

Cu ajutorul ecuatiei (2) mentionate anterior se calculeaza concentratia
fiecarui congener din solutiile standard de control al calitatii preparate
conform procedurii de la 8.1.1-8.1.4. Cu ajutorul ecuatiei (3) se
calculeaza procentul de recuperare a valorii tintd. Daca rezultatele
analizate se incadreaza in £ 10 % din valorile teoretice pentru fiecare
congener, se poate incepe analiza. In caz contrar, se recomanda o inves-
tigatie pentru a gdsi cauza inexactitdtii si pentru a lua masuri de
remediere corespunzatoare.

11. Caracteristici de performanta ale metodei (precizia)

Rezultatele statistice ale testului interlaboratoare: tabelele urmatoare
prezinta valorile pentru urmatorii compusi: etanal, acetat de etil, acetal,
etanal total, metanol, butan-2-ol, propan-1-ol, butan-1-ol, 2-metil-propan-
1-ol, 2 metil-butan-1-ol, 3 metil-butan-1-ol.

Urmatoarele date au fost obtinute dintr-un studiu international de
performanta a metodei efectuat cu proceduri acceptate la nivel inter-

national.
Anul testului interlaboratoare 1997
Numarul de laboratoare 32
Numarul de probe 5
Analit etanal
Probe A B C D E
Numarul laboratoarelor retinute dupa 28 26 27 27 28

eliminarea rezultatelor aberante

Numarul rezultatelor aberante (labora- 2 4 3 3 2
toare)
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Probe A B C D E
Numarul rezultatelor acceptate 56 52 54 54 56
Valoarea medie (X) pg/g 63,4 71,67 130,4 38,4 28,6
13,8 (*) | 52,2 (%)

Deviatie standard de repetabilitate (S;) 33 1,9 6,8 4,1 3,6
ng/g
Deviatia standard relativda de repetabi- 5,2 2,6 5,2 15,8 8,9
litate (RSD;) (%)
Limita de repetabilitate (r) pg/g 9,3 53 19,1 11,6 10,1
Deviatia standard de reproductibilitate 12 14 22 6,8 8,9
(Sr) ng/g
Deviatia standard relativa de reproducti- 18,9 19,4 17,1 26,2 22,2
bilitate (RSDg) (%)
Limita de reproductibilitate (R) pg/g 33,5 38,9 62,4 19,1 25,1
Tipuri de probe
A Brandy: duplicate martor.
B Kirsch: duplicate martor.
C  Grappa: duplicate martor.
D  Whisky: nivele de divizare (*).
E  Rom: nivele de divizare (*).

Anul testului interlaboratoare 1997

Numarul de laboratoare 32

Numarul de probe 5

Analit acetat de etil

Probe A B C D E
Numarul laboratoarelor retinute dupa 24 24 25 24 24
eliminarea rezultatelor aberante
Numarul rezultatelor aberante (labora- 2 2 1 2 2
toare)
Numarul rezultatelor acceptate 48 48 50 48 48
Valoarea medie (X) pg/g 96,8 1 046 120,3 112,5 99,1
91,8 (*) | 117,0 (*)

Deviatie standard de repetabilitate (S;) 2,2 15 2,6 2,1 2,6
ng/g
Deviatia standard relativa de repetabi- 2,3 1,4 2,1 2,0 2,4
litate (RSD,) (%)
Limita de repetabilitate (r) pg/g 6,2 40,7 7,2 5,8 73
Deviatia standard de reproductibilitate 6,4 79 8,2 6,2 7,1
(Sr) ng/g
Deviatia standard relativa de reproducti- 6,6 7,6 6,8 6,2 6,6
bilitate (RSDR) (%)
Limita de reproductibilitate (R) pg/g 17,9 221,9 22,9 17,5 20,0

Tipuri de probe

Brandy: duplicate martor.
Kirsch: duplicate martor.
Grappa: duplicate martor.
Whisky: nivele de divizare (*).
Rom: nivele de divizare (*).

mgaw»
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Anul testului interlaboratoare 1997

Numarul de laboratoare 32

Numarul de probe 5

Analit acetal

Probe A B C D E

Numarul laboratoarelor retinute dupa 20 21 22 17 21
eliminarea rezultatelor aberante
Numarul rezultatelor aberante (labora- 4 3 2 4 3
toare)
Numarul rezultatelor acceptate 40 42 44 34 42
Valoarea medie (X) pg/g 35,04 36,46 68,5 20,36 15,1

6,60 (*) | 28,3 (*)

Deviatie standard de repetabilitate (S,) 0,58 0,84 1,6 0,82 1,9
ng/g

Deviatia standard relativda de repetabi- 1,7 2,3 2,3 6,1 8,7
litate (RSD,) (%)

Limita de repetabilitate (r) in pg/g 1,6 2,4 4.4 2,3 53
Deviatia standard de reproductibilitate 42 4.4 8,9 1,4 3,1
(Sr) ng/g

Deviatia standard relativa de reproducti- 12,1 12,0 13,0 10,7 14,2

bilitate (RSDR) (%)
Limita de reproductibilitate (R) pg/g 11,8 12,2 25,0 4,0 8,7

Tipuri de probe

A Brandy: duplicate martor.
B Kirsch: duplicate martor.
C  Grappa: duplicate martor.
D  Whisky: nivele de divizare (*).
E Rom: nivele de divizare (*).

Anul testului interlaboratoare 1997

Numarul de laboratoare 32

Numarul de probe 5

Analit etanal total

Probe A B C D E

Numarul laboratoarelor retinute dupa 23 19 22 21 22
eliminarea rezultatelor aberante
Numarul rezultatelor aberante (labora- 1 5 2 3 2
toare)
Numarul rezultatelor acceptate 46 38 44 42 44
Valoarea medie (X) pg/g 76,5 85,3 156,5 45,4 32,7

158 (*) | 61,8 (%

Deviatie standard de repetabilitate (S;) 3,5 1,3 6,5 4,4 3,6
ng/g
Deviatia standard relativa de repetabi- 4.6 1,5 42 14,2 7,6

litate (RSD;) (%)
Limita de repetabilitate (r) pg/g 9,8 3,5 18,3 12,2 10,0
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Probe A B C D E

Deviatia standard de reproductibilitate 13 15 24,1 7,3 9,0
(Sr) ng/g
Deviatia standard relativa de reproducti- 16,4 17,5 15,4 23,7 19,1
bilitate (RSDR) (%)
Limita de reproductibilitate (R) pg/g 35,2 41,8 67,4 20,3 25,2
Tipuri de probe
A Brandy: duplicate martor.
B Kirsch: duplicate martor.
C  Grappa: duplicate martor.
D  Whisky: nivele de divizare (*).
E Rom: nivele de divizare (¥*).

Anul testului interlaboratoare 1997

Numarul de laboratoare 32

Numarul de probe 5

Analit metanol

Probe A B C D E
Numarul laboratoarelor retinute dupa 26 27 27 28 25
eliminarea rezultatelor aberante
Numarul rezultatelor aberante (labora- 4 3 3 1 4
toare)
Numarul rezultatelor acceptate 52 54 54 56 50
Valoarea medie (X) pg/g 319,8 2245 1326 83,0 18,6
61,5 (*) | 289(%)

Deviatie standard de repetabilitate (S,) 4.4 27 22 1,5 1,3
ng/g
Deviatia standard relativda de repetabi- 1,4 1,2 1,7 2,1 5,6
litate (RSD;) (%)
Limita de repetabilitate (r) pg/g 12,3 74,4 62,5 4,3 3,8
Deviatia standard de reproductibilitate 13 99 60 4,5 2,8
(Sr) ng/g
Deviatia standard relativa de reproducti- 3,9 4,4 4,6 6,2 11,8
bilitate (RSDR) (%)
Limita de reproductibilitate (R) pg/g 35,2 278,3 169,1 12,5 7,9

Tipuri de probe

Brandy: duplicate martor.
Kirsch: duplicate martor.
Grappa: duplicate martor.
Whisky: nivele de divizare (*).
Rom: nivele de divizare (*).

mgaw»>

Anul testului interlaboratoare
Numarul de laboratoare
Numarul de probe

Analit

1997

32

4

butan-2-ol
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Probe

Numarul

laboratoarelor retinute

eliminarea

rezultatelor

21

27

29

22

dupa

aberante
Numarul rezultatelor aberante 4 3 1 3
(laboratoare)

Numarul rezultatelor acceptate 42 54 58 44

Valoarea medie (X) pg/g 5,88 250,2 27,57 5,83

14,12 (%)

Deviatie standard de repetabilitate 0,40 2,2 0,87 0,64

(S)) ng/g

Deviatia standard relativa de repe- 6,8 0,9 32 6,4
tabilitate (RSD,) (%)

Limita de repetabilitate (r) pg/g 1,1 6,1 2,5 1,8

Deviatia standard de reproductibi- 0,89 13 3,2 0,87

litate (Sg) pg/g

Deviatia standard relativa de 11,5 8,7

reproductibilitate (RSDg) (%)

Limita de reproductibilitate (R) 2,5
ne/g

Tipuri de probe

A Brandy: duplicate martor.
B Kirsch: duplicate martor.

C Grappa: duplicate martor.

E Rom: nivele de divizare (¥).

Anul testului interlaboratoare 1997
Numarul de laboratoare 32
Numarul de probe 5

Analit propan-1-ol

Probe A B C D E

Numarul laboratoarelor retinute dupa 29 27 27 29 29
eliminarea rezultatelor aberante

Numarul rezultatelor aberante (labora- 2 4 3 2 2
toare)

Numarul rezultatelor acceptate 58 54 54 58 58

Valoarea medie (X) pg/g 86,4 3541 159,1 272,1 177,1

2293 (*) | 222,1 (%)

Deviatie standard de repetabilitate (S;) 3,0 24 3,6 2,3 3,3
ng/'g

Deviatia standard relativda de repetabi- 3,4 0,7 2,3 0,9 1,6
litate (RSD,) (%)
68,5

Limita de repetabilitate (r) pg/g 8,3 10,0 6,4 9,1

Deviatia standard de reproductibilitate 5,3 150 6,5 9,0 8,1

(Sr) ng/g
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Probe

Deviatia standard relativa de reproducti-
bilitate (RSDg) (%)

Limita de reproductibilitate (R) pg/g

6,1

14,8

4,1 4,1 3,6 4,1

407,2 18,2 252 22,7

Tipuri de probe

Brandy: duplicate martor.
Kirsch: duplicate martor.
Grappa: duplicate martor.
Whisky: nivele de divizare (*).
Rom: nivele de divizare (*).

mgaw»

Anul testului interlaboratoare
Numarul de laboratoare
Numarul de probe

Analit

1997
32
5

propan-1-ol

Probe

Numarul laboratoarelor retinute dupa
eliminarea rezultatelor aberante

Numarul rezultatelor aberante (labora-
toare)

Numarul rezultatelor acceptate
Valoarea medie (X) pg/g

Deviatie standard de repetabilitate (S;)
pg/g

Deviatia standard relativa de repetabi-
litate (RSD,) (%)

Limitd de repetabilitate (r) pg/g

Deviatia standard de reproductibilitate
(Sr) ng/e

Deviatia standard relativa de reproducti-
bilitate (RSDR) (%)

Limita de reproductibilitate (R) pg/g

20

40
3,79
0,43

1,1

s

0,59

15,7

22 22

44 44
5,57 7,54
0,20 0,43

3,6 5,6

0,6 12
0,55 0,82

9,8 10,8

Tipuri de probe

A Brandy: duplicate martor.

B Kirsch: duplicate martor.

C  Grappa: duplicate martor (¥).

Anul testului interlaboratoare
Numarul de laboratoare
Numarul de probe

Analit

1997
32
5

2-metilpropan-1-ol

Probe

Numarul laboratoarelor retinute dupa
eliminarea rezultatelor aberante

Numarul rezultatelor aberante (labora-
toare)

Numarul rezultatelor acceptate

28

56

31 30 26 25

62 60 52 50
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Probe A B C D E

Valoarea medie (X) pg/g 174,2 111,7 185,0 291,0 115,99

246,8 (*) [133.87 (%)

Deviatie standard de repetabilitate (S;) 2,3 1,6 2,5 1,8 0,74
ng/g
Deviatia standard relativda de repetabi- 1,3 1,4 1,3 0,7 0,6

litate (RSD;) (%)

Limita de repetabilitate (r) pg/g 6,4 4,5 6,9 5,0 2,1
Deviatia standard de reproductibilitate 8,9 8,9 9,7 6,0 6,2
(Sr) ng/g

Deviatia standard relativa de reproducti- 5,1 8,0 5,2 2,2 5,0

bilitate (RSDy) (%)

Limita de reproductibilitate (R) pg/g 24,9 24,9 27,2 16,9 17,4

Tipuri de probe

A Brandy: duplicate martor.
B Kirsch: duplicate martor.
C  Grappa: duplicate martor.
D  Whisky: nivele de divizare (*).
E  Rom: nivele de divizare (*).

Anul testului interlaboratoare 1997

Numarul de laboratoare 32

Numarul de probe 5

Analit 2-metil-butan-1-ol

Probe A B C D E
Numarul laboratoarelor retinute dupa 25 26 25 27 25
eliminarea rezultatelor aberante
Numarul rezultatelor aberante (labora- 3 2 3 1 2
toare)
Numarul rezultatelor acceptate 50 52 50 54 50
Valoarea medie (X) pg/g 113,0 48,3 91,6 72,1 39,5
452 (%) | 615 (%)

Deviatie standard de repetabilitate (S;) 2,1 1,5 1,7 2,3 2,3
ng/g
Deviatia standard relativa de repetabi- 1,9 3,1 1,8 3,9 4,5
litate (RSDy) (%)
Limita de repetabilitate (r) pg/g 6,0 4,2 4,7 6,4 6,3
Deviatia standard de reproductibilitate 7.4 3,8 6,6 4.7 4,5
(Swr) ng/g
Deviatia standard relativa de reproducti- 6,6 7,9 7,2 8,1 8,8
bilitate (RSDR) (%)
Limita de reproductibilitate (R) pg/g 20,8 10,7 18,4 13,3 12,5

Tipuri de probe

Brandy: duplicate martor.
Kirsch: duplicate martor.
Grappa: duplicate martor.
Whisky: nivele de divizare (*).
Rom: nivele de divizare (*).

mgaw»
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Anul testului interlaboratoare 1997

Numarul de laboratoare 32

Numarul de probe 5

Analit 3-metil-butan-1-ol

Probe A B C D E
Numarul laboratoarelor retinute dupa 23 23 24 27 21
eliminarea rezultatelor aberante
Numarul rezultatelor aberante (labora- 5 5 4 1 6
toare)
Numarul rezultatelor acceptate 46 46 48 54 42
Valoarea medie (X) pg/g 4594 2427 288.,4 142,2 212,3
120,4 (*) | 245,6 (*)

Deviatie standard de repetabilitate (S,) 5,0 2,4 34 2,4 32
ng/g
Deviatia standard relativd de repetabi- 1,1 1,0 1,2 1,8 1,4
litate (RSD,) (%)
Limita de repetabilitate (r) pg/g 13,9 6,6 9,6 6,6 9,1
Deviatia standard de reproductibilitate 29.8 13 21 8,5 6,7
(Sr) ng/g
Deviatia standard relativa de reproducti- 6,5 5,2 7,3 6,5 2,9
bilitate (RSDR) (%)
Limita de reproductibilitate (R) pg/g 83,4 35,4 58,8 23,8 18,7

Tipuri de probe

Brandy: duplicate martor.
Kirsch: duplicate martor.
Grappa: duplicate martor.
Whisky: nivele de divizare (*).
Rom: nivele de divizare (*).

mgoaw»>

IIL.3. DETERMINAREA  ACIDITATII VOLATILE A BAUTURILOR
SPIRTOASE

1. Domeniu de aplicare

Metoda a fost validatd printr-un test interlaboratoare pe rom, brandy,
rachiu de tescovind si rachiu de fructe, la niveluri variind intre la 30
mg/l si 641 mg/l.

2. Referinte normative

ISO 3696: 1987 Apa pentru uzul laboratoarelor de analizd — Specificatii si
metode de testare.

3. Definitii

3.1. Aciditatea volatild se calculeazi prin scaderea acidititii fixe din aciditatea
totala.

3.2.  Aciditatea totald reprezintd suma aciditdtilor titrabile.

3.3. Aciditatea fixa reprezintd aciditatea reziduului ramas dupa evaporarea pand
la uscare a bauturii spirtoase.

4. Principiu

Aciditatea totala si aciditatea fixd sunt determinate prin titrare sau prin
potentiometrie.

5. Reactivi si materiale

Pe durata analizei, dacd nu se specifica altfel, se utilizeaza doar reactivi cu
grad analitic recunoscut si apa de cel putin gradul 3, conform definitiei din
ISO 3696:1987.
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5.1.

5.2

6.1.

6.2.

6.3.

8.1.
8.1.1.

8.2.
8.2.1.

8.2.2.

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

Solutie indicator mixt:

Se cantareste 0,1 g de carmin indigo si 0,1 g de rosu de fenol.

Se dizolva In 40 ml apd si se completeaza pand la 100 ml cu etanol.
Aparaturi si echipamente

Aparatura indirecta de laborator, sticlarie gradatd A si urmatoarele:
Pompa de apa

Evaporator de tip rotativ sau o baie cu ultrasunete

Echipament pentru titrate potentiometrica (optional)

Prelevare si probe

Probele se depoziteaza la temperatura camerei inainte de analiza.

Mod de lucru
Aciditate totala
Pregatirea probei

Bautura spirtoasa se iradiazd cu ultrasunete (ultrasonicare) sau se agitd
timp de doud minute in vid pentru a se elimina dioxidul de carbon,
daca este necesar.

. Titrare

Se pipeteaza 25 ml din bautura spirtoasd intr-un balon Erlenmeyer de
500 ml.

Se adauga aproximativ 200 ml de apa distilata fiarta si racita (proaspat
pregatita zilnic) si 2-6 picaturi de solutie indicator mixt (5.2).

Se titreazd cu solutie de hidroxid de sodiu 0,01 M (5.1) pana cand
culoarea galben-verzui devine violet in cazul bauturii spirtoase incolore
si, respectiv, culoarea galben-maroniu devine rosu-maroniu in cazul
bauturii spirtoase maronii.

Titrarea se poate realiza, de asemenea, prin potentiometrie, pana la pH 7.5.

Se noteaza cu n; ml volumul solutiei de hidroxid de sodiu 0,01 M
adaugate.

. Calculare

Aciditatea totala (AT), exprimatd in miliechivalenti pe litru de bautura
spirtoasa, este egalda cu 0,4 x n;.

Aciditatea totalda (AT’), exprimatd in miligrame de acid acetic pe litru de
bautura spirtoasa, este egala cu 24 x n;.

Aciditate fixa
Pregatirea probei

Se lasa sa se evapore 25 ml din bautura spirtoasa pana la uscare:

Se pipeteaza 25 ml din bautura spirtoasd intr-o placd cilindrica de
evaporare cu fundul plat cu diametru de 55 mm. In timpul primei ore
de evaporare, placa de evaporare se plaseaza pe capacul unei bai de apa la
fierbere 1n asa fel incat lichidul sd nu fiarba, intrucat fierberea ar conduce
la pierderi prin stropire.

Se finalizeaza uscarea asezand placa de evaporare intr-un cuptor de uscare
la 105 °C timp de doud ore. Se lasa placa de evaporare sa se raceasca intr-
un desicator.

Titrare

Se dizolva reziduul ramas dupa evaporarea cu apa distilatd fiarta si racita
(proaspat pregitita zilnic), se completeazd pana la un volum de circa
100 ml si se adaugd 2-6 picaturi de solutie indicator mixt (5.2).
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8.2.3.

9.2.

9.3.

10.
10.1.

Se titreaza cu solutie de hidroxid de sodiu 0,01 M (5.1).
Titrarea se poate realiza, de asemenea, prin potentiometrie, pana la pH 7.5.

Se noteaza cu n, ml volumul solutiei de hidroxid de sodiu 0,01 M
adaugate.

Calculare

Aciditatea fixd (AF), exprimatd in miliechivalenti pe litru de bautura spir-
toasa, este egald cu 0,4 x n,.

Aciditatea fixa (AF), exprimata in miligrame de acid acetic pe litru de
bautura spirtoasa, este egala cu 24 x n,.

Calcularea acidititii volatile
Se exprimd in miliechivalenti pe litru:
Fie:

AT = aciditatea totala in miliechivalenti pe litru

AF = aciditatea fixa in miliechivalenti pe litru

Aciditatea volatila, AV, in miliechivalenti pe litru, este egala cu:
AT — AF

Se exprima in miligrame de acid acetic pe litru:

Fie:

AT’ = aciditatea totald in miligrame de acid acetic pe litru

AF' = aciditatea fixa in miligrame de acid acetic pe litru

Aciditatea volatila, AV, in miligrame de acid acetic pe litru, este egala cu:
AT — AF'

Se exprima in grame de acid acetic pe hl de alcool pur 100 % vol si este
egald cu:
TA' — FA’
A
unde A este taria alcoolica in volume a bauturii spirtoase.

x 10

Caracteristici de performanta ale metodei (precizia)
Rezultate statistice ale testului interlaboratoare

Urmatoarele date au fost obtinute dintr-un studiu international de
performanta a metodei efectuat cu proceduri acceptate la nivel inter-
national [1] [2].

Anul testului interlaboratoare 2000
Numarul de laboratoare 18
Numarul de probe 6

Probe A B C D E F
Numarul laboratoarelor retinute 16 18 18 14 18 18
dupa eliminarea rezultatelor
exceptionale
Numarul rezultatelor exceptionale 2 4
(laboratoare)
Numarul rezultatelor acceptate 32 36 36 28 36 36
Mean value( X )[mg/L] 272% 30 591* 46 107 492

241%* 641%

Deviatia standard de repetabilitate, 8,0 3,6 15,0 3,7 6,7 8,5
s, [mg/l]
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Probe A B C D E F

Deviatia standard relativa de repeta- 3,1 11,8 2,4 8,0 6,2 1,7
bilitate, RSDr [%]

Limita de repetabilitate, r [mg/L] 23 10 42 10 19 24

Deviatia standard de reproductibi- 8,5 8.4 25,0 4,55 13,4 24 .4
litate, sg [mg/L]

Deviatia standard relativa de repro- 3,3 27,8 4.1 9,9 12,5 5,0
ductibilitate, RSDg [%]

Limita de reproductibilitate, 24 23 70 13 38 68
R [mg/L]

Tipuri de probe:

A Rachiu de prune; nivel de ramificare *
B Rom I; duplicate oarbe

C Rom II; nivel de ramificare*

D Slibovita; duplicate oarbe

E  Brandy; duplicate oarbe

F  Rachiu de tescovind; duplicate oarbe

[1] ,,Protocol for the Design, Conduct and Interpretation of Method-
Performance Studies”, Horwitz, W. (1995) Pure and Applied
Chemistry 67, 332-343.

[2] Horwitz, W. (1982) Analytical Chemistry 54, 67A-76A
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V. ANETOL. DETERMINAREA TRANS-ANETOLULUI iN BAUTURILE
SPIRTOASE PRIN CROMATOGRAFIE IN FAZA GAZOASA

1. Domeniu de aplicare

Prezenta metoda este adecvatd pentru determinarea trans-anetolului in
bauturile spirtoase cu aroma de anason prin cromatografie capilard in
faza gazoasa.

2. Referinte normative

ISO 3696: 1987 Apa pentru utilizare analiticd de laborator — Caracte-
ristici si metode de testare.

3. Principiu

Concentratia in trans-anetol a bauturii spirtoase se determina prin croma-
tografie in fazd gazoasa (GC). Dupa addugarea aceleiasi cantitati de
etalon intern, de exemplu 4-alilanisol (estragol), cand estragolul nu este
prezent in mod natural in esantion, esantionul de testare, pe de o parte, si
solutia de referinta continand trans-anetol de concentratie cunoscutd, pe
de alta parte, ambele se dilueaza apoi cu ajutorul unei solutii de etanol de
45 % si se injecteaza direct in cromatograf. Este necesard o extractie
inainte de prepararea si analiza esantionului pentru bauturile spirtoase
cu o concentratie mare in glucide.

4. Reactivi si materiale

in cursul analizei, se utilizeazi exclusiv reactivi de o puritate de
minimum 98 % si apd din minimum clasa 3, in conformitate cu
definitia standardului ISO 3696.

Substantele de referinta trebuie pastrate la rece (aproximativ 4 °C), la
adapost de lumina, in recipiente de aluminiu sau flacoane speciale din
sticla colorata (brund) pentru reactivi. Dopurile trebuie prevazute, de
preferintd, cu un dispozitiv de etansare din aluminiu. Trans-anetolul
trebuie ,,decongelat” din starea sa cristalind inainte de utilizare, dar in
nici un caz temperatura sa nu trebuie sa depaseasca 35 °C.

4.1.  Etanol de 96 % vol. (CAS 64-17-5)
4.2. I-metoxi-4-(1-propenil) benzen; (trans-anetol) (CAS 4180-23-8)
4.3. Etalon intern propus: 4-alilanisol, (estragol) (CAS 140-67-0)
4.4. Etanol de 45 % vol.
Se adauga 560 g de apa distilata la 378 g de etanol de 96 % vol.

4.5.  Prepararea solutiilor etalon

Toate solutiile etalon trebuie pastrate la temperatura camerei (15-35 °C),
la adapost de lumina, in recipiente de aluminiu sau flacoane din sticla
coloratd (brund) pentru reactivi. Dopurile trebuie prevazute, de preferinta,
cu un dispozitiv de etansare din aluminiu.

Trans-anetolul si 4-alilanisolul sunt practic insolubile in apa, de aceea
este necesar sa fie dizolvate in putin etanol de 96 % (punctul 4.1) Tnainte
de adaugarea etanolului de 45 % (punctul 4.4).

Solutiile-mama trebuie reinnoite saptamanal.

4.5.1. Solutia etalon A

Solutie-mama de trans-anetol (concentratie: 2 g/I)

Se cantaresc 40 mg de trans-anetol (punctul 4.2) intr-un balon gradat de
20 ml (sau 400 mg in 200 ml etc.). Se adaugd putin etanol de 96 %
(punctul 4.1) si se completeaza la capacitate cu etanol de 45 % vol.
(punctul 4.4). Se amesteca bine.
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5.2.

5.3.

5.4.

Solutia etalon intern B

Solutie-mama de etalon intern, de exemplu de estragol (concentratie: 2
g/

Se cantaresc 40 mg de estragol (vezi punctul 4.3) intr-un balon gradat de
20 ml (sau 400 mg in 200 ml etc.). Se adaugd putin etanol de 96 %
(punctul 4.1) si se completeazd la capacitate cu etanol de 45 % vol.
(punctul 4.4). Se amesteca bine.

Solutii utilizate pentru verificarea linearitatii raspunsului detectorului cu
ionizare in flacard

Raspunsul privind linearitatea la detectorul cu ionizare in flacard trebuie
controlat in vederea analizei pentru o serie de concentratii a trans-
anetolului din bauturile spirtoase de la 0 g/l pana la 2,5 g/l. In timpul
procedurii de analiza, esantioanele necunoscute de bauturi spirtoase ce
trebuie analizate se dilueaza de 10 ori (punctul 8.3). Pentru conditiile
analizei descrise in prezenta metoda, solutiile-mama ce corespund unor
concentratii de 0, 0,05, 0,1, 0,15, 0,2 si 0,25 g/l de trans-anetol in
esantionul de analizat se prepard dupd cum urmeazd: se preleveazd cu
ajutorul pipetelor 0,5, 1, 1,5, 2 si 2,5 ml de solutie-mama A (punctul
4.5.1) si se introduc prelevirile in baloane gradate separate de 20 ml. in
fiecare balon, se introduc cu o pipetd 2 ml de solutie etalon intern B
(punctul 4.5.2) si se completeaza la capacitate cu etanol de 45 % vol. Se
amestecd bine.

Se utilizeaza solutia martor (punctul 8.4) ca solutie de 0 g/I.

Solutia etalon C

Se introduc cu pipeta 2 ml de solutie etalon A (punctul 4.5.1) intr-un
balon gradat de 20 ml, se adauga 2 ml de solutie etalon intern B (punctul
4.5.2) si se completeazd la capacitate cu etanol de 45 % vol. (punctul
4.4). Se amesteca bine.

Aparaturi si echipamente

Cromatograf in fazd gazoasa, dotat cu un detector cu ionizare in flacara si
cu un integrator sau orice alt sistem de colectare si de gestionare a
datelor capabil sa masoare ariile sau inaltimile varfului si echipat cu
un dispozitiv automat de esantionare sau cu aparatele necesare pentru
injectarea manuald a esantionului.

Injector divizat/nedivizat

Coloana cromatograficd capilara cu urmatoarele caracteristici, de
exemplu:

lungime: 50 m,
diametru intern: 0,32 mm,
grosimea filmului: 0,2 pm

fazd stationard: FFAP — polimer poros reticulat din polietilen glicol
modificat cu TPA.

Materiale de laborator de utilizare curenta: sticlarie gradata de precizie A,
balantd de analiza (precizie: = 0,1 mg).

Conditii de desfisurare a cromatografiei in fazi gazoasa

Tipul si dimensiunile coloanei, precum si conditiile de operare ale croma-
tografiei in fazd gazoasa trebuie sa permita separarea anetolului de
etalonul intern si de orice alta substanta ce ar putea interveni. Conditiile
tipice de lucru pentru coloana prezentatd ca exemplu la punctul 5.3 sunt
urmatoarele:
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6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

gaz transportor: heliu analitic
debit: 2 ml/min

temperatura injectorului: 250 °C
temperatura detectorului: 250 °C

conditii de temperaturd ale cuptorului: palier izoterm la 180 °C timp de
10 minute

volum de injectare: 1 pl, raport 1:40.

Esantioane

Esantioanele trebuie pastrate la temperatura camerei, ferite de lumina si
de frig.

Mod de lucru
Cautarea prezentei eventuale a estragolului in esantion

Pentru a se asigura ca esantionul nu contine in mod natural estragol, este
necesar sd se efectueze o analizd martor fard addugarea vreunui etalon
intern. Daca esantionul contine in mod natural estragol, atunci se alege
alt etalon intern (de exemplu, mentolul).

Se introduc cu o pipetd 2 ml de esantion intr-un balon gradat de 20 ml si
se completeaza la capacitate cu etanol de 45 % vol. (punctul 4.4). Se
amestecd bine.

Prepararea esantioanelor necunoscute

Se introduc cu o pipeta 2 ml de esantion intr-un balon gradat de 20 ml,
apoi se adauga 2 ml de solutie etalon intern B (punctul 4.5.2) si se
completeaza la capacitate cu etanol de 45 % vol. (punctul 4.4). Se
amestecd bine.

Analiza martor

Se introduc cu o pipetd 2 ml de solutie etalon intern B (punctul 4.5.2)
intr-un balon gradat de 20 ml si se completeaza la capacitate cu etanol de
45 % vol. (punctul 4.4). Se amestecd bine.

Test de linearitate

Inainte de inceperea analizei, trebuie verificatd linearitatea raspunsului
detectorului cu ionizare in flacara, analizand de trei ori succesiv fiecare
dintre solutiile etalon pentru controlarea linearititii (punctul 4.5.3).

De la ariile sau inaltimile varfului integratorului, pentru fiecare injectare,
se reprezintd grafic concentratia in g/l a solutiei-mama corespunzatoare in
functie de raportul R.

R = aria sau inaltimea varfului trans-anetolului impartita la inaltimea sau
aria varfului estragolului.

Se obtine o reprezentare lineara.

Determinare

Se injecteazd solutia martor (punctul 8.3), apoi solutia etalon C (punctul
4.5.4), urmata de unul dintre etaloanele de linearitate (punctul 4.5.3) care
va servi drept esantion de control al calitdtii (acesta se poate alege cu
referire la concentratia probabild a trans-anetolului in esantionul necu-
noscut), apoi cinci esantioane necunoscute (punctul 8.2). Pentru a asigura
stabilitatea analiticd, se introduce un esantion de control al linearitatii (de
control al calitatii) dupd fiecare serie de cinci esantioane necunoscute.
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9.1.

9.2.

9.3.

10.

11.

Calcularea factorului de raspuns

Se masoara ariile varfului (utilizand un integrator sau alt sistem de
colectare si de gestionare a datelor) sau findltimile varfului (integrare
manuald) pentru trans-anetol si pentru etalonul intern.

Calcularea factorului de raspuns (RF;)

Factorul de raspuns se calculeaza in urmatorul mod:

RF; = (Cj/aria sau inaltimea;) * (aria sau inaltimea;y/Cis)

unde:

G este concentratia trans-anetolului in solutia etalon A (punctul
4.5.1)

Cis este concentratia etalonului intern in solutia etalon B (punctul
4.52)

aria; este aria (sau naltimea) varfului trans-anetolului
aria;;  este aria (sau indltimea) varfului etalonului intern

Factorul RF; se calculeaza din cele cinci esantioane de solutie C (punctul
4.5.4).

Analiza solutiilor de testare a linearitatii raspunsului detectorului cu
ionizare in flacara

Se injecteaza solutiile de testare a linearitatii (punctul 4.5.3).

Analiza esantionului

Se injecteazd solutia de esantion necunoscut (punctul 8.2).

Calcularea rezultatelor

Formula pentru calcularea concentratiei trans-anetolului este urmatoarea:

¢; = Cis * (aria sau indltimeay/aria sau inaltimea;s)*RF;

unde
G este concentratia necunoscuta a trans-anetolului
Cis este concentratia etalonului intern in esantionul

necunoscut (punctul 4.5.2)
aria sau indltimea;  este aria sau indltimea varfului trans-anetolului
aria sau inaltimea;; este aria sau inaltimea varfului etalonului intern

RF; este coeficientul raspunsului (calculat conform
punctului 9.1)

Concentratia trans-anetolului se exprima in grame pe litru, cu o zecimala.

Asigurarea si controlul calititii

Cromatogramele trebuie sa prezinte o buna separare a anetolului de
etalonul intern, precum si de orice alte substante ce ar putea interveni.
Valoarea RF; se calculeaza din rezultatele celor cinci injectii de solutie C
(punctul 4.5.4). in cazul in care coeficientul de variatie [CV % = (decalaj
standard/medie)*100] se incadreaza in jurul valorii de 1 %, valoarea
medie a factorului RF; este acceptabila.
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12.

12.1.

12.2.

12.2.1.

12.2.2.

12.3.

12.4.
12.4.1.

12.4.2.

Calculul anterior trebuie utilizat pentru a se calcula concentratia trans-
anetolului din esantionul ales pentru controlul calitatii dintre solutiile
pentru controlarea linearitatii (punctul 4.5.3).

Daca rezultatele medii calculate pornind de la analiza solutiei pentru
controlarea linearitatii alese ca esantion intern de control al calitatii
(ICC) se incadreaza in jurul valorii de 2,5 % din valoarea lor teoretica,
atunci rezultatele obtinute pentru esantioanele necunoscute sunt
considerate acceptabile.

Tratarea esantioanelor de bauturi spirtoase cu un continut mare de
zahdr si a esantioanelor de lichior inainte de analiza prin cromato-
grafie in faza gazoasa

Extragerea alcoolului din bauturile spirtoase cu un continut mare de zahar
pentru a determina concentratia in trans-anetol prin cromatografia
capilara in fazd gazoasa.

Principiu

Se preleveazd o parte alicotd din esantionul de lichior, la care se adaugd
etalonul intern, la o concentratie similara celei a analitului (trans-anetolul)
prezent in lichior. Se adauga apoi fosfat de sodiu dodecahidrat si sulfat
de amoniu anhidru. Amestecul se agitd bine si se refrigereazd. Se separa
doud faze, iar faza alcoolicd superioard se recupereaza. Se preleveazd o
parte alicotd din aceasta faza alcoolica si se dilueaza cu o solutie de
etanol de 45 % vol. (punctul 4.4). Trebuie mentionat ca in acest stadiu
nu se adaugd nici un etalon intern, deoarece a fost deja addugat. Solutia
obtinutd se analizeaza prin cromatografie in fazd gazoasa.

Reactivi si materiale

In cursul extractiei, se utilizeazd exclusiv reactivi de o puritate de
minimum 99 %.

Sulfat de amoniu anhidru (CAS 7783-20-2).
Fosfat de sodiu dibazic, dodecahidrat (CAS 10039-32-4).

Aparatura si echipamente

Baloane conice, baloane de separare, frigider.

Mod de lucru
Cautarea estragolului in esantion

Pentru a se asigura cd esantionul nu contine in mod natural estragol, este
necesar sa se efectueze o prelevare martor (punctul 12.6.2) si sa se
realizeze analiza acesteia fard a se adduga vreun etalon intern. Daca se
dovedeste ca esantionul contine in mod natural estragol, este necesar sa
se aleaga alt etalon intern.

Extragerea

Se introduc cu pipeta 5 ml de etanol de 96 % vol. (punctul 4.1) intr-un
balon conic, apoi se adauga succesiv 50 mg de etalon intern (punctul 4.3)
si 50 ml de esantion. Se adaugd 12 g de sulfat de amoniu anhidru
(punctul 12.2.1) si 8,6 g de fosfat de sodiu dibazic, dodecahidrat
(punctul 12.2.2). Se inchide balonul conic.

Se agitd balonul timp de cel putin treizeci de minute. Se poate utiliza un
dispozitiv de agitare mecanicd, dar nu o bard magneticd pentru agitare
acoperitd cu teflon, deoarece teflonul absoarbe o parte din analit. Trebuie
retinut ca sarurile adaugate nu se vor dizolva complet.

Balonul inchis se pune intr-un frigider (T <5 °C), timp de cel putin doua
ore.
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12.4.3.

12.5.

12.6.

12.7.

13.

Dupa aceea, ar trebui sd poata fi observate doua straturi distincte in faza
lichidd si un reziduu solid. Stratul de alcool trebuie sa fie limpede; daca
nu este asa, se pune din nou balonul in frigider pana se observa o
separare neta.

Cand stratul de alcool este limpede, se preleveaza cu grija o parte alicota
(10 ml, de exemplu), fara a tulbura stratul apos, apoi se pune intr-un
flacon de sticla bruna si se inchide cu grija.

Prepararea extractului de esantion ce trebuie analizat

Se asteaptd pand cand extractul (punctul 12.4.2) ajunge la temperatura
camerei.

Se preleveazd 2 ml din stratul de alcool al extractului de esantion la
temperatura camerei, se introduc cu pipeta intr-un balon gradat de
20 ml, se completeaza la capacitate cu etanol de 45 % vol. (punctul
4.4) si se amesteca bine.

Determinare

Se urmeaza modul de lucru prezentat la punctul 8.5.

Calcularea rezultatelor

Pentru calcularea rezultatelor se utilizeaza urmatoarea formula:

Ci = (mjs/V) x (area; /area;s) * RF;

unde:

myg este masa etalonului intern (punctul 4.3) prelevat (punctul
12.4.2) (in miligrame)

\% este volumul esantionului necunoscut (50 ml)

RF; este factorul de raspuns (punctul 9.1)

aria; este aria varfului trans-anetolului

ariajg este aria varfului etalonului intern

Rezultatele se exprima in grame pe litru, cu o zecimala.

Controlul si asigurarea calitatii

Se urmeazd modul de lucru prezentat la punctul 11.

Caracteristicile de performanta ale metodei (precizia)

Rezultate statistice ale testului interlaboratoare:
Tabelele de mai jos prezinta valorile anetolului.

Datele mentionate provin dintr-un studiu international privind perfor-
mantele metodei, realizat conform procedurilor autorizate la nivel inter-
national.

Anul testului interlaboratoare 1998
Numarul de laboratoare 16
Numarul de esantioane 10

Analit anetol
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Pastis:

Esantioane A B C D E F
Numadrul laboratoarelor retinute 15 15 15 13 16 16
dupa eliminarea rezultatelor
exceptionale
Numarul rezultatelor exceptionale 1 1 1 3 - -
(laboratoare)
Numarul rezultatelor acceptate 30 30 30 26 16 16
Valoare medie g/l 1,477 | 1,955 1,940 | 1,833 1,741 1,754
Decalaj standard de repetabilitate | 0,022 | 0,033 | 0,034 | 0,017 — —
(8o g/l
Decalaj standard relativ de repeta- 1,5 1,7 1,8 0,9 - -
bilitate (RSD;) (%)
Limita de repetabilitate (r) g/l 0,062 | 0,093 | 0,096 | 0,047 - -
Decalaj standard de reproductibi- | 0,034 | 0,045 | 0,063 | 0,037 | 0,058 | 0,042
litate (Sg) g/l
Decalaj standard relativ de repro- 2,3 2,3 32 2,0 33 2,4
ductibilitate (RSDg) (%)
Limita de reproductibilitate | 0,094 | 0,125 | 0,176 | 0,103 | 0,163 | 0,119
R) gl

Tipuri de esantioane:

A pastis, duplicate oarbe
B pastis, duplicate oarbe
C  pastis, duplicate oarbe
D pastis, duplicate oarbe
E  pastis, duplicate unice
F  pastis, duplicate unice

Alte bauturi spirtoase cu aroma de anason:

Esantioane G H 1 J
Numarul laboratoarelor retinute 16 14 14 14
dupa  eliminarea  rezultatelor
exceptionale
Numarul rezultatelor - 2 1 1

exceptionale (laboratoare)

Numarul rezultatelor acceptate 32 28 28 28

Valoare medie g/l 0,778 1,742 | 0,351 | 0,599
0,530 (*)

Decalaj standard de repetabilitate | 0,020 0,012 | 0,013 | 0,014

(S g/l

Decalaj standard relativ de repe- 3,1 0,7 3.8 2,3

tabilitate (RSD,) (%)

Limita de repetabilitate (r) g/l 0,056 0,033 | 0,038 | 0,038

Decalaj standard de reproductibi- [ 0,031 0,029 | 0,021 | 0,030
litate (Sg) g/l

Decalaj standard relativ de repe- 4,8 1,6 5,9 5,0
tabilitate (RSDgr) (%)

Limita de reproductibilitate (R) [ 0,088 0,080 | 0,058 | 0,084
g/l

Tipuri de esantioane:

G ouzo, niveluri de ramificare (¥)

H anason, duplicate oarbe

I lichior cu aroma de anason, duplicate

J  lichior cu aroma de anason, duplicate.
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VL. ACID GLICIRIZIC. DETERMINAREA ACIDULUI GLICIRIZIC
PRIN CROMATOGRAFIE LICHIDA DE iINALTA PERFORMANTA

1. Domeniu de aplicare

Prezenta metoda este adecvatd pentru determinarea acidului glicirizic in
bauturile spirtoase cu aroma de anason prin cromatografie lichida de inalta
performanta (HPLC). Regulamentul (CEE) nr. 1576/89 prevede ca orice
bauturd spirtoasd cu aromd de anason numita ,,pastis” trebuie sd prezinte
un continut in acid glicirizic cuprins intre 0,05 g si 0,5 g per litru.

2. Referinte normative

ISO 3696: 1987 Apa pentru utilizare analitica de laborator — Caracteristici
si metode de testare.

3. Principiu

Concentratia in acid glicirizic se determind utilizand cromatografia lichida
de inalta performanta (HPLC) cu detectare UV. Se filtreaza o solutie
etalon si esantionul de testare si se injecteazd separat si direct in
sistemul HPLC.

4. Reactivi si materiale

in cursul analizei, se folosesc exclusiv reactivi adaptati la cromatografia
lichida, etanol absolut si apa de clasa 3, in conformitate cu definitia din
standardul ISO 3696.

4.1. Etanol de 96 % vol. (CAS 64-17-5)

4.2.  Glicirizinat de amoniu C4,Hg;016.NH;3 (Sare de acid glicirizic monoamo-
niacal)

(Masa molara: 839,98) (CAS 53956-04-0): puritate de minimum 90 %
(Masa molara a acidului glicirizic: 822,94)
4.3.  Acid acetic cristalizabil, CH;COOH, (CAS 64-19-7)
4.4. Metanol, CH3;0H (CAS 67-56-1)
4.5.  Etanol de 50 % vol.
Pentru 1 000 ml la 20 °C:
— etanol de 96 % vol. (punctul 4.1): 521 ml
— apa (punctul 2.0): 511 ml.

4.6. Prepararea solutiilor de eluare pentru cromatografie lichida de inalta
performanta

4.6.1. Solvent de eluare A (exemplu)
80 de parti (volume) de apa (punctul 2.0)
20 de parti (volume) de acid acetic (punctul 4.3).
Se degazeaza solventul de eluare timp de cinci minute.

Nota: daca apa care se utilizeazd nu a fost microfiltratd, se recomanda
filtrarea solventului de eluare preparat cu ajutorul unui filtru pentru
solventi organici cu un diametru al porilor mai mic sau egal cu 0,45
pm.

4.6.2. Solvent de eluare B

Metanol (punctul 4.4)
4.7. Prepararea solutiilor etalon

Toate solutiile etalon trebuie reinnoite la fiecare doud luni.
4.7.1. Solutia de referinta C

Se cantaresc, cu o eroare de maximum 0,1 mg, 25 mg de glicirizinat de
amoniu (punctul 4.2) intr-un balon gradat de 100 ml. Se adauga etanol de
50 % vol. (punctul 4.5) si se dizolva glicirizinatul de amoniu. Dupa
dizolvare, se completeaza pana la semn cu o noud cantitate de etanol de
50 % vol. (punctul 4.5).
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4.7.2.

5.1.
5.1.1.

5.2.

5.3.

5.4.
5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

6.2.

Se filtreaza cu ajutorul unui filtru pentru solventi organici.

Solutii etalon (folosite pentru a controla linearitatea rdspunsului instrumen-
telor)

Se prepard o solutie-mama de 1,0 g/l introducdnd, cu o eroare de
maximum 0,1 mg, 100 mg de glicirizinat de amoniu fintr-un balon
gradat de 100 ml. Se adauga putin etanol de 50 % vol. (punctul 4.5) si
se dizolva glicirizinatul de amoniu. Dupa dizolvare, se completeaza pana
la semn cu o noua cantitate de etanol de 50 % vol. (punctul 4.5).

Se prepara cel putin alte patru solutii ce corespund la 0,05, 0,1, 0,25 si 0,5
g/l de glicirizinat de amoniu, prelevand cu ajutorul unei pipete respectiv
5 ml, 10 ml, 25 ml si 50 ml din solutia-mama de 1,0 g/l in baloane gradate
separate de 100 ml. Se completeaza apoi pana la semn cu o noua cantitate
de etanol de 50 % vol. (punctul 4.5) si se amesteca bine.

Se filtreaza toate solutiile cu ajutorul unui filtru pentru solventi organici.

Aparatura si echipamente
Sistem de separare

Cromatografie lichida de inaltd performanta

. Sistem de pompare ce permite obtinerea si mentinerea unui debit constant

sau programat de inalta precizie

. Sistem de detectare prin spectrofotometrie in domeniul UV: se regleaza la

254 nm

. Sistem de degazare a solventilor

Integrator computerizat sau inregistrator ce functioneaza in deplind compa-
tibilitate cu restul sistemului

Coloana (exemplu):

material: otel inoxidabil sau sticld
diametru interior: 4-5 mm
lungime: 100-250 mm

fazd stationara: silicagel reticulat cu grup functional octadecil (C18), de
preferinta sferic, cu o granulometrie maxima de 5 pm

Echipament de laborator

Balanta de analiza (precizie: 0,1 mg)
Sticlarie gradata de precizie (clasa A)
Dispozitiv de filtrare pentru volume mici pe micromembrana

Conditii ale cromatografiei

Caracteristicile eluarii (exemplu):
— debit: 1 ml/minut;

— solvent A = 30 %;

— solvent B = 70 %.

Detectare:

— UV = 254 nm.

Mod de lucru
Prepararea esantionului de bautura spirtoasd

Se filtreazd, dacd este necesar, printr-un filtru pentru solventi organici
(diametrul porilor: 0,45 um).
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7.2.  Determinare
Dupa stabilizarea conditiilor cromatografice:
— se injecteaza 20 pl de solutie de referintda C (punctul 4.7.1)
— se injecteaza 20 pl de solutie de esantion
— se compara cele douda cromatograme. Se identifica varfurile acidului
glicirizic dupa timpul lor de retentie. Se masoara ariile (sau inaltimile)

lor si se calculeaza concentratia in g/l, pana la doua zecimale, folosind
urmatoarea ecuatie:

—Cx h x P x 823
T H x 100 x 840
unde:
c este concentratia in g/l a acidului glicirizic in bautura spirtoasa
analizata

C este concentratia in g/l a glicirizinatului de amoniu in solutia de
referinta

h este aria (sau indltimea) varfului acidului glicirizic din bautura
spirtoasa analizata

H este aria (sau indltimea) varfului acidului glicirizic din solutia de
referinta

P este puritatea glicirizinatului de amoniu utilizat ca substantd de
referintd (in %)

823 este masa molard a acidului glicirizic
840 este masa molara a glicirizinatului de amoniu

8. Caracteristicile de performanta ale metodei (precizia)

Rezultate statistice ale testului interlaboratoare
Tabelul de mai jos prezinta valorile acidului glicirizic.

Datele mentionate provin dintr-un studiu international privind perfor-
mantele metodei, realizat conform procedurilor autorizate la nivel inter-

national.
Anul testului interlaboratoare: 1998
Numarul de laboratoare: 16
Numarul de esantioane: 5
Analit: acid glicirizic

Esantioane A B C D F
Numarul laboratoarelor retinute dupa 13 14 15 16 16
eliminarea rezultatelor exceptionale
Numarul rezultatelor exceptionale 3 2 1 - -
(laboratoare)
Numarul rezultatelor acceptate 26 28 30 32 32
Valoare medie g/l 0,046 0,092 0,089 0,249 0,493

(*) 0,099

Decalaj standard de repetabilitate | 0,001 0,001 0,001 0,002 0,003
(S gl
Decalaj standard relativ de repetabi- 1,5 1,3 0,7 1,0 0,6
litate (RSD;) (%)
Limita de repetabilitate (r) g/l 0,002 0,004 0,002 0,007 0,009
Decalaj standard de reproductibilitate | 0,004 0,007 0,004 0,006 0,013
(Sr) g/l
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Esantioane A B C D F

Decalaj standard relativ de reproduc- 8,6 7,2 4,0 2,5 2,7
tibilitate (RSDR) (%)

Limita de reproductibilitate (R) g/l 0,011 0,019 0,010 0,018 0,037

Tipuri de esantioane:

A pastis, duplicate oarbe

pastis, duplicate, la doud niveluri de concentrare (*)
pastis, duplicate oarbe

pastis, duplicate oarbe

m g O w

pastis, duplicate oarbe
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VII. CALCONE. METODA DE CROMATOGRAFIE LICHIDA DE
iNALTA PERFORMANTA PENTRU A VERIFICA PREZENTA
CALCONELOR N PASTIS

1. Domeniu de aplicare

Prezenta metoda este adecvata pentru determinarea prezentei calconelor in
bauturile cu aromd de anason. Calconele sunt coloranti naturali din familia
flavonoidelor, prezenti in lemnul dulce (Glycyrrhiza glabra).

Pentru ca o bautura spirtoasa cu aroma de anason sa se numeasca ,,pastis”,
aceasta trebuie sd contind calcone [Regulamentul (CEE) nr. 1576/89].

2. Referinte normative

ISO 3696: 1987 Apa pentru utilizare analiticd de laborator — Caracteristici
si metode de testare.

3. Principiu

Se prepara o solutie de extract de lemn dulce de referinta. Prezenta sau
absenta calconelor se determina prin cromatografie lichida de finalta
performantd cu detectare UV.

4. Reactivi si materiale

in cursul analizei, se folosesc doar reactivi adaptati la cromatografia
lichidd de inaltd performantd. Etanolul trebuie si fie de 96 % vol.
Trebuie sa se foloseascd doar apa de clasa 3 (in conformitate cu
definitia din norma ISO 3696).

4.1. Etanol de 96 % vol. (CAS 64-17-5)

4.2.  Acetonitril CH;CN, (CAS 75-05-8)

4.3.  Substanta de referinta: Glycyrrhiza glabra (lemn dulce)

Lemn dulce (Glycyrrhiza glabra) macinat mare. Dimensiuni medii ale
particulelor de tip ,batonase”: lungimea 10-15 mm, grosimea 1-3 mm.

4.4. Acetat de sodiu CH;COONa, (CAS 127-09-3)
4.5.  Acid acetic cristalizabil CH;COOH, (CAS 64-19-7)
4.6.  Prepararea solutiilor
4.6.1. Etanol de 50 % vol.
Pentru 1 000 ml la 20 °C:
— etanol de 96 % vol. (punctul 4.1): 521 ml
— apa (punctul 2.0): 511 ml
4.6.2. Solventul A: acetonitril
Acetonitril (punctul 4.2) de puritate analiticd pentru HPLC.
Se degazeaza

4.6.3. Solventul B: 0,1 M dintr-o solutie tampon de acetat de sodiu cu pH de
4,66

Se cantaresc 8,203 g de acetat de sodiu (punctul 4.4), se adauga 6,005 g
de acid acetic cristalizabil (punctul 4.5) si se completeazd pana la 1 000 ml
cu apd (punctul 2) intr-un balon gradat.

5. Prepararea extractului de referintd din Glycyrrhiza glabra (punctul
4.3)

5.1.  Se cantaresc 10 g de lemn dulce micinat (Glycyrrhiza glabra) (punctul
4.3) si se pun intr-un balon de distilare cu fund rotund.

— Se adaugd 100 ml de etanol de 50 % vol. (punctul 4.6.1)
— Se distileaza sub reflux timp de o ord
— Se filtreaza

— Se rezerva filtratul pentru o utilizare ulterioara.
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5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

6.1.
6.1.1.

6.1.2.

6.4.

6.4.1.

6.4.2.

6.4.3.

6.44.

6.5.
6.5.1.

Se recupereaza extractul de lemn dulce prezent in filtru.

— Se pune intr-un balon de distilare cu fund rotund

— Se adauga 100 ml de etanol de 50 % vol. (punctul 4.6.1)

— Se fierbe sub reflux pentru o ora

— Se filtreaza. Se pastreaza filtratul pentru o utilizare ulterioara.
Extragerea de lemn dulce trebuie sa se efectueze de trei ori succesiv.
Se combind cele trei filtrate.

Se evapora faza solvent (punctul 5.4) cu ajutorul unui evaporator de tip
rotativ.

Se recupereaza extractul rezidual (punctul 5.5) cu 100 ml de etanol de
50 % vol. (punctul 4.6.1).

Aparatura si echipamente
Sistem de separare

Cromatografie lichidd de inaltd performantd

Sistem de pompare ce permite obtinerea si mentinerea unui debit constant
sau programat la inaltd presiune

. Sistem de detectare prin spectrofotometrie in domeniul UV/vizibil care se

poate regla la 254 nm si 370 nm

. Sistem de degazare a solventilor

. Cuptor in coloana cu temperatura reglata la 40 °C = 0,1 °C

Integrator computerizat sau inregistrator ce functioneaza in compatibilitate
cu restul sistemului de separare

Coloana:

material: otel inoxidabil sau sticla
diametru interior: 4-5 mm

faza stationara: silicagel reticulat cu grupare functionald de tip derivat
octadecil (C18), cu o granulometric maxima de 5 pm (faza reticulatd).

Echipament obisnuit de laborator, mai ales:
balantd de analiza (precizie: = 0,1 mg)

aparat de distilare echipat cu un condensator cu reflux ce cuprinde, de
exemplu:

— un balon de 250 ml cu fund rotund cu imbinare slefuita standardizata
— un condensator cu reflux de o lungime de 30 cm

— o sursa de caldurd (orice pirogenare a materiilor extractive trebuie
evitatd cu ajutorul unui dispozitiv corespunzator)

Aparat de evaporare de tip rotativ
Dispozitiv de filtrare (palnie Buchner, de exemplu)

Conditii ale cromatografiei (exemplu)

Caracteristici de eluare a solventilor A (punctul 4.6.2) si B (punctul 4.6.3):
— se trece de la gradientul 20/80 (v/v) la 50/50 (v/v) in 15 minute
— se trece de la gradientul 50/50 (v/v) la 75/25 (v/v) in 5 minute

— tarie egala la 75/25 (v/v) timp de 5 minute
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— stabilizare a coloanei intre doud injectari
— tarie egala la 20/80 (v/v) timp de 5 minute.
6.5.2. Debit: 1 ml/minut
6.5.3. Reglari ale detectorului cu UV

Detectorul trebuie reglat la 370 nm pentru a detecta prezenta calconelor si
apoi la 254 nm pentru a detecta acidul glicirizic.

Nota: schimbarea lungimilor de unda (de la 370 nm la 254 nm) trebuie
efectuatd cu 30 de minute Tnainte de inceperea varfului de eluare a
acidului glicirizic.

7. Mod de lucru
7.1.  Prepararea esantionului de bautura spirtoasa

Se filtreaza printr-un filtru pentru solventi organici (diametrul porilor: 0,45

pm).

7.2.  Prepararea extractului rezidual de lemn dulce (punctul 5.6)

fnaintea analizei, se procedeazi la o diluare de 1:10 in etanol de 50 % vol.
(punctul 4.6.1).

7.3.  Determinare

7.3.1. Se injecteaza 20 pl din extractul de lemn dulce preparat (punctul 7.2). Se
efectueaza analiza in conditiile cromatografice descrise anterior (punctul
6.5).

7.3.2. Se injecteaza 20 pl din esantion (bautura spirtoasd cu aroma de anason,
punctul 7.1). Se efectueazd analiza in conditiile cromatografice descrise
anterior (punctul 6.5).

7.3.3. Se compard cele doud cromatograme obtinute. Trebuie sd existe o mare
asemanare intre cele doua cromatograme in zona de iesire a calconelor (in
timpul detectarii la 370 nm in conditiile de analiza descrise anterior). Vezi
figura 1.

8. Cromatograma caracteristici pentru pastis
Figura 1

Cromatograma obtinutd prin metoda descrisa anterior, indicand prezenta calconelor intr-un
pastis. Varfurile de la 1 la 8 corespund calconelor, iar varful 9 acidului glicirizic.

1 Acid glicirizic

0.1000
|
(&3]
T
0.1000

Absorbanta
0.0500
I
T
0.0500
Absorbanta
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Caracteristicile de performanti ale metodei (precizia)

Rezultatele testului interlaboratoare

Tabelul de mai jos prezintd caracteristicile de performanta pentru identi-
ficarea prezentei sau absentei calconelor in pastis si in bauturile spirtoase

cu aroma de anason.

Datele mentionate provin dintr-un studiu international privind perfor-
mantele metodei, realizat conform procedurilor autorizate la nivel inter-

national.
Anul testului interlaboratoare: 1998
Numarul de laboratoare: 14
Numarul de esantioane: 11
Analit: calcone
Esantioane A B C D E F

Numarul laboratoarelor retinute dupa | 14 14 14 14 14 13
eliminarea rezultatelor exceptionale
Numarul rezultatelor exceptionale - - - - - 1(*)
(laboratoare)
Numarul rezultatelor acceptate 28 14 14 28 28 26
Numarul rezultatelor atestand | 28 14 14 0 28 0
prezenta calconelor
Numarul rezultatelor atestand absenta 0 0 0 28 0 26
calconelor
Procentul rezultatelor corecte (%) 100 100 100 100 100 100
(*) Rezultate incompatibile intre cele doud duplicate, datorate unei erori de esantionare.

Esantioane G H I J K
Numarul  laboratoarelor — retinute  dupa 14 14 14 14 14
eliminarea rezultatelor exceptionale
Numarul rezultatelor exceptionale (labora- - - - - -
toare)
Numarul rezultatelor acceptate 28 14 14 28 28
Numarul rezultatelor atestand prezenta calco- 0 0 0 0 0
nelor
Numarul rezultatelor atestand absenta calco- 28 14 14 28 28
nelor
Procentul rezultatelor corecte (%) 100 100 100 100 100

Tipuri de esantioane:

A pastis, duplicate oarbe

B pastis, esantion unic

C pastis, esantion unic

D ,pastis” (fara calcone), duplicate oarbe

E ,pastis” (fard calcone), duplicate oarbe

F lichior cu aroma de anason (fara calcone), duplicate oarbe
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lichior cu aroma de anason (fard calcone), duplicate oarbe

H ouzo, (fara calcone), esantion unic

ouzo, (fara calcone), esantion unic
anason (fara calcone), duplicate oarbe

,,pastis” (fard calcone), duplicate oarbe.
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4.2.

43.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

VIII. ZAHARURI TOTALE
Domeniu de aplicare

Metoda HPLC-RI se aplica pentru a determina zaharurile totale (exprimate
ca zahar invertit) din bauturile spirtoase, cu exceptia lichiorurilor care
contin oua si produse lactate.

Metoda a fost validata printr-un test interlaboratoare pentru pastis, anason
distilat, lichior de cirese, ,,créme de” (urmatd de numele fructului sau al
materiei prime utilizate) si ,,créme de cassis”, la niveluri variind intre
10,86g/1 si 509,7 g/l. Cu toate acestea, linearitatea raspunsului instru-
mentului a fost doveditd pentru o concentratie variind intre 2,5 g/l si
20,0 g/l.

Aceastda metoda nu este destinatd determinarii continuturilor scazute de
zaharuri.

Referinte normative

ISO 3696:1987 Apa pentru uzul laboratoarelor de analiza — Specificatii si
metode de testare.

Principiu
Cromatografia lichida de inaltd performanta testeaza solutiile de zahar,

pentru a le stabili concentratiile de glucoza, fructoza, zaharoza, maltoza
si lactoza.

Aceasta metodd utilizeaza o faza stationard de alchilamind si detectarea
refractometriei diferentiale si este prezentatd ca exemplu. Este posibild si
utilizarea rasinilor schimbatoare de anioni ca fazd stationara.

Reactivi si materiale

Glucoza (CAS 50-99-7), cu o puritate de minimum 99 %.

Fructoza (CAS 57-48-7), cu o puritate de minimum 99 %.

Zaharoza (CAS 57-50-1), cu o puritate de minimum 99 %.

Lactoza (CAS 5965-66-2), cu o puritate de minimum 99 %.

Maltoza monohidratd (CAS 6363-53-7), cu o puritate de minimum 99 %.
Acetonitril pur (CAS 75-05-8) pentru analiza HPLC.

Apa distilatd sau demineralizata, de preferat microfiltrata.

Solventi (exemplu)

Solventul de eluare este compus din:
75 de parti (volume) de acetonitril (4.6),
25 de parti (volume) de apa distilata (4.7).

Se trece heliu prin solventul de eluare, intr-un ritm lent, timp de 5-10
minute, Tnainte de a fi folosit pentru degazare.

Daca apa utilizatd nu a fost microfiltratd, solventul ar trebui sa fie filtrat cu
ajutorul unui filtru pentru solventi organici cu diametrul porilor mai mic
decat sau egal cu 0,45 um.

Etanol absolut (CAS 64-17-5).
Solutie de etanol (5 %, Vv/v).

Pregatirea solutiei-mama standard (20g/1)

Se cantaresc 2 g din fiecare dintre zaharurile care urmeaza sa fie analizate
(4.1.-4.5.), se transfera cantitativ intr-un balon volumetric de 100 ml. (NB:
2,11 g de maltoza monohidratd echivaleaza cu 2 g de maltoza).
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4.12.

5.2.

5.3.

7.
7.1.

7.1.1.

Se ajusteaza la 100 ml cu o solutie de alcool de 5 % vol. (4.10), se agita si
se pastreaza la aproximativ + 4 °C. Se prepard o noud solutie-mama o data
pe saptamana.

Pregatirea solutiilor standard de lucru (2,5; 5,0; 7,5; 10,0 si 20,0 g/l)

Se dilueaza solutia-mama, 20 g/l, (4.11) corespunzator cu o solutie de
alcool de 5% vol. (4.10) pentru a obtine cinci solutii standard de lucru
de 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 si 20,0 g/l. Se filtreaza cu un filtru avand diametrul
porilor mai mic decat sau egal cu 0,45 pm (5.3.).

Aparaturi si echipamente

Sistem HPLC care poate asigura rezolutia liniei de baza pentru toate
zaharurile.

. Cromatograf lichid de inaltd performantd prevazut cu valva de injectie cu

sase orificii, prevdazut cu o bucld de 10 pL sau cu orice alt dispozitiv,
automat sau manual, pentru injectarea fiabila a microvolumelor.

. Sistem de pompare care permite obtinerea si mentinerea unui debit

constant sau programat de inalta precizie.

. Refractometru diferential.

. Integrator computerizat sau inregistrator ce functioneaza in compatibilitate

cu restul sistemului.

. Precoloana:

Se recomanda atasarea unei precoloane adecvate la coloana analitica.

. Coloana (exemplu):

Material: otel inoxidabil sau sticla.
Diametru interior: 2-5 mm.
Lungime: 100-250 mm (in functie de dimen-

siunea  particulei  incarcate), de
exemplu 250 mm dacd particula are
diametrul de 5 pm.

Faza stationara: grupele functionale ale alchilaminei
legate de  siliciu, dimensiunea
maximd a particulei de 5 pm.

. Conditii pentru cromatografie (exemplu):

Solvent de eluare (4.8.), debit: 1 ml/minut.
Detectare: Refractometrie diferentiala.

Pentru a se asigura ca detectorul este perfect stabil, acesta ar trebui sa fie
pornit cu cateva ore inainte de utilizare. Celula de referinta trebuie sa fie
umplutd cu solvent de eluare.

Balanta analitica cu o precizie de 0,1 mg.

Dispozitiv de filtrare pentru volume mici cu ajutorul unei micromembrane
de 0,45 pum.
Depozitarea probelor

La primire, probele trebuie depozitate la temperatura camerei inainte de
analiza.

Mod de lucru
PARTEA A: Pregatirea probei

Se agita proba.
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7.1.2. Se filtreaza cu un filtru avand diametrul porilor mai mic decat sau egal cu
0,45 pm (5.3.).

7.2. PARTEA B: HPLC
7.2.1. Determinare

Se injecteaza 10 pl din solutiile standard (4.12.) si probe (7.1.2.). Se
efectueaza analiza in conditii cromatografice adecvate, cum ar fi cele
descrise mai sus.

7.2.2. In cazul in care oricare varf al unei probe are suprafata (sau inaltimea) mai
mare decat varful corespunzator in solutia standard cea mai concentrata,
proba trebuie diluatd cu apa distilata si reanalizata.

8. Calculare

Se compara cele doua cromatograme obtinute pentru solutia standard si
pentru bautura spirtoasa. Se identifica varfurile dupa timpul lor de retentie.
Se masoarda suprafetele lor (sau inaltimile) pentru a se calcula concen-
tratiile prin metoda standard externa. Se iau in considerare toate dilutiile
efectuate in timpul pregatirii probei.

Rezultatul final reprezintd suma zaharozei, maltozei, lactozei, glucozei si
fructozei, exprimat ca zahar invertit in g/l.

Zaharul invertit se calculeaza ca suma tuturor monozaharidelor si reducand
dizaharidele prezente, plus cantitatea stoechiometricda de glucoza si
fructoza calculata din zaharoza prezenta.

Zahar invertit (g/1) glucoza (g/1) + fructoza (g/l) + maltoza (g/l) +

lactoza (g/l) + (zaharoza (g/l) x 1,05)

1,05 = (masa moleculard a fructozei + masa moleculara
a glucozei)/masa moleculara a zaharozei
9. Caracteristici de performanta ale metodei (precizia)

9.1. Rezultate statistice ale testului interlaboratoare

Urmatoarele date au fost obtinute dintr-un studiu international de
performanta a metodei efectuat cu proceduri acceptate la nivel inter-
national [1] [2].

Anul testului interlaboratoare 2000
Numarul de laboratoare 24
Numarul de probe 8

[1] ,.Protocol for the Design, Conduct and Interpretation of Method-
Performance Studies”, Horwitz, W. (1995) Pure and Applied
Chemistry 67, 332-343.

[2] Horwitz, W. (1982) Analytical Chemistry 54, 67A-76A.

Tabelul 1

Fructoza, glucoza, maltoza

Analit Fructoza Glucoza Maltoza
Bautura
Bautura spirtoasa
Probe (x 2) Créme de | Standard | spirtoasd | Créme de | Standard cu Standard
Cassis (50 g/l cu aroma | Cassis (50 g/l) aroma (10 g/
de anason de
anason
Valoarea medie [g/]] 92,78 50,61 15,62 93,16 50,06 15,81 9,32
Numarul laboratoarelor 21 22 21 23 19 21 22
retinute dupa eliminarea
rezultatelor exceptionale
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Analit Fructoza Glucoza Maltoza
Bautura
Bautura spirtoasa
Probe (x 2) Creme de | Standard | spirtoasd | Créme de | Standard cu Standard
0be Cassis (50 g/l cu aroma | Cassis (50 g/l aroma (10 g/
de anason de
anason
Deviatia standard de 2,34 2,12 0,43 3,47 1,01 0,48 0,54
repetabilitate, s, [g/l]
Deviatia standard 2,53 42 2,76 3,72 2,03 3,02 5,77
relativa de repetabilitate,
RSD, [%]
Limita de repetabilitate, 6,56 5,95 1,21 9,71 2,84 1,34 1,51
r [g/1]
(r=12,8 x sr)
Deviatia standard de 7,72 3,13 0,84 9,99 2,7 0,88 1,4
reproductibilitate,
sr [¢/1]
Deviatia standard 8,32 6,18 5,37 10,72 5.4 5,54 15,06
relativd de reproductibi-
litate, RSD, [%]
Limita de reproductibi- [ 21,62 8,76 2,35 27,97 7,57 2,45 3,93
litate, R [g/1]
(R =28 x sR)
Tabelul 2
Zaharoza
Analit Zaharoza
L Créme
. Lichior Créme de Standard
Probe Pastis Ouz0 | e cirese | Menthe de 1 (100 g/1)
Cassis
Valoarea medie [g/1] 10,83 29,2 103,33 349,96 319,84 | 99,83
19,7 (%)
Numarul laboratoarelor retinute 19 19 20 18 18 18
dupa  eliminarea  rezultatelor
exceptionale
Deviatia standard de repetabi- | 0,09 0,75 2,17 5,99 4,31 1,25
litate, s, [g/1]
Deviatia standard relativa de repe- 0,81 3,07 2,1 1,71 1,35 1,25
tabilitate, RSD, [%]
Limita de repetabilitate, r [g/1] 0,25 2,1 6,07 16,76 12,06 3,49
(r=2.8 xs)
Deviatia standard de reproductibi- 0,79 0,92 4,18 9,94 16,11 4,63
litate, sg [g/1]
Deviatia standard relativa de 7,31 3,76 4,05 2,84 5,04 4,64
reproductibilitate, RSDg [%]
Limita de  reproductibilitate, 2,22 2,57 11,7 27,84 45,12 12,97
R [g/]
(R = 2,8 X SR)

(*) nivel de ramificare
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Tabelul 3
Zaharuri totale

(Nota: aceste date au fost calculate pentru zaharurile totale si nu pentru zahar invertit astfel cum
este definit la punctul 8 de mai sus.)

Bautura Cre Cre
Probe Pastis Ouzo spirtoasz‘i Lick}ior de rg;ne rgéne Standard
g: :;Z;r(fl cirese Menthe | Cassis (220 ¢/l
Valoarea medie [g/1] 10,86 29,2 31,59 103,33 349,73 [ 509,69 | 218,78
19.7.(%)

Numarul laboratoarelor 20 19 20 20 18 18 19
retinute dupa
eliminarea rezultatelor
exceptionale
Deviatia standard de 0,13 0,75 0,77 2,17 5,89 5,59 2,71
repetabilitate, s, [g/l]
Deviatia standard 1,16 3,07 2,45 2,1 1,69 1,1 1,24
relativa de repetabi-
litate, RSD, [%]
Limita de repetabi- | 0,35 2,1 2,17 6,07 16,5 15,65 7,59
litate, r [g/1]
(r=28xs)
Deviatia standard de 0,79 0,92 1,51 4,18 9,98 14,81 8,53
reproductibilitate,  sg
[¢/1]
Deviatia standard 7,25 3,76 4,79 4,04 2,85 2,91 3.9
relativa de reproducti-
bilitate, RSDg [%]
Limita de reproductibi- 2,21 2,57 4,24 11,7 2794 | 41,48 23,89
litate,
R [g/]
(R =128 x sg)

(*) nivel de ramificare
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IX. GALBENUS DE OU. DETERMINAREA CONCENTRATIEI DE GALBENUS DE OU

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.2

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

5.8.

5.9.

5.10.

S5.11.

5.12.

5.13.

DIN BAUTURILE SPIRTOASE — METODA FOTOMETRICA
Domeniu de aplicare

Prezenta metoda este adecvata pentru determinarea concentratiei de galbenus de ou de la
40 la 250 g/l in lichiorul de ou si lichiorul pe baza de ou.

Referinte normative

ISO 3696: 1897 Apa pentru utilizare analiticdi de laborator — Caracteristici si metode de
testare

Principiu
Compusii fosforosi solubili in etanol prezenti in galbenusul de ou se extrag si se determind

prin fotometrie sub forma de complex fosfo-molibdenic.

Reactivi

Apa dublu-distilata

Diatomit

Etanol de 96 % vol. (CAS 64-17-5)

Solutie de acetat de magneziu de 15 % (CAS 16674-78-5)

Acid sulfuric de 10 % (CAS 7664-93-9)

Acid sulfuric IN

Solutie de fosfat monobazic de potasiu (CAS 778-77-0), KH,POy, de 0,16 g/l
Reactiv pentru determinarea fosfatului:

se dizolva 20 g de molibdat de amoniu (CAS 12054-85-2), (NH4)sM070,4.4H,0 in 400 ml
de apa la 50 °C.

Se dizolva, in alt recipient, 1 g de vanadat de amoniu (CAS 7803-55-6), NH4;VO3;, in
300 ml de apa calda, se lasa sa se raceasca, apoi se adauga 140 ml de acid nitric concentrat
(CAS 7697-37-2). Se combina solutiile racite intr-un balon gradat de 1000 ml si se
completeaza pand la gradatia de 1 000 ml.

Aparatura si echipamente

Balon conic de 100 ml

Baie ultrasonica (sau agitator magnetic)
Balon conic de 100 ml

Baie de apa la 20 °C

Filtru (Whatman nr. 4 sau echivalent)
Creuzet de portelan (sau de platina)
Baie de apa clocotita

Placa fierbinte

Cuptor inchis

Balon gradat de 50 ml

Balon gradat de 20 ml
Spectrofotometru reglat la 420 nm

Cuva de 1 cm.
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7.1.
7.1.1.

7.2.
7.2.1.
7.2.1.1.

7.2.1.2.

7.2.1.3.

7.2.14.

7.22.
7.2.2.1.

Esantioane

Esantioanele se pastreaza la temperatura camerei inainte de analiza.

Mod de lucru
Pregatirea esantioanelor

Se introduc 10 g de esantion intr-un balon conic de 100 ml (punctul 5.1).

Se adauga 70 ml de etanol treptat si in cantitati mici, amestecand la fiecare adaugare.
Amestecul se introduce intr-o baie ultrasonica (punctul 5.2) timp de 15 minute [sau se
amesteca cu ajutorul unui agitator magnetic (punctul 5.2) timp de 10 minute la temperatura
camerei].

Se transfera continutul balonului intr-un balon gradat de 100 ml (punctul 5.3) si se adauga
volume de etanol de spalare (punctul 4.3). Se completeaza cu etanol (punctul 4.3) pana la
gradatia de etalonare, apoi baloanele se pun intr-o baie de apa la 20 °C (punctul 5.4). Se
completeaza pana la semnul de etalonare, la temperatura de 20 °C.

Se adauga o cantitate mica de diatomit (punctul 4.2) si se filtreaza (punctul 5.5), eliminand
primii 20 ml.

Se transfera 25 ml de filtrat intr-un creuzet de portelan (sau de platind) (punctul 5.6).
Filtratul trebuie apoi sa se concentreze prin evaporare usoara intr-o baie de apa clocotita
(punctul 5.7), dupd adaugarea a 5 ml de solutie de acetat de magneziu de 15 % (punctul
4.4).

Se aseaza creuzetele pe o placd fierbinte (punctul 5.8) si se incdlzesc pand sunt aproape
uscate.

Se calcineazd reziduul uscat incalzindu-1 pand la incandescentd, la 600 °C, intr-un cuptor
inchis (punctul 5.9) pand se obtine o cenusd alba. Operatiunea dureaza cel putin o ora si
jumadtate, dar se poate prelungi toatd noaptea.

Se recupereaza cenusa cu ajutorul a 10 ml de acid sulfuric de 10 % (punctul 4.5) si se
transfera cu ajutorul spalarilor de apa distilatd (punctul 4.1) intr-un balon gradat de 50 ml
(punctul 5.10). Continutul se completeaza cu apa distilata pana la semn, la temperatura
camerei. Se rezerva o parte alicotd de 5 ml din aceasta solutie de cenusa pentru prepararea
solutiei de esantion ce se utilizeaza pentru testarea fotometrica a fosfatilor.

Testare fotometrica a fosfatilor
Solutie comparativa

Se introduc 10 ml de acid sulfuric de 10 % (punctul 4.5) intr-un balon gradat de 50 ml
(punctul 5.10) si se completeaza pand la semn cu apa distilata (punctul 4.1).

fntr-un balon gradat de 20 ml (punctul 5.11), se introduce o parte alicoti de 5 ml din
aceasta solutie (punctul 7.2.1.1), apoi se adauga 1 ml de acid sulfuric de 1 N (punctul 4.6)
si 2 ml de reactiv la fosfat (punctul 4.8). Se completeaza pana la un volum de 20 ml cu apa
distilata (punctul 4.1).

Se inchide, fara a fixa ermetic dopul, se agita si se incélzeste intr-o baie de apa clocotita
(punctul 5.7) timp de 10 minute, apoi se lasd sa se raceasca intr-o baie de apa (punctul 5.4)
la 20 °C timp de 20 de minute.

Se varsd aceastd solutie comparativa intr-o cuva de 1 cm (punctul 5.13).

Solutie de esantion

intr-un balon gradat de 20 ml (punctul 5.11), se introduce o parte alicoti de 5 ml din
solutia de cenusa (punctul 7.1.8), apoi se adaugd 1 ml de acid sulfuric de 1 N (punctul 4.6)
si 2 ml de reactiv la fosfat (punctul 4.8). Se completeaza pana la un volum de 20 ml cu apa
distilata (punctul 4.1).
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7222.

7.2.2.3.

7.2.3.
7.2.3.1.

7.2.3.2.

7.2.3.3.

Se inchide, fard a fixa ermetic dopul, se agitd si se incdlzeste intr-o baie de apa clocotitd
(punctul 5.7) timp de 10 minute, apoi se lasa sa se raceasca intr-o baie de apa (punctul 5.4)
la 20 °C timp de 20 de minute.

Solutia galbena care se formeaza se analizeaza imediat spectrofotometric (punctul 5.12)
intr-o cuva de 1 cm (punctul 5.13) la 420 nm in raport cu solutia comparativa (punctul
7.2.1.4).

Curba de etalonare

Pentru a stabili curba de etalonare, se adauga parti alicote de 2 ml de reactiv la fosfat
(punctul 4.8) in baloane gradate de 20 ml (punctul 5.11) care contin fiecare 1 ml de acid
sulfuric 1 N (punctul 4.6) si, respectiv, 0, 2, 4, 6, 8 si 10 ml de solutie de fosfat monobazic
de potasiu (punctul 4.7) si se completeazd pana la gradatia de 20 ml cu apa distilata
(punctul 4.1).

Se inchide, fara a fixa ermetic dopul, se agita si se incdlzeste intr-o baie de apa clocotita
(punctul 5.7) timp de 10 minute, apoi se lasa sa se raceasca intr-o baie de apa (punctul 5.4)
la 20 °C timp de 20 de minute si se analizeaza spectrofotometric la 420 nm (punctul 5.12),
intr-o cuva de 1 cm (punctul 5.13), in raport cu solutia comparativa (punctul 7.2.1.4).

Stabilirea curbei de etalonare

Solutie de  fosfat 0 2 4 6 8 10
monobazic (ml)

P,0s (mg) 0 0167 0334 0,501 0,668 0,835

Exprimarea rezultatelor

Continutul in galbenus de ou, exprimat in g/l, se calculeazd dupd urmatoarea formula:

110 x densitate

g/1 galbenus de ou = mg P,0s X E/40

unde:

110 este factorul de conversie pentru cantitatea totala de P,Os in g din 100 g de
gilbenus de ou

mg P,Os este valoare determinatd de curba de etalonare

densitate  este masa per unitate de volum (g/ml) de lichior de ou la temperatura de 20 °C
E este masa lichiorului de ou in g

40 este factorul de diluare pentru o portiune de 5 ml de solutie de cenusa.

Caracteristicile de performanta ale metodei (precizia)

Rezultate statistice ale testului interlaboratoare
Tabelul de mai jos ofera valorile pentru galbenusul de ou.

Datele mentionate provin dintr-un studiu international privind performantele metodei,
realizat conform procedurilor autorizate la nivel international.

Anul testului interlaboratoare: 1998
Numarul de laboratoare: 24
Numarul de esantioane: 5

Analit: galbenusul de ou
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Esantioane A B C D E
Numarul laboratoarelor —retinute  dupa 19 20 22 20 22
eliminarea rezultatelor exceptionale
Numarul rezultatelor exceptionale (labora- 3 4 2 4 2
toare)
Numarul rezultatelor acceptate 38 40 44 40 44
Valoare medie 1473 | 241,1 | 227.4 |51,9 (*)]| 191,1

72,8 (%)

Decalaj standard de repetabilitate (S,) g/l 2,44 424 3,93 1,83 3,25
Decalaj standard relativ de repetabilitate 1,7 1,8 1,8 2,9 1,7
(RSDy) (%)
Limita de repetabilitate (r) g/l 6,8 11,9 11,0 5,1 9,1
Decalaj standard de reproductibilitate (Sg) [ 5,01 6,06 6,66 3,42 6,87
(%)
Decalaj standard relativ de reproductibilitate 34 2,5 2,9 5,5 3,6
(RSDg) (%)
Limita de reproductibilitate (R) g/l 14,0 17,0 18,7 9,6 19,2

Tipuri de esantioane:

A Advocaat, duplicate oarbe
Advocaat, duplicate oarbe
Advocaat, duplicate oarbe

Advocaat (diluat), niveluri de ramificare (*)

m g O w

Advocaat, duplicate oarbe
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4.1.

4.2.

4.3.

44,

4.5.

4.6.

S.1.

. DETERMINAREA URMATORILOR COMPUSI DIN LEMN {iN BAUTURILE

SPIRTOASE PRIN METODA CROMATOGRAFIEI LICHIDE DE iINALTA

PERFORMANTA  (HPLC): FURFURAL, 5-HIDROXIMETILFURFURAL, 5-

METILFURFURAL, VANILINA, ALDEHIDA SIRINGICA, ALDEHIDA

CONIFERILICA, SINAPALDEHIDA, ACID GALIC, ACID ELAGIC, ACID VANILIC,
ACID SIRINGIC SI SCOPOLETINA

Domeniu de aplicare

Metoda se referd la determinarea compusilor: furfural, 5-hidroximetilfurfural, 5-metilfurfural,
vanilind, aldehida siringica, aldehidd coniferilica, sinapaldehida, acid galic, acid elagic, acid
vanilic, acid siringic si scopoletind prin cromatografia lichida de inaltad performanta.

Referintd normativa

Metoda analiticd recunoscuta de Adunarea Generala a Organizatiei Internationale a Viei si
Vinului (OIV) si publicatd de OIV cu numarul de referintd OIV-MA-BS-16: R2009.

Principiu

Determinarea prin cromatografia lichidd de fnaltd performantda (HPLC), cu detectare prin
spectofotometria in ultraviolet la mai multe lungimi de unda si prin spectrofluorimetrie.

Reactivi

Reactivii trebuie sd fie de calitate analiticd. Apa utilizatd trebuie sa fie apa distilatd sau apa
de o puritate cel putin echivalentd. Este de preferat sa se utilizeze apa microfiltrata cu o
rezistivitate de 18,2 M Q.cm.

Alcool de 96 % vol.

Metanol de calitate HPLC (Solvent B).

Acid acetic diluat la 0,5 % vol. (Solvent A).

Faze mobile: (dat numai ca exemplu).

Solvent A (0,5 % acid acetic) si solvent B (metanol pur). Se filtreaza printr-o membrana (cu
porozitate 0,45 um). Daca este necesar, se degazeaza intr-o baie cu ultrasunete.

Solutie standard de referintd cu puritate minima 99 %: furfural, 5-hidroximetilfurfural, 5-
metilfurfural, vanilina, aldehida siringica, aldehidd coniferilica, sinapaldehida, acid galic,
acid elagic, acid vanilic, acid siringic si scopoletina.

Solutie de referinta: substantele standard se dizolva intr-o solutie apa-alcool de 50 % vol.
Concentratiile finale in solutia de referintd trebuie sa fie de ordinul a:

furfural: 5 mg/l; 5-hidroximetilfurfural: 10 mg/l; 5-metilfurfural 2 mg/l; vanilina: 5 mg/l;
aldehida siringica: 10 mg/l; aldehida coniferilica: 5 mg/l; sinapaldehida: 5 mg/l; acid galic:
10 mg/l; acid elagic: 10 mg/l; acid vanilic: 5 mg/l; acid siringic: 5 mg/l; scopoletina:
0,5 mg/l.

Aparatura
Aparatura standard de laborator

Un cromatograf lichid de naltd performanta capabil sa functioneze in mod gradient binar si
echipat cu:

.1. Un detector spectrofotometric capabil sa masoare la lungimi de unda de la 260 pana la 340

nm. Cu toate acestea, este de preferat sa se lucreze cu un detector cu multiple lungimi de
unda cu retea de diode, pentru a confirma puritatea varfurilor.



2000R2870 — RO — 26.04.2016 — 002.001 — 66

5.2.

5.3.

5.4.

6.2.

6.3.
6.3.1.

8.1.

. Un detector spectrofluorimetric — lungime de unda de excitare: 354 nm, lungime de unda de

emisie: 446 nm (pentru determinarea urmelor de scopoletind; care este detectabila, de
asemenea, la 313 nm cu ajutorul spectrofotometriei).

. Un dispozitiv de injectare care poate introduce 10 sau 20 pl (de exemplu) din proba de

testare.

. O coloana pentru cromatografie lichida de inalta performanta, de tip RP C18, cu dimensiunea

maxima a particulei de 5 pm.
Seringi pentru HPLC.
Dispozitiv pentru filtrare prin membrana a volumelor mici.

Integrator computerizat sau inregistrator care functioneaza in compatibilitate cu intreaga
aparatura si, in special, care trebuie sd aiba mai multe canale de achizitie.

Mod de lucru
Pregatirea solutiei care urmeazd a fi injectatd

Solutia de referinta si bautura spirtoasa se filtreaza, daca este necesar, printr-o membrand cu
diametrul maxim al porilor de 0,45 pm.

Conditii de operare cromatografica: analiza se efectueaza la temperatura ambiantd cu ajutorul
echipamentului descris la punctul (5.1) si folosind fazele mobile (4.4), cu un debit de
aproximativ 0,6 ml pe minut si urmarind gradientul de mai jos (dat numai ca exemplu)
Timp: 0 min 50 min 70 min 90 min

solvent A (apa-acid): 100 % 60 % 100 % 100 %

solvent B (metanol): 0 % 40 % 0 % 0 %

Trebuie remarcat cd, in anumite cazuri, acest gradient ar trebui modificat pentru a se evita
co-eludrile.

Determinare

Se injecteaza solutiile standard de referintd separat, apoi amestecate.

Se adapteaza conditiile de operare astfel incat factorii de rezolutie ai varfurilor tuturor
compusilor sa fie egali cu cel putin 1.

. Se injecteaza proba preparatd conform punctului 6.1.

. Se masoara suprafata varfurilor in solutia de referinta si bautura spirtoasa si se calculeaza

concentratiile.

Exprimarea rezultatelor

Se exprima concentratia fiecarui constituent in mg/l.

Caracteristici de performanta ale metodei (precizia)

Urmatoarele date au fost obtinute in 2009 dintr-un studiu international de performanta a
metodei, efectuat cu proceduri acceptate la nivel international [1], [2].

Furfural

Analit Furfural

Probe Whisky | Brandy | Rom | Coniac 1 | Bourbon [ Coniac 2
Numarul de laboratoare participante | 15 15 15 15 15 15
Numarul de rezultate acceptate 14 12 13 14 13 13
(laboratoare)
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8.2.

8.3.

Analit Furfural

Probe Whisky | Brandy [ Rom [ Coniac 1 [Bourbon [ Coniac 2
Valoarea medie [mg/1] 2,9 1,2 1,7 10,6 15,3 13,9
Deviatia standard de repetabilitate, | 0,04 | 0,05 | 0,04 0,18 0,23 0,20
s, [mg/l]
Deviatia standard relativa de repeta- 1,4 4,5 2,3 1,7 1,5 1,5
bilitate, RSD, [%]
Limita de repetabilitate, r [mg/1] 0,1 0,2 0,1 0,5 0,6 0,6
(r=2,8 xs)
Deviatia standard de reproductibi- | 0,24 | 0,18 [ 0,09 1,4 0,49 0,69
litate, sg [mg/1]
Deviatia standard relativd de repro- 8 15 5 13 3 5
ductibilitate, RSD, [%]
Limita de reproductibilitate, R [g/l] | 0,7 0,5 0,3 3,8 1,4 1,9
(R =28 x sg)
5-Hidroximetilfurfural

Analit 5-Hidroximetilfurfural

Probe Whisky | Brandy | Rom | Coniac 1 | Bourbon [ Coniac 2
Numarul de laboratoare participante 16 16 16 16 16 16
Numarul de rezultate acceptate 14 14 14 14 14 14
(laboratoare)
Valoarea medie [mg/1] 5,0 11,1 9,4 33,7 5,8 17,5
Deviatia standard de repetabilitate, | 0,09 | 0,09 [ 0,09 0,42 0,07 0,13
s [mg/l]
Deviatia standard relativa de repeta- 1,7 0,8 1,0 1,3 1,2 0,8
bilitate, RSD, [%]
Limita de repetabilitate, r [mg/l] 0,2 0,3 0,3 1,2 0,2 0,4
(r=28xs)
Deviatia standard de reproductibi- | 0,39 1,01 | 0,50 4,5 0,4 1,6
litate, sg [mg/1]
Deviatia standard relativd de repro- 8 9 5 13 7 9
ductibilitate, RSD, [%]
Limita de reproductibilitate, R [g/l] 1,1 2,8 1,4 12,5 1,1 4.6
(R =28 x sp)
5-Metilfurfural

Analit 5-Metilfurfural

Probe Whisky | Brandy [ Rom | Coniac 1 | Bourbon | Coniac 2
Numarul de laboratoare participante 11 11 11 11 11 11
Numarul de rezultate acceptate 11 11 8 11 10 11

(laboratoare)
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8.4.

8.5.

Analit 5-Metilfurfural

Probe Whisky | Brandy [ Rom [ Coniac 1 [Bourbon [ Coniac 2
Valoarea medie [mg/1] 0,1 0,2 0,1 0,5 1,7 0,8
Deviatia standard de repetabilitate, | 0,01 0,01 | 0,02 0,02 0,03 0,07
s [mg/l]
Deviatia standard relativa de repeta- | 10,7 6,1 13,6 4,7 2,0 10,0
bilitate, RSD, [%]
Limita de repetabilitate, r [mg/1] 00 8:0 0,1 0,1 0,1 0,2
(r=28xs)
Deviatia standard de reproductibi- | 0,03 0,04 | 0,03 0,18 0,20 0,26
litate, sg [mg/1]
Deviatia standard relativa de repro- | 35 18 22 39 12 35
ductibilitate, RSD, [%]
Limita de reproductibilitate, R [g/1] | 0,1 0,1 0,1 0,5 0,6 0,7
(R =128 xsg)
Vanilina

Analit Vanilina

Probe Whisky | Brandy [ Rom | Coniac 1 | Bourbon | Coniac 2
Numarul de laboratoare participante 16 15 16 16 16 16
Numarul de rezultate acceptate 16 15 16 16 16 16
(laboratoare)
Valoarea medie [mg/1] 0,5 0,2 1,2 1,2 32 3,9
Deviatia standard de repetabilitate, | 0,03 0,02 | 0,06 0,11 0,11 0,09
s, [mg/l]
Deviatia standard relativa de repeta- | 6,8 9,6 4.6 8,9 3,5 2.3
bilitate, RSD, [%]
Limita de repetabilitate, r [mg/1] 0,1 0,1 0,2 0,3 0,3 0,3
(r=28xs)
Deviatia standard de reproductibi- | 0,09 0,06 | 0,18 0,27 0,41 0,62
litate, sg [mg/1]
Deviatia standard relativa de repro- 19 25 15 22 13 16
ductibilitate, RSD, [%]
Limita de reproductibilitate, R [g/l] | 0,3 0,2 0,5 0,8 1,2 1,7
(R =128 xsg)
Aldehida siringica

Analit Aldehida siringica

Probe Whisky | Brandy [ Rom | Coniac 1 | Bourbon | Coniac 2
Numarul de laboratoare participante 16 15 16 16 16 16
Numadrul de rezultate acceptate | 13 13 13 12 14 13

(laboratoare)
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8.6.

8.7.

Analit Aldehida siringica

Probe Whisky | Brandy [ Rom [ Coniac 1 [Bourbon [ Coniac 2
Valoarea medie [mg/1] 1,0 0,2 48 3,2 10,5 9,7
Deviatia standard de repetabilitate, | 0,03 0,02 | 0,04 0,08 0,10 0,09
s, [mg/l]
Deviatia standard relativa de repeta- | 2,6 8,1 0,8 2,6 0,9 0,9
bilitate, RSD, [%]
Limita de repetabilitate, r [mg/I] 0,1 0,1 0,1 0,2 0,3 0,3
(r=28xs)
Deviatia standard de reproductibi- | 0,08 | 0,07 | 0,23 0,19 0,39 0,43
litate, sg [mg/1]
Deviatia standard relativd de repro- 8 33 5 6 4 4
ductibilitate, RSDy [%]
Limita de reproductibilitate, R [g/1] 0,2 0,2 0,7 0,5 1,1 1,2
(R =238 x sg)
Aldehida coniferilica

Analit Aldehida coniferilica

Probe Whisky | Brandy | Rom | Coniac 1 | Bourbon [ Coniac 2
Numarul de laboratoare participante 13 12 13 12 13 13
Numadrul de rezultate acceptate 12 12 13 12 13 13
(laboratoare)
Valoarea medie [mg/1] 0,2 0,2 0,6 0,8 4.6 1,3
Deviatia standard de repetabilitate, | 0,02 | 0,02 [ 0,03 0,03 0,09 0,06
s, [mg/l]
Deviatia standard relativa de repeta- | 9,2 9,8 4.6 43 1,9 4,5
bilitate, RSD, [%]
Limita de repetabilitate, r [mg/I] 0,04 | 0,04 | 0,07 0,09 0,24 0,16
(r=128 xs)
Deviatia standard de reproductibi- | 0,04 | 0,04 | 0,11 0,18 0,38 0,25
litate, sg [mg/1]
Deviatia standard relativa de repro- | 23 27 21 23 8 19
ductibilitate, RSDy [%]
Limita de reproductibilitate, R [g/l] | 0,1 0,1 0,3 0,5 1,1 0,7
(R =128 x sg)
Sinapaldehida

Analit Sinapaldehida

Probe Whisky | Brandy | Rom | Coniac 1 | Bourbon [ Coniac 2
Numarul de laboratoare participante 14 14 14 14 15 14
Numarul de rezultate acceptate 14 13 12 13 13 12
(laboratoare)
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8.8.

8.9.

Analit Sinapaldehida

Probe Whisky | Brandy [ Rom [ Coniac 1 [Bourbon [ Coniac 2
Valoarea medie [mg/1] 0,3 0,2 0,2 1,6 8,3 0,3
Deviatia standard de repetabilitate, | 0,02 | 0,01 | 0,02 0,06 0,14 0,03
s, [mg/l]
Deviatia standard relativa de repeta- | 7,5 4,6 11,2 3,7 1,6 11,4
bilitate, RSD, [%]
Limita de repetabilitate, r [mg/I] 0,06 | 0,03 | 0,06 0,17 0,38 0,08
(r=28xs)
Deviatia standard de reproductibi- | 0,09 | 0,05 | 0,08 0,20 0,81 0,18
litate, sg [mg/1]
Deviatia standard relativa de repro- | 31 27 46 13 10 73
ductibilitate, RSDg [%]
Limita de reproductibilitate, R [g/l] | 0,2 0,2 0,2 0,6 2,3 0,5
(R =2,8 x sp)
Acid galic

Analit Acid galic

Proba Whisky | Brandy | Rom | Coniac 1 | Bourbon [ Coniac 2
Numarul de laboratoare participante 16 15 16 16 16 16
Numarul de rezultate acceptate 15 14 16 16 16 16
(laboratoare)
Valoarea medie [mg/1] 1,2 0,4 2,0 6,1 7,3 21,8
Deviatia standard de repetabilitate, | 0,07 | 0,04 [ 0,06 0,18 0,18 0,60
s, [mg/l]
Deviatia standard relativa de repeta- | 6,1 8,1 2,9 3,0 2,4 2,8
bilitate, RSD, [%]
Limita de repetabilitate, r [mg/I] 0,2 0,1 0,2 0,5 0,5 1,7
(r=28 xs)
Deviatia standard de reproductibi- | 0,43 0,20 | 0,62 3,3 2,2 7,7
litate, sg [mg/1]
Deviatia standard relativd de repro- | 36 47 31 53 30 35
ductibilitate, RSDy [%]
Limita de reproductibilitate, R [g/]] 1,2 0,6 1,7 9,1 6,2 21,7
(R =28 x sp)
Acid elagic

Analit Acid elagic

Probe Whisky | Brandy [ Rom | Coniac 1 | Bourbon | Coniac 2
Numarul de laboratoare participante 7 7 7 7 7 7
Numarul de rezultate acceptate 7 7 7 7 7 6
(laboratoare)
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Analit Acid elagic

Probe Whisky | Brandy [ Rom [ Coniac 1 [Bourbon [ Coniac 2
Valoarea medie [mg/1] 32 1,0 9,5 13 13 36
Deviatia standard de repetabilitate, | 0,20 | 0,16 | 0,30 0,41 0,95 0,34
s, [mg/l]
Deviatia standard relativa de repeta- | 6,3 16 32 3,2 7,4 1,0
bilitate, RSD, [%]
Limita de repetabilitate, r [mg/I] 0,6 0,4 0,9 1,1 2,7 1,0
(r=28xs)
Deviatia standard de reproductibi- | 1,41 0,42 4.0 5,0 49 14
litate, sg [mg/1]
Deviatia standard relativa de repro- | 44 43 42 39 39 40
ductibilitate, RSDy [%]
Limita de reproductibilitate, R [g/l] | 4,0 1,2 11 14 14 40
(R =28 x sp)

8.10. Acid vanilic

Analit Acid vanilic

Probe Whisky | Brandy [ Rom [ Coniac 1 [Bourbon [ Coniac 2
Numarul de laboratoare participante 15 15 15 15 15 15
Numarul de rezultate acceptate 12 11 14 14 15 14
(laboratoare)
Valoarea medie [mg/1] 0,2 0,2 1,5 0,8 2,4 2,7
Deviatia standard de repetabilitate, | 0,03 0,04 | 0,03 0,10 0,13 0,21
s, [mg/l]
Deviatia standard relativa de repeta- | 14,2 16,5 2,3 12,6 5,3 7,7
bilitate, RSD, [%]
Limita de repetabilitate, r [mg/1] 0,1 0,1 0,1 0,3 0,4 0,6
(r=28xs)
Deviatia standard de reproductibi- | 0,06 | 0,05 | 0,51 0,2 1,22 0,70
litate, sg [mg/l]
Deviatia standard relativa de repro- | 28 20 35 31 51 26
ductibilitate, RSDy [%]
Limita de reproductibilitate, R [g/l] | 0,2 0,1 1,4 0,7 3,4 2,0
(R =128 xsp)

8.11. Acid siringic

Analit Acid siringic

Probe Whisky | Brandy | Rom | Coniac 1 | Bourbon [ Coniac 2
Numarul de laboratoare participante 16 15 16 16 16 16
Numadrul de rezultate acceptate | 16 15 15 15 16 15
(laboratoare)
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8.12.

Analit Acid siringic
Probe Whisky | Brandy [ Rom [ Coniac 1 [Bourbon [ Coniac 2
Valoarea medie [mg/1] 0,4 0,2 2,5 1,4 34 4.8

Deviatia standard de repetabilitate, | 0,03 0,02 | 0,06 0,13 0,08 0,11
s [mg/l]

Deviatia standard relativa de repeta- | 6,7 12,6 2,3 9,0 2,3 2.3
bilitate, RSD, [%]

Limita de repetabilitate, r [mg/I] 0,1 0,1 0,2 0,4 0,2 0,3
(r=128 xs)

Deviatia standard de reproductibi- | 0,08 | 0,05 | 0,29 0,26 0,43 0,67
litate, sg [mg/1]

Deviatia standard relativa de repro- 19 29 11 18 13 14
ductibilitate, RSDy [%]
Limita de reproductibilitate, R [g/l] | 0,2 0,1 0,8 0,7 1,2 1,9
(R =238 x sp)
Scopoletina

Analit Scopoletina

Probe Whisky | Brandy [ Rom [ Coniac 1 [Bourbon [ Coniac 2
Numarul de laboratoare participante 10 10 10 10 10 10
Numarul de rezultate acceptate 9 8 9 8 8 8
(laboratoare)
Valoarea medie [mg/1] 0,09 | 0,04 | 0,11 0,04 0,65 0,15

Deviatia standard de repetabilitate, | 0,0024 |0,0008 [0,0018| 0,0014 | 0,0054 | 0,0040
s, [mg/l]

Deviatia standard relativa de repeta- | 2,6 2,2 1,6 33 0,8 2,7
bilitate, RSD, [%]

Limita de repetabilitate, r [mg/1] 0,007 | 0,002 | 0,005 | 0,004 0,015 0,011
(r=28 xs)

Deviatia standard de reproductibi- | 0,01 0,01 | 0,03 0,01 0,09 0,02
litate, sg [mg/l]

Deviatia standard relativa de repro- 15 16 23 17 15 15
ductibilitate, RSDy [%]

Limita de reproductibilitate, R [g/1] | 0,04 | 0,02 | 0,07 0,02 0,26 0,06

(R =128 xsgp)

[1] ,,Protocol for the Design, Conduct and Interpretation of Method- Performance Studies”,
Horwitz, W. (1995) Pure and Applied Chemistry 67, 332-343.

[2] Horwitz, W. (1982) Analytical Chemistry 54, 67A-76A.



