PRILOG 1

BROJ UZORAKA KOJI SE UZIMAJU ZA FIZICKO-HEMIJSKU ANALIZU

Jaka alkoholna pi¢a
Koli¢ina od koje se uzima uzorak Broj uzoraka
Uzimanje uzoraka u originalnom pakovanju
a) broj ambalaznih jedinica iz posiljke do 100 ambalaznih jedinica najmanje 1
b) broj ambalaznih jedinica iz posiljke od 100 do 500 ambalaznih jedinica najmanje 2
¢) broj ambalaznih jedinica za svakih sljedecih 500 ambalaznih jedinica najmanje 2
PRILOG 2

METODE ZA FIZICKO-HEMIJSKU ANALIZU JAKIH ALKOHOLNIH PICA

|. ODREDIVANJE ALKOHOLNE JACINE U JAKIM ALKOHOLNIM PICIMA

Uvod
Referentna metoda ukljucuje dva dodatka:
Dodatak I: Priprema destilata
Dodatak Il: Mjerenje gustine destilata
1. Podrucje primjene
Ova metoda je pogodna za odredivanje stvarne alkoholne jacine u jakim alkoholnim pi¢ima.
2. Referentni standardi
1SO 3696:1987: Voda za upotrebu u analitickim laboratorijima — Zahtjevi i test metode.
3. Izrazi i definicije

3.1.  Referentna temperatura:

Referentna temperatura za odredivanje alkoholne jacine, gustine i relativne gustine alkoholnih pica je 20°C.

Napomena 1.: Izraz »na t °C« je namijenjen za sva odredivanja (gustine ili alkoholne jacine) izrazen na temperaturi razli¢itoj od referentne
temperature od 20°C.

3.2.  Gustina:

Gustina je masa po jedinici zapreminejakih alkoholnih pi¢a na 20°C u vakuumu. lzrazava se u kilogramima po kubnom metru i njen simbol je
pao-c ili pao.

3.3.  Relativna gustina:

Relativna gustina je odnos, izrazen kao decimalni broj, gustinejakih alkoholnih pi¢a na 20°C i gustine vode na istoj temperaturi. Oznacava se
simbolom djgec/a0ec ili 2020, ili jednostavno d kada ne postoji moguénost zabune. Karakteristika koja je mjerena mora biti navedena na sertifikatu
samo uz kori¢enje gore navedenih simbola.

Napomena 2.: Mogude je dobiti relativnu gustinu iz gustinepyo na 20°C:

P20 = 998,203 X dzo/zo ili dzg/zg = p20/998,203

gdje je 998,203 gustina vode na 20°C.

3.4. Stvarna alkoholna jacina:

Stvarna alkoholna jadina u alkoholnim pi¢ima je jednaka broju litara etil alkohola sadrzanog u 100 | mjesavine voda-alkohol koja ima istu
gustinu kao i alkohol ili alkoholno pi¢e nakon destilacije. Referentne vrijednosti za alkoholnu jacina (% vol) na 20°C u odnosu na gustinu na 20°C za
razli¢ite mjesavine voda-alkohol, koje se moraju koristiti, su one date u Prilogu 2.

Opstajednacina koja se odnosi na alkoholnu jacinu i gustinu mjesavine voda-alkohol na datoj temperaturi je data u Prilogu 3.

Napomena 3.: Za likere i emulzione likere kod kojih je vrlo tesko izmjeriti tacnuzapreminu uzorak se mora prvo izvagati i alkoholna jacina se
prvo ra¢una po masi.

Jednadina za konverziju:

AJM(%mase)x pao(uzorka)
alkoholna jacina (% vol) = ———————————
pao(alkohola)

gdje je AJM = alkoholna jadina po masi

p2o (alkohola) = 789,24 kg/m?

4. Princip
Nakon destilacije, alkoholna jadina u destilatu odreduje se piknometrijom, elektronskom denzimetrijom ili denzimetrijom uz koriséenje
hidrostatske vage.

DODATAK I: PRIPREMA DESTILATA

1. Podrucje primjene
Ova metoda je pogodna za pripremu destilata koji se koriste za odredivanje stvarne alkoholne jacine u alkoholnim pi¢ima.



2. Princip

Alkoholna pica se destiliSuzbog odvajanja etil alkohola i drugih isparljivihjedinjenja iz ekstrakta (materija koje se ne destiluju).
3. Reagensi
3.1. Kuglice za ravnomjerno klju¢anje
3.2.  Koncentrovana emulzija protiv pjenusanja (za emulzione likere)
4. Aparatura

Uobicajena laboratorijska oprema, a posebno:
4.1. Vodeno kupatilo koje moZe odrzavati temperaturu izmedu 10i 15°C.

Vodeno kupatilo koje koje moZe odrzavati temperaturu na 20°C (+ 0,2°C).
4.2.  Odmijerne tikvice klase A, od 100 ml i 200 ml, koje su etalonirane na 0,1 % odnosno na 0,15 %.
4.3. Aparatura za destilaciju:
4.3.1. Opsti zahtjevi

Aparatura za destilaciju mora zadovoljavati sljedece zahtjeve:
— broj spojeva ne smije biti veci od strogo odredenog minimuma koji je potreban da se osigura nepropusnost sistema,

— ima uredaj namijenjen sprjeCavanju burnog vrenja (gubitak vrele tecnosti isparavanjem) i regulisanju brzine destilacije para bogatih
alkoholom,

—omogucava brzu i potpunu kondenzacija alkoholnih para,

—omogucdava skupljanje prvih frakcija destilacije u vodenom mediju.

Izvor toplote se mora koristiti uz odgovarajuéi difuzor toplote da se sprijece sve pirogene reakcije u ekstraktu.
4.3.2. Primjer prikladne aparature za destilaciju je dat na Slici 1. i ukljucuje sljedece dijelove:
— tikvica sa okruglim dnom od 1l i slifom,
— rektifikaciona kolona visine najmanje 20 cm (npr. Vigreux kolona),
— koljenasti konektor sa priblizno 10 cm dugim hladnjakom sa ravnom ivicom (hladnjak tipa West) koji je postavljen vertikalno,
— spiralna cijev za hladenje duga 40 cm,
—ispusna cijev kojom se destilat dovodi do dna prihvatne graduisane tikvice u kojoj se nalazi mala koli¢ina vode.
Napomena: Gore opisana aparatura je namijenjena za uzorak od najmanje 200 ml. Medutim, manja koli¢ina uzorka (100 ml) se moZe destilisati uz
upotrebu manje tikvice za destilaciju, pod uslovom da se koristi stakleni balon za destilaciju ili neki drugi uredaj koji sprecava prelazak smjese
tecnosti i pare u hladnjak.
5. Skladistenje uzoraka za ispitivanje
Uzorci se skladiSte na sobnoj temperaturi prije analize.
6. Postupak
Uvodna napomena:
Destilacija se takode mozZe sprovoditi prema postupku koji je objavio IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry, 1968).
6.1. Provjera aparature za destilaciju.
Aparatura koja se koristi mora imati sljedeca svojstva:
Destilacija 200 ml rastvora voda-alkohol poznate koncentracije od priblizno 50% vol ne smije uzrokovati gubitak alkohola veéi od 0,1% vol.
6.2.  Alkoholna pi¢a Cija je alkoholna jacina manja 0d50 % vol.
Odmijeri se 200 ml alkoholnog pi¢a u odmjernu tikvicu.
ZabiljeZi se temperatura te tecnosti ili se odrzava na standardnoj temperaturi (20°C).
Uzorak se prenese u tikvicu sa okruglim dnom aparature za destilaciju, a odmjerna tikvica se ispere sa tri alikvota od kojih svaki sadrzi priblizno 20
ml destilovane vode. Svaki alikvot vode za ispiranje doda se sadrzaju tikvice za destilaciju.
Napomena: Razblazenje od 60 ml je dovoljno za alkoholna pica koja sadrze manje od 250 g suvog ekstrakta po litru. U protivnom, da bi se sprijecila
piroliza, zapremina vode za ispiranje mora biti najmanje 70 ml ako je koncentracija suvog ekstrakta 300 g/I, 85 ml za 400 g/| suvog ekstrakta i 100 ml
za 500 g/l suvog ekstrakta (neki vocni i emulzijski likeri). Ovezapreminese podese proporcionalno razli¢itim zapreminama uzorka.
Doda se nekoliko kuglica za ravnomjerno kljucanje (3.1) (i sredstvo protiv pjenjenja za emulzijske likere).
Ulije se 20 ml destilovane vode u originalnu odmjernu tikvicu koja ¢e se koristiti za prihvatanje destilata. Ta tikvica se zatim mora staviti u hladno
vodeno kupatilo (4.1) (10 do 15°C za alkoholna pi¢a saukusom anisa).
Destilacija se vrsi izbjegavajuci burno vrenje i karbonizaciju, povremeno mijesajuéi sadrzaj tikvice, sve dok nivo destilata ne bude nekoliko
milimetara ispod kalibracione oznake odmjerne tikvice.
Kada temperatura ovog destilata padne za priblizno 0,5°C poletne temperature tecnosti, dopuni se do oznake destilovanom vodom i dobro
promijesa.
Takav destilat se koristi za odredivanje alkoholne jacine (Dodatak I1).
6.3.  Alkoholna pi¢a ¢ija je alkoholna jacina veca od 50 % vol.
Odmjeri se 100 ml alkoholnog pi¢a u odmjernu tikvicu od 100 ml i izlije u tikvicu s okruglim dnom aparature za destilaciju.
Odmjerna tikvica se ispere nekoliko puta destilovanom vodom i taj sadrzaj se dodaje sadrzaju tikvice za destilaciju sa okruglim dnom. Mora se
koristiti dovoljno vode da sadrzaj tikvice dostigne priblizno 230 ml.
Ulije se 20 ml destilovane vode u odmjernu tikvicu od 200 ml koja ¢e se koristiti za prihvatanje destilata. Ta tikvica se zatim mora staviti u hladno
vodeno kupatilo (4.1) (10 do 15°C za alkoholna pié¢a saukusom anisa).
Destilacija se vrsi, uz povremeno mijesanje sadrzaja, sve dok nivo destilata ne bude nekoliko milimetara ispod kalibracione oznake odmjerne tikvice
od 200 ml.
Kada temperatura ovog destilata padne za priblizno 0,5°C pocetne temperature tecnosti, dopuni se do oznake destilovanom vodom i dobro
promijesa.
Takav destilat se koristi za odredivanje alkoholne jacine (Dodatak I).
Napomena: Alkoholna jacina alkoholnih pi¢a je dva puta jaca od alkoholne jacine destilata.



DODATAK II.
MIJERENJE GUSTINE DESTILATA

METODA A: ODREDIVANJE STVARNE ALKOHOLNE JACINE U ALKOHOLNIM PICIMA — MJERENJE PIKNOMETROM

A.1. Princip
Alkoholna jacdina se dobija iz gustine destilata izmjerene piknometrijom.
A.2. Reagensi

Tokom analize, osim ako nije drugacije odredeno, koriste se samo reagensi potvrdenog analitickogkvaliteta i voda Ciji stepenkvalitet je najmanje 3 u
skladu sa definicijom iz standarda I1SO 3696:1987.

A.2.1. Rastvor natrijumhlorida (2 % m/V)

Za pripremu 1 litra odvaga se 20 g natrijumhlorida i rastvori u 1 litru vode.

A.3. Aparatura

Uobicajena laboratorijska oprema, a posebno:

A.3.1. Analiticka vaga sa preciznoscu Citanja od 0,1 mg.

A.3.2. Termometar sa Slifom, kalibrisan na desetine stepena od 10 do 30°C. Ovaj termometar se mora etalonirati ili provjeriti u odnosu na
etalonirani termometar.

A.3.3. Piknometar od Pyrex stakla, ¢iji kapacitet je priblizno 100 ml, opremljen sa odvojivim brusenim termometrom (A.3.2.). Piknometar ima bo¢nu
cijev duZine 25 mm i unutrasnjeg pre¢nika 1 mm (maksimalno) koja zavrsava konusnim brusenim spojem. Drugi piknometri kao $to je opisano u ISO
3507, npr. od 50 ml mogu se koristiti ako je prikladno.

A.3.4. Tara posuda iste zapremine (do 1 ml) kao i piknometar i sa masom jednakom masi piknometra napunjenog tecnos¢u gustine 1,01 (rastvor
natrijumhlorida A.2.1.).

A.3.5. Toplotnoizolovana posuda koja tac¢no pristaje uz tijelo piknometra.

Napomena 1.: Metoda za odredivanje gustine alkoholnih pi¢a u vakuumu zahtijeva upotrebu vage sadva tasa, piknometra i tara posude iste
zapremine kako bi se ponistio uticaj pritiskavazduha u bilo kojem trenutku. Ova jednostavna tehnika moze se primijeniti upotrebom vage sajednim
tasom, pod uslovom da se tara posuda izvaga ponovo kako bi se pratile promjene pritiskavazduhatokom vremena.

A.4. Postupak

Uvodne napomene:

Sljedeci postupak opisan za upotrebu piknometra za odredivanje alkoholne jadine daje najvecu ta¢nost. Medutim, takode je mogude koristiti manji
piknometar, na primjer od 50 ml.

A4d.1. Kalibrisanje piknometra

Piknometar se bazdari odredivanjem sljedecih parametara:

—tara praznog piknometra,

— zapremine piknometra na 20°C,

— mase piknometra napunjenog vodom na 20°C.

A4.1.1. Kalibrisanje upotrebom vage sajednim tasom:

Odredi se:

— masa Cistog, suvog piknometra (P),

— masa piknometra napunjenog sa vodom na t°C (P1),

— masa tara posude (TO).

A4.1.1.1. Izvaga se Cisti, suvi piknometar (P).

A4.1.1.2. Piknometar se pazljivo napuni destilovanom vodom na sobnoj temperaturi i namjesti se termometar.

Piknometar se paZljivo obrise i stavi u toplotnoizolovanu posudu. Mijesa se okretanjem posude dok ocitavanje temperature na termometru ne bude
konstantno.

Poravna se nivo vode na vrhu bocne cjevcice. PaZljivo se ocita temperatura t°C i ako je potrebno koriguje obzirom na tacnost skale termometra.
Izvaga se piknometar napunjen vodom (P1).

A4.1.1.3. Izvaga se tara posuda (TO0).

A4.1.1.4. Izracunavanje

— Tara praznog piknometra=P —m

gdje je m masa vazduha u piknometru.

m =0,0012 x (P1-P)

Napomena 2.: 0,0012 je gustinasuvogvazduha na 20°C pri pritisku od 760 mmHg
— Zapremina piknometra na 20°C:

Vagre=[P1=(P—m])] x F¢l

V20°C se mora odrediti satacnos¢u 0,001 ml.

— Masa vode u piknometru na 20°C:

Maoec = Vaorc X 0,998203

gdje je 0,998203 gustina vode na 20°C.

A.4.1.2. Metoda za umjeravanje uz upotrebu vage sadva tasa:

A4.1.2.1. Tara posuda se stavi na lijevi tas, a Cisti, suvi piknometar sa prihvatnim ¢epom na desni tas. Balansiraju se stavljanjem utega na stranu
piknometra: p grami.



A.4.1.2.2. Piknometar se pazljivo napuni destilovanom vodom na sobnoj temperaturi i namjesti termometar; piknometar se pazljivo obrise i
stavi u toplotnoizolovanu posudu; mijesa se okretanjem posude dok oditavanje temperature na termometru ne bude konstantno.

Poravna se nivo vode na vrhu bocne cjevcice. OCisti se boc¢na cijev, namjesti prihvatni Cep; paZljivo se ocita temperatura t°C i ako je potrebno
koriguje se s obzirom na tacnost skale termometra.

Izvaga se piknometar napunjen s vodom, s p’ teZzinom u gramima koja uspostavlja ravnotezu.

A.4.1.2.3. Izracunavanje

— Tara praznog piknometra=p +m

gdje je m masa vazduha u piknometru.

m =0,0012 x (p—p’)

— Zapremina piknometra na 20°C:

V20°C=(p+m—p’) x Fel

Vy0ec S& mora odrediti s tacnos¢u 0,001 ml.

— Masa vode u piknometru na 20°C:
Mgc = Voo X 0,998203

gdje je 0,998203 gustina vode na 20°C.

A.4.2. Odredivanje alkoholne jacine test uzorka

A.4.2.1. Upotreba vage sajednim tasom

A.4.2.1.1. Izvaga se tara posuda, masa T1.

A.4.2.1.2. Izvaga se piknometar sa pripremljenim destilatom (vidi Dodatak I), P2 je njegova teZina na t°C.
A.4.2.1.3. Izracunavanje

-dT=T1-TO

— Masa praznog piknometra u trenutku mjerenja= P —m + dT

— Masa tecnosti u piknometru na t°C
=P2—(P—m+dT)

— Gustina na t°Cu g/ml
= prc=[P2—=(P—m +dT)]/Vaoc

— Gustina na t°C se izrazava u kilogramima po m® mnoZenjem pyc sa 1000, vrijednost koja je poznata kao p:.

— pr se koriguje na 20°C.koris¢enjem tabelegustinap; za mjesavinu voda-alkohol (Prilog 3).U vodoravnoj koloni te tabele koja odgovara temperaturi T
u cijelim stepenima neposredno ispod t°C, pronade se najmanja gustina koja je ve¢a od p.. Tabelarnu razliku ispod ove gustine upotrijebimo za
izraCunavanjegustinep; alkoholnih pi¢a pri temperaturi T u cijelim stepenima.

— Koris¢enjem cijele temperaturne linije, izracunava se razlika izmedu gustinep’ iz tabele odmah iznad p. i izracunavanjegustine t. Ta se razlika
podjeli sa tabelarnom razlikom koja se nalazi desno od gustinep’. Koli¢nik je decimalni odnos alkoholne jacdine, dok se cijeli broj alkoholne jacine
nalazi na vrhu kolone u kojem se nalazi gustinap’ (Dt, alkoholna jacina).

Napomena 4: Alternativno se piknometar moZe drzati u vodenom kupatilu na 20°C (+ 2°C) kada se dopunjava do oznake.

A4.2.14. Rezultat

Kori$¢enjem gustinepyizracunavanjea se stvarna alkoholna jacina upotrebom tabela sa alkoholnim jac¢inema koje su niZze navedene:

Tabela koja navodi vrijednost alkoholne jacine (% vol) na 20°C kao funkciju gustine na 20°C mjesavine voda-alkohol data je u Prilogu 3.

A.4.2.2. Metoda uz upotrebu vage sajednim tasom
A.4.2.2.1. Izvaga se piknometar sa pripremljenim destilatom (vidi dio 1), p”’ je masa na t°C.
A.4.2.2.2. Izracunavanje

— Masa tecnosti u piknometru na t°C

=p+m-p”

— Gustina na t°Cu g/ml
Prc=(p+m=—p”)/Vapc

— Gustina na t°C se izrazi u kilogramima po m? i sprovodi se korekcija temperature u cilju izra¢unavanja alkoholne jacine na 20°C, kako je to
navedeno ranije kod upotrebe vage sajednim tasom.



A.5. Karakteristike performansi metode (preciznost)
A.5.1. Statisticki rezultati medulaboratorijskog poredenja
Sljedec¢i podaci su dobijeni iz medunarodnog istrazivanja sprovodenja metode koje je sprovedeno u skladu sa medunarodno dogovorenim

postupcima [1] [2].
Godina medulaboratorijskog testiranja 1997.

Broj laboratorija 20
Broj uzoraka 6
Uzorci A B C D E F

Srrii.)i‘ljanboc;rt?torija preostalih nakon odbacivanja ekstremnih 19 20 17 19 19 17
Broj odbacivanja ekstremnih vrijednosti (laboratorija) 1 - 2 1 1 3
Broj prihvacenih rezultata 38 40 34 38 38 34
Srednja vrijednost (x) % vol ;Z',5717* 40,04 40,29 4329,;)23(1 4452,,72341 6537’6033*
Standardna ponovljivost (Sr) % vol 0,106 0,176 0,072 0,103 0,171 0,190
Relativna standardna devijacija ponovljivosti (RSDr) (%) 0,42 0,44 0,18 0,25 0,39 0,32
Granica ponovljivosti (r) u % vol 0,30 0,49 0,20 0,29 0,48 0,53
Standardna devijacija obnovljivosti (Sg) % vol 0,131 0,236 0,154 0,233 0,238 0,322
Relativna standardna devijacija obnovljivosti (RSDg) (%) 0,52 0,59 0,38 0,57 0,54 0,53
Granica obnovljivosti (R) u % vol 0,37 0,66 0,43 0,65 0,67 0,90

Vrste uzoraka

A = vocni liker; nivorazdvajanja (*).
B = brandy; dvostruke slijepe probe.
C = whisky; dvostruke slijepe probe.
D = grapa; nivorazdvajanja (*).

E = akvavit; nivorazdvajanja (*).

F = rum; nivorazdvajanja(*).

METODA B: ODREDIVANJE STVARNE ALKOHOLNE JACINE U ALKOHOLNIM PICIMA — MJERENJE ELEKTRONSKOM DENZIMETRIJOM (NA OSNOVU
REZONANTNE FREKVENCIJSKE OSCILACIJE UZORKA U OSCILACIJSKOM MODULU)

B.1. Princip

Gustinatecnosti se odreduje elektronskim mjerenjem oscilacija vibriraju¢e U-cijevi. Da bi se sprovelo ovo mjerenje uzorak se dodaje osciliraju¢em
sistemu Cija je specifi¢na oscilacijska frekvencija tako modifikovana zbog dodate mase.

B.2. Reagensi

Tokom analize, osim ako nije drugacije odredeno, koriste se samo reagensi potvrdenog analitickogkvaliteta i voda ciji stepenkvaliteta je najmanje 3
u skladu s definicijom iz standarda ISO 3696:1987.

B.2.1. Aceton (CAS 666-52-4) ili apsolutni alkohol

B.2.2. Suvivazduh.

B.3. Aparatura

Uobiéajena laboratorijska oprema, a posebno:

B.3.1. Digitalni denzimetar

Elektronski denzimetar za vr$enje takvih mjerenja mora imati mogucnost iskazivanjagustine u g/ml na 5 decimalnih mjesta.

Napomena 1: Denzimetar mora biti smjesten na savrSeno stabilnom stalku koji je izolovan od svih vibracija.

B.3.2. Regulacija temperature

Rad denzimetra je validan samo ako je mjerni modul spojen sa ugradenim regulatorom temperature koji moZe postiéi stabilnost temperature od +
0,02°Cili bolju.

Napomena 2: Precizno podesavanje i praenje temperature u mjernom modulu su vrlo vazni jer greska od 0,1°C moZze dovesti do varijacije u gustini
od otprilike 0,1 kg/m.

B.3.3. Spric za injektiranje (injektovanje ili ubrizgavanje) uzorka ili automatski uzorkivac

B.4. Postupak

B.4.1. Kalibrisanje denzimetra

Uredaj mora biti kalibrisan u skladu sauputstvom proizvodaca prilikom prve upotrebe. Nakon toga se mora redovnokalibrisati i provjeravati u
odnosu na referentni standard ili internu laboratorijski referentanrastvor pripremljen od sertifikovanog referentnog standarda.

B.4.2. Odredivanje gustine uzorka



B.4.2.1. Ako je potrebno, prije mjerenja modul se ocisti acetonom ili apsolutnim alkoholom i osusi suvim vazduhom. Ispere se uzorkom.
B.4.2.2. Uzorak se ubrizgava u modul (koris¢enjem $prica ili automatskog uzorkivaca) tako da je modul potpuno napunjen. Tokom postupka
punjenja mora se paziti da se potpuno uklone mjehuriéi vazduha. Uzorak mora biti homogen i ne smije sadrzavati krute Cestice. Sve suspendovane
Cestice trebaju se ukloniti filtracijom prije analize.

B.4.2.3. Kada se vrijednost ocitavanja stabilizuje, zabiljeZi se gustinapy, ili alkoholna ja¢ina prikazana na denzimetru.

B.4.3. Rezultat

Kada se koristi gustinap,o, izraCunava se stvarna alkoholna jacina upotrebom tabela sa alkoholnim ja¢inema koje su niZe navedene:

Tabela koja navodi vrijednosti alkoholne jacine (% vol) na 20°C kao funkciju gustine na 20°C mjesavine voda-alkohol data je u Prilogu 2.

B.5. Karakteristike performansi metode (preciznost)

B.5.1. Statisticki rezultati medulaboratorijskog poredenja

Sljede¢i podaci su dobijeni iz medunarodnog istraZivanja sprovodenja metode koje je sprovedeno u skladu sa medunarodno dogovorenim
postupcima [1] [2].

Godina medulaboratorijskog testiranja 1997.

Broj laboratorija 16
Broj uzoraka 6
Uzorci A B C D E F

Srr;i‘ljanbot;rt?torija preostalih nakon odbacivanja ekstremnih 1 13 15 16 14 13
Broj odbacivanja ekstremnih vrijednosti (laboratorija) 2 3 1 - 1 2
Broj prihvacenih rezultata 22 26 30 32 28 26
Srednja vrijednost (x) % vol ;Zﬁ;* 40,12 40,35 j;,lzg* ;‘52,’9319* 653(?;919*
Standardna devijacija ponovljivosti (S,) % vol 0,044 0,046 0,027 0,079 0,172 0,144
Relativna standardna devijacija ponovljivosti (RSDr) (%) 0,17 0,12 0,07 0,19 0,39 0,24
Granica ponovljivosti (r) % vol 0,12 0,13 0,08 0,22 0,48 0,40
Standardna devijacija obnovljivosti (Sg) % vol 0,054 0,069 0,083 0,141 0,197 0,205
Relativna standardna devijacija obnovljivosti (RSDg) (%) 0,21 0,17 0,21 0,34 0,45 0,34
Granica obnovljivosti (R) % vol 0,15 0,19 0,23 0,40 0,55 0,58

Vrste uzoraka

A =vocni liker; nivoraspodijele (*).

B = brandy; dvostruke slijepe probe.
C = whisky; dvostruke slijepe probe.
D = grapa; nivoraspodjele (*).

E = akvavit; nivoraspodjele (*).

F = rum; nivoraspodjele (*).

METODA C: ODREDIVANJE STVARNE ALKOHOLNE JACINE U ALKOHOLNIM PICIMA — MJERENJE DENZIMETRIJOM UZ UPOTREBU HIDROSTATICKE
VAGE
C.1. Princip
Alkoholna jacina u alkoholnim pi¢ima moZe se mjeriti denzimetrijom uz upotrebu hidrostaticke vage koja se zasniva na Arhimedovom zakonu po
kojem svako tijelo uronjeno u vodu istisne masu vode proporcionalnu masi tog tijela.
C.2. Reagensi
Tokom analize, osim ako nije drugacije odredeno, koriste se samo reagensi potvrdenog analitickogkvaliteta i voda Ciji stepenkvalitet je najmanje 3 u
skladu sa definicijom iz standarda 1SO 3696:1987.
C.2.1. Rastvor za ¢idéenje plovka (natrijum hidroksid, 30 % m/V)
Za pripremu 100 ml, odvaga se 30 g natrijum hidroksida i dopuni do oznake 96% vol etanolom.
C.3. Aparatura
Uobiéajena laboratorijska oprema, a posebno:
C.3.1. Hidrostaticka vaga sajednim tasom i osjetljivosti 1 mg.
C.3.2. Plovak zapremine najmanje 20 ml, posebno prilagoden vagi, objesen na niti Ciji pre¢nik ne prelazi 0,1 mm.
C.3.3. Mjerni cilindar sa oznakama nivoa. Plovak mora biti u moguénosti potpuno zauzeti zapreminu cilindra ispod oznake; kroz povrsinu te¢nosti
moZe prolaziti samo nit. Mjerni cilindar mora imati unutrasnji pre¢nik najmanje 6 mm veci od unutrasnjeg precnika plovka.
C.3.4. Termometar (ili sonda za mjerenje temperature) oznacen u stepenima i desetinkama stepeni od 10 do 40°C, kalibrisan na 0,05°C.
C.3.5. Tegovi, kalibrisani od strane priznatog sertifikovanog tijela.
Napomena 1: Koriséenje vage sadva tasa je takode moguce u skladu sa medunarodno vaze¢im metodama.
C.4. Postupak
Plovak i mjerni cilindar se moraju Cistiti izmedu svakog mjerenja destilovanom vodom, osusiti mekanim laboratorijskim papirom koji ne ostavlja
vlakna i isprati rastvorom ¢ija gustina se odreduje. Mjerenje se mora izvrsiti ¢im se postigne stabilnost uredaja kako bi se ogranicio gubitak alkohola
isparavanjem.



C.4.1. Kalibrisanje vage

lako vage obi¢no imaju unutrasnji sistemkalibrisanja, hidrostaticka vaga mora imati sposobnost kalibrisanja sategovima koje je bazdarilo sluzbeno
sertifikovano tijelo.

C.4.2. Kalibrisanje plovka

C.4.2.1. Mjerni cilindar se napuni do oznake redestilovanom vodom (ili vodom ekvivalentne ¢istoce, npr. mikrofiltriranom vodom Ccija
provodljivost iznosi 18,2 MQ/cm) na temperaturi izmedu 15 i 25°C, ali najbolje na 20°C.
C.4.2.2. Uroni se plovak i termometar, promijesa, ocita gustinatecnosti sa uredaja te, ako je potrebno, ispravi ocitana vrijednost tako da bude

jednaka vrijednosti vode pri mjerenju temperature.
C.4.3. Provjera kori$¢enjem rastvora voda-alkohol

C.4.3.1. Mijerni cilindar se dopuni do oznake mjesavinom voda-alkohol poznate alkoholne jacine na temperaturi izmedu 15 i 25°C, ali najbolje
na 20°C.
C.4.3.2. Uroni se plovak i termometar, promijesa, ocita gustinatecnosti (ili alkoholna jadina ako je to moguce) sa uredaja. Alkoholna jacina,

utvrdena na taj nacin, ¢e biti jednaka prethodno utvrdenoj alkoholnoj jacine.
Napomena 2: Ovaj rastvor poznate alkoholne jadinetakode se moZe koristiti za kalibrisanje plovka umjesto redestilovane vode.
C.4.4. Mjerenje gustine destilata (ili njegove alkoholne jacine, ako to uredaj omogucava).

C.4.4.1. Uzorak za testiranje se ulije u mjerni cilindar do graduisane oznake.

C.4.4.2. Uroni se plovak i termometar, promijesa, ocita gustinatecnosti (ili alkoholna jacina ako je to moguce) sa uredaja. ZabiljeZi se
temperatura ako je gustina mjerena na t°C (Py).

C.4.43. Ispravi se p; na 20 koriséenjem tabele sa vrijednostima gustinepr za smjese vode i alkohola (Prilog 3).

C.4.5. Ciscenje plovka i mjernog cilindra

C.4.5.1. Plovak se uroni u rastvor za ¢iSéenje plovka u mjernom cilindru.

C.4.5.2. Plovak se ostavi uronjen sat vremena uz periodi¢no okretanje.

C.4.5.3. Ispere se velikom koli¢inom vode za piée, a nakon toga destilovanom vodom.

Cc.4.54. Osusi se mekanim laboratorijskim papirom koji ne ostavlja vlakna.

Ovaj postupak se vrsi prilikom prve upotrebe plovka, a zatim redovno po potrebi.

C.4.6. Rezultat

Kada se koristi gustinap,o, izracunava se stvarna alkoholna jacina upotrebom tabela sa alkoholnim jacine koje su niZe navedene:

Tablica koja navodi vrijednosti alkoholne jacine (% vol) na 20°C kao funkciju gustine na 20°C mjesavine voda-alkohol data je u Prilogu 2.

C.5. Karakteristike performansi metode (preciznost)

C.5.1. Statisticki rezultati medulaboratorijskog poredenja

Sljedec¢i podaci su dobijeni iz medunarodnog istraZivanja sprovodenja metode koje je sprovedeno u skladu s medunarodno dogovorenim
postupcima [1] [2].

Godina medulaboratorijskog testiranja 1997.

Broj laboratorija 12

Broj uzoraka 6
Uzorci A B C D E F
Broj laboratorija preostalih nakon odbacivanja ekstremnih
vrijednosti 12 10 11 12 11 9
Broj odbacivanja ekstremnih vrijednosti (laboratorija) - 2 1 - 1 2
Broj prihvacenih rezultata 24 20 22 24 22 18

23,80 39,26 42,38 57,16

srednja vrijednost (x) % vol 26,51* | 40,09 | 4029 | 43,09* | 4589* | 6344

Standardna devijacija ponovljivosti (Sr) % vol 0,048 0,065 0,042 0,099 0,094 0,106
Relativna standardna devijacija ponovljivosti (RSDr) (%) 0,19 0,16 0,10 0,24 0,21 0,18
Granica ponovljivosti (r) % vol 0,13 0,18 0,12 0,28 0,26 0,30
Standardna devijacija obnovljivosti (Sg) % vol 0,060 0,076 0,073 0,118 0,103 0,125
Relativna standardna devijacija obnovljivosti (RSDg) (%) 0,24 0,19 0,18 0,29 0,23 0,21
Granica obnovljivosti (R) % vol 0,17 0,21 0,20 0,33 0,29 0,35

Vrste uzoraka

A =vocni liker; nivoraspodijele (*).

B = brandy; dvostruke slijepe probe.
C = whisky; dvostruke slijepe probe.
D = grapa; nivoraspodijele (*).

E = akvavit; nivoraspodjele (*).

F = rum; nivoraspodjele (*).




Slika 1. APARATURA ZA DESTILACIJU ZA MJERENJE STVARNE ALKOHOLNE JACINE U ALKOHOLNIM PICIMA

1. Tikvica sa okruglim dnom od 1 | sa standardizovanimslifom;
2. Vigreux rektificirajuéa kolona duga 20 cm;

3. West hladnjak sa ravnom ivicom dugom 10 cm;

4. Spiralna cijev za hladenje duga 40 cm.

Il. ODREDIVANJE UKUPNOG SUVOG EKSTRAKTA U ALKOHOLNIM PICIMA GRAVIMETRIJOM

1. Podrucje primjene
Ova metoda primjenjuje se samo za akvavit u kojem je suvi ekstrakt ogranicen na 15 g/I.
2. Referentni standardi

ISO 3696:1987: Voda za upotrebu u analitickoj laboratoriji — Zahtjevi i test metode

3. Definicija

Ukupni suvi ekstrakt ili ukupna suva materija ukljucuje sve materije koje nijesuisparljive pod specifi¢nim fizickimuslovima.

4. Princip

Vaganje ostatka zaostalog nakon isparavanja alkoholnog pi¢a na parnom vodenomkupatilu i suSenja u susnici.

5. Aparature i pribor

5.1.  Cilindri¢na posuda za isparavanje sa ravnim dnom precnika 55 mm.

5.2.  Parno vodeno kupatilo.

5.3.  Pipeta od 25 ml, klase A.

5.4. Susnica.

5.5.  Eksikator.

5.6.  Analiticka vaga sa preciznos¢u od 0,1 mg.

6. Uzorkovanje i uzorci

Uzorci se ¢uvaju na sobnoj temperaturi prije analize.

7. Postupak

7.1.  Odpipetira se 25 ml alkoholnog pi¢a koje sadrzi manje od 15 g/l suve materija u prethodno izvaganu cilindri¢nu posudu za isparavanje sa
ravnim dnom precnika 55 mm. Tokom prvog sata isparavanja, posuda za isparavanje je smjestena na poklopcu parnog vodenog kupatilai tako da
tec¢nost ne vri jer bi to moglo dovesti do gubitka uslijed prskanja. Ostavi se jo$ sat vremena u direktnom kontaktu sa parom parnog vodenog
kupatila.

7.2.  SusSenje se zavrsi stavljanjem posude za isparavanje u susnicu na 105°C + 3°C dva sata. Posuda za isparavanje se stavi u eksikator na hladenje
i izvaga se sa sadrzajem.

8. Izracunavanje
Masa ostatka pomnoZena sa 40 jednaka je suvom ekstraktu u alkoholnom pi¢u i mora se izraziti u g/l na jedno decimalno mjesto.
9. Karakteristike performansi metode (preciznost)

9.1.  Statisticki rezultati medulaboratorijskog poredenja

Sljedeéi podaci su dobijeni iz medunarodnog istraZivanja sprovodenja metode koje je sprovedeno u skladu sa medunarodno dogovorenim
postupcima [1] [2].

Godina medulaboratorijskog testiranja 1997.

Broj laboratorija 10

Broj uzoraka 4



Uzorci A B C D

Broj laboratorija preostalih nakon odbacivanja ekstremnih vrijednosti 9 9 8 9
Broj odbacivanja ekstremnih vrijednosti (laboratorija) 1 1 2 -
Broj prihvacenih rezultata 18 18 16 18
Srednja vrijednost (x) g/I 9,0 9,1

7,8 10,094 | 11,8111
Standardna devijacija ponovljivosti (Sr) g/I 0,075 0,441 0,028 0,123
Relativna standardna devijacija ponovljivosti (RSDr) (%) 0,8 5,2 0,3 1,1
Granica ponovljivosti (r) g/| 0,2 1,2 0,1 0,3
Standardna devijacija obnovljivosti (Sg) g/I 0,148 0,451 0,058 0,210
Relativna standardna devijacija obnovljivosti (RSDg) (%) 1,6 5,3 0,6 1,8
Granica obnovljivosti (R) g/| 0,4 1,3 0,2 0,6

Vrste uzoraka

A = brandy; dvostruke slijepe probe.

B = rum; nivoa raspodjele

C = grapa; nivoaraspodijele.

D = akvavit; nivoaraspodijele.

1. ODREDIVANJE ISPARLIIVIH KOMPONENATA | METANOLA U ALKOHOLNIM PICIMA

I1.1. OPSTE NAPOMENE

1. Definicije
Zakon o jakim alkoholnim pi¢ima (»Sl.list CG« br. 53/16) odreduje koli¢inu isparljivih materija kao koli¢inu svih isparljivih materija, osim etil alkohola
i metanola sadrzanih u jakom alkoholnom pi¢u dobijenom iskljucivo destilacijom, kao rezultat destilacije ili redestilacije koris¢enih sirovina i to:
1. isparljivih kiselina izrazenih kao sirc¢etna kiselina;

2. aldehida izrazenih kao etanal sabiranjem etanala (acetaldehida) i frakcije etanala sadrzane u 1,1-dietoksietanu (acetalu);

3. sljededih visih alkohola: propan-1-ol, butan-1-ol, butan-2-ol, 2-metilpropan-1-ol, analizirani kao pojedinacni alkohol i 2-metilbutan-1-ol i 3-
metilbutan-1-ol, analizirani kao pojedinacni alkohol ili zbir dva alkohola;

4. etil-acetata.
Sljedece metode su konvencionalne metode za mjerenje isparljivihjedinjenja:
— isparljive kiseline pomocu isparljive kisjelosti,
—aldehidi (etanal i acetal), etil acetat i alkoholi pomocu gasnehromatografije (GC).
2. Analiza isparljivihjedinjenjagasnom hromatografijom
Analiza isparljivihjedinjenja gasnomhromatografijom, osim jedinjenja koji su navedeni u prethodnom tekstu, moze se pokazati posebno zanimljivom
kao sredstvo za odredivanje, kako porijekla sirovine koja se koristi u destilaciji, tako i stvarnih uslova destilacije.
Neka alkoholna pi¢a sadrze druge isparljive komponente, kao $to su aromati¢najedinjenja, koji su karakteristi¢ni za sirovine koje se koriste za
dobijanje alkohola, aromu alkoholnih pic¢a i specifi¢nosti pripreme alkoholnog pica.

11.2. ODREDIVANJE ISPARLJIVIH SRODNIH JEDINJENJAGASNOM HROMATOGRAFIJOM: ALDEHIDA, VISIH ALKOHOLA, ETIL ACETATA | METANOLA

1. Podrucje primjene

Ova metoda je prikladna za odredivanje 1,1-dietoksietana (acetala), 2-metilbutan-1-ola (aktivnog amilnog alkohola), 3-metilbutan-1-ola (izoamilnog
alkohola), metanola (metil alkohola), etil etanoata (etil acetata), butan-1-ola (n-butanola), butan-2-ola (sekundarnog butanola), 2-metilpropan-1-ola
(izobutil alkohola), propan-1-ola (n-propanola) i etanala (acetaldehida) u alkoholnim pi¢ima upotrebom gasnehromatografije. U ovoj se metodi
koristi interni standard, na primjer pentan-3-ol. Koncentracije analita se izrazavaju u gramima na 100 litara apsolutnog alkohola; alkoholna jacina
alkoholnih pi¢a mora se odrediti prije analize. Alkoholna pi¢a koja se mogu analizirati primjenom ove metode su whisky, brandy, rum, rakija od
grozda, vocna rakija i lozovaca.

2. Referentni standardi

ISO 3696:1987: Voda za upotrebu u analitickoj laboratoriji — Zahtjevi i test metode

3. Definicija

Srodnajedinjenja su isparljivematerije koje se zajedno s etanolom stvaraju tokom fermentacije, destilacije i zrenja alkoholnih pica.

4, Princip

Srodna jedinjenja u alkoholnim pi¢ima se odreduju direktnim injektiranjem alkoholnog pica, ili odgovarajuce razblazenog alkoholnog pica, u sistem
za gasnuhromatografiju (GC). Odgovarajuci interni standard treba se dodati alkoholnom pi¢u prije injektovanja. Srodnajedinjenja se odvajaju
temperaturnim programiranjem na odgovarajucoj koloni i detektuju se primjenom plamenoionizacijskog detektora (FID). Koncentracija svakog
srodnog jedinjenja se odreduje u odnosu na interni standard iz faktora odziva detektora, koji se dobiju tokomkalibrisanja pod istim hromatografskim
uslovima kakvi se primjenjuju i u analizi alkoholnih pica.



5. Reagensi

Ako nije drugacije navedeno, koriste se samo reagensi Cija Cistoca je veca od 97 %, kupljeni od ovlastenog dobavljaca koji posjeduje 1SO sertifikat s
potvrdom o Cistodi, bez drugih srodnih jedinjenja pri test razblaZenju (to se moZe potvrditi injektiranjem pojedinih standarda srodnih jedinjenja pri
test razblaZenju uz hromatografske uslove kao pod 6.4.), te voda ¢iji je kvalitet najmanje 3 u skladu sa standardom I1SO 3696. Acetal i acetaldehid
moraju biti skladiSteni na tamnom mjestu i na temperaturi < 5°C, svi drugi reagensi mogu se skladistiti na sobnoj temperaturi.

5.1.  Apsolutni etanol (CAS 64-17-5).

5.2.  Metanol (CAS 67-56-1).

5.3.  Propan-1-ol (CAS 71-23-8).

5.4. 2-metilpropan-1-ol (CAS 78-33-1).

5.5.  Prihvatljivi interni standardi: pentan-3-ol (CAS 584-02-1), pentan-1-ol (CAS 71-41-0), 4-metilpentan-1-ol (CAS 626-89-1) ili metil nonanoat
(CAS 1731-84-6).

5.6. 2-metilbutan-1-ol (CAS 137-32-6).

5.7.  3-metilbutan-1-ol (CAS 123-51-3).

5.8.  Etil acetat (CAS 141-78-6).

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

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

5.11. Acetaldehid (CAS 75-07-0).

5.12. Acetal (CAS 105-57-7).

5.13. 40 % V/V rastvor etanola

Za pripremu 400 ml/| rastvora etanola, ulije se 400 ml etanola (5.1.) u normalni sud od 1 litra, dopuni do oznake destilovanom vodom i promijesa.
5.14. Priprema i skladistenje standardnih rastvora (postupak koji se koristi za validnu metodu).

Svi standardne rastvori moraju se skladistiti na < 5°C i pripremati se svjeZze jednom mjesecno. Mase komponenti i rastvor moraju se zaokruziti na 0,1
mg.

5.14.1. Standardnirastvor — A

Otpipetiraju se sljedeci reagensi u normalni sud od 100 ml, koji sadrzi pribliZzno 60 ml rastvora etanola (5.13.) kako bi se smanjilo isparavanje
komponenti, dopuni se do oznake rastvorom etanola i dobro promijesa. Zabiljezi se teZzina normalnog suda, svake dodate komponente i ukupna
konaéna teZina sadrzaja.

Komponenta Zapremina (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
Etil acetat (5.8.) 3,0
Butan-1-ol (5.9.) 3,0
Butan-2-ol (5.10.) 3,0
Acetaldehid (5.11.) 3,0
Acetal (5.12.) 3,0

Napomena 1: PoZeljno je acetal i acetaldehid dodati na kraju da bi se smanjili gubici isparavanjem.

5.14.2. Standardnirastvor — B

Otpipetira se 3 ml pentan-3-ola ili drugog odgovarajuceg internog standarda (5.5.) u normalni sud od 100 ml, koja sadrZi priblizno 80 ml rastvora
etanola (5.13.), dopuni se do oznake rastvorom etanola i dobro promijesa.

ZabiljeZi se tezina normalnog suda, teZina pentan-3-ola ili drugog internog standarda i ukupna konacna teZina sadrzaja.

5.14.3. Standardnirastvor — C

Otpipetira se 1 ml rastvora A (5.14.1.) i 1 ml rastvora B (5.14.2.) u normalni sud od 100 ml koja sadrzi priblizno 80 ml rastvora etanola (5.13.), dopuni
se do oznake rastvorom etanola i dobro promijesa.

Zabiljezi se teZina normalnog suda, svake dodate komponente i ukupna konacna teZina sadrzaja.

5.14.4. Standardnirastvor — D

U cilju da se zadrzi analiticki kontinuitet, pripremi se standard za provjeru rada sistema upotrebom prethodno pripremljenog standarda A (5.14.1.).
Otpipetira se 1 ml rastvora A u normalni sud od 100 ml koja sadrzi priblizno 80 ml rastvora etanola (5.13.), dopuni se do oznake rastvorom etanola i
dobro promijesa.

ZabiljeZi se tezina normalnog suda, svake dodate komponente i ukupna konacna teZina sadrzaja.

5.14.5. Standardnirastvor — E

Otpipetira se 10 ml rastvora B (5.14.2.) u normalni sud od 100 ml koja sadrzZi priblizno 80 ml rastvora etanola (5.13.), dopuni se do oznake rastvorom
etanola i dobro promijesa.

ZabiljeZi se tezina normalnog suda, svake dodate komponente i ukupna konacna teZina sadrzaja.

5.14.6. Rastvori standarda koji se koriste za provjeru linearnosti odziva plamenoionizacijskog detektora (FID)

U odvojene normalne sudove od 100 ml koje sadrze priblizno 80 ml rastvora etanola (5.13.), otpipetira se 0; 0,1; 0,5; 1,0; 2,0 ml rastvora A (5.14.1.) i
1 ml rastvora B (5.14.2.), dopuni se do oznake rastvorom etanola i dobro promijesa.



ZabiljeZi se teZina normalnog suda, svake dodate komponente i ukupna konacna teZina sadrzaja.

5.14.7. Rastvor standarda za provjeru rada sistema (QC)

Otpipetira se 9 ml standardne rastvora D (5.14.4.) i 1 ml standardnograstvora E (5.14.5.) u posudu za vaganje i dobro promijesa.

ZabiljeZi se teZina normalnog suda, svake dodate komponente i ukupna konacna teZina sadrzaja.

6. Aparatura

6.1. Uredaj za mjerenje gustine i alkoholne jacine.

6.2.  Analiticka vaga s moguc¢noscu ocitavanja do Cetiri decimalna mjesta.

6.3. Temperaturno programiran gasnihromatograf opremljen plamenoionizacijskim detektorom i integratorom ili drugim sistemom za obradu
podataka koji moze mjeriti povrsine ili visine pikova.

6.4. Kolona gasnoghromatografa koja moze odvajati analite tako da je najmanja rezolucija izmedu pojedinacnih komponenti (osim 2-metilbutan-
1-ola i 3-metilbutan-1-ola) barem 1,3.

Napomena 2: Sljedece kolone i uslovigasnehromatografije su prikladni primjeri:

1. Predkolona (1 m x 0,32 mm) spojena na kolonu CP-WAX 57 CB (50 m x 0,32 mm) i debljinom filma od 0,2 m (stabilizujeni polietilen glikol), te
zatim kolonu Carbowax 400 (50 m x 0,32 mm) i debljine filma od 0,2 um. (Kolone su spojene koriséenjem press-fit konektora.)

Nosedi gas i pritisak: helijum (135 kPa)

Temperatura kolone: 35°C tokom 17 min., 35-70°C po 12°C/min., zadrZavanje

na 70°C tokom 25 min.

Temperatura injektora: 150°C

Temperatura detektora: 250°C

Zapreminainjektovanja: 1 ul, split 20 do 100:1

2. Predkolona (1 m x 0,32 mm), spojena na kolonu CP-WAX 57 CB (50 m x 0,32 mm) i debljinom filma od 0,2 um (stabilizujeni polietilen glikol).
(Predkolona je spojena kori$¢enjem press-fit konektora.)

Nosedi gas i pritisak: helijum (65 kPa)

Temperatura kolone: 35°C tokom 10 min., 35-110 po 5°C/min., 110-190°C po 30°C/min., zadrZavanje na 190°C tokom 2 min.

Temperatura injektora: 260°C

Temperatura detektora: 300°C

Zapreminainjektovanja: 1 pl, split 55:1

3. Napunjena kolona (5 % CW 20M, Carbopak B) 2 m x 2 mm.

Temperatura kolone: 65°C tokom 4 min., 65-140°C po 10°C/min., zadrZavanje na 140°C tokom 5 min., 140-150°C po 5°C/min., zadrZavanje na 150°C
tokom 3 min.

Temperatura injektora: 65°C

Temperatura detektora: 200°C

Zapreminainjektovanja: 1 pl

7. Uzorkovanje i uzorci

7.1.  Laboratorijski uzorak

Po prijemu, alkoholna jacina svakog uzorka se mjeri. (6.1.).

8. Postupak (koji se koristi za validnu metodu)

8.1. Diotesta

8.1.1. Izvaga se odgovarajuca zatvorena posuda za vaganje i zabiljeZi tezina.

8.1.2. Otpipetira se 9 ml laboratorijskog uzorka u posudu i zabiljezi tezina (Myzorka)-

8.1.3. Doda se 1 ml standardnograstvora E (5.14.5.) i zabiljeZi tezina (m;s).

8.1.4. Test materijal se dobro promucka (najmanje 20 puta). Uzorci moraju biti skladisteni na manje od 5°C prije analize u cilju smanjivanja gubitka
isparavanjem.

8.2.  Slijepa proba

8.2.1. Upotrebom vage s moguénoscu ocitanja do Cetiri decimalna mjesta (6.2.), izvaga se zatvorena posuda za vaganje i zabiljeZi teZina.

8.2.2. Otpipetira se 9 ml 400 ml/I rastvora etanola (5.13.) u posudu i zabiljeZi teZina.

8.2.3. Doda se 1 ml standardnograstvora E (5.14.5.) i zabiljeZi teZina.

8.2.4. Test materijal se dobro promucka (najmanje 20 puta). Uzorci moraju biti skladisteni na manje od 5°C prije analize u cilju smanjivanja gubitka
isparavanjem.

8.3.  Uvodni test

Injektuje se standardnirastvor C (5.14.3.) kako bi se osiguralo odvajanje svih analita uz minimalnu rezoluciju od 1,3 (osim 2-metilbutan-1-ola i 3-
metilbutan-1-ola).

8.4. Kalibracija

Kalibracija se mora provjeriti upotrebom sljedeceg postupka. Provjerava se linearnost odziva detektora sukcesivnom analizom svakog rastvora
standarda za provjeru linearnosti (5.14.6.) koja sadrzi interni standard (IS) u triplikatu. Iz povrSine pika integratora ili visina pika za svako
injektovanje izracuna se odnosR za svako srodnojedinjenje i napravi graficki prikaz R u odnosu na odnos koncentracije srodnog jedinjenja i internog
standarda (IS),C. Treba se dobiti linearna kriva, s koeficijentom korelacije od najmanje 0,99.

Povrsina ili visina pika srodnog jedinjenja
Povrsina ili visina pika IS
Koncentracija srodnog jedinjenja (ug/g)
Koncentracija IS (ug/g)
8.5.  Odredivanje
Injektuje se standardnirastvor C (5.14.3.) i 2 rastvor standarda za provjeru rada sistema (5.14.7.). Slijede nepoznati uzorci (pripremljeni u skladu s

8.1. i 8.2.) uz umetanje jednog standarda za provjeru rada sistema na svakih 10 uzoraka kako bi se osigurala analiticka stabilnost. Injektuje se
standardnirastvor C (5.14.3.) nakon svakih 5 uzoraka.



9. lzracunavanje

MoiZe se koristiti automatizovanisistem za obradu podataka, pod uslovom da se podaci mogu provjeriti upotrebom nacela opisanih u dolje
navedenoj metodi.

Izmjere se povrsine ili visine pikova srodnih jedinjenja i pikova internog standarda.

9.1. Izracunanje faktora odziva detektora.

Iz hromatograma s injektiranim standardnim rastvorom C (5.14.3.), izracunava se faktor odziva detektora za svaki srodno jedinjenje primjenom
jednacine (1).

(1) Faktor odziva detektora =
Povrsina ili visina pika IS

Povrsina ili visina pika srodnog jedinjenja

Koncentracija srodnog jedinjenja (ug/g)

Koncentracija IS (ug/g)

Gdje je:

IS = interni standard;

Konc. srodnog jedinjenja = Koncentracija srodnog jedinjenja u rastvoru C (5.14.3.);

Konc. IS = Koncentracija internog standarda u rastvoru C.

9.1.2. Analiza uzorka

Primjenom donje jednacine (2), izraCunava se koncentracija svakog srodnog jedinjenja u uzorcima.

(2) Koncentracije srodnih jedinjenja (ug/g) =
Povrsina ili visina pika srodnog jedinjenja

Povrsina ili visina pika IS
mis(g)
—————— x Konc. IS (ug/g) x RF

muzorka(g)
Gdje je:
Myzorka = Masa uzorka (8.1.2.);
m;s = masa internog standarda (8.1.3.);
Konc. IS = Koncentracija internog standarda u rastvoru E (5.14.5.);
RF = Faktor odziva detektora izracunava se koris¢enjem jednacine 1.
9.1.3. Analiza rastvora standarda za provjeru rada sistema
Primjenom donje jednacine (3), izraCunava se postotak iskoristenja ciljane vrijednosti za svaki srodnojedinjenje u rastvorima standarda za provjeru
rada sistema (5.14.7.).
(3) % iskoristenja uzorka za provjeru rada sistema =

Koncentracija analita u standardu za provjeru rada sistema

Koncentracija analita u rastvoru D
x 100
Koncentracija analita u standardu za provjeru rada sistema se izraCunava primjenom gore navedene jednacine (1) i (2).
9.2.  Konacni prikaz rezultata
Rezultati se preracunaju iz g/g u g na 100 litara apsolutnog alkohola za uzorke primjenom jednacine (4).
(4) Koncentracija u g na 100 litara apsolutnog alkohola =
Konc. (ug/g) x p x10/[jacina (% vol) 1000]
Gdje je:
p = gustina u kg/m’.
Rezultati se izraavaju do 3 znacajne cifre i maksimalno jednog decimalnog mjesta, npr. 11,4 g na 100 | apsolutnog alkohola.
10.  Osiguranje kvaliteta i kontrole (koriSceni za validnu metodu)
Primjenom gore navedene jednacine (2), izracunava se koncentracija svakog srodnog jedinjenja u rastvorma standarda za provjeru rada sistema
koje su pripremljene kako je opisano od 8.1.1. do 8.1.4. Primjenom jednacine (3), izraCunava se postotak iskoristenja ciljane vrijednosti. Ako su
analiti¢ki rezultati unutar + 10 % njihovih teoretskih vrijednosti za svaki srodnojedinjenje, analiza se moze nastaviti. Ako nijesu, mora se istraZiti
uzrok odstupanja, te preuzeti potrebne korektivne mjere.
11.  Karakteristike performansi metode (preciznost)
Statisti¢ki rezultati medulaboratorijskog testiranja: sljedece tablice daju vrijednosti za sljedece spojeve: etanal, etil acetat, acetal, ukupni etanal,
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.
Sljedeci podaci su dobijeni iz studija medunarodnog testiranja metode koje je sprovedeno u skladu s medunarodno dogovorenim postupcima.
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Broj laboratorija 32
Broj uzoraka 5
Analit etanal
Uzorci A B C D E

Broj laboratorija preostalih nakon odbacivanja ekstremnih
vrijednosti 28 26 27 27 28




Broj odbacivanja ekstremnih vrijednosti (laboratorija) 2 4 3 3 2
Broj prihvacenih rezultata 56 52 54 54 56
38,4 28,6
Srednja vrijednost () pg/g 63,4 71,67 130,4 13.8(*) 52.2(%)
Standardna devijacija ponovljivosti (Sr) ug/g 33 1,9 6,8 4,1 3,6
Relativna standardna devijacija ponovljivosti (RSDr) (%) 52 2,6 5,2 15,8 8,9
Granica ponovljivosti (r) ug/g 9,3 53 19,1 11,6 10,1
Standardna devijacija obnovljivosti (SR) ug/g 12 14 22 6,8 8,9
Relativna standardna devijacija obnovljivosti (RSDg) (%) 18,9 19,4 17,1 26,2 22,2
Granica obnovljivosti (R) ug/g 33,5 38,9 62,4 19,1 25,1
Vrste uzoraka
A = brandy; dvostruke slijepe probe.
B = kirsch; dvostruke slijepe probe.
C = grapa; dvostruke slijepe probe.
D = whisky; nivoaraspodjele(*).
E = rum; nivoaraspodjele(*).
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Broj laboratorija 32
Broj uzoraka 5
Analit etil acetat
Uzorci A B C D
Broj laboratorija preostalih nakon odbacivanja ekstremnih vrijednosti 24 24 25 24
Broj odbacivanja ekstremnih vrijednosti (laboratorija) 2 2 1 2
Broj prihvacenih rezultata 48 48 50 48
Srednja vrijednost (x) ug/g 96,8 1046 120,3 112,5
91,8(*)
Standardna devijacija ponovljivosti (Sr) ug/g 2,2 15 2,6 2,1
Relativna standardna devijacija ponovljivosti (RSDr) (%) 2,3 1,4 2,1 2,0
Granica ponovljivosti (r) pg/g 6,2 40,7 7,2 5,8
Standardna devijacija obnovljivosti (SR) ug/g 6,4 79 8,2 6,2
Relativna standardna devijacija obnovljivosti (RSDg) (%) 6,6 7,6 6,8 6,2
Granica obnovljivosti (R) ug/g 17,9 2219 22,9 17,5

Vrsta uzorka

A = brandy; dvostruke slijepe probe.
B = kirsch; dvostruke slijepe probe.
C = grapa; dvostruke slijepe probe.
D = whisky; nivoaraspodjele(*).

E = rum; nivoaraspodjele(*).
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Broj laboratorija 32
Broj uzoraka 5
Analit acetal




Uzorci A B C D E

Broj laboratorija preostalih nakon odbacivanja ekstremnih

vrijednosti 20 21 22 17 21

Broj odbacivanja ekstremnih vrijednosti (laboratorija) 4 3 2 4 3

Broj prihvacenih rezultata 40 42 44 34 42

Srednja vrijednost () pg/g 35,04 36,46 68,5 20,36 15,1

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

Standardna devijacija ponovljivosti (Sr) ug/g 0,58 0,84 1,6 0,82 1,9
Relativna standardna devijacija ponovljivosti (RSDr) (%) 1,7 2,3 2,3 6,1 8,7
Granica ponovljivosti (r) ug/g 1,6 2,4 4,4 2,3 53
Standardna devijacija obnovljivosti (Sg) ug/g 4,2 4,4 8,9 1,4 3,1
Relativna standardna devijacija obnovljivosti (RSDg) (%) 12,1 12,0 13,0 10,7 14,2
Granica obnovljivosti (R) pg/g 11,8 12,2 25,0 4,0 8,7

Vrsta uzorka

A = brandy; dvostruke slijepe probe.
B = kirsch; dvostruke slijepe probe.
C = grapa; dvostruke slijepe probe.
D = whisky; nivoaraspodjele(*).

E = rum; nivoaraspodjele (*).
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Broj laboratorija 32
Broj uzoraka 5
Analit ukupni etanal
Uzorci A B C D E

Broj laboratorija preostalih nakon odbacivanja ekstremnih

vrijednosti 23 19 22 21 22

Broj odbacivanja ekstremnih vrijednosti (laboratorija) 1 5 2 3 2

Broj prihvacenih rezultata 46 38 44 42 44

Srednja vrijednost (x) ug/g 76,5 85,3 156,5 45,4 32,7

15,8(*) 61,8(*)

Standardna devijacija ponovljivosti (Sr) ug/g 35 1,3 6,5 4,4 3,6
Relativna standardna devijacija ponovljivosti (RSDr) (%) 4,6 1,5 4,2 14,2 7,6
Granica ponovljivosti (r) ug/g 9,8 3,5 18,3 12,2 10,0
Standardna devijacija obnovljivosti (Sg) ug/g 13 15 24,1 7,3 9,0
Relativna standardna devijacija obnovljivosti (RSDg) (%) 16,4 17,5 15,4 23,7 19,1
Granica obnovljivosti (R) pug/g 35,2 41,8 67,4 20,3 25,2

Vrsta uzorka

A = brandy; dvostruke slijepe probe.
B = kirsch; dvostruke slijepe probe.
C = grapa; dvostruke slijepe probe.
D = whisky; nivoaraspodjele (*).

E = rum; nivoaraspodijele (*).
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Broj uzoraka
Analit

Broj uzoraka
Analit

Broj laboratorija 32
5
metanol
Uzorci A B C D E
Broj laboratorija preostalih nakon odbacivanja ekstremnih
vrijednosti 26 27 27 28 25
Broj odbacivanja ekstremnih vrijednosti (laboratorija) 4 3 3 1 4
Broj prihvacenih rezultata 52 54 54 56 50
— 83,0 18,6
Srednja vrijednost (x) ug/g 319,8 2245 1326 | 615(*) | 289(*)
Standardna devijacija ponovljivosti (Sr) ug/g 4,4 27 22 1,5 1,3
Relativna standardna devijacija ponovljivosti (RSDr) (%) 1,4 1,2 1,7 2,1 5,6
Granica ponovljivosti (r) ug/g 12,3 74,4 62,5 4,3 3,8
Standardna devijacija obnovljivosti (SR) ug/g 13 99 60 4,5 2,8
Relativna standardna devijacija obnovljivosti (RSDg) (%) 3,9 4,4 4,6 6,2 11,8
Granica obnovljivosti (R) ug/g 35,2 278,3 169,1 12,5 7,9
Vrsta uzorka
A = brandy; dvostruke slijepe probe.
B = kirsch; dvostruke slijepe probe.
C = grapa; dvostruke slijepe probe.
D = whisky; nivoaraspodjele(*).
E = rum; nivoaraspodjele(*).
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Broj laboratorija 32
4
butan-2-ol
Uzorci A B C E
Broj laboratorija preostalih nakon odbacivanja ekstremnih vrijednosti 21 27 29 22
Broj odbacivanja ekstremnih vrijednosti (laboratorija) 4 3 1 3
Broj prihvacenih rezultata 42 54 58 44
I 5,83
Srednja vrijednost (%) ug/g 588 2502 27,57 14,12(%)
Standardna devijacija ponovljivosti (Sr) ug/g 0,40 2,2 0,87 0,64
Relativna standardna devijacija ponovljivosti (RSDr) (%) 6,8 0,9 3,2 6,4
Granica ponovljivosti (r) ug/g 11 6,1 2,5 1,8
Standardna devijacija obnovljivosti (Sg) ug/g 0,89 13 3,2 0,87
Relativna standardna devijacija obnovljivosti (RSDg) (%) 15,2 51 11,5 8,7
Granica obnovljivosti (R) pg/g 2,5 35,5 8,9 2,4

Vrsta uzorka

A = brandy; dvostruke slijepe probe.
B = kirsch; dvostruke slijepe probe.
C = grapa; dvostruke slijepe probe.
E = rum; nivoaraspodijele(*).
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Broj laboratorija 32
Broj uzoraka 5
Analit propan-1-ol
Uzorci A B C D E
Broj laboratorija preostalih nakon odbacivanja ekstremnih vrijednosti 29 27 27 29 29
Broj odbacivanja ekstremnih vrijednosti (laboratorija) 2 4 3 2 2
Broj prihvacenih rezultata 58 54 54 58 58
— 272,1 177,1
Srednja vrijednost (x) ug/g 86,4 | 3541 | 1591 | 2293(%) | 222,1(*)
Standardna devijacija ponovljivosti (Sr) ug/g 3,0 24 3,6 2,3 33
Relativna standardna devijacija ponovljivosti (RSD;) (%) 34 0,7 2,3 0,9 1,6
Granica ponovljivosti (r) ug/g 8,3 68,5 10,0 6,4 9,1
Standardna devijacija obnovljivosti (SR) pg/g 53 150 6,5 9,0 8,1
Relativna standardna devijacija obnovljivosti (RSDg) (%) 6,1 4,1 4,1 3,6 4,1
Granica obnovljivosti (R) pg/g 14,8 407,2 18,2 25,2 22,7
Vrsta uzorka
A = brandy; dvostruke slijepe probe.
B = kirsch; dvostruke slijepe probe.
C = grapa; dvostruke slijepe probe.
D = whisky; nivoaraspodjele (*).
E = rum; nivoaraspodjele(*).
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Broj laboratorija 32
Broj uzoraka 3
Analit butan-1-ol
Uzorci A B C
Broj laboratorija preostalih nakon odbacivanja ekstremnih vrijednosti 20 22 22
Broj odbacivanja ekstremnih vrijednosti (laboratorija) 4 4 6
Broj prihvacenih rezultata 40 44 44
Srednja vrijednost (x) ug/g 3,79 5,57 7,54
Standardna devijacija ponovljivosti (Sr) ug/g 0,43 0,20 0,43
Relativna standardna devijacija ponovljivosti (RSDr) (%) 11,2 3,6 5,6
Granica ponovljivosti (r) pg/g 1,1 0,6 1,2
Standardna devijacija obnovljivosti (SR) pg/g 0,59 0,55 0,82
Relativna standardna devijacija obnovljivosti (RSDR) (%) 15,7 9,8 10,8
Granica obnovljivosti (R) pg/g 1,7 1,5 2,3

Vrsta uzorka

A = brandy; dvostruke slijepe probe.
B = kirsch; dvostruke slijepe probe.

C = grapa; dvostruke slijepe probe (*).
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Broj laboratorija 32

Broj uzoraka 5

Analit 2-metilpropan-1-ol

Uzorci A B C D E
Broj laboratorija preostalih nakon odbacivanja ekstremnih vrijednosti 28 31 30 26 25
Broj odbacivanja ekstremnih vrijednosti (laboratorija) 3 0 1 5 6
Broj prihvacenih rezultata 56 62 60 52 50
N 291,0 115,99

Srednja vrijednost (x) ug/g 1742 | 111,7 | 1850 | 2468(*) | 13387(%
Standardna devijacija ponovljivosti (Sr) ug/g 2,3 1,6 2,5 1,8 0,74
Relativna standardna devijacija ponovljivosti (RSDr) (%) 1,3 1,4 1,3 0,7 0,6
Granica ponovljivosti (r) ug/g 6,4 4,5 6,9 5,0 2,1
Standardna devijacija obnovljivosti (Sg) ug/g 8,9 8,9 9,7 6,0 6,2
Relativna standardna devijacija obnovljivosti (RSDg) (%) 51 8,0 5,2 2,2 5,0
Granica obnovljivosti (R) pg/g 24,9 24,9 27,2 16,9 17,4
Vrsta uzorka
A = brandy; dvostruke slijepe probe.
B = kirsch; dvostruke slijepe probe.
C = grapa; dvostruke slijepe probe.
D = whisky; nivoaraspodjele(*).
E = rum; nivoaraspodijele(*).
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Broj laboratorija 32

Broj uzoraka 5

Analit 2-metil-butan-1-ol

Uzorci A B C D E
Broj laboratorija preostalih nakon odbacivanja ekstremnih vrijednosti 25 26 25 27 25
Broj odbacivanja ekstremnih vrijednosti (laboratorija) 3 2 3 1 2
Broj prihvacenih rezultata 50 52 50 54 50
Srednja vrijednost (x) pg/, 721
javr Here 1130 | 483 | 91,6 | 452(*) [39,561,5(%)

Standardna devijacija ponovljivosti (Sr) ug/g 2,1 1,5 1,7 2,3 2,3
Relativna standardna devijacija ponovljivosti (RSDr) (%) 1,9 3,1 1,8 39 4,5
Granica ponovljivosti (r) ug/g 6,0 42 4,7 6,4 6,3
Standardna devijacija obnovljivosti (Sg) ug/g 7,4 3,8 6,6 4,7 4,5
Relativna standardna devijacija obnovljivosti (RSDg) (%) 6,6 7,9 7,2 8,1 8,8
Granica obnovljivosti (R) ug/g 20,8 10,7 18,4 13,3 12,5

Vrsta uzorka

A = brandy; dvostruke slijepe probe.
B = kirsch; dvostruke slijepe probe.
C = grapa; dvostruke slijepe probe.
D = whisky; nivoaraspodjele(*).

E = rum; nivoaraspodjele (*).
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Broj laboratorija 32
Broj uzoraka 5
Analit 3-metil-butan-1-ol
Uzorci A B C D E

Broj laboratorija preostalih nakon odbacivanja ekstremnih

vrijednosti 23 23 24 27 21
Broj odbacivanja ekstremnih vrijednosti (laboratorija) 5 5 4 1 6
Broj prihvacenih rezultata 46 46 48 54 42
Srednja vrijednost (x) ug/g 459,4 242,7 288,4 1;:)1,31'(2*) 22;26,(3*)
Standardna devijacija ponovljivosti (Sr) ug/g 5,0 2,4 3,4 2,4 3,2
Relativna standardna devijacija ponovljivosti (RSDr) (%) 1,1 1,0 1,2 1,8 1,4
Granica ponovljivosti () pg/g 13,9 6,6 96 6,6 91
Standardna devijacija obnovljivosti (Sg) ug/g 29,8 13 21 8,5 6,7
Relativna standardna devijacija obnovljivosti (RSDg) (%) 6,5 5,2 7,3 6,5 2,9
Granica obnovljivosti (R) ug/g 83,4 35,4 58,8 23,8 18,7

Vrsta uzorka

A = brandy; dvostruke slijepe probe.
B = kirsch; dvostruke slijepe probe.
C = grapa; dvostruke slijepe probe.
D = whisky; nivoaraspodjele(*).

E = rum; nivoaraspodjele(*).

IV. ANETOL. ODREDIVANJE TRANS-ANETOLA GASNOMHROMATOGRAFIJOM U ALKOHOLNIM PICIMA

1. Podrucje primjene
Ova metoda je prikladna za odredivanje trans-anetola u alkoholnim pi¢ima s aromom anisa primjenom gasnehromatografije.

2. Referentni standardi
ISO 3696:1987: Voda za upotrebu u analitickim laboratorijima — Zahtjevi i test metode.

3. Princip

Koncentracija trans-anetola u alkoholnim pi¢ima se odreduje gasnomhromatografijom (GC). Ista koli¢ina internog standarda, npr. 4-alilanizola
(estragola) kada estragol nije prirodno prisutan u uzorku, dodaje se test uzorku i referentnomrastvoru trans-anetola poznate koncentracije te se oba
razblaze pomocu 45 %-tne rastvora etanola i injektuju direktno u GC sistem. Prije pripreme uzorka i analize likera koji sadrZe velike koli¢ine Secera
potrebna je ekstrakcija.

4. Reagensi

Tokom analize koriste se samo reagensi Cija Cisto¢a je najmanje 98 %. Mora se koristiti voda Ciji stepenkvaliteta je najmanje 3 prema definiciji
standarda ISO 3696.

Referentne hemikalije se trebaju ¢uvati na hladnom mjestu (na 4°C), bez prisustva svjetlosti, u aluminijumskim posudama ili u bo¢icama za reagense
od obojenog (¢ilibarnog) stakla. Zatvaraci trebaju imati aluminijumskizaptivac. Trans-anetol je neophodno rastopiti prije upotrebe, ali u ovom
slu¢aju njegova temperatura ne smije nikad preci 35°C.

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

4.2.  1-metoksi-4-(1-propenil) benzen; (trans-anetol) (CAS 4180-23-8)

4.3. 4-alilanizol, (estragol) (CAS 140-67-0), preporuceni interni standard (IS)

4.4. Etanol 45 % vol.

Doda se 560 g destilovane vode u 378 g etanola 96 % vol.

4.5.  Priprema standardnih rastvora

Sve standardne rastvore treba Cuvati na sobnoj temperaturi (15 do 35°C), udaljene od svjetlosti u aluminijumskim posudama ili u bocicama za
reagense od obojenog (¢ilibarnog) stakla. PoZeljno je da zatvaraci imaju aluminijskizaptivac.

Trans-anetol i 4-alilanizol su prakti¢no nerastvorivi u vodi, pa je stoga potrebno rastvoriti trans-anetol i 4-alilanizol u 96 %-tnom etanolu (4.1.) prije
dodatka 45 %-tnog etanola (4.4.).

Maticnirastvori se moraju pripremati svjezi svake sedmice.

4.5.1. Standardnirastvor A

Osnovni rastvor trans-anetola (koncentracije: 2 g/l)



Izvaga se 40 mg trans-anetola (4.2.) u normalni sud od 20 ml (ili 400 mg u 200 ml, itd.). Doda se nesto 96 %-tnog etanola (4.1.) i dopuni do oznake s
45 % vol etanolom (4.4.) te dobro promijesa.

4.5.2. Interni standardnirastvor B

Osnovni rastvor internog standarda, npr. estragola (koncentracije: 2 g/l)

Izvaga se 40 mg estragola (4.3.) u normalni sud od 20 ml (400 mg u 200 ml, itd.). Doda se nesto 96 % vol etanola (4.1.), dopuni do oznake 45 % vol
etanolom (4.4.) te dobro promijesa.

4.5.3. Rastvori koji se koriste za provjeru linearnosti odziva plamenoionizacijskog detektora (FID)

Linearnost odziva plamenoionizacijskog detektora mora se provjeriti za analizu uzimajuéi u obzir raspon koncentracija trans-anetola u alkoholnim
pi¢ima od 0 g/l do 2,5 g/I. U postupku analize, nepoznati uzorci alkoholnih pic¢a koji se moraju analizirati razblaze se 10 puta (8.3.). Za uslove analize
opisane u metodi, osnovnog rastvora koji odgovaraju koncentracijama 0; 0,05; 0,10; 0,15; 0,20 i 0,25 g/I trans-anetola u uzorcima koji se analiziraju
su pripremljeni na sljedeci nacin: uzme se 0,5; 1,0; 1,5; 2,0i 2,5 ml osnovnog rastvora A (4.5.1.) i otpipetira u odvojene normalne sudove od 20 ml; u
svaki sud se otpipetira po 2 ml internog standardnograstvora B (4.5.2.), dopuni do oznake s 45 % vol etanolom (4.4.) te dobro promijesa.

Slijepe probe (8.4.) se koriste kao rastvor s 0 g/I.

4.5.4. Standardnirastvor C

Uzme se 2 ml standardnograstvora A (4.5.1.) i otpipetira u normalni sud od 20 ml, tada se doda 2 ml internog standardnograstvora B (4.5.2.) i
nadopuni do oznake s 45 % vol etanolom (4.4.) te dobro promijesa.

5. Aparatura

5.1.  Gasnihromatograf opremljen s kapilarnom kolonom i plamenoionizacijskim detektorom (FID) i integratorom ili drugim sistemom za obradu
podataka koji moze mjeriti visinu ili povrsinu pikova te automatskim uzorkivacem ili potrebnom opremom za ru¢no injektiranje uzorka.

5.2.  Split/splitless injektor

5.3.  Kapilarna kolona, na primjer:

DuZina: 50 m

Unutrasnji pre¢nik: 0,32 mm

Debljina filma: 0,2 um

Stacionarna faza: FFAP — modificirani TPA polietilen glikol umreZeni porozni polimer.

5.4. Uobicajena laboratorijska oprema: bazdareno laboratorijsko posude, analiticka vaga (preciznost: + 0,1 mg).

6. Hromatografski uslovi

Vrsta kolone i dimenzije te uslovigasnehromatografije moraju biti takvi da se anetol i interni standard odvajaju jedan od drugog i od bilo kojih
interferirajucih materija. Tipi¢ni uslovi za kolonu koja je data kao primjer pod 5.3., su:

6.1.  Noseci gas: analiticki helij

6.2.  Brzina protoka: 2 ml/min

6.3. Temperatura injektora: 250°C

6.4. Temperatura detektora: 250°C

6.5. Temperaturni uslovi termostatiranog prostora: izotermalni, 180°C, trajanje analize 10 min

6.6.  Zapreminainjektovanja: 11, split 1:40.

7. Uzorci

Uzorci se trebaju Cuvati na sobnoj temperaturi, udaljeni od svjetlosti i hladnoce.

8. Postupak

8.1.  Analiza uzorka na estragol

Da bi se osiguralo da estragol nije prirodno prisutan u uzorku, treba se uraditi slijepa proba bez dodatka bilo kojeg internog standarda. Ako je
estragol prirodno prisutan u uzorku tada se mora odabrati drugi interni standard (na primjer mentol).

Otpipetira se 2 ml uzorka u normalni sud od 20 ml i dopuni do oznake s 45 % vol etanolom (4.4.) te dobro promijesa.

8.2.  Priprema nepoznatih uzoraka

Otpipetira se 2 ml uzorka u normalni sud od 20 ml, zatim se doda 2 ml interne standardne rastvora B (4.5.2.) i dopuni do oznake s 45 % vol etanolom
(4.4.) te dobro promijesa.

8.3. Slijepa proba

Otpipetira se 2 ml interne standardne rastvora B (4.5.2.) u normalni sud od 20 ml i dopuni do oznake s 45 % vol etanolom (4.4.) te dobro promijesa.
8.4. Test linearnosti

Prije pocetka analize, linearnost odziva plamenoionizacijskog detektora mora se provjeriti sukcesivnom analizom u triplikatu svakog
standardnograstvora za provjeru linearnosti (4.5.3.).

Iz povrsine ili visine pika integratora za svako se injektiranje napravi graficki prikaz koncentracija njihovog osnovnog rastvora u g/l u odnosu na
odnos R za svaku.

R = visina ili povrsina pika trans-anetola podijeljena s visinom ili povrSinom pika estragola.

Mora se dobiti linearna kriva.

8.5.  Odredivanje

Injektuje se slijepa proba (8.3.), zatim standardni rastvor C (4.5.4.), zatim jedan od rastvora standarda za provjeru linearnosti (4.5.3.) koje ce
djelovati kao uzorak za provjeru rada sistema (moZe se odabrati s obzirom na vjerovatnu koncentraciju trans-anetola u nepoznatom uzorku), zatim
pet nepoznatih uzoraka (8.2.); umetne se uzorak za provjeru linearnosti (provjeru rada sistema) nakon svakog petog nepoznatog uzorka da se
osigura analiticka stabilnost.

9. lzracunavanje faktora odgovora detektora

Ilzmjere se ili povrsine pikova (koriséenjem integratora ili drugog sistema za obradu podataka) ili visine pikova (ru¢na integracija) za pikove trans-
anetola ili internog standarda.

9.1. Izradunavanjeavanje faktora odziva detektora (RF)

Faktor odziva detektora se izracunava na sljedeci nacin:

RF; = (Ci/povrsina ili visinai) * (povrsina ili visinas/s)

Gdje je:

C; = koncentracija trans-anetola u standardnom rastvoru A (4.5.1.)

Cis = koncentracija internog standarda u standardnomrastvoru B (4.5.2.)

Povrsina; = povrsina (ili visina) pika trans-anetola

Povrsina;s = povrsina (ili visina) pika internog standarda

RF; se rac¢una iz pet uzoraka rastvora C (4.5.4.).

9.2.  Analiza linearnosti odziva detektora test rastvorom

Injektuje se test rastvor za provjeru linearnosti odziva detektora (4.5.3.).



9.3.  Analiza uzorka

Injektuje se nepoznatirastvor uzorka (8.2.).

10. lzracunavanje rezultata

Formula za izraCunavanje koncentracije trans-anetola je sljedeca:

¢ = Cis * (povrsina ili visinai/povrsina ili visinalS) * RF;

Gdje je:

¢i = nepoznata koncentracija trans-anetola

Cis = koncentracija internog standarda u nepoznatomrastvoru (4.5.2.)

Povrsina ili visina; = povrsina ili visina pika trans-anetola

Povrsina ili visina;s = povrsina ili visina pika internog standarda

RF; = koeficijent odziva detektora (izracunavanje kao u 9.1.)

Koncentracija trans-anetola se izraZzava u gramima po litri s jednim decimalnim mjestom.

11.  Osiguranje kvaliteta i kontrola

Hromatogrami moraju biti takvi da su anetol i interni standard odvojeni jedan od drugog i od bilo kojih interferirajucih materija. Vrijednost RF; se
izraCunavanje iz rezultata za pet injektovanjarastvora C (4.5.4.). Ako je koeficijent varijacije [CV % = (standardna devijacija/srednja vrijednost) *
100)] unutar plus ili minus 1 %, prosjecna vrijednost RFi je prihvatljiva.

Gornji raun se mora koristiti za izracunavanje koncentracije trans-anetola u uzorku izabranom za provjeru rada sistema iz rastvora za kontrolu
linearnosti (4.5.3.).

Ako je srednja vrijednost izraCunatih rezultata iz analize rastvora za kontrolu linearnosti izabrane za provjeru rada sistema internog uzorka (1QC)
unutar plus ili minus 2,5 % njihove teoretske vrijednosti, tada rezultati za nepoznate uzorke mogu biti prihvaceni.

12.  Tretiranje uzorka alkoholnih pi¢a koja sadrZe velike koli¢ine Secera i uzorka likera prije analize gasnomhromatografijom (GC)

Ekstrakcija alkohola iz alkoholnih pi¢a koja sadrze velike koliCine Secera, da bi se mogla odrediti koncentracija trans-anetola primjenom
gasnehromatografije.

12.1. Princip

Uzme se alikvot uzorka likera i doda se interni standard, u koncentraciji koja je sliéna koncentraciji analita (trans-anetola) u likeru. Tome se dodaje
natrijum fosfat dodekahidrat i bezvodni amonijum sulfat. Dobijena mjeSavina se dobro promucka i ohladi, nastaju dva sloja, a gornji alkoholni sloj se
odvoji. Uzme se alikvot tog alkoholnog sloja i razrijedi s 45 % rastvorom etanola (4.4.). (Napomena: Interni standard se ne dodaje u ovoj fazi jer je
vec¢ dodan.). Dobijenarastvor se analizira gasnom hromatografijom.

12.2. Reagensi

Tokom ekstrakcije koriste se reagensi Cija je Cistoca veca od 99 %.

12.2.1. Amonijum sulfat, bezvodni, (CAS 7783-20-2).

12.2.2. Natrijum fosfat dibazi¢ni dodekahidrat, (Na,HPO,4 x 12 H,0), (CAS 10039-32-4).

12.3. Aparatura

Konusne tikvice, tikvice za razdvajanje, hladnjak.

12.4. Postupak

12.4.1. Analiza uzoraka na estragol

Da bi se osiguralo da estragol nije prirodno prisutan u uzorku, treba se provesti ekstrakcija (12.6.2.) i analiza slijepe probe bez dodatka bilo kojeg
internog standarda. Ako je estragol prirodno prisutan u uzorku tada se mora odabrati drugi interni standard.

12.4.2. Ekstrakcija

Otpipetira se 5 ml 96 %-tnog etanola (4.1.) u konusnu tikvicu, odvaga se 50 mg internog standarda (4.3.) u istu tikvicu, i doda 50 ml uzorka. Zatim se
doda 12 g amonijum sulfata, bezvodnog (12.2.1.), i 8,6 g dibazi¢nog natrijum fosfata, dodekahidrata (12.2.2.). Konusna tikvica se zacepi.

Tikvica se mucka najmanje 30 minuta. MoZe se koristiti mehanicki uredaj za muckanje, ali ne i magnetska poluga za mijesanje oblozena teflonom jer
teflon apsorbuje neke analite. Treba uoditi da se dodate soli neée potpuno rastvoriti.

Zacepljena tikvica se stavi u hladnjak (T < 5°C) najmanje dva sata.

Nakon tog vremena, trebaju postojati dva odvojena tecna sloja i ¢vrsti ostatak. Alkoholni sloj treba biti bistar; ako nije stavi se ponovno u hladnjak
dok se ne postigne jasno odvajanje slojeva.

Kada je alkoholni sloj bistar, paZljivo se uzme alikvot (npr. 10 ml), bez diranja vodenog sloja, stavi se u bocicu s Cilibarnim staklom i zatvori
sigurnosnim zatvaracem.

12.4.3. Priprema ekstrahovanog uzorka za analizu

Pusti se da ekstrakt (12.4.2.) postigne sobnu temperaturu.

Uzme se 2 ml alkoholnog sloja temperiranog ekstrahiranog uzorka i otpipetira u normalni sud od 20 ml, dopuni se do oznake s 45 %-tnim etanolom
(4.4.) te dobro promijesa.

12.5. Odredivanje

Slijedi se postupak opisan pod 8.5.

12.6. Izradunavanje rezultata

Za izracunavanje rezultata se koristi sljedec¢a formula:

Ci = (ms/V) * (povrsinai/povrsina;s) * RF;

Gdje je:

mys = masa internog standarda (4.3.) uzetog (12.4.2.) (u miligramima)

V = zapremina nepoznatog uzorka (50 ml)

RF; = faktor odziva detektora (9.1.)

Povrsina; = povrsina pika trans-anetola

Povrsinass = povrsina pika internog standarda

Rezultati se izraZzavaju u gramima po litri s jednim decimalnim mjestom.

12.7. Kontrola i osiguranje kvaliteta

Slijedi se postupak naveden gore pod 11.

13.  Karakteristike performansi metode (preciznost)

Statisti¢ki rezultati medulaboratorijskog testiranja:

sledede tabele daju vrijednosti za anetol.

Slededi podaci su dobijeni iz medunarodnog istraZzivanja sprovodenja metode koje je sprovedeno u skladu s medunarodno dogovorenim
postupcima.

Godina medulaboratorijskog testiranja 1998
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Broj uzoraka
Analit
Pastis:

10
anetol

Uzorci A B C D E F
Broj laboratorija preostalih nakon odbacivanja ekstremnih vrijednosti 15 15 15 13 16 16
Broj odbacivanja ekstremnih vrijednosti (laboratorija) 1 1 1 3 - -
Broj prihvacenih rezultata 30 30 30 26 16 16
Srednja vrijednost (x) g/ 1,477 | 1,955 | 1,940 | 1,833 | 1,741 | 1,754
Standardna devijacija ponovljivosti (Sr) g/| 0,022 | 0,033 | 0,034 | 0,017 - -
Relativna standardna devijacija ponovljivosti (RSDr) (%) 1,5 1,7 1,8 0,9 - -
Granica ponovljivosti (r) g/ 0,062 | 0,093 | 0,096 | 0,047 - -
Standardna devijacija obnovljivosti (Sg) g/I 0,034 | 0,045 | 0,063 | 0,037 | 0,058 | 0,042
Relativna standardna devijacija obnovljivosti (RSDg) (%) 2,3 2,3 3,2 2,0 33 2,4
Granica obnovljivosti (R) g/I 0,094 | 0,125 | 0,176 | 0,103 | 0,163 | 0,119
Vrste uzoraka
A = pastis; dvostruke slijepe probe.
B = pastis; dvostruke slijepe probe.
C = pastis; dvostruke slijepe probe.
D = pastis; dvostruke slijepe probe.
E = pastis; jedno ponavljanje.
F = pastis; jedno ponavljanje.
Druga pica s ukusom anisa:
Uzorci G | J
Broj laboratorija preostalih nakon odbacivanja ekstremnih vrijednosti 16 14 14
Broj odbacivanja ekstremnih vrijednosti (laboratorija) - 1 1
Broj prihvacenih rezultata 32 28 28
R 0,778
Srednja vrijednost () g/I 0,530(*) 1,742 0,351 0,599
Standardna devijacija ponovljivosti (Sr) g/I 0,020 0,012 0,013 0,014
Relativna standardna devijacija ponovljivosti (RSDr) (%) 3,1 0,7 3,8 2,3
Granica ponovljivosti (r) g/| 0,056 0,033 0,038 0,038
Standardna devijacija obnovljivosti (Sg) g/| 0,031 0,029 0,021 0,030
Relativna standardna devijacija obnovljivosti (RSDg) (%) 4,8 1,6 5,9 5,0
Granica obnovljivosti (R) g/ 0,088 0,080 0,058 0,084
Vrste uzorka
G = ouzo; nivoa razdiobe (*).
H = anis; dvostruke slijepe probe.
| = liker s ukusom anisa; ponavljanje.
J = liker s ukusom anisa; ponavljanje.

V. GLICIRIZINSKA KISELINA. ODREDIVANJE GLICIRIZINSKE KISELINE PRIMJENOM TECNEHROMATOGRAFIJE VISOKIH PERFORMANSI

1. Podrucje primjene
Ova metoda je prikladna za odredivanje glicirizinske kiseline u alkoholnim pi¢ima s aromom anisa primjenom tec¢nehromatografije visokih
performansi (HPLC).



2. Referentni standardi

1SO 3696:1987: Voda za upotrebu u analitickoj laboratoriji — Zahtjevi i test metode

3. Princip

Koncentracija glicirizinske kiseline se odreduje primjenom tecnehromatografijevisokih performansi (HPLC) s UV detekcijom. Standardna rastvor i
test uzorak se filtriraju i odvojeno injektuju direktno u sistem HPLC.

4. Reagensi

Tokom analize, koriste se samo reagensi za HPLC, apsolutni etanol i voda ¢iji stepenkvalitet mora biti 3 prema definiciji standarda I1SO 3696.
4.1.  Etanol 96 % vol (CAS 64-17-5).

4.2.  Amonijum glicirizinat(glicirizin)Cs,He,016.NH3 (amonijumova so glicirizinske kiseline)

(Molekulska tezina: 839,98) (CAS 53956-04-0): Cistoce najmanje 90 %

(Molekulska teZina: glicirizinska kiselina 822,94).

4.3. Glacijalnasir¢etna kiselina, CH3COOH, (CAS 64-19-7).

4.4,  Metanol, CH30H (CAS 67-56-1).

4.5. Etanol 50 % vol.

Za 1000 ml na 20°C:

—96 % vol. Etanol (4.1.): 521 ml

—Voda (2.0.): 511 ml.

4.6. Priprema HPLC rastvora za eluiranje

4.6.1. Rastvarac A za eluiranje (primjer)

80 dijelova (zapreminskih) vode (2.0.)

20 dijelova (zapreminskih) siréetne kiseline (4.3.).

Rastvarac za eluiranje se degazira u trajanju od pet minuta.

Napomena: Ako voda koja se koristi nije mikrofiltrirana, preporucuje se filtrirati pripremljenirastvarac za (eluiranje) na filteru za organskerastvarace
s veli¢éinom pora koja je manja ili jednaka 0,45 um.

4.6.2. Rastavarac za (eluiranje) B

Metanol (4.4.).

4.7.  Priprema standardnih rastvora

Svi standardnirastvori moraju biti svjeze pripremljeni nakon dva mjeseca.

4.7.1. Referentnirastvor C

Izvaga se s precizno$¢u 0,1 mg, 25 mg amonijum glicirizinata(glizirizina), (4.2.) u normalni sud od 100 ml. Doda se nesto 50 % vol etanola (4.5.) i
rastvori amonijum glicirizinat (glizirizin). Kada se rastvori normalni sud sedopuni do oznake s 50 % vol etanolom (4.5.).

Filtrira se kroz filter za organske rastvarace.

4.7.2. Standardnirastvori koji se koriste za provjeru linearnosti odziva detektora

1,0 g/l osnovnog rastvora se pripremi vaganjem, sa precizno$¢u 0,1 mg, 100 mg amonijum glicirizinata u normalnom sudu od 100 ml. Doda se nesto
50 % vol etanola (4.5.) i rastvoriamonijum glicirizinat. Kada se rastvori normalni sud se dopuni do oznake 50 % vol etanolom (4.5.).
Pipetiranjem se pripreme najmanje Cetiri drugarastvora koje sadrze 0,05; 0,10; 0,25 i 0,50 g/l amonijum glicirizinataodnosno 5, 10, 25 i 50 ml 0,1 g/|
osnovnog rastvora u odvojene normalne sudove od 100 ml. Zatim se dopuni do oznake s 50 % vol etanolom te dobro promijesa.

Svirastvori se filtriraju kroz filter za organskerastvarace.

5. Aparatura

5.1.  Sistem za razdvajanje

5.1.1. Tecnihromatograf visokih performansi.

5.1.2. Sistem pumpi koji omogudava postizanje i zadrZavanje konstantne ili programirane brzine protoka s visokom preciznoséu.

5.1.3. UV spektrofotometrijski sistem detekcije: mora biti postavljen na 254 nm.

5.1.4. Sistem za degaziranje rastvaraca.

5.2.  Racunski integrator ili uredaj za snimanje ciji rad je kompatibilan s ostatkom sistema.

5.3.  Kolona (primjer):

Materijal: nerdajudi celik ili staklo

Unutrasnjiprec¢nik: 4 do 5 mm

DuZina: 100 do 250 mm

Stacionarna faza: umreZeni silicijum s (poZeljno sfericnom) oktadecilnom funkcionalnom grupom (C18), maksimalne veli¢ine Cestica: 5 um.
5.4. Laboratorijska oprema

5.4.1. Analiticka vaga s preciznoséu 0,1 mg

5.4.2. Odmjerno posude A klase

5.4.3. Mikromembranska filtracija pogodna za male zapremine.

6. Hromatografski uslovi

6.1. Karakteristike eluiranja(primjer):

— brzina protoka: 1 ml/min,

—rastvarac A =30 %,

—rastvarac¢ B =70 %.

6.2. Detekcija:

—-UV =254 nm

7. Postupak

7.1.  Priprema uzorka alkoholnog pica

Filtrira se, ako je potrebno, kroz filter za organskerastvarace (precnik pora: 0,45 ém).

7.2.  Odredivanje

Kada se hromatografski uslovistabilizuju,

—injektuje se 20 pl referentnograstvora C (4.7.1.),

—injektuje se 20 pl rastvora uzorka,

— uporede se dva hromatograma. Identifikuju se pikovi glicirizinske kiseline na osnovu njihovih retencionihvremena. Izmjere se njihove povrsine (ili
visine) i izrauna se koncentracija u g/l na dva decimalna mjesta primjenom sljedece jednacine:

hxPx823



H x 100 x 840
gdje je:
¢ = koncentracija u gramima po litri glicirizinske kiseline u alkoholnom pi¢u koje se analizira
C = koncentracija u gramima po litri amonijum glicirizinata u referentnomrastvoru
h = povrsina (ili visina) pika glicirizinske kiseline u alkoholnom picu koje se analizira
H = povrsina (ili visina) pika glicirizinske kiseline u referentnomrastvoru
P = Cistoca referentnog amonijum glicirizinata (u %)
823 = masa jednog mola glicirizinske kiseline
840 = masa jednog mola amonijum glicirizina.
8. Karakteristike performansi metode (preciznost)
Statisticki rezultati medulaboratorijskog testiranja:
slededa tabela daje vrijednosti za glicirizinsku kiselinu.
Sledeci podaci su dobijeni iz studija medunarodnog testiranja metode koje je sprovedeno u skladu s medunarodno dogovorenim postupcima.
Godina medulaboratorijskog testiranja 1998

Broj laboratorija 16
Broj uzoraka 5
Analit glicirizinska kiselina
Uzorci A B C D E
Broj laboratorija preostalih nakon odbacivanja ekstremnih vrijednosti 13 14 15 16 16
Broj odbacivanja ekstremnih vrijednosti (laboratorija) 3 2 1 - -
Broj prihvacenih rezultata 26 28 30 32 32

0,092

Srednja vrijednost (x) g/l 0,046 | (*)0,099 | 0,089 | 0249 | 0493

Standardna devijacija ponovljivosti (S,) g/| 0,001 0,001 0,001 0,002 0,003
Relativna standardna devijacija ponovljivosti (RSD,) (%) 1,5 1,3 0,7 1,0 0,6
Granica ponovljivosti (r) g/| 0,002 0,004 0,002 0,007 0,009
Standardna devijacija obnovljivosti (Sg) g/| 0,004 0,007 0,004 0,006 0,013
Relativna standardna devijacija obnovljivosti (RSDg) (%) 8,6 7,2 4,0 2,5 2,7
Granica obnovljivosti (R) g/ 0,011 0,019 0,010 0,018 0,037

Vrsta uzorka
A = pastis; dvostruke slijepe probe.

B = pastis; nivoa razdiobe (*).

C = pastis; dvostruke slijepe probe.

D = pastis; dvostruke slijepe probe.

E = pastis; dvostruke slijepe probe.

VI. KALKONI. METODA TECNEHROMATOGRAFIJE VISOKIH PERFORMANSI ZA PROVJERU PRISUSTVA KALKONA U PASTISU
1. Podrucje primjene
Ova metoda je pogodna za odredivanje prisutnosti kalkona u alkoholnim pi¢ima s ukusom anisa. Kalkoni su prirodne boje iz porodice flavonoida koje
su prisutne u slatkom korijenu (Glycyrrhiza glabra).

2. Referentni standardi
ISO 3696:1987, Voda za upotrebu u analitickoj laboratoriji — Zahtjevi i test metode
3. Princip

Pripremi se referentnirastvor ekstrakta slatkog korijena. Prisutnost ili odsutnost kalkona se odreduje primjenom te¢nehromatografije visokih
performansi (HPLC) s UV detekcijom.

4, Reagensi

Tokom analize koriste se samo reagensi za HPLC. Etanol mora biti 96 % vol. Treba se koristiti samo voda stepenakvaliteta 3 u skladu s definicijom
standarda ISO 3696.

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

4.2.  Acetonitril, CH3CN, (CAS 75-05-8)

4.3. Referentna supstanca: Glycyrrhiza glabra: slatki korijen

Grubo mljeveni slatki korijen (Glycyrrhiza glabra). Prosjec¢ne dimenzije Stapicastih Cestica: duZina: 10 do 15 mm, debljina: 1 do 3 mm.

4.4.  Natrijum acetat, CH3COONa, (CAS 127-09-3)

4.5. Glacijalna sir¢etna kiselina, CH3COOH, (CAS 64-19-7)



4.6.  Priprema rastvora
4.6.1. Etanol 50 % vol
Za 1000 ml na 20°C:
—96 % vol etanol (4.1.): 521 ml,
—Voda (2.0.): 511 ml.
4.6.2. Rastvarac A: acetonitril
Acetonitril (4.2.) HPLC analiticke Cistoce.
Degazira se.
4.6.3. Rastvarac B: 0,1 M pufer rastvor natrijum acetata, pH = 4,66.
U normalnom sudu od 1000 ml izvaga se 8,203 g natrijum acetata (4.4.), doda se 6,005 g glacijalne sir¢etne kiseline (4.5.) i dopuni do oznake s
vodom (2).
5. Priprema referentnog standarda iz Glycyrrhiza glabra (4.3.)
5.1. lzvaga se 10 g mljevenog slatkog korijena (Glycyrrhiza glabra) (4.3.) i stavi u destilacijsku tikvicu s okruglim dnom
—doda se 100 ml 50 % vol etanola (4.6.1.),
— refluksira se sat vremena,
—filtrira se,
— filtrat se odloZi za kasniju upotrebu.
5.2.  Sfiltra se skine ekstrakt slatkog korijena
— stavi se u destilacijsku tikvicu s okruglim dnom,
—doda se 100 ml 50 % vol etanola (4.6.1.),
— refluksira se sat vremena,
— filtrira se. Filtrat se odlozZi za kasniju upotrebu.
5.3.  Ekstrakcija slatkog korijena se mora provesti tri puta za redom.
5.4.  Spoje se tri filtrata.
5.5.  Narotacionom vakuum uparivacu se ispari faza rastvaraca (iz 5.4.).
5.6.  Zaostali ekstrakt (iz 5.5.) se pomijesa s 100 ml 50 % vol etanola (4.6.1.).
6. Aparatura
6.1.  Sistem za razdvajanje.
6.1.1. Tecni hromatograf visokih performansi.
6.1.2. Sistem za pumpanje koji moZze postici i odrzati konstantnu ili programiranu brzinu protoka pri visokom pritisku.
6.1.3. Sistem detekcije UV/vidljivim spektrofotometrom koji moZe biti postavljen na 254 i 370 nm.
6.1.4. Sistem za degaziranje rastvaraca:
6.1.5. Termostatirani prostor s kolonom temperiran na 40 £ 0,1°C.
6.2.  Racunski integrator ili uredaj za biljeZenje ciji rad je kompatibilan s ostatkom sistema za razdvajanje.
6.3. Kolona
Materijal: nerdajuci Celik ili staklo
Unutrasnji precnik: 4 do 5 mm
Stacionarna faza: umreZeni silicijum s oktadecilnom funkcionalnom grupom (C18), Veli¢ine Cestica: najvise 5 um (umreZena faza).
6.4. Uobicajena laboratorijska oprema, ukljucujuci:
6.4.1. Analiticka vaga, (preciznost: + 0,1 mg);
6.4.2. Aparatura za destilaciju s povratnim hladnjakom koji se sastoji od, na primjer:
— tikvice s okruglim dnom od 250 ml sa standardnim grlom od brusenog stakla,
—30 cm dugog povratnog hladnjaka, i
—izvora toplote (bilo kakva pirogena reakcija koja ukljucuje ekstrakt mora se izbjeéi upotrebom odgovarajuceg sistema).
6.4.3. Rotacionivakuum uparivac.
6.4.4. Pribor za filtriranje (tj. Buchnerov lijevak).
6.5. Hromatografski uslovi (primjer).
6.5.1. Karakteristike eluiranjarastvaraca A (4.6.2.) i B (4.6.3.):
— promjena gradijenta sa 20/80 (V/V) na 50/50 (V/V) za 15 minuta,
— promjena gradijenta sa 50/50 (V/V) na 75/25 (V/V) za pet minuta,
— jednaka jacina na 75/25 (V/V) za pet minuta,
— stabilizacija kolone izmedu injektovanja,
— jednaka jacina na 20/80 (V/V) za pet minuta.
6.5.2. Brzina protoka: 1 ml/minuti.
6.5.3. Podesavanje UV detektora:
Detektor mora biti postavljen na 370 nm za detekciju prisustva kalkona i zatim na 254 nm za detekciju glicirizinske kiseline.
Napomena: Promjena talasne duZine (s 370 na 254 nm) mora biti sprovedena 30 sekundi prije pocetka pika eluiranja glicirizinske kiseline.
7. Postupak
7.1.  Priprema uzorka alkoholnog pi¢a
Filtrira se kroz filter za organske rastvarace(prec¢nik pora: 0,45 um).
7.2.  Priprema rezidualnog ekstrakta slatkog korijena (5.6.)
Prije analize se napravi razrjedenje jedan naprema deset s 50 % vol etanolom (4.6.1.).
7.3. Odredivanje
7.3.1. Injektuje se 20 pl pripremljenog ekstrakta slatkog korijena (7.2.). Analiza se provodi primjenom hromatografskih uslova koji su gore opisani
(6.5.).
7.3.2. Injektuje se 20 ul uzorka (7.1.) (uzorak alkoholnog pi¢a s ukusom anisa). Analiza se sprovodi primjenom hromatografskih uslova koji su gore
opisani (6.5.).
7.3.3. Poredenje dva hromatograma. Mora postojati velika slinost izmedu dva hromatograma u zoni izlaza kalkona (tokom detekcije na 370 nm
pod uslovima analize koji su gore opisani) (vidi Sliku 2.).



8. Karakteristicni hromatogram za pastis
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Slika 2.: HROMATOGRAM DOBIJEN GORE OPISANOM METODOM, PRIKAZUJE PRISUSTVO KALKONA U »PASTISU«. PIKOVI 1 DO 8 SU KALKONI,

A PIK 9 JE GLICIRIZINSKA KISELINA

9. Karakteristike performansi metode (preciznost)

Rezultati medulaboratorijskog testiranja:

slededa tabela daje rezultate za potvrdivanje prisutnosti ili odsutnosti kalkona u pastisu i alkoholnim pi¢ima s ukusom anisa.

Sledec¢i podaci su dobijeni iz studija medunarodnog testiranja metode koje je sprovedeno u skladu s medunarodno dogovorenim postupcima.
Godina medulaboratorijskog testiranja 1998

Broj laboratorija 14

Broj uzoraka 11

Analit kalkoni

Uzorci A B C D E F

Broj laboratorija preostalih nakon odbacivanja ekstremnih vrijednosti 14 14 14 14 14 13
Broj odbacivanja ekstremnih vrijednosti (laboratorija) - - - - - 1(*)
Broj prihvacenih rezultata 28 14 14 28 28 26
Broj rezultata za prisutnost kalkona 28 14 14 0 28 0
Broj rezultata za odsutnost kalkona 0 0 0 28 0 26
Procenat tacnih rezultata (%) 100 100 100 100 100 100
(*) Nedosljedni rezultati izmedu dva duplikata koji se pripisuju gresci kod uzorkovanja

Uzorci G H | J K

Broj laboratorija preostalih nakon odbacivanja ekstremnih vrijednosti 14 14 14 14 14

Broj odbacivanja ekstremnih vrijednosti (laboratorija) - - - - R

Broj prihvacenih rezultata 28 14 14 28 28
Broj rezultata za prisutnost kalkona 0 0 0 0 0
Broj rezultata za odsutnost kalkona 28 14 14 28 28

Procenat tacnih rezultata (%) 100 100 100 100 100




Vrsta uzoraka:

A = pastis; dvostruke slijepe probe.

B = pastis; jedan uzorak.

C = pastis; jedan uzorak.

D = »pastis« (koji ne sadrzi kalkone); dvostruke slijepe probe.

E = »pastis« (koji ne sadrZi kalkone); dvostruke slijepe probe.

F = liker s ukusom anisa (koji ne sadrzi kalkone); dvostruke slijepe probe.
G = liker s ukusom anisa (koji ne sadrzi kalkone); dvostruke slijepe probe.
H = ouzo (koji ne sadrzi kalkone); jedan uzorak.

| = ouzo (koji ne sadrzi kalkone): jedan uzorak.

J = anis (koji ne sadrZi kalkone); dvostruke slijepe probe.

K = »pastis« (koji ne sadrZi kalkone); dvostruke slijepe probe.

VII. ZUMANCE. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE ZUMANCA U ALKOHOLNIM PICIMA — FOTOMETRIJSKA METODA
1. Podrucje primjene
Ova metoda je prikladna za odredivanje koncentracije Zumanca u rasponu od 40 do 250 g/l u likeru od jaja i likeru sa jajima.
2. Referentni standardi
I1SO 3696:1897 Voda za upotrebu u analitickoj laboratoriji — Zahtjevi i test metode.

3. Princip
Fosforna jedinjenja rastvorljiva u etanolu koja su pronadena u Zumancu se ekstrahuju i analiziraju fotometrijski kao kompleks fosfornog molibdata.
4. Reagensi

4.1. Redestilisana voda

4.2. Dijatomejska zemlja

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

4.4.  15% rastvor magnezijum acetata (CAS 16674-78-5)

4.5. 10% sumporna kiselina (CAS 7664-93-9)

4.6. 1N sumporne kiselina

4.7. 0,16 g/l kalijum dihidrogen fosfata (CAS 778-77-0), rastvor KH,PO,

4.8. Reagens za odredivanje fosfata:

Rastvori se 20 g amonijum molibdata (CAS 12054-85-2), (NH;)sM07024 x 4 H,0 u 400 ml vode na 50°C;

Rastvori se, u drugoj posudi, 1 g amonijum vanadata (CAS 7803-55-6), NH;VOs;, u 300 ml vruée vode, ostavi se da se ohladi, i zatim doda 140 ml
koncentrovane azotne kiseline (CAS 7697-37-2). Ohladenirastvori se spoje u odmjernu tikvicu od 1000 ml i dopuni do oznake.

5. Aparatura

5.1. Konusna tikvica od 100 ml

5.2.  Ultrazvucno kupatilo (ili magnetna mjesalica)

5.3. Odmjerna tikvica od 100 ml

5.4. Vodeno kupatilo na 20°C

5.5.  Filter (Whatman br. 4 ili ekvivalentni)

5.6.  Porcelanski (ili platinasti) lonci¢

5.7. Parnovodeno kupatilo

5.8.  Zagrijana elektri¢na ploca sa regulacijom

5.9. Mufolna pec

5.10. Odmijerna tikvica od 50 ml

5.11. Odmijerna tikvica od 20 ml

5.12. Spektrofotometar podesen na 420 nm

5.13. Kivetaod1cm.

6. Uzorci

Prije analize uzorci se skladiste na sobnoj temperaturi.

7. Postupak

7.1.  Priprema uzorka

7.1.1. Odvaga se 10 g uzorka u konusnu tikvicu od 100 ml (5.1.).

7.1.2. Postepeno se dodaje 70 ml etanola (4.3.) u malim koli¢inama, promucka se nakon svakog dodavanja, i stavi u ultrazvuc¢no kupatilo (5.2.) na
15 minuta (ili se promijesa s magnetnom mjesalicom (5.2.) 10 minuta na sobnoj temperaturi).

7.1.3. Sadrzaj se iz konusne tikvice prebaci u odmjernu tikvicu od 100 ml (5.3.) uz ispiranje etanolom (4.3.). Do kalibracione oznake se dopuni
etanolom (4.3.) i tikvica se stavi u vodeno kupatilo na 20°C (5.4.). Podesi se do kalibracione oznake na 20°C.

7.1.4. Doda se mala koli¢ina dijatomejske zemlje (4.2.) i filtrira (5.5.), uz odbacivanje prvih 20 ml.

7.1.5. 25 mlfiltrata se prebaci u porcelanski (ili platinasti) lonci¢ (5.6.). Filtrat se zatim mora koncentrisatilaganim isparavanjem u parnom vodenom
kupatilu(5.7.), uz dodatak 5 ml 15% magnezijum acetata (4.4.).

7.1.6. LonCcici se stave na zagrijanu elektri¢nu plocu sa regulacijom (5.8.) i zagrijavaju se dok se ne dobije suva materija.

7.1.7. Ostatak se spali na 600°C u mufolnoj peci (5.9.) dok pepeo ne pobijeli, najmanje 1,5 sat, ali se moZe ostaviti i preko noci.

7.1.8. Pepeo se rastvoriu 10 ml 10 % sumporne kiseline (4.5.) i prebaci se uz ispiranje destilovanom vodom u odmjernu tikvicu od 50 ml (5.10.),
dopuni se do oznake destilovanom vodom na sobnoj temperaturi (4.1.). 5 ml alikvota rastvora pepela koristi se za pripremu rastvora uzorka za
analizu fosfata fotometrijom.

7.2.  Analiza fosfata fotometrijom

7.2.1. Komparativni rastvor

7.2.1.1. Stavi se 10 ml 10 % sumporne kiseline (4.5.) u odmjernu tikvicu od 50 ml (5.10.) i dopuni do oznake destilovanom vodom (4.1.).
7.2.1.2. U 5 ml alikvota tograstvora (7.2.1.1.) koji se nalazi u odmjernoj tikvici od 20 ml (5.11.), doda se 1 ml 1 N sumporne kiseline (4.6.) i 2 ml
reagensa za odredivanje fosfata (4.8.) i dopuni do oznake od 20 ml destilovanom vodom (4.1.).

7.2.1.3. Zacepi se labavo umetnutim ¢epom, promucka, i zagrijava u parnom vodenom kupatilu (5.7.) 10 minuta, zatim se hladi u vodenom
kupatilu na 20°C (5.4.) 20 minuta.

7.2.1.4. Napuni se kiveta od 1 cm (5.13.) komparativnim rastvorom.

7.2.2. Rastvor uzorka



7.2.2.1. U 5 ml alikvota rastvora pepela (7.1.8.) koji se nalazi u odmjernoj tikvici od 20 ml (5.11.), doda se 1 ml 1 N sumporne kiseline (4.6.) i 2
ml reagensa za odredivanje fosfata (4.8.) i dopuni do oznake od 20 ml destilovanom vodom (4.1.).

7.2.2.2. Zacepi se labavo umetnutim ¢epom, promucka, i zagrijava u parnom vodenom kupatilu (5.7.) 10 minuta, zatim se hladi u vodenom
kupatilu na 20°C (5.4.) 20 minuta.
7.2.2.3. Zuti rastvor koja se dobije se odmah analizira spektrofotometrijski (5.12.) u kiveti od 1 cm (5.13.) na 420 nm u odnosu na

komparativnirastvor (7.2.1.4.).

7.2.3. Kalibraciona kriva

7.2.3.1. Da bi se konstruisala kalibracijska kriva, doda se po 2 ml alikvota reagensa za odredivanje fosfata (4.8.) u odmjerne tikvice od 20 ml
(5.11.) od kojih svaka sadrZi po 1 ml 1 N sumporne kiseline (4.6.) i 0, 2, 4, 6, 8 i 10 ml rastvora kalijum dihidrogen fosfata (4.7.) i dopuni do oznake od
20 ml destilovanom vodom (4.1.).

7.2.3.2. Zacepi se labavo umetnutim ¢epom, promucka, i zagrijava u parnom vodenom kupatilu (5.7.) 10 minuta, zatim se hladi u vodenom
kupatilu na 20°C (5.4.) 20 minuta i analizira spektrofotometrijski u kiveti od 1 cm (5.13.) na 420 nm u odnosu na komparativnu rastvor (7.2.1.4.).
7.2.3.3. Konstruisanje kalibracione krive:

Rastvor dihidrogen fosfata (ml) 0 2 4 6 8 10
P,0s (mg) 0 0,167 | 0,334 | 0,501 | 0,668 | 0,835
8. lzraZzavanje rezultata

SadrZaj Zumanca u g/l se izracunava iz sljedece formule:
110 x gustina
g/l Zumanca = mg P,0s X ——————————

gdje je:

110 = faktor konverzije za ukupni P,0s u g u 100 g Zumanca

mg P,0s = vrijednost utvrdena iz kalibracione krive

gustina = masa po jedinici zapremine (g/ml) likera na bazi jaja na 20°C

E = teZina likera na bazijajau g

40 = faktor razblazenja za 5 ml alikvota rastvora pepela.

9. Karakteristike performansi metode (preciznost)

Statisticki rezultati medulaboratorijskog poredenja:

sljedeca tablica daje vrijednosti za Zumanac.

Sljedec¢i podaci su dobijeni iz medunarodnog istraZivanja sprovodenja metode koje je sprovedeno u skladu s medunarodno dogovorenim

postupcima.

Godina medulaboratorijskog testiranja 1998

Broj laboratorija 24

Broj uzoraka 5
Analit Zumanjak

Uzorci A B C D E

Broj laboratorija preostalih nakon odbacivanja ekstremnih vrijednosti 19 20 22 20 22

Broj odbacivanja ekstremnih vrijednosti (laboratorija) 3 4 2 4 2

Broj prihvacenih rezultata 38 40 44 40 44
51,9(*)

Srednja vrijednost (x) 1473 | 2411 | 2274 | 728" | 1911

Standardna devijacija ponovljivosti (Sr) g/I 2,44 4,24 3,93 1,83 3,25
Relativna standardna devijacija ponovljivosti (RSDr) (%) 1,7 1,8 1,8 2,9 1,7
Granica ponovljivosti (r) g/ 6,8 11,9 11,0 5,1 9,1
Standardna devijacija obnovljivosti (SR) g/I 5,01 6,06 6,66 3,42 6,87

Relativna standardna devijacija obnovljivosti (RSDg) (%)
3,4 2,5 2,9 5,5 3,6

Granica obnovljivosti (R) g/I 14,0 17,0 18,7 9,6 19,2

Vrste uzoraka

A = advocaat; dvostruke slijepe probe.

B = advocaat; dvostruke slijepe probe.

C = advocaat; dvostruke slijepe probe.

D = advocaat (razrijedeni); nivoaraspodjele (*).
E = advocaat; dvostruke slijepe probe.




VIll. ODREDIVANJE UKUPNE KISELOSTI

1. Podrucje primjene

Metoda je validovana u medulaboratorijskom ispitivanju za rum, brandy, rakiju od komine i rakiju od vo¢a na koncentracionim nivoima u rasponu
od 30 mg/I do 641 mg/I.

2. Referentni standardi

ISO 3696: 1987 Voda za analiticku upotrebu — Specifikacija i metode ispitivanja.

3. Definicije

3.1. Isparljiva kiselost izracunava se oduzimanjem fiksne kiselosti od ukupne kiselosti.

3.2. Ukupna kiselost je zbir titracionih kiselosti.

3.3. Fiksna kiselost je kiselost rezidua preostalog nakon isparavanja jakog alkoholnog pi¢a do suva.

4. Princip

Ukupna kiselost i fiksna kiselost utvrduju se titracijom ili potenciometarskom titracijom.

5. Reagensi i materijali

Tokom analize, osim ako nije drugacije navedeno, upotrebljavaju se samo reagensi priznatog analitickog kvaliteta i stepena kvaliteta vode od
najmanije 3, kako je definisano u normi ISO 3696:1987.

5.1. 0,01 M rastvor natrijum hidroksida (NaOH)

5.2. Rastvor mijesanog indikatora:

Odvaga se 0,1 g boje indigo carmine i 0,1 g fenol crvene.

Rastvori ih se u 40 ml vode i do 100 ml napuni etanolom.

6. Uredaji i oprema

Laboratorijska oprema, stakleni pribor A klase i ostalo:

6.1. Pumpa za vodu

6.2. Rotacioni vakuum uparivac ili ultrazvu¢no kupatilo

6.3. Oprema za potenciometrijsku titraciju (neobvezno)

7. Uzorkovanje i uzorci

Uzoreci se skladiSte na sobnoj temperaturi prije analize.

8. Postupak

8.1. Ukupna kiselost

8.1.1. Priprema uzorka

Jako alkoholno pice degazira se ultrazvukom ili mijeSanjem dva minuta u vakuumu kako bi se iz njega uklonio ugljen-dioksid ako je to potrebno.
8.1.2. Titracija

U Erlenmeyerovu tikvicu od 500 ml pipetira se 25 ml jakog alkoholnog pic¢a.

Doda se oko 200 ml ohladene prokuvane destilivane vode (svakodnevno svjeze pripremljene) i dvije do Sest kapi rastvora mijesanog indikatora
(5.2.).

Titrise se s 0,01 M rastvorom natrijum hidroksida (5.1.) sve dok se boja ne promijeni iz Zutozelene u ljubi¢astu kod bezbojnih jakih alkoholnih pica,
odnosno iz Zutosmede u crvenosmedu u slucaju jakih alkoholnih pi¢a smede boje.

Titracija moze biti i potenciometarska, do pH od 7,5.

Zapremina 0,01 M dodatograstvora natrijum hidroksida oznaciti sa n, ml.

8.1.3. Proracun

Ukupna kiselost (engl. total acidity, TA) izrazena u miliekvivalentima po litru jakog alkoholnog pi¢a odgovara 0,4 x n, .

Ukupna kiselost (TA) izrazena u miligramima sircetne kiseline po litru jakog alkoholnog pi¢a odgovara 24 x n, .

8.2. Fiksna kiselost

8.2.1. Priprema uzorka

Upariti 25 ml jakog alkoholnog pi¢a do suva.

Pipetirati 25 ml jakog alkoholnog pi¢a u cilindri¢noj posudi za isparavanje s ravnim dnom promjera 55 mm. Tokom prvog sata isparavanja, posuda za
isparavanje stavi se na poklopac klju¢aju¢eg vodenog kupatila tako da te¢nostne kljuca, jer bi to moglo dovesti do gubitka zbog prskanja.
Susenje se zavrsi stavljanjem posude za isparavanje na dva sata u susnicu na 105 °C. Posudu za isparavanje ostaviti da se ohladi u susnici.
8.2.2. Titracija

Rastvoriti rezidue preostale nakon isparavanja ohladenom prokuvanom destilovanom vodom (svakodnevno svjeze pripremljenom) i dopuniti do
priblizno 100 ml te dodati dvije do Sest kapi rastvora mijesanog indikatora (5.2.).

Titrisati sa 0,01 M rastvorom natrijum hidroksida (5.1.).

Titracija moze biti i potenciometarska, do pH od 7,5.

Zapremina 0,01 M dodatograstvora natrijum hidroksida oznaciti sa n, ml.

8.2.3. Proracun

Fiksna kiselost (engl. fixed acidity, FA) izrazena u miliekvivalentima po litru jakog alkoholnog pi¢a odgovara 0,4 x n, .

Fiksna kiselost (FA) izrazena u miligramima sircetne kiseline po litru jakog alkoholnog pi¢a odgovara 24 x n, .

9. Proracun isparljive kiselosti

9.1. IzraZzeno u miliekvivalentima po litru:

Neka je:

TA = ukupna kiselost u miliekvivalentima po litru

FA = fiksna kiselost u miliekvivalentima po litru

Isparljiva kiselost, VA (engl. volatile acidity) u miliekvivalentima po litru odgovara:

TA-FA

9.2. IzraZzeno u miligramima sir¢etne kiseline po litru:

Neka je:

TA' = ukupna kiselost u miligramima siréetne kiseline po litru

FA' = fiksna kiselost u miligramima siréetne kiseline po litru

Isparljiva kiselost, VA u miligramima siréetne kiseline po litru odgovara:

TA'—FA’

9.3. IzraZzeno u gramima sir¢etne kiseline po hektolitru Cistog stopostotnog alkohola odgovara:



(TA-FA')/A x 10

pri éemu je A alkoholna jacina po zapremini jakog alkoholnog pica.

10. Svojstva metode (preciznost)

10.1. Statisticki rezultati medulaboratorijskog ispitivanja

Slededi podaci su dobijeni iz medunarodnog ispitivanja svojstava metode koje je sprovedeno u skladu s medunarodno dogovorenim postupcima.

Godina medulaboratorijskog ispitivanja2000.
Broj laboratorijal8
Broj uzoraka6

Uzorci A B C D E F

Broj laboratorija zadrZzan nakon 16 18 18 14 18 18

odbacivanja ekstremnih vrijednosti

Broj ekstremnih vrijednosti 2 4

(laboratorija)

Broj prihvacenih rezultata 32 36 36 28 36 36

Srednja vrijednost (x) [mg/I] 272* 30 591* 46 107 492
241* 641*

Standardna devijacija ponovljivosti, s, [mg/I] 8,0 3,6 15,0 3,7 6,7 8,5

Relativna standardna devijacija ponovljivosti, RSD; [%] 3,1 11,8 2,4 8,0 6,2 1,7

Granica ponovljivosti, r [mg/I] 23 10 42 10 19 24

Standardna devijacija obnovljivosti, sz [mg/I] 8,5 8,4 25,0 4,55 13,4 24,4

Relativna standardna devijacija obnovljivosti, RSDg [%] 3,3 27,8 4,1 9,9 12,5 5,0

Granica obnovljivosti, R [mg/I] 24 23 70 13 38 68

Vrste uzoraka:

A brandy od $ljiva; stepen razdvajanja*

B rum |.; dvostruke slijepe probe

C rum Il.; stpen razdvajanja*

D $ljivovica; dvostruke slijepe probe

E brandy; dvostruke slijepe probe

F rakija od komine; dvostruke slijepe probe

X. ODREDIVANJE UKUPNIH SECERA
1. Podrucje primjene
Metoda HPLC-RI primjenjiva je za odredivanje ukupnog Secera (izrazenog kao invertni Seéer) u jakim alkoholnim pi¢ima, osim likera koji sadrze
proizvode od jaja i mlijeka.
Metoda je validovana u medulaboratorijskom ispitivanju za pastis, destilovani anis, liker od tresanja, krem liker od (naziv upotrijebljenog voca ili
sirovine) i créme de cassis, na nivoima od 10,86 g/l do 509,7 g/I. Medutim, linearnost odziva instrumenta dokazana je za raspon koncentracije od 2,5
g/l do 20,0 g/I.
Ta metoda nije namijenjena odredivanju niskih nivoa Secera.
2. Referentni standardi
ISO 3696:1987 Voda za analiticku upotrebu — Specifikacija i metode ispitivanja.
3. Princip
Analiza rastvora Secera tecnom hromatografijom visokih performansi radi odredivanja koncentracija glukoze, fruktoze, saharoze, maltoze i laktoze u
njima.
U toj se metodi upotrebljava stacionarna faza alkil amina i odredivanje diferencijalnom refraktometrijom i navodi se kao primjer. Moguc¢a bi bila i
upotreba smole za anionsku izmjenu kao stacionarne faze.
4. Reagensi i materijali
4.1. Glukoza (CAS 50-99-7), Cistoce od najmanje 99 %.
4.2. Fruktoza (CAS 57-48-7), Cistoce od najmanje 99 %.
4.3. Saharoza (CAS 57-50-1), Cisto¢e od najmanje 99 %.
4.4, Laktoza (CAS 5965-66-2), Cisto¢e od najmanje 99 %.
4.5. Maltoza-monohidrat (CAS 6363-53-7), Cistoce od najmanje 99 %.
4.6. Cisti acetonitril (CAS 75-05-8) za HPLC analizu.
4.7. Destilovana ili demineralizovana voda, ako je moguce mikrofiltrirana.
4.8. Rastvaraci (primjer)
Rastvor za eluiranje sastoji se od sledeceg:
75 zapreminskih djelova acetonitrila (4.6.),
25 zapreminskih djelova destilovane vode (4.7.).
Radi degaziranja, sporo propustati helijum 5 do 10 minuta prije upotrebe.
Ako voda koja se upotrebljava nije mikrofiltrirana, rastvarac je potrebno filtrirati pomodu filtera za organske rastvarace sa veli¢inom pora koja je
manja ili jednaka 0,45 pm.
4.9. Apsolutni etanol (CAS 64-17-5).
4.10. Rastvor etanola (5 %, v/v).
4.11. Priprema osnovnog standardnog rastvora (20 g/I).
Odvaga se 2 g svakog od Secera za analizu (4.1. do 4.5.), prenesu se bez gubitka u normalni sud od 100 ml. (Napomena: 2,11 g maltoze monohidrata
je ekvivalent 2 g maltoze).
Dopuni se do 100 ml 5% alkoholnim rstvorom(4.10.), protrese i cuva na oko + 4 °C.



Novi radnirastvor priprema se jednom nedeljno.

4.12. Priprema radnih standardnih rastvora (2,5, 5,0, 7,5, 10,0i 20,0 g/I)

Razblazi se osnovni rastvor, 20 g/I (4.11.) 5% alkoholnim rastvorom (4.10.) radi dobijanja pet radnih standardnih rstvora od 2,5, 5,0, 7,5, 10,0 20,0
g/I. Filtrirati pomocu filtera sa veli¢inom pora koja je manja ili jednaka 0,45 um (5.3.).

5. Uredaji i oprema

5.1. HPLC sistem kojim se moZe postici rezolucija svih Secera na baznoj liniji.

5.1.1. Tecni hromatogram visokih performansi sa Sestostranim ventilom za injektiranje opremljenim petljom od 10 pl ili bilo kojim drugim
automatskim ili ruénim uredajem za pouzdano injektiranje mikrovolumena.

5.1.2. Sistem pumpi koji omogucuje postizanje i odrzavanje stalne ili programirane brzine protoka sa visokom precizno3¢u.

5.1.3. Diferencijalni refraktometar.

5.1.4. Racunalni integrator ili uredaj za snimanje Ciji rad je kompatibilan sa ostatkom sistema.

5.1.5. Predkolona:

Preporucuje se da predkolona bude pri¢vri¢ena na analiticku kolonu.

5.1.6. Kolona (primjer): Materijal:

nerdajudi Celik ili staklo.

Unutrasnji promjer:

2-5mm.

DuZina:

100 — 250 mm (zavisno od veli¢ine ¢estica punjenja), na primjer 250 mm ako je promjer Cestica 5 um.

Stacionarna faza:

funkcionalne grupe alkil amina, vezane na silicijum dioksid maksimalne veli¢ine cestica od 5 pm.

5.1.7. Hromatografski uslovi (primjer):

Rastvarac za eluiranje (4.8.), brzina protoka: 1 ml/minuta.

Detekcija: diferencijalna refraktometrija.

Kako bi se osigurala potpuna stabilnost detektora, potrebno ga je ukljuciti nekoliko sati prije upotrebe. Referentnu celiju potrebno je napuniti
rastvaracem za eluiranje.

5.2. Analiticka vaga sa preciznoséu ocitavanja od 0,1 mg.

5.3. Pribor za filtraciju malih zapremina upotrebom mikromembrane od 0,45 pm.

6. Cuvanje uzoraka

Uzorci se po prijemucuvaju na sobnoj temperaturi prije analize.

7. Postupak

7.1. DIO A: Priprema uzorka

7.1.1. Promijesati uzorak.

7.1.2. Filtrirati uzorak kroz filter sa veli¢inom pora koja je manja ili jednaka 0,45 um (5.3.).

7.2.DIO B: HPLC

7.2.1. Odredivanje

Injektirati 10 pL standardnih rastvora (4.12.) i uzoraka (7.1.2.). Analizu sprovesti u odgovaraju¢im hromatografskim uslovima, na primjer onima
prethodno opisanim.

7.2.2. Ako odredeni pik uzorka ima veéu povrsinu (ili visinu) od odgovarajuceg pika u standardu najveée koncentracije, taj bi uzorak trebalo razblaZiti
destilovanom vodom i ponovo ga analizirati.

8. Proracun

Uporediti dva hromatograma dobijena za standardnirastvor i jako alkoholno pice. Identifikovati pikove na osnovu njihovih retencionih vremena.
Izmijeriti njihove povrsine (ili visine) kako bi se izracunala koncentracija metodom eksternog standarda. Uzeti u obzir sva razblazenja uzorka.
Konac¢ni je rezultat zbir saharoze, maltoze, laktoze, glukoze i fruktoze izrazen kao invertni Secer u g/I.

Invertni Secer izracunava se kao zbir svih prisutnih monosaharida i redukujucih disaharida uvecan za stehiometrijsku koli¢inu glukoze i fruktoze
izra¢unanu na osnovu prisutne saharoze.

Invertni Secer (g/l) = glukoza (g/1) + fruktoza (g/1) + maltoza (g/l) + laktoza (g/1) + (saharoza (g/L) x 1,05)

1,05 = (molekularna masa fruktoze + molekularna masa glukoze)/molekularna masa saharoze

9. Svojstva metode (preciznost)

9.1. Statisticki rezultati medulaboratorijskog ispitivanja

Slededi podaci su dobijeni iz medunarodnog ispitivanja svojstava metode koje je sprovedeno u skladu sa medunarodno dogovorenim postupcima .

Godina medulaboratorijskog ispitivanja2000.
Broj laboratorija24
Broj uzoraka8

Tabela 1.
Fruktoza, glukoza, maltoza
Analit Fruktoza Glukoza Maltoza
Uzorci (x 2) Creme de | Standard (50 Jako alkoholno pic¢e Créme de | Standard (50 Jako alkoholno Standard
cassis g/l) aromatizovano cassis g/l) pice (10 g/1)
anisom aromatizovano
anisom
Srednja vrijednost 92,78 50,61 15,62 93,16 50,06 15,81 9,32
[g/1]
Broj laboratorija bez 21 22 21 23 19 21 22
ekstremnih vrijednosti
Standardna devijacija 2,34 2,12 0,43 3,47 1,01 0,48 0,54
ponovljivosti, s, , [g/I]
Relativna standardna 2,53 4,2 2,76 3,72 2,03 3,02 5,77
devijacija




ponovljivosti, RSD; [%]

Granica ponovljivosti, 6,56

r[mg/l] (r=2,8xsr)

1,21

9,71

2,84

1,34

1,51

Standardna devijacija
obnovljivosti, s [g/I]

7,72

0,84

9,99

2,7

0,88

1,4

Relativna standardna
devijacija
obnovljivosti, RSDg [%]

8,32

5,37

10,72

5,4

5,54

15,06

Granica obnovljivosti,
Rig/MN(R=2,8x%sk)

21,62

2,35

27,97

7,57

2,45

3,93

Tabela 2.
Saharoza

Analit

Saharoza

Uzorci Pastis

Ouzo

Liker od tresanja

Créme de
menthe

Créme de cassis

Standard (100
g/1)

Srednja vrijednost

[e/1]

10,83

29,2 19,7 (*)

103,33

349,96

319,84

99,83

Broj laboratorija bez 19
ekstremnih
vrijednosti

19

20

18

18

18

Standardna devijacija
ponovljivosti, s, , [g/1]

0,09

0,75

5,99

Relativna standardna
devijacija
ponovljivosti, RSD,
[%]

0,81

3,07

1,71

Granica
ponovljivosti, r
[mg/ll (r=2,8xs)

0,25

2,1

6,07

16,76

12,06

3,49

Standardna devijacija
obnovljivosti, sz [g/1]

0,79

0,92

4,18

9,94

16,11

4,63

Relativna standardna
devijacija
obnovljivosti, RSDg
[%]

7,31

3,76

4,05

2,84

5,04

4,64

Granica
obnovljivosti, R [g/l]
(R=2,8xs¢)

2,22

2,57

27,84

45,12

12,97

(*) Nivo raspodjele

(Napomena: ovi su podaci izraCunati za ukupan Secer, a ne invertni Secer definisan u prethodnom dijelu 8.)

Tabela 3.
Ukupni Secer

Uzorci Pastis

Ouzo

Jako alkoholno
pice
aromatizovano
anisom

Liker od
tresanja

Creme de
menthe

Creme de
cassis

Standard (220
g/l)

Srednja
vrijednost

[e/1]

10,86

29,2 19,7 (*)

31,59

103,33

349,73

509,69

218,78

Broj 20
laboratorija
bez
ekstremnih
vrijednosti

19

20

20

18

18

19

Standardna
devijacija
ponovljivosti,

s., [g/1]

0,13

0,75

0,77

2,17

5,89

5,59

Relativna
standardna
devijacija
ponovljivosti,
RSD, [%]

1,16

3,07

2,45

2,1

1,69

1,1

Granica 0,35

2,1

6,07

15,65

7,59




ponovljivosti,
r(mg/l (r=
2,8xs,)

Standardna
devijacija
obnovljivosti,
srlg/l]

0,79

0,92

1,51

4,18

9,98

14,81

8,53

Relativna
standardna
devijacija
obnovljivosti,
RSD & [%]

7,25

3,76

4,79

4,04

2,85

2,91

3,9

Granica
obnovljivosti,
R[g/ll(R=2,8
XSg)

2,21

2,57

4,24

27,94

41,48

23,89

(*) Nivo raspodjele

FORMULA ZA IZRACUNANJE ALKOHOLNE JACINE MJESAVINE ETANOL-VODA

Gustina (p) u kilogramima po metru kubnom (kg/m?) mjegavine etanol-voda na temperaturi t u °C je odreena formulom koja je ispod navedena kao

funkcija:

— alkoholne jacine po teZini (p) izrazena kao decimalni broj o
—temperature (t) u °C (EIPT 68),
— brojc¢anih koeficijenata koji su navedeni u tablici.

(1) = npr. za alkoholnu ja¢ina od 12 % po teZini, p = 0,12.
Formula vrijedi za temperature izmedu — 20°C i + 40°C.

O
k=1 (r=20°C") ~ klr=20°C
p=A,+ZA‘,p +ZB,( + Cptree!
k=2 k=1 i=l k=1
Gdjeje:n=5m;=11;,m;=10; m3=9; my=4; ms = 2.
Brojcani koeficijenti u formuli:
A Cik Cox Cak Cax Csx
By
kg/m? kg/(m?x °C) kg/(m?x °C?) kg/(m?x °C3) kg/(m? x °C’) kg/(m? x °C°)
, |-2,0618513 x 10" kg/(m?|1,693443461530087| -1,193013005057010 | -6,802995733503803 x | 4,075376675622027 x |-2,788074354782409

9,982012300 x 10 . 1 2 ” % 8

x °C) x 10 x 10 10 10 x 10

- 3 3 - -

-1,929769496 x 107 5,2682542°x 107 kg/(m 1,046914743455169 2,51739963_?;803461 1,876837793289664 x 8,76305857_2471110 x 1,345612882493354

x °C?) 1 x 10 10 10 x 10

x 10
-5 3 ~

3,891238958 x 102 3,6130013:< 10 kg/(m 7,19635346219546523 -2.170575700536993 2,00256181_?734156 x 6,515031362099368 x

x °C3) x 10 10 10

- 7 3 -

-1,668103923 x 10° 3,89577020x 10" kg/(m 7,0474780551272792 1,35303498213843029 1,022992966719220 1,51578483_25987210 x

x °C4) x 10 x 10 10

9 3 .

1,352215441 x 10* 7,169354)(():<C;) kg/(m 3,9240934;3(3)035045 5,02992181318547014 2,895696483903638




-11 -
6 |-8,829278388 x 10" '9'97392331,X 10 1,210164659068747 1’096355665577570 4,810060584300675
kg/(m?3 x °C6) « 10" x 10

7 | 3062874042 x 10° 2,248646559400788 -1,422753946421155 | 4,672147440794683
x 10 x 102

8 |-6,138381234 x 10° 2,605562982188164 1'0804333‘(?856230 2,458043105903461
x 10"

9 | 7470172998 x 10° 1,852373922069467| -4,414153236817392 | -5,411227621436812 x

) x10* x 10 10"
10 |-5,478461354 x 10° '7’420221;‘;’3430137 7,442971530188783
s 1,285617841998974
11 | 2,234460334 x 10 < 10°
12 |-3,903285426 x 10"

(1)

= npr. za alkoholnu jacina od 12 % po teZini, p = 0,12.

Za odredivanje kvaliteta jakih alkoholnih pica koriste se sljede¢e metode:

1) odredivanje stvarne alkoholne jacine izrazene volumenom (u daljnjem tekstu: alkoholna jac¢ina) u alkoholnim pi¢ima
piknometrijom, elektronskom denzimetrijom i denzimetrijom uz upotrebu hidrostatske vage.

2) izracunavanje vrijednosti alkoholne jadine (% vol) na 20°C kao funkciju gustine na 20°C mjesavine voda-alkohol;

3) odredivanje ukupnog suvog ekstrakta gravimetrijskom metodom;

4)  odredivanje isparljivih komponenata i metanola metodom gasnehromatografije;

5) odredivanje trans-anetola metodom gasnehromatografije;

6) odredivanje glicirizinske kiseline metodom te¢ne hromatografije visokihperformansi (HPLC);

7)  odredivanje kalkona metodom te¢nehromatografijevisokih performansi(HPLC);

8)  odredivanje koncentracije Zumanca fotometrijskom metodom;

9)  odredivanje isparljive kiselosti;

10) odredivanje cijanovodicne kiseline;

11) odredivanje ukupnih Secera.

Mogu se primjenjivati i druge analiticke metode pod uslovom da su tacnost i preciznost, odnosno ponovljivost i obnovljivost metoda
ekvivalentni onima dobijenim primjenom referentnih analitickih metoda.

Kada nijesu date analiticke metode za odredivanje prisutnosti i koli¢ine materija koje se nalaze u pojedinim alkoholnim pi¢ima, mogu se
koristiti sljede¢e metode:

1) analiticke metode koje su potvrdene prema medunarodno priznatim postupcima;

2) analiticke metode uskladene sa preporuéenim standardima Medunarodne organizacije za standardizaciju (ISO);

3) analiticke metode koje su priznate od Generalne skupstine Medunarodne organizacije za vinovu lozu i vino(OIV) i koje je ta
organizacija objavila.

Tabela: GUSTINA KAO FUNKCIJA TEMPERATURE | ALKOHOLNE JACINE IZRAZENE VOLUMENOM

p=p(tq)
interval: 1°C; 1 % vol
temperatura: od —20°C do + 40°C
Simboli i mjerne jedinice:
p = gustina (kg/m>)
g = alkoholna jacina izrazena volumenom (% vol)
t = temperatura (°C)
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Tabela: GUSTINA NA 20°C U ZAVISNOSTI OD ALKOHOLNE JACINE IZRAZENE VOLUMENOM

paocc = paoec ()
interval: 0,1 % vol

g = alkoholna jacina izrazena volumenom (% vol)
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Tabela: MASA U ZAVISNOSTI OD ALKOHOLNE JACINE IZRAZENE VOLUMENOM

p=p(q)
interval: 0,1 % vol

g = alkoholna jacina izraZzena volumenom (% vol)
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OBRAZAC1

1ZVIESTAJ O FIZIEKO-HEMIJISKOJ ANALIZI JAKOG ALKOHOLNOG PICA

Vrsta ispitivanja

Fizicko-hemijsko ispitivanje jakog alkoholnog pica

Broj izvjestaja

Datum izdavanja izvjesStaja

PODACI O PODNOSIOCU ZAHTJEVA | KORISNIKU USLUGE

Naziv podnosioca zahtjeva

Broj i datum zahtjeva/ugovora

Naziv korisnika usluge

PODACI O UZORKU

Datum dostavljanja uzorka

Kategorija jakog alkoholnog pic¢a (Zakon o
jakim alkoholnim pi¢ima (“SI CG”, broj
53/2016)

Upotrijebljene sirovine:

Zahtijevano ispitivanje

Bezbijednost i kvalitet

Datum pocetka ispitivanja

Datum zavrsetka ispitivanja

REZULTATI FIZICKO-HEMUSKE ANALIZE

Vrsta/naziv uzorka

DEKLARACUA

Propisana
Naziv parametra Jefilnlca D(.).bljena vrijednost Oznaka
mjere vrijednost metode
min. max.
g/hl
Koli¢ina ispraljivih materija racunato na 100% vol. alkohola
g/hl
Koli¢ina ukupnih kiselina kao siréetna ra¢unato na 100% vol. alkohola
g/hl
Koli¢ina isparljivih estara kao etil-acetat racunato na 100% vol. alkohola
g/hl
Koli¢ina isparljivih aldehida kao acetaldehid racunato na 100% vol. alkohola
g/hl
Kolic¢ina fufurola racunato na 100% vol. alkohola




Naziv o _ Dobijena Propisana vrijednost

Jedinica mijere " Oznaka metode

parametra vrijednost
min. max.

Alkoholna jacina vol%

g/hl
Sadrzaj metanola ra¢unato na 100% vol.
alkohola

. g/hl
Koli¢ina visih alkohola racunato na 100% vol.
alkohola
ODGOVARA NEODGOVARA

Uskladenost sa Zaknom o jakim alkoholnim pi¢ima (“SI CG”, broj 53/2016) i

ostalim propisima iz oblasti bezbijednosti i jakih alkoholnih pi¢a

OBRAZLOZENJE






