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URADNY VESTNIK EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV

L 322/11

NARIADENIE KOMISIE (ES) €. 2091/2002
z 26. novembra 2002,

ktorym sa meni a dopliia nariadenie (ES) & 2870/2000, ktoré stanovuje referencné metédy spolo-
Censtva pre analyzu liehovin

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

so zretelom na nariadenie Rady (EHS) ¢. 1576/89 z 29. mdja
1989, ktoré stanovuje vSeobecné pravidld na definiciu, opis
a propagdciu lichovin ('), zmenené a doplnené Aktom o pri-
stipen{ Rakdska, Finska a Svédska, a najmi na jeho ¢lanok 4
ods. 8,

kedze:

(1)  Nariadenie Komisie (ES) ¢. 2870/2000 z 19. decembra
2000, ktoré stanovuje referencné metody Komisie pre
analyzu liechovin (3), opisuje tieto metddy v prilohe.

() Styri met6dy analyzy pre stanovenie trans-anetolu v lie-
hovinich s anizovou prichutou, glycyrizinovej kyseliny
a chalkénov v pastise a vaje¢ného zZltku vo vaje¢nom
likéri a v likéri s vajickom, ktoré boli validované podla
medzindrodne uzndvanych postupov ako stcast vyskum-
ného projektu podporeného Komisiou.

(3)  Tieto $tyri metédy mozu byt uzndvané ako referenéné
metbdy spolocenstva a musia byt doplnené do prilohy
k nariadeniu (ES) ¢. 2870/2000.

(4 Opatrenia stanovené v tomto nariadeni si v stlade so
stanoviskom Vyboru pre uplatiiovanie ustanoveni o lie-
hovinéch,

PRIJALA TOTO NARIADENIE:

Cldnok 1
Priloha k nariadeniu (ES) ¢. 2870/2000 sa tymto meni
a doplna takto:

1. V sthrne prilohy sa v bodoch V, VI, VIl a IX vypusta vyraz
H(p-m.)©.

2. Kapitoly V, VI, VII a IX v prilohe k tomuto nariadeniu sa
pridavaja po kapitole III.
Cldnok 2

Toto nariadenie nadobtida G¢innost siedmy deil po zverejneni
v Uradnom vestniku Eurdpskych spolocenstiev.

Toto nariadenie je zdvizné vo svojej celistvosti a je priamo uplatnitelné vo vsetkych clen-

skych statoch.

V Bruseli 26. novembra 2002

60, 12.6.1989, s. 1.
33,29.12.2000, s. 20.

=
W =

Za Komisiu
Franz FISCHLER

clen Komisie
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PRILOHA

V. ANETOL. STANOVENIE TRANS-ANETOLU V LIEHOVINACH PLYNOVOU CHROMATOGRAFIOU

4.1.

4.2

4.3.

4.4.

4.5.

Pdsobnost

Tato met6da je vhodnd pre stanovenie trans-anetolu v liehovindch s prichutou anizu s pouzitim kapildrnej
plynovej chromatografie.

Odkazy na normy

ISO 3696: 1987 Voda pre pouzitie v analytickom laboratériu — Specifikdcie a skisobné metddy.

Princip

Koncentrdcia trans-anetolu v lichu sa urcuje plynovou chromatografiou (PC). Do skuSobnej vzorky a do
referencéného roztoku trans-anetolu zndmej koncentrdcie sa pridd rovnaké mnozstvo vnatorného $tandardu,
t. j. 4-alylanizolu (estragolu), ak nie je prirodzene pritomny vo vzorke, ktoré sa potom zriedia so 45 %

roztokom etanolu a vstrekuji priamo do systému PC. Pre likéry, ktoré obsahuji velké mnozstvo cukru, je pred
pripravou vzorky a analyzou potrebnd extrakcia.

Cinidld a materidly

Pocas analyzy pouzivame len ¢inidld s Cistotou minimdlne 98 %. Mala by sa pouzif voda s minimalnou
triedou 3, tak ako ju definuje ISO 3696.

Referen¢né chemikdlie by sa mali skladovat v chlade (pri 4 °C), chranit pred svetlom, v hlinikovych zdsobni-
koch alebo vo farebnych (tmavych) sklenych reagen¢nych flagiach. Zatky by mali byt vybavené tesnenim,
najvyhodnejsie hlinikovym. Pred pouzitim bude treba previest trans-anetol z jeho krystalického stavu do stavu
,kvapalného, v takom pripade teplota nesmie nikdy prekrocit 35 °C.

96 % obj. etanol (CAS 64-17-5)

1-metoxy-4-(1-propenyl) benzén, (trans-anetol) (CAS 4180-23-8)
4-alylanizol, (estragol) (CAS 140-67-0), navrhovany vndtorny $tandard (IS)
Etanol 45 % obj.

Pridajte 560 g destilovanej vody do 378 g etanolu 96 % obj.

Priprava roztokov standardu

Vsetky roztoky Standardu treba skladovat pri teplote miestnosti (15 az 35 °C) chrdnené pred svetlom, v hlini-
kovych zdsobnikoch alebo vo farebnych (tmavych) sklenych reagenénych flasiach. Zdtky by mali byt vybavené
prednostne hlinikovym tesnenim.

Trans-anetol a 4-alylanizol st prakticky nerozpustné vo vode a preto ich treba pred pridanim 45 % etanolu
(4.1 rozpustit v troske 96 % etanolu (4.4.).

Zéasobné roztoky sa musia Cerstvo pripravit kazdy tyzder.

Roztok standardu A
Roztok $tandardu trans-anetolu (koncentracia: 2 g/l)

Odvazte 40 mg trans-anetolu (4.2.) v 20 ml odmernej banke (alebo 400 mg v 200 ml atd). Pridajte trosku
96 % obj. etanolu (4.1.) a doplitte po znacku 45 % obj. etanolom (4.4.), dokladne zamiesajte.

Roztok vnttorného Standardu B
Zéasobny roztok vniitorného Standardu, t. j. estragolu (koncentracia: 2 g/l)

Odvazte 40 mg estragolu (4.3.) v 20 ml odmernej banke (alebo 400 mg v 200 ml atdl). Pridajte trosku
96 % obj. etanolu (4.1.) a doplitte po znacku 45 % obj. etanolom (4.4.), dokladne zamiesajte.
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5.1.

5.2.
5.3.

5.4.

6.1.
6.2.
6.3.
6.4.
6.5.
6.6.

8.1.

8.2.

Roztoky, ktoré sa pouzivaji na kontrolu linearity odozvy plamenného ioniza¢ného detektoru (PID)

Linearita odozvy PID pre analyzu sa musi skontrolovat bertic do Gvahy rozsah koncentracif trans-anetolu v lie-
hovindch od 0 g/l az do 2,5 g/l. V procese analyzy neznidme vzorky lichovin, ktoré sa maji analyzovat, sa
zrieduji 10 ndsobne (8.3.). Pre podmienky analyzy opisanej v tejto metdde sa pripravia zdsobné roztoky
zodpovedajice koncentrdcidm 0, 0,05, 0,1, 0,15, 0,2 a 0,25 g/l trans-anetolu vo vzorke, ktord sa md analy-
zovat, takto: vezmite 0,5, 1,5, 2 a 2,5 ml zdsobného roztoku A (4.5.1) a pipetujte do oddelenych 20 ml
odmernych baniek; pipetujte do kazdej banky 2 ml roztoku vnitorného $tandardu B (4.5.2.) a dopliite po
znacku 45 % obj. etanolom (4.4.), dokladne zamiesajte.

Ako slepé vzorky (8.4) sa pouzijii roztoky s 0 gfl.
Roztok standardu C

Vezmite 2 ml roztoku $tandardu A (4.5.1.) a pipetujte do 20 ml odmernej banky, potom pridajte 2 ml
roztoku vnuatorného Standardu B (4.5.2.) a doplnte po znacku 45 % obj. etanolom (4.4.), dokladne zamiesajte.

Pristroj a zariadenie

Kapildrny plynovy chromatograf vybaveny plamennym ionizaénym detektorom (PID) a integrdtorom alebo
inym zariadenim na spracovanie ddajov pre meranie vysky piku alebo plochy a s automatickym alebo ma-
nualnym dévkovacom.

Injektor split/splitless

Kapildrna kol6na, napriklad:

Dizka: 50 m

Vnatorny priemer: 0,32 mm

Hrabka filmu: 0,2 pm

Staciondrna fiza: FFAP — modifikovany TPA polyetylénglykol sietovy, porézny polymér.

Bezné laboratérne zariadenie: A stupen kvality odmernych sklenych nddob, analytické véhy (pres-
nost = 0,1 mg).

Chromatografické podmienky

Typ kolény a rozmery a podmienky chromatografie by mali byt také, aby anetol a vndtorny $tandard boli
oddelené jeden od druhého a bez akychkolvek rusiacich latok. Typické podmienky pre kolénu st uvedené ako
priklad v 5.3.:

Nosny plyn: analytické hélium

Prietok: 2 ml/min

Teplota injektora: 250 °C

Teplota detektora: 250 °C

Teplotné podmienky pece: izotermicky rezim, 180 °C, ¢as chodu 10 mindt

Vstrekovany objem: 1 pl, split 1:40

Vzorky

Vzorky by sa mali skladovat pri teplote miestnosti, chranené pred svetlom a chladom.

Postup

Kontrola vzorky na estragol

Aby sme zabezpecili, ze vo vzorke nie je pritomny Ziadny estragol, musi sa vykonat analyza slepej vzorky bez
pridania vniatorného Standardu. Ak je estragol prirodzene pritomny, potom sa musi vybrat iny vnitorny Stan-
dard (napriklad mentol).

Pipetujte 2 ml vzorky do 20 ml odmernej banky a doplitte po znacku 45 % obj. etanolom (4.4.), dokladne
zamiesSajte.

Priprava nezndmych vzoriek

Pipetujte 2 ml vzorky do 20 ml odmernej banky, potom pridajte 2 ml roztoku vndtorného 3tandardu B
(4.5.2) a dopliite po znacku 45 % obj. etanolom (4.4.), dokladne zamiesajte.
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8.3.

8.4.

8.5.

9.1.

9.2.

9.3.

10.

Slepy pokus

Pipetujte 2 ml roztoku vnitorného $tandardu B (4.5.2.) do 20 ml odmernej banky a dopliite po znacku 45 %
obj. etanolom (4.4.), dokladne zamie3ajte.

Skuska linearity

Pred zacatim analyzy by sa mala skontrolovat linearita odozvy PID postupne analyzou v trikrdt opakovanych
nastrekoch kazdého z roztokov $tandardu linearity (4.5.3.).

Z ploch pikov alebo z vySok pikov integrdtora pre kazdy ndstrek zostrojte graf koncentrdcii ich materskych
roztokov (gfl) voci pomeru R.

R = vyska piku alebo plocha trans-anetolu delend vyskou piku alebo plochou estragolu.

Graf by mal byt linedrny.

Stanovenie

Vstreknite roztok slepej vzorky (8.3.), po ktorom nasleduje roztok Standardu C (4.5.4.), po ktorom nasleduje
jeden z roztokov Standardu pre urcenie linearity (4.5.3.), ktory sa pouzije ako kontrolnd vzorka kvality (tito sa
moze vybrat ako referen¢nd k predpokladanej koncentracii trans-anetolu v nezndmej vzorke), po ktorej nasle-

duje pdt nezndmych vzoriek (8.2.); nastreknite Standard pre kontrolu linearity (kontrola kvality) po kazdych
piatich nezndmych vzorkéch, aby ste zabezpecili analyticki stabilitu.

Vypocet faktoru odozvy

Zmerajte bud plochy pikov (pouzitim integritora alebo inej data stanice) alebo vysky pikov (ru¢nd integracia)
pre piky trans-anetolu a vnitorného standardu.

Vypocet faktoru odozvy (RF)
Faktor odozvy sa vypocita takto:

RF, = (C/plocha alebo vyska)-(plocha alebo vyska,/C,)

kde:
@ koncentrécia trans-anetolu v roztoku Standardu A (4.5.1),
C, koncentracia vnitorného $tandardu v roztoku Standardu B (4.5.2),

plocha; je plocha piku (alebo vyska piku) trans-anetolu,
plocha; je plocha piku (alebo vyska piku) vnitorného Standardu,

RF, sa vypocita z piatich vzoriek roztoku C (4.5.4.)
Analyza linearity odozvy analyzovanych roztokov
Vstreknite roztoky (4.5.3.) pre skidsku linearity odozvy.
Analyza vzorky

Vstreknite nezndmy roztok vzorky (8.2.).

Vypocet vysledkov
Vzorec pre vypocet koncentrécie trans-anetolu je nasledujici:

¢, = C, “(plocha alebo vyska [plocha alebo vyska,)- RF,

i

kde:
G je neznama koncentracia trans-anetolu,
C, je koncentrdcia vnttorného $tandardu v nezndmej vzorke (4.5.2)

plocha alebo vyska,  je plocha piku alebo vyska piku trans-anetolu,
plocha alebo vyska,  je plocha piku alebo vyska piku vnitorného $tandaru

RF, je koeficient odozvy (vypocitany ako 9.1.).
Koncentrécia trans-anetolu je vyjadrend v g/l na jedno desatinné miesto.
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11.

12.

12.2.1.

12.2.2.

12.4.1.

12.4.2.

12.4.3.

Zabezpelovanie a kontrola kvality

Chromatogramy musia byt také, aby anetol a vndtorny $tandard boli oddelené jeden od druhého a od akych-
kolvek rusiacich ldtok. Hodnota RF, sa vypocita z vysledkov pre pit ndstrekov roztoku C (4.5.4.). Ak koeficient
varidcie (CV % = (Standardnd odchylka/strednd) * 100)) je v rozsahu plus alebo minus 1 %, priemernd hodnota
RF, je prijatelnd.

Uvedeny vypocet treba pouzif na vypocet koncentricie trans-anetolu vo vzorke vybratej pre kontrolu kvality
z roztokov na kontrolu linearity (4.5.3.).

Ak stredné vypocitané vysledky z analyzy roztoku linearity vybratého pre vzorku vnitornej kontroly kvality
(IQC) st v rozsahu plus alebo minus 2,5 % ich teoretickej hodnoty, potom vysledky pre nezndme vzorky
mozu byt prijatelné.

Uprava vzorky liehoviny, ktord obsahuje velké mnoZstvo cukru a so vzorkou likéru pred analyzou PC

Extrakcia alkoholu z lichového ndpoja obsahujiiceho velké mnozstvo cukru tak, aby bol vhodny na stanovenie
koncentracie trans-anetolu pouzitim kapildrnej plynovej chromatografie.

Princip

Odoberie sa podiel vzorky likéru a pridd sa k nej vnatorny Standard, v koncentrdcii podobnej stanovovanej
zlozke (trans-anetol) v likéri. K tomuto sa pridd dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného a bezvody
sfran aménny. Vyslednd zmes sa dobre zamie$a a schladi, vytvoria sa dve vrstvy a hornd alkoholickd vrstva sa
odstrdni. Odoberie sa podiel tejto alkoholickej vrstvy a zriedi 45 % roztokom etanolu (4.4.) (Pozndmka:
v tomto stupni sa ziadny vniitorny Standard nepriddva, pretoZe uz bol pridany). Vysledny roztok sa analyzuje
plynovou chromatografiou.

Cinidl4 a materidly

Pocas extrakcie pouzivajte len ¢inidld s Cistotou viac nez 99 %.

Siran aménny, bezvody (CAS 7783-20-2)

Dodekahydrét hydrogenfosfore¢nanu disodného (CAS 10039-32-4).
Pristroj a zariadenia

Kuzelové banky, deliace banky, chladnicka.

Postup

Kontrola vzorky na estragol

Na zabezpecenie, aby vo vzorke nebol prirodzene pritomny Zziadny estragol, bolo by potrebné vykonat
extrakciu slepej vzorky (12.6.2.) a analyzu urobit bez pridania vnitorného standardu. Ak je estragol priro-
dzene pritomny, potom sa mus{ vybrat iny vnitorny Standard.

Extrakcia

Pipetujte 5 ml 96 % etanolu (4.1.) do kuZelovej banky, navdzte do tejto banky 50 mg vniitorného Standardu
(4.3.) a pridajte 50 ml vzorky. Pridajte 12 g siranu aménneho, bezvodého (12.2.1) a 8,6 g dodekahydritu
hydrogenfosfore¢nanu disodného (12.2.2). Zazatkujte kuzelova banku.

Traste bankou aspont 30 mindt. MoZete pouZit aj mechanickd trepacku, ale nie magnetickd mieSaciu tycinku
pokrytd teflénom, pretoze teflon by mohol absorbovat ¢ast stanovovanej zlozky. Sledujte, az kym sa pridané
soli tiplne nerozpustia.

Umiestnite zazdtkovant banku do chladnicky (T < 5°C) na minimdlne dve hodiny.

Po tomto Case by sa mali vytvorit dve rozdielne kvapalné vrstvy a pevny zvySok. Alkoholovd vrstva by mala
byt ¢ira; ak nie je, dajte banku znovu do chladnicky, az kym sa nedosiahne &ire oddelenie.

Ked je alkoholovd vrstva ¢ira, opatrne odoberte podiel (napr. 10 ml) bez porusenia vodnej vrstvy, dajte do
vialky z tmavého skla a bezpec¢ne uzatvorte.

Priprava extrahovanej vzorky, ktord sa md analyzovat
Nechajte extrakt (12.4.2.) tak, aby dosiahol teplotu miestnosti.

Vezmite 2 ml alkoholovej vrstvy temperovanej vzorky a pipetujte do 20 ml odmernej banky, doplite po
znacku 45 % etanolom (4.4.), dokladne zamiesajte.
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13.

Stanovenie

Dodrzujte postup opisany v 8.5.

Vypocet vysledkov

Pouzite nasledujiici vzorec na vypocet vysledkov:

C, = (m,/V)* (plocha,/plocha,)* RF,

kde:
m, je hmotnost (v mg) odobratého (12.4.2.) vnitorného $tandardu (4.3),
\% je objem nezndmej vozrky (50 ml),

RF, je faktor odozvy (9.1)
plocha; je plocha piku trans-anetolu,

plocha, je plocha piku vnitorného Standardu.
Vysledky st vyjadrené v g/l na jedno desatinné miesto.

Zabezpecovanie a kontrola kvality

Dodrzujte postup opisany v 11.

Charakteristika vybranych metrologickych parametrov metédy (presnost)
Statistické vysledky medzilaboratérnej skusky:
nasledujtice tabulky uvddzaji hodnoty pre anetol.

Tieto tdaje boli ziskané z medzindrodnej 3tddie vybranych metrologickych parametrov metédy vykonanej
medzindrodne dohodnutym postupom.

Rok medzilaboratérnej skisky 1998
Pocet laboratéril 16
Pocet vzoriek 10
Skitimand latka anetol
Pastis:

Vzorky A B C D E F
Pocet laboratérii, ktoré boli ponechané po 15 15 15 13 16 16
odstrdneni odchylenych vysledkov
Pocet odchylenych vysledkov (laboratérid) 1 1 1 3 - -
Pocet prijatelnych vysledkov 30 30 30 26 16 16
Strednd hodnota g/l 1,477 1,955 1,940 1,833 1,741 1,754
Standardnd odchylka opakovatelnosti (S) g/l 0,022 0,033 0,034 0,017 - -
Relativna $tandardnd odchylka opakovatel- 1,5 1,7 1,8 0,9 - -
nosti (RSD,) (%)
Limit opakovatelnosti (r) g/l 0,062 0,093 0,096 0,047 - -

Standardna odchylka reprodukovatelnosti (Sy) 0,034 0,045 0,063 0,037 0,058 0,042
g/l

Relativna $tandardnd odchylka reprodukova- 2,3 2,3 3,2 2,0 3,3 2,4
telnosti (RSDy) (%)

Limit reprodukovatelnosti (R) g/l 0,094 0,125 0,176 0,103 0,163 0,119
Typy vzoriek:

A pastis, slepé duplikaty
B pastis, slepé duplikdty
C pastis, slepé duplikdty
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D pastis, slepé duplikdty
E pastis, jednotlivé duplikdty
F pastis, jednotlivé duplikaty

Ostatné liehové ndpoje s prichutou anfzu:

Vzorky G H I ]
Pocet laboratérii, ktoré boli ponechané po 16 14 14 14
odstraneni odchylenych vysledkov
Pocet odchylenych vysledkov (laboratérid) - 2 1 1
Pocet prijatelnych vysledkov 32 28 28 28
Strednd hodnota g/l 0,778 1,742 0,351 0,599

0,530*

Standardn4 odchylka opakovatelnosti (S) g/l 0,020 0,012 0,013 0,014
Relativna Standardnd odchylka opakovatel- 3,1 0,7 3,8 2,3
nosti (RSD,) (%)
Limit opakovatelnosti (r) g/l 0,056 0,033 0,038 0,038
Standardnd odchylka reprodukovatelnosti (S,) 0,031 0,029 0,021 0,030
gl
Relativna $tandardnd odchylka reprodukova- 4,8 1,6 5,9 5,0
telnosti (RSDy) (%)
Limit reprodukovatelnosti (R) g/l 0,088 0,080 0,058 0,084
Typy vzoriek:

G ouzo, delené hladiny*
H aniz slepé duplikdty
[ likér s prichotou anizu, duplikaty

J likér s prichofou anizu, duplikdty

VI. GLYCYRIZINOVA KYSELINA. STANOVENIE GLYCYRIZ{NOVEJ KYSELINY POUZITIM VYSOKOUCINNE]
KVAPALINOVE] CHROMATOGRAFIE
1. Rozsah

Tdto met6éda je vhodnd na stanovenie glycyrizinovej kyseliny v lichovych népojoch s prichutou anizu
pouzitim vysoko dcinnej kvapalinovej chromatografie (VUKC). Nariadenie (EHS) ¢. 1576/89 urcuje, aby
akdkolvek lichovina s prichutou anizu, ktord sa vold ,pastis, obsahovala glycyrizinova kyselinu v rozmedzi
0,05 az 0,5 g/l

2. Odkazy na normy

1SO 3696: 1987 Voda pre pouzitie v analytickom laboratériu — Specifikacie a sktisobné metddy.

3. Princip
Koncentricia glycyrizinovej kyseliny sa urcuje pouzitim vysoko tcinnej kvapalinovej chromatografie (VUKC)
s UV detekciou. Roztok standardu a skiSobnd vzorka sa prefiltruji a oddelene vstrekuji do systému VUKC.
4. Cinidld a materidly

Pocas analyzy pouZivajte len ¢inidld s triedou Cistoty pre VUKC, absolitny etanol a vodu v triede 3, ako ju
definuje ISO 3696.
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4.1.

4.2

4.3.
4.4.

4.5.

4.6.

4.6.1.

4.6.2.

4.7.

Etanol 96 % obj. (CAS 64-17-5)

Glycyrizindt aménny, C,, Hy, O,,NH, (aménna sol kyseliny glycyrizinovej)

(pomerna molekulovd hmotnost 839,98) (CAS 53956-04-0), Cistota minimélne 90 %
kyselina glycyrizinovd (pomernd molekulovd hmotnost 822,94)

Ladovd kyselina octovd, CH;COOH, (CAS 64-19-7)

Metanol, CH,OH (CAS 67-56-1).

Etanol 50 % obj.

Na 1 000 ml pri 20°C je potrebné:

— 96 % obj. etanol (4.1.): 521 ml

— voda (2.0.): 511 ml.
Priprava elu¢nych roztokov pre VUKC

Elu¢né rozpustadlo A (priklad)

80 casti (objemovych) vody (2.0.)

20 casti (objemovych) kyseliny octovej (4.3.).
Elu¢né rozpustadlo odplyiujte pit mindit.

Pozndmka:
Ak pouzitd voda nebola mikrofiltrovand, odportca sa filtrovat pripravené elucné rozpustadlo na filtri
pre organické rozpustadld s velkostou pérov mensich alebo rovnych 0,45 pm.

Elu¢né rozpustadlo B
Metanol (4.4.).

Priprava roztokov standardu
Vsetky roztoky Standardu musia byt po dvoch mesiacoch Cerstvo pripravené.

Referen¢ny roztok C

Navdzte do odmernej banky s presnostou na 0,1 mg, 25 mg glycyrizinitu aménneho (4.2) v 100 ml
odmernej banke. Pridajte trochu 50 % obj. etanolu (4.5.) a rozpustite glycyrizindt aménny. Ked je rozpusteny,
dopliite po znacku s 50 % obj. etanolom (4.5.).

Prefiltrujte cez filter pre organické rozpustadl.

Roztoky Standardu pouzivané na kontrolu linearity odozvy pristrojového vybavenia.

1,0 g/l zdsobného roztoku sa pripravi navdzenim 100 mg glycyrizindtu aménneho s presnostou na 0,1 mg
do 100 ml odmernej banky. Pridajte trochu 50 % obj. etanolu (4.5.) a nechajte rozpustit glycyrizindt aménny.
Ked je rozpusteny, dopliite po znacku's 50 % obj. etanolom (4.5.).

Pripravia sa minimdlne $tyri dalsie roztoky zodpovedajice 0,05, 0,1, 0,25 a 0,5 g/l glycyrizindtu aménneho
pipetovanim prislusnych 5 ml, 10 ml, 25 ml a 50 ml 1,0 g/l zdsobného roztoku do jednotlivych 100 ml

odmernych baniek. Potom dopliite po znacku s 50 % obj. etanolom (4.5.), dokladne zamiesajte.

Prefiltrujte vietky roztoky cez filter pre organické rozpustadla.

Pristroje a zariadenie
Deliaci systém

Vysoko Gcinny kvapalinovy chromatograf.

Cerpaci systém umoziiujici dosiahnut a udrziavat konstantnd alebo naprogramovand rychlost prietoku
s velkou presnostou.

UV spektrofotometricky detekény systém: treba nastavit na 254 nm.
Zariadenie na odplynenie eluenta.

Integrdtor alebo zapisovac, ktoré st kompatibilné so zvyskom systému.
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5.3.

5.4.

5.4.1.
5.4.2.
5.4.3.

6.1.

6.2.

7.1.

7.2.

Koléna (priklad):

Materidl: nehrdzavejica ocel alebo sklo
Vnatorny priemer: 4 az 5 mm
Dizka: 100 az 250 mm

Staciondrna faza: siefovy oxid kremicity s (vyhodnejsi je sféricky) oktadecyl funkénou skupinou (C18), maxi-
malna velkost Castic: 5 pm.

Laboratdrne zariadenie

Analytické védhy s presnostou 0,1 mg
Analytické odmerné nadoby triedy presnosti A

Mikromembranova filtra¢nd zostava pre malé objemy

Chromatografické podmienky

Elu¢né charakteristiky: (priklad)
— prietokovd rychlost: 1 ml/min,
— rozpustadlo A = 30 %,

— rozptstadlo B = 70 %.

Detekcia:

— UV = 254 nm

Postup

Priprava lichovej vzorky

Prefiltrujte, ak treba, cez filter na organické rozpustadld (priemer pérov: 0,45 pm).
Stanovenie

Len ¢o sti chromatografické podmienky stabilizované:

— wvstreknite 20 pl referen¢ného roztoku C (4.7.1.),

— vstreknite 20 pl roztoku vzorky,

— porovnajte tieto dva chromatogramy. Urcite piky glycyrizinovej kyseliny z ich retenénych ¢asov. Zmerajte
ich plochy (alebo vysky) a vypocitajte koncentrdciu v g/l na dve desatinné Cisla s pouzitim nasledujicej

rovnice:
B hx P x 823
C=CXX "
H x 100 x 840

kde:
¢ je koncentracia v g/l glycyrizinovej kyseliny v liehu, ktory bol analyzovany,
C  je koncentricia v g/l glycyrizinjtu aménneho v referenénom roztoku,
H je plocha (alebo vyska) piku glycyrizinovej kyseliny lichu, ktory analyzujeme,
H je plocha (alebo vika) pkku glycyrizknovej kyseliny referenéného roztoku,
P je distota referen¢ného glycyrizindtu aménneho (v %),

823 je hmota jedného mélu glycyrizinovej kyseliny,

840 je hmota jedného mélu glycyrizindtu aménneho.

Charakteristika vybranych metrologickych parametrov metédy (presnost)
Statistické vysledky medzilaboratérnej skisky:

nasledujiica tabulka uvddza hodnoty pre glycyrizinovii kyselinu.
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Nasledujice ddaje boli ziskané z medzindrodnej Stidie metrologickych parametrov metédy medzindrodne
dohodnutym postupom.

Rok medzilaboratérnej skasky 1998
Pocet laboratérii 16
Pocet vzoriek 5
Skiimand ldtka glycyrizinové kyse-
lina

Vzorky A B C D E
Pocet laboratérii, ktoré boli ponechané po 13 14 15 16 16
odstraneni odchylenych vysledkov
Pocet odchylenych vysledkov (laboratérid) 3 2 1 - -
Pocet prijatych vysledkov 26 28 30 32 32
Strednd hodnota g/l 0,046 0,092 0,089 0,249 0,493

*0,099

Standardnd odchylka opakovatelnosti (S) g/l 0,001 0,001 0,001 0,002 0,003
Relativna $tandardnd odchylka opakovatel- 1,5 1,3 0,7 1,0 0,6
nosti (RSD,) (%)
Limit opakovatelnosti (r) g/I 0,002 0,004 0,002 0,007 0,009
Standardnd odchylka reprodukovatelnosti (S;) 0,004 0,007 0,004 0,006 0,013
gft
Relativna $tandardnd odchylka reprodukova- 8,6 7,2 4,0 2,5 2,7
telnosti (RSDy) (%)
Limit reprodukovatelnosti (R) g/l 0,011 0,019 0,010 0,018 0,037
Typy vzoriek:

A pastis, slepé duplikaty
B pastis, delené hladiny*
C pastis, slepé duplikdty
D pastis, slepé duplikdty
E pastis, jednotlivé duplikaty

VI. CHALKONY. VYSOKOUCINNA KVAPALINOVA CHROMATOGRAFIA. METODA NA OVERENIE

4.1.
4.2.

PRITOMNOSTI CHALKONOV V PASTISE

Rozsah
Tato metdda je vhodnd na zistenie, ¢i st chalkony pritomné v ndpojoch s prichutou anizu, alebo nie. Chal-
kény st prirodné farbivad zo skupiny flavonoidov, ktoré st pritomné v koreni sladovky hladkoplodej (Glycyrr-

hiza glabra).

Liehovina s prichutou anizu, ktord sa vold ,pastis“, musi obsahovat chalkény (nariadenie (EHS) &. 1576/89).

Odkazy na normy

ISO 3696: 1987, Voda pre pouzitie v analytickom laboratériu — Specifikdcie a skdsobné metddy.

Princip

Pripravi sa referencny roztok extraktu zo sladovky hladkoplodej. Pritomnost alebo nepritomnost chalkénov sa
uréf pomocou vysoko tic¢innej kvapalinovej chromatografie (VUKC) s UV detekciou.

Cinidld a materidly

Pocas analyzy pouzivajte len ¢inidld s Cistotou triedy pre VUKC. Etanol 96 % obj. Vodu treba pouzit len triedy
distoty 3, ako ju definuje ISO 3696.

Etanol 96 % obj. (CAS 64-17-5)
Acetonitril, CH,CN (CAS 75-05-8)
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4.3.

4.4.
4.5.

4.6.

4.6.1.

4.6.2.

4.6.3.

5.1.

5.2.

5.3.
5.4.
5.5.
5.6.

Referen¢nd latka: sladovka hladkoplodd (Glycyrrhiza glabra), ,sladké drievko®.

Hrubo zomleté korene sladovky hladkoplodej (Glygyrrhiza glabra). Priemerné rozmery tycinkovitych Casti: dfzka:
10 az 15 mm, hrabka 1 aZ 3 mm.

Octan sodny, CH;COONa, (CAS 127-09-3)
Ladové kyselina octovd, CH,COOH, (CAS 64-19-7)

Priprava roztokov

Etanol 50 % obj.
Na 1 000 ml pri 20 °C treba:
— Etanol 96 % obj. (4.1.): 521 ml,

— voda (2.0.): 511 ml

Rozptstadlo A: acetonitril

Acetonitril (4.2.) s analytickou ¢istotou pre VUKC.
Odplyite.

Rozptstadlo B: 0,1 M octan sodny, tlmivy roztok, pH 4,66.

Odvizte 8,203 g octanu sodného (4.4.), pridajte 6,005 g ladovej kyseliny octovej (4.5.) a doplitte vodou (2)
odmernt banku na 1 000 ml.

Priprava referenéného extraktu z (Glycyrrhiza glabra (4.3)

Odvazte 10 g zomletého korena sladovky hladkoplodej (Glycyrrhiza glabra) (4.3.) a vlozte do destilacnej banky

s gulatym dnom:

— pridajte 100 ml 50 % obj. etanolu (4.6.1.),
— varte refluxom jednu hodinu,

— prefiltrujte,

— odlozte filtrdt bokom na neskorsie pouZitie.

Ziskanie extraktu sladovky z filtra:

— vlozte ho do banky s gulatym dnom,

— pridajte 100 ml 50 % obj. etanolu (4.6.1.),
— varte refluxom jednu hodinu,

— prefiltrujte. Odlozte filtrdt bokom na neskorsie pouzitie.

Extrakcia korenia sladovky sa musi vykonat trikrdt po sebe.
Spoijte tieto tri filtraty.
Odparte rozpustadlo (z 5.4.) na rota¢nom odparovacom zariadeni.

Rozpustite zvySok (z 5.5.) so 100 ml 50 % obj. etanolu (4.6.1.).

Pristroje a zariadenie
Deliaci systém.

Vysoko a¢innd kvapalinovd chromatografia.

Cerpaci systém umozfujici dosiahnut a udrZiavat konstantnt alebo naprogramovant rychlost prietoku
s velkou presnostou.

UV/VIS spektrofotometricky detekény systém, ktory moze byt nastaveny na 254 a 375 nm.
Zariadenie na odplynovanie rozpustadla:
Kolénovy termostat, ktory sa dd nastavit na teplotu 40 = 0,1°C.

Integrdtor alebo zapisovac, ktoré st kompatibilné so zvyskom deliaceho systému.
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6.3. Koléna
Materidl: nehrdzavejica ocel alebo sklo
Vnatorny priemer: 4 az 5 mm

Staciondrna faza: siefovy oxid kremicity s oktadecyl funkénou skupinou (C18), velkost ¢astic: maximdlne 5 pm
(siefovd féza).

6.4. Bezné laboratérne zariadenie zahfna:

6.4.1.  analytické vdhy s presnostou * 0,1 mg;

6.4.2  destilacny pristroj s refluxnym kondenzatorom skladajici sa napr. z:
— 250 ml banky s gulatym dnom so $tandardizovanym spojom so zdbrusom,
— 30 cm dlhého refluxného kondenzdtora a

— tepelného zdroja (treba sa vyhnit akejkolvek pyrogénnej reakcii v stvislosti s extrakénou hmotou
pouzitim prislusnej zostavy).

6.4.3.  Zariadenie na rota¢né odparovanie.
6.4.4.  Filtratnd zostava (t. j. Buchnerov lievik).

6.5. Chromatografické podmienky (priklad).

6.5.1.  Elu¢né charakteristiky rozpustadiel A (4.6.2.) a B (4.6.3.):
— posun z 20/80 (v[v) na 50/50 (v[v) gradient pocas 15 mindt,
— posun z 50/50 (v/v) na 75/25 (v|v) gradient pocas 5 mindt,
— rovnakd eluénd mohutnost pri 75/25 (v[v) pocas 5 minit,
— stabilizdcia kolony medzi ndstrekmi,

— rovnakd eluénd mohutnost pri 20/80 (v/v) pocas 5 minit.

6.5.2.  Rychlost prietoku: 1 ml/min.
6.5.3.  Nastavenia UV detektora:

tento detektor musi byt nastaveny na 370 nm, aby detekoval pritomnost chalkénov a potom na 254 nm, aby
detekoval kyselinu glycyrizinovi.

Pozndmka:

zmena vlnovej dizky (z 370 nm na 254 nm) sa musi vykonat 30 sekind pred zaciatkom elticie
piku kyseliny glycyrizinovej.

7. Postup

7.1. Priprava vzorky liehu

Prefiltrujte cez filter pre organické rozpuastadld (priemer péru: 0,45 pm).
7.2. Priprava zvyskového extraktu sladovky (5.6.)

Zriedte pred analyzou v pomere 1:10 s 50 % obj. etanolom (4.6.1.).

7.3. Stanovenie

7.3.1.  Nastreknite 20 pl pripraveného extraktu sladovky (7.2.). Vykonajte analyzu za pouzitia chromatografickych
podmienok uvedenych hore (6.5.).

7.3.2. Nastreknite 20 pl vzorky (7.1.) (anizovou prichufou fortifikovant vzorku liechu).Vykonajte unalyzu za pouzitia
chromatografickych podmienok opisanych vyssie (6.5.).

7.3.3.  Porovnajte tieto dva chromatogramy. Musi byt velkd podobnost medzi nimi vo vystupnej zone chalkénu (pocas
detekcie pri 370 nm pri analytickych podmienkach uvedenych hore) (pozri obrazok 1).
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8. Charakteristicky chromatogram pre pastis
Obrézok 1
Chromatogram ziskany metédou uvedenou hore ukazujici pritomnost chalkénov v ,pastise. Piky 1 az 8 st chalkény
a pik 9 je glycyrizinova kyselina.
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9. Charakteristika vybranych metrologickych parametrov met6dy(presnost)

Vysledky medzilaboratérnej skasky:

nasledujiica tabulka uvddza schopnost metddy pre uznanie pritomnosti alebo nepritomnosti chalkénov

v pastise a lichovindch s prichutou anizu.

Nasledujtce ddaje boli ziskané z medzindrodnej Stiidie parametrov metédy vykonanej medzindrodne dohod-

nutym postupom.

-zm glycyrizinova

kyselina

0.0500 0.1000

absorbancia

0.0000

Rok medzilaboratérnej skisky 1998

Pocet laboratéril 14

Pocet vzoriek 11

Sktimand latka chalkény

Vzorky A B C D E F

Pocet laboratérii, ktoré boli ponechané po 14 14 14 14 14 13
odstrdneni odchylenych vysledkov

Pocet odchylenych vysledkov (laboratérid) - - - - - 1%
Pocet prijatych vysledkov 28 1 14 28 28 26
Pocet vysledkov na pritomnost chalkénov 28 14 14 0 28 0
Pocet vysledkov na nepritomnost chalkénov 0 0 0 28 0 26
Percento spravnych vysledkov (%) 100 100 100 100 100 100

(*) rozporné vysledky medzi dvoma duplikdtmi, poukazujice na chybu vzorkovania
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Vzorky G H I ) K

Pocet laboratérii, ktoré boli ponechané po 14 14 14 14 14
odstrdneni odchylenych vysledkov

Pocet odchylenych vysledkov (laboratérid) - - - - -

Pocet prijatych vysledkov 28 14 14 28 28
Pocet vysledkov na pritomnost chalkénov 0 0 0 0 0
Pocet vysledkov na nepritomnost chalkénov 28 14 14 28 28
Percento spravnych vysledkov (%) 100 100 100 100 100
Typy vzoriek:

A pastis, slepé duplikaty,

o~]

pastis, jedind vzorka,
pastis, jedind vzorka,

C
D ,pastis“ (neobsahujtici chalkony), slepé duplikaty,

2]

Lpastis“ (neobsahujtci chalkony), slepé duplikaty,

1

likér s prkchuou ankzu (neobsahujsci chalkény), slepé duplikaty,
G likér s prichufou anzzu (neobsahujtici chalkony), slepé duplikity,
H ouzo (neobsahujtice chalkény), jedind vzorka,
[ ouzo (neobsahujtice chalkény), jedind vzorka,
J aniz (neobsahujici chalkény), slepé duplikaty,

K ,pastis“ (neobsahujtici chalkény), slepé duplikaty.

IX. VAJECNY ZLTOK. STANOVENIE VAJECNEHO ZLTKU V LIEHOVYCH NAPOJOCH - FOTOMETRICKA
METODA
1. Rozsah
Tito metdda je vhodnd na stanovenie vajecného Zltka v rozmedzi 40 aZ 250 g/l vo vajecnom likéri alebo
likéri s vajickom.
2. Odkazy na normy

ISO 3696: 1987 Voda pre pouzitie v analytickom laboratériu — Specifikdcie a skisobné metddy.

3. Princip

V etanole rozpustné zliceniny obsahujiice fosfor, ktoré sa nachidzaji vo vajecnom ztku, sa extrahujii
a skiaji fotometricky ako komplex molybdenanu fosfore¢ného.

4, Cinidld a materidly
4.1. Redestilovand voda
4.2. Infuzdriovd hlinka

4.3. Etanol 96 % obj. (CAS 64-17-5)
4.4, Roztok 15 % octanu horecnatého (CAS 16674-78-5)

4.5. 10 % kyselina sirovd (CAS 7664-93-9)
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4.6.
4.7.
4.8.

7.1.

7.1.1.
7.1.2.

7.1.4.
7.1.5.

7.1.6.

7.1.7.

7.1.8.

7.2.

7.2.1.

7.2.1.1.

1 N kyselina sirovd

Roztok 0,16 g/l dihydrogenfosforecnanu draselného (CAS 778-77-0), KH2PO4

Cinidlo pre stanovenie forfore¢nanu:

rozpustite 20 g molybdenanu aménneho (CAS 12054-85-2), (NHM,,0,,.4H,0 v 400 ml vody pri 50 °C;

v dal3ej nddobe rozpustite 1 g vanadi¢nanu aménneho (CAS 7803-55-6), NH4VO3 v 300 ml hortcej vody,
nechajte ochladit, potom pridajte 140 ml koncentrovanej kyseliny dusi¢nej (CAS 7697-37-2). Spojte ochladené
roztoky do 1 000 ml odmernej banky a doplite po znacku na 1 000 ml.

Pristroje a zariadenie

100 ml kuzelovd banka

Ultrazvukovy kiapel (alebo magnetické miesadlo)
100 ml odmernd banka

Kapel's 20 °C vodou

Filter (Whatman ¢. 4 alebo rovnocenny)
Porceldnovy (alebo platinovy) téglik
Vodny kapel

Hortca platiia

Muflova pec

50 ml odmernd banka

20 ml odmernd banka
Spektrofotometer nastaveny na 420 nm

1 cm kyveta

Vzorky

Pred analyzou sa vzorky skladujui pri izbovej teplote.

Postup
Priprava vzorky

Navézte 10 g vzorky do 100 ml kuzelovej banky (5.1.).

Priddvajte postupne 70 ml etanolu (4.3.) po malych castiach s krizenim pri kazdom pridani a vlozite do
ultrazvukového kipela (5.2.) na 15 mindt (alebo mieSajte zmes magnetickym miesadlom (5.2.) 10 mindt pri
izbovej teplote).

Preneste obsah banky do 100 ml odmernej banky (5.3.) s premytim etanolom (4.3.). Upravte po kalibra¢ni
znacku etanolom (4.3.) a polozte banku do 20 °C vodného kipela (5.4.). Upravte po kalibraénd znacku pri 20
°C.

Pridajte malé mnozstvo infuzériovej hlinky (4.2.) a prefiltrujte (5.5.), odstrante prvych 20 ml.

Preneste 25 ml filtrditu do porceldnového/platinového téglika (5.6.). Filtrdt sa musi potom zahustit jemnym
odparovanim na vodnom kdpeli s vriacou vodou (5.7.) pridanim 5 ml 15 % roztoku octanu hore¢natého
(4.4).

Polozte tégliky na horici platiiu (5.8) a zohrievajte kym nie st suché.

Spopolnite zvySok ohrievanim do bieleho Ziaru pri 600 °C v muflovej peci (5.9.), pokial nie je popol biely,
minimalne jeden a pol hodiny, moze tam byt ale aj cez noc.

Pridajte do popola 10 ml 10 % kyseliny sirovej (4.5.) a preneste zmes preplachnutim destilovanou vodou
(4.1) do 50 ml odmernej banky (5.10.) a pri izbovej teplote doplitte po znacku destilovanou vodou (4.1.).
5 ml podiel tohto roztoku popola sa méd pouZit na pripravu roztoku vzorky na fotometrické stanovenie.

Fotometrické stanovenie fosfore¢nanu
Porovnavaci roztok

Dajte 10 ml 10 % kyseliny sirovej (4.5.) do 50 ml odmernej banky a dopliite po znacku destilovanou vodou
4.1).
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7.2.1.2.

7.2.1.3.

7.2.1.4.

7.2.2.

7.2.2.1.

7.2.2.2.

7.2.2.3.

7.2.3.

7.2.3.1.

7.2.3.2.

7.2.3.3.

Pridajte do 5 ml podielu tohto roztoku (7.2.1.1.) v 20 ml odmernej banke (5.11.), 1 ml 1 N kyseliny sirovej
(4.6.) a 2 ml fosforecného c¢inidla (4.8.) a dopliite po znacku destilovanou vodou (4.1.).

Zazatkujte s volne vloZenou zdtkou, potraste a zohrievajte na vodnom kdpeli s vriacou vodou (5.7.) 10
minit, potom nechajte chladit vo vodnom kupeli s 20 °C vodou (5.4.) 20 mindt.

Napliite 1 cm kyvetu (5.13.) tymto porovndvacim roztokom.

Roztok vzorky

Pridajte do 5 ml podielu roztoku popola (7.1.8.) v 20 ml odmernej banke (5.11.) 1 ml 1 N kyseliny sirovej
(4.6.) a 2 ml fosforecného ¢inidla (4.8.) a dopliite po znacku destilovanou vodou (4.1.).

Zazétkujte s volne vloZzenou zdtkou, potraste a zohrievajte na vodnom kipeli s vriacou vodou (5.7.) 10
mindt, potom nechajte chladit na vodnom kupeli 20 °C vodou (5.4.) 20 mindit.

71ty roztok, ktory sa vytvoril, sa ihned analyzuje spektrofotometricky (5.12) v 1 cm kyvete (5.13.) pri
420 nm voci porovndvaciemu roztoku (7.2.1.4.).

Kalibracnd krivka

S cielom skonstruovania kalibracnej krivky dajte 2 ml podiely fosfore¢ného cinidla (4.8.) do 20 ml odmer-
nych baniek (5.11.), kazdd z nich obsahuje 1 ml 1 N kyseliny sirovej (4.6.) a 0, 2, 4, 6, 8 a 10 ml roztoku
dihydrogenfosfore¢nanu draselného (4.7.) a doplite po znacku destilovanou vodou (4.1.).

Zazétkujte volne vloZenou zdtkou, potraste a zohrievajte na vodnom kdapeli s vriacou vodou (5.7.) 10 mindt,
potom nechajte chladit na vodnom kdipeli 20 °C vodou (5.4.) 20 mindt a analyzuje spektrofotometricky
(5.12) v 1 cm kyvete (5.13.) pri 420 nm voci porovndvaciemu roztoku (7.2.1.4.).

Zostrojenie kalibracnej krivky:

roztok dihydrogenfosfore¢nanu (ml) 0 2 4 6 8 10
P,0, (mg) 0 0167 0334 0501 0668 0835
Vyjadrenie vysledkov

Obsah vajecného zltka v g/l sa vypocita z tejto rovnice:

110 x hustota

g/1 vajecného zltka = mg P205 x £/40

kde:

110 je prepocitavaci faktor na celkovy P,O, v g v 100 g vajecného ftka,

mg P,0, je hodnota stanovend z kalibracnej krivky,

hustota  je hmotnost na jednotku objemu (g/ml) likéru na baze vajicka pri 20 °C,
E véha likéru na bdze vajicka v g,

40 faktor zriedenia pre 5 ml podiel roztoku popola.

Charakteristika vybranych metrologickych parametrov met6dy (presnost)
Statistické vysledky medzilaboratérnej skisky:

nasledujica tabulka uvédza hodnoty pre vajecny zftok.

Nasledujtce tdaje boli ziskané z medzindrodnej Studie urcéenia vybranych parametrov metddy ziskané medzi-
nérodne dohodnutym postupom.

Rok medzilaboratérnej skiasky: 1998
Pocet laboratorii: 24
Pocet vzoriek: 5

Skiimand ltka: vajecny Zltok



03/zv. 37 Uradny vestnik Eurépskej tinie 411

Vzorky A B C D E
Pocet laboratérii, ktoré boli ponechané po 19 20 22 20 22
odstrdneni odchylenych vysledkov
Pocet odchylenych vysledkov (laboratérid) 3 4 2 4 2
Pocet prijatych vysledkov 38 40 44 40 4
Strednd hodnota 147,3 241,1 2274 51,9%) 191,1

72,8%

Standardn4 odchylka opakovatelnosti (S) g/l 2,44 4,24 3,93 1,83 3,25
Relativna $tandardnd odchylka opakovatel- 1,7 1,8 1,8 2,9 1,7
nosti (RSD,) (%)
Limit opakovatelnosti (r) g/l 6,8 11,9 11,0 5,1 9,1
Standardn4 odchylka reprodukovatelnosti (S;) 5,01 6,06 6,66 3,42 6,87
gft
Relativna $tandardnd odchylka reprodukova- 3,4 2,5 2,9 5,5 3,6
telnosti (RSDy) (%)
Limit reprodukovatelnosti (R) g/l 14,0 17,0 18,7 9,6 19,2
Typy vzoriek:

A Advocaat, slepé duplikaty,

B pastis, jedind vzorka,

C Advocaat, jedind vzorka,

D Advocaat (zriedeny), delené hladiny*
E Advocaat, slepé duplikty,



