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RESOLUTION OIV-OENO 687-2023

VALIDIERUNG DER METHODE ZUR BESTIMMUNG VON SORBINSAURE
IN WEIN MITTELS FLUSSIGKEITSCHROMATOGRAPHIE (OENO 6/2006)

HINWEIS: Folgende Resolution wird durch die vorliegende Resolution geandert:
- OENO 6,/2006

DIE GENERALVERSAMMLUNG,

GESTUTZT auf Artikel 2 Absatz IV des Ubereinkommens vom 3. April 2001 zur
Grindung der Internationalen Organisation fir Rebe und Wein,

AUF VORSCHLAG der Unterkommission ,Analysemethoden®,

GESTUTZT auf die Resolution OENO 6/2006 ,Bestimmung des Gehalts an
Sorbinsaure, Benzoesaure und Salicylsaure in Wein mittels
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie®, die 2006 angenommen wurde,

IN DER ERWAGUNG, dass die Validierung nur Sorbinsaure betrifft,

BESCHLIESST, den Anhang A ,Validierung der Methode zur Bestimmung von
Sorbinsaure in Wein mittels Flissigchromatographie®* hinzuzuftigen und die Typ IV--
Methode fiir Sorbinsaure in eine Typ II-Methode abzuandern.

BESCHLIESST, die Resolution OIV-OENO 06-2006 ,Bestimmung von Sorbinsaure,
Benzoesaure und Salicylsaure in Wein durch
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie“ und somit die Methode OIV AS 313-20 wie
folgt zu andern, wobei die Anderungen dadurch kenntlich gemacht wurden, dass die
hinzugefiigten Elemente fett markiert und die entfallenden Passagen durchgestrichen
wurden:

2. Anwendungshereich

Alle Weine und Traubenmoste, insbesondere solche, die nur Spuren von Sorbinsaure,
Benzoesaure oder Salicylsaure enthalten konnen (Naehweis-ab-1-mg/1):

3. Prinzip

Die Antiseptika werden durch Direkteinspritzung der Probe in eine Saule mittels
Umkehrphasen-Hochleistungsflissigkeitschromatographie (RP-HPLC) unter
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Verwendung eines UV-Detektors bei-einer-Wellenlingevon—235-nm{! (1) bestimmt.

4.11. Wasser-Alkohol-Losung (50 %) oder eine andere geeignete Konzentration:
500 ml reinen Alkohol (4.10) in einen 1 Liter-Messkolben geben und mit
destilliertem Wasser (4.1) bis zur Marke auffiillen

5.1. UV-Detektor fiir Wellenlzingen von 235 nm (1), ausgestattet mit einer
Flusszelle fiir die HPLC (z.B. 8 0Ol fiir 1 cm Schichtdicke)

5.8. HPLC-Saule mit Octadecyl-(C18)-modifiziertem Kieselgel, Porendurchmesser
5 0Om, Linge 20 cm, Innendurchmesser 4 mm (1)

6.2. Das Elutionsmittel (4.6) 5 Minuten im Ultraschallbad (5.2) oder auf andere
geeignete Weise entgasen.

6.3. Das Losungsmittel unter Verwendung der Vorrichtung in Ziffer (5.43)
filtrieren.

8. Berechnung

Nach Lokalisierung der Peaks der in der Probe zu bestimmenden Sauren werden die
Peakflachen mit denen der Sauren einer Surrogatlosung (4.13) mit bekannter
Konzentration C verglichen.

Zum Beispiel sei s die Peakflache der zu bestimmenden Saure und S die Peakflache der
Losung (4.13) mit der Konzentration C

S .
X(in der Probe) — C X § n. mg/l

Es kann auch eine Kalibrierkurve verwendet und die Konzentration durch
Interpolation bestimmt werden.

9. Eigenschaften der Methode
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9.1 Fiir Sorbinsaure

Der Ringversuch und seine Ergebnisse sind in Anhang A dargestellt.

er=0.0148 x + 0.5498
e R=0.0936 x + 1.5542

¢ x: Sorbinsaure-Konzentration (mg/l)

9.2 Fiir Benzoesaure und Salicylsiaure

Sorbings
Linearitatsbereich 0-bis200-mgA
Genauigkeit

(Wiederfindungs-rate) >90-%
Wiederholbarkeit: r* 2%
Vergleichbarkeit: R* 8%
Nachweisgrenze 3-mg/l
Bestimmungsgrenze 5mgA
Messunsicherheit H%

Benzoesaure

0 bis 200 mg/1

>90 %
3%
9%
3mg/1

6 mg/1

12 %

OIV-0ENC 687-2023

Salicylsaure

0 bis 200 mg/1

>90 %
8 %
12 %
3mg/l

7mg/1

13 %

ANHANG A - Statistische Daten anhand der Ergebnisse der

Ringversuche

Die folgenden Parameter wurden im Rahmen eines Ringversuchs festgelegt. Dieser
Versuch wurde vom Labor ,Instituto dos Vinhos do Douro e do Porto (Portugal)®

durchgefiihrt.
Versuchsjahr: 2020
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HBLA und Bundesamt fiir Wein- und Obstbau Klosterneuburg
Department of Agriculture

Czech Agriculture and Food Inspection Authority

Comité Interprofessionnel du Vin de Champagne
Laboratoires Dubernet

Service Commun des Laboratoires-Laboratoire de Montpellier
Service Commun des Laboratoires-Laboratoire de Bordeaux
Landesuntersuchungsamt, Institut fiir Lebensmittelchemie
Lebensmittel- u. Veterinarinstitut Braunschweig/Hannover
National Food Chain Safety Office

Unione Italiana Vini Servizi

Vassanelli Lab s.r.l.

AsureQuality Ltd Laboratory Services

Arcus Norway AS

ASAE-Autoridade de Seguranca Alimentar e Economica

Instituto dos Vinhos do Douro e do Porto

OIV-0ENC 687-2023

Lahoratorien: 23 Laboratorien aus 14 Lindern

Osterreich
Zypern
Tschechische Republik
Frankreich
Frankreich
Frankreich
Frankreich
Deutschland
Deutschland
Ungarn
Italien
Italien
Neuseeland
Norwegen
Portugal

Portugal

RUDN University Russische Foderation
National Laboratory of Health, Environment and Food (Novo Slowenien
Gorica)
National Institute of Chemistry Slowenien
National Laboratory of Health, Environment and Food (Novo Mesto) Slowenien
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Laboratorio Arbitral Agroalimentario. Spanien
Estaciéon Enoldgica de Haro- La Rioja Spanien
Cukurova University Food Engineering Dept. Tirkei

2.  Anzahl der Proben: 6 Doppelproben

2 Weilweine: A/G, C/K

1 Weillwein - Spatlese: I/0

1 Rotwein: D/M

1 Roséwein: B/F

1 gespriteter Rotwein (Alkoholgehalt 19 % vol.): E/N

3. Analysebedingungen

Die Analysebedingungen sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

4. Einzelergebnisse

Die Einzelergebnisse fiir Sorbinsaure (mg/L) sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

5. Datenanalyse

e Die statistische Analyse wurde gemals den Empfehlungen der OIV durchgefuhrt,
um Prazisionsdaten zu erhalten.

e Werte unterhalb der Bestimmungsgrenze wurden als Normalwerte behandelt.
e Ausreiller wurden durch Cochran- und Grubbs-Tests ermittelt.
e Die Ergebnisse sind in den Tabellen 3 und 4 zusammengefasst.

¢ Die Wiederhol- und Vergleichsgrenze abhangig von der Sorbinsaure-
Konzentration sind in Abbildung 1 dargestellt.
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e Der Z-Score der einzelnen Laboratorien wurde anhand der Gesamtwerte fur die
verschiedenen Proben ermittelt; die Ergebnisse sind in Abbildung 2 aufgefiihrt.

TABELLE 1 - ANALYSEBEDINGUNGEN

b A _ Einspritz-
Lab. Kalibrier Saule Detektion Mobile Phase Flussra.t © Séulen o volumen
Code kurve (mL/min) | temperatur (°C) (uL)
. Wasser pH=2.0 / _
1 ja Altima Clgéhin”m 250X | 235 nm | MeOH,/ THF 1 Liznnglezl‘f;%sr 20
’ (650,/280,/70) P
00.389 Ammoniumacetat
. C18 250 x 4,6 Luna _ in 1L Wasser + 250 mL
2 2 Phenomenex 0=235nm ACN (pH=4 eingestellt 125 35 20
mit CH;COOH)

Poreshell 120 EC-C18 A: H20 0,79 THF (pH=2)

. - . 0,
3 ja 150 x 4,4 mm; 2,7 pm 0=235nm 0/A)B].S)I\/[eOH (80% Ae20 1.5 40 5

. _ Ammoniumacetat-Puffer
4 ja RP-18 (250-4) 0=2540m | 4 MeOH = 70:30 1 40 20

ACN-
Pufferlosung (35:65);
. PerfectSil Target ODS-3 _ Pufferldsung =
6 Ja HD. 5 pm. 250 x 4,6 mm n=235nm Ammoniumacetat (1,8 1 40 2
g/1) + Essigsaure; pH =
43
Isokratisch: 80 % H,0
7 ja PoroShell CI8 4,6 X 75 | | _ o35 1 | mit Schwefelsdure: 20 % 15 25 20
mm; 2,7 ym
ACN
Rezex-ROA- Organische Elutionsmittel:

8 ja Saure H+ (8 %) -300 x | o=254nm Schwefelsiure = 0,025M 1 90 50

7,8 mm
HICROM Ultrasphere 5 650 mL H,O pH 2 mit
9 ja um ODS column. 250 x | 0=235nm | 280 mL MeOH +7 mL 0,6 25 20
4,6 mm THF
Teknokroma Trace Excel 650 mL H,0 pH 2 (HCI
10 ja 120 ODSB 5 um. 20x 0,4 | 0=235nm | 0,IM)+ 280 mL MeOH + 1 24 20
cm 7 mL THF
n ja C18 5 pm. 200x4 mm 0=235nm
770 Wasser pH=2,3
. RP18 Chromolith 100 x _ (0,8 mL H,PO,):
12 a 4,6 mm; 5 pm 0=235nm Isopropanol 200 mL. ! 25 10
ACN 30 mL
0,925¢g
. Phenomenex Gemini 5 _ Ammoniumacetat + 1,2 L
18 2 um. C18;150 x2mm | 77240 | 0+ 0,8 L MeOH (pH 04 40 10
5,5 Essigsaure)
90 % v/v Wasser 15 mL
. _ Essigsdure +15 g
15 ja C185um.200x4mm | o=235nm Ammoniumacetat 10 % 1 40 10
v/v MeOH
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80 % v/v H,O pH=4
Prodigy 5 um ODS-3 (reine Essigsaure) +
16 ja 100.150 x4,6 mmw,/ | 0=261nm | 0,005M 12 40 50
C18 guard column Ammoniumacetat
20 % v/v ACN
11/89 MeOH: Puffer
Kinetex; RP-C18 150x4,6 _ (Puffer = 3,0 g KH2PO4
7 mm; 5 pm 0=230nm | 13 0 ¢ K2HPO4+ 100 mL 06 40 6
Wasser)
. _ 95 % Phosphatpuffer: .
18 ja C18 Luna. Phenomenex | o=224 nm 5% ACN 1,2 ambient 20
0,005M
19 ja égsggrgirfg fn(}géscurgn o0=235nm | Ammoniumacetat (pH 4): 1 25 2
B > | ACN =82
. N 650 mL H,0 pH 2 (HCI
20 ja Zorbax Eclipse XDB-C18 0=235nm | 0,IM) + 280 mL MeOH + 1 ambient 5
4,6 x 150 mm. 5 um
7mL THF
A:B =80:20; A:
Ammoniumacetat 0,002
B 5 0=262 mol/l; pH=4,1
21 ja RP-18 Nucloedur 100 nm (eingestellt mit 1 60 6
C18. 3 um. 50 mm K .
onzentrierter
Essigsdure); B:
MeOH /ACN 2:1
22 ja HYPERSIL ODS 250X4.6 =235 nm 18 40 20
mm. 5 pm
23 ja RP-CI8 150 x 4,6 mm; 5 um | "7 235 1 25 20
g _ MeOH / 0,02M
24 ja RP-CI8 }:rlllr;(?ssphrenr 125x4 o m2n35 Natriumacetatpuffer pH 0,8 40 5
s 44=(30/70 v/v)
. Kinetex XB-C18 100 x 4,6 =254 | Wasser 0,1 % TFA ACN
26 Ja mm; 2,6 pm nm | 0.1% TFA 15 30 10
TABELLE 2 - EINZELERGEBNISSE FUR SORBINSAURE (mg/L)
Weifdwein | Roséwein | Weifdwein [ Rotwein Gte;tirri_ Roséwein Weifdwein | WeifSwein | Weifdwein Rotwein Gespriteter | Weifwein
) (B) © (D) Wein (E) (F) (©) U} (®) Wein (N) ©)
Labor-
Numme | 1 2 1 2 1 2|1 2|1 2|1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
T
226, 221, 226, 224, 125, 124, 126,
1 363 355| 0 0 | 880 860|522 53|17 18| 0 0 | 361 359| 0 0 | 900 870 47 46| 18 20[1260 0
208, 209, 116, 80, 116,
2 331 332|207 3 | 80,9 84|45 44| 17 24[2004 5 | 330 325 0 149| 82 6 | 43 57| 20 24| 163 1
216, 215, 120,
3 341 345| 8 5 | 847 845[53 52|25 23263 2172 345 343|198 120,1| 845 843| 57 57| 24 24 |1205 2
35, 224, 220, 123, 123,
4 347 0 | 2231 7 | 893 886| 51 51| 21 22| 0 2216| 345 348[ 1231 2 | 8,7 864| 52 52| 21 21| 1231 5
34, 215, 120, 120, 121,
6 343 6 | 2142 2 | 839 840|55 56| 19 20| 2150 2156| 346 347| 6 7 | 836 839| 62 65| 20 21| 1201 1
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35, 218, 122, 123, 122,
7 340 0 [2170 o0 | 840 850|50 6,0/ 30 3,0| 2180 2180| 350 350| O 0 | 8,0 840| 50 50| 20 201220 0
216, 218, 122, 123,
8 339 334 8 5 86,2 838 45 45| 20 20| 2188 2155| 352 339 0 189 84,2 843| 43 41 2,0 2,0 | 1245 3
198, 13,
9 325 325|1974 2 | 8,0 807| 34 34| 14 141970 1958| 321 322|125 122| 793 794| 33 33 1,3 12 | 135 7
216, 217, 216, 118, 120, 19,
10 341 341 0 0 83,7 83,6| 57 56| 22 21 0 216,0| 34,2 34,0 0 19,0 834 834 56 58 2,1 2,1 0 0
227, 229, 224, 225, 127, 127, 89, 128,
1 36,8 370 2 9 | 90,2 904| 46 48| 21 19| 2 6 371 368 4 0| 884 0 | 40 43 21 19 | 1280 5
207, 202, 209, 209, 109, 109
12 31,0 31,0 0 0 78,0 780 40 30| 20 20 0 0 32,0 32,0 11,0 11,0| 79,0 78,0 4,0 5,0 2,0 2,0 0 ,0
35, | 219, 220, 220, 220, 124, 124, 123,
13 350 0 0 o | 860 87060 60|30 30l 0 0 | 350 360| O 0 | 850 870 7,0 70 3,0 30 [ 1230 0
32, | 200, 199, 200, 199, 111,
15 32,0 0 0 0 79,0 78,0( 40 40| 1,7 16 0 0 32,0 32,0 1,0 1,0| 79,0 78,0 40 4,0 1,7 1,6 11,0 0
214, 120, 120,

16 31,3 291| 2131 2 | 847 842| 43 43| 19 19| 2173 2160 30,3 31,0| 1 19,6 835 842| 42 46 2,0 20| 1193 1
221, 122, 123, 123,
17 35,6 354 217,8 4 87,0 86,0 52 54| 23 24| 2155 2195 356 353 2 4 859 86,5 54 55 2,7 25 | 1223 9
235, 246, 220, 209, 124, 125, 88, 128,
18 350 370 © o | 880 850| 61 52| 75 77| © 0 | 360 370| O 0] 940 0] 65 66 78 74 | 1270 0
30, | 183, 187, -2, 105, 106, 115,
19 31,0 0 0 0 71,0 72,0| 8,0 8,0 0 0,0( 1770 179,0 30,0 27,0 0 0 67,0 7,0| 40 5,0 -1,0 -,0 | 16,0 0
217, 219, 119,
20 362 348| 2174 0 | 849 844| 71 89| 1,9 27| 0 2171 351 344| 1212 119.0| 858 843| 56 59 24 23| 1219 2
204, 204, 204, 204, 114,
21 322 322 1 2 793 791| 43 44| 19 20 9 4 32,6 323| 11,9 1124| 786 78,7| 4,3 44 1,9 2,0 | 115,0 2
34, | 216, 216, 216, 121, 121,
22 340 0 0 0 | 830 830]|60 60|30 30| 0 2170| 340 340| 0 1210 830 830| 60 60| 3,0 30| 1210 0
35, 124, 123, 86, 123,
23 35,3 0 219,3 2176| 873 86,1| 41 45| 1,6 17| 2193 2179| 354 359 3 0 87,0 0 3,9 41 1,6 1,8 | 1246 5
34, | 214, 216, 19,
24 342 0 0 0 | 81,8 821| 41 41| 27 28| 2150 2150| 337 338| 1170 18,0| 837 834| 41 41 2,8 27 | 1190 o
214, 122, 122, 122,
26 351 352( 2144 5 862 862| 50 51| 22 22| 2149 2142| 350 351 3 5 86,0 86,3 51 51 2,2 2,2 | 1222 5

TABELLE 3- ERGEBNISSE FUR SORBINSAURE (mg/L)
Gespriteter

Weifswein Roséwein Weifswein Rotwein Wein Weifswein

Labor-Nummer A G B F C K D M E N I (0]
1 35,90 36,00 223,50 225,00 87,00 88,50 5,25 4,65 1,75 1,90 124,50 126,00
2 33,15 32,25 209,50 209,95 81,15 80,80 4,45 5,00 2,05 2,20 115,45 116,20
3 34,30 34,40 216,15 216,75 84,60 84,40 5,25 570 | 2,409 2,409 119,95 120,35
4 34,85 34,65 223,90 221,00 88,95 86,55 5,10 5,20 2,15 2,10 123,15 123,30
6 34,45 34,65 214,70 215,30 83,95 83,75 | 5,589 6,34 | 1,959 2,089 120,65 120,60
7 3450 3500 | 21750 218,00 | 84,50 8500 | 550 500 | 3000 200" 122,50 122,00
8 33,65 34,55 217,65 217,15 85,00 84,25 4,50 4,20 2,00 2,00 120,45 123,90
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9 32,49 32,16 | 197,83 196,38 | 80,81 7940 | 342 332 1,41 125 | 11238 113,56
10% 3410 3410 | 21650 216,00 | 83,65 8340 | 566 568 [ 2150 2139 18,50 119,50
1% 36,90 36,95 | 22855 22490 | 9030 8870 | 470 415 | 2,007 2007 | 12720 128,25
12 3,00 32,00 | 20450 209,00| 78,00 7850 | 350 450 | 200 200 | 111,00 109,00
13 3500 3550 | 219,50 220,00 8650 86,00 | 600 7,00 | 3,00 3,00 | 12400 123,00
15% 32,00 32,00 | 19950 19950 | 7850 7850 | 4,00 4,00 1,65 1,65 | 111,00 111,00
16 30,20 30,65 | 213,65 216,65 | 8445 8385 [ 428 438 1,94 1,96 | 19,85 119,70
17 3553 3544 | 21961 21753 | 8651 86,19 | 530 547 2,38 261 | 122,82 12312
18 36,00 36,550 | 240,507 214,50” | 86,50” 91,00” | 565 655 | 760" 760" 124,50 127,50
19 30,50” 28,50” | 185,007 98,007 | 71,507 69,007 | 8,00” 4,50% | -1,009 -1,00% | 105,50 115,50”
20 3550 3475 | 217,20 218,05 | 84,65 8505 | 8,00” 575” |[230° 235 120,10 120,55
21 3220 3245 | 204,15 204,65 7920 78,65 | 436 4,36 1,94 1,94 12,15 114,60
22 34,00 34,00 | 216,00 216,50 | 83,00 83,00 | 600 6,00 | 3,00 3,00 | 121,00 121,00
23 3515 3565 | 21845 21860 | 86,70 86,50 | 4,30 4,00 | 1,657  1,70° 123,65 124,05
24 3410 3375 | 21500 21500 | 81,95 8355 | 4109 4109 [275°  275° 17,50 119,00
26 3513 3506 | 21445 214,58 | 8621 8615 | 507 5,07 2,17 217 | 122,37 122,35

a) Ausschluss der Werte nach dem Grubbs-Test (AusreifSer in Bezug auf den
Mittelwert)

b) Ausschluss der Werte nach dem Cochran-Test (AusreifSer in Bezug auf die Varianz)
¢) Werte unterhalb der Bestimmungsgrenze
TABELLE 4 - PRAZISIONSDATEN

Gespriteter

Indikatoren Weiwein Weiwein Rotwein Wein Weiwein
(A/G) Roséwein (B/F) (/) (/M) (€/N) (1/0)
Anzahl der Laboratorien 22 21 21 21 20 22
Anzahl der Wiederholungen 2 2 2 2 2 2
Mindestwert (mg/L) 30,20 196,38 78,00 332 125 109,00
Hochstwert (mg/L) 3695 228,55 90,30 7,00 3,00 128,25
Varianz der Wiederholbarkeit s, 0,0942 15249 04191 0,1201 0,0037 09397
‘S/‘f”“"z zwischen den Gruppen 2,6370 55,1140 9,7049 0,6418 0,1793 22,4914
Varianz der Vergleichbarkeit s, 27312 56,6389 10,1240 0,7619 0,1830 234311
Mittelwert (mg/L) 3416 21472 83,96 492 215 120,07
Standardabw. der ., 9 y . :
Wiederholbarkeit (img,/L) 031 123 065 035 0,06 0,97
Wiederholgrenze (mg/L) 0,869 3495 1832 0,981 0172 2,743
Wiederholbarkeit RSD % 09 06 038 70 28 08
Standardabw. der
Vergleichbarkeit (mg/L) 165 753 318 0.87 043 484
Vergleichsgrenze (mg/L) 4677 21,298 9,005 2470 1211 13,699
Vergleichbarkeit RSD % 48 35 38 177 199 40
HORRAT 05 05 05 14 14 05
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ABBILDUNG 1 - KORRELATION ZWISCHEN SORBINSAURE-KONZENTRATION UND
PRAZISION

8 25
g y =0,0936x +1,5542
z 20
5
S
<
123 T —

5
Z = .
ST e
E 10 o o
2
B 5 = o y=0,0148x +0,5498
E o ORISR °
2 D, .. ereserers s P

R y— .
0 50 100 150 200 250
Durchschnittliche Sorbinsaure-Konzentration (mg/L)
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ABBILDUNG 2 - DARSTELLUNG DER Z-SCORES OHNE AUSREISSER

Darstellung der Z-Scores ohne AuseiBer

@ White wine (A/G) *  Rosé (B/F) & White wine (C/K) *  Redwine (D/M) = Port wine (E/N)
©  White wine (1/0) === =LAl ————ts] ———-iss —_——us

2 L)
L]
] 6 o [ ° -

o1 .
= " 2 a
Sy 2 9 g § 2 y \ ! , ¢ H
L M i : —— : y ¥ T

L | 8 . 2 ] i e

r 2 4
-2 o ]

1 2 3 4 6 7 8 9 10 11 12 13 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 26
Labor-Nummer

*LAI - untere Eingriffsgrenze; LAS - obere Eingriffsgrenze; LSI - untere Warngrenze;
LSS - obere Warngrenze

" Fiir die Analyse von Sorbinsiure sind die Siule und die Wellenlinge beispielhaft
angegeben.
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