1173
ROZPORZADZENIE MINISTRA ROLNICTWA | ROZWOJU WSI"

z dnia 12 maja 2003 r.

w sprawie metod analiz wyrobow winiarskich do celow urzedowej kontroli
pod wzgledem jakosci handlowej

Na podstawie art. 29 pkt 2 ustawy z dnia 25 lipca
2001 r. o wyrobie i rozlewie wyrobow winiarskich oraz
obrocie tymi wyrobami (Dz. U. Nr 128, poz. 1401) zarzg-
dza sig, co nastepuje:

8 1. Analize aromatyzowanych napojéw winiar-
skich i wyrobdw winiarskich gronowych pod wzgle-
dem jakosci handlowej przeprowadza sig, stosujac nie
mniej niz jedng z nastepujacych metod do:

1) oznaczania gestosci i ciezaru wtasciwego w tem-
peraturze 20 °C — okres$long w zatgczniku nr 1 do
rozporzadzenia;

2) refraktometrycznego oznaczania zawarto$ci cu-
krow w moszczach gronowych i zageszczonych
moszczach gronowych — okreslong w zatgczniku
nr 2 do rozporzadzenia;

1 Minister Rolnictwa i Rozwoju Wsi kieruje dziatem admini-
stracji rzgdowej— rynki rolne, na podstawie 8 1 ust. 2 pkt 3
rozporzadzenia Prezesa Rady Ministrow z dnia 29 marca
2002 r. w sprawie szczegétowego zakresu dziatania Mini-
stra Rolnictwa i Rozwoju Wsi (Dz. U. Nr 32, poz. 305).

3) oznaczania zawartosci alkoholu w procentach ob-
jetosciowych — okreslong w zatgczniku nr 3 do roz-
porzadzenia;

4) oznaczania zawartosci ekstraktu catkowitego (su-
chej masy ogétem) — okreslong w zataczniku nr 4
do rozporzadzenia;

5) oznaczania zawartosci cukrow redukujgcych —
okreslong w zatgczniku nr 5 do rozporzadzenia;

6) oznaczania zawartosci sacharozy — okreslong
w zatgczniku nr 6 do rozporzadzenia;

7) oznaczania zawartosci glukozy i fruktozy — okre-
slong w zatgczniku nr 7 do rozporzadzenia;

8) wykrywania wzbogacania moszczy gronowych, za-
geszczonych moszczy gronowych i win metoda
magnetycznego rezonansu jgdrowego deuteru
(SNIF-NMR/RMN-FINS) — okreslong w zataczniku
nr 8 do rozporzadzenia;

9) oznaczania zawartosci popiotu — okreslong w za-
taczniku nr 9 do rozporzadzenia;
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10) oznaczania alkalicznosci popiotu — okreslong
w zatgczniku nr 10 do rozporzadzenia;

11) oznaczania zawartosci chlorkdw — okreslong w za-
taczniku nr 11 do rozporzadzenia;

12) oznaczania zawartosci siarczcanéw — okreslong
w zatgczniku nr 12 do rozporzadzenia;

13) oznaczania kwasowosci ogolnej — okreslong w za-
tagczniku nr 13 do rozporzadzenia;

14) oznaczania kwasowosci lotnej — okreslong w za-
taczniku nr 14 do rozporzadzenia;

15) oznaczania kwasowosci zwigzanej — okreslong
w zatgczniku nr 15 do rozporzadzenia;

16) oznaczania zawartosci kwasu winowego — okre-

$long w zataczniku nr 16 do rozporzadzenia;

17) oznaczania zawartosci kwasu cytrynowego —

okreslong w zataczniku nr 17 do rozporzadzenia;

18) oznaczania zawartosci kwasu mlekowego — okre-

slong w zataczniku nr 18 do rozporzadzenia;

19) oznaczania zawartosci kwasu L-jabtkowego —

okreslong w zataczniku nr 19 do rozporzadzenia;

20) oznaczania zawartosci kwasu D-jabtkowego —

okreslong w zatgczniku nr 20 do rozporzadzenia;

21) oznaczania zawartosci kwasu jabtkowego ogdtem

— okreslong w zatagczniku nr 21 do rozporzadzenia;

22) oznaczania zawartosci kwasu sorbowego — okre-

$long w zataczniku nr 22 do rozporzadzenia;

23) oznaczania zawartosci kwasu L-askorbinowego —

okreslona w zataczniku nr 23 do rozporzadzenia;

24) oznaczania wartosci pH — okreslong w zataczniku

nr 24 do rozporzadzenia;

25) oznaczania zawartosci dwutlenku siarki — okreslo-

na w zataczniku nr 25 do rozporzadzenia;

26) oznaczania zawartosci sodu — okreslong w zatgcz-

niku nr 26 do rozporzadzenia;

27) oznaczania zawartosci potasu — okreslong w za-

taczniku nr 27 do rozporzadzenia;

28) oznaczania zawartosci magnezu — okreslong w za-
taczniku nr 28 do rozporzadzenia;

29) oznaczania zawartosci wapnia — okreslong w za-
taczniku nr 29 do rozporzadzenia;

30) oznaczania zawartosci zelaza — okreslong w za-
taczniku nr 30 do rozporzadzenia;

31) oznaczania zawarto$ci miedzi — okreslong w za-
tagczniku nr 31 do rozporzadzenia;

32) oznaczania zawartosci kadmu — okreslong w za-
tagczniku nr 32 do rozporzadzenia;

33) oznaczania zawartosci srebra — okreslong w za-
taczniku nr 33 do rozporzadzenia;

34) oznaczania zawartosci cynku — okreslong w za-
taczniku nr 34 do rozporzadzenia;

35) oznaczania zawartosci otowiu — okreslong w za-
taczniku nr 35 do rozporzadzenia;

36) oznaczania zawartosci fluorkéw — okreslong w za-
taczniku nr 36 do rozporzadzenia;

37) oznaczania zawartosci dwutlenku wegla — okre-
slong w zataczniku nr 37 do rozporzadzenia;

38) oznaczania zawartosci pochodnych cyjankowych
— okres$long w zataczniku nr 38 do rozporzadzenia;

39) wykrywania obecnosci izotiocyjanianu allilowego
— okres$lona w zatgczniku nr 39 do rozporzadzenia;

40) oznaczania wskaznika Folin-Ciocalteu — okreslong
w zataczniku nr 40 do rozporzadzenia;

41) oznaczania stosunku izotopdéw tlenu o masie ato-
mowej 18 i 16 (180/'80) w wodzie zawartej w wi-
nie — okreslong w zatgczniku nr 41 do rozporza-
dzenia.

8 2. Analize fermentowanych napojéw winiarskich
pod wzgledem jakosci handlowej przeprowadza sie,
stosujac co najmniej jedng z nastepujacych metod:

1) oznaczania gestosci i ciezaru wtasciwego w tem-
peraturze 20 °C — okreslong w zatgczniku nr 1 do
rozporzadzenia;

2) oznaczania zawartosci alkoholu w procentach ob-
jetosciowych — okreslong w zatgczniku nr 3 do roz-
porzadzenia;

3) oznaczania zawartosci ekstraktu catkowitego (su-
chej masy ogétem) — okreslong w zatgczniku nr 4
do rozporzadzenia;

4) oznaczania zawartosci cukrow redukujagcych —
okreslong w zataczniku nr 5 do rozporzadzenia;

5) oznaczania zawartosci popiotu — okreslong w za-
taczniku nr 9 do rozporzadzenia;

6) oznaczania alkalicznosci popiotu — okreslong
w zataczniku nr 10 do rozporzadzenia;

7) oznaczania zawartosci chlorkow — okreslong w za-
taczniku nr 11 do rozporzadzenia;

8) oznaczania zawartosci siarczanéw — okreslong
w zatgczniku nr 12 do rozporzadzenia;

9) oznaczania kwasowosci ogdlnej — okreslong w za-
taczniku nr 13 do rozporzadzenia;

10) oznaczania kwasowosci lotnej — okres$long w za-
taczniku nr 14 do rozporzadzenia.

8 3. Analize wyrobéw winiarskich pod wzgledem
jakosci handlowej mozna przeprowadzaé metodami
innymi niz okreslone w rozporzadzeniu, jezeli stosowa-
nie innych metod zapewnia poréwnywalng powtarzal-
nos$¢ i odtwarzalnos$é wynikéw, z tym ze uznaje sie za
ostateczny wynik analizy przeprowadzonej metoda
okreslong w rozporzadzeniu.

§ 4. Przepisy 8 1tracg moc z dniem uzyskania przez
Rzeczpospolitg Polska cztonkostwa w Unii Europej-
skiej.

8 5. Rozporzadzenie wchodzi w zycie po uptywie
14 dni od dnia ogtoszenia.

Minister Rolnictwa i Rozwoju Wsi: A. Tanski
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Zataczniki do rozporzadzenia Ministra Rolnictwa
i Rozwoju Wsi z dnia 12 maja 2003 r. (poz. 1173)

Zatacznik nr 1

OZNACZANIE GESTOSCI | CIEZARU WEASCIWEGO W TEMPERATURZE 20 °C

Gestosc jest stosunkiem masy okreslonej objetosci
wina lub moszczu w temperaturze 20 °C do tej objeto-
$§ci, wyrazanym w g/ml, oznaczanym symbolem p ,,.

Ciezar wiasciwy w temperaturze 20 °C (lub gestosé
wzgledna) jest stosunkiem, wyrazonym liczba dziesiet-
na, gestosci wina lub moszczu w temperaturze 20 °C do
gestosci wody w tej samej temperaturze, oznaczanym
symbolem d29,,.

Gestos¢ i ciezar wtasciwy w temperaturze
20 °C w badanej prébce oznaczane sg metoda pikno-
metryczna.

1. PRZYGOTOWANIE PROBKI DO ANALIZY

Jesli prébka zawiera znaczne ilosci dwutlenku we-
gla, usuwa sie nadmiar tego dwutlenku wegla przez
mieszanie 250 ml wina w litrowej kolbie lub przez wy-
konanie filtracji pod zmniejszonym ci$nieniem.

2. APARATURA | SPRZET

Do oznaczenia gestosci i ciezaru wtfasciwego
w temperaturze 20 °C stosuje sie typowy sprzet labora-
toryjny, w szczegdlnosci:

1) piknometr przedstawiony na schemacie, wykona-
ny ze szkta typu Pyrex, o pojemnosci okoto 100 ml,
z wyjmowanym skalibrowanym termometrem,
z doszlifowanym korkiem, o skali o dziatce elemen-
tarnej 1/10 stopnia w zakresie od 10 do 30 °C;

2) butelke tarowa przedstawiong na schemacie, o ob-
jetosci takiej jak piknometr, z dopuszczalna toleran-
cjag do 1 ml, o masie rownej masie piknometru na-
petnionego cieczg o gestosci wtasciwej 1,01,
np. 2,0 % m/v roztworem chlorku sodowego;

3) termicznie izolowang ostone (pojemnik) o ksztatcie
doktadnie dopasowanym do ksztattu piknometru;

4) wage dwuszalkowa o nos$nosci nie mniejszej niz
300 g oraz czutosci 0,1 mg albo wage jednoszalko-
wag 0 nosnosci nie mniejszej niz 200 g oraz czutosci
0,1 mg.

Schemat piknometru i butelki tarowej

butelka tarowa piknometr

Do analiz stosuje sie piknometr, ktéry posiada
boczna rurke o dtugosci 25 mm o $rednicy nieprzekra-
czajacej 1 mm, zakonczong stozkowym szlifem lub za-
mknieta korkiem zbiornikowym, ktéry sktada sie z rur-
ki ze stozkowym szlifem, wydtuzonej czesci na kohcu
i komory w $rodkowej czesci.

3. KALIBRACJA PIKNOMETRU

Kalibracja piknometru polega na oznaczeniu:
1) tary pustego piknometru;
2) objetosci piknometru w temperaturze 20 °C;

3) masy piknometru po napetnieniu go wodg o tem-
peraturze 20 °C.

Metoda oznaczania gestosci i ciezaru wtasciwego
w temperaturze 20 °C z zastosowaniem wagi dwu-
szalkowej

Butelke tarowa stawia sie na lewej szalce wagi, na-
tomiast czysty i suchy piknometr, zamkniety , korkiem
zbiornikowym”, stawia sie na prawej szalce wagi. Na
szalce z piknometrem umieszcza si¢ odwazniki w licz-
bie potrzebnej do uzyskania réwnowagi. Nastepnie za-
pisuje sie taczng mase odwaznikéw w gramach, ozna-
czang dalej literg ,,p”.

Piknometr napetnia sie woda destylowang o tem-
peraturze pokojowej, wktada sie do niego termometr.
Ostroznie wyciera sie piknometr, a nastepnie umiesz-
cza go w termicznie izolowanym pojemniku. Pojemnik
z piknometrem odwraca sie parokrotnie w celu wy-
rownania temperatury. Po osiggnieciu wyréwnanej
statej temperatury uzupetnia sie poziom wody w pik-
nometrze do poziomu goérnej krawedzi bocznej rurki.
Woyciera sie do sucha $cianki rurki, wktada ,korek
zbiornikowy” i doktadnie odczytuje wskazanie tempe-
ratury t °C.

Napetniony woda piknometr umieszcza si¢ na pra-
wej szalce wagi, a butelke tarowa na lewej. Na szalke
z piknometrem napetnionym woda doktada sie odwaz-
niki w liczbie potrzebnej do uzyskania réwnowagi, na-
stepnie zapisuje sig ich tagczng mase p’ w gramach.

Obliczanie wyniku oznaczania:

1) tara pustego piknometru = p + m,

gdzie m oznacza mase powietrza wypetniajgcego
piknometr, m = 0,0012 (p — p’);

2) objetos¢ piknometru (V,,) w temperaturze
20 °C ustala sie z doktadnoscig + 0,001 ml wedfug
wzoru:

Vyo=(p+m—p’)xF

gdzie F jest wspoétczynnikiem odczytanym z tabeli
nr | zatacznika, dla temperatury t °C;
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3) masa wody (M,,) w temperaturze 20 °C:

M, = 0,998203 V,y,

gdzie liczba 0,998203 jest gestoscig wody w tem-
peraturze 20 °C.

Metoda oznaczania gestosci i ciezaru wtasciwego
w temperaturze 20 °C z zastosowaniem wagi jedno-
szalkowej

W metodzie z zastosowaniem wagi jednoszalkowej
oznacza sie:

1) tare pustego piknometru, oznaczang symbolem P;

2) mase piknometru napetnionego woda o tempera-
turze t °C, oznaczang symbolem P;

3) mase butelki tarowej, oznaczang symbolem T,,.

Obliczanie wyniku oznaczania:
1) tara pustego piknometru =P — m,

gdzie m oznacza mase powietrza wypetniajgcego
piknometr, m = 0,0012 (P,— P);

2) objetos¢ piknometru (V,;) w temperaturze
20 °C oblicza sie wedtug wzoru:

Vyo=[P—(P—m)IxF
gdzie F = wspotczynnik odczytany z tabeli nr | za-
tacznika dla temperatury t °C.
Objetos$¢ piknometru podaje sie z doktadnoscig
do +0,001 ml;

3) mase wody (M,,) w temperaturze 20 °C oblicza sig¢
wedtug wzoru:

M, = 0,998203 V,,

gdzie 0,998203 jest gestoscig wody w temperatu-
rze 20 °C.

4. WYKONANIE OZNACZANIA

Metoda z wykorzystaniem wagi dwuszalkowej

Piknometr napetnia sie przygotowana prébka
i przeprowadza postepowanie analogicznie jak w przy-
padku napetnienia woda destylowana.

Obliczanie wyniku oznaczenia:

1) masa probki zawartej w piknometrze =p + m — p”,

gdzie p” oznacza mase odwaznikéw w gramach po-
trzebnag do uzyskania rownowagi podczas wazenia
pomiedzy butelkg tarowa znajdujgca sie na lewej
szalce i piknometrem napetnionym badana probka
znajdujgcym sie na prawej szalce wagi;

2) pozorng gestosc (p,) w temperaturze t °C oblicza
sie wedtug wzoru:

p+m—p~
Py = ’
VZO

3) gestosé w temperaturze 20 °C oblicza sie, wykorzy-
stujac jedng z tabel poprawek zamieszczonych

w dalszej czesci dokumentu, zgodnie z rodzajem
badanej cieczy: wino o zawartosci cukrow mniej-
szej niz 33 g/l (tabela nr 1), naturalny lub zageszczo-
ny moszcz (tabela nr lll), wino o zawartosci cukréow
powyzej 33 g/l (tabela nr 1V);

4) ciezar wtasciwy d?%,, badanego wina oblicza sie
przez podzielenie jego gestosci w temperaturze
20 °C przez gestosé wody w temperaturze 20 °C,
ktéra wynosi 0,998203.

Metoda z wykorzystaniem wagi jednoszalkowej

W metodzie z wykorzystaniem wagi jednoszalko-
wej oznacza sie:

1) tare pustego piknometru, oznaczang symbolem P;

2) mase piknometru napetnionego badang prébka
o temperaturze t °C, oznaczang symbolem P,;

3) maseg butelki tarowej oznaczanej symbolem T..

Obliczanie wyniku oznaczania

1) masa pustego piknometru w czasie pomiaru =
P—m +dT, gdziedT =T, — T,

2) masa probki zawartej w piknometrze w temperatu-
rzet°C =P, —(P—m +dT);

3) gestosé pozorna (p,) w temperaturze t °C oblicza sig
wedtug wzoru:

P, —(P—m+dT)
P = /
Vao

4) gestosé w temperaturze 20 °C oblicza sig, wykorzy-
stujagc jedng z tabel poprawek zamieszczonych
w dalszej czesci dokumentu, zgodnie z rodzajem
badanej cieczy: wino o zawartosci cukréw ponizej
33 g/l i wino pozbawione alkoholu (tabela nr ll), na-
turalny lub zageszczony moszcz (tabela nr lll), wino
o zawartosci cukréw powyzej 33 g/l (tabela nr 1V);

5

-~

ciezar whasciwy d29,, wina jest obliczany przez po-
dzielenie jego gestosci w temperaturze 20 °C przez
gestos¢ wody w temperaturze 20°C rdéwna
0,998203.

Dla uzyskania bardzo doktadnych oznaczen wynik
pomiaru gestosci koryguje sie, uwzgledniajac wptyw
dwutlenku siarki, zgodnie z wzorem:

Pgo = P'yo — 0,0006 x S,
gdzie p,, — oznacza gestosc skorygowana,
p'yp — Oznacza gestosc zmierzong,

S — oznacza catkowitg zawarto$é dwutlenku
siarki w g/l.

5. POWTARZALNOSC METODY

Powtarzalnosé jest to wartosé, od ktdrej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej préobki, w tym samym laboratorium, przez
tego samego analityka, z uzyciem tego samego sprze-
tu, w krotkim odstepie czasu.
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W przypadku oznaczania gestosci i ciezaru wtasci-
wego w temperaturze 20 °C powtarzalnos$¢ (r) wynosi:

1) dla win o zawartosci cukréw nizszej od 33 g/l:
r =0,00010;

2) dla win o zawartosci cukréw powyzej 33 g/l:
r=0,00018.

6. ODTWARZALNOSC METODY

Odtwarzalnosé jest to wartosé, od ktorej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna

réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w réznych laboratoriach, przez
réznych analitykéw, z uzyciem réznego sprzetu.

W przypadku oznaczania gestosci i ciezaru wtasci-
wego w temperaturze 20 °C odtwarzalnos$é (R) wynosi:

1) dla win o zawartosci cukrow nizszej od 33 g/l:
R = 0,00037;

2) dla win o zawartosci cukrow powyzej 33 g/l:
R = 0,00045.

TABELA nr |

Wartosci wspotczynnika F do obliczenia objetosci piknometru w temperaturze 20 °C

t°C F t°C F t°C F t°C F t°C F t°C F t°C F
10,0 1,000398 | 13,0 1,000601| 16,0 1,001097] 190] Lo01608| 22,0 1,002215| 250 1,002916 | 28,0 1,003704
1| 1,000406 1| 1,000703 A 001113 1| 1001627 1| 1,002238 1| 1,002041 1| 1003731
2| 1000414 2| 1000714 2| 1001128 2| 1,001646 2| 1,002260 2| 1,002966 2| 1,003759
3| 1,000422 3| 1000726 3| 1001144 3| 1,001665 3| 1,002282 3| 1,002990 3| 1.003787
Al 1000430 Al 1,000738 4] 1,001159 Al 1001684 Al 1,002304 Al 1003015 Al 1003815
10,5 1,000439 | 13,5 1,000752| 16,5| 1,001175] 19,5] 0,001703 | 22,5| 1,002326 | 25.5] 1,003041 | 28,5| 1,003843
6| 1,000447 6| 1,000764| 6| 1,001191 6| 1,001722 6| 1,002349 6| 1,003066 6| 1,003871
71 1000456 71 1000777 7| 1001207 71 1001741 7| 1,002372 71 1003002 71 1,003899
8| 1000465 8| 1,000789 8| 1001223 81 1001761 8| 1,002394 8| 1003117 8| 1.003928
91 1,000474 9| 1,000803 9] 1,001239 91 1001780 9 1,002417 9| 1003143 9| 1003956
11,0 | 1,000483 | 14,0| 1,000816| 17,0| 1001257 | 20,0| 1,001800 | 23,0 1,002439 | 26,0 1,003168 | 29,0| 1,003984
1| 1,000492 1| 1,000829 A 1,001273 1| 1001819 A 1,002462 1| 1003104 1| 1004013
2| 1000501 2| 1000842 2| 1,001290 2| 1001859 2| 1002485 2| 1003222 2| 1,004042
3| 1000511 3| 1,000855 3| 1001306 3| 1001839 3| 1,002508 3| 1003247 3| 1004071
A 1,000520 4| 1,000868 Al 1,001323 4| 1,001880 4| 1,002531 Al 1,003273 Al 1.004099
11,5 1,000530 | 14,5| 1,000882| 17.5| 1,001340| 20,5| 1,001900 | 23,5| 1,002555| 26,5| 1,003299 | 29,5| 1,004128
6| 1000540 6| 1,000895 6| 1,001357 61 1,001920 6| 1.002578 6| 1003326 6| 1004158
71 1000850 71 1,000900 7| 1001374 71 1001941 7| 1,002602 71 1003352 71 1004187
8| 1,000560 81 1,000923 8| 1,001391 8| 1,00191 8| 1,002625 8| 1,003379 8| 1,004216
9| 1,000570 9| 1,000937 9| 1.001400 9| 1,001982 9| 1,002649 9| 1,003405 9| 1,004245
12,0 | 1,000580 | 150 1,000951| 18,0| 1,001427| 21,0| 1,002002 | 24,0 1,002672| 27,0 1,003432| 30,0| 1,004275
A 1,000501 A 1,000965 A 1001445 A 1,002023 A 1,002696 A 1003458
2| 1,000601 2| 1,000979 2| 1001462 2| 1,002044 2| 1,002720 2| 1,003485
3| 1000612 31 1,000993 3| 1,001480 31 1,002065 3| 1,002745 3| 1003513
Al 1000623 Al 1001008 4| 1001498 Al 1002086 Al 1,002769 Al 1003540
12,5 1,000634 | 155 1,001022| 18.5| 1,001516| 21,5| 1,002107 | 24,5] 1,002793 | 27.5| 1,003567
6| 1,000645 6| 1,001037 6| 1001534 6| 1,002129 6| 1,002817 6| 1,003504
7| 1000656 7| 1,001052 7| 1001552 7| 1,002151 7| 1,002842 71 1003621
8| 1000668 8| 1001067 81 1,001570 81 1002172 8| 1,002866 8| 1,003649
9| 1000679 9| 1001082 9| 1001589 9| 1,002194 9] 1,002891 9| 1003676

Objasnienie:

Podane w tabeli wartosci wspdétczynnika F pomnozone przez mase wody o temperaturze t °C zawartej w pikno-
metrze ze szkta typu Pyrex stosuje sie do obliczenia objetosci piknometru w temperaturze 20 °C.
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TABELA nr I

Wartosci wspoétczynnika korekcji temperatury ,C” majace zastosowanie do obliczania gestosci win
o zawartosci cukrow ponizej 33 g/l, pozbawionych alkoholu, mierzonej przy uzyciu piknometru
ze szkta typu Pyrex w temperaturze t °C w celu wyrazenia wyniku w temperaturze 20 °C

Stezenie alkoholu w % obj.

Tomp. (°C) |9 |5 6 |7 8 9 10 [0 J12 [13 [ [15 Jte [17 J18 [19 [20 J21 [22 [23 [2¢ [25 J26 |27
10° 159 [ 164 [ 167 [ 171 [ 1,77 [ 184 [ ot [ 200 [ 201 [ 222 234 [ 246 [ 2,60 [ 273 [ 2.88 [ 3.03 [ 3.19 [ 335 [ 3.52 [ 3.70 [ 3,87 [ 406 [ 425 [ 4,44
1° 148 [ 153 | 156 | 1,60 | 164 | 1,70 | 1,77 | 1.86 | 195 | 2,05 | 2.16 | 227 | 238 | 251 | 2,63 | 277 | 291 | 3,06 | 3,21 | 3.36 [ 3.53 [ 3,60 | 3.86 | 4,03
12° 1,36 | 140 | 143 | 146 [ 150 [ 1,56 | 162 | 1,69 | 178 | 1.86 | 1,96 | 2,05 | 2.16 | 2.27 | 2,38 | 2.50 | 2,62 | 275 | 2,88 | 3,02 | 3.16 | 3,31 | 3.46 | 3,61
130 122|126 | 1,28 [ 132 [ 135 [ 140 | 1as | 152 | 159 | 67 | .75 | 183 [ 192 | 201 | 200 [ 222 | 232 | 244 | 255 | 2.67 | 2,79 | 2,92 | 3,05 | 3,18
14° 1os [ s nre [ o 123 1,27 1 133 | 139 | 146 [ 152 | 160 | 167 [ 175 | 184 | 1,93 | 2,03 [ 201 | 221 [ 2,31 | 242 | 252 [ 263 | 2,74
15° 092096 097|099 [ 102|105 | oo |3 o 24| 130 [ 136 [ 1,42 ] 148 | 155 | 163 | 7o | 178 | 186 | 1,95 | 2,03 | 212 | 2,21 | 2,30
16° 0,76 [ 0,79 ] 0,80 [ 0,81 | 0,84 [ 0.86 | 0,89 | 0,93 | 0,97 | Lo1 | 1.06 | 110 [ 106 | 1,21 [ 126 | 1,32 1,38 | 144 | 1,51 | 157 | 1,64 | 1,71 | 1,78 [ 1.85
17° 0,59 | 0.61 [ 062 | 063 [ 0,65 [ 0,67 0690721075078 | 081 [ 085 088095 ] 096 ] 101 | 1,05 | 111 | 115|120 | 1,25 | 1,30 | 1,35 | 1,40
18° 0,40 | 0.42 [ 0,42 | 043 [ 044 [ 046 | 047 | 0,49 [ 051 [ 053 | 055 [ 0,57 [ 0.60 | 0,63 | 0,65 | 0.68 | 0,71 | 074 [ 0,77 [ 0,81 | 0,84 | 0,87 | 0,91 | 0,94
19° 021 021|022 022|023 |023]024]025]026] 027 028|029 |030]032]033]034]036]037[039(041]042]044 046|047
20°
21° 021 (022022 |023]023[024]025]026]027]028]029]030(031]032[034]036(037]038]040]|041]043 044|046 [ 048
220 044 [ 0,45 | 046 [ 0,47 | 048 [ 0,49 | 0,51 | 0,52 | 0,54 | 0,56 | 0,59 | 0.61 [ 0,63 | 0.66 | 0,69 | 0,71 [ 0,74 | 0.77 | 0,80 | 0,83 | 0,87 | 0.90 | 0.93 [ 0,97
23° 0,68 [ 0,70 | 0.71 [ 0,72 | 0,74 [ 0.76 | 0.78 | 0,80 | 0,83 | 0,86 | 0,90 | 093 [ 0,96 | 1,00 [ 103 | 108 [ 1,13 | 107 | 1,22 | 126 | 131 | 1,37 | 141 [ 1,46
24° 0,93 | 096 [ 097|099 [ 101 [ 1,03 ] 106 | o] 3| as| 22126 | 131 ] 136 | 141 | 147 | 152 | 158 [ 164 | 171 | 1,77 | 1,84 | 1,90 | 1,97
25° 119 123 | 125 [ 127 [ 129 [ 132 ) 136 | 140 | 145 | 150 | 155 | et [ 167 | 173 | 180 | 186 | 193 | 200 | 2.08 | 2,16 | 2,24 | 2.32 | 240 | 2,48
26° 147 [ 15t 153 | 1se [ 159 | ez | 167 [ 1,72 | 1,77 | 183 | 190 | 196 | 2,03 | 2,11 | 2,19 | 2.27 | 2,35 | 244 | 2,53 | 262 [ 2,72 | 2.81 | 2,91 | 3,01
27° 1,75 | 1.80 | 1,82 | 1.85 [ 1,89 [ 1,93 | 198 | 2,04 | 201 | 208 | 225 [ 233 [ 241 | 2,50 | 2,59 | 2.68 | 2,78 | 288 | 2,98 [ 3,09 | 3,20 | 3,31 | 342 | 3,53
28° 2,04 |20 [ 213 | 2,16 [ 220 [ 225 | 231 | 2,38 [ 245 | 2,53 | 262 [ 270 [ 2,80 | 2.89 | 3,00 | 310 | 3,21 | 332 [ 345 [ 3.57 | 3.69 | 3,82 | 3.94 | 4,07
29° 234 [ 241 | 2,44 | 2,48 [ 2,53 | 258 | 2,65 | 272 | 2,81 | 2.89 [ 2,99 | 3,09 | 3,19 | 3,30 | 3.42 | 3,53 | 3.65 | 3.78 | 3.92 [ 4,05 | 4,19 [ 433 | 447 | 4.61
30° 2,66 1273 1277 | 2,81 | 2,86 | 2.92 | 3.00 3,08 | 3,17 [ 327 ] 3.37 [ 348 | 3,59 [ 3,72 | 3,84 1 3.97 | 4,11 | 425 [ 4,40 | 455 [ 470 | 4,85 [ 492 ] 5,17

Objasnienie:

Podane w tabeli wartosci wspotczynnika korekcji temperatury ,,C” stosuje sie do obliczania gestosci win o za-
wartosci cukréw nizszej od 33 g/l, pozbawionych alkoholu, mierzonej przy uzyciu piknometru ze szkta typu Py-
rex w temperaturze t °C w celu sprowadzenia wyniku do temperatury 20 °C wedfug nastepujacego wzoru:

c — jezeli temperatura t °C jest nizsza od 20 °C

P20 =Pt ——— e o . o
1000 + jezeli temperaturat °C jest wyzsza od 20 °C

Wartosci podane w tabeli maja takze zastosowanie do przeliczania ciezaru wtasciwego d tzo na ciezar wtasciwy d 2020.

TABELA nr I

Wartosci wspotczynnika korekcji temperatury ,,C” majace zastosowanie do obliczania gestosci naturalnych
i zageszczonych moszczy, mierzonej przy uzyciu piknometru ze szkta typu Pyrex w temperaturze t °C
w celu wyrazenia wyniku w temperaturze 20 °C

Gestosé

Temp. (°C) | 1,05 [ 106 [ o7 rosT oo o ] na] el uis] e s t20] r22T 124 126 128 130 1,32 134 136
10° 231 248 266 | 282 299 | 313 330 344 [ 3,59 3,73 [ 3.88 | 401 [ 428 [ 452 476 [ 498 [ s8] 5427 556 [ 573 [ 5,90 | 6,05
11° 2,02 | 228 | 242 | 257 | 272 | 286 | 299 | 3,12 | 325] 337 ] 350 | 3,62 | 3.85] 408 | 429 [ 448 | 4,67 | 484 | 500 | 516 | 531 | 545
12° 192 206 | 2,09 | 232 | 245| 2,58 270 | 2,82 | 294 | 3,04 | 3.5 [ 326 | 3,47 | 3,67 [ 385 | 4,03 | 420 | 436 | 451 [ 465 478 | 491
13° 172 | 184 | 195 2,06 | 217 | 227 238 | 248 | 2,58 | 2,69 | 2,78 | 2,88 | 3,05 3,22 339 [ 355 | 365 [ 3.84 | 398 | 411 | 424 | 436
14° 152 te2 | 172 | 18| 190 | 200 209 | 2,17 | 226 | 234 | 243 | 251 | 2,66 | 2,82 | 296 | 3,00 | 322| 334 | 345 3,56 | 3,67 3,76
15° 128 | 136 | taa| 1,52 1,60 | 167 175 1,82 1.89] 196 | 204 | 2,00 | 224 | 2,36 | 248 | 2,59 | 2,69 | 2,79 | 2,88 [ 297 | 3,03 | 3.10
16° 1,05 | 2| s | o12s | 30| 137 143 | 49| 155 ] 60| tes | 1,70 [ 181 ] 1,90 | 200 [ 2,08 | 2,16 | 2,24 | 230 [ 2,37 | 243 | 249
17° 0,80 [ 086 | 090 0,95 | 1,00 104 | 109 | 113 | L8| 122 126 ] 130 [ 1,37 144 | 150|157 ve2 | Les| 1,72 ] 1,76 | 180 | 1,84
18° 056 0,59] 062] 066 [ 068 0,72 0,75 0,77 [ 0.80 | 0,83 | 0,85 | 083 093 098 | 1,02 | 1.05| 1,09 | 1,12 | L16| 1,19 | 121 | .24
19° 029 031 032 034 | 036 037 039 040 | 042 ] 043 | 044 | 045| 048 | 050 | 0,52 | 0,54 | 0,56 | 0,57 | 059 | 0.60 | 0,61 | 0.62
20°
21° 029 030 [ 032] 034 035] 037 038 040 041 ] 042 | 044 [ 046 ] 048] 050 [ 053] 0,56 | 0,58 0.59 [ 0,60 | 0,61 | 0,62 | 0,62
22° 0,58 | 061 064] 067 | 070 073 | 076 [ 079 081 | 0,84 | 087 ] 090 [ 096 | 1,00 105 | 109 va2| 15| a8 ] 120 122 1,23
23° 089 094 [ 099 | 1,03 108 12| 6| 1,20 125 120 133 137 raa| s | 157 163 | 167 | 1,73 177 ] 180 182 1.84
240 120 125 131 [ 137 143 | 140 154 eo| ves | v nz7 | s | o2 ] 201 | 200 | 207 | 224 | 230 | 236 [ 240 | 242 | 244
25° 150 159 | 166 | 174 | 180 | 1,88 195 202 | 209 ] 2016 | 223 | 230 | 242 | 253 | 263 | 272 | 2,82 | 2.89 | 295 2,99 | 3,01 | 3.05
26° 184 [ 192 201 | 200 | 298| 2,26 [ 234 | 242 | 250 | 2,58 | 265 | 273 | 2,87 ] 3,00 [ 303 | 325 | 336 | 347 | 357 365 3.72| 3,79
27° 217 226 | 2,36 | 246 | 2,56 | 2.66 | 275 | 2,84 | 293 | 3.01 ] 3,00 [ 3,08 | 335 3,50 [ 366 | 3.80 | 393 | 406 | 416 | 426 | 435 | 442
28° 250 | 2,62 2,74 | 285 | 296 | 3.07 | 3,18 | 3.28 | 340 350 | 3,60 [ 3.69| 3.87 | 404 [ 421 | 436 | 450 | 464 | 475 | 486 | 494 | 500
29° 286 | 298 | 3.0 | 322 | 335| 347 359 3,70 | 3.82 ] 393 403 | 4,04 434 | 453 | 472 480 | 505]| 520 534 [ 546 | 556 | 564
30° 320 | 335) 349 | 3.64 | 3,77 | 391 ] 405 4,17 | 430] 443 | 455| 467[ 490] 5,12 539 [ 551 [ 568| 584 ] 596 | 6,08 | 6,16 | 622

Objasnienie:

Wartosci wspotczynnika korekcji temperatury ,,C” podane w tabeli stosuje sie obliczania gestosci naturalnych
i zageszczonych moszczy, mierzonej przy uzyciu piknometru ze szkta typu Pyrex w temperaturze t °C w celu spro-
wadzenia wyniku do temperatury 20 °C wedtug nastepujacego wzoru:

c — jezeli temperatura t °C jest nizsza od 20 °C

P20 =Pt * L o . o
1000 + jezeli temperatura t °C jest wyzsza od 20 °C

Wartosci podane w tabeli majg takze zastosowanie do przeliczania ciezaru wtasciwego d tzo na ciezar wtasciwy d 2020.
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TABELA nr IV

Wartosci wspoétczynnika korekcji temperatury ,C” majace zastosowanie do obliczania gestosci win
o stezeniu alkoholu nie mniejszym niz 13 % obj., zawierajacych pozostatosci cukrow, mierzonej przy uzyciu
piknometru ze szkta typu Pyrex w temperaturze t °C w celu wyrazenia wyniku w temperaturze 20 °C

Wina o st¢zeniu alkoholu 13 % obj. Wina o st¢zeniu alkoholu 15 % obj. Wina o stezeniu alkoholu 17 % obj.
Temp. (°C) Gestosé Gestosé Gestosé
1,000/1,020(1,040]1,060|1,080{1,100]1,120(1,000|1,020] 1,040| 1,060| 1,080 1,100| 1,120 | 1,000]1,020| 1,040 1,060]1,080] 1,100] 1,120
10° 2,36 12,71 3,06 |3,4213,72 13,96 | 432 2,64(299]3,36]3,68]3,99]4,30(459]2,94(3,29(3,64]3,98](4,29] 4,604,289
11° 2,17124912,80]299]3,393,65(3,90)2,42|2,73|3,05]3,34(3,63]3,8|4,15]2,69]3,00(3,32]3,61]3,90]|4,16 | 441
12° 1,97 [ 2,25 12,53 12,79 | 3,05]3,29 (3,52 | 2,19 2,47 |2,75] 3,01 | 3,27 | 3,51 | 3,73 | 2,42 | 2,70 | 2,98 | 3,24 | 3,50 | 3,74 | 3,96
13° 1,78 12,02 1 2,25 | 2,47 | 2,69 | 2,89 | 3,09 | 1,97 [ 2,21 | 2,44 | 2,66 | 2,87 | 3,08 [ 3,29 | 2,18 | 2,42 | 2,64 | 2,87 | 3,08 | 3,29 | 3,49
14° 1,57 | 1,78 | 1,98 | 2,16 | 2,35 | 2,53 | 2,70 | 1,74 [ 1,94 | 2,14 | 2,32/ 2,52 | 2,69 [ 2,86 | 1.91 [ 2,11 [ 2,31 | 2,50 [ 2,69 | 2,86 | 3,03
15° 1,32 1,49 | 1,66 | 1,821 1,97 [ 2,12 [ 2,26 | 1,46 | 1,63 | 1,79 | 1,95 | 2,10 | 2,25 | 2,39 | 1,60 | 1,77 [ 1,93 | 2,09 | 2,24 | 2,39 | 2,53
16° 1,08 | 122 | 1,36 | 148 | 1,61 | 1,73 | 1,84 | 1,18 [ 1,32 | 1,46 | 1,59 [ 1,71 | 1,83 [ 1,94 | 1,30 | 1,44 [ 1,58 | 1,71 [ 1,83 | 1,95 | 2,06
17° 083094 ]1,04 | 1,131,221 1,31 1,40]0,91 1,02 1,12 | 1,21 [ 1,30 | 1,39 | 1,48 | 1,00 | 1,10 [ 1,20 | 1,30 | 1,39 | 1,48 | 1,56
18° 0,58 (0,64 10,71 ] 0,78 1 0,84 | 0,89 [ 0,95 | 0,63 1 0,69 | 0,76 | 0,83 | 0,89 | 0,94 | 1,00 | 0,69 | 0,75 | 0,82 | 0,89 | 0,95 | 1,00 | 1,06
192 0,30 (0,34 10,37 | 0,400,431 0,46 | 0,49 | 0,331 0,37 0,40 | 0,43 [ 0,46 | 0,49 ] 0,52 ] 0,36 | 0,39 | 0,42 | 0,46 | 0,49 | 0,52 | 0,54
20°
21° 0,301 0,33 10,36 0,40 | 043 | 0.46 | 0,49 [ 0,33 | 0,36 | 0,39 | 0.43 | 0,46 | 0,49 | 0,51 | 0,351 0,39 | 042 | 0,45 0,48 | 0,51 | 0,54
22° 0,60 | 0,67 |1 0,73 0,80 10,850,971 0,98 |0,65]0,72 0,78 | 0,84 [ 0,90 [ 0,96 | 1,01 | 0,71 | 0,78 | 0,84 | 0,90 | 0.96 | 1,01 | 1,07
23¢ 093 (1,02 1,12 1,221,300 | 1,39 1,49 | 1,01 | 1,10 | 1,20 | 1,29 [ 1,38 | 1,46 | 1,55 | 1,10 [ 1,19 1,29 [ 1,38 | 1,46 | 1,55 | 1,63
24° 127 | 1,39 1,50 | 1,61 | 1,74 | 1,84 | 1,95 | 1,37 | 1. 49| 1,59 | 1,72 | 1,84 | 1,95 2,06 | 1,48 [ 1,60 | 1,71 | 1,83 | 1,95 2,06 | 2,17
25° 1,61 | L75] 1,50 12,052,191 233|247 | 1,73 [ 1,87 | 2,02 | 2,17 | 2,31 [ 2,45 | 2,59 | 1,87 | 2,01 | 2,16 | 2,31 | 2,45 | 2,59 | 2,73
26° 1,94 (2,12 12,29] 2,47 12,63 2,79(2,95(2,09 12,272,441 2.622,78(294]3,10] 226|244 2,61(2,79]295]3.,11]3.26
27° 230 2,51 (2,70 | 2,90 | 3,09 | 3,27 | 3,44 | 2,48 [ 2,68 | 2,87 | 3,07 | 3,27 | 3,45 | 3,62 | 2,67 | 2,88 | 3,07 | 3,27 | 3,46 | 3,64 | 3,81
28° 2,66 (2,90 ]3,13]3,35]3,57|3,86(4,00]2,86]3,10]3,23|3,55(3,77|3,99|4,20]3,08331][3,55]3,76]3,99]|4.21 |44l
29° 3,0513,31(3,56]3,79]4,04 427|449 [3,28[3,53]3,77]4,02 426449 |4,713,523,7714,00|426 (4,504,773 ]495
30° 3,44 (3,70 13,99]4284,54|480(5,06]3,68)394]423]|4,52(4,79(5,05]530]395(422(4,51(4,79]5,07]532]5,57
Wina o stezeniu alkoholu 19 % obj. Wina o stgzeniu alkoholu 21 % obj.
Temp. (°C) Ggstosé Gestosé
1,000 | 1,020 | 1,040 | 1,060 | 1,080 | 1,100 | 1,120 | 1,000 [ 1,020 | 1,040 | 1,060 | 1,080 | 1,100 | 1,120
10° 3,27 | 3,62 | 397 | 430 | 462 | 492 | 521 | 3,62 | 397 | 432 | 466 | 497 | 527 | 556
11° 299 | 330 | 3,61 | 3,90 | 4,19 | 445 | 470 | 3,28 | 3,61 | 3,92 | 422 | 450 | 4,76 | 5,01
12° 2,68 | 296 | 3,24 | 3,50 | 3,76 | 400 | 421 | 2,96 | 3,24 | 3,52 | 3,78 | 4,03 | 4,27 | 449
13° 240 | 2,64 | 2,87 | 3,09 | 3,30 | 3,51 | 3,71 | 2,64 | 2,88 | 3,11 | 3,33 | 3,54 | 3,74 | 3,95
14° 2,11 [ 2,31 | 2,51 | 2,69 | 2,88 | 3,05 | 322 | 2,31 | 2,51 | 2,71 | 2,89 | 3,08 | 3,25 | 3,43
15° 1,76 | 1,93 | 2,09 | 2,25 | 2,40 [ 2,55 [ 2,69 | 1,93 | 2,10 | 2,26 | 2,42 | 2,57 | 2,72 | 2,86
16° 143 | 1,57 | 1,70 | 1,83 | 1,95 | 2,08 | 2,18 | 1,56 | 1,70 | 1,84 | 1,97 | 2,09 | 2,21 | 2,32
17° 1,09 | 1,20 | 1,30 | 1,39 | 148 | 1,57 | 1,65 ( 1,20 | 1,31 | 1,41 | 1,50 | 1,59 | 1,68 | 1,77
18° 0,76 | 0,82 | 0,88 | 0,95 | 1,01 | 1,06 | 1,12 [ 0,82 | 0,88 | 0,95 | 1,01 | 1,08 | 1,13 | 1,18
19° 039 | 042 | 045 | 0,49 | 0,52 | 0,55 | 0,57 | 042 | 0,46 | 0,49 | 0,52 | 0,55 | 0,58 | 0,61
20°
21° 038 | 042 | 0445 | 048 | 0,51 | 0,54 | 0,57 [ 041 | 045 | 048 | 0,51 | 0,54 | 0,57 | 0,60
22° 0,78 [ 0,84 [ 0,90 [ 096 | 1,02 | 1,07 | 1,13 | 0,84 | 0,90 | 096 | 1,02 | 1,08 | 1,14 | 1,19
23° 1,19 | 1,28 | 1,38 [ 1,47 | 1,55 | 1,64 | 1,72 | 1,29 | 1,39 | 1,48 | 1,57 | 1,65 | 1,74 | 1,82
24° 1,60 | 1,72 | 1,83 | 1,95 | 2,06 | 2,18 | 2,29 ( 1,73 | 1,85 | 1,96 | 2,08 | 2,19 | 2,31 | 2,42
25° 2,02 [ 2,16 | 2,31 | 246 | 2,60 | 2,74 | 2,88 | 2,18 | 2,32 | 2,47 | 2,62 | 2,76 | 2,90 | 3,04
26° 244 | 2,62 | 2,79 | 2,96 | 3,12 | 328 | 343 | 2,53 | 2,81 | 297 | 3,15 | 3,31 | 3,47 | 3,62
27° 2,88 [ 3,08 [ 3,27 | 342 | 3,66 | 3,84 | 401 | 3,10 | 3,30 | 3.47 | 3,69 | 3,88 | 4,06 | 4,23
28° 3,31 | 3,54 | 3,78 | 4,00 | 422 | 444 | 464 | 356 | 3,79 | 4,03 | 425 | 447 | 4,69 | 4,89
29° 378 | 403 | 427 | 452 | 4,76 | 499 | 521 | 406 | 431 | 455 | 480 | 504 | 527 | 548
30° 424 | 451 | 480 | 5,08 | 536 | 561 | 586 | 4,54 | 4,82 | 511 | 539 | 5,66 | 591 | 6,16

Objasnienie:

Podane w tabeli wartosci wspotczynnika korekcji temperatury ,C” stosuje sie do obliczania gestosci win o ste-
zeniu alkoholu nie mniejszym niz 13 % obj., zawierajgcych pozostatosci cukrow, mierzonej przy uzyciu piknome-
tru ze szkta typu Pyrex w temperaturze t °C w celu sprowadzenia wyniku do temperatury 20 °C, wedfug naste-

pujacego wzoru:

P20 =P =

1000

— jezeli temperatura t °C jest nizsza od 20 °C

+ jezeli temperaturat °C jest wyzsza od 20 °C
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Zatacznik nr 2

REFRAKTOMETRYCZNE OZNACZANIE ZAWARTOSCI CUKROW W MOSZCZACH GRONOWYCH
| ZAGESZCZONYCH MOSZCZACH GRONOWYCH

Oznaczanie zawartosci cukréw w moszczach grono-
wych, zageszczonych moszczach gronowych polega na
obliczeniu ich zawartosci w g/l lub w g/kg na podstawie:

1) wspotczynnika refrakcji wyrazonego w warto-
sciach bezwzglednych i zawartego w tabelach lub

2) zawartosci sacharozy wyrazonej w % wagowych.

1. PRZYGOTOWANIE PROBKI

Przygotowanie moszczu lub moszczu zageszczone-
go wykonuje sie, przesaczajac go przez suchg gaze zto-
zong czterokrotnie, przy czym pierwsze krople przesa-
czu odrzuca sie.

2. APARATURA | SPRZET

Refraktometr Abbego ze skalg podajaca:
1) % wagowe sacharozy z doktadnoscig do 0,1 % lub

2) wspotczynnik refrakcji do czwartego miejsca po
przecinku.

Do oznaczania zawartosci cukrow stosuje sie re-
fraktometr wyposazony w termometr ze skalg o zakre-
sie co najmniej od +15 °C do +25 °C oraz w urzadzenie
do cyrkulacji wody umozliwiajagce dokonywanie po-
miarow w temperaturze 20+5 °C.

3. WYKONANIE OZNACZANIA

Probke doprowadza sie do temperatury bliskiej
20 °C. Nastepnie niewielkg ilo$é tej préobki umieszcza
sie na dolnym pryzmacie refraktometru tak, aby prob-
ka rownomiernie pokrywata szklang powierzchnie.
Zawartos$¢ sacharozy odczytuje sie w % wagowych

z doktadnosciag do 0,1 %, a wspodtczynnik refrakcji z do-
ktadnoscia do czwartego miejsca po przecinku.

Dodatkowo ustala sie warto$¢ temperatury t °C.

Oznaczanie wykonuje sie w dwdch powtdrzeniach.

4. OBLICZANIE WYNIKU OZNACZANIA

Poprawka uwzgledniajgca wptyw temperatury jest
stosowana w przypadku uzycia refraktometru wyskalo-
wanego w % wagowych sacharozy. Do odczytania war-
tosci poprawki korzysta sie z tabeli nr | zatagcznika.

W przypadku zastosowania refraktometru wyskalo-
wanego w wartosciach wspotczynnika refrakcji do od-
czytania odpowiedniej wartosci zawartosci sacharozy
w % wagowych w temperaturze t °C w tabeli nr Il zatacz-
nika odczytuje sie zawarto$é sacharozy odpowiadajaca
zmierzonej wartosci wspotczynnika refrakcji. Ustalang
w ten sposéb zawartos$é sacharozy koryguje sie za po-
moca danych podanych w tabeli nr | zatagcznika.

Zawartos$é sacharozy w moszczach i moszczach za-
geszczonych w % wagowych w temperaturze 20 °C od-
najduje sie w tabeli nr Il zatacznika i odczytuje odpo-
wiednig zawartos$é sacharozy w g/l i g/kg. Zawartosé
cukréw jest wyrazana w przeliczeniu na cukier inwerto-
wany z doktadnoscig do jednego miejsca po przecinku.

Przy ustalaniu wspadtczynnika refrakcji moszczu lub
moszczu zageszczonego zawartosé sacharozy w tem-
peraturze 20 °C odnajduje sie w tabeli nr Il i odczytuje
odpowiednig wartos¢ wspotczynnika refrakcji w tem-
peraturze 20 °C. Wspdtczynnik ten podany jest z do-
ktadnoscig do czwartego miejsca po przecinku.

TABELA nr |

Wartosci poprawek majace zastosowanie, gdy oznaczanie zawartosci sacharozy w procentach masowych
zostato wykonane w temperaturze réznej od 20 °C

Temp. (°C) Zawarto$¢ sacharozy w gramach na 100 graméw produktu
5 10 ] 152030 ] 4 ]s0]e [ 70 ] 75

odja¢ nastgpujace poprawki od zawartosei sacharozy
15° 0250271031031 ]034]035]036] 037036036
16° 0,21 | 0,23 | 0,27 | 0,27 | 0,29 | 0,31 | 0,31 | 0,32 | 0,31 | 0,23
17° 0,16 | 0,18 | 0,20 | 0,20 | 0,22 | 0,23 | 0,23 | 0,23 | 0,20 | 0,17
18° 0,11 | 0,12 | 0,14 | 0,15 | 0,16 | 0,16 | 0,15 | 0,12 | 0,12 | 0,09
19° 0,06 | 0,07 | 0,08 | 0,08 | 0,08 | 0,09 | 0,09 | 0,08 | 0,07 | 0,05

dodaé nastepujace poprawki do zawarto$ci sacharozy
21° 0,06 | 0,07 | 0,07 | 0,07 | 0,07 | 0,07 | 0,07 | 0,07 | 0,07 | 0,07
220 0,12 | 0,14 | 0,14 | 0,14 | 0,14 | 0,14 | 0,14 | 0,14 | 0,14 | 0,14
23° 0,18 | 0,20 | 0,20 | 021 | 021 | 021 | 0,21 | 0,22 | 0,22 | 0,22
24° 0,24 | 0,26 | 0,26 | 0,27 | 0,28 | 0,28 | 0,28 | 0,28 | 0,29 | 0,39
25° 0,30 | 0,32 | 0,32 | 0,34 | 0,36 | 0,36 | 0,36 | 0,36 | 0,36 | 0,37

Objasnienie:

Podane w tabeli poprawki majg zastosowanie w przypadku dokonania oznaczania zawartos$ci sacharozy w pro-

centach masowych przy temperaturze réznej od 20 °C.
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TABELA nr I

Zawartosé cukrow w moszczu gronowym i zageszczonym moszczu gronowym w g/l i g/kg,
oznaczona za pomoca refraktometru wyskalowanego w % wag. sacharozy w temperaturze 20 °C
lub w wartosci wspoétczynnika refrakcji w temperaturze 20 °C, przeliczona na cukier inwertowany

Sacharoza Wspblczynnik refrakcji w temp. | Gestos¢é w temp. Cukry w g/l Cukry w g/kg | Zawarto$¢ alkoholu % ob;j.
Y% wagowo 20 °C 20°C w20 °C
1 2 3 4 5 6
10,0 1,34781 1,0390 823 79.3 4,89
10,1 1,34798 1,0394 83,4 80,2 495
10,2 1,34814 1,0398 84,5 81,3 5,02
10,3 1,34830 1,0402 85,6 82,2 5,09
10,4 1,34845 1,0406 86,6 83,2 5,14
10,5 1,34860 1,0410 87.6 84,1 5,20
10,6 1,34875 1,0414 88,6 85,1 5,26
10,7 1,34890 1,0419 89,7 86,1 533
10,8 1,34906 1,0423 90,8 87,1 5,39
10,9 1,34921 1,0427 91,8 88,1 545
11,0 ) 1,34936 1,0431 92,9 89,1 5,52
L1 1,34952 1,0435 94,0 90,0 5,58
11,2 1,34968 1,0439 95.6 91,0 5,64
iL3 1,34984 1,0443 96,1 92,0 5,71
11,4 1,34999 1,0447 97,1 92,9 5,77
11,5 1,35015 1,0452 98,2 94,0 5,83
11,6 1,35031 1,0456 99,3 95,0 5,90
11,7 1,35046 1,0460 100,3 95,9 596
11,8 1,35062 1,0464 101,4 96,9 6,02
11,9 1,35077 1,0468 102,5 97,9 6,09
12,0 1,35092 1,0473 103,6 98,9 6,15
12,1 1,35108 1,0477 104,7 99,9 6,22
12,2 1,35124 1,0481 105,7 100,8 6,28
12,3 1,35140 1,0485 106,8 101,9 6,35
12,4 1,35156 1,0489 107,9 102,9 6,41
12,5 1,35172 1,0494 109,0 103,8 6,47
12,6 1,35187 1,0498 110,0 104,8 6,53
12,7 1,35203 1,0502 111,1 105,8 6,60
12,8 1,35219 1,0506 1122 106,8 6,66
12,9 1,35234 1,0510 113,2 107,8 6,73
13,0 1,35249 1,0514 1143 108,7 6,79
13,1 1,35266 1,0519 1154 109,7 6,86
13,2 1,35282 1,0523 116,5 110,7 6,92
133 1,35298 1,0527 117,6 11,7 6,99
134 1,35313 1,0531 118,6 112,6 7,05
13,5 1,35329 1,0536 119,7 113,6 7,11
13,6 1,35345 1,0540 120,8 114,6 7,18
13,7 1,35360 1,0544 121,8 115,6 7,24
13,8 1,35376 1,0548 1229 116,5 7,30
13,9 1,35391 1,0552 124,0 117,5 737
14,0 1,35407 1,0557 125,1 118,5 7,43
14,1 1,35424 1,0561 126,2 119,5 7,50
14,2 1,35440 1,0565 1273 120,5 7,56
143 1,35456 1,0569 1284 121,5 7,63
144 1,35472 1,0574 129,5 122,5 7,69
14,5 1,35488 1,0578 130,6 1234 7,76
14,6 1,35503 1,0582 131,6 1244 7,82
14,7 1,35519 1,0586 132,7 1254 7,88
14,8 1,35535 1,0591 133,8 126,3 7,95
14,9 1,35551 1,0595 134,9 1273 8,01
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1 2 3 4 5 6
15,0 1,35567 1,0599 136,0 1283 8,08
15,1 1,35583 1,0603 137,1 1293 8,15
15,2 1,35599 1,0608 1382 130,3 821
15,3 1,35615 1,0612 1393 131,3 8,27
15,4 1,35631 1,0616 140,4 132,3 8,34
15,5 1,35648 1,0621 141,5 133,2 8,41
15,6 1,35664 1,0625 142,6 1342 8,47
15,7 1,35680 1,0629 143,7 1352 8,54
15,8 1,35696 1,0633 1448 136,2 8,60
159 1,35712 1,0638 1459 137,2 8,67
16,0 1,35728 1,0642 147,0 138,1 8,73
16,1 1,35744 1,0646 148,1 139,1 8,80
16,2 1,35760 1,0651 149,2 140,1 8,86
16,3 1,35776 1,0655 150,3 141,1 8,93
16,4 1,35793 1,0660 151,5 142,1 9,00
16,5 1,35809 1,0664 152,6 143,1 9,06
16,6 1,35825 1,0668 153,7 144,1 9,13
16,7 1,35842 1,0672 154,8 145,0 9,20
16,8 1,35858 1,0677 1559 146,0 9,26
16,9 1,35874 1,0681 157,0 147,0 9,33
17,0 1,35890 1,0685 158,1 148,0 9,39
17,1 1,35907 1,0690 159,3 149,0 9,46
17,2 1,35923 1,0694 160,4 150,0 9,53
17,3 1,35939 1,0699 161,5 151,0 9,59
17,4 1,35955 1,0703 162,6 151,9 9,66
17,5 1,35972 1,0707 163,7 152,9 9,73
17,6 1,35988 1,0711 164,8 153,9 9,79
17,7 1,36004 1,0716 165.9 154,8 9,86
17,8 1,36020 1,0720 167,0 155,8 9,92
17,9 1,36036 1,0724 168,1 156,8 9,99
18,0 1,36053 1,0729 169,3 1578 10,06
18,1 1,36070 1,0733 1704 158.8 10,12
18,2 1,36086 1,0738 171,5 159,7 10,19
18,3 1,36102 1,0742 172,6 160,7 10,25
18,4 1,36119 1,0746 173,7 161,6 10,32
18,5 1,36136 1,0751 1749 162,6 10,39
18,6 1,36152 1,0755 176,0 163,6 10,46
18,7 1,36169 1,0760 1772 164,6 10,53
18,8 1,36185 1,0764 1783 165.,6 10,59
18,9 1,36201 1,0768 1794 166,6 10,66
19,0 1,36217 1,0773 180,5 167,6 10,72
19,1 1,36234 1,0777 181,7 168.,6 10,80
19,2 1,36251 1,0782 182,8 169,5 10,86
19,3 1,36267 1,0786 1839 170,5 10,93
19,4 1,36284 1,0791 185,1 171,5 11,00
19,5 1,36301 1,0795 186,3 172,5 11,07
19,6 1,36318 1,0600 1874 173,5 11,13
19,7 1,36335 1,0804 188,6 174,5 11,21
19,8 1,36351 1,0809 189,7 175,5 11,27
19,9 1,36367 1,0813 190,8 176.5 11,34




Dziennik Ustaw Nr 126 — 8316 — Poz. 1173
1 2 3 4 5 6
20,0 1,36383 1,0817 191,9 1774 11,40
20,1 1,36400 1,0822 193,1 1784 11,47
20,2 1,36417 1,0826 1942 1794 11,54
20,3 1,36434 1,0831 195,3 180,4 11,60
20,4 1,36451 1,0835 196,5 181,4 11,67
20,5 1,36468 1,0840 197,7 182,3 11,75
20,6 1,36484 1,0844 196,8 183,3 11,81
20,7 1,36501 1,0649 200,0 184,3 11,88
20,8 1,36518 1,0853 201,1 1853 11,96
20,9 1,36534 1,0857 2022 186,2 12,01
21,0 1,36550 1,0862 203,3 1872 12,08
21,1 1,36568 1,0866 204,5 188,2 12,15
21,2 1,36585 1,0871 205,7 1892 12,22
21,3 1,36601 1,0875 2068 190,2 12,29
21,4 1,36618 1,0880 207.9 191,1 12,35
21,5 1,36635 1,0884 209,1 192,1 12,42
21,6 1,36652 1,0889 210,3 193,1 12,49
21,7 1,36669 1,0893 2114 194,1 12,56
21,8 1,16685 1,0897 212,5 195,0 12,63
21,9 1,36702 1,0902 213,6 196,0 12,69
22,0 1,36719 1,0906 2148 196,9 12,76
22,1 1,36736 1,0911 216,0 198,0 12,83
222 1,36753 1,0916 2172 199,0 12,90
22,3 1,36770 1,0920 2183 199,9 12,97
22,4 1,36787 1,0925 219,5 200,9 13,04
22,5 1,36804 1,0929 220,6 201,8 13,11
22,6 1,36820 1,0933 221,7 202,8 13,17
22,7 1,36837 1,0938 2229 203,8 13,24
22,8 1,36854 1,0943 224,1 204.8 13,31
22,9 1,36871 1,0947 2252 205,8 13,38
23,0 1,36888 1,0952 2264 206,7 13,45
23,1 1,36905 1,0956 2276 207,7 13,52
23,2 1,36922 1,0961 2287 208,7 13,59
23,3 1,36939 1,0965 229.9 209,7 13,66
23,4 1,36956 1,0970 231,1 210,7 13,73
23,5 1,36973 1,0975 2323 2116 13,80
23,6 1,36991 1,0979 2334 2126 13,87
23,7 1,37008 1,0984 2346 213,6 13,94
23,8 1,37025 1,0988 2358 214,6 14,01
23,9 1,37042 1,0993 237,0 215,6 14,08
24,0 1,37059 1,0998 2382 216,6 14,15
24,1 1,37076 1,1007 2393 2174 14,22
242 1,37093 1,1011 240,3 218,22 14,28
243 1,37110 1,1016 241,6 2194 14,35
24,4 1,37128 1,1022 2430 220,5 14,44
24,5 1,37145 1,1026 2440 2213 14,50
24,6 1,37162 1,1030 2450 222.1 14,56
24,7 1,37180 1,1035 246,4 2232 14,64
24,8 1,37197 1,1041 2477 224.4 14,72
24,9 1,37214 1,1045 248,7 2252 14,78
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1 2 3 4 5 6
25,0 1,37232 1,1049 2497 226,0 14,84
25,1 1,37249 1,1053 250,7 226,8 14,90
25,2 1,37266 1,1057 251,7 227,6 14,96
253 1,37283 1,1062 253,0 228,7 15,03
254 1,37300 1,1068 2544 2299 15,11
25,5 1,37317 1,1072 2554 230,7 15,17
25,6 1,37335 1,1076 256,4 2315 15,23
25,7 1,37353 1,1081 257.8 232,6 15,32
25,8 1,37370 1,1087 259.1 233,7 15,39
25,9 1,37387 1,1091 260,1 2345 15,45
26,0 1,37405 1,1095 261,1 2353 15,51
26,1 1,37423 1,1100 262,5 236,4 15,60
26,2 1,37440 1,1106 263,8 2375 15,67
26,3 1,37457 11110 264,8 2383 15,73
26,4 1,37475 11114 265,8 2392 15,79
26,5 1,37493 L1119 2672 240,3 15,88
26,6 1,37510 1,1125 268,5 2414 15,95
26,7 1,37528 1,1129 269,5 2422 16,01
26,8 1,37545 1,1133 270,5 243,0 16,07
26,9 1,37562 1,1138 271,8 2441 16,15
27,0 1,37580 1,1144 2732 2452 16,23
27,1 1,37598 1,1148 2742 246,0 16,29
27,2 1,37615 1,1152 2752 246,8 16,35
273 1,37632 1,1157 276,5 2479 16,43
274 1,37650 1,1163 277,9 2490 16,51
27,5 1,37667 1,1167 278,9 249,8 16,57
27,6 1,37685 1,1171 2799 250,6 16,63
27,7 1,37703 1,1176 2813 251,6 16,71
27,8 1,37721 1,1182 2826 252,7 16,79
279 1,37739 1,1186 283,6 - 2535 16,85
28,0 1,37757 1,1190 2846 2543 16,91
28,1 1,37775 1,1195 286,0 2554 16,99
28,2 1,37793 1,1201 2873 256,5 17,07
283 1,37810 1,1205 2883 2573 17,13
284 1,37828 1,1209 2893 258,1 . 17,19
285 1,37846 1,1214 290,7 259,2 17,27
28,6 1,37863 1,1220 292,0 260,3 17,35
28,7 1,37881 1,1224 293,0 2610 17,41
28,8 1,37899 1,1228 2940 2618 17,47
289 1,37917 1,1233 2953 2629 17,55
29,0 1,37935 1,1239 296,7 2640 17,63
29,1 1,37953 1,1244 298,1 265,1 17,71
29,2 1,37971 1,1250 ) 2994 266,1 17,79
293 1,37988 1,1254 3004 266,9 17,85
294 1,38006 1,1258 301,4 267,7 17,91
29,5 1,38024 1,1263 302,8 268.8 17,99
29,6 1,38042 1,1269 304,1 269,9 18,07
29,7 1,38060 1,1273 305,1 270,6 18,13
29,8 1,38078 1,1277 306,1 2714 18,19
29.9 1,38096 1,1282 3074 2725 18,26
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1 2 3 4 5 6
30,0 1,39114 1,1288 308.8 273,6 18,35
30,1 1,38132 1,1293 310,0 274,5 18,42
30,2 1,38150 1,1298 3112 2755 18,49
30,3 1,38168 1,1302 3124 276,4 18,56
30,4 1,38186 1,1307 313,6 2773 18,63
30,5 1,38204 1,1312 3148 2783 18,70
30,6 1,38222 1,1317 316,0 279,2 18,77
30,7 1,38240 1,1322 3172 280,2 18,85
30,8 1,38258 1,1327 3184 281,1 18,92
30,9 1,38276 1,1332 3196 282,0 18,99
31,0 1,38294 1,1336 320,8 283,0 19,06
31,1 1,38312 1,1341 322,0 2839 19,13
31,2 1,38330 1,1346 3232 2849 19,20
313 1,38349 1,1351 3244 285,8 19,27
314 1,38367 1,1356 3256 286,8 19,35
31,5 1,38385 1,1361 326,8 287,7 19,42
316 1,38403 1,1366 328,1 288.,6 19,49
31,7 1,38421 1,1371 3293 289,6 19,56
31,8 1,38440 1,1376 3305 290,5 19,64
319 : 1,38458 1,1380 3317 291,5 19,71
32,0 1,38476 1,1385 3329 292.4 19,78
32,1 1,38494 1,1391 3342 2934 19,86
32,2 1,38513 1,1396 3355 2944 19,93
323 1,38531 1,1401 336,7 2954 20,00
324 1,38550 1,1406 338,0 296,4 20,08
32,5 1,38568 1,1411 3393 2973 20,16
32,6 1,38586 1,1416 340,6 2983 20,24
32,7 1,38605 1,1422 3419 2993 20,31
32,8 1,38623 1,1427 343,1 300,3 20,38
329 1,38642 - 1,1432 3444 301,3 20,46
330 1,38660 1,1437 3457 302,3 20,54
33,1 1,38678 1,1442 3469 303,2 20,61
332 1,38697 1,1447 348,1 304,1 20,68
333 1,38715 1,1452 3493 305,0 20,75
334 - 1,38734 1,1457 350,5 3059 20,82
33,5 1,38753 1,1461 3517 306,9 20,90
33,6 1,38771 1,1466 352,9 307.8 20,97
33,7 1,38790 1,1471 354,1 308,7 21,04
338 1,38808 1,1476 3553 309.,6 2L11
339 1,38827 1,1481 356,5 310,5 21,18
34,0 1,38845 1,1486 3577 3114 21,25
34,1 1,38864 1,1491 3590 3124 21,33
34,2 1,38882 1,1496 360,3 3134 21,41
343 1,38901 1,1501 3615 3143 21,48
344 1,38919 1,1506 362,8 3153 21,55
34,5 1,38938 1,1512 364,1 316,3 21,63
34,6 1,38957 1,1517 3654 3173 21,71
34,7 1,38975 1,1522 366,7 3182 21,79
34,8 1,38994 1,1527 367.9 3192 21,86
349 1,39012 1,1532 369,2 320,2 21,94
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1 2 3 4 5 6
35,0 1,39031 1,1537 370,5 321,1 22,01
35,1 1,39050 1,1543 371,8 322,1 22,09
352 1,39069 1,1548 373,0 323,0 22,16
353 1,39087 1,1553 3743 3240 22,24
35,4 1,39106 1,1558 3756 3250 22,32
35,5 1,39125 1,1563 376,9 325.9 22,39
35,6 1,39144 1,1568 378,1 326,9 22,45
35,7 1,39163 1,1573 3794 327,8 22,54
35,8 1,39181 1,1579 360,7 3288 22,62
359 1,39200 1,1584 3819 329,7 22,69
36,0 1,39219 1,1589 3832 330,7 22,77
36,1 1,39238 1,1594 3845 3316 22,85
36,2 1,39257 1,1599 3858 3326 22,92
36,3 1,39276 1,1604 387,0 3335 22,99
36,4 1,39295 1,1610 3863 3345 23,07
36,5 1,39314 1,1615 389,6 3354 23,15
36,6 1,39332 1,1620 390,9 336,4 23,22
36,7 1,39351 1,1625 3922 3373 23,30
36,8 1,39370 1,1630 3934 3383 23,37
36,9 1,39389 1,1635 394,7 339,2 23,45
37,0 1,39408 1,1641 396,0 340,2 23,53
37,1 1,39427 1,1646 3973 341,1 23,60
372 1,39446 1,1651 396,6 3421 23,86
37,3 1,39465 1,1656 399,8 343,0 23,75
374 1,39484 1,1661 401,1 3440 23,83
37,5 1,39504 1,1666 4024 3449 23,91
37,6 1,39523 1,1672 403,7 3459 23,99
37,7 1,39542 1,1677 405,0 346,8 24,06
378 1,39561 1,1682 406,2 3477 24,13
37,9 1,39580 1,1687 407,5 3487 24,21
38,0 1,39599 1,1692 408,8 3496 24,29
38,1 1,39618 1,1698 410,1 350,6 2437
382 1,39637 1,1703 4113 3515 24,44
383 1,39657 1,1708 412,6 3524 24,51
384 1,39676 1,1713 4139 3534 : 24,59
385 1,39695 1,1718 415,2 3543 24,67
38,6 1,39714 1,1723 4164 355.2 24,74
38,7 1,39733 1,1728 417,7 356,1 24,82
38,8 1,39753 1,1733 419,0 3571 24,90
38,9 1,39772 1,1739 420,2 358,0 24,97
39,0 1,39791 1,1744 4215 3589 25,04
39,1 1,39810 1,1749 4228 359.8 25,12
39,2 1,39830 1,1754 424,1 360,8 25,20
39,3 1,39849 1,1759 4253 361,7 25,27
394 1,39869 1,1764 426,6 362,6 25,35
39,5 1,39888 1,1770 4279 363,6 25,42
39,6 1,39907 1,1775 4292 364,5 25,50
39,7 1,39927 1,1780 430,5 3654 25,58
39,8 1,39946 1,1785 4317 3663 25,65
39,9 1,39966 1,1790 433,0 3673 25,73
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40,0 1,39985 1,1796 4343 368,2 25,80
40,1 1,40004 1,1801 435,6 369,2 25,88
40,2 1,40024 1,1806 437,0 370,1 25,96
40,3 1,40043 1,1812 4383 371,1 26,04
404 1,40063 1,1817 4397 372,1 26,12
40,5 1,40083 1,1823 441,0 373,0 26,20
40,6 1,40102 1,1828 4423 374,0 26,28
40,7 1,40122 1,1833 4437 3749 26,36
40,8 1,40141 1,1839 4450 3759 26,44
40,9 1,40161 1,1844 446,4 376,9 26,52
41,0 1,40180 1,1850 4477 377.8 26,60
41,1 1,40200 1,1855 449.0 3787 26,68
41,2 1,40219 1,1860 450,2 379,6 26,75
413 1,40239 1,1865 451,5 380,5 26,83
41,4 1,40259 1,1870 452,8 3814 26,90
41,5 1,40279 1,1875 454,1 3823 26,98
41,6 1,40298 1,1881 4553 383,2 27,05
41,7 1,40318 1,1886 456,6 384,2 27,13
41,8 1,40338 1,1891 4579 385,1 27,21
41,9 ’ 1,40357 1,1896 459,1 386,0 27,28
42,0 1,40377 1,1901 4604 386,9 27,35
42,1 1,40397 1,1907 461,7 3878 27,43
422 1,40417 1,1912 463,1 3888 27,52
42,3 1,40436 1,1917 464.4 389,7 27,59
424 1,40456 1,1923 4658 390,7 27,68
425 1,40476 1,1928 4672 3916 27,76
42,6 1,40496 1,1934 468,5 392,6 27,84
42,7 1,40516 1,1939 469,9 393.5 27,92
42,8 1,40535 1,1945 471,2 394.5 28,00
429 1,40555 1,1950 472,6 395.4 28,08
43,0 1,40575 1,1956 4739 396,4 28,16
43,1 1,40595 1,1961 4752 3973 28,23
432 1,40615 1,1967 476,6 3983 28,32
433 1,40635 1,1972 4779 399,2 28,40
43,4 - 1,40655 1,1977 4793 400,1 28,48
43,5 1,40675 1,1983 480,6 401,1 28,56
43,6 1,40695 1,1988 481,9 402,0 28,63
43,7 1,40715 1,1994 4833 402,9 28,72
43,8 1,40735 1,1999 484.6 403,9 28,79
439 1,40755 1,2005 486,0 404,8 28,88
44,0 1,40775 1,2010 4873 405,7 28,95
44,1 1,40795 1,2015 488,6 406,7 29,03
442 1,40815 1,2021 490,0 407,6 29,11
443 1,40836 1,2026 4913 408,5 29,19
44,4 1,40856 1,2032 492,7 409,5 29,27
44,5 1,40876 1,2037 494.0 410,4 29,35
44,6 1,40896 1,2042 4953 4113 29,43
44,7 1,40916 1,2048 496,7 4123 29,51
448 1,40937 1,2053 498.0 4132 29,59
449 1,40957 1,2059 4994 414,1 29,67
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1 2 3 4 5 6
45,0 1,40977 1,2064 500,7 415,0 29,75
45,1 1,40997 1,2070 502,1 416,0 29,83
45,2 1,41018 1,2076 503,5 417,0 29,92
453 1,41038 1,2081 504,9 4179 30,00
45,4 1,41059 1,2087 506,3 4189 30,08
45,5 1,41079 1,2093 5078 419.9 30,17
45,6 1,41099 1,2008 509,2 420,9 30,25
45,7 141119 1,2104 510,6 4218 30,34
45,8 1,41139 1,2110 512,0 422.8 30,42
45,9 1,41160 1,2115 5134 423,7 30,50
46,0 1,41180 1,2121 514,8 4247 30,39
46,1 1,41200 1,2127 516,1 4256 30,66
46,2 1,41221 1,2132 5175 426,5 30,75
46,3 1,41241 1,2137 5188 4275 30,82
46,4 1,41262 1,2143 520,2 4284 30,91
46,5 1,41282 1,2148 5215 4293 30,99
46,6 1,41302 1,2154 522.8 430,2 31,06
46,7 1,41323 1,2159 5242 431,1 3L15
46,8 1,41343 1,2165 525,5 432,0 31,22
46,9 1,41364 1,2170 5269 4329 - 31,31
47,0 1,41384 1,2175 5282 4338 31,38
47,1 1,41405 1,2181 529.6 434.8 31,47
47,2 1,41425 1,2187 531,0 435,7 31,55
473 1,41446 1,2192 5324 436,7 31,63
474 1,41466 1,2198 5338 4376 31,72
47,5 1,41487 1,2204 5353 438,6 31,81
47,6 1,41508 1,2210 536,7 4395 31,07
47,7 1,41528 1,2215 538,1 440,5 31,97
47,8 1,41549 1,2221 539,5 4414 32,05
479 1,41569 1,2227 5409 4424 32,14
48,0 1,41590 1,2232 5423 4433 32,22
48,1 1,41611 1,2238 543,6 4442 32,30
48,2 1,41632 1,2243 545,0 445,1 32,38
483 1,41652 1,2249 5463 446,0 32,46
484 1,41673 1,2254 547,7 446,9 . 32,59
48,5 1,41694 1,2260 549,1 44738 32,63
48,6 1,41715 1,2265 5504 4487 32,70
48,7 1,41736 1,2271 551.8 4497 32,79
48,8 1,41756 1,2276 553,1 450,6 32,86
489 1,41777 1,2282 554,5 4514 32,95
49,0 1,41798 1,2287 5558 4523 33,02
49,1 1,41819 1,2263 5572 4533 33,11
49,2 1,41840 1,2298 558,6 4542 33,19
49,3 1,41861 1,2304 560,0 455,1 33,27
49,4 1,41882 1,2310 5614 456,1 33,36
49,5 1,41903 1,2315 562,8 457,0 33,44
49,6 1,41924 1,2221 564,2 4579 33,52
49,7 1,41945 1,2327 565,6 458,8 33,61
49.8 1,41966 1,2332 561,0 459.8 33,69
49,9 1,41987 1,2338 5684 460,7 33,77
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1 2 3 4 5 6
50,0 1,42008 1,2344 569.8 461,6 33,86
50,1 1,42029 1,2349 5712 462,5 33,94
50,2 1,42050 1,2355 572,6 463,5 34,02
50,3 1,42071 1,2361 574,0 464.4 34,10
50,4 1,42092 1,2366 5754 4653 34,19
50,5 1,42114 1,2372 576,9 466,2 34,28
50,6 1,42135 1,2378 5783 467,2 34,36
50,7 1,42156 1,2384 5797 468,1 34,44
50,8 1,42177 1,2389 581,1 469,0 34,53
50,9 1,42198 1,2395 582,5 469,9 34,61
51,0 1,42219 1,2401 5839 4709 34,69
SLI 1,42240 1,2407 5854 471,8 34,78
51,2 1,42261 1,2413 586,9 472,8 34,87
513 1,42283 1,2419 5883 473,8 34,95
514 1,42304 1,2425 589.8 474,7 35,04
5.5 1,42325 1,2431 5913 475,7 35,13
51,6 1,42346 1,2437 592,8 476,6 35,22
51,7 1,47367 1,2443 5943 4776 35,31
51.8 1,42389 1,2449 595,7 478.,6 35,39
51,9 : 1,42410 1,2455 597,2 479,5 35.48
52,0 1,42431 1,2461 598,7 480,5 35,57
52,1 1,42452 1,2466 600,1 4814 35,65
52,2 1,42474 1,2472 601,5 4823 35,74
52,3 1,42495 1,2478 602,9 483,2 35,82
52,4 1,42517 1,2483 604,3 484,1 3591
52,5 1,42538 1,2499 605,8 485,0 35,99
52,6 1,42559 1,2495 607,2 4859 36,09
52,7 1,42581 1,2500 608,6 486,8 36,16
52,8 1,42602 1,2506 610,0 487,7 36,24
52,9 1,42624 1,2512 6114 488.,6 36,33
53,0 1,42645 1,2518 612,8 489.,6 36,41
53,1 1,42666 1,2524 6143 490,5 36,50
53,2 1,42686 1,2530 615,8 4914 36,59
53.3 1,42707 1,2536 6172 4924 36,67
53,4 - 142727 1,2542 618,7 4933 36,76
53,5 1,42748 1,2548 620,2 4943 36,85
53,6 1,42769 1,2554 6217 495,2 36,94
53,7 1,42789 1,2560 6232 496,2 37,03
53,8 1,42810 1,2566 624,6 497.1 37,11
53,9 1,42830 1,2571 626,1 498,0 37,20
54,0 1,42851 1,2577 627,6 499,0 37,29
54,1 1,42874 1,2583 629,0 499.9 37,37
54,2 1,42897 1,2589 630,4 500,8 3745
54,3 1,42919 1,2595 631,8 501,7 37,54
54,4 1,42942 1,2600 6332 502,6 37,62
54,5 1,42965 1,2606 634,7 503,5 37,71
54,6 1,42988 1,2612 636,1 504,3 37,79
54,7 1,43011 1,2617 637.5 505,2 37,88
54,8 1,43033 1,2623 638,9 506,1 37,96
54,9 1,43056 1,2629 640,3 507,0 39,04
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55,0 1,43079 1,2635 641,7 5079 38,11
55,1 1,43101 1,2640 6432 508.,8 38,22
55,2 1,43123 1,2646 644,6 509,7 38,30
553 1,43145 1,2652 646,1 510,7 38,39
55.4 1,43167 1,2658 647,6 5116 38,48
55,5 1,43189 1,2664 649,1 512,5 38,57
55,6 1,43210 1,2670 650,5 5134 38,65
55,7 1,43232 1,2676 652,0 5143 38,74
55,8 1,43254 1,2682 653,5 5153 38,83
55,9 1,43276 1,2688 6549 516,2 38,91
56,0 1,43298 1,2694 656,4 517,1 39,00
56,1 1,43320 1,2700 6579 518,0 39,09
56,2 1,43342 1,2706 659,4 5189 39,18
56,3 1,43364 1,2712 660,8 519,9 39,26
56,4 1,43386 1,2718 6623 520,8 39,35
56,5 1,43409 1,2724 663,8 521,7 39,44
56,6 1,43431 1,2730 665,3 522,6 39,53
56,7 1,43453 1,2736 666,8 523,5 39,62
56,8 1,43475 1,2742 6682 5244 39,70
56,9 1,43497 1,2748 669,7 5254 39,79
57,0 1,43519 1,2754 6712 5263 39,88
57,1 1,43541 1,2760 672,7 5272 39,97
57,2 1,43563 1,2766 674,3 5282 40,06
57.3 1,43586 1,2773 6758 529,1 40,15
57.4 1,43608 1,2779 6774 530,1 40,25
57.5 1,43630 1,2785 678,9 531,0 40,34
57,6 1,43652 1,2791 680,4 532,0 40,43
57,7 1,43674 1,2797 682,0 5329 40,52
57.8 1,43697 1,2804 683,5 533,8 40,61
57,9 1,43719 1,2810 685,1 534,8 40,70
58,0 1,43741 1,2816 686,6 5357 40,80
58,1 1,43763 1,2822 688,1 536,6 40,88
58,2 1,43786 1,2828 689.,6 5375 40,97
583 1,43808 1,2834 691,0 538,4 41,06
584 1,43831 1,2840 692,5 5393 . 41,14
58,5 1,43854 1,2846 694,0 540,2 41,23
58,6 1,43876 1,2852 695,5 541,1 41,32
58,7 1,43899 1,2858 697,0 542,0 41,41
58,8 1,43921 1,2864 698.4 5429 41,50
589 1,43944 1,2870 699.9 543,8 41,58
59,0 1,43966 1,2876 701,4 544,7 41,67
59,1 1,43989 1,2882 702,9 545,7 41,76
59,2 1,44011 1,2888 704,5 546,6 41,86
593 1,44034 1,2895 706,0 5475 41,95
59.4 1,44056 1,2901 707,6 548,5 42,04
59,5 1,44079 1,2907 709,1 5494 42,13
59,6 1,44102 1,2913 710,6 550,3 42,22
59,7 1,44124 1,2920 712,2 5512 42,32
59.8 1,44147 1,2926 713,7 552,2 42,41
59,9 1,44169 1,2932 7153 553,1 42,50
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60,0 1,44192 1,2938 716,8 554,0 42,59
60,1 1,44215 1,2944 7183 554,9 42,68
60,2 1,44237 1,2950 719,8 555.8 42,77
60,3 1,44260 1,2956 7212 556,7 42,85
60,4 1,44283 1,2962 722,7 557.6 42,94
60,5 1,44306 1,2968 7242 558.4 43,03
60,6 1,44328 1,2974 725,7 5593 43,12
60,7 1,44351 1,2980 7272 560,2 43,21
60,8 1,44374 1,2986 728,6 561,1 4329
60,9 1,44396 1,2992 7301 562,0 43,38
61,0 1,44419 1,2998 731,6 562,8 43,47
61,1 1,44442 1,3004 733,1 563,8 43,56
612 1,44465 1,3011 734,7 564,7 43,65
613 1,44488 1,3017 736,2 565,6 43,74
61,4 1,44511 1,3023 737.8 566,5 43,84
61,5 1,44533 1,3030 739.4 567.4 43,93
61,6 1,44556 1,3036 740,9 568,4 44,02
61,7 1,44579 1,3042 742,5 5693 44,12
61,8 1,44602 1,3048 744,0 570,2 4421
61,9 1,44625 1,3055 745.6 571,1 4430
62,0 1,44648 1,3061 747.1 572,0 44,39
62,1 1,44671 1,3067 748,6 5729 44 48
62,2 1,44694 1,3073 750,2 573,8 44,57
62,3 1,44717 1,3080 751,7 574,7 44,66
62,4 1,44740 1,3086 7533 575,6 4476
62,5 1,44764 1,3092 754.8 576,5 44,85
62,6 1,44787 1,3098 756,3 5774 44.94
62,7 1,44810 1,3104 757.9 5783 45,03
62,8 1,44833 1,3111 759.4 5792 45,12
629 1,44856 1,3117 761,0 580,1 45,21
63,0 1,44879 1,3123 762,5 581,0 45,31
63,1 1,44902 1,3130 764,1 582,0 45,40
63,2 1,44926 1,3136 765,7 5829 45,49
63,3 1,44949 1,3143 767.3 583,8 45,59
63,4 - 1,44972 1,3149 768.9 584.8 45,69
63,5 1,44996 1,3156 770,6 585,7 45,79
63,6 1,45019 1,3162 772,2 586.,6 45,88
63,7 1,45042 1,3169 773,8 5876 45,98
63.8 1,45065 1,3175 775.4 5885 46,07
63,9 1,45089 1,3182 771,0 589.4 46,17
64,0 1,45112 1,3188 7786 590,4 46,26
64,1 1,45135 1,3195 780,1 591,3 46,35
642 1,45159 1,3201 781,7 592,1 46,45
64,3 1,45183 1,3207 7832 593,0 46,53
64,4 1,45206 1,3213 784.8 593,9 46,63
64,5 1,45230 1,3219 786,3 5948 46,72
64,6 1,45253 1,3226 787,8 595,7 46,81
64,7 1,45276 1,3232 789,4 596,6 46,90
64,8 1,45300 1,3238 790,9 597.5 46,99
64,9 1,45324 1,3244 792,5 5983 47,09
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1 2 3 4 5 6
65,0 1,45347 1,3251 7940 599,2 47,18
65,1 1,45371 1,3257 795,6 600,1 47,27
65,2 1,45394 1,3264 7972 601,1 47,37
65,3 1,45418 1,3270 7988 602,0 47,46
65,4 1,45441 1,3277 800,4 602,9 47,56
65,5 1,45465 1,3283 802,1 603,8 47,66
65,6 1,45489 1,3290 803,7 604,7 47,75
65,7 1,45512 1,3296 805.3 605,6 47,85
65,8 1,14536 1,3303 806,9 606,6 47,94
65,9 1,45559 1,3309 8085 607.5 48,04
66,0 1,45583 1,3316 810,1 608,4 48,13
66,1 1,45607 1,3322 8116 609,3 48,22
66,2 1,45630 1,3328 813,2 610,1 48,32
66,3 1,45654 1,3335 814,8 611,0 48,41
66,4 1,45678 1,3341 816,3 6119 48,50
66,5 1,45702 1,3347 8179 6128 48,60
66,6 1,45725 1,3353 8194 613,6 48,69
66,7 1,45749 1,3360 8209 614.5 48,77
66,8 1,45773 1,3366 822,5 6154 48,87
66,9 1,45796 1,3372 824,1 616,2 48,97
67,0 1,45820 1,3378 8256 6171 49,05
67,1 1,45844 1,3385 8272 618,0 49,15
67,2 1,45868 1,3391 828.8 618,9 49,24
673 1,45892 1,3398 830,4 619,8 49,34
67,4 1,45916 1,3404 832,0 620,7 49,43
67,5 1,45940 1,3411 8337 6216 49,53
67,6 1,45964 1,3418 8353 © 6225 49,63
67,7 1,45988 1,3424 836,9 6234 49,73
67,8 1,46012 1,3431 8385 6243 49,82
67,9 1,46036 1,3437 840,1 - 6252 49,92
68,0 1,46060 1,3444 8417 626,1 50,01
68,1 1,46084 1,3450 8434 627,0 50,11
68,2 1,46108 1,3457 845,1 628,0 50,21
68,3 1,46132 1,3464 846,7 6289 50,31
68,4 1,46156 1,3471 848,4 629,8 : 50,41
68,5 1,46181 1,3478 850,1 630,8 50,51
68,6 1,46205 1,3484 851.8 631,7 50,61
68,7 1,46229 1,3491 8535 632,6 50,71
68,8 1,46253 1,3498 855,1 633,5 50,81
68,9 1,46277 1,3505 856,8 634.5 50,91
69,0 1,46301 1,3512 8585 6354 51,01
69,1 1,46325 1,3518 860,1 636,3 51,10
69,2 1,46350 1,3525 861,7 6372 51,20
69,3 1,46374 1,3531 863,3 6380 51,29
69,4 1,46398 1,3538 864,9 638.9 51,39
69,5 1,46423 1,3544 866,6 639.8 51,49
69,6 1,46447 1,3551 868,2 640,7 51,58
69,7 1,46471 1,3557 869,8 641,6 51,68
69.8 1,46495 1,3564 8714 6424 51,78
69,9 1,46520 1,3570 873,0 6433 51,87




Dziennik Ustaw Nr 126 — 8326 — Poz. 1173
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70,0 1,46544 1,3577 874,6 6442 51,97
70,1 1,46568 1,3583 876,2 645,1 52,06
70,2 1,46593 1,3590 8778 6459 52,15
70,3 1,46618 1,3596 8794 646,8 52,25
70,4 1,46642 1,3603 881,0 647,7 52,35
70,5 1,46667 1,3609 8827 648.,6 52,45
70,6 1,46691 1,3616 8843 649,4 52,54
70,7 1,46715 1,3622 8859 6503 52,64
70,8 1,46740 1,3629 8875 6512 52,73
70,9 1,46765 1,3635 889,1 652,1 52,83
71,0 1,46789 1,3642 890,7 6529 52,92
71,1 1,46814 1,3649 8924 653,8 53,02
71,2 1,46838 1,3655 994,1 654,7 53,12
713 1,46863 1,3662 8957 655,6 53,22
71,4 1,46888 1,3669 8974 656,5 53,32
71,5 1,46913 1,3676 8991 6574 53,42
71,6 1,46937 1,3683 900,8 6583 53,52
71,7 1,46962 1,3689 902,5 659,2 53,62
71.8 1,46987 1,3696 904,1 660,1 53,72
71,9 1,47011 1,3703 905,8 661,0 53,82
72,0 1,47036 1,3710 907.5 661,9 53,92
72,1 1,47061 1,3717 909,2 662.8 54,02
72,2 1,47086 1,3723 910,8 663,7 54,12
72,3 1,47110 1,3730 912,5 664,6 54,22
72,4 1,47135 1,3737 914,2 665,5 54,32
72,5 1,47160 1,3744 9159 666,4 54,42
72,6 - 1,47185 1,3750 917.,5 6673 54,51
72,7 1,47210 1,3757 919,2 668,2 54,62
72,8 1,47234 1,3764 9209 669,0 54,72
729 1,47259 1,3771 922,5 669.9 54,81
73,0 1,47284 1,3777 924,2 670,8 54,91
73,1 1,47309 1,3784 9259 671,7 55,01
73,2 1,47334 1,3791 9276 672,6 55,11
73.3 1,47359 1,3798 929,2 673,5 55,21
73.4 - 1,47384 1,3804 930,9 6744 55,31
73,5 1,47409 1,3811 932,6 6752 55,41
73,6 1,47434 1,3818 934,3 676,1 55,51
73,7 1,47459 1,3825 936,0 677,0 55,61
73,8 1,47484 1,3832 937,6 6779 55,71
73,9 1,47509 1,3838 939.3 678.8 55,81
74,0 1,47534 1,3845 941,0 679,7 55,91
74,1 1,47559 1,3852 942,7 680,5 56,01
74,2 1,47584 1,3859 9444 681.4 56,11
74,3 1,47609 1,3866 946,0 6823 56,21
74,4 1,47634 1,3872 947,7 6832 56,31
74,5 1,47660 1,3879 949,4 684,0 56,41
74,6 1,47685 1,3886 951,1 684,9 56,51
74,7 1,47710 1,3893 952,8 6858 56,61
74,8 1,47735 1,3900 954,4 686,7 56,71
74,9 1,47760 1,3906 956,1 687,5 56,81
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Zatacznik nr 3

OZNACZANIE ZAWARTOSCI ALKOHOLU W PROCENTACH OBJETOSCIOWYCH

Oznaczanie zawartosci alkoholu w procentach ob-
jetosciowych (% obj.) polega na wykonaniu destylacji
wina, uprzednio zalkalizowanego za pomoca zawiesiny
wodorotlenku wapnia, i piknometrycznym oznaczeniu
gestosci destylatu. Zawartosci alkoholu odczytuje sie
z tabel alkoholometrycznych.

1. APARATURA | SPRZET

Do oznaczania zawartosci alkoholu stosuje sie
sprzet laboratoryjny, w szczegolnosci:

1) zestaw do destylacji sktadajacy sie z litrowej kolby
okragtodennej ze szlifem, kolumny rektyfikacyjnej
o wysokosci okoto 20 cm lub innego urzadzenia za-
pobiegajgcego rozpryskiwaniu cieczy, zrodta cie-
pta, chtodnicy zakonczonej przedtuzaczem dopro-
wadzajgcym destylat na dno kolby miarowej lub

2) zestaw do destylacji z parg wodng, sktadajacy sie
z wytwornicy pary, przewodu pary, kolumny rekty-
fikacyjnej i chtodnicy;

3) piknometr.

Dopuszcza sie uzycie dowolnego typu aparatu do
destylacji bez pary wodnej lub z parg wodng, o ile spet-
ni wymagania testu, w ktorym przeprowadza sie pie¢
kolejnych destylacji mieszaniny alkoholowo-wodnej
o zawartosci alkoholu 10 % obj., przy czym zawartosé
alkoholu w destylacie po pieciu destylacjach powinna
wynosié co najmniej 9,9 % obj., a straty alkoholu w kaz-
dej destylacji nie moga przekracza¢ 0,02 % obj.

2. ODCZYNNIKI

Dwumolowa zawiesina wodorotlenku wapnia,
otrzymana przez stopniowe dodawanie do 120 g wap-
na niegaszonego (CaO) litra wody o temperaturze od
60 do 70 °C.

3. PRZYGOTOWANIE PROBKI

Z wina usuwa sie wiekszo$¢ dwutlenku wegla przez
mieszanie préobki wina o objetosci 250 do 300 ml w kol-
bie o pojemnosci 500 ml.

Nastepnie za pomoca kolby miarowej odmierza sie
200 ml wina, ktére przenosi sie nastepnie do kolby de-
stylacyjnej. Kolbe miarowa przemywa sie czterokrot-
nie 5 ml porcjami wody, zlewajac jg do kolby destyla-
cyjnej lub do przewodu pary. Do kolby destylacyjnej
wprowadza sie przewdd pary zestawu do destylacji
z parg wodna. Nastepnie dodaje sie 10 ml zawiesiny
wodorotlenku wapnia i kilka odtamkdéw obojetnego
materiatu porowatego takiego jak pumeks.

Destylat zbiera sie w tej samej 200 ml kolbie miaro-
wej uzywanej do odmierzania wina. Destylat zbiera sie
w ilosci okoto 3/4 wyjsciowej objetosci wina w przy-
padku destylacji bez pary wodnej i 198 do 199 ml de-
stylatu w przypadku destylacji z parg wodng. Nastep-
nie destylat uzupetnia sie wodg destylowana do
200 ml, przy czym temperatura destylatu nie moze od-
biega¢ od temperatury poczatkowej o wiecej niz +2 °C.

Bardzo ostroznie miesza sie destylat w kolbie koli-
stymi ruchami.

Dla win zawierajacych szczegodlnie duze ilosci jo-
now amonowych destylat poddaje sie powtdrnej de-
stylacji, zastepujac zawiesine wodorotlenku wapnia
1-molowym roztworem kwasu siarkowego, rozcien-
czonego w stosunku 10:100 (v/v).

4. WYKONANIE OZNACZANIA

Gestosc (p,) destylatu w temperaturze t °C oznacza
sie w sposob okreslony w zatgczniku nr 1 do rozporza-
dzenia.

5. OBLICZANIE WYNIKU OZNACZANIA

Zawartos$c¢ alkoholu w temperaturze 20 °C odczytu-
je sie przy uzyciu tabel alkoholometrycznych.

6. POWTARZALNOSC METODY

Powtarzalnos$¢ jest to wartosé, od ktdrej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w tym samym laboratorium, przez
tego samego analityka, z uzyciem tego samego sprze-
tu, w krotkim odstepie czasu.

W przypadku oznaczania zawartosci alkoholu po-
wtarzalno$é (r) wynosi:

r=0,10 % obj.
7. ODTWARZALNOSC METODY

Odtwarzalno$¢ jest to wartosé, od ktorej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réoznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w réznych laboratoriach, przez
réznych analitykéw, z uzyciem réznego sprzetu.

W przypadku oznaczania zawartosci alkoholu od-
twarzalnosé¢ (R) wynosi:

R = 0,19 % obi.



Dziennik Ustaw Nr 126

— 8328 —

Poz. 1173

Zatacznik nr 4

OZNACZANIE ZAWARTOSCI EKSTRAKTU CALKOWITEGO
(suchej masy ogdétem)

Ekstrakt catkowity (sucha masa ogotem) jest to za-
wartosé wszystkich substancji nielotnych.

Ekstrakt bezcukrowy jest to réznica pomiedzy eks-
traktem catkowitym a zawartoscig cukrow ogétem.

Ekstrakt zredukowany jest to réznica miedzy eks-
traktem catkowitym a zawartoscig cukrow ogdtem
w ilosci powyzej 1 g/l, zawartoscia siarczanu potaso-
wego w ilosci powyzej 1 g/l, zawartoscia mannitolu
i zawartoscig innych substancji chemicznych, ktére
moga by¢ dodawane do wina.

Ekstrakt resztkowy jest to ekstrakt bezcukrowy po-
mniejszony o kwasowos$¢ zwigzang w przeliczeniu na
kwas winowy.

Zawartosé¢ ekstraktu wyraza sie w g/l z doktadno-
$cig do 0,5 g.

1. WYKONANIE OZNACZANIA

Zawarto$¢ ekstraktu catkowitego oblicza sie po-
srednio na podstawie ciezaru wtasciwego moszczu,
a dla wina na podstawie ciezaru wtasciwego wina po-
zbawionego alkoholu.

Zawartos$¢ ekstraktu catkowitego wyrazana jest
przez ilo$é¢ sacharozy, ktéra rozpuszczona w wodzie
i sprowadzona do objetosci 1 litra da roztwor o cieza-
rze wtasciwym takim jak moszcz lub wino pozbawione
alkoholu. llosci te sg podane w tabeli zatgcznika.

2. OBLICZANIE WYNIKU

Cigzar wtasciwy (d,) wina pozbawionego alkoholu
oblicza sie wedtug wzoru:

d, =d,-d,+ 1,000,

gdzie:

d, — oznacza ciezar wtasciwy wina w tempera-
turze 20 °C (z poprawka na kwasowosé
lotna),

d, = d?%,, — 0,0000086 kwasowosci lotnej wyrazonej
w miligramoréwnowaznikach na litr,

d, — oznacza ciezar wtasciwy w temperaturze
20 °C mieszaniny wodno-alkoholowej
o tej samej zawartosci alkoholu co wino.

d, oblicza¢ mozna réwniez na podstawie gestosci
w temperaturze 20 °C wina (p, ) i mieszaniny wodno-al-
koholowej (p,) o tej samej zawartosci alkoholu wedtug
WZzOru:

d, =1,0018 (p, - p,) + 1,000,

gdzie wspodtczynnik 1,0018 zaokragla sie do jednosci,
gdy wartos¢ p,, jest mniejsza od 1,05, co ma miejsce
w wiekszosci przypadkéw.

Do obliczenia zawartos$ci ekstraktu catkowitego
w g/l na podstawie cigzaru wtasciwego d, wina po-
zbawionego alkoholu lub na podstawie ciezaru wta-
sciwego d2°20 moszczu stosuje sie wartosci z tabeli za-
tacznika.

Zawarto$¢ ekstraktu catkowitego ustala sie
w g/l z doktadnoscig do jednego miejsca po przecinku.
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TABELA

Obliczanie zawartosci ekstraktu catkowitego w g/I

Clozar whasciwy Trzecie miejsce po przecinku warto$ci cigzaru wiasciwego
z doktadnoscia do
drugiego miejsca
po przecinku
Gramy ekstraktu na litr
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1,00 0,0 2,6 5.1 7.7 10,3 12,9 15,4 18,0 206 232
1,01 258 284 31,0 33,6 36,2 388 413 439 46,5 49,1
1,02 51,7 54,3 56,9 59,5 62,1 64,7 67,3 69,9 72,5 75,1
1,03 777 80,3 82,9 85,5 83,1 90,7 933 95,9 98,5 101,1
1,04 1037 | 1063 109,0 11,6 1142 116,8 1194 122,0 1246 1272
1,05 1298 | 1324 1350 137,6 140,3 142,9 1455 1481 150,7 1533
1,06 1559 | 1586 161,2 163,8 166,4 169,0 171,6 174,3 176,9 179,5
1,07 182,1 | 1848 1874 190,0 192,6 1952 1978 | 200,5 | 2031 | 2058
1,08 2064 | 2110 | 2136 | 2162 | 2189 | 2215 | 2241 268 | 2294 | 2320
1,09 2347 | 2373 | 2399 | 2425 | 2452 | 2478 | 2504 | 2531 2557 | 2584
1,10 261,0 | 2636 | 2663 | 2089 | 2715 | 2742 | 2768 | 2795 | 2821 284,8
[N 2874 | 2900 | 2927 | 2953 | 2980 | 3006 | 3033 | 3059 | 3086 | 3112
1,12 3139 | 3165 | 3192 | 3208 | 3245 | 327.1 3298 | 3324 | 3351 3378
1,13 3304 | 3430 | 3457 | 3483 | 3510 | 3537 | 3563 | 3590 | 3616 | 3643
1,14 3669 | 3696 | 3723 | 3750 | 3776 | 3803 | 3829 | 3856 | 3883 | 3909
1,15 3936 | 3962 | 3989 | 4016 | 4043 | 4069 | 4096 | 4123 | 4150 | 4176
1,16 4203 | 4230 | 4257 | 4283 | 4310 | 4337 | 4364 | 4390 | 4417 | 4444
1,17 447,1 | 4498 | 4524 | 4552 | 457.8 | 460,5 | 4632 | 4659 | 4686 | 4713
1,18 4739 | 4766 | 4793 | 4820 | 4847 | 4874 | 4901 4928 | 4955 | 4982
1,19 5000 | 5035 | 5062 | 5089 | 51,6 | 5143 | 5170 | 5197 | 5224 | 5251
1,20 5278 — — — — — — — — —
Czwarte miejsce po przecinku warto$ci cigzaru wlasciwego
Gramy ekstraktu na litr, ktére nalezy dodaé
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
— 0.3 05 0.8 1.0 13 1,6 18 2,1 23
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Zatacznik nr 5

OZNACZANIE ZAWARTOSCI CUKROW REDUKUJACYCH

Cukry redukujace sg to wszystkie cukry zawieraja-
ce wolne grupy karbonylowe, ktére moga redukowaé
sole miedziowe w roztworach alkalicznych.

Metoda oznaczania cukréw redukujgcych polega
na przesaczeniu zobojetnionego oraz pozbawionego
alkoholu wina lub moszczu przez kolumne jonowy-
mienng, w ktérej aniony analizowanej probki sg wy-
mieniane na jony octanowe. Przesagczong probke klaru-
je sie obojetnym octanem otowiawym i tak sklarowa-
ne wino lub moszcz reaguje z okreslong iloscig zasado-
wego roztworu soli miedziowej, a pozostate w roztwo-
rze jony miedziowe sg oznaczane jodometrycznie.

1. PRZYGOTOWANIE PROBKI DO ANALIZY
— KLAROWANIE

Przy oznaczaniu cukréw redukujgcych prébke
rozciehcza sie tak, aby zawarto$¢ cukrow w bada-
nym roztworze miescita sie w granicach od 0,5
do 5 g/l.

Win o zawartosci cukrow ponizej 33 g/l nie roz-
ciencza sie w trakcie klarowania, natomiast wina
stodkie rozciencza sie w trakcie klarowania tak, aby
zawartosé cukrow miescita sie w nastepujacych gra-
nicach:

Préobka Zawartosé cukrow (g/l) Gestoscé Rozcienczenie (%)
Moszcze i mistele >125 >1,038 1
Wina stodkie o zawartosci cukréw
znacznie powyzej 33 g/l, wzmocnio-
ne lub niewzmocnione 25 do 125 1,005 do 1,038 4
Wina o zawartosci cukréw nieco
powyzej 33 g/l 5do 25 0,997 do 1,005 20
Wina o zawartosci cukrow ponizej
33 g/l <b <0,997 nierozcienczane

Odczynniki:
1) jednomolowy roztwér kwasu solnego (HCI);

2) jednomolowy roztwdér wodorotlenku sodowego
(NaOH);

3) czteromolowy roztwor kwasu octowego
(CH;COOH);

4) dwumolowy roztwér wodorotlenku sodowego
(NaOH);

5) zywica anionowymienna (Dowex 3 20—50 mesh)
lub inna zywica o podobnych wtasnosciach;

6) obojetny roztwdr octanu ofowiawego, sporzadzo-
ny z 250 g obojetnego octanu ofowiawego
[Pb(CH;COOH), - 3 H,0)] rozpuszczonego w gorg-
cej wodzie, w takiej ilosci, aby mozna byto uzyskac¢
500 ml gotowego roztworu;

7) weglan wapniowy (CaCOj,).

Klarowanie win o zawartosci cukrow ponizej 33 g/I

Do zlewki o $rednicy od 10 do 12 cm wlewa sie
50 ml wina, a nastepnie dodaje sie 1/2 (n - 0,5) ml roz-
tworu wodorotlenku sodowego (gdzie n oznacza obje-
tos¢ roztworu wodorotlenku sodowego zuzytego do
oznaczania kwasowosci ogélnej w 10 ml wina). Probke
odparowywuje sie na wrzacej tazni wodnej w strumie-
niu gorgcego powietrza do otrzymania objetosci okoto
20 ml. Nastepnie probke przesacza sie przez kolumne
z zywicg anionowymienng w formie octanowej, z szyb-
koscig 3 ml na dwie minuty. Eluat zbiera sie w kolbie
miarowej na 100 ml. Naczynie i kolumne przemywa sie
szesciokrotnie porcjami wody o objetosci 10 ml kazda.
Nastepnie, mieszajac caty czas, do eluatu dodaje sie
2,5 ml nasyconego roztworu octanu otowianego oraz
0,5 g weglanu wapniowego. Catos$¢ cieczy wstrzasa sie

kilkakrotnie i pozostawia na co najmniej 15 minut. Na-
stepnie uzupetnia sie woda i przesacza sie. 1 ml prze-
sgczu odpowiada 0,5 ml wina.

Klarowanie moszczy, misteli, win stodkich i pdtstod-
kich:

1) dla moszczy i misteli— przygotowuje sie 10 % roz-
twor badanej prébki, a do analizy bierze sie 10 ml
rozcienczonej probki;

2) dla win stodkich o gestosci w temperaturze
20 °C pomiedzy 1,005 i 1,038 — przygotowuje sie
20 % roztwor badanej probki, a do analizy bierze
sie 20 ml rozcienczonej probki;

3) dla win poétstodkich o gestosci w temperaturze
20 °C pomiedzy 0,997 i 1,005 — do analizy pobiera
sie 20 ml nierozcienczonego wina.

Prébki przesacza sie przez kolumne anionowy-
mienng w formie octanowej z szybkoscig 3 ml na dwie
minuty. Eluat zbiera sie w kolbie miarowej na 100 ml.
Nastepnie kolumne przemywa sie woda az do uzyska-
nia okoto 90 ml eluatu. Do eluatu dodaje sie 0,5 g we-
glanu wapniowego i 1 ml nasyconego roztworu octa-
nu otowiawego. Cato$é miesza sie i pozostawia na
15 minut, mieszajac od czasu do czasu, po czym uzu-
petnia wodg do 100 ml i przesgcza.

2. WYKONANIE OZNACZANIA

Odczynniki:

1) zasadowy roztwor soli miedziowej — 25 g siarczanu
miedziowego (CuSO, - 5H,0) rozpuszcza sigw 100 ml
wody, 50 g kwasu cytrynowego (CzHgO, - H,0)
rozpuszcza sie w 300 ml wody, 388 g krystalicznego
weglanu sodu (Na,CO,; - 10 H,O) rozpuszcza sig
w 300 + 400 ml goracej wody, nastepnie miesza sie
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roztwory kwasu cytrynowego i weglanu sodu, doda-
je roztwor siarczanu miedzi i dopetnia woda do 1 litra;

2) 30 % roztwor jodku potasowego;
3) 25 % kwas siarkowy;

4) roztwor skrobi o stezeniu 5 g/l

wode w ilosci okoto 500 ml z dodatkiem 5 g skrobi do-
prowadza sie do wrzenia, stale mieszajac, a nastepnie
gotuje przez 10 minut, po czym dodaje sie 200 g chlor-
ku sodu, chtodzi i uzupetnia woda do 1 litra;

5) 0,1-molowy roztwor tiosiarczanu(Vl)sodu;

6) roztwor cukru inwertowanego o stezeniu 5 g/l:

roztwor sporzgdza sie w nastepujgcy sposob:
w kolbie miarowej o pojemnosci 200 ml umieszcza
sie 4,75 g czystej i suchej sacharozy, dodaje 100 ml
wody oraz 5 ml stezonego kwasu solnego (o gesto-
$Ci pyg = 1,16—1,19 g/ml); kolbe ogrzewa sig w taz-
ni wodnej o temperaturze 60 °C do uzyskania tem-
peratury roztworu 50 °C. Temperature te utrzymu-
je sie przez okoto 15 minut, a nastepnie kolbe po-
zostawia sie do ostygniecia na okoto 30 minut; roz-
twor z kolby przenosi sie do kolby miarowej o po-
jemnosci 1 litra i dopetnia woda do 1 litra.

Tak sporzadzony roztwdér moze byé stosowany nie
dtuzej niz miesigc od dnia sporzadzenia. Przed uzy-
ciem roztwor zobojetnia sie roztworem wodoro-
tlenku sodu.

Oznaczanie

W kolbie stozkowej o pojemnosci 300 ml sporzadza
sie mieszaning 25 ml zasadowego roztworu siarczanu
miedzi z 15 ml wody i 10 ml sklarowanego roztworu ba-
danej prébki. Do tej mieszaniny wrzuca sie kilka matych
odtamkow pumeksu. Nastepnie na kolbe zaktada sie
chtodnice zwrotng. Roztwér podgrzewa sie i doprowa-
dza do wrzenia w ciggu 2 minut. Roztwoér gotuje sie przez
10 minut, po czym kolbe szybko ochtadza sie w strumie-
niu zimnej wody. Do ochtodzonego roztworu dodaje sie
10 ml roztworu jodku potasu, 25 ml kwasu siarkowego
oraz 2 ml roztworu skrobi. Roztwdr ten miareczkuje sie
roztworem tiosiarczanu(Vl)sodu. Dla poréwnania wyko-

3. OBLICZANIE WYNIKU OZNACZANIA

llosé cukrow zawarta w prébce w przeliczeniu na
cukier inwertowany podana w tabeli jest funkcja ilosci
(n” — n) ml zuzytego tiosiarczanu sodu,

gdzie n — oznacza ilo$é ml zuzytego tiosiarczanu sodu,

n' — oznacza ilo$¢ ml tiosiarczanu sodu zuzyte-
go w probie Slepe;.

Zawartos$é cukrow w winie, w przeliczeniu na cukier
inwertowany, podaje sie w g/l zdoktadnoscia do jedne-
go miejsca po przecinku. Uwzglednia sie rozciehczenie
probki powstate w trakcie klarowania oraz objetosé ba-
danej probki.

4. POWTARZALNOSC METODY

Powtarzalnos$¢ jest to wartosé, od ktdrej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w tym samym laboratorium, przez
tego samego analityka, z uzyciem tego samego sprze-
tu, w krotkim odstepie czasu.

W przypadku oznaczania zawartosci cukrow redu-
kujacych powtarzalnosé (r) wynosi:

r=0,015 x;,

gdzie x; oznacza zawartos¢ cukru
w g/l prébki.

inwertowanego

5. ODTWARZALNOSC METODY

Odtwarzalnos¢ jest to wartosé, od ktorej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w réznych laboratoriach, przez
réznych analitykéw, z uzyciem réznego sprzetu.

W przypadku oznaczania zawartosci cukrow redu-
kujagcych odtwarzalnos$é (R) wynosi:

R = 0,058 x;,

nuje sig probe slepa, w ktorej 10 ml roztworu cukru za-  gdzie x; oznacza zawarto$¢ cukru inwertowanego
stepuje sie 10 ml wody destylowane;. w g/l prébki.
TABELA
Zaleznos$¢ miedzy objetoscig 0,1-molowego roztworu tiosiarczanu sodu (n” — n)
a iloscig cukréw redukujgcych w mg
Na,S,0, (ml) Cukry redukujace R62nica Na,S,0, (ml) Cukry redukujace Réznica
(mg) (mg)
1 2,4 2,4 13 33,0 2,7
2 4,8 2,4 14 35,7 2,8
3 7,2 2,5 15 38,5 2,8
4 9,7 2,5 16 41,3 2,9
5 12,2 2,6 17 44,2 2,9
6 14,7 2,6 18 47,2 2,9
7 17,2 2,6 19 50,0 3,0
8 19,8 2,6 20 53,0 3,0
9 22,4 2,6 21 56,0 3,1
10 25,0 2,6 22 59,1 3,1
11 27,6 2,7 23 62,2
12 30,3 2,7
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Zatacznik nr 6

OZNACZANIE ZAWARTOSCI SACHAROZY

Oznaczanie zawartosci sacharozy wykonuje sie me-
toda chromatografii cienkowarstwowej, chromatogra-
fii cieczowej lub chromatografii gazowe;j.

METODA CHROMATOGRAFII CIENKOWARSTWOWEJ

W chromatografii cienkowarstwowej sacharoze
oddziela sie od innych cukréw na ptytce pokrytej celu-
loza. Wywotywanie chromatogramu wykonuje sie z za-
stosowaniem mieszaniny mocznika i kwasu solnego,
w temperaturze 105 °C.

Aparatura i sprzet:
1) ptytki chromatograficzne pokryte warstwa celulo-
zy o odpowiedniej grubosci (20 x 20);
2) komora chromatograficzna;
3) mikrostrzykawka lub mikropipeta;

4) suszarka umozliwiajgca uzyskanie temperatury
105 °C, z doktadnoscia do 2 °C.

Odczynniki:
1) wegiel aktywowany do odbarwiania;

2) faza ruchoma: dwuchlorometan : kwas octowy
100 % (lodowaty o gestosci p,, = 1,05 g/ml) : etanol
: metanol : woda, w nastepujacych proporcjach
50:25:9:6:10;

3) roztwdr wywotujgcy sporzadzony z: 5 g mocznika,
20 ml dwumolowego kwasu solnego i 100 ml eta-
nolu;

4) roztwor wzorcowy zawierajgcy: 35 g glukozy,
35 g fruktozy i 0,5 g sacharozy w 1000 ml wody.

Przygotowanie probki do analizy

Silnie zabarwiony moszcz lub wino przed wykona-
niem oznaczania odbarwia sie za pomoca wegla ak-
tywnego.

Otrzymywanie chromatogramu

Na linii rownolegtej do dolnej krawedzi ptytki i od-
dalonej od niej 0 2,5 cm nanosi sie:
1) 10 pl proébki;
2) 10 pl roztworu wzorcowego.

Ptytke umieszcza sie w komorze uprzednio nasyco-
nej parami fazy ruchomej. Chromatogram rozwija sie
do momentu, gdy faza ruchoma znajdzie sie 1 cm od
gornej krawedzi ptytki. Ptytke wyjmuje sie i suszy
w strumieniu cieptego powietrza. Rozwijanie chroma-
togramu powtarza sie dwukrotnie. Po rozwinigeciu
chromatogramu ptytke spryskuje sie réwnomiernie
15 ml odczynnika barwigcego i umieszcza w suszarce
o temperaturze 105 °C na okoto 5 minut.

Sacharoza i fruktoza sg widoczne w postaci ciemno-
niebieskiej plamy na biatym tle, a glukoza — w postaci
plamy zielonej o mniej intensywnym zabarwieniu.

METODA WYSOKOSPRAWNEJ CHROMATOGRAFII
CIECZOWEJ

Sacharoze rozdziela sie w kolumnie z zastosowa-
niem wypetnienia na bazie krzemionki z alkiloaming ja-

ko fazg zwigzang oraz z detekcjg refraktometryczna.
Oznaczanie ilosciowe jest wykonywane z uzyciem
wzorca zewnetrznego analizowanego w identycznych
warunkach.

Aparatura i sprzet:
1) wysokosprawny chromatograf cieczowy wyposa-
zony w:
a) injektor typu zaworu z 10 pl loop injector,

b) detektor, refraktometr réznicowy lub refrakto-
metr interferometryczny,

c) kolumne z wypetnieniem na bazie krzemionki
z alkiloaming jako fazg zwigzang (dfugos$é 25 cm,
srednica wewnetrzna 4 mm),

d) kolumne wstepng wypetniong tg sama faza,

e) izolacje prekolumny i kolumny analitycznej,
umozliwiajgca utrzymanie ich w odpowiedniej
temperaturze (30 °C),

f) regulacje przeptywu fazy ruchomej na 1 ml/mi-
nute,

g) rejestrator oraz ewentualnie integrator;

2) urzadzenie do filtracji membranowej (0,45 pm).

Odczynniki:
1) woda redestylowana;
2) acetonitryl (CH;CN) do HPLC;

3) fazaruchoma: acetonitryl : woda w proporcji 80:20,
poddane uprzednio filtracji membranowej (filtr
0,45 pm). Faze ruchoma odgazowuje sie przed uzy-
ciem;

4) roztwor wzorcowy: wodny roztwor sacharozy
o stezeniu 1,2 g/l, przesaczony przez filtr membra-
nowy 0,45 pm.

Wykonanie oznaczania

W celu przygotowania probki wina i moszcze prze-
sgcza sie przez filtr membranowy 0,45 pm.

Oznaczanie chromatograficzne wykonuje sie, na-
strzykujagc na kolumne chromatografu kolejno
10 pl roztworu wzorcowego i 10 pl prébki. Zabieg ten
powtarza sie i rejestruje sie chromatogram. Czas reten-
cji sacharozy wynosi okoto 10 minut.

Obliczanie wyniku oznaczania

Do obliczenh stosuje sie $rednig obliczong z dwéch
oznaczen wykonanych dla roztworu wzorcowego i dla
probki. W przypadku win i moszczy wynik oznaczania
jest zarazem zawartoscig sacharozy.

Wyrazanie wyniku

Zawartos$é sacharozy w winach, moszczach podaje
sie w g/l wina lub moszczu z doktadnoscia do jednego
miejsca po przecinku.
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Zatacznik nr 7

OZNACZANIE ZAWARTOSCI GLUKOZY | FRUKTOZY

Glukoza i fruktoza sg oznaczane indywidualnie me-
toda enzymatycznag, jedynie w celu obliczenia stosun-
ku glukozy do fruktozy.

Oznaczanie to polega na poddaniu tych cukréw fos-
forylacji za pomoca adenozynotréjfosforanu (ATP)
w wyniku reakcji enzymatycznej katalizowanej przez
heksokinaze (HK), podczas ktérej powstaja glukozo-6-
-fosforan (G6P) i fruktozo-6-fosforan (F6P).

HK
glukoza + ATP «—— G6P + ADP

HK
fruktoza + ATP «<—— F6P + ADP

Glukozo-6-fosforan jest poczatkowo utleniany do
6-fosforanu glukonianu za pomoca fosforanu dwunu-
kleotydu nikotynamidoadeninowego w obecnosci en-
zymu dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu (G6PDH).
llo$é powstajacego zredukowanego fosforanu dwunu-
kleotydu nikotynamidoadeninowego (NADPH) odpo-
wiada ilosci glukozo-6-fosforanu, a przez to ilosci glu-
kozy.

G6PDH
G6P + NADP* «——— glukozo-6-fosforan +

+ NADPH + H*

Zredukowany fosforan dwunukleotydu nikotyna-
midoadeninowego jest oznaczany przez pomiar absor-
bancji przy dtugosci fali 340 nm.

Na koniec reakcji fruktozo-6-fosforan przeprowa-
dzany jest w glukozo-6-fosforan za pomocga izomerazy
glukofosforanowej (PGl):

PGI
F6P «<—— G6P

Glukozo-6-fosforan reaguje z kolei z fosforanem
dwunukleotydu nikotynamidoadeninowego, dajac
6-fosforan glukonianu i zredukowany fosforan dwunu-
kleotydu nikotynamidoadeninowego; ten ostatni zwia-
zek jest oznaczany ilosciowo.

1. APARATURA | SPRZET

Do oznaczania zawartosci glukozy i fruktozy stosu-
je sie nastepujacy sprzet laboratoryjny:

1) spektrofotometr umozliwiajagcy pomiar przy dfu-
gosci fali 340 nm. Jezeli opisany aparat nie jest do-
stepny, mozna rowniez wykorzystaé¢ spektrofoto-
metr ze zrodtem sSwiatta o nieciggtym widmie,

umozliwiajgcy pomiar przy dtugosci fali 334 lub
365 nm;

2) kuwety szklane o dtugosci drogi optycznej 1 cm lub
kuwety jednorazowego uzytku;

3) pipety do odmierzania roztworéw do testow enzy-
matycznych o pojemnosci 0,02; 0,05; 0,1i 0,2 ml.

2. ODCZYNNIKI

1) Roztwor 1: roztwér buforowy (0,3-molowa tréjeta-
noloamina, pH 7,6, 4 x 103 M w Mg?*), ktéry otrzy-
muje sie przez rozpuszczenie 11,2 g chlo-
rowodorku tréjetanoloaminy [(C,Hg);N HCI]
i 0,2 g siarczanu magnezu MgSO, - 7H,0 w 150 ml
wody redestylowanej i dodanie okoto 4 ml 5-molo-
wego roztworu wodorotlenku sodu (NaOH) do uzy-
skania wartosci pH 7,6 oraz uzupetnienie woda do
200 ml. Roztwdr buforowy mozna przechowywaé
w temperaturze 4 °C przez cztery tygodnie;

2) Roztwor 2: roztwér fosforanu dwunukleotydu niko-
tynamidoadeninowego (okoto 11,5 x 103 M), ktéry
uzyskuje sie przez rozpuszczenie 50 mg fosforanu
dwunukleotydu nikotynamidoadeninowego w5 ml
wody redestylowanej. Roztwér ten moze byé prze-
chowywany w temperaturze 4 °C przez cztery ty-
godnie;

3) Roztwdr 3: trojfosforanu dwusodowego adenozy-
ny (okoto 81 x 103 M), ktéry uzyskuje sie przez roz-
puszczenie 250 mg 5'-tréjfosforanu dwusodowego
adenozyny i 250 mg wodoroweglanu sodu
(NaHCO,) w 5 ml wody redestylowanej. Roztwor
ten moze byé przechowywany w temperaturze
4 °C przez cztery tygodnie;

4) Roztwor 4: heksokinaza/dehydrogenaza glukozo-6-
-fosforanu, ktéry uzyskuje sie przez zmieszanie
0,5 ml roztworu heksokinazy (2 mg biatka/ml lub
280 U/ml) z 0,5 ml roztworu dehydrogenazy gluko-
zo-6-fosforanu (1 mg biatka/ml). Roztwdér ten moze
byé przechowywany w temperaturze okoto
+4 °C przez rok;

5) Roztwér 5: izomeraza fosforoglukozowa (2 mg
biatka/ml lub 700 U/ml), ktéry stosuje sie bez roz-
cienczania. Roztwér ten moze byé przechowywany
w temperaturze okoto 4 °C przez rok.

Roztwory przed przystgpieniem do wykonania
oznaczania sprowadza sie do temperatury 20 °C.
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3. PRZYGOTOWANIE PROBKI DO ANALIZY

Zaleznie od spodziewanej tagcznej ilosci glukozy i fruktozy w 1 litrze probke rozciencza sie, stosujac:

Pomiar przy 340 . . . Wspotczynnik
lub 334 nm Pomiar przy 365 nm Rozcienczanie woda rozcienczenia F
do 0,4 g/l 0,8 g/l — —
do 4.0 g/ 8.0 o/l T+ 9 10
do 10,0 g/l 20,0 g/l 1+ 24 25
do 20,0 g/l 40,0 g/l 1+ 49 50
do 40,0 g/l 80,0 g/l 1+ 99 100
Powyze] 40,0 g/l 80,0 g/l 1+ 999 1000
4. WYKONANIE OZNACZANIA 1) glukozy: AAg = (A, — A,)g - (Ay — A,
Dtugosé fali w spektrofotometrze ustawia sie na  2) fruktozy: AAp = (A, — Aj)g — (Az — Ajg.

340 nm i przeprowadza pomiar w stosunku do powie-
trza (bez kuwety na drodze optycznej) lub w stosunku
do wody jako odnosnika.

Pomiaru dokonuje sie w temperaturze od 20 do 25 °C.

Do kuwet o dtugosci drogi optycznej 1 cm nale-
wa sie:

Kuweta Kuweta
odniesienia z probka
Roztwér 1 2,50 ml 2,50 ml
Roztwér 2 0,170 ml 0,170 ml
Roztwér 3 0,170 ml 0,10 ml
Badana prébka 0,20 ml
Woda redestylowana 0,20 ml
Przygotowuje sie takze:
Roztwoér 4 0,02 mi 0,02 ml
Roztwér 5 0,02 ml 0,02 ml

Roztwory 1, 2 i 3 miesza sie. Po okoto 3 minutach
odczytuje ich absorbancje (A,) i zapoczatkowuje sig re-
akcje enzymatyczng przez dodanie Roztworu 4. Catosé
miesza sig, a nastepnie po uptywie 15 minut odczytuje
sig absorbancje (A,). Po nastgpnych 2 minutach spraw-
dza sig, czy reakcja juz catkowicie ustata. Wowczas do-
daje sie Roztwor 5. Ponownie cato$é miesza sie i po
uptywie 10 minut odczytuje sig¢ absorbancje (A;). Po
kolejnych 2 minutach sprawdza sig, czy reakcja ustata.
Z uwagi na to, ze czas trwania reakcji enzymatycznej
moze by¢ rozny dla poszczegdlnych serii oznaczen, po-
dany czas nalezy traktowaé¢ jako czas przyktadowy
trwania reakcji dla kazdej z serii.

5. OBLICZANIE WYNIKOW OZNACZANIA

Po zakonczeniu analizy oblicza sie réznice absor-
bancji dla kuwet z probka odniesienia i probka badana:

1) odpowiadajgca zawartosci glukozy A, — A,;
2) odpowiadajgcg zawartosci fruktozy A; — A,

Oblicza sie réznice absorbancji dla kuwety z préb-
ka odniesienia (AAg) i kuwety z badang probka (AAg),
otrzymujac wartosci dla:

Obliczanie zawartosci glukozy i fruktozy (C) wyko-
nuje sie wedtug wzoru:

C(g/l) = & AA,
g-d-v-1000
gdzie:
V — oznacza objetos¢ roztworu wzorcowego (ml),
v — oznacza objeto$¢ badanej probki (ml),
M — oznacza mase czasteczkowa oznaczanej sub-
stancji,
d — oznacza grubos¢ warstwy kuwety o difugosci

drogi optycznej 1 cm,
jest wspodiczynnikiem absorbancji
(przy 340 nm = 6,3 mmol~' x 1 cm™).

NADPH

Dla oznaczania glukozy V = 2,92, a dla oznaczania fruk-
tozy V=2,94
v =0,20 ml
M =180
d=1
Wykorzystujac dane, otrzymuje sie dla:
1) glukozy C(g/l) = 0,417 AAs;
2) fruktozy C(g/l) = 0,420 AA;.
Jezeli prébka zostata rozcienczona w trakcie przy-

gotowywania, wynik nalezy pomnozy¢ przez wspot-
czynnik rozcienczenia.

Jezeli pomiar byt wykonywany przy dtugosci fali
334 lub 365 nm, uzyskuje sie nastepujgce pomiary:

1) przy dtugosci fali 334 nme=6,2 (mmola='x 1cm™)
dla glukozy — C(g/l) = 0,425 AAg,
dla fruktozy — C(g/l) = 0,428 AA;

2) przy dtugoscifali 365 nm e =3,4 (mmola='x 1ecm™)
dla glukozy — C(g/l) = 0,773 AAg,
dla fruktozy — C(g/l) = 0,778 AA..
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6. POWTARZALNOSC METODY

Powtarzalnosé jest to wartosé, od ktérej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réoznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w tym samym laboratorium, przez
tego samego analityka, z uzyciem tego samego sprze-
tu, w krétkim odstepie czasu.

W przypadku oznaczania zawartosci glukozy i fruk-
tozy powtarzalnosé (r) wynosi:

r =0,056 X;s

gdzie x; = zawarto$¢ glukozy lub fruktozy w g/I.

7. ODTWARZALNOSC METODY

Odtwarzalnos$é jest to warto$é, od ktérej jest
mniejsza, z prawdopodobienstwem, wartosé bez-
wzgledna réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wyni-
kami badan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej
metody, dla tej samej prébki, w réznych laborato-
riach, przez réznych analitykdéw, z uzyciem réznego
sprzetu.

W przypadku oznaczania zawartosci glukozy i fruk-
tozy odtwarzalnos$é (R) wynosi:

R=0,12 + 0,076 x;,

gdzie x; = zawartosc glukozy lub fruktozy w g/I.

Zatacznik nr 8

WYKRYWANIE WZBOGACANIA MOSZCZY GRONOWYCH, ZAGESZCZONYCH MOSZCZY GRONOWYCH | WIN
METODA MAGNETYCZNEGO REZONANSU JADROWEGO DEUTERU
(SNIF-NMR/RMN-FINS)

Deuter wystepujacy w cukrach i w wodzie moszczy
gronowych po fermentacji znajduje sie w winie w cza-
steczkach zwigzkdw oznaczonych jako zwigzki chemiczne:

Dodatek egzogennego cukru podczas dostadzania
na sucho przed fermentacjg moszczu wptywa na roz-
ktad deuteru w czgsteczkach tych zwigzkow.

I. CH,D CH,OH . . o ]
W pordéwnaniu z wartoscig parametrow dla natu-
IIl. CH; CHD OH ralnego wina kontrolnego z tego samego regionu
ll. CH; CH, OD wzbogacanie egzogennym cukrem bedzie powodowa-
IV. HOD to nastepujace zmiany:
Wino\Parametry (D/H), (D/H)y (D/H)",
- Naturalne
- Wzbogacane:

_>
- cukrem buraczanym \
- cukrem trzcinowym /V

- cukrem kukurydzianym

\A
el

N/
N/

gdzie:

D — oznacza deuter,

H — oznacza wodor,

R — oznacza wzgledny rozktad deuteru,

(D/H), — oznacza stosunek izotopow w czasteczkach
zwigzku chemicznego |,

(D/H),, — oznacza stosunek izotopow w czasteczkach
zwigzku chemicznego |l,

(D/H)°,, — oznacza stosunek izotopow w czasteczkach

wody w winie.

R = 2(D/H),/(D/H), wyraza wzgledny rozktad deuteru
w czgsteczkach zwigzku chemicznego | i ll i jest bezpo-
srednio mierzony na podstawie natezenia (h) sygnatu,
stad R wynosi 3h;/h,.

Parametr (D/H), charakteryzuje gtéwnie rosliny,
ktore syntetyzujag cukier, w mniejszym stopniu potoze-
nie geograficzne miejsca uprawy (rodzaj wody wyko-
rzystywanej w fotosyntezie).

Parametr (D/H), charakteryzuje warunki klimatycz-
ne miejsca uprawy winogron (rodzaj wody deszczowej
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i warunki pogodowe) oraz, w mniejszym stopniu, za-
wartosé cukru w wyjsciowym moszczu.

Parametr (D/H)°, charakteryzuje warunki klima-
tyczne miejsca uprawy i zawarto$¢ cukru w moszczu.

Zdefiniowane parametry [R, (D/H), oraz (D/H),] sa
oznaczane metodg magnetycznego rezonansu jadro-
wego deuteru w etanolu wydzielonym z wina lub z pro-
duktéw fermentacji moszczu, moszczu zageszczonego
uzyskanego w okreslonych warunkach; parametry te
moga by¢ uzupetnione przez oznaczanie stosunku izo-
topéw w wodzie wydzielonej z wina, (D/H)° , oraz przez
oznaczanie stosunku izotopéw '3C/2C w etanolu.

1. PRZYGOTOWANIE PROBKI DO ANALIZY
Wydzielanie etanolu i wody z wina

Do wydzielania etanolu i wody z wina dopuszcza
sie zastosowanie dowolnej metody wydzielania etano-
lu, pod warunkiem ze metoda taka zapewnia w de-
stylacie, zawierajacym 92 do 93 % % wagowo etanolu
(95 % obj.), uzyskanie odzysku od 98 do 98,5 % catko-
witej zawartosci etanolu w winie.

Aparatura i sprzet

Aparat destylacyjny do wydzielania etanolu, przed-
stawiony na schemacie, sktada sie z:

1) elektrycznego ptaszcza grzejnego z transformato-
rem;

2) kolby okraggtodennej o pojemnosci 1 litra, ze szli-
fem;

3) kolumny Cadiota z obracajgcym sie pierscieniem
(czesci ruchome wykonane z teflonu);

4) kolby stozkowej na 125 ml, ze szlifem;

5) butelek o pojemnosci 125 i 60 ml, z korkami z two-
rzywa sztucznego.

Odczynniki

Stosuje sie odczynniki do oznaczania zawartosci
wody metodg Karla-Fischera.

Wykonanie oznaczania

W badanej probce wina oznacza sie zawartosc¢ eta-
nolu (p) z doktadnoscia co najmniej 0,05 % obj. zgod-
nie z metoda opisang w zataczniku nr 3.

Nastepnie 500 ml jednorodnej probki wina o zawar-
tosci alkoholu (p) wprowadza sie do kolby aparatu de-
stylacyjnego o statej wartosci stopnia deflegmacji réw-
nej 0,9. Jako odbieralnik destylatu umieszcza sie kolbe
stozkowa na 125 ml. Destylat zbiera sie w ilosci okoto
40 do 60 ml, przy temperaturze wrzenia miedzy 78,0
a 78,2 °C. Jezeli temperatura przekroczy 78,5 °C przery-
wa sie zbieranie destylatu na 5 minut.

Gdy temperatura ponownie osiggnie 78 °C, zbiera
sie ponownie destylat do osiggniecia temperatury
78,5 °C. Czynnos$é te powtarza sie do chwili, gdy tem-
peratura, po przerywaniu destylacji i pracy w obiegu
zamknietym, utrzyma sie na statym poziomie. Catkowi-
ta destylacja trwa okoto 5 godzin. Metoda ta pozwala
na odzyskanie w destylacie od 98 do 98,5 % catosci
zawartego w winie alkoholu, przy czym zawartosé
alkoholu w destylacie wynosi od 92 do 93 % wagowo
(95 % obj.) i jest to stezenie, dla ktorego ustalono wa-
runki NMR.

Nastepnie wazy sie zebrany destylat, po czym
60 ml jednorodnej probki pozostatosci po destylacji,
odpowiadajgcej wodzie zawartej w winie, przenosi sie
do kolby na 60 ml.

W prébce tej mozna oznaczyé stosunek izotopow.

Jezeli do oznaczania stosuje sie spektrometr wypo-
sazony w probnik o $rednicy 10 mm, do oznaczenia
wystarczy jednorodna probka wina o objetosci 300 ml.

Zawarto$é wody (p’) w gramach oznacza sie meto-
da Karla-Fischera.
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Schemat aparatu destylacyjnego do wydzielania etanolu

!

—

silnik

zlaczka hermetyczna

termometr\

—

kolumna

—

R3 , pompa
SH=

—_—

Zawartosé alkoholu (tDm) w % wagowych oblicza
sie wedfug wzoru:
p—p’
0, = . 100.

Fermentacja moszczy i moszczy zageszczonych
Odczynniki:
1) kwas winowy;

2) DIFCO — drozdze bez aminokwasow (Bacto Yeast
Nitrogen Base);

/ prézniowa

’ atmosfera

s~ termometr

———— probnik

kolba

3) aktywne suszone drozdze (Saccharomyces cerevi-
siae), przy czym jezeli znany jest stosunek izoto-
pow w moszczu, drozdze suszone przed uzyciem
moga by¢ uaktywniane przez 15 minut w minimal-
nej ilosci letniej niedestylowanej wody, aby stosu-
nek izotopéw byt podobny do stosunku izotopéw
w moszczu. Jezeli stosunek izotopow w moszczu
nie jest znany, lepiej uzyé swiezych drozdzy.

Aparatura

Naczynie fermentacyjne o pojemnosci 1,5 | wypo-
sazone w urzadzenie zapewniajgce hermetyczne za-
mkniecie i skraplanie par alkoholu, poniewaz w trakcie
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fermentacji nie moga wystgpi¢ zadne straty etanolu.
Wydajnos$é przemiany cukréw fermentujgcych w eta-
nol powinna wynosié ponad 98 %.

Wykonanie oznaczania:

1) moszcze $wieze, w ktérych uprzednio oznaczono
zawartos$¢ cukrow fermentujgcych — 1 litr moszczu
umieszcza sie w naczyniu fermentacyjnym. Do na-
czynia dodaje sie jeden gram suchych, wczesniej
uaktywnionych drozdzy, po czym zamyka sie
szczelnie naczynie. Fermentacje prowadzi sie
w temperaturze okoto 20 °C do czasu zuzycia cu-
krow. Po oznaczeniu mocy alkoholowej w produk-
cie fermentacji i obliczeniu wydajnosci przemiany
cukrow w etanol odwirowuje sie przefermentowa-
na ciecz i oddestylowuje etanol;

2) moszcze z fermentacjg zatrzymang przez dodanie
dwutlenku siarki; wykonuje sie desulfitacje okoto
1,2 litra tego moszczu przez przepuszczenie azotu
przez moszcz umieszczony w tazni wodnej o tem-
peraturze 70 do 80 °C pod chtodnicg zwrotng, do
uzyskania zawartosci dwutlenku siarki mniej niz
200 mg/Il. Zwraca sie uwage, aby moszcz nie ulegt
zageszczeniu w wyniku odparowania wody; w tym
celu stosuje sie wydajne chtodzenie. Nastepnie
1 litr desulfitowanego moszczu umieszcza sie
w naczyniu fermentacyjnym i postepuje dalej tak
jak w przypadku moszczu swiezego. Jezeli do sul-
fitacji moszczu uzyto pirosiarczynu sodowego,
przed desulfitacjag do moszczu dodaje sie 0,25 ml
kwasu siarkowego (o gestosci p,, = 1,84 g/ml) na
1 g pirosiarczynu dodanego na 1 litr moszczu;

3) moszcze zageszczone o znanej zawartosci cukrow
w ilosci odpowiadajacej masie okoto 170 g umiesz-
cza sie w naczyniu fermentacyjnym. Nastepnie
uzupetnia sie do 1 litra wodg o tym samym stosun-
ku izotopdw co probki naturalnego moszczu, doda-
je 1 g suchych drozdzy i 3 g DIFCO, po czym do-
ktadnie miesza sie i postepuje dalej tak jak w przy-
padku moszczu swiezego.

Przygotowanie probki alkoholu do oznaczania metoda
NMR

Odczynniki:

1) N,N-czterometylomocznik (TMU) — uzywa sie
proébki wzorcowego TMU o podanym, kontrolowa-
nym stosunku izotopéw D/H;

2) heksafluorobenzen.

Wykonanie oznaczania:

1) w przypadku zastosowania prébnika do NMR
o srednicy 15 mm postepuje sie w nastepujacy
sposob — do uprzednio zwazonej butelki szklanej
zbiera sie 7 ml alkoholu uzyskanego podczas wy-
dzielania etanolu z wina i wazy catos$é z doktadno-
$cig do 0,1 mg (m,); nastepnie bierze sig¢ 3 ml prob-
ke wzorca wewnetrznego (TMU) i wazy z doktadno-
$cig do 0,1 mg (m,). Cato$¢ miesza sig, doktadnie
wstrzgsajac;

2) w przypadku zastosowania probnika do NMR
o $rednicy 10 mm pobiera sie 3,2 ml alkoholu
i1,3ml TMU.

Zaleznie od rodzaju spektrometru i préobnika doda-
je sie odpowiednie ilosci heksafluorobenzenu jako
substancji stabilizujgcej czestotliwosé pola zgodnie
Z zamieszczong tabela:

Spektrometr Prébnik 10 mm | Prébnik 15 mm
7,05T 150 pl 200 pl
94T 35 pl 50 pl

Przygotowanie prébki wody do pomiarow metoda
NMR, w celu ewentualnego oznaczania w niej stosunku
izotopow

Odczynniki
N,N-czterometylomocznik (TMU)
Wykonanie oznaczania

3 ml wody uzyskanej podczas wydzielania etanolu
i wody z wina lub podczas fermentacji moszczy
umieszcza sie w wytarowanej kolbie i wazy z doktadno-
$cig do 0,1 mg (m’g). Nastgpnie wprowadza sig¢ 4 ml
wzorca wewnetrznego (TMU) i wazy z doktadnoscig do
0,1 m (m’gq), po czym cato$¢ miesza sig doktadnie
przez wstrzasanie.

2. WYKONANIE OZNACZANIA — REJESTROWANIE
WIDM 2HNMR ALKOHOLU | WODY

Oznaczanie parametrow izotopowych

Aparatura i sprzet

1) spektrometr NMR wyposazony w specyficzny
probnik deuterowy dostrojony do charakterystycz-
nej czgstotliwosci V, pola B, posiadajacy kanat od-
sprzegania protonow (B,) i kanat stabilizacji cze-
stotliwosci pola na czestotliwosci fluorowej. Roz-
dzielczo$¢ mierzona w widmie, transformowana
bez mnozenia wyktadniczego (to jest LB = 0) i wy-
razana przez szeroko$¢ potéwkowa sygnatu mety-
lowego i metylenowego etanolu oraz sygnatu me-
tylowego TMU, moze byé¢ wieksza lub réwna
0,5 Hz. Czuto$é mierzona ze wspodtczynnikiem
mnozenia wyktadniczego LB = 2 nie moze byc¢
mniejsza od 150 dla sygnatu metylowego etanolu
w roztworze o mocy alkoholowej 95 % 0bj./(93,5 %
wagowo). W tych warunkach przedziat ufnosci dla
pomiaru wysokosci sygnatu, obliczany z prawdo-
podobienstwem 97,5 % (test jednostronny) i dla
10 powtdrzen widm, wynosi 0,35 %;

2) urzadzenie do automatycznej zmiany probek;
3) komputerowy program do obrébki danych;

4) préboéwki na probki o srednicy 15 lub 10 mm, za-
lezne od konstrukcji spektrometru.
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Kalibracja i sprawdzanie prawidtowosci kalibracji
spektrofotometru

1) przeprowadza sie zwyktg kalibracje odnosnie do
jednorodnosci i czutosci zgodnie z zaleceniami
producenta;

2) sprawdza sie prawidtowosé kalibracji.

Uzywa sie wzorcowych etanoli, oznaczonych litera-
mi C, Vi B, o réznym stezeniu izotopow, ale doktadnie
standaryzowanych, gdzie:

C — oznacza alkohol uzyskany z cukru trzcinowego
lub glukozy kukurydzianej,

V — oznacza alkohol uzyskany z winogron,
B — oznacza alkohol uzyskany z burakow.

Postepujac zgodnie z metoda opisang dalej, ozna-
cza sie stosunek izotopéw w alkoholu uzyskanym z cu-
kru trzcinowego lub glukozy kukurydzianej (C_,J), al-
koholu uzyskanym z winogron (V ) i alkoholu uzy-
skanym z burakéw (B

meas
meas)'

Wartosci uzyskane z oznaczania poréwnuje sie
z wartosciami podanymi dla odpowiednich wzorcow
— alkoholu uzyskanego z cukru trzcinowego lub gluko-
zy kukurydzianej (Cgy), alkoholu uzyskanego z wino-
gron (Vgq) i alkoholu uzyskanego z burakow (Bgq).

Odchylenie standardowe powtarzalnosci uzyska-
nej na sredniej z 10 powtorzeh kazdego widma nie mo-
ze przekroczyé 0,01 dla wspdtczynnika (R) i 0,3 ppm dla
stosunku (D/H), oraz (D/H),,.

Warunki uzyskiwania widm NMR

Przygotowang préobke alkoholu lub prébke wody
umieszcza sie w probowce szklanej o $rednicy 15 lub
10 mm i wprowadza do prébnika.

Warunki uzyskiwania widm NMR sa nastepujace:
1) stata temperatura w prébniku;

2) czas akwizycji co najmniej 6,8 s dla szerokosci wid-
ma 1200 Hz (16 K pamigci); (okoto 20 ppm przy
61,4 MHz lub 27 ppm przy 46,1 MHz);

3) impuls 90°;

£

ustawienie czasu akwizycji — wartos¢ ta powinna
by¢ tego samego rzedu co czas relaksacji;

@

detekcja paraboliczna — przesuniecie offsetu 01
ustawi¢ pomiedzy wzorcowym sygnatem OD
i CHD dla etanolu i pomiedzy wzorcowym sygna-
tem HOD i TMU dla wody;

6) wartos¢ przesunigcia odsprzegania oznacza si¢ na
podstawie widma protonowego mierzonego za po-
moca cewki odsprzegajacej w tej samej probowce.
Dobre odsprzeganie osiaga sig, gdy 02 znajduje sie
w $rodku przedziatu czestotliwosci wystepujacego
migdzy grupami CH,_ i CH,. Stosuje sig szerokie
pasmo odsprzegania.

Dla kazdego widma prowadzi sie pewna liczbe aku-
mulacji NS, wystarczajaca do uzyskania stosunku sygna-
tu do szumu. Powtarza sie te akumulacje NE = 10 razy.
Wartosci NS zalezg od rodzaju spektrometru i uzywane-
go prébnika.

3. OBLICZANIE WYNIKU OZNACZANIA
Etanol

Dla kazdego z 10 uzyskanych widm wyznacza sie:

IR = 3h, 3% wysokosc¢ sygnatu Il (CH;CHD OH)
~h wysokos¢ sygnatu | (CH,D CH,OH) ’
m (D/H)
2) (D/H); = 1,5866 x T) x — x —5—>—;
mA t m
m (D/H)
3) (D/H), = 2,3799 x T) —- x ———
rnA t m

przy czym:

)T wysokos$¢ sygnatu | (CH,DCH,OH)
a)T, =

wysoko$é sygnatu wzorca wewnetrznego (TMU)

wysokos$¢ sygnatu Il (CH;CHDOH)

b)T, = ,
My wysokos$¢ sygnatu wzorca wewnetrznego (TMU)

c) (D/H), oznacza stosunek izotopéw we wzorcu we-
wnetrznym (TMU).

Wykorzystujac do obliczeh wysokos$é piku uzyska-
nego na chromatogramie, zamiast jego powierzchni,
co jest metoda mniej doktadnga, zaktada sie, ze szero-
kos¢ piku w potowie jego wysokosci jest identyczna
i pozwala uzyskaé mozliwe do przyjecia przyblizenie.

Woda

Jezeli stosunek izotopdéw w wodzie jest oznaczany
metoda NMR w mieszaninie woda — TMU, wykorzy-
stuje sie nastepujacy wzor:

’

m
(D/H)°,, = 0,9306 x Ty, x —=
me

x (D/H),,

przy czym:

powierzchnia sygnatu (HOD) wody wydzielonej z wina.

NT,= ;
M powierzchnia sygnatu wzorca wewnetrznego (TMU)

2)(D/H), oznacza stosunek izotopéw we wzorcu wewnetrz-
nym (TMU).

Dla kazdego z parametrow izotopow oblicza sie
$rednig z 10 oznaczen oraz przedziat ufnosci.
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4. INTERPRETACJA WYNIKU

Poréwnuje sie wartosci wzglednego rozktadu deu-
teru w badanej probce (RX) z wartoscig wzglednego
rozktadu deuteru we wzorcu (RT) lub (RT). Jezeli RX
rézni sie od $redniej wartosci RT, lub RT|; uzyskanej dla
wina kontrolnego o wiecej niz dwukrotng wartos$é od-
chylenia standardowego, mozna przypuszczaé, ze
probka zostata zafatszowana.

Wykrywanie dodatku cukru buraczanego, cukru trzci-
nowego lub glukozy kukurydzianej

1) Dla wina:

gdy RX jest wieksze od RT,— przypuszczalnie zostat
dodany cukier buraczany,

gdy R jest mniejsze od RT;, — przypuszczalnie zo-
stat dodany cukier trzcinowy lub glukoza kukury-
dziana;

2) Moszcze, moszcze zageszczone:

Oznacza sie wartosci parametréw izotopow w alko-
holu wydzielonym z fermentowanego produktu otrzy-
manego podczas fermentacji moszczu lub moszczu za-
geszczonego, postepujac zgodnie z instrukcjg, i porow-

nuje sie te wartosci z alkoholem wydzielonym z pro-
duktu fermentacji moszczy.

Wielko$¢ wzbogacenia E w % obj. wyraza objetosé
alkoholu dodanego do fermentowanego produktu.
Znajac rozcienczenia, ktéore mogty byé dokonane przed
fermentacjg (w przypadku moszczy zageszczonych),
i zaktadajac, ze z 16,83 g cukru otrzymuje sie 1 % obj.
alkoholu, nalezy obliczy¢ ilosé (mase) cukru dodanego
na litr moszczu, moszczu zageszczonego.

Wykrywanie dodatku mieszaniny cukru buraczanego,
cukru trzcinowego lub glukozy kukurydzianej

Stosunek izotopow (D/H), i R zmienia si¢ w mniej-
szym stopniu w przypadku dodania mieszaniny cu-
krow niz w przypadku dodania tylko jednego rodzaju
cukru.

Wartosc¢ (D/H),, jest wigksza, jak rowniez wartosc
(D/H),,°.

Dodanie mieszaniny cukrow mozna potwierdzié
przez wyznaczenie stosunku '3C/12C w etanolu metoda
spektrometrii masowej, gdyz w przypadku zafatszowa-
nia stosunek ten jest wyzszy.

Zatacznik nr 9

OZNACZANIE ZAWARTOSCI POPIOLU

Popidt stanowig wszystkie substancje pozostajgce
po spaleniu pozostatosci po odparowaniu wina. Spala-
nie przeprowadza sie w taki sposdb, aby wszystkie ka-
tiony (z wyjatkiem kationdw amonowych) przeszty
w forme weglanoéw lub innych bezwodnych soli nie-
organicznych.

Pozostato$¢ po odparowaniu wina jest spalana
w temperaturze od 500 do 550 °C az do catkowitego
spalenia (utlenienia) substancji organicznych.

1. APARATURA | SPRZET

1) taznia z wrzgcg wodg;

N

waga o czutfosci do 0,1 mg;

w

ptyta grzejna lub promiennik w podczerwieni;

)
)
)
4)

elektryczny piec muflowy o kontrolowanej tempe-
raturze;

5) eksykator;

6) tygiel platynowy o $rednicy 70 mm i wysokosci
25 mm.

2. WYKONANIE OZNACZANIA

Po uprzednim zwazeniu tygla z platyny odmierza
sie 20 ml wina. Prébke odparowuje sie na wrzacej taz-
ni wodnej, a nastepnie ogrzewa pozostato$é na ptycie
grzejnej o temperaturze 200 °C lub w promienniku
w podczerwieni az do rozpoczecia zweglania prébki.
Gdy z prébki przestanie wydzielaé¢ sie dym, umieszcza

sie tygiel w elektrycznym piecu muflowym o tempera-
turze 5625 + 25 °C. Po 15 minutach zweglania tygiel wyj-
muje sie z pieca, dodaje 5 ml wody destylowanej i od-
parowuje wode na tazni wodnej lub w promienniku
w podczerwieni, a nastepnie ponownie ogrzewa
w temperaturze 525 °C przez 10 minut.

W sytuacji gdy nie nastgpito catkowite spalenie
zweglonych czasteczek, powtarza sie przemywanie,
odparowywanie wody i prazenie.

W przypadku win o wysokiej zawartosci cukréw ko-
rzystne jest dodanie do wyciggu, przed pierwszym
spopielaniem, kilku kropli czystego oleju roslinnego
w celu zapobiezenia nadmiernemu pienieniu proébki.

Po zakonczeniu spalania probki przenosi sig do eksy-
katora. Po ochtodzeniu w eksykatorze wazy sie tygiel.

3. OBLICZANIE WYNIKU OZNACZANIA

Zawartosé popiotu (P) w badanej prébce, w g/l, ob-
licza si¢ wedtug wzoru:

P =50 x (P, - P,),

gdzie:

P, — oznacza masg pustego tygla,

P, — oznacza maseg tygla ze spopielong prébka (po-
piotem),

50 — oznacza przelicznik 20 ml na litr.
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Zatacznik nr 10

OZNACZANIE ALKALICZNOSCI POPIOLU

Alkaliczno$é popiotu stanowi suma kationdéw, in-
nych niz kationy amonowe, zwigzanych z kwasami or-
ganicznymi w winie.

Metoda oznaczania alkalicznosci popiotu polega na
rozpuszczeniu popiotu w gorgcym roztworze kwasu,
a nastepnie dokonaniu oznaczania nadmiaru kwasu

metoda miareczkowg z uzyciem oranzu metylowego
jako wskaznika.

1. ODCZYNNIKI | APARATURA
1) 0,05-molowy roztwor kwasu siarkowego (H,S0O,);
2) 0,1-molowy roztwoér wodorotlenku sodu (NaOH);
3) 0,1 % wodny roztwor oranzu metylowego;

4) wrzaca taznia wodna.

2. WYKONANIE OZNACZANIA

Do tygla platynowego, w ktérym zostat umieszczo-
ny popioét otrzymany z 20 ml wina, odmierza sie 10 ml
roztworu kwasu siarkowego. Tygiel umieszcza sie we
wrzacej tazni wodnej na okoto 15 minut, rozbijajac i mie-
szajgc zawartos$c tygla za pomoca szklanej bagietki w ce-
lu przyspieszenia rozpuszczania. Nastepnie dodaje sie
dwie krople roztworu oranzu metylowego i odmiarecz-
kowuje nadmiar kwasu siarkowego roztworem wodoro-
tlenku sodu do zmiany barwy wskaznika na z6tta.

3. OBLICZANIE WYNIKU OZNACZANIA

Alkalicznos¢ popiotu (A) w miligramorownowazni-
kach na litr, z doktadnosciag do jednego miejsca po
przecinku, oblicza sie wedtug wzoru:

A=5(10-n),

gdzie n jest objetoscia roztworu wodorotlenku sodu
zuzytego do oznaczania.

Zatacznik nr 11

OZNACZANIE ZAWARTOSCI CHLORKOW

Zawarto$¢ chlorkéw oznacza sie bezposrednio
w winie metodag potencjometryczng z zastosowaniem
elektrody Ag/AgCl.

1. APARATURA | SPRZET

1) pehametr/miliwoltomierz o dziatce elementarnej
co najwyzej 2 mV;

2) mieszadto magnetyczne;

3) elektroda Ag/AgCl z nasyconym roztworem azota-
nu sodowego jako elektrolitem;

4) mikrobiureta o dziatce elementarnej 1/100 ml;

5) stoper.

2. ODCZYNNIKI

1) wzorcowy roztwor chlorku sporzadzony przez roz-
puszczenie w wodzie destylowanej 2,1027 g chlor-
ku potasu (KCI, maks. 0,005 % Br) wysuszonego
przed uzyciem przez kilka dni w eksykatorze, a na-
stepnie dodaje sie wody destylowanej do uzyska-
nia 1 litra roztworu. Sporzagdzony w ten sposéb roz-
twor w 1 ml zawiera 1 mg Cl;

2) roztwor azotanu srebra do miareczkowania spo-
rzgdzony przez rozpuszczenie w 10 % obj. roztwo-
rze alkoholu 4,7912 g azotanu srebra (AgNO,)
i uzupetnienie do 1 litra;

w sporzadzonym w ten sposob roztworze: 1 ml od-
powiada 1 mg CI;

3) kwas azotowy o czystosci co najmniej 65 % (o ge-
stosci p,, = 1,40 g/ml).

3. WYKONANIE OZNACZANIA

Do cylindrycznego naczynia na 150 ml umieszczo-
nego na mieszadle magnetycznym odmierza sie 5,0 ml
wzorcowego roztworu chlorku, a nastepnie rozciencza
sie woda do okoto 100 ml i zakwasza, dodajac 1 ml
kwasu azotowego. Po zanurzeniu elektrody miareczku-
je sie roztworem azotanu srebra dozowanym z mikro-
biurety, stosujagc umiarkowane mieszanie. Poczatko-
wo dodaje sie azotan w czterech porcjach po 1,0 ml
kazda, odczytujagc wartos$é¢ potencjatu w miliwoltach
(mV). Nastepnie dodaje sie 2 ml azotanu w porcjach
po 0,2 ml i kolejng porcje 1 ml azotanu az do wprowa-
dzenia catosci 10 ml azotanu. Po dokonaniu kazdorazo-
wego wkroplenia odczekuje sie okoto 30 sekund i od-
czytuje wartosé potencjatu. Na podstawie uzyskanych
wartosci potencjatu sporzadza sie wykres w uktadzie
P = f(c), gdzie P — oznacza warto$¢ potencjatu, ¢ —
oznacza ilo$¢é zuzytego roztworu azotanu srebra. Na
podstawie punktu przegiecia krzywej odczytuje sie po-
tencjat punktu réwnowaznikowego.

Do cylindrycznego naczynia na 150 ml odmierza sie
5 ml wzorcowego roztworu chlorku, dodaje sie 95 ml
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wody destylowanej i 1 ml kwasu azotowego i zanurza
elektrode. Nastepnie miareczkuje sie roztworem azota-
nu srebra dozowanym z mikrobiurety, ciggle miesza-
jac, do uzyskania potencjatu punktu réwnowaznikowe-
go. Oznaczenie powtarza sie do uzyskania zblizonych
wynikéw. Test ten nalezy przeprowadzi¢ przed kazda
serig oznaczen chlorkéw w prébkach win.

Do cylindrycznego naczynia na 150 ml odmierza sie
50 ml wina, nastepnie dodaje sie 50 ml wody destylowa-
neji 1 ml kwasu azotowego i miareczkuje roztworem azo-
tanu srebra dozowanym z mikrobiurety, ciggle mieszajac,
do uzyskania potencjatu punktu rownowaznikowego.

Dla doktadnego oznaczania:

1) miareczkuje sie roztworem azotanu srebra, doda-
jac po 0,5 mlirejestrujgc odczytang wartosé poten-
cjatu w mV. Na podstawie pierwszego miareczko-
wania okres$la sie przyblizong objeto$¢ azotanu
srebra potrzebng do zmiareczkowania proébki;

2) powtarza sie miareczkowanie w tych samych wa-
runkach. Na poczatku dodaje sie po 0,5 ml roztwo-
ru miareczkujagcego do momentu, w ktérym doda-
na ilos¢ jest mniejsza od objetosci wyznaczonej w
pkt 1 i wynosi od 1,5 do 2,0 ml. Nastepnie dodaje
sie po 0,2 ml roztworu miareczkujgcego, po czym
kontynuuje sie miareczkowanie az poza wyznaczo-
ny w przyblizeniu punkt rownowaznikowy w spo-
sob symetryczny, dodajgc po 0,2 ml, a nastepnie
po 0,5 ml roztworu azotanu srebra.

4. OBLICZANIE WYNIKU OZNACZANIA

Zawartos$¢ chlorkéw w badanej prébce wynosi:

20xV — wynik wyrazony w mg/l w przeliczeniu

na chlor (Cl),

0,5633 x V — wynik wyrazony w miligramoréwno-
waznikach na litr,
329xV — wynik wyrazony w mg/l w przeliczeniu

na chlorek sodu (NaCl),
gdzie V — oznacza ilo$¢ ml azotanu srebra zuzytego
W Ooznaczaniu.

Punkt koncowy miareczkowania oraz doktadng ob-
jetos¢ zuzytego roztworu azotanu srebra okresla sie:

1) przez wykreslenie krzywej i wyznaczenie punktu
rownowaznikowego lub

Poz. 1173
2) wedtug wzoru:
AAE,
V=V +AV, ——————,
AAE, + AAE,
gdzie:
\% — oznacza ilo$¢ ml zuzytego roztworu azotanu sre-
bra do uzyskania punktu réwnowaznikowego,
V' — oznacza ilos¢ ml zuzytego roztworu azotanu
srebra przed najwiekszym skokiem potencjatu,
AV, — oznacza stata objetosc, w jakiej wprowadzano

roztwor azotanu srebra, rowng 0,2 ml,

AAE,; — oznacza drugq_r(’)inice po_tencjafu przed naj-
wiekszym skokiem potencjatu,

AAE, — oznacza druga réir}ice potencjatu po najwiek-
szym skoku potencjatu.

5. POWTARZALNOSC METODY

Powtarzalnosé jest to wartosé, od ktorej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, warto$¢ bezwzgledna
roznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w tym samym laboratorium, przez
tego samego analityka, z uzyciem tego samego sprze-
tu, w krotkim odstepie czasu.

W przypadku oznaczania zawartosci chlorkéw po-
wtarzalnos¢ (r) wynosi:

1) r=1,2 mg/l w przeliczeniu na ClI;
2) r =0,03 miligramoréownowaznika na litr;

3) r=2,0 mg/l w przeliczeniu na NaCl.

6. ODTWARZALNOSC METODY

Odtwarzalno$¢ jest to wartosé, od ktérej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
roznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w réznych laboratoriach, przez
réznych analitykéw, z uzyciem réznego sprzetu.

W przypadku oznaczania zawartosci chlorkéw od-
twarzalnos$¢ (R) wynosi:
1) R = 4,1 mg/l w przeliczeniu na Cl;
2) R = 0,12 miligramoréwnowaznika na litr;
3) R =6,8 mg/l w przeliczeniu na NaCl.
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Zatacznik nr 12

OZNACZANIE ZAWARTOSCI SIARCZANOW

Metoda oznaczania zawartosci siarczanow polega
na wytrgceniu jondw siarczanowych za pomoca chlor-
ku baru. Réwnoczesnie wytragcajacy sie fosforan baru
jest usuwany przez przemywanie osadu kwasem chlo-
rowodorowym. Uzyskany osad po spopieleniu wazy
sie. W przypadku moszczy i win bogatych w dwutlenek
siarki przed oznaczaniem zalecana jest desulfitacja
przez gotowanie w szczelnie zamknietym naczyniu.

1. ODCZYNNIKI
1) dwumolowy roztwér kwasu solnego;

2) roztwdr chlorku baru BaCl, - 2 H,0, o stezeniu 200 g/I.

2. WYKONANIE OZNACZANIA

Ogdlny sposdb wykonania oznaczania

Do prébowki do wirowania o pojemnosci 50 ml od-
mierza sie 40 ml badanej prébki i dodaje 2 ml kwasu
solnego i 2 ml roztworu chlorku baru. Cato$¢ miesza
sie mieszadtem szklanym, nastepnie mieszadto prze-
mywa sie niewielka iloscig wody destylowanej i odsta-
wia na 5 minut, po czym wiruje 5 minut. Po zakonhcze-
niu wirowania ostroznie zlewa si¢ ciecz znad osadu.
Uzyskany osad siarczanu baru przemywa sie 10 ml
kwasu solnego, nastepnie wytwarza sie zawiesine i wi-
ruje przez 5 minut, po czym ostroznie zlewa sie ciecz
znad osadu. Przemywanie wykonuje sie dwukrotnie
w tych samych warunkach, za kazdym razem uzywajac
15 ml wody destylowanej. Po zakonczeniu przemywa-
nia osad przenosi sie do zwazonego naczynka platyno-
wego, wyptukujgc osad wodg destylowana. Naczynko
wraz z osadem umieszcza sie w tazni wodnej o tempe-
raturze 100 °C az do catkowitego odparowania. Suchy
osad prazy sie kilkakrotnie w ptomieniu do uzyskania
biatej pozostatosci, nastepnie ochtadza w eksykatorze
i wazy.

Specjalny sposob wykonania oznaczania

Specjalny sposdb wykonania oznaczania dotyczy
moszczy i win o wysokiej zawartosci dwutlenku siarki.

Do kolby stozkowej na 500 ml wyposazonej we
wkraplacz i rurke odprowadzajgcg odmierza sie 25 ml
wody i 1 ml czystego kwasu solnego o gestosci (p,)
wynoszacej od 1,15 do 1,18 g/ml. Roztwdr zagotowuje
sie w celu odpowietrzenia. Nastepnie przez lejek wpro-
wadza sie 100 ml wina. Prébke gotuje sie dalej az do
momentu, gdy objetos¢ cieczy w kolbie zmniejszy sie
do okoto 75 ml. Po ochtodzeniu roztwdr przenosi sie
ilosciowo do kolby miarowej na 100 ml i uzupetnia wo-
da do 100 ml. Uzyskuje sie w ten sposéb prébke do
badan.

Do probowki do wirowania o pojemnosci 50 ml od-
mierza sie 40 ml prébki do badan i dodaje 2 ml kwasu

solnego i 2 ml roztworu chlorku baru. Cato$¢ miesza
sie mieszadtem szklanym, nastepnie mieszadto prze-
mywa sie niewielka iloscig wody destylowanej i odsta-
wia na 5 minut, po czym wiruje 5 minut. Po zakoncze-
niu wirowania ostroznie zlewa sie ciecz znad osadu.
Uzyskany osad siarczanu baru przemywa sie 10 ml
kwasu solnego, nastepnie wytwarza sig zawiesing i wi-
ruje przez 5 minut, po czym ostroznie zlewa sie ciecz
znad osadu. Przemywanie wykonuje sie dwukrotnie
w tych samych warunkach, za kazdym razem uzywajac
15 ml wody destylowanej. Po zakonhczeniu przemywa-
nia osad przenosi sie do zwazonego naczynka platyno-
wego, wyptukujgc osad woda destylowana. Naczynko
wraz z osadem umieszcza sie w tazni wodnej o tempe-
raturze 100 °C az do catkowitego odparowania. Suchy
osad prazy sie kilkakrotnie w ptomieniu do uzyskania
biatej pozostatosci, nastepnie ochtadza w eksykatorze
i wazy.

3. OBLICZANIE WYNIKU OZNACZANIA

Zawarto$é¢ siarczanow w mg/l w przeliczeniu na
siarczan potasu (K,SO,) oblicza sig, mnozac 18,67
przez ilos¢é mg otrzymanego siarczanu baru.

Zawarto$é siarczandw w moszczach i winie oznacza
sie w mg chlorku potasu/litr, z doktadnoscia do 1 mg.

4. POWTARZALNOSC METODY

Powtarzalnos$¢ jest to wartosé, od ktdrej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w tym samym laboratorium, przez
tego samego analityka, z uzyciem tego samego sprze-
tu, w krotkim odstepie czasu.

W przypadku oznaczania zawartosci siarczanow
powtarzalnosé (r) wynosi:
1) do 1000 mg/I: r = 27 mg/l;

2) okoto 1500 mg/l: r = 41 mg/I.

5. ODTWARZALNOSC METODY

Odtwarzalno$¢ jest to wartosé, od ktorej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w réznych laboratoriach, przez
réznych analitykéw, z uzyciem réznego sprzetu.

W przypadku oznaczania zawartosci siarczanow
odtwarzalnosé (R) wynosi:

1) do 1000 mg/I: R =51 mg/l;
2) okoto 1500 mg/I: R = 81 mg/I.
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Zatacznik nr 13

OZNACZANIE KWASOWOSCI OGOLNEJ

Kwasowo$¢ ogdlna jest sumg kwasowosci mia-
reczkowych prébki, gdy miareczkowanie odbywa sie
do pH 7 przy uzyciu mianowanego roztworu zasady.

Dwutlenek wegla nie wchodzi w sktad kwasowosci
ogalnej.

Metoda oznaczania kwasowosci ogolnej polega na
miareczkowaniu potencjometrycznym lub miareczko-
waniu z btekitem bromotymolowym jako wskaznikiem
i poréwnaniu z wzorcem o barwie odpowiadajacej
punktowi kohcowemu miareczkowania.

1. ODCZYNNIKI
1) roztwér buforowy o pH 7,0 sporzadzony
z 107,3g dwuwodorofosforanu potasowego

(KH,PQ,), 500 ml jednomolowego roztworu wodo-
rotlenku sodu (NaOH) i wody w ilosci potrzebnej
do uzyskania 1000 ml roztworu;

2) 0,17-molowy roztwdr wodorotlenku sodu (NaOH);

3) roztwor wskaznika btekitu bromotymolowego o ste-
zeniu 4 g/l, sporzadzony z: 4 g btekitu bromotymo-
lowego (C,;H,gBr,05S) rozpuszczonego w 200 ml
obojetnego etanolu 96 % obj., 200 ml wody pozba-
wionej CO,, jednomolowego roztworu wodorotlen-
ku sodu w ilos$ci potrzebnej do uzyskania barwy nie-
bieskozielonej (pH 7) — okoto 7,5 ml i wody w ilosci
potrzebnej do uzyskania 1000 ml roztworu.

2. APARATURA | SPRZET

1) pompka wodna;

2) kolba prézniowa na 500 ml;

3) potencjometr skalowany w wartosciach pH;

4) elektrody szklana i kalomelowa lub kombinowana;
)

5) cylindry miarowe na 50 ml i 100 ml.

Elektrode szklang przechowuje sie w wodzie desty-
lowanej. Elektrode kalomelowa nasycona chlorkiem
potasu przechowuje sie w nasyconym roztworze chlor-
ku potasu. Najczesciej jest uzywana elektroda kombi-
nowana, ktéra powinna byé przechowywana w wodzie
destylowane;.

3. PRZYGOTOWANIE PROBKI DO ANALIZY

Przygotowanie probki

Do kolby prézniowej odmierza sie okoto 50 ml wi-
na. Nastepnie kolbe podtacza sie do pompki wodnej
na jedng do dwdch minut, stale wstrzasajac.

4. WYKONANIE OZNACZANIA

Miareczkowanie potencjometryczne

Przed przystgpieniem do miareczkowania wzorcuje
sie pehametr za pomoca buforu o pH 7.

Do cylindra miarowego wprowadza sie przygoto-
wang probke o objetosci 10 ml. Nastepnie dodaje sie
okoto 10 ml wody destylowanej i roztwoér wodorotlen-
ku sodu w ilosci potrzebnej do uzyskania pH 7 w tem-
peraturze 20 °C. Wodorotlenek sodu dodaje sie powo-
li, stale mieszajac.

Miareczkowanie ze wskaznikiem (bfekit bromotymolowy)

1) proba wstepna — do cylindra miarowego odmie-
rza sie 25 ml przegotowanej wody destylowanej,
1T ml roztworu btekitu bromotymolowego oraz
probke wina o objetosci 10 ml. Dodaje sie roztwor
wodorotlenku sodu w ilosci potrzebnej do zmiany
barwy na niebieskozielong. Nastepnie dodaje sie
5 ml roztworu buforowego o pH 7;

2) proba wtasciwa — do cylindra miarowego odmie-
rza sie 30 ml przegotowanej wody destylowanej,
1T ml roztworu btekitu bromotymolowego oraz
probke wina o objetosci 10 ml. Nastepnie dodaje
sie roztwor wodorotlenku sodowego w ilosci po-
trzebnej do uzyskania barwy identycznej z barwa
uzyskana w prébie wstepne,;.

5. OBLICZANIE WYNIKU OZNACZANIA

1) Kwasowosé ogdlng (A) w miligramorédwnowazni-
kach na litr oblicza sie wedtug wzoru:

A=10xn,

gdzie n — oznacza objeto$é zuzytego roztworu wo-
dorotlenku sodu.

Wartos$¢ te podaje sie z doktadnosciag do jednego
miejsca po przecinku;

2) Kwasowosé ogdlng (A’) w g/l kwasu winowego ob-
licza sie wedtug wzoru: A’ = 0,075 x A.
Wartosé te podaje sie z doktadnosciag do jednego
miejsca po przecinku.

6. POWTARZALNOSC METODY

Powtarzalnosé jest to wartosé, od ktorej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej préobki, w tym samym laboratorium, przez
tego samego analityka, z uzyciem tego samego sprze-
tu, w krotkim odstepie czasu.

W przypadku oznaczania kwasowosci ogdlnej po-
wtarzalno$é (r) wynosi:

1) r = 0,9 miligramoréwnowaznika/litr;
2) r = 0,07 g kwasu winowego/litr.
7. ODTWARZALNOSC METODY

Odtwarzalnos$é jest to warto$é, od ktérej jest
mniejsza, z prawdopodobienstwem, warto$é bez-
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wzgledna réoznicy miedzy dwoma pojedynczymi wyni-
kami badan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej
metody, dla tej samej prébki, w réznych laborato-
riach, przez roznych analitykdéw, z uzyciem réznego
sprzetu.

W przypadku oznaczania kwasowosci ogélnej od-
twarzalnos$¢ (R) wynosi:

1) dla win biatych i r6zowych:
a) R = 3,6 miligramorownowaznika/litr,
b) R = 0,3 g kwasu winowego/litr;

2) dla win czerwonych:
a) R = 5,1 miligramoréwnowaznika/litr,

b) R = 0,4 g kwasu winowego/litr.

Zatacznik nr 14

OZNACZANIE KWASOWOSCI LOTNEJ

Kwasowos¢ lotna jest suma kwasow lotnych w stanie
wolnym lub zwigzanym, wyrazong liczbg gramow kwasu
octowego na litr. Zawartosci kwasu weglowego i kwasu
siarkowego nie zalicza sie do kwasowosci lotnej wina.

Metoda oznaczania kwasowosci lotnej polega na
zmiareczkowaniu oddestylowanych kwaséw lotnych
mianowanym roztworem wodorotlenku sodu. Z wina
usuwa sie uprzednio dwutlenek wegla, natomiast kwa-
sowos¢ tworzong przez wolny i zwigzany dwutlenek
siarki odejmuje sie od kwasowosci destylatu. Odejmu-
je sie rowniez kwasowo$¢ tworzong przez kwas sorbo-
wy, ktéry mégt byé dodany do wina.

W destylacie jest obecna czes$é kwasu salicylowe-
go, ktory w niektorych krajach jest stosowany do
utrwalania wina. Zawartos$¢ kwasu salicylowego réw-
niez odejmuje sie od kwasowosci lotnej.

1. ODCZYNNIKI
1) krystaliczny kwas winowy (C,HOg);
2) 0,1-molowy roztwoér wodorotlenku sodu (NaOH);
3) 1 % roztwoér fenoloftaleiny w 96 % obj. alkoholu;
)

4) kwas chlorowodorowy (o gestosci p,, = 1,18 do
1,19 g/ml) rozcienczony w stosunku1:4 obj.;

5) 0,005-molowy roztwor jodu (l,);
6) krystaliczny jodek potasu (Kl);

7) roztwor skrobi o stezeniu 5 g/l, sporzadzony przez
zmieszanie 5 g skrobi z okoto 500 ml wody, dopro-
wadzony do wrzenia przy ciggtym mieszaniu i go-
towany przez 10 minut, a nastepnie dodanie
200 g chlorku sodu, ochtodzenie i uzupetnienie do
1 litra;

8) nasycony roztwor heptaoksotetraboranu sodu
(Na,B,0,) - H,0, o stezeniu 55 g/l w temperaturze
20 °C.
2. APARATURA | SPRZET
1) zestaw do destylacji z parg wodng, sktadajacy sie z:

a) wytwornicy pary wodnej niezawierajgcej dwu-
tlenku wegla,

b) kolby z przewodem pary,
c) kolumny destylacyjnej,
d) chtodnicy;

2) pompki wodnej;

3) kolby prézniowe;.
3. PRZYGOTOWANIE APARATURY

W celu przygotowanie zestawu do destylacji z parg
wodng wykonuje sie nastepujace testy:

1) do kolby zestawu do destylacji odmierza sie 20 ml
przegotowanej wody; zbiera sie 250 ml destylatu
i dodaje do niego 0,1 ml roztworu wodorotlenku
sodu i dwie krople roztworu fenoloftaleiny; barwa
rézowa powinna utrzymywac sie przez co najmniej
10 sekund, co oznacza, ze para wodna nie zawiera
dwutlenku wegla;

2) do kolby odmierza sie 20 ml 0,1-molowego roztwo-
ru kwasu octowego; zbiera sie 250 ml destylatu,
ktéry miareczkuje sie roztworem wodorotlenku
sodu, przy czym objeto$¢ roztworu zuzytego do
miareczkowania nie moze by¢ mniejsza niz
19,9 ml, co oznacza, ze co najmniej 99,5 % kwasu
octowego zostato oddestylowane z parg wodng;

3) do kolby miarowej odmierza sie 20 ml 1-molowe-
go roztworu kwasu mlekowego; zbiera sie 250 ml
destylatu i miareczkuje roztworem wodorotlenku
sodowego; objetos¢ zuzytego do miareczkowania
roztworu wodorotlenku sodowego nie moze by¢
wieksza niz 1 ml, co oznacza, ze nie wiecej niz
0,5 % kwasu mlekowego zostato oddestylowane.

4. WYKONANIE OZNACZANIA

Usuwanie dwutlenku wegla

Przed przystgpieniem do oznaczenia z prébki usu-
wa sie dwutlenek wegla w nastepujacy sposoéb: do kol-
by prézniowej odmierza sie okoto 50 ml wina i wtgcza
pompke wodng na jedng do dwdch minut, stale wstrza-
sajac.
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Destylacja z uzyciem pary wodnej

20 ml wina pozbawionego dwutlenku wegla od-
mierza sie do kolby zestawu destylacyjnego, dodaje
okoto 0,5 g kwasu winowego i przeprowadza destyla-
cje. Zbiera sie co najmniej 250 ml destylatu.

Miareczkowanie

Destylat miareczkuje sie roztworem wodorotlenku
sodu, wobec dwdch kropli fenoloftaleiny jako wskazni-
ka. Miareczkowanie konczy sie w chwili pojawienia sie
rozowej barwy roztworu niezanikajacej w ciggu 30 se-
kund.

Wprowadzenie poprawki na dwutlenek siarki

Destylat bezposrednio po zmiareczkowaniu zakwa-
sza sie czterema kroplami kwasu solnego. Nastepnie
dodaje sie 2 ml roztworu skrobi i kilka krysztatow jod-
ku potasu. Roztwor miareczkuje sie za pomoca roztwo-
ru jodu do niebieskiego zabarwienia. Zuzyta ilo$¢ jodu
odpowiada zawartosci wolnego dwutlenku siarki w de-
stylacie. Nastepnie dodaje sie nasycony roztwoér hep-
taoksotetraboranu sodu do uzyskania barwy rézowej
i miareczkuje zwigzany dwutlenek siarki za pomoca
roztworu jodu.

5. OBLICZANIE WYNIKU

1) kwasowosé lotna (A), wyrazana w miligramorow-
nowaznikach na litr z doktadnoscia do jednego miej-
sca po przecinku, wynosi: A=5(n-0,1n"-0,05n");

2) kwasowos$é lotna (Al), wyrazana w g kwasu octo-
wego na litr z doktadnoscia do dwdch miejsc po
przecinku, wynosi: Al = 0,300 (n - 0,1 n" = 0,05 n""),

gdzie:

n — oznacza objetos$é zuzytego wodorotlenku sodu,

n' — oznacza objetos$é jodu zuzytego do miareczko-
wania wolnego dwutlenku siarki,

n''— oznacza objetos¢ jodu zuzytego do miareczko-

wania zwigzanego dwutlenku siarki.

Jesli wino zawiera kwas sorbowy, kwasowos$¢ po-
chodzaca z kwasu sorbowego odejmuje sie od ozna-
czonej kwasowosci lotnej, przy zatozeniu, ze 100 mg
kwasu sorbowego odpowiada kwasowosci 0,89 mili-
rownowaznika/l lub 0,053 g/l kwasu octowego oraz gdy
jest znana zawartos¢ kwasu sorbowego w mg/ml.

6. POWTARZALNOSC METODY

Powtarzalnosé jest to wartos$é, od ktérej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartosé¢ bezwzgledna
réoznicy pomiedzy dwoma wynikami pojedynczego
oznaczania, uzyskanymi na tej samej probce, w tych
samych warunkach — ta sama osoba wykonujaca, ten
sam aparat, to samo laboratorium i w krotkim odstepie
czasowym.

W przypadku oznaczania kwasowosci lotnej powta-
rzalnos¢ (r) wynosi:

1) r = 0,7 miligramoréwnowaznika/litr;

2) r = 0,04 g kwasu octowego/litr.

7. ODTWARZALNOSC METODY

Odtwarzalno$é jest to warto$é¢, od ktérej jest
mniejsza, z prawdopodobienstwem, warto$¢ bez-
wzgledna réznicy pomiedzy dwoma wynikami poje-
dynczego oznaczania, uzyskanymi na tej samej prob-
ce, w réoznych warunkach — rézne osoby wykonujace,
réozne aparaty lub rézne laboratoria, lub w réznym cza-
sie.

W przypadku oznaczania kwasowosci lotnej odtwa-
rzalnosé (R) wynosi:

1) R = 1,3 miligramoréwnowaznika/litr;

2) R = 0,08 g kwasu octowego/litr.

8. OZNACZANIE KWASU SALICYLOWEGO PRZECHO-
DZACEGO DO DESTYLATU OTRZYMYWANEGO
PRZY OZNACZANIU KWASOWOSCI LOTNEJ

Po oznaczeniu kwasowosci lotnej i wprowadzeniu
poprawki na zawarto$¢ dwutlenku siarki nalezy stwier-
dzi¢ obecnos$¢ kwasu salicylowego, po zakwaszeniu,
przez fioletowe zabarwienie pojawiajace sie po doda-
niu soli zelaza (ll1).

Oznaczanie kwasu salicylowego przechodzacego
do destylatu wraz z kwasami lotnymi wykonuje sie w
drugim destylacie, przy czym uzywa sie tej samej ob-
jetosci destylatu, jaka wykorzystano do oznaczania
kwasowosci lotnej. Kwas salicylowy oznacza sie kolo-
rymetryczng metodag poréwnawcza. Oznaczong zawar-
tos¢ kwasu salicylowego odejmuje sie od kwasowosci
lotnej oznaczonej w destylacie uzyskanym w wyniku
pierwszej destylacji.

Odczynniki:

1) kwas chlorowodorowy (HCI) (o ggstosci p,; = 1,18
do 1,19 g/l);

2) 0,1-molowy roztwor tiosiarczanu sodu (Na,S,0; - 5H,0);

3) 10 % (m/v) roztwér siarczanu zelazo-amonowego
(Fe,(SO,); - (NH,),SO, - 24H,0);

4) 0,01-molowy roztwér salicylanu sodowego;

5) roztwor salicylanu sodowego (NaC;H;0,) o steze-
niu 1,60 g/I.

Wykonanie oznaczania:

1) wykrywanie obecnosci kwasu salicylowego w desty-
lacie wykorzystanym przy oznaczaniu kwasowosci
lotnej. Natychmiast po oznaczeniu kwasowosci lot-
nej i wprowadzeniu poprawki na zawarto$é¢ wolnego
i zwigzanego dwutlenku siarki do kolby stozkowej od-
mierza sie 0,5 ml kwasu solnego, 3 ml roztworu tio-
siarczanu sodu i 1 ml roztworu siarczanu zelazo-amo-
nowego. Uzyskanie barwy fioletowej $wiadczy
0 obecnosci w probce kwasu salicylowego;

2) oznaczanie zawartosci kwasu salicylowego. Na
kolbie stozkowej, wykorzystanej przy wykrywaniu
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obecnosci kwasu salicylowego, zaznacza sie kre-
ska objetos¢ destylatu, nastepnie kolbe opréznia
sie i przeptukuje. Przeprowadza sie destylacje z pa-
ra wodng drugiej prébki wina o objetosci 20 ml,
zbierajac destylat do kolby stozkowej. Nastepnie
dodaje sie 0,3 ml czystego kwasu solnego i 1 ml
roztworu siarczanu zelazowo-amonowego. Zawar-
tosé kolby zabarwi sie na fioletowo. Do kolby stoz-
kowej, identycznej jak ww. kolba z zaznaczong kre-
ska, nalewa sie wody destylowanej w ilosci rownej
ilosci destylatu, a nastepnie dodaje 0,3 ml czyste-

go kwasu solnego i 1 ml roztworu siarczanu zela-
zo-amonowego. Za pomoca biurety wprowadza
sie roztwor salicylanu sodowego do uzyskania bar-
wy fioletowej o natezeniu odpowiadajgcym barwie
roztworu w kolbie zawierajgcej destylat wina;

3) wprowadzanie poprawki do kwasowosci lotnej. Od
objetosci n ml roztworu wodorotlenku sodu, zuzy-
tego do miareczkowania kwasow w destylacie
podczas oznaczania kwasowosci lotnej, odjaé ob-
jetosé 0,1 x n"”’, gdzie n'’ oznacza objetos¢ w ml
roztworu dodanego z biurety.

Zatacznik nr 15

OZNACZANIE KWASOWOSCI ZWIAZANEJ

Kwasowos$¢ zwigzang oblicza sie z réznicy miedzy
kwasowoscia catkowitg a kwasowoscia lotna.

Kwasowo$¢ zwigzang wyraza sie w miligramorow-
nowaznikach na litr lub w g kwasu winowego na litr.

Zatacznik nr 16

OZNACZANIE ZAWARTOSCI KWASU WINOWEGO

Kwas winowy wytrgcany w postaci (£)winianu
wapnia oznacza sie grawimetrycznie. Dopuszczalne
jest uzupetnienie tego oznaczania przy uzyciu dodatko-
wo metody miareczkowej. Podczas wytrgcania nalezy
zapewnié, aby takie warunki, jak: pH, catkowita obje-
tos¢ roztworu zuzytego do wytracania, stezenie jonéw
wytracajacych byty takie same i aby nastgpito catkowi-
te wytracenie (+£)winianu wapnia oraz pozostanie
w roztworze D(-)winianu wapnia. Jezeli do wina doda-
no kwas mezowinowy, ktéry powoduje niecatkowite
wytragcanie (x)winianu wapnia, przed oznaczaniem
przeprowadza sie hydrolize kwasu.

1. METODA GRAWIMETRYCZNA

Odczynniki:

1) roztwadr octanu wapnia o stezeniu 10 g wapnia w li-
trze, ktéry sporzadza sie z: 25 g weglanu wapnia
(CaCO,;), 40 ml lodowatego kwasu octowego
(CH;COOH) o gestosci p,, = 1,05 g/ml i wody w ilo-
$ci potrzebnej do sporzadzenia 1 litra roztworu;
(+)winian wapnia, krystaliczny: CaC,0O4H, x 4H,0.
Roztwér sporzadza sie w nastepujgcy sposob: do
zlewki na 400 ml odmierza sie 20 ml roztworu kwa-
su L(+)winowego (5 g/l), dodaje sie 20 ml roztworu
D(-)winianu amonu (6,126 g/I) i 6 ml roztworu octa-
nu wapnia zawierajacego 10 g wapnia w litrze. Ca-
to$é pozostawia sie na dwie godziny w celu wytra-
cenia winianu wapnia. Osad zbiera sie na tyglu ze
spiekiem szklanym nr 4 i przemywa trzy razy okoto
30 ml wody destylowanej. Nastepnie osad suszy

sie do statej masy w suszarce w temperaturze
70 °C. Uzywajac wyzej wskazanych ilosci odczyn-
nikow, uzyskuje sie okoto 340 mg krystalicznego
(x)winianu wapnia. Tak przygotowany winian wap-
nia przechowuje sie w zakorkowanej butelce;

2) roztwdr wytracajacy o pH 4,75 sporzadzony w na-
stepujacy sposob: 122 mg kwasu D(-)winowego
rozpuszcza sie w wodzie w ilosci niezbednej do
otrzymania okoto 900 ml roztworu, dodajac 0,3 ml
25 % obj. roztworu wodorotlenku amonu (o gesto-
§ci p,yy = 0,97 g/ml). Nastgpnie dodaje si¢ 8,8 ml
roztworu octanu wapnia, uzupetnia woda do 1 litra
i sprowadza pH do 4,75 za pomoca kwasu octowe-
go. Z uwagi na to, ze (x)winian wapnia jest trudno
rozpuszczalny w takim roztworze, nalezy doda¢é
5 ml (+x)winianu wapnia na litr, a nastepnie po
12-godzinnym mieszaniu uzyskany roztwor prze-
sgcza sie.

Wykonanie oznaczania:

1) wino bez dodatku kwasu mezowinowego — do
zlewki na 600 ml odmierza sie 500 ml roztworu
strgcajgcego i 10 ml wina. Cato$¢ miesza sie i za-
poczatkowuje wytrgcanie winianu wapnia przez
pocieranie $cianek naczynia korncem szklanej ba-
gietki. Ciecz pozostawia sie w zlewce do wytrace-
nia na okres 12 godzin. Nastepnie ciecz wraz z osa-
dem przesacza sie przez zwazony tygiel ze spie-
kiem szklanym nr 4, umieszczony na czystej kolbie
prozniowej. W celu przeniesienia catosci osadu ty-
giel poptukuje sie uzyskanym przesaczem, czyli
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tym, w ktérym zachodzito wytrgcanie winianu.
Uzyskany osad suszy sie do statej masy w suszar-
ce w temperaturze 70 °C i nastepnie wazy;

wino, do ktérego dodano kwas mezowinowy lub
istnieje przypuszczenie, ze dodano do niego kwas
mezowinowy — wymaga sie, na wstepie, przepro-
wadzenia hydrolizy tego kwasu. Hydrolize wyko-
nuje sie, odmierzajac do kolby stozkowej o pojem-
nosci 50 ml— 10 ml wina i 0,4 ml lodowatego kwa-
su octowego. Na kolbie zamocowuje sie chtodnice
zwrotng, a zawartos¢ kolby gotuje sie przez 30 mi-
nut. Po ostygnieciu przenosi sie roztwér do zlewki
o pojemnosci 600 ml. Kolbe przemywa sie¢ dwu-
krotnie za pomoca 5 ml wody.

Obliczong zawarto$¢ kwasu mezowinowego
uwzglednia sie w kohcowym wyniku oznaczenia ja-
ko kwas winowy.

Obliczanie wyniku oznaczania:

Jedna czasteczka (+)winianu wapnia odpowiada

potowie czgsteczki kwasu L(+)-winowego w winie.

1)

ilos¢ kwasu winowego na litr wina, wyrazana w mi-
ligramorodwnowaznikach kwasu winowego, wyno-
si: 384,5 x p,

gdzie p oznacza mase otrzymanego krystalicznego
(x)winianu wapnia.

Wartos$é ta podawana jest z doktadnoscia do jedne-
go miejsca po przecinku;

2) ilos¢ kwasu winowego na litr wina, wyrazana

w gramach kwasu winowego, wynosi: 28,84 x p,
gdzie p oznacza mase otrzymanego krystalicznego
(x)winianu wapnia.

Wartos$¢ ta podawana jest z doktadnoscia do jedne-
go miejsca po przecinku;

3) ilos¢ kwasu winowego na litr wina, wyrazana

w gramach soli potasowej kwasu winowego, wy-
nosi: 36,15 x p,

gdzie p oznacza mase otrzymanego krystalicznego
(x)winianu wapnia.

Wartos$¢ ta podawana jest z doktadnosciag do jedne-
go miejsca po przecinku.

2. POROWNAWCZA ANALIZA MIARECZKOWA

Odczynniki:

1) kwas chlorowodorowy (HCI) (1:5 v/v) (o gestosci

Py = 1,18 do 1,19 g/ml);

2) 0,05-molowy roztwér EDTA, sporzadzony z 18,61 g

3)

4)

EDTA [s6l dwusodowa kwasu etylenodwuami-
noczterooctowego (C,,H,;,N,0OgNa, - 2H,0)] i wody
destylowanej w ilosci potrzebnej do otrzymania
1000 ml roztworu;

40 % (m/v) roztwor wodorotlenku sodu, sporzadzo-
ny z: 40 g wodorotlenku sodu (NaOH) i wody de-
stylowanej w ilosci potrzebnej do otrzymania
1000 ml roztworu;

wskaznik kompleksometryczny 1 % wagowo spo-
rzgdzony z 1 g kwasu 2-hydroksy-1-(2-hydroksy-
-4-sulfo-1-naftylazo)-3-naftoesowego
(Cy,H,4N,;,0,S-3H,0)i 100 g bezwodnego siarcza-
nu sodu (Na,SO,).

Wykonanie oznaczania:

Uprzednio zwazony tygiel ze spiekiem szklanym za-

wierajacy osad (x)winianu wapnia umieszcza sie na
kolbie prézniowej. Osad rozpuszcza sie w 10 ml roz-
cienczonego kwasu solnego. Nastepnie tygiel przemy-
wa sie 50 ml wody destylowanej. Po przemyciu osadu
dodaje sie do tygla 5 ml roztworu wodorotlenku sodu
i okoto 30 mg wskaznika. Cato$¢é miareczkuje sie roz-
tworem EDTA.

Obliczanie wyniku oznaczania:

1) zawartosé kwasu winowego w litrze wina, wyraza-

2

3

~

-~

na w miligramoréwnowaznikach/l z doktadnoscia
do jednego miejsca po przecinku, oblicza sie przez
pomnozenie przez 5 ilosci ml EDTA zuzytych do
miareczkowania;

ilos¢ kwasu winowego na litr wina, wyrazana
w g kwasu winowego, réwna sie: 0,375 x n, gdzie
n oznacza ilos¢ ml EDTA zuzytych do miareczko-
wania.

Warto$¢ ta jest podawana z doktadnoscia do jedne-
go miejsca po przecinku;

ilos¢ kwasu winowego na litr wina, wyrazana
w g winianu potasowego, réwna sie: 0,470 x n,
gdzie n oznacza ilos¢ ml EDTA zuzytych do miarecz-
kowania.

Wartos$¢ ta jest podawana z doktadnoscia do jedne-
go miejsca po przecinku.
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Zatacznik nr 17

OZNACZANIE ZAWARTOSCI KWASU CYTRYNOWEGO

Metoda jest oparta na enzymatycznej przemianie
kwasu cytrynowego (cytrynianu) w oksalooctan i octan
w reakcji katalizowanej przez liaze cytrynianowa (CL)

. CL .
cytrynian «<—— szczawiooctan + octan

Oksalooctan ulega samorzutnej dekarboksylacji do
pirogronianu.

W obecnosci dehydrogenazy jabtczanowej (MDH)
i dehydrogenazy mleczanowej (LDH) szczawiooctan
i pirogronian sg redukowane do L-jabtczanu i L-mlecza-
nu przez zredukowany dwunukleotyd nikotynamido-
adeninowy (NADH).

MDH
szczawiooctan + NADH + H* «<—— L-jabtczan + NAD*

LDH
pirogronian + NADH + H* «—— L-mleczan + NAD*

llos¢ NADH utlenionego do NAD* w powyzszej re-
akcji jest proporcjonalna do ilosci cytrynianu w préob-
ce. llosé utlenionego NADH jest oznaczana przez po-
miar spadku absorbancji przy dtugosci fali 340 nm.

1. ODCZYNNIKI

1) Roztwdr 1 — roztwér buforowy o pH 7,8 (0,51-mo-
lowy roztwor glicyloglicyny; pH 7,8; Zn2*) (okoto
6 x 103 M). Roztwor sporzadza sie w nastepujacy
sposob: 7,13 g glicyloglicyny rozpuszcza sie w oko-
to 70 ml wody redestylowanej, nastepnie sprowa-
dza pH do 7,8 za pomoca okoto 13 ml 5-molowego
roztworu wodorotlenku sodu, dodaje 10 ml roz-
tworu chlorku cynku (ZnCl,, 80 mg w 100 ml H,0)
i uzupetnia do 100 ml woda redestylowang;

2) Roztwor 2 — roztwér zredukowanego dwunukle-
otydu nikotynamidoadeninowego (NADH) (okoto
6 x 103 M). Roztwor sporzadza sie w nastepujacy
sposob: 30 mg NADH i 60 mg NaHCO, rozpuszcza
sie w 6 ml wody redestylowanej;

3) Roztwdr 3 — roztwér dehydrogenazy jabtczanowej
i dehydrogenazy mleczanowej (MDH/LDH 0,5 mg
MDH/mI, 2,5 mg LDH/ml). Roztwor sporzadza sie
w nastepujacy sposob: 0,1 ml roztworu MDH (5 mg
MDH/mI) miesza sie z 0,4 ml roztworu siarczanu
amonu (3,2-molowego) i 0,5 ml LDH (5 mg/ml). Za-
wiesina ta jest trwata w temperaturze 4 °C przez co
najmniej rok od dnia sporzadzenia;

4) Roztwér 4 — liaza cytrynianowa (CL, 5 mg biat-
ka/ml) sporzadzona w nastepujacy sposéb: 168 mg
liofilizatu rozpuszcza sie w 1 ml wody lodowe,j.
Roztwor ten jest trwaty w temperaturze 4 °C przez
co najmniej tydzien i przez co najmniej cztery tygo-
dnie w stanie zamrozenia od dnia sporzadzenia.
Przed wykonaniem oznaczania sprawdza sie ak-
tywnosé enzymow;

5) poliwinylopolipirolidyna (PVPP).

2. APARATURA | SPRZET

1) spektrofotometr umozliwiajgcy pomiar przy dtugo-
$ci fali 340 nm, przy ktérej NADH wykazuje maksi-
mum absorpcji. Jezeli spektrofotometr taki nie jest
dostepny, mozna uzyé spektrofotometru o zrédle
widma nieciggtego, umozliwiajagcego pomiar przy
334 lub 365 nm. Poniewaz w oznaczeniu wykorzy-
stuje sie wartosé bezwzgledng absorbanc;ji (nie wy-
korzystuje sie krzywych wzorcowych, natomiast
przeprowadza sie kalibracje, uwzgledniajgc wspot-
czynnik ekstynkcji NADH), nalezy sprawdzi¢ skale
dfugosci fali i absorbancje widmowa aparatu;

2) kuwety szklane o dtugosci drogi optycznej 1 cm lub
kuwety jednorazowego uzytku;

3) mikropipety do odmierzania objetosci w zakresie
od 0,02 do 2 ml.

3. PRZYGOTOWANIE PROBKI

1) o ile zawarto$¢ kwasu cytrynowego wynosi poni-
zej 400 mg/l — oznaczanie cytrynianu przeprowa-
dza sie zwykle bezposrednio, bez uprzedniego usu-
wania zwigzkéw dajacych zabarwienie i bez roz-
cienczania;

2) jesli zawartos$é kwasu cytrynowego jest rowna lub
wyzsza niz 400 mg/l, wino rozciehcza sie do uzyska-
nia zawartosci cytrynianu od 20 do 400 mg/l (za-
wartosé cytrynianu w badanej probce wynosi od
5 do 80 pg);

3) w przypadku win czerwonych bogatych w zwiagzki
fenolowe wytraca sie je za pomoca PVPP, postepu-
jac w nastepujacy sposob: z okoto 0,2 g PVPP wy-
twarza sie zawiesine w wodzie, ktdrg nastepnie od-
stawia sie na 15 minut, po czym przesacza przez sg-
czek karbowany. Wilgotng PVPP wybrana z saczka
za pomocg topatki dodaje sie do kolby stozkowej
na 50 ml zawierajgcej 10 ml wina. Catos$¢ wytrzgsa
sie przez dwie do trzech minut i przesacza.

4. WYKONANIE OZNACZANIA

Za pomoca spektrofotometru z dtugoscia fali usta-
wiong na 340 nm oznacza sie absorbancje przy uzyciu
1 cm kuwet i w stosunku do powietrza jako wzorca o ze-
rowej absorbancji (probka odniesienia), czyli bez kuwe-
ty w drodze optycznej. W 1 cm kuwetach umieszcza sie:

Kuweta Kuweta
odniesienia z badang probka
(préba slepa)
(ml) (ml)
Roztwor 1 — 1,00 1,00
Roztwor 2 —0,10 0,10
Badana prébka —_ — 0,20
Woda redestylowana — 2,00 1,80
Roztwor 3 — 0,02 0,02
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Catos$é miesza sie i po okoto 5 minutach odczytuje
absorbancje roztworu odniesienia i roztworu badanej
probki (A,).

Po odczytaniu absorbancji dodaje sie Roztworu 4
w ilosci 0,02 ml do kuwety odniesienia oraz 0,02 ml do
kuwety z badang probka.

Nastepnie miesza sie, pozostawia do zakohczenia
reakcji (okoto 5 minut) i odczytuje absorbancje roztwo-
ru odniesienia i roztworu badanej prébki (A,).

Z uwagi na to, ze czas niezbedny do catkowitego
przebiegu reakcji enzymatycznej moze by¢ rézny dla
kolejnych serii oznaczen, podany czas nalezy traktowaé
jedynie jako orientacyjny czas trwania reakcji. W zwiagz-
ku z tym oznacza sie czas dla kazdej z serii.

5. WYRAZANIE WYNIKU

Zawarto$¢ kwasu cytrynowego podaje
w mg/l w zaokragleniu do liczby catkowitej.

sie

Ogolny wzoér obliczania zawartosci kwasu cytryno-
wego w mg/l jest nastepujacy:

C= —V xM x AA,
exdxv
gdzie:
— oznacza objetosé badanego roztworu w ml,
v — oznacza objetosé badanej prébki w ml,
M — oznacza mase czgsteczkowg oznaczanej substancji,
d — oznacza dtugosé drogi optycznej kuwety w cm,
¢ — oznacza wspoiczynnik absorbancji NADH (przy
340nme=6,3"1x1xcm™),
AA — oznacza réznice (A, — A1)|Drébki —(A, _A1)préby Slepej

Wykorzystujgc powyzsze dane, otrzymuje sie:

C =479 x AA.

Jezeli prébka zostata rozcienczona w trakcie przy-
gotowywania, wynik nalezy pomnozy¢ przez wspot-
czynnik rozcienczenia:

1) przy 334 nm — C = 488 x AA
(=6,2 mmol~'x 1 xcm™);

2) przy 365 nm — C = 887 x AA
(=3, 4mmol’x 1xcm™).

6. POWTARZALNOSC METODY

Powtarzalnos$¢ jest to wartosé, od ktdrej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w tym samym laboratorium, przez
tego samego analityka, z uzyciem tego samego sprze-
tu, w krotkim odstepie czasu.

W przypadku oznaczania kwasu cytrynowego po-
wtarzalnos$é (r) wynosi:

1) przy zawartosci kwasu cytrynowego ponizej
400 mg/l: r = 14 mg/l;

2) przy zawartosci kwasu cytrynowego powyzej
400 mg/l: r = 28 mg/I.

7. ODTWARZALNOSC METODY

Odtwarzalnosé jest to wartosé, od ktorej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w réznych laboratoriach, przez
réznych analitykéw, z uzyciem réznego sprzetu.

W przypadku oznaczania kwasu cytrynowego od-
twarzalnos$¢ (R) wynosi:

1) przy zawartos$ci kwasu cytrynowego ponizej
400 mg/l: R = 39 mg/l;

2) przy zawartosci kwasu cytrynowego powyzej
400 mg/l: R = 65 mg/I.
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Zatacznik nr 18

OZNACZANIE ZAWARTOSCI KWASU MLEKOWEGO

Cata ilo$é kwasu mlekowego (L-mleczan i D-mle-
czan) jest utleniana przez dwunukleotyd nikotynami-
doadeninowy (NAD) do pirogronianu w reakgcji katali-
zowanej przez dehydrogenaze L-mleczanowg (L-LDH)
i dehydrogenaze D-mleczanowg (D-LDH).

Réwnowaga tej reakcji jest zwykle przesunieta
w strone mleczanu. Usuwanie pirogronianu z miesza-

L-LDH

niny reakcyjnej przesuwa réwnowage reakcji w strone
tworzenia pirogronianu.

W obecnosci L-glutominianu pirogronian przecho-
dzi w L-alanine w reakcji katalizowanej przez transami-
naze glutaminowo-pirogronianowa (GPT). Nastepuje
to wedtug reakcji:

(1) L-mleczan + NAD «<—— pirogronian + NADH+ H* lub

D-LDH

(2) D-mleczan + NAD «———— pirogronian + NADH + H*, lub

GPT
(3) Pirogronian + L-glutaminian «—— L-alanina + a-ketoglutaran.

llosé powstajgcego NADH, mierzona przez wzrost absorbancji przy dtugosci fali 340 nm, jest proporcjonal-

na do ilosci mleczanu obecnego w proébce.

Mozliwe jest wykonanie oznaczania kwasu L-mlekowego niezaleznie przy wykorzystaniu reakcji (1) i (3),
a kwasu D-mlekowego analogicznie za pomoca reakcji (2) i (3).

1. ODCZYNNIKI

1) Roztwoér 1 — roztwér buforowy, pH 10 (0,6 mo-
la/l glicyloglicyny; 0,1 mola/l L-glutaminianu). Roz-
twor sporzadza sie w nastepujagcy sposéb —
4,75 g glicyloglicyny i 0,88 g kwasu L-glutamino-
wego rozpuszcza sie w okoto 50 ml wody redesty-
lowanej, sprowadza sie pH do 10 za pomoca kilku
mililitrow 10-molowego roztworu wodorotlenku
sodu i uzupetnia do 60 ml wodga redestylowana.
Roztwor ten jest trwaty przez co najmniej 12 mie-
siecy w temperaturze 4 °C;

2) Roztwor 2 —roztwdr dwunukleotydu nikotynamido-
adeninowego (NAD), o stezeniu okoto 40x 1073 mola.
Roztwoér sporzadza sie w nastepujacy sposdb —
900 mg NAD rozpuszcza sie w 30 ml wody redesty-
lowanej. Roztwor ten jest trwaty przez co najmniej
4 tygodnie w temperaturze 4 °C;

3) Roztwér 3 — zawiesina transaminazy glutamino-
wo-pirogronianowej (GPT), 20 mg/l. Zawiesina ta
jest trwata przez co najmniej rok w temperatu-
rze 4 °C;

4) Roztwor 4 — zawiesina dehydrogenazy L-mlecza-
nowej (L-LDH), 5 mg/ml. Zawiesina ta jest trwata
przez co najmniej rok w temperaturze 4 °C;

5) Roztwdr 5 — zawiesina dehydrogenazy D-mlecza-
nowej (D-LDH), 5 mg/ml. Zawiesina ta jest trwata
przez co najmniej rok w temperaturze 4 °C.

Zaleca sie sprawdzenie aktywnosSci
przed wykonaniem oznaczania.

enzymow

2. APARATURA | SPRZET

1) spektrofotometr umozliwiajagcy pomiar przy dfu-
gosci fali 340 nm, przy ktérej NADH wykazuje mak-
simum absorpcji. Dopuszcza sie takze uzycie spek-
trofotometru o zrédle widma nieciggtego, umozli-
wiajgcego pomiar przy 334 lub 365 nm;

2) kuwety szklane o dtugosci drogi optycznej 1 cm lub
kuwety jednorazowego uzytku;

3) mikropipety do odmierzania objetosci w zakresie
od 0,02 do 2 ml.

3. PRZYGOTOWANIE PROBKI

Zasada przygotowania probki jest nastepujaca:

1) gdy zawartos¢ kwasu mlekowego wynosi ponizej
100 mg/l. Oznaczanie kwasu mlekowego przepro-
wadza sie dla wina, bez uprzedniego usuwania
zwigzkow barwnych oraz bez rozcienczania;

2) gdy zawartos¢ kwasu mlekowego jest zawarta po-
miedzy:

a) 100 mg/l a 1 g/l — wino rozciencza sie woda re-
destylowang w stosunku 1:10,

b) 19/l a2,5 g/l —wino rozciencza sie woda rede-
stylowang w stosunku 1:25,

c) 2,5 g/l ab g/l —wino rozciencza sie woda rede-
stylowanag w stosunku 1:50.

Z uwagi na mozliwosé wprowadzenia kwasu L-mle-
kowego, ktérego obecnos¢ spowoduje uzyskanie bted-
nego wyniku, jest zabronione dotykanie palcami jakiej-
kolwiek z tych czesci uzywanego szkta, ktére moga
miec¢ kontakt z mieszaning reakcyjna.

4. WYKONANIE OZNACZANIA
Oznaczanie kwasu mlekowego ogétem

Po sprawdzeniu, czy temperatura roztworu buforo-
wego przed przystgpieniem do oznaczania miesci sie
w granicach od 20 do 25 °C, ustawia sie dtugosé fali
w spektrofotometrze na 340 nm. Do oznaczania absor-
bancji stosuje sie kuwety o difugosci drogi optycz-
nej 1 cm.
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W kuwetach umieszcza sie: ¢ — oOznacza wspoiczynnik  absorpgcji NADH
Kuweta Kuweta (w 340 nm, £ = 6,3 mmol~' x cm™),
odniesienia z badana prébka AA = (A2 - A1)prébki_ (AZ _,A1)préby élepejw prZVpade
(proba slepa) kwasu mlekowego ogotem,
(ml) (ml) AA = |(<A2 — Alxj)prléblléi — (A — A roby stepej W Przypadku
Roztwor 1 — 1,00 1,00 wasu L-miekowego,
X ! ! AA = (A3 —As) ook — (A3 —A%) sy slenei W Przypadku
Roztwér 2 —0,20 0,20 kwasu D—Fr;cI)eklowego. proby siepel
Woda redestylowana — 1,00 0,80
Roztwér 3 — 0,02 0,02 Zawartos¢ kwasu mlekowego ogdétem i kwasu
Badana probka _ 020 D-mlekowego oblicza sie¢ wedtug wzoru:

Zawarto$é kuwet miesza sie mieszadtem szklanym
lub pretem z materiatu syntetycznego ze sptaszczonym
koncem. Nastepnie po okoto 5 minutach mierzy sie ab-
sorbancje roztworéw w kuwecie z probka odniesienia
oraz w kuwecie z badana probka (A,).

Po zmierzeniu absorbancji do kuwety odniesienia
oraz kuwety z badang prébka dodaje sie 0,02 ml Roz-
tworu 4 oraz 0,05 ml Roztworu 5. Nastepnie doktadnie
miesza sig, pozostawia do zakohczenia reakcji (na oko-
to 30 minut) i mierzy absorbancje roztworéw w kuwe-
tach z probka odniesienia i z badang probka (A,).

Oznaczanie kwasu L-mlekowego i D-mlekowego

Mozliwe jest niezalezne prowadzenie oznaczania
kwasu L-mlekowego i D-mlekowego przy zastosowa-
niu metody oznaczania kwasu mlekowego ogotem do
momentu wyznaczenia wartosci A,. Przy czym po
zmierzeniu absorbancji A; dodaje si¢ po 0,02 ml Roz-
tworu 4, nastepnie doktadnie miesza sie i pozostawia
substancje do zakonczenia reakcji. Czas ten wynosi
okoto 20 minut. Nastepnie mierzy sie absorbancje
w kuwetach zawierajgcych probke odniesienia i prob-
ke badang (A,). Po dokonaniu pomiaru absorbancji A,
dodaje sie 0,02 ml Roztworu 5, doktadnie miesza sig,
ponownie pozostawia sie substancje do zakonczenia
reakcji. Czas ten wynosi okoto 30 minut. Nastepnie
mierzy sie absorbancje w kuwetach zawierajgcych
probke odniesienia i probke badang (A,).

Z uwagi na to, ze czas trwania reakcji enzymatycz-
nej moze roznié sie dla kolejnych serii oznaczan, poda-
ne czasy trwania reakcji sg przyktadowe. Zaleca sie
oznaczanie faktycznego czasu dla kazdej z serii. Przy
oznaczaniu wytgcznie kwasu L-mlekowego czas inku-
bacji mozna skrdéci¢é do 10 minut.

5. WYRAZANIE WYNIKU

Zawarto$¢ kwasu mlekowego podaje sie w g/,
z doktadnoscia do jednego miejsca po przecinku. Obli-
czanie zawartosci kwasu mlekowego wykonuje sie we-
dtug wzoru:

VxM

exdxvx1000
gdzie:
V — oznacza objeto$¢ badanego roztworu w ml
(V. = 224 ml dla kwasu L-mlekowego,

V = 2,29 dla kwasu D-mlekowego i kwasu mleko-
wego ogdétem),
v — oznacza objeto$é¢ badanej préobki w ml,
M — oznacza mase czgsteczkowg oznaczanej substancji,
d — oznacza dtugosé drogi optycznej kuwety w cm,

C=0,164 x AA

Jezeli probka zostata rozciehczona w trakcie przygoto-
wania do oznaczania, wynik nalezy pomnozyé przez
wspotczynnik rozcienczenia.

Pomiar w 334 nm: C = 0,167 x AA (¢ = 6,2 mmol~1 x 1
x cm™1)

Pomiar w 365 nm: C = 0,303 x AA (¢ = 3,4 mmol~! x 1
x cm™1)

Zawarto$é¢ kwasu mlekowego i kwasu L-mlekowe-
go oblicza sie wedtug wzoru:

C=0,160 x AA

Jezeli prébka zostata rozcienczona w trakcie przy-
gotowania do oznaczania, wynik nalezy pomnozyé
przez wspoétczynnik rozcienczenia.

Pomiar w 334 nm: C = 0,163 x AA (¢ = 6,2 mmol~! x 1
x cm1)

Pomiar w 365 nm: C = 0,297 x AA (¢ = 3,4 mmol" x 1
x cm™1)

6. POWTARZALNOSC METODY

Powtarzalnosé jest to wartosé, od ktdrej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej préobki, w tym samym laboratorium, przez
tego samego analityka, z uzyciem tego samego sprze-
tu, w krotkim odstepie czasu.

W przypadku oznaczania kwasu mlekowego po-
wtarzalnos$¢ (r) wynosi:

r=0,02 + 0,07 x; g/l

X; — oznacza zawarto$¢ kwasu mlekowego w probce
w g/l.

7. ODTWARZALNOSC METODY

Odtwarzalnos¢ jest to wartosé, od ktorej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w réznych laboratoriach, przez
réznych analitykéw, z uzyciem réznego sprzetu.

W przypadku oznaczania kwasu mlekowego od-
twarzalnos$¢ (R) wynosi:
R=0,05+0,125 x; g/l

X;— oznacza zawarto$¢ kwasu mlekowego w probce
w g/l.
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Zatacznik nr 19

OZNACZANIE ZAWARTOSCI KWASU L-JABLKOWEGO

Kwas L-jabtkowy (L-jabtczan) jest utleniany przez
dwunukleotyd nikotynamidoadeninowy (NAD) do
szczawiooctanu w reakcji katalizowanej przez dehydro-
genaze L-jabtczanowg (L-DH). Réwnowaga tej reakc;ji
jest zwykle wyraznie przesunieta w strone jabtczanu.
Usuwanie szczawiooctanu z mieszaniny reakcyjnej

L-MDH

przesuwa rownowage reakcji w stronge tworzenia
szczawiooctanu. W obecnosci L-glutaminianu szcza-
wiooctan przechodzi w L-asparaginian w reakcji katali-
zowanej przez transaminaze glutaminianowo-szcza-
wiooctanowg (GOT):

(1) L-jabtczan + NAD «<————— szczawiooctan + NADH + H* lub

. .. GOT .
(2) szczawiooctan + L-glutaminian ? L-asparaginian + a-ketoglutaran.

llo$¢ powstajacego NADH, mierzona przez wzrost absorbancji przy diugosci fali 340 nm, jest proporcjonal-

na do ilosci L-jabtczanu obecnego w prébce.

1. ODCZYNNIKI

1) Roztwdr 1 — roztwér buforowy, pH 10 (glicylogil-
cyna 0,6 M; L-glutaminian 0,1-molowy) sporzadza
sie w nastepujacy sposéb — 4,75 g glicyloglicyny
i 0,88 g kwasu L-glutaminowego rozpuszcza sie
w okoto 50 ml wody redestylowanej, nastepnie
sprowadza sie pH do 10 za pomoca okoto 4,6 ml
dziesieciomolowego wodorotlenku sodu i uzupet-
nia do 60 ml woda redestylowang. Roztwor ten jest
trwaty przez co najmniej 12 tygodni w temperatu-
rze 4 °C;

2) Roztwor 2 — roztwér dwunukleotydu nikotynami-
doadeninowego (NAD), okoto 47 x 10-3 mola, ktory
sporzadza sie w nastepujacy sposdb — 420 mg
NAD rozpuszcza sie w 12 ml wody redestylowane;.
Roztwor ten jest trwaty przez co najmniej 4 tygo-
dnie w temperaturze 4 °C;

3) Roztwor 3 — zawiesina transaminazy glutaminia-
nowo-szczawiooctanowej (GOT), 2 mg/ml;

4) Roztwor 4 — roztwor dehydrogenazy L-jabtczano-
wej (L-MDH), 5 mg/ml.

2. APARATURA | SPRZET

1) spektrofotometr umozliwiajgcy pomiar przy dtu-
gosci fali 340 nm, w ktérej NADH wykazuje maksi-
mum absorpcji albo spektrofotometr o zrédle wid-
ma nieciggtego, umozliwiajgcy pomiar przy 334
lub 365 nm;

2) kuwety szklane o dtugosci drogi optycznej 1 cm lub
kuwety jednorazowego uzytku;

3) mikropipety do odmierzania objetosci w zakresie
0,02 do 2 ml.

3. PRZYGOTOWANIE PROBKI

1) jezeli zawartosé kwasu L-jabtkowego oznaczana
przy 365 nm wynosi ponizej 350 mg/l, oznaczanie
jabtczanu przeprowadza sige zwykle bezposrednio,
bez uprzedniego usuwania zwigzkéw barwnych
i bez rozcienczania;

2) jezeli zawarto$é¢ kwasu L-jabtkowego oznaczana
przy 365 nm jest wyzsza niz 350 mg/l (zawartosé
L-jabtczanu w badanym roztworze wynosi od 3 do
35 ug), prébke rozciencza sie woda redestylowang
do uzyskania zawartosci L-jabtczanu od 30 do
350 mg/l;

3) jezeli zawartos¢ jabtczanu w winie wynosi mniej
niz 30 mg/l, objetosé¢ prébki testowej mozna zwigk-
szy¢ do 1 ml, ailos¢ dodawanej wody zmniejsza sie
w ten sposob, aby catkowita objeto$¢ roztworu
w obu kuwetach byta jednakowa.

4. WYKONANIE OZNACZANIA

Absorbancje oznacza sie za pomocga spektrofoto-
metru z dtugoscia fali ustawiong na 340 nm przy uzy-
ciu kuwet o dtugosci drogi optycznej 1 cm w stosunku
do wzorca — powietrza o zerowej absorbancji (prébka
odniesienia) bez kuwety na drodze swiatta lub w sto-
sunku do wody.

W kuwetach o dtugosci drogi optycznej 1 cm
umieszcza sie:

Kuweta Kuweta
odniesienia z badang probka
(préba slepa)
(ml) (ml)
Roztwor 1 — 1,00 1,00
Roztwér 2 — 0,10 0,10
Woda redestylowana — 1,00 0,90
Roztwér 3 — 0,01 0,01
Badana prébka —_ — 0,20

Zawartos$é kuwet miesza sie, pozostawia na okoto
3 minuty, odczytuje absorbancje roztwordow w kuwecie
z probka odniesienia i w kuwecie z badana probka (A,).

Po odczytaniu absorbancji dodaje sie Roztwor 4
w ilosci po 0,01 ml do kuwety odniesienia oraz kuwety
z badang prébka. Nastepnie miesza sie, pozostawia do
zakonhczenia reakcji (okoto 5 do 10 minut) i odczytuje
absorbancje roztworow w kuwecie z probka odniesie-
nia i w kuwecie z badang probka (A,).
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Z uwagi na to, ze czas trwania reakcji enzymatycz-
nej moze réznié sie dla kolejnych serii oznaczen, poda-
ne powyzej czasy trwania reakcji sg przyktadowe. Zale-
ca sie oznaczanie faktycznego czasu dla kazdej z serii.

5. OBLICZANIE WYNIKU OZNACZANIA

Zawarto$¢ kwasu L-jabtkowego podaje sie
w g/l z doktadnoscia do jednego miejsca po przecinku.
Zawarto$c¢ kwasu cytrynowego (C) oblicza sie wedtug
Wwzoru:

VxM
exdxvx 1000

C: XAA,

gdzie:
V — oznacza objeto$¢ badanego roztworu w ml,
v — oznacza objeto$é badanej probki w ml,

M — oznacza mase czgsteczkowg oznaczanej substan-
cji (dla kwasu L-jabtkowego M = 134,09),

d — oznacza dtugos$é¢ drogi optycznej kuwety w cm,

¢ — oznacza wspofczynnik absorbancji NADH (przy
340 nme=6,3mmola'x 1xcm™),

AA = (Az - A1)prc'>bki - (Az - A1)préby $lepej
Wykorzystujgc powyzsze dane, otrzymuje sie:
C=0,473 x AA g/l.

Jezeli prébka zostata rozcienczona w trakcie przy-
gotowywania, wynik nalezy pomnozy¢ przez wspot-
czynnik rozcienczenia:

1) przy pomiarze w 334 nm — C = 0,482 x AA;
2) przy pomiarze w 365 nm — C = 0,876 x AA.

6. POWTARZALNOSC METODY

Powtarzalno$¢ jest to wartosé, od ktdrej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réoznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w tym samym laboratorium, przez
tego samego analityka, z uzyciem tego samego sprze-
tu, w krotkim odstepie czasu.

W przypadku oznaczania kwasu L-jabtkowego po-
wtarzalnos$é (r) wynosi:

r=0,03 + 0,034 x;

X; — oznacza stezenie kwasu jabtkowego w probce
w g/l.

7. ODTWARZALNOSC METODY

Odtwarzalnos¢ jest to wartos$é, od ktdrej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej probki, w réznych laboratoriach, przez
réznych analitykéw, z uzyciem réznego sprzetu.

W przypadku oznaczania kwasu L-jabtkowego od-
twarzalnos$é¢ (R) wynosi:

R = 0,05 + 0,071 x;

X;— oznacza stezenie kwasu jabtkowego w probce
w g/l.

Zatacznik nr 20

OZNACZANIE ZAWARTOSCI KWASU D-JABEKOWEGO

Kwas D-jabtkowy (D-jabtczan) jest utleniany przez
dwunukleotyd nikotynamidoadeninowy (NAD) do
szczawiooctanu w obecnosci dehydrogenazy D-jabt-

D-MDH

czanowej (D-MDH). Powstajgcy szczawiooctan ulega
rozpadowi do pirogronianu i dwutlenku wegla.

D-jabtczan + NAD+ «<——— pirogronian + CO, + NADH + H*

llos¢ powstajagcego NADH jest proporcjonalna do ilosci kwasu D-jabtkowego i jest mierzona przy dtugosci

fali 334, 340 lub 365 nm.
1. ODCZYNNIKI

Zestaw testowy na okotfo 30 oznaczen sktadajacy sie z:

1) Roztwér 1 — okoto 30 ml roztworu, sktadajacego
sie z buforu Hepesa [kwas 4-(2-hydroksylo)-1-pipe-
razynoetanolosulfonowy] o pH = 9,0 i stabilizato-
row;

2) Roztwodr 2 — okoto 210 mg zliofilizowanego NAD;

3) Roztwor 3 — zliofilizowana D-MDH.

Przygotowanie roztworow:

1) Roztworu 1 uzywa sie bez rozciehczania, przed uzy-
ciem nalezy doprowadzi¢ temperature roztworu
do 20—25 °C;

2) Roztwor 2 rozpuszcza sie w 4 ml wody redestylo-
wanej;
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3) Roztwér 3 rozpuszcza sie w 0,6 ml wody redestylo-
wanej, przed uzyciem tego roztworu nalezy dopro-
wadzié jego temperature od 20 do 25 °C.

Trwatosc¢ roztworow:

1) Roztwor 1 jest trwaty przez co najmniej rok, jezeli
jest przechowywany w temperaturze 4 °C;

2) Roztwor 2 jest trwaty przez 3 tygodnie, jezeli jest
przechowywany w temperaturze 4 °C, i przez dwa
miesigce, jezeli jest przechowywany w temperatu-
rze minus 20 °C;

3) Roztwér 3 jest trwaty przez 5 dni, jezeli jest prze-
chowywany w temperaturze 4 °C.

2. APARATURA

1) spektrofotometr umozliwiajgcy pomiar przy dfu-
gosci fali 340 nm, przy ktérej NADH i NADPH wy-
kazujg maksimum absorpcji, lub spektrofotometr
o zrédle widma nieciggtego, umozliwiajagcego po-
miar przy 334 lub 365 nm;

2) kuwety szklane o dtugosci drogi optycznej 1 cm lub
kuwety jednorazowe;

3) mikropipety dostosowane do odmierzania objeto-
sciod 0,01 do 2 ml.

3. PRZYGOTOWANIE PROBKI

Przygotowanie prébki do analizy wykonuje sie
zgodnie z nastepujgcymi zasadami:

1) oznaczanie kwasu D-jabtkowego wykonywane jest
bezposrednio w winie bez potrzeby wczes$niejsze-
go odbarwiania;

2

~

oznaczanie kwasu D-jabtkowego przeprowadza sie
zwykle bezposrednio w winie, bez uprzedniego roz-
cienczania, o ile ilos¢ kwasu D-jabtkowego w kuwe-
tach ma wynosi¢ od 2 mg do 50 g. W tym celu wino
nalezy rozcienczyé, uzyskujgc stezenie kwasu
D-jabtkowego odpowiednio od 0,02 do 0,5 g/l lub od
0,02 do 0,3 g/l (w zaleznosci od uzytego aparatu).

Rozciehczanie wina wykonuje sie zgodnie z danymi
w tabeli rozcienczen:

Spodziewana ilo$¢ kwasu D-jabtkowego/litr

Pomiar wykonywany przy dtugosci fali $wietlnej

Roztwor wodny

Roztwor czynnika F

340 lub 334 nm 365 nm
<0,3g <05bg — 1
03—30g 05—5,0g¢g 1+9 10

4. WYKONANIE OZNACZANIA

Za pomoca spektrofotometru z dtugoscia fali usta-
wiong na 340 nm oznacza sie absorbancje przy uzyciu
1 cm kuwet i w stosunku do powietrza jako wzorca o ze-
rowej absorbancji (prébka odniesienia), czyli bez ku-
wety w drodze optyczne;j.

Do kuwet odmierza sie:

Kuweta Kuweta
odniesienia z badang probka
(préba slepa)
(ml) (ml)
Roztwor 1 — 1,00 1,00
Roztwor 2 — 0,10 0,10
Woda redestylowana — 1,80 1,70
Roztwér badanej préobki — — 0,10

Zawartos¢ kuwet miesza sie i odczytuje absorban-
cje proby slepej i probki badanej (A,) po okoto 6 minu-
tach. Nastepnie dodaje sie do kuwety odniesienia i ku-
wety z badang prébka 0,05 ml Roztworu 3. Po wymie-
szaniu pozostawia sie do zakonczenia reakcji (okoto
20 minut) i odczytuje absorbancje préby Slepej i prob-
ki badanej (A,).

Czas niezbedny do przeprowadzenia reakcji enzy-
matycznej moze by¢é rézny dla poszczegdlnych serii

oznaczen. Podany wyzej czas reakcji jest przyktadowy.
Czas reakcji okresla sie dla kazdej serii oznaczen.

Kwas D-jabtkowy reaguje bardzo gwattownie. En-
zym przeksztatca rowniez kwas L-winowy, ale o wiele
wolniej. To ttumaczy wystepowanie ,reakcji petzajg-
cych”, ktére moga byé korygowane w drodze ekstrapo-
lacji.

Zalecany sposob postepowania w przypadku ,reakcji
petzajacych”

~Reakcje petzajagce” sg spowodowane gtéwnie re-
akcjami ubocznymi enzymu, obecnosciag innych enzy-
moéw w matrycy probki badanej lub interakcjg jednego
sktadnika lub wigecej sktadnikdw matrycy z czynnikami
towarzyszacymi reakcji enzymatycznej.

Gdy reakcja przebiega normalnie, absorbancja
osigga wartos$é statg po czasie zaleznym od predkosci
okreslonej reakcji enzymatycznej, zazwyczaj po 10 do
20 minutach.

W przypadku gdy zachodzg reakcje uboczne, absor-
bancja nie osigga statej wartosci, lecz stale rosnie
w czasie, co okresla sie mianem ,reakcji petzajacej”.

Jezeli zjawisko to wystepuje w czasie analizy, po-
miar powinien byé wykonywany w regularnych odste-
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pach (co 2 do 5 minut), po czasie wymaganym dla osia-
gniecia ostatecznej absorbancji roztworu standardo-
wego. Przeprowadza sie 5 lub 6 odczytow, jesli absor-
bancja rosnie ze statg predkoscia, a nastepnie ekstra-

Absorbancja

N

|
1
1
T | A A/ At=constant
1
1
I

TN

AA

YO I\
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——
—

poluje graficznie lub matematycznie wartos¢ absor-
bancji, jakg miatby roztwdér w momencie ostatniego
dodania enzymu (T 0). Réznice absorbancji (Af—Ai)
wykorzystaé¢ do obliczenia stezenia substratu.

reakcja gtéwna i uboczna
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- — -
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T 0 (dodawanie ostatniego enzymu)

5. OBLICZANIE WYNIKU

Zawartos$¢ kwasu D-jabtkowego (C) w mg/l oblicza
sie wedtug wzoru:

V x PM

C=——"—"xAA
exdxv

gdzie:
V — oznacza objeto$é koncowag w ml (2,95 ml),
v — oznacza objetosé badanej probki w ml (0,1 ml),
PM — oznacza ciezar czgsteczkowy oznaczanej sub-

stancji (dla kwasu D-jabtkowego PM = 134,09),
d — oznacza dtugosé drogi optycznej kuwety w cm
AA = (A, — A1)prébki — (A, — A1)pr()by $lepej
¢ — oznacza wspotczynnik absorbancji NADH, kt6-

ry przy:

a) 340 nm wynosi (6,3 milimola=* x 1 xcm™),
b) 365 nm wynosi (3,4 milimola™' x 1 x cm™),
¢) 334 nm wynosi (6,18 milimola™ x 1 x cm™1).

Jezeli prébka zostata rozcienczona w trakcie przy-
gotowywania, wynik nalezy pomnozy¢ przez wspot-
czynnik rozcienczenia.

Zawarto$¢ kwasu D-jabtkowego
w mg/l z doktadnoscia do jednosci.

podaje sie
6. POWTARZALNOSC METODY

Powtarzalnosé jest to wartos$é, od ktérej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna

réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w tym samym laboratorium, przez
tego samego analityka, z uzyciem tego samego sprze-
tu, w krotkim odstepie czasu.

W przypadku oznaczania kwasu D-jabtkowego po-
wtarzalno$é (r) wynosi:

r=11 mg/l.

7. ODTWARZALNOSC METODY

Odtwarzalnos¢ jest to wartos$é, od ktdrej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w réznych laboratoriach, przez
réznych analitykéw, z uzyciem roéznego sprzetu.

W przypadku oznaczania kwasu D-jabtkowego od-
twarzalnosé¢ (R) wynosi:

R =20 mg/l.

8. UWAGI

Z uwagi na stopien doktadnosci metody, jesli uzy-
skana zawartos$¢ kwasu D-jabtkowego wyniesie ponizej
50 mg/l, uzyskany wynik powinien zostaé¢ dodatkowo
potwierdzony przy uzyciu innej metody analityczne;j.

W celu uniknigcia mozliwos$ci zatrzymania aktyw-
nosci enzymatycznej przez polifenole zawartosé prob-
ki wina w kuwecie nie powinna przekraczaé¢ 0,1 ml.
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Zatacznik nr 21

OZNACZANIE ZAWARTOSCI KWASU JABEKOWEGO OGOLEM

Kwas jabtkowy, rozdzielony metoda chromatogra-
fii anionowymiennej, jest oznaczany kolorymetrycznie
w eluacie, przez pomiar barwy zéttej, tworzacej sie
w reakcji z kwasem chromotropowym w obecnosci
stezonego kwasu siarkowego. Poprawka na obecnosé
substancji przeszkadzajgcych jest dokonywana przez
odjecie absorbancji uzyskanej w reakcji prowadzonej
z 86 % kwasem siarkowym i kwasem chromotropo-
wym (kwas jabtkowy nie reaguje przy takim stezeniu
kwasu) od absorbancji uzyskanej przy uzyciu kwasu
siarkowego o stezeniu 96 %.

1. APARATURA | SPRZET

1) kolumna szklana o dtugosci okoto 250 mm i $red-
nicy wewnetrznej 35 mm, wyposazona w kran spu-
stowy;

2) kolumna szklana o dfugosci okoto 300 mm i $red-
nicy wewnetrznej od 10 do 11 mm, wyposazona
w kran spustowy;

3) taznia wodna z termostatem, o temperaturze
100 °C;

4) spektrofotometr ustawiony na wykonywanie po-
miaru przy 420 nm, z kuwetami o dfugosci drogi
optycznej 1 cm.

2. ODCZYNNIKI
1
2

3) 30 % (m/v) roztwdr kwasu octowego;

silnie zasadowa zywica jonowymienna;

5 % (m/v) roztwér wodorotlenku sodu;

I

0,5 % (m/v) roztwér kwasu octowego;

o Ol

kwas siarkowy o stezeniu od 95 % do 97 % wagowo;

~

)

)

)

)

) 10 % (m/v) roztwor siarczanu sodu;

)

) kwas siarkowy o stezeniu 86 % wagowo;
)

00

5 % (m/v) roztwor kwasu chromotropowego.

Przed kazdym oznaczaniem przygotowuje sig Swie-
zy roztwor przez rozpuszczenie 500 mg chromotro-
pianu sodu (C,,HgNa,04S,-2H,0) w 10 ml wody
destylowanej;

9) roztwor kwasu DL-jabtkowego, 0,5 g/l, sporzadzony
przez rozpuszczenie 250 g kwasu jabtkowego
(C4HgO5) w 10 % roztworze siarczanu sodu i uzupet-
nienie do 500 ml 10% roztworem siarczanu sodu.

3. WYKONANIE OZNACZANIA

Przygotowanie zywicy jonowymiennej

Zatyczke z waty bawetnianej nasgczonej woda de-
stylowang umieszcza sie na dnie kolumny szklanej
(o $rednicy 35 mm i wysokosci 250 mm) nad kranem.
Do tej kolumny wlewa sie zawiesing zywicy jonowy-

miennej. Poziom cieczy powinien znajdowaé sie
50 mm ponad warstwag zywicy. Nastepnie kolumne
przemywa sie 1000 ml wody destylowanej i roztworem
wodorotlenku sodu, ktéry sgczy sie do chwili, gdy gor-
ny poziom cieczy w kolumnie znajdzie sie 2 do 3 mm
nad warstwa zywicy. Przemywanie roztworem wodoro-
tlenku sodu powtarza sie dwukrotnie. Nastepnie ko-
lumne pozostawia sie na godzing, po czym ponownie
przemywa sie za pomocag 1000 ml wody destylowanej.
Tak przygotowang kolumne zalewa sie kwasem octo-
wym o stezeniu 30 % wagowych, ktéry saczy sie do
chwili, gdy gérny poziom cieczy w kolumnie znajdzie
sie 2 do 3 mm nad warstwa zywicy. Przemywanie kwa-
sem octowym wykonuje sie dwukrotnie. Przed uzyciem
kolumne pozostawia sie na co najmniej 24 godziny. Do
rozpoczecia nastepnej analizy pozostawia sie kolumne
zalang kwasem octowym o stezeniu 30 % wagowych.

Przygotowanie kolumny z Zywicg jonowymiennag

Na dnie kolumny (o $rednicy 11 mm i wysokosci
300 mm), nad kranem, umieszcza sie zatyczke z waty
bawetnianej. Nastepnie wlewa sig zawiesine zywicy jo-
nowymiennej do wysokosci 10 cm. Po czym otwiera sie
kran i powoli spuszcza roztwor kwasu octowego do
chwili, gdy gérny poziom cieczy w kolumnie znajdzie
sie 2 do 3 mm nad warstwag zywicy. Nastepnie kolumne
przemywa sie 50 ml porcjami 0,5 % kwasu octowego.

Rozdziat kwasu DL-jabtkowego

Do kolumny wlewa sie 10 ml wina lub moszczu.
Prébke saczy sie przez kolumne z takg predkoscia, aby
z kolumny wyptywaty pojedyncze krople ($rednia pred-
kos¢: kropla na sekunde), i zamyka kran w chwili, gdy
gorny poziom cieczy znajdzie sie 2 do 3 mm nad war-
stwa zywicy. Nastepnie kolumne przemywa sie za po-
mocg 50 ml 0,5 % kwasu octowego i 50 ml wody desty-
lowanej, po czym ciecz saczy sie przez kolumne do
chwili, gdy goérny poziom cieczy znajdzie sie 2do 3 mm
nad warstwa zywicy.

Kwasy zaabsorbowane przez zywice jonowymien-
na eluuje sie roztworem siarczanu sodu. Eluat zbiera
sie w kolbie miarowej na 100 ml.

Po skonczonym rozdziale kolumne regeneruje sie.

Oznaczanie kwasu jabtkowego

Dwie proboéwki, z szyjka szeroka, o pojemnosci
30 ml (i z doszlifowanym korkiem) oznacza sie jako
A i B. Do kazdej z nich wprowadza sie 1 ml eluatu
i T ml kwasu chromotropowego. Nastepnie dodaje sie:

1) do probowki A (prébka odniesienia) — 10 ml kwa-
su siarkowego o stezeniu 86 % wagowo;

2) do prébéwki B (prébka badana) — 10 ml kwasu
siarkowego o stezeniu 96 % wagowo.



Dziennik Ustaw Nr 126

— 8358 —

Poz. 1173

Probowki zamyka sie korkiem i miesza przez wy-
trzgsanie, uwazajac, aby nie zamoczy¢ korka. Nastep-
nie prébowki zanurza sie we wrzacej tazni wodnej na
10 minut, po czym ochtadza sie je w ciemnosci w tem-
peraturze 20 °C przez 90 minut. Natychmiast mierzy sie
absorbancje badanej probki w stosunku do prébki od-
niesienia przy dtugosci fali $wietlnej 420 nm w kuwe-
tach o dtugosci drogi optycznej wynoszacej 1 cm.

Sporzadzanie roboczych roztwordéw wzorcowych

Do czterech kolb miarowych o pojemnosci 50 ml
odmierza sie pipetg odpowiednio 5; 10; 15i 20 ml roz-
tworu kwasu jabtkowego. Kolby uzupetnia sie do 50 ml
roztworem siarczanu sodowego. Uzyskane robocze
roztwory wzorcowe odpowiadajg eluatom otrzyma-
nym z wina zawierajgcego odpowiednio 0,5; 1,0; 1,5
i 2,0 g/l kwasu jabtkowego.

Wykreslanie krzywej wzorcowej

Do probowek, z szyjka szeroka i z doszlifowanym
korkiem, o pojemnosci 30 ml, wprowadza sie po 1 ml
roboczego roztworu wzorcowego i 1 ml kwasu chro-
motropowego. Nastepnie dodaje sie 10 ml kwasu siar-
kowego (96 %). Prébéwki zamyka sie korkiem i miesza
przez wytrzasanie, uwazajac, aby nie zamoczy¢ korka.
Nastepnie probowki zanurza sie we wrzacej tazni wod-
nej na 10 minut, po czym ochtadza si¢ je w ciemnosci
w temperaturze 20 °C przez 90 minut. Natychmiast
mierzy sie absorbancje badanej prébki w stosunku do
probki odniesienia (1 ml eluatu, 1 ml kwasu chromotro-
powego i 10 ml kwasu siarkowego 86 %) przy dtugosci
fali Swietlnej 420 nm w kuwetach o dtugosci drogi
optycznej wynoszacej 1 cm.

Nastepnie sporzadza sie krzywa wzorcowa w ukta-
dzie A = f (c), gdzie A — oznacza warto$¢ absorbanc;ji,
¢ — oznacza stezenie kwasu jabtkowego w roboczych
roztworach wzorcowych w g/l. Wykres absorbancji ma

postac linii prostej przechodzacej przez poczatek ukta-
du wspodtrzednych.

4. OBLICZANIE WYNIKU OZNACZANIA

Zawartos$é¢ kwasu jabtkowego w eluacie w g/l od-
czytuje sie, wykorzystujac krzywa wzorcowa dla zmie-
rzonej wartosci absorbancji, a wynik podaje sie z do-
ktadnoscia do jednego miejsca po przecinku.

5. POWTARZALNOSC METODY

Powtarzalnosé jest to wartosé, od ktorej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réoznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w tym samym laboratorium, przez
tego samego analityka, z uzyciem tego samego sprze-
tu, w krotkim odstepie czasu.

W przypadku oznaczania kwasu jabtkowego po-
wtarzalnos$¢ (r) wynosi:

1) dla zawartosci kwasu jabtkowego mniejszej niz
2g/l:r=0,149/;

2) dlazawartosci kwasu jabtkowego wigkszej niz 2 g/I:
r=0,2 g/l.

6. ODTWARZALNOSC METODY

Odtwarzalno$¢ jest to wartosé, od ktorej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w réznych laboratoriach, przez
réznych analitykéw, z uzyciem réznego sprzetu.

W przypadku oznaczania kwasu jabtkowego od-
twarzalnos¢ (R) wynosi:

R=0,3 g/l

Zatacznik nr 22

OZNACZANIE ZAWARTOSCI KWASU SORBOWEGO

Metoda spektrofotometrii absorpcyjnej
w nadfiolecie

Kwas sorbowy (kwas trans, trans, 2,4-heksadieno-
wy), wydzielony metoda destylacji z parg wodng, ozna-
cza sie w destylacie wina metoda spektrofotometrii
w nadfiolecie. Substancje, ktdre zaktécajg pomiar
w nadfiolecie, usuwa sie przez odparowanie do sucha
z zastosowaniem lekko alkalicznego wodorotlenku
wapnia. Przy stwierdzeniu w badanej probce zawarto-
$ci kwasu sorbowego w ilosci ponizej 20 mg/l przepro-
wadza sie dla potwierdzenia wyniku chromatografie
cienkowarstwowa.

1. ODCZYNNIKI
1) krystaliczny kwas winowy (C,H;Og);
2) roztwor 0,02-molowy wodorotlenku wapnia [Ca(OH),l;

3) wzorcowy roztwor kwasu sorbowego (20 mg/l) spo-
rzagdza sie, odwazajgc: 20 mg kwasu sorbowego
(CgHgO,), ktory rozpuszcza sie w okoto 2 ml 0,1-molo-
wego roztworu wodorotlenku sodu, nastepnie roz-
wor przenosi sie do kolby miarowej o pojemnosci
1000 ml i uzupetnia woda do 1000 ml albo rozpuszcza
sig 26,8 mg sorbinianu potasu (CzH,KO,) w wodzie
i uzupetnia sie woda do uzyskania objetosci 1 litra.
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2. APARATURA | SPRZET
1) zestaw do destylacji z parg wodng, sktadajacy sie z:
a) wytwornicy pary wodnej bez dwutlenku wegla,
b) kolby z przewodem pary,
c) kolumny destylacyjnej,
d) chtodnicy;
2) taznia wodna o temperaturze 100 °C;

3) spektrofotometr umozliwiajacy pomiar absorban-
cji przy dtugosci fali Swietlnej 256 nm, wyposazo-
ny w kuwety o dtugosci drogi optycznej 1 cm.

3. WYKONANIE OZNACZANIA

Destylacja

W kolbie aparatu do destylacji z parg wodna
umieszcza sie 10 ml wina i dodaje sie od 1 do 2 g kry-
stalicznego kwasu winowego, nastepnie zbiera sie
250 ml destylatu.

Przygotowanie krzywej wzorcowej

Wzorcowy roztwér kwasu sorbowego rozciencza
sie, uzyskujgc w ten sposob cztery robocze roztwory
wzorcowe, zawierajgce odpowiednio 0,5 mg, 1,0 mg,
2,5 mg i 5,0 mg kwasu sorbowego w litrze. Nastgpnie
mierzy sie absorbancje roztworéw za pomoca spektro-
fotometru przy dtugosci fali $wietlnej 256 nm. Pierwszy
pomiar nalezy przeprowadzi¢ na probie slepej sporza-
dzonej z wody destylowanej. Po dokonaniu pomiaru
wykresla sie krzywa wzorcowa dla roboczych roztwo-
row wzorcowych w uktadzie A = f (c), gdzie A — ozna-
cza absorbancje, c— oznacza stezenie kwasu sorbowe-
go w roboczych roztworach wzorcowych w mg/l. Wy-
kres jest zaleznoscig liniowa.

Oznaczanie

W parownicy o $rednicy 55 mm umieszcza sie 5 ml
destylatu i dodaje sie 1 ml roztworu wodorotlenku
wapnia Ca(OH),, a zawarto$¢ parownicy odparowuje
sie do sucha na tazni wodnej.

Pozostato$¢ z odparowania rozpuszcza sie w kilku
ml wody destylowanej i przenosi sie bez strat do kolby
miarowej o pojemnosci 20 ml, nastepnie uzupetnia sie
do 20 ml wodga uzywana do przeptukiwania.

Absorbancje mierzy sie przy dtugosci fali 256 nm za
pomoca spektrofotometru, jako préby slepej uzywa sie
roztworu, ktdry otrzymuje sie przez rozcienczenie 1 ml
roztworu wodorotlenku wapnia Ca(OH), woda do ob-
jetosci 20 ml.

Dla zmierzonej wartos$ci absorbancji odczytuje sie
na krzywej wzorcowej zawartosé (C) kwasu sorbowego
w roztworze.

Obliczanie wyniku oznaczania

Zawartos$¢ kwasu sorbowego w winie, w mg na litr,
wynosi 100 x C, gdzie C oznacza zawarto$¢ kwasu sor-

bowego w roztworze, wyrazong w mg na litr, ktédrego
uzyto do pomiaru spektrofotometrycznego.

Metoda chromatografii gazowej

Kwas sorbowy, wyekstrahowany octanem etylu,
oznacza sie metodag chromatografii gazowej z wzorcem
wewnetrznym.

1. ODCZYNNIKI
1) eter etylowy (C,Hg),0 destylowany przed uzyciem;

2) roztwor wzorca wewnetrznego — roztwor kwasu
undekanowego (C,,H,0,) o stezeniu 1 g/l w etano-
lu o stezeniu 95 % obj.;

3) wodny roztw6r kwasu siarkowego (H,SO,) o ge-
stosci p,q = 1,84 g/ml, rozcienczony w stosunku 1:3
objetosciowo.

2. APARATURA | SPRZET

1) chromatograf gazowy wyposazony w detektor pto-
mieniowo-jonizacyjny i kolumne ze stali kwasood-
pornej (o dtugosci 4 m i srednicy okoto 0,325 cm),
ktérg poddaje sie uprzednio obrébce dimetylodi-
chlorosilanem (DMDCS), z fazg stacjonarng sktada-
jaca sie z mieszaniny 5 % bursztynianu glikolu ety-
lenowego i jednoprocentowego kwasu fosforowe-
go (DEGS — H4PO,) lub mieszaniny 7 % adypinia-
nu glikolu etylowego i jednoprocentowego kwasu
fosforowego (DEGA — H,;PO,), osadzong na nosni-
ku Gaschrom Q 80 — 100 mesh:

a) obrébka kolumny za pomocg DMDCS — przez
kolumne przepuszcza sie roztwdr zawierajgcy
od 2 g do 3 g DMDCS w toluenie, nastepnie ko-
lumne natychmiast przemywa sie¢ metanolem
i przeptukuje azotem oraz przemywa sie heksa-
nem i ponownie przeptukuje wigksza ilosciag
azotu,

b) warunki rozdziatu:
— temperatura pieca: 175 °C,
— temperatura dozownika i detektora: 230 °C,
— gaz nosny: azot (szybkos¢ przeptywu =
200 ml/min);

2) mikrostrzykawka o pojemnosci 10 ul, skalowana
co 0,1 ul.

Mozliwe jest uzycie kolumn
a szczegolnie kolumny kapilarne;j.

innego rodzaju,

3. WYKONANIE OZNACZANIA

Przygotowanie probki do analizy

Do szklanej probdéwki o objetosci okoto 40 ml, zamy-
kanej korkiem szklanym ze szlifem, odmierza sie 20 ml
wina, nastepnie dodaje sie 2 ml roztworu wzorca we-
wnetrznego i 1 ml rozciehczonego kwasu siarkowego.

Po zmieszaniu roztwordéw, przez kilkakrotne odwra-
canie probéwki dnem do géry, dodaje sie 10 ml eteru
etylowego (C,Hg),0. Kwas sorbowy ekstrahuje sig do
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fazy organicznej, wstrzasajac probowka przez 5 minut,
nastepnie préobke odstawia sie do rozdzielenia faz.

Przygotowanie roztworu wzorcowego

Do przygotowania roztworu wzorcowego wybiera
sie wino, ktérego chromatogram ekstraktu eterowego
nie wykazuje piku odpowiadajacego kwasowi sorbo-
wemu. Do wina dodaje sie kwas sorbowy w ilosci
100 mg na litr, nastepnie 20 ml. Tak przygotowane
préobki poddaje sie obrébce.

Rozdziat chromatograficzny

Do chromatografu przy uzyciu mikrostrzykawki
wprowadza sie kolejno 2 ul fazy eterowe,.

Rejestrujagc odpowiednie chromatogramy, spraw-
dza sie zgodnos$é czaséw retencji kwasu sorbowego
i wzorca wewnetrznego. Nastepnie mierzy sie wyso-
kos¢ lub powierzchnie kazdego zarejestrowanego piku.

Obliczanie wyniku oznaczania

Zawarto$¢ kwasu sorbowego (C) w analizowanym
winie, wyrazong w mg na litr, oblicza sie wedtug wzo-
ru:

C=100x(h:H)x(l:i),

gdzie:

H — oznacza wysokos¢ piku kwasu sorbowego w roz-
tworze wzorcowym,

h — oznacza wysokosé piku kwasu sorbowego w ana-
lizowanej prébce,

| — oznacza wysokosé piku wzorca wewnetrznego
W roztworze wzorcowym.

Zawartos$é kwasu sorbowego jest mozliwa do obli-
czenia w analogiczny sposéb przez okreslenie wielko-
sci powierzchni pikow.

Wykrywanie sladowych ilosci kwasu sorbowego me-
toda chromatografii cienkowarstwowej

Kwas sorbowy, wyekstrahowany octanem etylu,
rozdziela sie metoda chromatografii cienkowarstwo-
wej, a jego zawarto$é oznacza sie poétilosciowo.

1. ODCZYNNIKI
1) eter etylowy (C,H;),0;

2) roztwor wodny kwasu siarkowego (H,SO, o steze-
niu p,q = 1,84 g/ml), rozcienczony w stosunku
1:3 obj.;

3) roztwdr wzorcowy kwasu sorbowego w okoto
10 % obj. roztworze etanolu w wodzie, zawierajacy
20 mg kwasu w litrze;

4) faza ruchoma — heksan : pentan : kwas octowy
(CgH44/C5H,,/CH;COOH o stezeniu p,, = 1,05 g/ml),
w proporcji 20:20:3.

2. APARATURA | SPRZET

1) ptytki do chromatografii cienkowarstwowej o wy-
miarach 20 cm x 20 cm, pokryte zelem poliamido-
wym (grubosé warstwy zelu 0,15 mm) z dodatkiem
wskaznika fluorescencyjnego;

2) komora do chromatografii cienkowarstwowej;

3) mikropipety lub mikrostrzykawki do nanoszenia
objetosci b ul z doktadnoscig = 0,01 ul;

4) promiennik lampowy nadfioletu 254 nm.
3. WYKONANIE OZNACZANIA

Przygotowanie probki do analizy

Do szklanej probowki o pojemnosci okoto 25 ml,
z doszlifowanym korkiem szklanym, odmierza sie
10 ml wina. Dodaje sie 1 ml rozcienczonego kwasu
siarkowego oraz 5 ml eteru etylowego, nastepnie za-
wartosé probowki miesza sie przez kilkakrotne odwra-
canie préoboéwki dnem do gory i pozostawia do rozdzie-
lenia faz.

Przygotowanie rozciericzonego roztworu wzorcowego

Z wzorcowego roztworu kwasu sorbowego przygo-
towuje sie 5 rozcienczonych roztworéow wzorcowych
zawierajgcych odpowiednio 2, 4, 6, 8 i 10 mg kwasu
sorbowego w litrze.

Rozdziat chromatograficzny

Za pomocg mikropipety lub mikrostrzykawki nano-
si sie b pl przygotowanej fazy eterowej i 5 ul kazdego
z rozcienczonych roztworéw wzorcowych w punktach
oddalonych o 2 cm od dolnej krawedzi ptytki i 2 cm od
siebie nawzajem.

Do komory chromatograficznej wlewa sie faze ru-
choma odpowiednio do wysokosci okoto 0,5 cm i po-
zostawia sie do nasycenia komory parami rozpuszczal-
nika. Nastepnie ptytke umieszcza sie w komorze. Chro-
matogram rozwija sie na drodze od 12 cm do 15 cm
(czas rozwijania okoto 30 minut). Nastepnie ptytke osu-
sza sie w strumieniu chtodnego powietrza, a chroma-
togram oglada sie pod promiennikiem nadfioletu przy
254 nm.

Plamy wskazujace na obecno$é kwasu sorbowego
maja barwe ciemnofioletowa na z6ttym fluorescencyj-
nym tle ptytki.

Interpretacja oznaczania

Poétilosciowe oznaczenie kwasu sorbowego w ste-
zeniu od 2 do 10 mg na litr ustala sie przez poréwnanie
natezenia barwy plam uzyskanych w wyniku rozdziatu
probki z intensywnoscig plam roztwordw wzorcowych.
Stezenie 1 mg na litr oznacza sie, nanoszac na ptytke
10 ul roztworu badanej probki.

Kwas sorbowy o stezeniu powyzej 10 mg na litr
oznacza sig, nanoszac na ptytke mniej niz 5 ul roztwo-
ru badanej préobki odmierzonego mikrostrzykawka.
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Zatacznik nr 23

OZNACZANIE ZAWARTOSCI KWASU L-ASKORBINOWEGO

Metoda umozliwia oznaczanie kwasu L-askorbino-
wego i kwasu dehydroaskorbinowego obecnego w wi-
nie lub moszczu.

Kwas L-askorbinowy jest utleniany na weglu ak-
tywnym do kwasu dehydroaskorbinowego. Ten ostat-
ni daje zwigzek fluorescencyjny w reakcji z ortofenyle-
nodiaming (OPDA). Préba kontrolna w obecnosci kwa-
su borowego umozliwia oznaczanie fluorescencji za-
ktécanej przez wytworzenie kompleksu kwasu borowe-
go z kwasem dehydroaskorbinowym i odjecie wyniku
uzyskanego w tej probie od wyniku oznaczania.

1. ODCZYNNIKI

1) roztwor dwuchlorowodorku ortofenylenodiaminy
(CgH4oCl,N,) przygotowuje sig bezposrednio przed
uzyciem, rozpuszczajac 0,02 g dwuchlorowodorku
ortofenylenodiaminy (CgH,,CI,N,) w 100 ml wody;

2) roztwor tréjwodnego octanu sodowego sporzadza
sie, rozpuszczajac 500 g tréojwodnego octanu sodo-
wego (CH;COONa - 3 H,0) w litrze wody;

3) roztwér kwasu borowego i octanu sodu przygoto-
wuje sige bezposrednio przed uzyciem, rozpuszczajac
3 g kwasu borowego (H;BO,;) w 100 ml roztworu troj-
wodnego octanu sodowego, (CH;COONa - 3 H,0),
500 g/l;

4) roztwor lodowatego kwasu octowego (CH;COOH)
(o gestosci p,, = 1,05 g/ml), rozcienczony do
56 % obj., o pH okoto 1,2;

5) wzorcowy roztwor kwasu L-askorbinowego
(1 g/l) sporzadza sie bezposrednio przed uzyciem,
rozpuszczajgc 50 mg kwasu L-askorbinowego
(CgHgOg) osuszonego w eksykatorze zabezpieczo-
nym przed dostepem $wiatta w 50 ml roztworu
kwasu octowego;

6) bardzo czysty wegiel aktywny, ktory przygotowuje
sie w nastepujacy sposdb: do dwulitrowej kolby
stozkowej odwaza sie 100 g wegla aktywnego i do-
daje 500 ml 10 % obj. roztworu kwasu solnego
(HCI) (py = 1,19 g/ml), nastgpnie zawartosc kolby
doprowadza sie do wrzenia i przesacza przez tygiel
ze spiekiem szklanym nr 3, tak przygotowany we-
giel przenosi sie do kolby stozkowej o pojemnosci
2 litréw, nastepnie dodaje sie litr wody, wstrzgsa
sie kolbg, a zawartosé kolby przesacza sie przez ty-
giel ze spiekiem szklanym nr 3, czynnosé powtarza
sie dwukrotnie; pozostato$é przesagczu umieszcza
sie w piecu o temperaturze kontrolowanej
115 +5 °C na 12 godzin.

2. APARATURA | SPRZET
1) fluorymetr;
2) tygiel ze spiekiem szklanym nr 3;

3) prébowki o srednicy okoto 10 mm;

4) mieszadto — pret szklany;

5) kolby miarowe o pojemnosci 100 ml.
3. WYKONANIE OZNACZANIA

Przygotowanie probki

Pobrang prébke wina albo moszczu rozcienicza sie
56 % roztworem kwasu octowego w kolbie miarowej
o pojemnosci 100 ml, w celu uzyskania roztworu o za-
wartosci kwasu L-askorbinowego od 0 do 60 mg/l, na-
stepnie doktadnie miesza sie zawartosé kolby i dodaje
sie 2 g wegla aktywnego. Tak przygotowanag prébke od-
stawia sie na 15 minut, mieszajac od czasu do czasu,
nastepnie zawartosé probki przesacza sie przez zwykta
bibute filtracyjna, odrzucajac kilka pierwszych milili-
tréw przesaczu.

Prdbka slepa

Do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml wprowa-
dza sie po 5 ml przesaczu, nastepnie dodaje sie 5 ml
roztworu mieszaniny kwasu borowego i octanu sodu.

Probka badana

Do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml wprowa-
dza sie po b ml przesaczu, nastepnie dodaje sie 5 ml
roztworu octanu sodu.

Tak przygotowane préobki odstawia sie na 15 minut,
mieszajgc od czasu do czasu, nastepnie uzupetnia sie
woda destylowang do 100 ml.

Z kazdej kolby pobiera sie po 2 ml roztworu, na-
stepnie dodaje sie 5 ml roztworu dwuchlorowodorku
ortofenylenodiaminy i doktadnie miesza sie. Reakcje
prowadzi sie przez okoto 30 minut. Po uptywie 30 mi-
nut, gdy barwa roztworu pociemnieje, przeprowadza
sie pomiar fluorometryczny.

Przygotowanie krzywej wzorcowej

Do trzech kolb miarowych o pojemnosci 100 ml od-
mierza sie odpowiednio 2 ml, 4 mli 6 ml wzorcowego roz-
tworu kwasu L-askorbinowego, nastepnie uzupetnia sie
do 100 ml roztworem kwasu octowego i doktadnie mie-
sza sie. Przygotowane w ten sposéb roztwory wzorcowe
zawieraja 2, 4 i 6 mg kwasu L-askorbinowego w 100 ml.

Do kazdej kolby dodaje sie 2 g wegla aktywnego
i odstawia sie na 15 minut, mieszajac od czasu do cza-
su. Tak przygotowane roztwory wzorcowe saczy sie
przez zwykta bibute filtracyjng, odrzucajac kilka pierw-
szych mililitrow przesaczu.

Nastepnie odmierza sie 5 ml kazdego przesaczu do
trzech kolb miarowych o pojemnosci 100 ml (pierwsza
seria) — probka slepa. Czynnos$¢ te nalezy powtorzyé
drugi raz w celu otrzymania drugiej serii wynikow dla
trzech kolb miarowych.
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Do kazdej z kolb pierwszej serii, ktére odpowiadaja
probie slepej, dodaje sie 5 ml roztworu kwasu borowe-
go i kwasu octowego, natomiast do kazdej z kolb sta-
nowigcych druga serie dodaje sie 5 ml roztworu octa-
nu sodu.

Kolby z dwéch serii odstawia sie na 15 minut, mie-
szajac od czasu do czasu, nastepnie uzupetnia sie wo-
da destylowang do 100 ml.

Z kazdej kolby pobiera sie 2 ml roztworu oraz doda-
je sie 5 ml roztworu dwuchlorowodorku ortofenyleno-
diaminy, miesza sie i prowadzi reakcje przez okoto
30 minut do pociemnienia barwy roztworu, nastepnie
przeprowadza sie pomiar fluorometryczny.

Wykonanie pomiaru fluorometrycznego

Dla roztworu, ktérego uzywa sie do przygotowania
krzywej wzorcowej, oraz dla roztworu badanego usta-
wia sie zero na skali pomiarowej, wykorzystujac odpo-

wiednig probke wzorcowa. Nastepnie mierzy sie nate-
zenie fluorescencji kazdego roztworu wzorcowego
i badanej probki.

Po dokonaniu pomiaru wykresla sie krzywa wzor-
cowa w uktadzie A = f (c), gdzie A — oznacza natezenie
fluorescencji, c — oznacza stezenie kwasu L-askorbino-
wego. Wykres ma postaé linii prostej przechodzacej
przez poczatek uktadu wspaétrzednych.

Dla wartosci fluorescencji badanej probki z krzywej
wzorcowej odczytuje sie zawartosé (C) kwasu L-askor-
binowego + kwasu dehydroaskorbinowego w bada-
nym roztworze.

Obliczanie wyniku oznaczania

Zawartos¢ kwasu L-askorbinowego i kwasu dehy-
droaskorbinowego w winie w mg na litr oblicza sie,
mnozgc uzyskang z pomiaru fluorometrycznego war-
tosé (C) przez wspotczynnik rozcienczenia.

Zatacznik nr 24

OZNACZANIE WARTOSCI pH

Metoda oznaczania pH polega na pomiarze réznicy
potencjatu miedzy dwoma elektrodami zanurzonymi
w badanej cieczy. Jedna elektroda wykazuje potencjat,
ktory jest funkcjg wartosci pH cieczy, natomiast druga
elektroda bedaca elektrodg odniesienia wykazuje staty
i znany potencjat.

1. ODCZYNNIKI

Roztwory buforowe:

1) nasycony roztwor wodorowinianu potasu, zawie-
rajacy co najmniej 5,7 g wodorowinianu potasu
(C4H5KOg4) w litrze w temperaturze 20 °C, roztwor
przechowuje sie do 2 miesiecy, dodajac 0,1 g tymo-
lu na 200 ml, o pH:

— 3,67 w temperaturze 20°C,
— 3,56 w temperaturze 25 °C,
— 3,65 w temperaturze 30 °C;

2) 0,05-molowy roztwdr wodoroftalanu potasu za-
wierajgcy 10,211 g wodoroftalanu potasu
(CgHKO,) w litrze w temperaturze 20 °C, ktory
przechowuje sie nie dtuzej niz dwa miesiace, o pH:

— 3,999 w temperaturze 15 °C,
— 4,003 w temperaturze 20 °C,
— 4,008 w temperaturze 25 °C,
— 4,015 w temperaturze 30 °C;
3) wzorcowy roztwér buforowy, sporzadzony w na-

stepujacy sposob: 3,402 g diwodoroortofosfo-
ran(V)potasu (KH,PO,) i 4,354 g wodoroortofosfo-

ranu(V)dipotasu (K,HPO,) rozpuszcza sig w wodzie
i uzupetnia sie woda do 1000 ml. Tak sporzadzony
roztwor przechowuje sie nie dtuzej niz dwa miesig-
ce, o pH:

— 6,90 w temperaturze 15 °C,
— 6,88 w temperaturze 20 °C,
— 6,86 w temperaturze 25 °C,
— 6,85 w temperaturze 30 °C.

2. APARATURA

1) pehametr, wyskalowany w jednostkach pH, umoz-
liwiajgcy pomiar z doktadnoscig co najmniej
= 0,05 jednostki pH;

2) elektrody:

a) elektroda szklana, przechowywana w wodzie
destylowanej,

b) kalomelowa nasycona elektroda odniesienia,
przechowywana w nasyconym roztworze chlor-
ku potasowego,

lub

c) elektroda kombinowana,
w wodzie destylowanej.

przechowywana

3. WYKONANIE OZNACZANIA

Przygotowanie probki do analizy

Prébke moszczu lub wina pobiera sie bezposrednio
z moszczu lub wina.
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Zerowanie aparatu

Aparat zeruje sie przed kazdym pomiarem.

Kalibracja pehametru

Pehametr skaluje sie w temperaturze 20 °C, stosu-
jac roztwory buforowe o pH = 6,88 i pH = 3,57 o tempe-
raturze 20 °C. Do sprawdzenia kalibracji skali uzywa sie
roztworu buforowego o pH = 4,00 o temperaturze 20 °C.

Wykonanie oznaczania

Elektrode zanurza sie w badanej probce, ktorej tem-
peratura wynosi od 20 °C do 25 °C, temperatura ma jak

najmniej odbiegaé od 20 °C. Nastepnie odczytuje sie
wartosé pH na skali pehametru.

Wykonuje sie co najmniej dwa réownolegte ozna-
czania badanej probki.

Wynik konncowy oblicza sie jako $rednig arytme-
tyczna z dwdch oznaczan.
Obliczanie wyniku oznaczania

Warto$¢ pH moszczu lub wina podaje sie z doktad-
noscig do dwdéch miejsc po przecinku.

Zatacznik nr 25

OZNACZANIE ZAWARTOSCI DWUTLENKU SIARKI

Wolny dwutlenek siarki jest to dwutlenek siarki
obecny w moszczu lub winie w formie kwasu siarkawe-
go (H,S0O;) lub powstajacej z jego rozpadu czasteczki
HSO;. Réwnowaga migdzy tymi dwoma postaciami
jest funkcjg pH i temperatury:

H,S0; <=> H* + HSO,
H,S0; jest czasteczkowym dwutlenkiem siarki.

Dwutlenek siarki ogétem sa to wszystkie formy
dwutlenku siarki obecne w winie, zaréwno w stanie
wolnym, jak i zwigzane ze sktadnikami wina.

Wolny i zwigzany dwutlenek siarki

Wina i moszcze

Dwutlenek siarki jest wydzielany z prébki strumie-
niem powietrza lub azotu, nastepnie jest wigzany i utle-
niany przez rozcienczony i obojetny roztwér nadtlenku
wodoru. Powstaty kwas siarkowy oznacza sie, miarecz-
kujac mianowanym roztworem wodorotlenku sodowe-
go. Wolny dwutlenek siarki jest wydzielany z probki
przez odparowanie w temperaturze okoto 10 °C. Dwu-
tlenek siarki ogotem jest wydzielany z wina przez odpa-
rowanie w temperaturze okoto 100 °C.

1. ODCZYNNIKI

1) 85 % kwas fosforowy
Py = 1,71 g/ml);

(H;PO,, o gestosci

2) roztwor nadtlenku wodoru sporzgdza sig, rozpusz-
czajac 9,1 g (H,0,) w litrze wody;

3) wskaznik, ktéry sporzadza sie ze 100 mg czerwieni
metylowej, 50 mg btekitu metylenowego i 100 ml
50 % obj. alkoholu;

4) 0,01-molowy roztwér wodorotlenku sodu (NaOH).

2. APARATURA | SPRZET

1) aparat o konstrukcji odpowiadajacej nastepujace-
mu opisowi:

a) barboter o przeptywie gazu okoto 40 litrow na
godzing,

b) rurka doprowadzajgca gaz do barbotera o za-
konczeniu w formie kulki o $rednicy 1 cm,
z dwudziestoma otworami, kazdy o srednicy
0,2 mm, albo w formie ptytki ze spieku szklane-
go, ktéry powoduje powstawanie duzej ilosci
bardzo matych pecherzykéw gazu,

c) chtodnica zbudowana z czterech wewnetrznych
koncentrycznych rurek o $rednicach 45 mm,
34 mm, 27 mm i 10 mm,

d) butelka do ograniczania redukcji ci$nienia, kto-
ra powoduje pompka wodna,

e) przeptywomierz z rurkami pétkapilarnymi zain-
stalowany pomiedzy barboterem a butelka, dla
utrzymania prézni na odpowiednim poziomie,

f) kolba o pojemnosci 250 ml;

2) mikrobiureta.
3. WYKONANIE OZNACZANIA

Oznaczanie wolnego dwutlenku siarki

Przed wykonaniem oznaczania wino przechowuje
sie w catkowicie napetnionej butelce w temperaturze
20 °C przez dwa dni.

Do barbotera odmierza sie 2 ml do 3 ml roztworu
nadtlenku wodoru i dwie krople wskaznika, po czym
zobojetnia sie roztwér nadtlenku wodoru 0,01-molo-
wym roztworem wodorotlenku sodu, nastepnie barbo-
ter przytacza sie do aparatu.
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Do kolby wprowadza sig 50 ml probki i 15 ml kwa-
su fosforowego, nastepnie kolbe przytacza sie do apa-
ratu.

Przez 15 minut przez aparat przepuszcza sie powie-
trze lub azot. Wolny dwutlenek siarki wydzielajacy sie
z probki utlenia sie do kwasu siarkowego. Nastepnie
barboter odtacza sie od aparatu, a powstaty kwas siar-
kowy miareczkuje sie 0,01-molowym roztworem wo-
dorotlenku sodu.

Obliczanie wyniku oznaczania

llos¢ uwolnionego dwutlenku siarki podaje sie
w mg/l, zaokraglajac wynik do liczby catkowite;j.

Zawarto$¢ wolnego dwutlenku siarki w miligra-
mach na litr wynosi 6,4 n, gdzie n oznacza ilos¢ ml
0,01-molowego roztworu wodorotlenku sodu zuzytego
do miareczkowania.

Oznaczanie dwutlenku siarki ogotem

Jezeli oczekiwana zawartos$é dwutlenku siarki ogo-
tem w probce nie jest wigksza niz 50 mg na litr, do kol-
by odmierza sie 50 ml prébki i 15 ml 85 % kwasu fosfo-
rowego, nastepnie kolbe przytacza sie do aparatu.

Jezeli szacunkowa zawarto$¢ dwutlenku siarki ogoé-
tem w probce jest wigksza niz 50 mg na litr, do kolby
odmierza sie 20 ml probki i 5 ml 85 % kwasu fosforo-
wego, nastepnie kolbe przytacza sie do aparatu.

Do barbotera odmierza sie 2 ml do 3 ml roztworu
nadtlenku wodoru, zobojetnionego w opisany sposoéb,
nastepnie wino w kolbie doprowadza sie do wrzenia za
pomocga ptomienia o wysokosci 4 cm do 5 cm dotyka-
jacego dna kolby. Nie nalezy umieszczaé kolby na ptyt-
ce metalowej, lecz na krazku z otworem o $rednicy oko-
to 30 mm, co zapobiega przegrzaniu substancji wydzie-
lanych z wina, ktdre osadzaja sie na sciankach kolby.

Probke utrzymuje sie w stanie wrzenia, przepusz-
czajac przez nig strumien powietrza lub azotu. W czasie
15 minut wydziela sig i utlenia z prébki cato$¢ dwutlen-
ku siarki wolnego i zwigzanego. llos¢ wytworzonego
kwasu siarkowego oblicza sig, miareczkujac 0,01-mo-
lowym roztworem wodorotlenku sodu.

Obliczanie wyniku oznaczania

Zawarto$¢ dwutlenku siarki ogoétem wyraza sie
w mg/I.

Zawartos$¢ dwutlenku siarki ogétem w miligramach
na litr wynosi:

— 6,4 n dla prébki o niskiej zawartosci dwutlenku
siarki w przypadku, gdy objetos¢ badanej probki
wynosi 50 ml,

— 16 ndla pozostatych préobek w przypadku, gdy ob-
jetos¢ badanej prébki wynosi 20 ml, gdzie n ozna-
cza ilos¢ ml roztworu wodorotlenku sodu zuzytego
do miareczkowania.

4. POWTARZALNOSC METODY

Powtarzalnos$¢ jest to wartosé, od ktérej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w tym samym laboratorium, przez
tego samego analityka, z uzyciem tego samego sprze-
tu, w krotkim odstepie czasu.

W przypadku powyzszego oznaczania powtarzal-
nos$¢ (r) wynosi:

1 r = 1 mg/l dla prébki badanej o objetosci
50 ml < 50 mg/l;

2) r = 6 mg/l dla préobki badanej o objetosci
20 ml > 50 mg/I.

5. ODTWARZALNOSC METODY

Odtwarzalno$¢ jest to wartosé, od ktorej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
roznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej probki, w réznych laboratoriach, przez
réznych analitykéw, z uzyciem réznego sprzetu.

W przypadku powyzszego oznaczania odtwarzal-
nos¢ (R) wynosi:

1) R = 9 mg/l dla prébki badanej o objetosci
50 ml < 50 mg/l;
2) R = 15 mg/l dla prébki badanej o objetosci

20 ml > 50 mg/I.

Czasteczkowy dwutlenek siarki

Procentowy udziat czasteczkowego dwutlenku siar-
ki H,SO; w wolnym dwutlenku siarki oblicza si¢ jako
funkcje pH, zawartosci alkoholu i temperatury.

Dla danej temperatury i zawartosci alkoholu:

HZSO3 <=>H" + HSO3‘

[H,SO;5]l = ——
2773 10’ PH pKM+I
gdzie: B
< < AVI
pKy = pPKy - ———
|+ BVI

L = [H,S0,] + [HSO,7],

gdzie:

I — oznacza site jonowa,

A — oznacza wspofczynnik zalezny od temperatury,
B — oznacza wspéiczynnik zalezny od zawartosci al-

koholu,

K; — oznacza termodynamiczng statg dysocjacji —
wartosci K dla réznej temperatury i réznej mo-
cy alkoholowej sg podane w tabeli 1,

Ky — oznacza mieszang statg dysocjacji.
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Dla $redniej wartosci sity jonowej | = 0,038 w tabe-
li 2 jest podana wartosc¢ pK,, dla roznej temperatury
i zawartosci alkoholu. Zawarto$é czasteczkowego dwu-
tlenku siarki obliczona na podstawie wzoru (1) jest po-
dana w tabeli 3 dla réznej wartosci pH, temperatury
i zawartosci alkoholu.

Obliczanie wyniku oznaczania

W tabeli 3 jest podana procentowa zawartosé
czgsteczkowego dwutlenku siarki (X) dla temperatu-

ry T °C obliczona na podstawie znanej wartosci pH wi-
na i zawartosci alkoholu.

Zawartosé dwutlenku siarki

w mg/l wynosi:

czgsteczkowego

X xC,

gdzie C — oznacza zawarto$¢ wolnego dwutlenku siar-
ki w mg/I.

TABELA 1

Wartosci termodynamicznej statej dysocjacji pK;

Zawarto$¢ alkoholu | Temperatura (°C)
(% obj.)

20 25 30 35 40
0 1,798 2,000 2,219 2,334 2,493
5 1,897 2,098 2,299 2,397 2,527
10 1,997 2,198 2,394 2,488 2,606
15 2,099 2,301 2,503 2,607 2,728
20 2,203 2,406 2,628 2,754 2,895

TABELA 2
Wartosci mieszanej statej dysocjaciji pKy, (I = 0,038)

Zawarto$¢ alkoholu | Temperatura (°C)
(% obj.)

20 25 30 35 40
0 1,723 1,925 2,143 2,257 2,416
5 1,819 2,020 2,220 2,317 2,446
10 1,916 2,116 2,311 2,405 2,522
15 2,014 2,216 2,417 2,520 2,640
20 2,114 2,317 2,538 2,663 2,803
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TABELA 3

Procentowa zawartosé czgsteczkowego dwutlenku siarki w stosunku do wolnego dwutlenku siarki

Czasteczkowy SOp/wolny SO7 (%) Temperatura = 20°C 1=0,038
Zawartosé alkoholu (% obj.)
pH 0 5 10 15 20
2,8 7,73 9,46 11,55 14,07 17,09
2,9 6,24 7,66 9,40 11,51 14,07
30 5,02 6,18 7,61 9,36 11,51
3,1 4,03 4,98 6,14 7,58 9,36
32 322 3,99 4,94 6,12 7,58
33 2,58 3,20 3,98 4,92 6,12
3.4 2,06 2,56 3,18 3,95 4,92
35 1,64 2,04 2,54 3,16 3,95
36 1,31 1,63 2,03 2,53 3,16
3.7 1,04 1,30 1,62 2,02 2,53
38 0,83 1,03 1,29 1,61 2,02
Temperatura =25 °C
2,8 11,47 14,23 17,15 20,67 24,75
2,9 9,58 11,65 14,12 17,15 22,71
3,0 7,76 9,48 11,55 14,12 17,18
3,1 6,27 7,68 9,40 11,55 14,15
32 5,04 6,20 7,61 9,40 11,58
33 4,05 4,99 6,14 7,61 9,42
3,4 3,24 4,00 4,94 6,14 7,63
35 2,60 3,20 3,97 4,94 6,16
3,6 2,07 2,56 3,18 3,97 4,55
3,7 1,65 2,05 2,54 3,18 3,98
3,8 1,32 1,63 2,03 2,54 3,18
Temperatura = 30 °C
2,8 18,05 20,83 24,49 29,28 35,36
2,9 14,89 17,28 20,48 24,75 30,29
3,0 12,20 14,23 16,98 20,71 25,66
3,1 9,94 11,65 13,98 17,18 21,52
32 8,06 9,48 11,44 14,15 17,88
33 6,51 7,68 9,30 11,58 14,75
34 5,24 6,20 7,53 9,42 12,08
3,5 4,21 4,99 6,08 7,63 9,84
3,6 3,37 4,00 4,89 6,16 7,98
3,7 2,69 3,21 3,92 4,95 6,44
3.8 2,16 2,56 3,14 3,98 5,19
Temperatura = 35 °C
2,8 22,27 24,75 28,71 34,42 42,18
2,9 18,53 20,71 24,24 29,42 36,69
30 15,31 17,18 20,26 24,88 31,52
3,1 12,55 14,15 16,79 20,83 26,77
3,2 10,24 11,58 13,82 17,28 22,51
33 8,31 9,42 11,30 14,23 18,74
34 6,71 7,63 9,19 11,65 15,49
3,5 5,44 6,16 7,44 9,48 12,71
36 4,34 4,95 6,00 7,68 10,36
3,7 3,48 3,98 4,88 6,20 8,41
3.8 2,78 3,18 3,87 4,99 6,80
Temperatura =40 °C
2.8 29,23 30,68 34,52 40,89 50,14
2,9 24,70 26,01 29,52 35,47 44,74
3.0 20,67 21,83 24,96 30,39 38,85
3,1 17,15 18,16 20,90 25,75 33,54
3,2 14,12 14,98 17,35 21,60 28,62
33 11,55 12,28 14,29 17,96 24,15
34 9,40 10,00 11,70 14,81 20,19
3,5 7,61 8,11 9,52 12,13 16,73
36 6,14 6,56 7,71 9,88 13,77
3,7 4,94 5,28 6,22 8,01 11,25
3.8 3,97 4,24 5,01 6,47 9,15




Dziennik Ustaw Nr 126

— 8367 —

Poz. 1173

Zatacznik nr 26

OZNACZANIE ZAWARTOSCI SODU

Zawarto$¢ sodu oznacza sie bezposrednio w winie
metoda spektrofotometrii absorpcji atomowej po do-
daniu chlorku cezu (CsCl) w celu przeciwdziatania joni-
zacji sodu.

1. ODCZYNNIKI

1) roztwadr zawierajacy 1 g sodu w litrze:

uzywa sie wzorcowego roztworu sporzadzonego
przez rozpuszczenie 2,542 g bezwodnego chlorku
sodu (NaCl) w wodzie destylowanej do objetosci
1 litra; sporzadzony roztwor przechowuje sie
w butelce z polietylenu;

2) matryca — roztwér modelowy sporzadza sie, do-
dajac:
a) 3,5 g kwasu cytrynowego (CgHgO; - H,0),
b) 1,56 g sacharozy (C;,H,,04,),
c) 5,0 g glicerolu (C;HgO,),
d) 50 mg bezwodnego chlorku wapnia (CaCl,),
e) 50 mg bezwodnego chlorku magnezu (MgCl,),
f) 50 ml alkoholu bezwodnego (C,H;OH),
— uzupetniajgc  wodg zdemineralizowang do
500 ml;

3) roztwor chlorku cezu zawierajacy 5 % cezu sporza-
dza sie, rozpuszczajac 6,330 g chlorku cezu (CsCl)
w 100 ml wody destylowane.

2. APARATURA | SPRZET

1) spektrofotometr absorpcji atomowej wyposazony
w palnik powietrzno-acetylenowy;

2) lampa sodowa z katodg wnekowa.
3. WYKONANIE OZNACZANIA

Przygotowanie probki

Pipeta przenosi sie 2,5 ml wina do kolby miarowej
o pojemnosci 50 ml, nastepnie dodaje sie 1 ml roztwo-
ru chlorku cezu i uzupetnia sie do 50 ml woda destylo-
wanag.

Przygotowanie roztworow wzorcowych

Do kazdej z pieciu kolb miarowych o pojemnosci
100 ml przenosi sie 5,0 ml roztworu matrycy i dodaje
sie odpowiednio 0 ml; 2,5 ml; 50 ml; 7,5 mli 10,0 ml
roztworu sodu o stezeniu 1 g/l, rozcienczonego uprzed-
nio w stosunku 1:100. Nastepnie do kazdej kolby doda-
je sie 2 ml roztworu chlorku cezu i uzupetnia sie do
100 ml woda destylowana.

Przygotowane w ten sposob roztwory wzorcowe
zawierajg odpowiednio 0 mg; 0,25 mg; 0,50 mg;
0,75 mg i 1,00 mg sodu na litri 1 g cezu w litrze. Roz-
twory przechowuje sie w butelkach z polietylenu.

Oznaczanie

Dtugosé fali swietlnej ustawia sie na 589,0 nm, na-
stepnie ustawia sie zero na skali absorbancji, stosujgc
roztwor wzorcowy zawierajacy 1g cezu w litrze, bez za-
wartosci sodu. Do palnika spektrofotometru wprowa-
dza sie bezposrednio przygotowang wczesniej probke
rozcienczonego wina, a nastepnie sporzadzone wcze-
$niej roztwory wzorcowe, i odczytuje sie absorbancije.
Pomiary sie powtarza.

Obliczanie wyniku oznaczania

Sporzadza sie wykres w uktadzie A =f (c), gdzie A—
oznacza absorbancje, ¢ — oznacza zawarto$¢ sodu
w roztworach wzorcowych w mg/I.

Dla wartosci absorbancji uzyskanej dla prébki roz-
cienczonego wina odczytuje sie z wykresu zawar-
tos¢ (C) sodu w miligramach na litr.

Zawartos$¢ sodu w miligramach na litr wina wyno-
si 20 X C i jest wyrazana w zaokragleniu do liczby cat-
kowite;j.

4. POWTARZALNOSC METODY

Powtarzalnosé jest to wartosé, od ktorej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w tym samym laboratorium, przez
tego samego analityka, z uzyciem tego samego sprze-
tu, w krotkim odstepie czasu.

W przypadku oznaczania powtarzalnos$é (r) wynosi:

r=1+0,024 x; (mg/l),
gdzie:
X; — oznacza zawartos¢ sodu w prébce w mg/I.

5. ODTWARZALNOSC METODY

Odtwarzalno$¢ jest to wartosé, od ktorej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w réznych laboratoriach, przez
réznych analitykéw, z uzyciem réznego sprzetu.

W przypadku oznaczania odtwarzalnosé (R) wy-
nosi:

R =2,5+0,05 x; (mg/l),
gdzie:

X; — oznacza zawartos¢ sodu w prébce w mg/I.
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Zatacznik nr 27

OZNACZANIE ZAWARTOSCI POTASU

Zawarto$¢ potasu oznacza sie bezposrednio w wi-
nie metoda spektrofotometrii absorpcji atomowej, do-
dajgc chlorku cezu (CsCl) w celu przeciwdziatania joni-
zacji potasu.

1. ODCZYNNIKI

1) roztwdr zawierajacy 1 g potasu w litrze:

uzywa sie wzorcowego roztworu zawierajgcego
1 g potasu w litrze albo sporzadza sie roztwér, roz-
puszczajac 4,813 g wodorowinianu potasowego
(C4,H5KO4) w wodzie destylowanej i uzupetniajac
woda destylowang do objetosci 1 litra;

2) matryca — roztwér modelowy sporzadza sie, do-
dajac:
a) 3,5 g kwasu cytrynowego (CzHgO, - H,0),
b) 1,5 g sacharozy (C;,H,,0,,),
c) 5,0 g glicerolu (C;HgO,),
d) 50 mg bezwodnego chlorku wapnia (CaCl,),
e) 50 mg bezwodnego chlorku magnezu (MgCl,),
f) 50 ml alkoholu bezwodnego (C,H;OH),
— uzupetniajac woda do 500 ml;
3) roztwdr chlorku cezu zawierajacy 5 % cezu sporza-

dza sig, rozpuszczajgc 6,33 g chlorku cezu (CsCl)
w 100 ml wody destylowanej.

2. APARATURA | SPRZET

1) spektrofotometr absorpcji atomowej wyposazony
w palnik powietrzno-acetylenowy;

2) lampa potasowa z katodg wnekowa.
3. WYKONANIE OZNACZANIA

Przygotowanie probki

Do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml przenosi sie
pipeta 2,5 ml wina (rozcienczonego uprzednio woda
w stosunku 1:10), nastepnie dodaje sie 1 ml roztworu
chlorku cezu i uzupetnia woda destylowanag do 50 ml.

Przygotowanie roztworow wzorcowych

Do kazdej z pieciu kolb miarowych o pojemnosci
100 ml przenosi sie 5,0 ml roztworu modelowego (ma-
tryca) i dodaje sie odpowiednio 0 ml; 2,0; 4,0 ml; 6,0 ml
i 8,0 ml roztworu potasu o stezeniu 1 g/l (rozcienczone-
go uprzednio w stosunku 1:10). Nastepnie do kazdej
kolby dodaje sie 2 ml roztworu chlorku cezu i uzupet-
nia woda destylowanag do 100 ml.

Przygotowane w ten sposob roztwory wzorcowe
zawierajg odpowiednio 1 g cezu w litrze oraz 2 mg,
4 mg, 6 mg i 8 mg potasu na litr, a pigty roztwor wzor-
cowy nie zawiera potasu. Roztwory przechowuje sie
w butelkach z polietylenu.

Oznaczanie

Dtugosé fali ustawia sie na 769,9 nm, nastepnie
ustawia sie zero na skali absorbancji, stosujac roztwor
wzorcowy zawierajacy 1g cezu w litrze, bez zawartosci
sodu. Do palnika spektrofotometru absorbcji atomo-
wej wprowadza sie probke bezposrednio rozcienczo-
nego wina, a nastepnie roztwory wzorcowe. Oznacza-
nie kohczy sie odczytaniem absorbancji. Wszystkie po-
miary powtarza sie dwa razy.

Obliczanie wyniku oznaczania

Sporzadza sie wykres w uktadzie A = f (c), gdzie
A — oznacza absorbancje, ¢ — oznacza zawartosc po-
tasu w roztworach wzorcowych w mgy/l.

Dla wartosci absorbancji uzyskanej dla probki roz-
cienczonego wina odczytuje sie z wykresu zawar-
to$¢ (C) potasu w miligramach na litr.

Zawartosé¢ potasu w miligramach na litr wina, wy-
razana w zaokragleniu do liczby catkowitej, wynosi
F x C, gdzie F jest wspodtczynnikiem rozcienczenia
(w tym przypadku 200).

Mozliwe jest wyrazenie wyniku w:

— miligramoréwnowaznikach na litr: 0,0256 x F x C
albo

— miligramach wodorowinianu litr:

4,813 x F x C.

potasu na

4. POWTARZALNOSC METODY

Powtarzalnosé jest to wartosé, od ktorej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w tym samym laboratorium, przez
tego samego analityka, z uzyciem tego samego sprze-
tu, w krotkim odstepie czasu.

W przypadku oznaczania powtarzalnosé (r) wyno-
si: 35 mg/I.

5. ODTWARZALNOSC METODY

Odtwarzalnos$é jest to warto$é, od ktérej jest
mniejsza, z prawdopodobienstwem, wartosé bez-
wzgledna réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wyni-
kami badan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej
metody, dla tej samej prébki, w réznych laborato-
riach, przez réznych analitykdw, z uzyciem réznego
sprzetu.

W przypadku oznaczania odtwarzalnos$é (R) wyno-
si: 66 mg/I.
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Zatacznik nr 28

OZNACZANIE ZAWARTOSCI MAGNEZU

Zawarto$¢ magnezu oznacza sie bezposrednio
w odpowiednio rozciehczonym winie metoda spektro-
fotometrii absorpcji atomowej.

1. ODCZYNNIKI

1) stezony roztwor wzorcowy zawierajacy 1 g magne-
zu w litrze; uzywa sie¢ wzorcowego roztworu ma-
gnezu zawierajgcego 1 g/l albo sporzadza sie roz-
twor, rozpuszczajgc 8,3646 g chlorku magnezu
(MgCl, - 6 H,0) w wodzie destylowanej, uzupetnia-
jac woda destylowang do objetosci 1 litra;

2) rozcienczony roztwor wzorcowy zawierajgcy 5 mg
magnezu w litrze; wzorcowe roztwory magnezu
przechowuje sie w butelkach z polietylenu.

2. APARATURA | SPRZET

1) spektrofotometr absorpcji atomowej wyposazony
w palnik powietrzno-acetylenowy;

2) lampa magnezowa z katodg wnekowa.
3. WYKONANIE OZNACZANIA

Przygotowanie probki

Wino rozciencza sie woda destylowang w stosun-
ku 1:100.

Przygotowanie roztworéw wzorcowych

Do kazdej z czterech kolb miarowych o pojemnosci
100 ml przenosi sie odpowiednio 5 ml, 10 ml, 15 ml
i 20 ml rozcienczonego wzorcowego roztworu magne-
zu i uzupetnia do 100 ml woda destylowana. Przygoto-
wane w ten sposodb roztwory wzorcowe zawierajg od-
powiednio 0,25 mg; 0,50 mg; 0,75 mg i 1,0 mg magne-
zu na litr. Roztwory przechowuje sie w butelkach z po-
lietylenu.

Oznaczanie

Dtugosé fali Swietlnej ustawia sie na 285 nm. Zero
ustawia sie na skali absorbancji, stosujgc wode desty-
lowana. Do palnika spektrofotometru absorpcji atomo-

wej wprowadza sie bezposrednio rozcienczone wino,
a nastepnie sporzadzone roztwory wzorcowe.

Nastepnie odczytuje sie absorbancje i powtarza
wszystkie pomiary dwa razy.

4. WYRAZANIE WYNIKU

Sposob obliczania

Sporzadza sie wykres w uktadzie A = f (c), gdzie
A - oznacza absorbancjg, ¢ — oznacza zawartos¢ ma-
gnezu w roztworach wzorcowych w mg/I.

Dla wartosci absorbancji uzyskanej dla probki roz-
cienczonego wina odczytuje sie z wykresu zawar-
tos¢ (C) magnezu w miligramach na litr.

Zawartos¢ magnezu w miligramach na litr wina jest
wyrazana w zaokragleniu do liczby catkowitej i wynosi
100 x C.

5. POWTARZALNOSC METODY

Powtarzalnos$¢ jest to wartosé, od ktdrej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w tym samym laboratorium, przez
tego samego analityka, z uzyciem tego samego sprze-
tu, w krotkim odstepie czasu.

W przypadku oznaczania powtarzalnosé (r) wynosi
3 mg/l.

6. ODTWARZALNOSC METODY

Odtwarzalno$¢ jest to wartosé, od ktorej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej probki, w réznych laboratoriach, przez
réznych analitykéw, z uzyciem réznego sprzetu.

W przypadku oznaczania odtwarzalnos$é (R) wyno-
si 8 mg/I.
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Zatacznik nr 29

OZNACZANIE ZAWARTOSCI WAPNIA

Zawarto$é wapnia oznacza sie metoda spektrofoto-
metrii absorpcji atomowej bezposrednio w odpowied-
nio rozcienczonym winie, dodajgc czynnik zmniejszaja-
cy jonizacje.

1. ODCZYNNIKI

1) roztwdr wzorcowy zawierajacy 1 g wapnia w litrze:

uzywa sie wzorcowego roztworu wapnia o steze-
niu 1 g/l albo sporzadza sie roztwor, rozpuszczajac
2,5 g weglanu wapnia (CaCO;) w kwasie chloro-
wodorowym (HCI) rozcienczonym w stosunku
1:10 obj., w ilosci pozwalajacej na catkowite roz-
puszczenie weglanu, i uzupetnia do objetosci 1 li-
tra wodg destylowang;

2) rozcienczony roztwor wzorcowy wapnia zawieraja-
cy 50 mg wapnia w litrze przechowuje sie w butel-
kach z polietylenu;

3) roztwdr chlorku lantanu zawierajacy 50 g lantanu
w litrze sporzadza sig, rozpuszczajac 13,369 g
chlorku lantanu (LaCl; - 7H,0) w wodzie destylo-
wanej i dodajac 1 ml HCl rozcienczonego w stosun-
ku 1:10 obj., i uzupetnia do 100 ml woda destylo-
wana.

2. APARATURA | SPRZET

1) spektrofotometr absorpcji atomowej wyposazony
w palnik powietrzno-acetylenowy;

2) lampa wapniowa z katodg wnekowg;

3) kolby miarowe.
3. WYKONANIE OZNACZANIA

Przygotowanie probki

Do kolby miarowej na 20 ml przenosi sie 1 ml wina,
2 ml roztworu chlorku lantanu i uzupetnia woda do
20 ml. Prébka wina, rozcienczonego w stosunku 1:20,
zawiera b g lantanu w litrze.

W przypadku win stodkich stezenie 5 g lantanu w li-
trze jest wystarczajace, o ile w wyniku rozciehczania za-
wartos¢ cukréw nie spadnie ponizej 2,5 g na litr.
W przypadku win o wigkszym stezeniu cukréw zwigk-
sza sie stezenie lantanu do 10 g na litr.

Przygotowanie roztworéw wzorcowych

Do kazdej z pieciu kolb miarowych na 100 ml prze-
nosi sie odpowiednio 0 ml, 5 ml, 10 ml, 15 ml i 20 ml
rozcienczonego wzorcowego roztworu wapnia, dodaje
sie 10 ml roztworu lantanu i uzupetnia do 100 ml woda
destylowana. Przygotowane w ten sposéb roztwory
wzorcowe zawierajg odpowiednio 0; 0,25; 5,0; 7,5;
10 mg wapnia na litr, kazdy roztwor zawiera 5 g lanta-
nu na litr. Roztwory przechowuje sie w butelkach z po-
lietylenu.

Oznaczanie

Dtugosé fali ustawia sie na 422,7 nm. Zero na skali
absorbancji ustawia sie, stosujgc roztwoér zawierajacy
5 g lantanu na litr (przygotowanie roztworéw wzorco-
wych). Do palnika spektrofotometru absorpcji atomo-
wej wprowadza sie bezposrednio rozcieiczone wino,
a nastepnie kolejno pie¢ roztworow wzorcowych spo-
rzgdzonych w podany sposéb. Odczytuje sie absorban-
cje i powtarza wszystkie pomiary dwa razy.

4. WYRAZANIE WYNIKU

Sposob obliczania

Sporzadza sie wykres w uktadzie A = f (c), gdzie
A — oznacza absorbancje, ¢ — oznacza zawartos¢ so-
du w roztworach wzorcowych w mg/I.

Dla wartosci absorbancji uzyskanej dla probki roz-
cienczonego wina odczytuje sie z wykresu zawartosé
(C) wapnia w miligramach na litr.

Zawarto$¢ wapnia w miligramach na litr wina wy-
nosi 20 x C i jest wyrazana w zaokragleniu do liczby cat-
kowitej.

5. POWTARZALNOSC METODY

Powtarzalnos$¢ jest to wartosé, od ktérej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w tym samym laboratorium, przez
tego samego analityka, z uzyciem tego samego sprze-
tu, w krotkim odstepie czasu.

W przypadku oznaczania powtarzalnos$¢ (r) wynosi:
1) przy stezeniu < 60 mg/l: r = 2,7 mg/l;
2) przy stezeniu > 60 mg/l: r = 4 mg/I.

6. ODTWARZALNOSC METODY

Odtwarzalno$¢ jest to wartosé, od ktorej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w réznych laboratoriach, przez
réznych analitykéw, z uzyciem réznego sprzetu.

W przypadku oznaczania odtwarzalnos$é (R) wyno-
$i 0,114 x, — 0,5,

gdzie:
X; — O0znacza zawartos¢ wapnia w probce w mg/I.
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Zatacznik nr 30

OZNACZANIE ZAWARTOSCI ZELAZA

Po odpowiednim rozcienczeniu wina i usunigeciu
alkoholu zawartos$é zelaza oznacza sie bezposrednio
metoda spektrofotometrii absorpcji atomowe;j.

1. ODCZYNNIKI

1) stezony roztwor zelaza zawierajacy jeden gram
Fe (Ill) w litrze;

uzywa sie wzorcowego handlowego roztworu
zelaza (1 g/l) albo sporzadza sie roztwor,
rozpuszczajac 8,6341 g siarczanu aminozelaza(lll)
(FeNH,(SO,), - 12 H,0) w wodzie destylowanej
lekko zakwaszonej jednomolowym kwasem
chlorowodorowym, i uzupetnia do 1 litra;

2) rozcienczony roztwor zelaza zawierajagcy 100 mg
zelaza w litrze.
2. APARATURA | SPRZET
1) wyparka rotacyjna z taznig wodng z termostatem;

2) spektrofotometr absorpcji atomowej wyposazony
w palnik powietrzno-acetylenowy;

3) lampa zelazowa z katodg wnekowa;

4) kolby miarowe.

3. WYKONANIE OZNACZANIA

Przygotowanie probki

Alkohol usuwa sie z wina, zmniejszajgc objetosé
probki o potowe za pomoca wyparki rotacyjnej
(temperatura od 50 do 60 °C). Nastepnie uzupetnia sie
do poczatkowej objetosci woda destylowana.

Jezeli potrzeba, prébke rozciencza sie przed
oznaczaniem, podajgc wspotczynnik rozciehczenia (F).

Przygotowanie roztworow wzorcowych

Do kazdej z pieciu kolb miarowych na 100 ml
przenosi sie odpowiednio 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 mli 5 ml
roztworu zelaza o stezeniu 100 mg na litr i uzupetnia do
100 ml woda destylowang. Przygotowane w ten
sposOb roztwory wzorcowe zawierajg odpowiednio
1 mg, 2 mg,3mg, 4 mgi5 mg zelaza w litrze. Roztwory
przechowuje sie w butelkach z polietylenu.

Oznaczanie

Dtugosé fali $wietlnej ustawia sie na 248,3 nm. Zero
na skali absorbancji spektrofotometru ustawia sie w
stosunku do wody destylowanej. Do palnika
spektrofotometru wprowadza sie bezposrednio
rozcienczong probke, a nastepnie kolejno pieé
roztworéw wzorcowych. Odczytuje sie absorbancje i
powtarza wszystkie pomiary.

4. WYRAZANIE WYNIKU

Obliczanie wyniku oznaczania

Sporzadza sie wykres w uktadzie A = f (c), gdzie
A — oznacza absorbancje, ¢ — oznacza zawartos$é ze-
laza w roztworach wzorcowych w mg/l. Dla wartosci
absorbancji uzyskanej dla prébki rozcienczonego wina
odczytuje sie z wykresu zawarto$c¢ (C) zelaza w miligra-
mach na litr. Zawartos¢ zelaza w miligramach na litr wi-
na, wyrazana w zaokragleniu do liczby catkowitej, wy-
nosi F x C, gdzie F — jest wspodfczynnikiem rozciehcze-
nia.

Zatacznik nr 31

OZNACZANIE ZAWARTOSCI MIEDZI

Metoda opiera sie na zastosowaniu spektrofotome-
trii absorpcji atomowe;.
1. ODCZYNNIKI
1) miedz metaliczna;

2) kwas azotowy (HNO;) o stgzeniu 65 % (o gestosci
Pyo = 1,38 g/ml);

3) kwas azotowy rozcienczony w stosunku 1:2 obj.;

4) roztwor zawierajgcy miedz w stezeniu 1 g/l — uzywa
sie wzorcowego handlowego roztworu miedzi albo
roztwor ten sporzadza sie, odwazajac 1,000 g meta-
licznej miedzi i przenoszac jg bez strat do kolby mia-

rowej na 1000 ml. Dodaje sie kwas azotowy rozcien-
czony w stosunku 1:2 obj. w ilo$ci wystarczajgcej do
rozpuszczenia metalu, nastepnie dodaje sie 10 ml
stezonego kwasu azotowego i uzupetnia do 1000 ml
woda destylowang;

5) roztwor zawierajgcy miedz w stezeniu 100 mg/l
sporzadza sie, przenoszac 10 ml roztworu przygo-
towanego do kolby miarowej na 100 ml, i uzupet-
nia do 100 ml woda redestylowana.

2. APARATURA | SPRZET
1) naczynko platynowe;

2) spektrofotometr absorpcji atomowej;



Dziennik Ustaw Nr 126

— 8372 —

Poz. 1173

3) lampa miedziowa z katodg wnekowag;

4) sprzet do doprowadzania gazu o sktadzie: powie-
trze-acetylen albo podtlenek azotu-acetylen;

5) kolby miarowe.
3. WYKONANIE OZNACZANIA

Przygotowanie probki i oznaczanie zawartosci miedzi

Jezeli potrzeba, sporzadza sie odpowiednio roz-
cienczony roztwoér, uzywajac wody redestylowane;.

Przygotowanie roztworéow wzorcowych

Do trzech kolb miarowych na 100 ml przenosi sie
odpowiednio 0,5 ml, 1 ml i 2 ml roztworu miedzi
(100 mg miedzi w litrze) i uzupetnia woda redestylo-
wang; przygotowane w ten sposéb roztwory zawieraja
odpowiednio 0,5 mg, 1 mg i 2 mg miedzi w litrze.

Pomiary absorbancji wykonuje sie przy 324,8 nm.

Na skali spektrofotometru absorbancji atomowej
ustawia sie zero dla wody redestylowanej. Wykonuje
sie kolejno bezposrednie pomiary absorbancji roztwo-
row wzorcowych przygotowanych w opisany sposéb,
nastepnie wykonuje sie dwa rownolegte oznaczania.

4. WYRAZANIE WYNIKU

Obliczanie wyniku oznaczania

Sporzadza sie wykres w uktadzie A = f (c), gdzie
A — oznacza absorbancjg, ¢ — oznacza zawarto$¢ mie-
dzi w roztworach wzorcowych w mg/I.

Dla wartosci absorbancji uzyskanej dla probki roz-
cienczonego wina odczytuje sie z wykresu zawartosé
(C) miedzi w miligramach na litr.

Jezeli F jest wspotczynnikiem rozcienczenia, zawar-
tosé miedzi, podawana w miligramach na litr z doktad-
noscig do dwdch znakéw po przecinku, wynosi F x C.

Stezenia roztwordéw do wyznaczania krzywej wzor-
cowej i rozciehczenie probki dobiera sie wtasciwie do
czutosci uzywanego spektrofotometru absorbancji ato-
mowej oraz do zawartos$ci miedzi w badanej probce.

Jezeli w badanej prébce oczekiwana zawartosé
miedzi jest bardzo mata, postepuje sie nastepujaco:
w naczynku platynowym umieszcza sie 100 ml probki
i odparowuje natazni wodnej o temperaturze 100 °C do
konsystencji syropu. Nastepnie dodaje sie po kropli
2,5 ml kwasu azotowego o stezeniu 65 %, catkowicie
pokrywajac cieczag dno naczynka. Ostroznie spopiela
sie pozostatosé na elektrycznej ptytce grzejnej lub w ni-
skim ptomieniu palnika, a nastepnie wktada naczynko
do pieca muflowego o temperaturze 50025 °C i pozo-
stawia na okotfo jedng godzine. Po wystudzeniu popiét
zwilza sie 1 ml kwasu azotowego o stezeniu 65 %, roz-
kruszajgc probke szklang bagietkg, pozostawia miesza-
nine do odparowania i spopiela jak uprzednio. Ponow-
nie umieszcza sie naczynko w piecu muflowym na
15 minut. Obrébke kwasem azotowym powtarza sie co
najmniej trzykrotnie. Popiét rozpuszcza sig, dodajac do
naczynka 1 ml kwasu azotowego o stezeniu 65 % oraz
2 ml wody redestylowanej, i przenosi do kolby na
10 ml. Naczynko przemywa sie trzykrotnie, za kazdym
razem uzywajac 2 ml wody redestylowanej. Nastepnie
dodaje sie wody redestylowanej do 10 ml.

Zatacznik nr 32

OZNACZANIE ZAWARTOSCI KADMU

Zawarto$¢ kadmu oznacza sie bezposrednio w wi-
nie metoda bezptomieniowej spektrofotometrii ab-
sorpcji atomowe;j.

1. ODCZYNNIKI

Stosuje sie wode dwukrotnie destylowang w apa-
racie ze szkta borokrzemowego, dopuszcza sie uzycie
wody o podobnej czystosci. Wszystkie odczynniki ma-
ja czystosé analityczng i nie zawierajg kadmu:

1) 85 % kwas fosforowy (o gestosci p,q = 1,71 g/ml);

2) roztwor kwasu fosforowego, otrzymany przez roz-
cienczenie 8 ml kwasu fosforowego woda do 100 ml;

3) 0,02-molowy roztwér soli dwusodowej kwasu ety-
lenodwuaminoczterooctowego (EDTA);

4) roztwoér buforowy o pH 9 sporzadza sie, rozpusz-
czajac w kolbie miarowej na 100 ml 5,4 g chlorku

amonu w kilku mililitrach wody, nastepnie dodaje
sie 35 ml roztworu wodorotlenku amonu (o gesto-
$ci pyg = 0,92 g/ml) rozcienczonego do 25 % obj.
i uzupetnia do 100 ml wodg;

5) czern eriochromowa T — 1 % wagowy, sucha mie-
szanina z chlorkiem sodowym;

6) roztwor siarczanu kadmu (CdSO, - 8H,0), ktérego
miano sprawdza sie nastepujaco: do cylindrycznego
naczynia z wodg odwaza sie doktadnie 102,6 mg siar-
czanu kadmu i wstrzgsa do rozpuszczenia, nastepnie
dodaje sie 5 ml roztworu buforowego o pH =9 i oko-
to 20 mg czerni eriochromowej T — miareczkuje roz-
tworem EDTA do zmiany barwy wskaznika na niebie-
ska (ilo$¢ zuzytego roztworu EDTA powinna wynosi¢
20 ml), jezeli zuzyta objetos¢ niewiele odbiega od
20 ml — odpowiednio koryguje sie ilo$¢ siarczanu
kadmu odwazanego do przygotowania roztworu
wzorcowego;
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7) roztwor wzorcowy kadmu o stezeniu 1 g/l — uzy-
wa sie wzorcowego handlowego roztworu kadmu
albo sporzadza sie roztwar, rozpuszczajac 2,2820 g
siarczanu kadmowego w wodzie i uzupetniajgc do
1 litra.

2. APARATURA | SPRZET

1) szkto laboratoryjne przed uzyciem myje sie w ste-
zonym kwasie azotowym podgrzanym do tempe-
ratury od 70 do 80 °C, nastepnie sptukuje sie woda
redestylowang;

2) spektrofotometr absorpcji atomowej wyposazony
w piec grafitowy, korekcje tta i multipotencjometr;

3) lampa kadmowa z katodg wnekowa;

4) mikropipety na 5 ul ze specjalnymi koncéwkami do
pomiarow metoda absorpcji atomowe;.

3. WYKONANIE OZNACZANIA

Przygotowanie probki

Wino rozciencza sie w stosunku 1:2 obj., uzywajac
roztworu kwasu fosforowego.

Przygotowanie roztworéw wzorcowych

Wykorzystujac wzorcowy roztwoér kadmu, przygo-
towuje sie serie roztwordéw o stezeniach odpowiednio
2,5;5; 10 15 ug kadmu w litrze.

Temperature pieca programuje sie¢ w nastepujacy
sposob:

1) suszenie w temperaturze 100 °C przez 30 sekund;

2) mineralizacja w temperaturze 900 °C przez 20 se-
kund;

3) atomizacja w temperaturze 2250 °C przez 2 do 3 se-
kund;

4) przeptyw azotu (gaz ptuczacy): 6 litrow/minute.

W celu oczyszczenia pieca temperature podnosi sie
do 2700 °C.

Pomiary metoda absorpcji atomowej

Dtugosé fali Swietlnej ustawia sie na 228,8 nm. Ze-
ro ustawia sie na skali absorbancji w stosunku do wo-
dy redestylowanej. Za pomocg mikropipety wprowa-
dza sie do pieca trzy 5 ul porcje kazdego z roztworow
wzorcowych i roztworu badanej prébki, nastepnie od-
czytuje sie wartosci absorbancji. Wartosé $rednig ab-
sorbancji oblicza sie na podstawie pomiaréw trzech
wprowadzonych porgji.

4. WYRAZANIE WYNIKU

Obliczanie wyniku oznaczania

Sporzadza sie wykres w uktadzie A = f (c), gdzie
A — oznacza absorbancje, c — oznacza zawartosc kad-
mu w roztworach wzorcowych w mg/I.

Dla wartosci absorbancji uzyskanej dla probki roz-
cienczonego wina odczytuje sie z wykresu zawar-
to$¢ (C) kadmu w miligramach na litr.

Zawartos¢ kadmu w mikrogramach na litr wina wy-
nosi: 2 x C.

Zatacznik nr 33

OZNACZANIE ZAWARTOSCI SREBRA

Metoda oparta jest na zastosowaniu spektrofoto-
metrii absorpcji atomowej po spopieleniu prébki.

1. ODCZYNNIKI
1

~

azotan srebra (AgNO);

2) kwas azotowy (HNO,), o stezeniu 65 % i gestosci
Py = 1,38 g/ml;

3) kwas azotowy rozcienczony w stosunku 1:10 obj.;

4) roztwor zawierajacy 1 g srebra w litrze: uzywa sie
wzorcowego handlowego roztworu srebra albo
sporzadza sie roztwor, rozpuszczajac 1,575 g azota-
nu srebra w rozcienczonym kwasie azotowym
i uzupetniajgc do 1000 ml rozcienczonym kwasem
azotowym;

5) roztwér zawierajacy 10 mg srebra w litrze;

10 ml roztworu zawierajacego 1 g srebra sporzadzone-
go w opisany sposob rozciencza sie do 1000 ml roz-
cienczonym roztworem kwasu azotowego.

2. APARATURA | SPRZET
1) naczynko platynowe;
2) taznia wodnaz termostatem o temperaturze 100 °C;

3) piec o kontrolowanej temperaturze od 500 do
525 °C;

4) spektrofotometr absorpcji atomowej;
5) lampa srebrowa z katodg wnekowa;
6) gazy zasilajgce: powietrze, acetylen;

7) kolby miarowe.
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3. WYKONANIE OZNACZANIA

Przygotowanie probki

20 ml prébki umieszcza sie w naczynku platynowym
i odparowuje do sucha na wrzacej tazni wodnej. Nastep-
nie spopiela sie probke w piecu w temperaturze 500 do
525 °C. Biaty popiot zwilza sie za pomoca 1 ml kwasu azo-
towego o stezeniu 65 %. Probke odparowuje sie na wrza-
cej tazni wodnej, powtdrnie dodaje 1 ml kwasu azotowe-
go o stezeniu 65 % i odparowuje po raz drugi. Nastepnie
dodaje sie 5 ml rozcienczonego kwasu azotowego w sto-
sunku 1:10 obj. i lekko ogrzewa do rozpuszczenia.

Przygotowanie roztworow wzorcowych

Do szesciu kolb miarowych na 100 ml odmierza sie
pipeta odpowiednio 2 ml, 4 ml, 6 ml, 8 ml, 10 ml oraz
20 ml roztworu zawierajacego 10 mg srebra w litrze
i uzupetnia do 100 ml rozcienczonym kwasem azoto-
wym w stosunku 1:10 obj. Przygotowane w ten sposéb
roztwory zawierajg odpowiednio 0,20 mg, 0,40 mg,
0,60 mg, 0,80 mg, 1,0 mg i 2,0 mg srebra w litrze.

Dtugosc fali Swietlnej ustawia sig na 328,1 nm. Ze-
ro ustawia sie na skali spektrofotometru absorbancji
atomowej w stosunku do wody redestylowanej. Wyko-
nuje sie kolejno bezposrednie pomiary absorbancji
roztworéw wzorcowych. Wykonuje sie dwa réownole-
gte oznaczania.

4. WYRAZANIE WYNIKU
Obliczanie wyniku oznaczania

Sporzadza sie wykres w uktadzie A = f (c), gdzie
A — oznacza absorbancje, c — oznacza zawartosé sre-
bra w roztworach wzorcowych w mg/I.

Dla wartosci absorbancji uzyskanej dla prébki roz-
cienczonego wina odczytuje sie z wykresu zawartosé

(C) srebra w miligramach na litr.

Zawartos¢ srebra w winie w miligramach na litr
wynosi 0,25 x C. Wartos¢ ta jest podawana z doktadno-
$cig do dwéch znakdow po przecinku.

Zatacznik nr 34

OZNACZANIE ZAWARTOSCI CYNKU

Po usunieciu alkoholu zawarto$é¢ cynku jest ozna-
czana bezposrednio w winie metodg spektrofotometrii
absorpcji atomowej.

1. ODCZYNNIKI

Stosuje sie wode redestylowang w aparacie ze
szkta borokrzemowego. Jest mozliwe uzycie wody
o podobnym wskazniku czystosci.

1) wzorcowy roztwor cynku zawierajacy jeden gram
cynku w litrze:

uzywa sie wzorcowego handlowego roztworu cynku
lub sporzadza sie roztwor, rozpuszczajac 4,3975 g
siarczanu cynku (ZnSO, - 7 H,0) w wodzie i uzupet-
niajgc do objetosci 1 litra;

2) rozcienczony roztwaor wzorcowy zawierajacy 100 mg
cynku w litrze.

2. APARATURA | SPRZET
1) wyparka rotacyjna z taznig wodna z termostatem;

2) spektrofotometr absorpcji atomowej z palnikiem
powietrzno-acetylenowym;

3) lampa cynkowa z katodg wnekowa.
3. WYKONANIE OZNACZANIA

Przygotowanie probki

Za pomoca wyparki rotacyjnej (temperatura od 50 do
60 °C) usuwa sie alkohol ze 100 ml wina, zmniejszajgc ob-

jetoscé prébki do potowy. Nastepnie uzupetnia sie do pier-
wotnej objetosci 100 ml za pomoca wody redestylowane;.

Przygotowanie roztwordow wzorcowych

Do czterech kolb miarowych na 100 ml odmierza
sie odpowiednio 0,5 ml, 1T ml, 1,5 mli 2 ml roztworu za-
wierajagcego 100 mg cynku w litrze i uzupetnia woda re-
destylowang do 100 ml. Przygotowane w ten sposdéb
roztwory zawierajg odpowiednio 0,5 mg, 1 mg, 1,6 mg
i 2 mg cynku w litrze.

Oznaczanie

Dtugosc fali Swietlnej ustawia sie na 213,9 nm. Ze-
ro ustawia sie na skali absorbancji w stosunku do wo-
dy redestylowanej. Do palnika spektrofotometru ab-
sorpcji atomowej wprowadza sie bezposrednio wino,
a nastepnie kolejno cztery roztwory wzorcowe. Nastep-
nie odczytuje sie absorbancje. Wykonuje sie dwa réw-
nolegte oznaczania.

4. WYRAZANIE WYNIKU

Obliczanie wyniku oznaczania

Sporzadza sie wykres w uktadzie A = f (c), gdzie
A — oznacza absorbancje, ¢ — oznacza zawartosé cyn-
ku w roztworach wzorcowych w mg/I.

Dla wartosci absorbancji uzyskanej dla probki roz-
cienczonego wina odczytuje sie z wykresu zawar-
tos¢ (C) cynku w miligramach na litr.
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Zatacznik nr 35

OZNACZANIE ZAWARTOSCI OLOWIU

Zawartos$¢ otowiu oznacza sie bezposrednio w wi-
nie metodg bezptomieniowej spektrofotometrii ab-
sorpcji atomowe;j.

1. ODCZYNNIKI

Stosuje sie wode redestylowang w aparacie ze
szkta borokrzemowego, dopuszcza sie uzycie wody
o podobnej czystosci. Wszystkie odczynniki sg czysto-
$ci analitycznej i nie zawierajg otowiu.

1) 85 % kwas fosforowy o gestosci p,, = 1,71 g/ml;

2) roztwor kwasu fosforowego otrzymany przez roz-
cienczenie 8 ml kwasu fosforowego woda do
100 ml;

3) kwas azotowy o gestosci p,, = 1,38 g/ml;

4) roztwor ofowiu o stezeniu 1 g w litrze — uzywa sie
wzorcowego handlowego roztworu otowiu albo spo-
rzadza sie taki roztwor, rozpuszczajac 1,600 g azotanu
ofowiu(ll) Pb(NO,), w kwasie azotowym rozcienczo-
nym do 1% obj. i uzupetniajac do 1 litra. Tak przygo-
towany roztwor przechowuje sie w butelce ze szkta
borokrzemowego z korkiem na szlif.

2. APARATURA | SPRZET

Szkto laboratoryjne przed uzyciem myje sie w ste-
zonym kwasie azotowym podgrzanym do temperatury
od 70 do 80 °C i sptukuje woda redestylowana.

1) spektrofotometr absorpcji atomowej wyposazony
w piec grafitowy, niespecyficzng korekcje absorp-
cji i multipotencjometr;

2) lampa otowiowa z katodg wnekowsg;

3) mikropipety na 5 ul z koAcéwkami do pomiaréw
metoda absorpcji atomowej.

3. WYKONANIE OZNACZANIA

Przygotowanie probki

Wino rozciencza sie w stosunku 1:2 lub 1:3 roztwo-
rem kwasu fosforowego, zaleznie od oczekiwanej za-
wartosci oftowiu okreslajac wspotczynnik rozciehcze-
nia (F).

Przygotowanie roztworow wzorcowych

Przygotowuje sie serie roztwordw, o stezeniach
odpowiednio 2,5 ug; 5 ug; 10 ug i 15 ug otowiu w litrze,
przez rozcienczanie woda redestylowang wzorcowego
roztworu otowiu.

Programowanie temperatury pieca przeprowadza
sie w nastepujacy sposob:

1) suszenie w temperaturze 100 °C do 30 sekund;
2) mineralizacja w temperaturze 900 °C do 20 sekund;

3) atomizacja w temperaturze 2250 °C od 2 do 3 se-
kund;

4) przeptyw azotu (gaz ptuczacy): 6 litréw/minute.

W celu oczyszczenia pieca temperature podnosi sie
do 2700 °C.

Pomiary

Dtugosc fali swietlnej ustawia sie na 217 nm, zero
ustawia sie na skali absorbancji w stosunku do wody
redestylowanej. Za pomocg mikropipety wprowadza
sie do pieca, o zaprogramowanej temperaturze, trzy
5 ul porcje kazdego z roztworéw do kalibracji i roztwo-
ru badanej probki. Odczytuje sie wartosci absorbancji,
nastepnie oblicza sie srednig wartos¢ absorbancji na
podstawie wynikdw pomiaru trzech porcji.

4. WYRAZANIE WYNIKU

Obliczanie wyniku oznaczania

Sporzadza sie wykres w uktadzie A = f (c), gdzie
A — oznacza absorbancjg, ¢ — oznacza zawartosc¢ oto-
wiu w roztworach wzorcowych w mg/I.

Dla wartosci absorbancji uzyskanej dla prébki roz-
cienczonego wina odczytuje sie z wykresu zawartosé
(C) otowiu w miligramach na litr.

Zawarto$é otowiu w winie w miligramach na litr
wynosi:

CxF

gdzie F — oznacza wspotczynnik rozcienczenia.
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Zatacznik nr 36

OZNACZANIE ZAWARTOSCI FLUORKOW

Zawartos$¢ fluorkow w winie, wprowadzonych do
roztworu buforowego, jest oznaczana za pomoca elek-
trody selektywnej z membrang statg. Zmierzony za po-
moca elektrody potencjat jest proporcjonalny do loga-
rytmu aktywnosci jonéw fluorkowych w badanym $ro-
dowisku, zgodnie z rdwnaniem:

E=Ey+Sloga,

gdzie:

E — oznacza potencjat elektrody jonoselektywnej
mierzony w stosunku do elektrody odniesienia
w badanym $rodowisku,

E, — oznacza standardowy potencjat czujnika pomia-
rowego,

S — oznacza nachylenie elektrody jonoselektywnej
(wspotczynnik  Nernsta). W temperaturze
25 °C teoretyczne nachylenie wynosi 59,2 mV,

ap — oznacza aktywnosc jonow fluorkowych w bada-
nym roztworze.

1. ODCZYNNIKI

1) roztwér podstawowy fluorku o stezeniu 1 g/l
— uzywa sie wzorcowego handlowego roztworu
o stezeniu 1 g/l albo roztwér ten sporzadza sie, roz-
puszczajgc 2,210 g fluorku sodowego (suszonego
od 3 do 4 godzin w temperaturze 105 °C) w wodzie
destylowanej, nastepnie uzupetnia sie woda desty-
lowang do 1 litra;

2) wzorcowe roztwory fluorku o odpowiednim steze-
niu w mg/l sporzadza sie przez rozcienczanie roz-
tworu podstawowego woda destylowang i prze-
chowuje w butelce z tworzywa sztucznego. Roz-
twory wzorcowe przygotowuje sie na potrzeby bie-
Zace;

3) roztwor buforowy o pH 5,5 — 10 g kwasu trans-1,2-
-dwuaminocykloheksanoczterooctowego (CDTA)
wprowadza sie do wody (okoto 50 ml); dodaje sie
58 g chlorku sodu i 29,4 g cytrynianu tréjsodowe-
go w 700 ml wody destylowanej. CDTA rozpuszcza
sie po dodaniu okoto 6 ml 32 % (m/v) roztworu wo-
dorotlenku sodu, na koniec dodaje sie 57 ml kwa-
su octowego o stezeniu p,, = 1,05 g/ml i doprowa-
dza pH do 5,5 za pomocg 32 % roztworu wodoro-
tlenku sodowego (okoto 45 ml). Tak sporzadzony
roztwor pozostawia sie do ostygniecia i uzupetnia
do 1 litra wodg destylowana.

2. APARATURA | SPRZET

1) elektroda z membrang krystaliczng selektywna
w stosunku do jonoéw fluorkowych;

2) elektroda odniesienia (kalomelowa lub Ag/AgCl);

3) miliwoltomierz (pehametr z rozszerzona skalg mili-
woltowg) o doktadnosci odczytu 0,1 mV;

4) mieszadto magnetyczne z ptytka izolacyjng, chro-
nigca badany roztwadr przed cieptem wytwarzanym
przez silnik napedu mieszadta;

5) naczynie do mieszania roztworu zamykane po-
krywka z tworzywa sztucznego (z polietylenu lub
podobnego materiatu);

6) zlewki z tworzywa sztucznego o pojemnosci od 30
do 50 ml i butelki z tworzywa sztucznego (z poliety-
lenu lub podobnego materiatu);

7) doktadne pipety (pipety skalowane w mikrolitrach
lub podobne).

3. WYKONANIE OZNACZANIA

Wszystkie roztwory w trakcie oznaczania maja tem-
perature 25 °C (1 °C). Odchylenie o wiecej niz 1 °C po-
woduje zmiane mierzonego potencjatu o okoto 0,2 mV.

Metoda bezposrednia

Do zlewki z tworzywa sztucznego przenosi sie od-
mierzong ilo$é wina i takg sama objetos$é roztworu bu-
forowego.

Roztwdér miesza sie w sposdb réwnomierny i ta-
godny. Gdy wskazéwka miliwoltomierza ustabilizuje
sie (stabilno$¢ jest osiggana, gdy wahania potencjatu
nie przekraczajg 0,2 do 0,3 mV w ciggu trzech minut),
odczytuje sie wartosé potencjatu w mV.

Metoda dodawania znanych ilosci fluorku

Do badanej probki dodaje sie za pomocg mikropi-
pety, przy ciggtym mieszaniu, znang objetosé wzorco-
wego roztworu fluorku. Gdy wskazdwka miliwoltomie-
rza ustabilizuje sie, odczytuje sie warto$¢ potencjatu
w mV.

Stezenie dodawanego roztworu wzorcowego usta-
la sie w nastepujgcy sposob:

1) dwukrotnie lub trzykrotnie zwieksza sie stezenie
fluorku w roztworze badanej prébki;

2) dopuszczalny przyrost objetosci roztworu badanej
probki co najwyzej 1 %.

Przyblizone stezenie roztworu badanej probki od-
czytuje sie z krzywej wzorcowej wykreslonej na skali
poétlogarytmicznej za pomoca roztwordw wzorcowych
o stezeniu 0,1; 0,2; 0,5; 1,0 2,0 mg/I.

Jezeli przyblizone stezenie roztworu badanej prob-
ki znajduje sie poza zakresem stezen roztworéw wzor-
cowych, probke nalezy rozcienczyé.
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Obliczanie wyniku oznaczania V, — oznacza objgtosc roztworu badanej probki po
N . o dodaniu roztworu fluorku (ml),

Zawartosc fluorkow (C) w roztworze badanej prob-  A\r _ 5 nacza réznice potencjatéw otrzymana w me-

ki w mg/I oblicza sie wedtug wzoru:

V. xC 1
Cr= 2 & x
Vv, (antylog AE/S) — 1
gdzie:
Cr — oznacza zawartosc fluorkow w roztworze bada-
nej prébki (mg/l),
C, — oznacza zawartosc fluorkéw w roztworze doda-
nym (mg/l) do roztworu badanej probki (V,),
V, — oznacza poczatkowa objgtosc roztworu badane;j

probki przed dodaniem roztworu fluorku (ml),

todzie bezposredniej i w metodzie dodawania
znanych ilosci fluorku (mV),

S — oznacza nachylenie elektrody w badanym roz-
tworze.

Jezeli V, jest bardzo zblizone do V, stosuje sig
wzor:

1
CF = Ca X
(antylog AE/S) — 1

Uzyskanag wartos$¢ nalezy pomnozy¢ przez wspot-

czynnik rozcienczenia, wynikajacy z dodania do probki
roztworu buforowego.

Zatacznik nr 37

OZNACZANIE ZAWARTOSCI DWUTLENKU WEGLA

Wina inne niz wina musujace i gazowane (nadci-
snienie wywotywane przez CO, < 0,5 x 105 Pa)

Przygotowanie probki

Odmierzona objetos$¢ wina jest schtadzana do tem-
peratury okoto 0 °C i mieszana z wodorotlenkiem sodu
w ilosci wystarczajacej do sprowadzenia pH do warto-
$ci 10—11. Miareczkowanie wykonuje sie za pomoca
roztworu kwasu w obecnosci anhydrazy weglowej (de-
hydrataza weglanowa). Zawartos¢ dwutlenku wegla
oblicza si¢ na podstawie objetosci kwasu potrzebnego
do zmiany pH z 8,6 (forma wodoroweglanowa) na 4,0
(kwas weglowy). W celu uwzglednienia ilo$ci wodoro-
tlenku sodowego zwigzanego przez kwasy obecne
w winie przeprowadza sie prébe s$lepa, miareczkujac
w tych samych warunkach wino pozbawione dwutlen-
ku wegla.

1. ODCZYNNIKI
1) 0,1-molowy roztwoér wodorotlenku sodu (NaOH);
2) 0,05-molowy roztwor kwasu siarkowego (H,SO,);

3) roztwor anhydrazy weglowej sporzadzony w na-
stepujacy sposéb — 1 g anhydrazy weglowej roz-
puszcza sie w 1 litrze wody.

2. APARATURA | SPRZET
1) mieszadto magnetyczne;
2) pehametr.

3. WYKONANIE OZNACZANIA

Wino razem z pipeta na 10 ml uzywang do pobiera-
nia probek schtadza sie do temperatury okoto 0 °C.

Do zlewki na 100 ml odmierza sie 25 ml 0,1-molo-
wego roztworu wodorotlenku sodu, dodaje dwie kro-
ple wodnego roztworu anhydrazy weglowej o stezeniu
g/l, a nastepnie za pomoca pipety schtodzonej do tem-
peratury 0 °C wprowadza sie 10 ml wina.

Zlewke umieszcza sie na mieszadle magnetycz-
nym, wktada elektrode pehametru i miesza z umiarko-
wang predkoscia.

Gdy roztwor osiggnie temperature pokojowa, mia-
reczkuje sie powoli roztworem kwasu siarkowego do
uzyskania wartosci pH 8,6. llos$¢ uzytego kwasu zapisu-
je sie.

Kontynuuje sie miareczkowanie 0,05-molowym
roztworem kwasu siarkowego do uzyskania wartosci
pH 4,0. llosé ml kwasu zuzytego na zmiane pH z 8,6 do
4,0 — oznacza sie symbolem n. Z prébki wina o obje-
tosci okoto 50 ml usuwa sig¢ CO, przez wstrzgsanie pod
préznig przez 3 minuty, ogrzewajac kolbe w tazni wod-
nej do temperatury 25 °C.

Czynnosci powtarza sie, uzywajgc 10 ml wina po-
zbawionego dwutlenku wegla. llos¢ ml kwasu zuzyte-
go w proébie slepej oznacza sie symbolem n’.

Obliczanie wyniku oznaczania

1 ml odmiareczkowanego 0,1-molowego wodoro-
tlenku sodowego odpowiada 4,4 mg CO.,,

Zawarto$¢ CO, w gramach na litr wina wynosi:
0,44 x (n—n').

Warto$é¢ te podaje sie z doktadnosciag do dwaéch
znakow po przecinku.
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Jezeli wino zawiera ponizej 1 g/l CO,, nie jest ko-
nieczne dodawanie anhydrazy weglowej w celu katali-
zowania reakcji hydratacji CO,.

Wina musujace i potmusujace
Przygotowanie probki

Probke wina do analizy schtadza sie w temperatu-
rze bliskiej temperaturze zamarzania. Po pobraniu
pewnej ilosci wina do wykonania préby slepej po usu-
nieciu dwutlenku wegla wino pozostate w butelce alka-
lizuje sie¢ w celu zwigzania catego dwutlenku wegla
w formie Na,CO,. Miareczkowanie wykonuje si¢ za po-
moca roztworu kwasu w obecnosci anhydrazy weglo-
wej. Zawarto$¢ dwutlenku wegla oblicza sie na podsta-
wie objetosci kwasu potrzebnej do zmiany pH z 8,6
(forma wodoroweglanowa) na 4,0 (kwas weglowy).
W celu uwzglednienia ilosci wodorotlenku sodowego
zwigzanego przez kwasy obecne w winie préobe Slepa
wykonuje sie, miareczkujac w tych samych warunkach
wino pozbawione dwutlenku wegla.

1. ODCZYNNIKI
1) roztwdr wodorotlenku sodu (NaOH) 50 % wagowo;
2) 0,05-molowy roztwor kwasu siarkowego (H,SO,);

3) roztwdr anhydrazy weglowej sporzadzony w na-
stepujacy sposob: 1 g anhydrazy weglowej roz-
puszcza sie w 1 litrze wodly.

2. APARATURA | SPRZET
1) cylinder miarowy;
2) mieszadto magnetyczne;

3) pehametr.

3. WYKONANIE OZNACZANIA

Zaznacza sie poziom wina w butelce, nastepnie
schtadza sie do rozpoczecia zamarzania tego wina. Bu-
telke ogrzewa sie lekko, stale wstrzgsajac do znikniecia
krysztatow lodu. Szybko wyjmuje sie korek i odmierza
45 do 50 ml wina do cylindra miarowego w celu wyko-
nania proby slepej. Doktadng ilo$¢ odmierzonego wina
(v ml) odczytuje sie w cylindrze miarowym po sprowa-
dzeniu probki do temperatury okoto 20 °C.

Natychmiast po pobraniu wina do proby slepej do
butelki o pojemnosci 750 ml dodaje sie 20 ml roztworu
wodorotlenku sodu (50 % obj.).

Wino pozostawia sig, az osiggnie temperature po-
kojowa.

Do zlewki na 100 ml odmierza sie 30 ml przegoto-
wanej wody destylowanej i dodaje dwie krople roztwo-
ru anhydrazy weglowej (1 g/l), a nastepnie dodaje sie

10 ml zalkalizowanego wina. Zlewke umieszcza sie na
mieszadle magnetycznym, wktada elektrode oraz mie-
szadetko magnetyczne i miesza sie z umiarkowana
predkoscia.

Miareczkuje sie powoli 0,05-molowym roztworem
kwasu siarkowego do osiggniecia pH 8,6. Zapisuje sie
ilos¢ zuzytego roztworu kwasu.

Miareczkuje sie dalej powoli 0,05-molowym roz-
tworem kwasu siarkowego do uzyskania wartosci
pH 4,0.

Z prébki wina o objetosci v ml, pozostawionego do
wykonania proby slepej, usuwa sie CO, przez wstrzg-
sanie pod proznig przez 3 minuty, ogrzewajac kolbe
w tazni wodnej do temperatury 25 °C. Pobiera sie 10 ml
wina pozbawionego dwutlenku wegla i dodaje 30 ml
przegotowanej wody destylowanej, nastepnie dodaje
sie dwie do trzech kropli roztworu wodorotlenku sodu
(50 % obj.), aby sprowadzi¢ pH do wartosci 10—11.
Zlewke umieszcza sie na mieszadle magnetycznym,
wktada elektrode oraz mieszadetko magnetyczne i mie-
sza sie z umiarkowang predkoscig. Miareczkuje sie po-
woli 0,05-molowym roztworem kwasu siarkowego do
osiagniecia pH 8,6. Zapisuje sie ilos¢ zuzytego roztwo-
ru kwasu.

Miareczkuje sie dalej powoli 0,05-molowym roz-
tworem kwasu siarkowego do uzyskania wartosci
pH 4,0.

Obliczanie wyniku oznaczania

1 ml 0,05-molowego roztworu kwasu siarkowego
odpowiada 4,4 mg CO,.

Oprodznia sie butelke wina, ktére zostato zalkalizo-
wane, i oznacza poczatkowa objetos¢ wina (V) z do-
ktadnoscig do 1 ml przez napetnienie butelki woda do
zaznaczonej wysokosci.

Zawartos¢ CO, (G) w gramach na litr wina oblicza
sie wedtug wzoru:

V—v+20
G=0,44(n—n’)x;,
V—v

gdzie

n’" — oznacza ilos¢ ml zuzytego 0,5-molowego roz-
tworu kwasu siarkowego,

n — oznacza ilos¢ ml kwasu zuzytego na zmiane pH
28,6 na4,0,

V — oznacza zmierzong poczatkowa objetos¢ wina
w mi,

v — oznacza zmierzong koncowag objeto$¢ wina

w ml.

Wynik podaje sie z doktadnoscig do dwoch znakdw
po przecinku.
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Nadcisnienie w temperaturze 20 °C (Paph,,) wyrazane w paskalach oblicza si¢ wedtug wzoru:

Paph,, =

Q

gdzie:

Q — oznacza zawartos¢ CO, w g/l wina,
A — oznacza zawartos$é alkoholu w winie w tempe-
raturze 20 °C,

1,951 x 107 x (0,86 x 0,01 A) x (1 — 0,00144 S)

atm ’

S — oznacza zawarto$é¢ cukrow w winie w g/l,
P — oznacza cisnienie atmosferyczne, wyrazone
w paskalach.

atm

Zatacznik nr 38

OZNACZANIE ZAWARTOSCI POCHODNYCH CYJANKOWYCH

Wolny kwas cyjanowodorowy jest uwalniany
w wyniku hydrolizy kwasowej i wydzielany metoda de-
stylacji. Utworzony po reakcji z chloraming-T i pirydy-
ng dialdehyd glutakonowy jest oznaczany koloryme-
trycznie na podstawie niebieskiego zabarwienia, jakie
daje z kwasem 1,3-dimetylo-barbiturowym.

1. ODCZYNNIKI
1) 25 % kwasu fosforowego (H;PO,) (m/v);
2) 3% roztwor chloraminy-T (C;H,CINaO,S-3H,0) (m/v);

3) roztwor kwasu 1,3-dimetylo-barbiturowego: roz-
puszcza sie 3,658 g kwasu 1,3-dimetylo-barbituro-
wego (CgHgN,05) w 15 ml pirydyny i 3 ml kwasu
solnego (o gestosci p,;, = 1,019 g/ml) i dodaje sig
50 ml wody destylowanej;

4) cyjanek potasu (KCN);
5) 10 % roztwor jodku potasu (KJ) (m/v);

6) 0,1-molowy roztwor azotanu srebra (AgNO,).

2. APARATURA | SPRZET

1) aparatura destylacyjna; stosowacé aparat do desty-
lacji do oznaczania zawartosci alkoholu w winie
opisany w zatgczniku nr 3 do rozporzadzenia;

2) kolba okrggtodenna na 500 ml z zakohczeniem na
szlif;

3) taznia wodna z termostatem umozliwiajaca kontro-
le temperatury w 20 °C;

4) spektrofotometr umozliwiajgcy pomiar absorban-
cji przy dtugosci fali swietlnej 590 nm;

5) kuwety szklane lub jednorazowe kuwety o dfugo-
$ci drogi optycznej 20 mm;

6) wyskalowane naczynie o pojemnosci 300 ml.

3. WYKONANIE OZNACZANIA

Destylacja

Do kolby o pojemnosci 500 ml odmierza sig¢ 25 ml
wina, 50 ml wody destylowanej i 1 ml 25 % kwasu fos-
forowego oraz dodaje sie kilka kulek szklanych. Kolbe
podtacza sie do aparatu do destylacji. Uzywa sie stoz-
kowej rurki (przedtuzacz chtodnicy) doprowadzajacej
destylat do kolby miarowej na 50 ml zawierajacej 10 ml
wody. Kolbe miarowa zanurza sie w lodowatej wodzie.
Do kolby miarowej zbiera sie 30 do 35 ml destylatu (lub
okoto 45 ml ptynu w sumie).

Stozkowa rurke chtodnicy przeptukuje sie kilkoma
mililitrami wody destylowanej, destylat doprowadza
sie do temperatury 20 °C i uzupetnia sie kolbe woda de-
stylowang do 50 ml.

Wykonanie pomiaru

Odmierza sie 25 ml destylatu do kolby stozkowej na
50 ml z zakonczeniem na szlif, dodaje 1 ml 3 % roztwo-
ru chloraminy-T, a nastepnie kolbe zamyka sie kor-
kiem. Po doktadnie 60 s dodaje sie 3 ml roztworu kwa-
su 1,3-dimetylo-barbiturowego, kolbe zamyka sie i po-
zostawia na 10 minut. Nastepnie mierzy sie absorban-
cje probki i préby slepej (25 ml wody destylowanej za-
miast 25 ml destylatu) przy dtugosci fali $wietlnej
590 nm w kuwecie o dtugosci drogi optycznej rownej
20 mm.

4. WYKONANIE KRZYWEJ WZORCOWEJ

Argentometryczne miareczkowanie cyjanku potasu

W wyskalowanym naczyniu o pojemnosci 300 ml
rozpuszcza sie okoto 0,2 g cyjanku potasu w 100 ml wo-
dy destylowanej. Dodaje sie 0,2 ml 10 % roztworu jod-
ku potasu i miareczkuje sie 0,1-molowym roztworem
azotanu srebra do uzyskania trwatego zo6ttego zabar-
wienia.
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Przy zatozeniu, ze 1 ml 0,1-molowego roztworu azo-
tanu srebra ilosciowo odpowiada 13,2 mg cyjanku po-
tasu, wylicza sie zawartos$c¢ cyjanku potasu w prébce.

Przygotowanie roztworéow wzorcowych

Majac ustalong zawarto$¢ cyjanku potasu, przygo-
towuje sie roztwor wzorcowy zawierajacy 30 mg/l kwa-
su cyjanowodorowego (30 mg HCN = 72,3 KCN). Roz-
ciencza sie w stosunku 1 do 10.

Do kolb miarowych na 100 ml odmierza sie po
1,0 ml; 2,0 ml; 3,0 ml; 4,0 ml i 5,0 ml rozciehczonej préb-
ki i uzupetnia woda destylowang. Przygotowane roz-
twory zawierajg odpowiednio po 30 ug; 60 pg; 90 pg;
120 pg i 150 pg kwasu cyjanowodorowego w litrze.

Wykreslanie krzywej wzorcowej

Do kolb stozkowych na 50 ml, z zakonczeniem na
szlif, pobiera sie po 25 ml roztworéw wzorcowych. Na-
stepnie dodaje sie po 1 ml 3 % roztworu chloraminy-T,
po czym kolbe zamyka sie korkiem. Po doktadnie
60 s dodaje sie 3 ml roztworu kwasu 1,3-dimetylo-bar-
biturowego, kolbe zamyka sie i pozostawia na 10 mi-
nut. Nastepnie mierzy sie absorbancje przy dtugosci
fali $wietlnej 590 nm w kuwecie o dtugosci drogi
optycznej rownej 20 mm. Z uzyskanych wartosci ab-
sorbancji wykresla sie krzywa wzorcowag w uktadzie
A = f (c), gdzie A — oznacza absorbancje roztwordow
wzorcowych, ¢ — oznacza stezenie kwasu cyjanowo-
dorowego w roztworach wzorcowych w pg/l. Krzywa
wzorcowa ma postaé linii prostej przechodzacej przez
poczatek uktadu wspotrzednych.

Obliczanie wyniku oznaczania

Zawartosé kwasu cyjanowodorowego jest wyrazana
w mikrogramach na litr (pug/l) z doktadnoscig do jednosci.

Sposob wyliczenia

Odczytuje sie zawarto$é kwasu cyjanowodorowe-
go z krzywej wzorcowej. Jesli probka byta rozcienczo-
na, uzyskany wynik mnozy sie przez wspotczynnik roz-
cienczenia.

5. POWTARZALNOSC METODY

Powtarzalnos$¢ jest to wartosé, od ktdrej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réoznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej préobki, w tym samym laboratorium, przez
tego samego analityka, z uzyciem tego samego sprze-
tu, w krotkim odstepie czasu.

W przypadku oznaczania powtarzalnosé (r) wynosi
dla:

1) wina biatego 3,1 pg/l lub w przyblizeniu 6 % x;;

2) wina czerwonego 6,4 pug/l lub w przyblizeniu 8 % x;,

gdzie:

X; — oznacza srednig zawarto$¢ HCN w winie,
x; — dla wina biatego wynosi 48,4 ug/I,

x; — dla wina czerwonego wynosi 80,5 pg/l.

6. ODTWARZALNOSC METODY

Odtwarzalno$¢ jest to wartosé, od ktorej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w réznych laboratoriach, przez
réznych analitykéw, z uzyciem réznego sprzetu.

W przypadku oznaczania odtwarzalnosé (R) wyno-
si dla:

1) wina biatego 12 pg/l lub w przyblizeniu 25 % x;;

2) wina czerwonego 23 ug/l lub w przyblizeniu 29 % x;,
gdzie:
X; — oznacza $rednig zawarto$¢ HCN w winie,

x; — dla wina biatego wynosi 48,4 ug/I,
x; — dla wina czerwonego wynosi 80,5 ug/l.

Zatacznik nr 39

WYKRYWANIE OBECNOSCI IZOTIOCYJANIANU ALLILOWEGO

Izotiocyjanian allilowy obecny w winie oddestylo-
wuje sie i identyfikuje metoda chromatografii gazo-
wej.

1. ODCZYNNIKI

1) etanol bezwodny;

2) roztwor wzorcowy izotiocyjanianu allilowego
w bezwodnym alkoholu sporzadza sig, rozpuszcza-
jac 15 mg izotiocyjanianu allilowego w litrze;

3) mieszanina zamrazajgca, sktadajgca sie z etanolu
i suchego lodu (temperatura —60 °C).

2. APARATURA | SPRZET

1) aparat destylacyjny (przedstawiony na schema-
cie), przez ktéry przeptywa strumien azotu;

2) ptaszcz grzejny z termostatem;

3) przeptywomierz;
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4) chromatograf gazowy z detektorem ptomieniowo-
-spektrofotometrycznym, wyposazony w filtr se-
lektywny dla zwigzkow siarkowych (dtugosé fali
= 394 nm) lub inny odpowiedni detektor;

5) kolumna chromatograficzna ze stali kwasoodpor-
nej, o srednicy wewnetrznej 3 mm i dtugosci 3 m,
z faza stacjonarng 10 % Carbowax 20M osadzonag
na nosniku Chromosorb WHP, 80 do 100 mesh;

6) mikrostrzykawka, 10 ul.

3. WYKONANIE OZNACZANIA

Do kolby destylacyjnej odmierza sige 2 litry wina, do
dwodch prébéwek odbierajacych dodaje sie kilka milili-
tréow bezwodnego etanolu, tak aby porowata czes¢ ru-
rek rozprowadzajgcych gaz byta catkowicie zakryta.
Ochtadza sie obie probowki od zewnatrz mieszaning
zamrazajaca. taczy sie kolbe z prébéwkami odbieraja-
cymi i rozpoczyna przeptukiwanie aparatu azotem
z predkosciag 3 litréow na minute. Wino podgrzewa sie
do temperatury 80 °C za pomocg ptaszcza grzejnego

i destyluje, zbierajagc 45 do 50 ml destylatu. Nastepnie
chromatograf stabilizuje sie. Zaleca sie przestrzegac¢
nastepujacych warunkéw:

1) temperatura komory nastrzykowej 200 °C;
2) temperatura kolumny 130 °C;

3) przeptyw gazu nosnego helu 20 ml/min.

Za pomoca mikrostrzykawki wprowadza sie taka
objetos¢ roztworu wzorcowego, aby pik odpowiadaja-
cy izotiocyjanianowi allilowemu magt by¢ tatwo ziden-
tyfikowany na uzyskanym chromatogramie.

W podobny sposéb wprowadza sie do chromato-
grafu prébke destylatu. Sprawdza sie, czy czas retencji
uzyskanego piku odpowiada czasowi retencji piku izo-
tiocyjanianu allilowego.

W wyzej podanych warunkach sktadniki wystepu-
jace naturalnie w winie nie beda dawaty zaktdcajacych
pikdw na chromatogramie badanej prébki.

Schemat aparatu do destylacji w strumieniu azotu

<?
=

/

Przeplywomierz

ﬁ).;{'
¥

40 ml |l

Rurka dyspergujaca gaz

Wylot

/ azotu

3000 ml

Plaszcz grzejny
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Zatacznik nr 40

OZNACZANIE WSKAZNIKA FOLIN-CIOCALTEU

Wskaznik Folin-Ciocalteu jest to wynik oznaczania
uzyskany wedtug nastepujgcej metody: wszystkie
zwigzki fenolowe wystepujace w winie sg utleniane
przez odczynnik Folin-Ciocalteu. Odczynnik ten stanowi
mieszanina kwasu fosfowolframowego (H;PW,,0,,)
i kwasu fosfomolibdenowego (H;PMo,,0,,), ktére po
utlenieniu fenoli ulegajg redukcji do mieszaniny niebie-
skich tlenkoéw wolframu (WgO,4) i molibdenu (MogO,5).

Powstata barwa niebieska wykazuje maksimum
absorbcji w poblizu 750 nm, a jej natezenie jest propor-
cjonalne do catkowitej ilosci zwigzkéw fenolowych
obecnych w winie.

1. ODCZYNNIKI

1) odczynnik Folin-Ciocalteu sporzadza sie, rozpuszcza-
jac 100 g wolframianu sodu (Na,WO, ° 2H,0)
i 25 g molibdenianu sodu (Na,MoO,, - 2H,0) w 700 ml
wody destylowanej. Nastepnie dodaje sie 50 ml 85 %
kwasu fosforowego (o gestosci p,;, = 1,71 g/ml)
i 100 ml stezonego kwasu solnego (o gestosci
P90 = 1,19 g/ml). Doprowadza si¢ do wrzenia i gotuje
przez 10 godzin pod chtodnica zwrotng, nastepnie do-
daje sig 150 g siarczanu litu (Li,SO,  H,0), kilka kropli
bromu i ponownie gotuje sie przez 15 minut i odsta-
wia do ostygniecia, i uzupetnia woda destylowana do
1 litra;

2) bezwodny weglan sodu (Na,CO;), w 20 % (m/v)
roztworze;

3) uzywa sie wody destylowanej lub wody o podob-
nej czystosci.

2. APARATURA | SPRZET

1) spektrofotometr umozliwiajgcy pomiar przy dfu-
gosci fali 750 nm;

2) kolby miarowe o pojemnosci 100 ml.

3. WYKONANIE OZNACZANIA

Wino czerwone

Do kolby miarowej na 100 ml odmierza si¢ odpo-
wiednio 1 ml wina (rozcienczonego uprzednio w sto-
sunku 1:5), 50 ml wody destylowanej, 5 ml odczynni-
ka Folin-Ciocalteu, 20 ml roztworu weglanu sodu i uzu-
petnia wodag do 100 ml.

Zawartos$é probki miesza sie doktadnie i pozosta-
wia na 30 minut do ustabilizowania sie reakcji. Absor-
bancje oznacza sie przy 750 nm i dtugosci drogi optycz-
nej 1 cm w stosunku do proby slepej, w ktorej zamiast
wina uzywa sie wody.

Jezeli absorbancja jest wieksza od wartosci 0,3,
probke sie rozciencza.

Wina biate

Do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml odmierza
sie odpowiednio 1 ml nierozcienczonego wina biatego,
50 ml wody destylowanej, 5 ml odczynnika Folin-Cio-
calteu, 20 ml roztworu weglanu sodu i uzupetnia woda
do 100 ml.

Zawartos$é probki miesza sie doktadnie i pozosta-
wia na 30 minut do ustabilizowania sie reakcji. Absor-
bancje oznacza sie przy 750 nm i dtugosci drogi optycz-
nej 1 cm w stosunku do proby slepej, w ktorej zamiast
wina uzywa sie wody.

Jezeli absorbancja jest wieksza od wartosci 0,3,
probke sie rozciencza.
4. POWTARZALNOSC

Roéznica pomiedzy dwoma wynikami dwéch ozna-

czan wykonanych réwnolegle lub zaraz po sobie, przez
te sama osobe, nie moze byé wieksza od jednosci.

Zatacznik nr 41

OZNACZANIE STOSUNKU IZOTOPOW TLENU O MASIE ATOMOWEJ 18 | 16 (180/160)
W WODZIE ZAWARTEJ W WINIE

Metodg tg mierzy sie stosunek izotopdéw tlenu
80/60 w wodzie. Wyraza sie go w odchyleniu (8 %o)
w stosunku do wartosci stosunku izotopdw miedzynaro-
dowego wzorca V.SMOW, przy zastosowaniu nastepujgcego
Wzoru:

6%o=[ x 1000,

—_ 1
Rsmow ]

gdzie:

R — oznacza stosunek izotopoéw  tlenu
180/160 w badanej prébce,

Rsmow — ©Oznacza  stosunek  izotopow  tlenu

180/160 we wzorcu.

Stosunek izotopow tlenu 180/180 jest okreslany za
pomocg spektrometrii masowej stosunkow izotopo-
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wych (MSIR) dla strumieni jonowych
12C180"80 (m/z 46) oraz '2C'®0, (m/z 44) produkowa-
nych przez dwutlenek wegla uzyskany po wymianie
z woda w winie zgodnie z reakcja:

12(:1602 + H2180 < C160180 + H2160

W analizie jest wykorzystywany dwutlenek wegla
w fazie gazowe;.

1. ODCZYNNIKI

Do oznaczania proporcji izotopow tlenu

180/160 stosuje sie nastepujace odczynniki:
1) dwutlenek wegla do analiz;

2) SMOW (Standard Mean Ocean Water — Standard
Wody Oceanicznej);

3) SLAP (Standard Light Arctic Precipitation — Stan-
dard Osadu Arktycznego);

4) referencyjna woda wystandaryzowana w odniesie-
niu do probki referencyjnej Miedzynarodowej
Agencji Energii Atomowej w Wiedniu (IAEA).

2. APARATURA | SPRZET

1) spektrometr masowy z powtarzalnos$cig wewnetrz-
na 0,05 %o;

2) podwojny kolektor do mierzenia jondw m/z 44 i 46;

3) termostat (+ 0,5 °C) w celu wyréwnania tempera-
tury miedzy CO, i wodg zawartg w winie;

4) pompa prézniowa zdolna do osiagniecia we-
wnetrznego cisnienia 0,13 Pa;

5) fiolki na prébki o pojemnosci 15 ml oraz dodatko-
wa rurka kapilarna o wewnetrznej $rednicy okoto
0,015 mm;

6) pipeta Eppendorfa z plastikowa wymienng kon-
cowka;

7) kolba okragtodenna.
3. WYKONANIE OZNACZANIA
Metoda reczna

Wprowadzenie probki

W celu wprowadzenia prébki bierze sie pipete Ep-
pendorfa o pojemnosci 1,5 ml, naktada wtasciwa kon-
cowke i wpompowuje ptyn do kolby okrggtodenne;.
Nastepnie dookota szyjki kolby okragtodennej naktada
sie smar silikonowy i przytacza sie kolbe do zaworu,
sprawdzajac, czy jest doktadnie zamkniety.

Czynnos¢ powtarza sie dla kazdej kolby na rampie
roboczej, przy czym do jednej z nich wprowadza sie re-
ferencyjng wode laboratoryjna.

Odgazowywanie rampy

Dwie rampy chtodzone ptynnym azotem odpowie-
trza sig do cisnienia 0,1 mm Hg przez otworzenie zawo-

row. Nastepnie zamyka sie zawory i pozwala, aby
wszystko sie ponownie podgrzato. Cykl odgazowywa-
nia jest powtarzany do momentu, gdy przestang wy-
stepowacé wahania lub zmiany ci$nienia.

Wyrownywanie wody i CO,

Rampy robocze schtadza sie do =70 °C (mieszanka
ptynnego azotu i alkoholu) w celu zamrozenia wody,
a nastepnie umieszcza w prozni. Po ustabilizowaniu
prézni odizolowuje sie rampe przez zamkniecie zawo-
row oraz odgazowanie systemu wprowadzajacego
CO,. Podtacza sie doptyw gazowego CO, do rampy ro-
boczej i po odizolowaniu jej od reszty systemu umiesz-
cza sie rampe w tfazni z termostatem w temperaturze
25 °C (= 0,5 °C) na 12 godzin.

Transfer wymienionego CO, do cel pomiarowych
spektrometru masowego

Stosuje sie stojak na probki, ktéry pozwala wstawié
tyle celek pomiarowych, ile jest kolb okragtodennych
zawierajacych wymieniony CO,, ktore sg przystosowa-
ne do pustej linii za rampa robocza. Puste celki sg
ostroznie odgazowywane i wymieniony gaz zawarty
w kolbach jest przenoszony do probéwek uprzednio
schtodzonych ptynnym azotem. Nastepnie probdwki
pozostawia sie do ogrzania do temperatury pokojowej.

Metoda automatyczna

W celu osiggniecia réwnowagi probowki napetnia
sie 2 ml wina oraz 2 ml wody (referencyjna do prac la-
boratoryjnych) i schtadza sie do temperatury -18 °C.
Prowadnice zawierajgce zamrozone produkty sg przy-
stosowywane do systemu wyréwnywania i po 0sig-
gnieciu prézni w systemie jest wprowadzany dwutle-
nek wegla pod cisnieniem 800 hPa. Réwnowaga jest
osiggana przy temperaturze 22 + 0,5 °C po minimal-
nym okresie pieciu godzin przy umiarkowanym mie-
szaniu. Poniewaz czas osiggniecia rownowagi zalezy
od ksztattu fiolki, najpierw okresla sie optymalny czas
potrzebny do uzyskania rownowagi dla danego syste-
mu.

Dwutlenek wegla zawarty w fiolkach jest nastepnie
przenoszony do komory nastrzykowej spektrometru
masowego przez rurke kapilarng. Pomiar jest przepro-
wadzany zgodnie z procedurg pomiaru na danym in-
strumencie.

4. OBLICZANIE WYNIKOW OZNACZANIA

Wozgledna rdznica (8') stosunkéw natezenia jondw
m/z 46 44 [l,4/1,,] pomiedzy probka a wzorcem jest wy-
razona w %o za pomoca hastepujacego réwnania:

(146/44 PFObKI)

d'probki =
I46/I44 wzorca

- 1| x 1000,

gdzie:

l46/144 Probki — oznacza stosunek natgzenia jonow
m/z 46 i 44 w prébce,

l46/l44 WzOrca — oznacza stosunek natgzenia jonow
m/z 46 i 44 we wzorcu.
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Zawarto$é 180 w probcee (8'180) w poréwnaniu ze
wzorcem V.SMOW na skali V.SMOWY/SLAP jest uzyski-
wana za pomoca nastepujacego réwnania:

&' probki - &' SMOW
o' SMOW -’ SLAP

3180 = x 55,5,

gdzie:

0" probki — oznacza wzgledna réznice stosunkow na-
tezenia jonéw m/z 46 i 44 w prébce,

8" SMOW — oznacza wzgledna réznice stosunkow na-
tezenia jonéw m/z 46 i 44 we wzorcu
SMOW,

— oznacza wzgledna roznice stosunkdw na-
tezenia jonéw m/z 46 i 44 we wzorcu
SLAP.

& SLAP

Wartos$é akceptowana dla SLAP jest rowna 55,5 %o
w poréwnaniu z V.SMOW. Proporcja izotopow we
wzorcu jest okreslana po kazdej serii 10 pomiardw nie-
znanych prébek.

5. POWTARZALNOSC METODY

Powtarzalnosé jest to wartosé, od ktorej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, warto$¢ bezwzgledna
réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w tym samym laboratorium, przez
tego samego analityka, z uzyciem tego samego sprze-
tu, w krotkim odstepie czasu.

Powtarzalno$é metody (r) jest rowna 0,24 %e.

6. ODTWARZALNOSC METODY

Odtwarzalno$¢ jest to wartosé, od ktorej jest mniej-
sza, z prawdopodobienstwem, wartos¢ bezwzgledna
réznicy miedzy dwoma pojedynczymi wynikami ba-
dan, uzyskanymi z zastosowaniem tej samej metody,
dla tej samej prébki, w réznych laboratoriach, przez
réznych analitykdw, z uzyciem réznego sprzetu.

Odtwarzalnos¢ metody (R) jest rowna 0,50 %eo.



