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Abstrakt

Pro stanoveni tékavych latek v pivu byly porovnany dvé metody interniho standardu.
Navrhovana metoda s internim standardem ethanolem byla porovnana s metodou s
tradiénim internim standardem, v tomto pfipadé€ n-butanolem. Novéa metoda byla navrzena,
protoze diky pouziti ethanolu, pfitomného v kazdém vzorku piva, ke kvantifikaci analytt,
neni nutné kazdy vzorek manualné upravovat. V piipad¢ pouziti této metody jsou tak
ocekavany lepsi vysledky pro nékteré validac¢ni parametry, a navic je v rutinnich analyzach
uSetfen Cas i finance.

V ptipadé pouziti navrhované metody bylo ale nejprve potteba v kazdém vzorku piva
stanovit obsah ethanolu, protoze pfi uddvani koncentrace analytd v pivu se pouZivaji
jednotky mg/l. Pro ostatni alkoholické produkty se zpravidla pouzivaji jednotky mg/l
prepoctené na absolutni alkohol, a tedy neni nutné znat koncentraci ethanolu. Bylo ovS§em
zjisténo, Ze stanoveni ethanolu plynovou chromatografii ve vzorcich piva neposkytuje
pfesné a spravné vysledky. Aby tedy bylo mozné metody objektivné porovnévat, bylo
stanoveni ethanolu dale provadéno také pomoci infracervené spektroskopie. Po zhodnoceni
jednotlivych zkoumanych parametr bylo potvrzena domnénka, Ze metoda s IS ethanolem
poskytuje lepsi vysledky opakovatelnosti. Metoda s IS n-butanolem vSak poskytla lepsi

vysledky pro vytéznost a limity detekce a kvantifikace.



Abstract

Two internal standard methods were compared for the quantitative determination of
volatile compounds in beer. The suggested method with ethanol as an internal standard was
compared to the traditional internal standard method which uses n-butanol. The reason this
method was suggested lies in the absence of sample pre-treatment procedure. Thus, as
ethanol always presents in beer sample there is no need to add it manually. Therefore, better
results for some validation parameters are expected and moreover, time and financial
resources are saved in routine analyses.

While using the suggested method, it was first necessary to determine the ethanol content
in each beer sample, because the concentration of analytes in beer is expressed in mg/l. For
instance, in case of other alcoholic products, mg/l of absolute alcohol units are usually used,
and therefore it is not necessary to know the ethanol volumetric concentration. It was found
out that the gas chromatography determination of ethanol in beer samples does not provide
accurate results. Therefore, in order to compare the methods objectively, the determination
of ethanol was also carried out by using infrared spectroscopy. After evaluating the
examined parameters, it was confirmed that the results provided by method with IS ethanol
have better repeatability. However, the method with IS n-butanol provided better results for

recovery and limits of detection and quantification.
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Seznam zkratek a symbolu

Ai
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ABV
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Ci
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R«
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=1

plocha piku [mV.min]

absolutni alkohol

obsah ethanolu v alkoholickém napoji (alcohol by volume)
analyza rozptylu (analysis of variance)

fazovy pomeér

koncentrace [mol.dm™]
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plamenové ionizac¢ni detektor (flame ionization detector)
plynova chromatografie (gas chromatography)

headspace
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limit detekce (limit of detection)

limit kvantifikace (limit of quantification)
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hustota [kg.m™]
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relativni odezvovy faktor (relative response factor)
smérodatna odchylka

extrakce tuhou fazi (solid phase extraction)
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aritmeticky primér



1. Uvod

Pivo je jiz po nékolik staleti oblibenym ndpojem. Podle Organizace pro vyzivu a
zemédélstvi Spojenych néarodit se dokonce jednd o nejvice konzumovany alkoholicky
produkt na svété [1]. Od ostatnich alkoholickych napoju se odliSuje vyssi nutri¢ni hodnotou,
ktera je dana skladbou vstupnich surovin (tradi¢né se jedna o chmel, je¢men, kvasnice a
samoziejm¢ vodu) a ,,bezpecnosti®, kterd souvisi s relativné nizkym obsahem ethanolu —
typicky 3—5 objemovych procent [2-3].

V pivu se v rizné mife vyskytuji rizné t€kavé a tzv. semitékavé latky, mezi které patii
alkoholy, estery, fenoly, furan a jeho derivaty (furfurylalkohol a furfural) a karbonylové
slouceniny. Jejich zdrojem jsou bud’ pouzité suroviny, nebo proces kvaseni, kterym pivo
b&hem vyroby prochazi [1,4]. Vétsina z téchto latek je pevné svazana s chuti a viini piva a
jejich obsah je tedy spolehlivym ukazatelem kvality. Mezi latky, které chut’ piva ovliviiuji
pozitivné, patii vyssi alkoholy a nekteré estery — ethylacetat, isoamyl acetat, ethyl hexanoat
a ethyl oktanoat, po kterych pivo ziskava ovocnou chut’ [5]. Vyskytovat se ale mohou i
nezéadouci latky, napiiklad nékteré karbonylové slouceniny, které¢ chut’ ovliviiuji negativné
a vpivu vznikaji pfi nevhodném skladovéani. Dal§imi nechténymi latkami mohou byt
acetaldehyd nebo derivaty furanu, které jsou ve vysokych koncentracich toxické [2].

Z4dna z vyse zminénych latek viak nemé v sou¢asné dobé legislativné stanoveny jakékoli
koncentracni limity a v pivu se tedy nemusi rutinn¢ analyzovat. N&které pivovary nicméné
kontroly ptesto provadéji, protoze, jak jiz bylo zminéno vyse, analyza t€kavych latek jim
poskytuje informace o kvalité jejich produktu. Stanoveni se nej€astéji provadi plynovou
chromatografii spojenou s headspace nebo mikroextrakci tuhou fazi, a protoze je pivo
komplexni matrice, kvantifikuje se pomoci interniho standardu (IS) [6]. Pti jeho pouZiti je
vSak nutné kazdy vzorek manudlné upravit, coZ zvySuje Casové i financni naroky na
provedeni analyzy, a navic to mize zpisobit vznik zbytecnych chyb. Byla proto navrzena
metoda, ktera jako interni standard pouziva ethanol ptitomny v kazdém vzorku piva, i v tom
nealkoholickém, a vzorky tak neni tfeba pfed analyzou viibec upravovat. Fungovani metody
bylo jiz diive ovéfeno na vybranych alkoholickych produktech a bylo prokdzano, Ze
v danych ptipadech metoda poskytuje lepsi nebo stejné vysledky ve srovnani s klasickym

internim standardem [7-9].
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Cilem diplomové prace bylo ovéfit vhodnost pouziti navrhované metody pro analyzu
vybranych tékavych latek ve vzorcich piva pomoci plynové chromatografie s plamenovée
ionizacni detekci a headspace néstfikem. Navrhovana metoda byla porovnavana se stavajici

kvantifikaéni metodou, kde se jako interni standard vyuziva n-butanol.
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2. Teoreticka cast

Analyza tekavych latek plynovou chromatografii (GC, z anglického ,,gas
chromatography*) je dulezitou soucasti nejriiznéjSich odvétvi vyzkumu 1 pramyslové
vyroby. NejCastéji se lze s analyzou tékavych latek setkat v potravinaiském primyslu, v
medicing, v environmentalni analyze, ve farmaceutickém primyslu a nékterych ostatnich
oborech, ve kterych legislativa natizuje kontrolu kvality (QC, z anglického ,,quality control*)
[10]. Je zfejmé, ze vzorky analyzované pii kontrole kvality nejriznéjSich vyrobki, maji Casto
slozité komplexni matrice, které obsahuji velké mnozstvi netékavych latek. Stanovovat
tékavé analyty v téchto vzorcich bez jakékoli upravy pak muize byt obtizné [10-11].

Existuje ne¢kolik moznych pfistupt, kterymi Ize tento problém vyftesit, vétSina z nich
pracuje s riznymi moznostmi oddéleni analyt od zbytku matrice [12]. Typicky se pouziva
organické rozpoustédlo, do kterého se analyty extrahuji, a do GC injektoru se nastiikne
pouze tento extrakt, diky c¢emuz nehrozi ucpani jednotlivych ¢&éasti chromatografu
neté¢kavymi latkami nebo degradace stacionarni faze kolony [10-11]. Problémem je, Ze je
tento postup ¢asové ndro€ny, coz je pii rutinnich analyzach nezadouci. Také mize byt
obtizné najit vhodné rozpoustédlo, ve kterém se rozpusti vSechny analyty, pfi¢emZ ostatni
sloZzky matrice jsou v ném naopak zcela nerozpustné. Pouzivani rozpoustédel je navic
v posledni dobé¢, srozvojem tzv. ,zelené chemie®, kontroverznim tématem [11]. Dalsi
moznosti odd€leni analytd z matrice je naptiklad extrakce tuhou fazi (SPE, z anglického
»solid phase extraction), pii které odpadaji potiZze srozpustnosti a lze ji s pouZitim
modernich pfistroji automatizovat. Mize byt ale problém s vybérem vhodné stacionarni
faze, na kterou se analyty extrahuji, zvlasté pokud je potieba latky stanovit kvantitativné
[12].

Dalsi variantou, kterd odstrafiuje nékteré vyse popsané problémy, je vyuZziti headspace
analyzy (HS, z anglického ,,headspace). Vzorek (pfipadné jeho roztok) je v tomto ptipadé
umistén do plynotésné vialky uzaviené vickem s pruznym septem. Vialka se vzorkem je pak
zpravidla po urCitou dobu zahtivéna, 1 kdyZ podminkou k vytvotfeni rovnovahy to vzdy neni.
Nad hladinou kapaliny (nebo nad pevnym vzorkem) se vytvoii plynna faze, kterd bude mit
za danych podminek stejny obsah tékavych analyti jako vzorek [11,13]. Do injektoru
chromatografu je nasttiknuta pouze nové vytvorena plynna faze (obrazek 2.1). I tato metoda
ma samoziejm¢ své limitace. Pomoci HS metod lze totiz analyzovat pouze mensi a

dostate¢né tekavé molekuly [10].
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Obrazek 2.1: Schéma headspace analyzy. (a) Vzorek je umisten do plynotésné vialky. (b) Vialka je
zahrivana a po urcitém case prejdou analyty do plynné faze, ktera se vytvori nad vzorkem. (c) Alikvot

této plynneé faze je nastriknut do GC systému. (Prevzato a upraveno podle [13]).

2.1 Headspace analyza

Headspace je v podstaté, stejn¢ jako primy nastiik nebo SPE, metoda nasttiku vzorku do
chromatografu, kdy jsou analyty nejprve extrahovany do plynné faze a poté piimo
nastfiknuty do injektoru pravé v této plynné fazi. Oproti tradicnimu pfimému nastiiku tedy
odpadd proces zplynéni celého vzorku pfimo v chromatografu [14-15]. Tradicné je
headspace spojovan s plynovou chromatografii, setkat se ale 1ze 1 se spojenim headspace a
nékterych spektroskopickych metod. PouZiva se naptiklad pfimé spojeni s hmotnostni
spektrometrii, které je vyhodnéjsi, pokud neni nutné analyty nejprve separovat pomoci GC.
Vzicnéji se lze také setkat s analyzami, které spojuji headspace a infracervenou
spektroskopii s Fourierovou transformaci [11].

Headspace techniky lze v zasad€ rozdélit na dvé varianty. Na ty, které jako vzorek pouziji
¢ast plynné faze, ktera se po urcitém case, za dané teploty a po ustanoveni rovnovahy, vytvoii
nad kapalnym nebo pevnym vzorkem. Pak se jedn4 o statické HS metody. Druhou variantou
jsou dynamické headspace metody, kdy je vytvofena plynna faze nejprve zachytavana v tzv.
pasti, kde se analyty jesté¢ oddéli od ostatnich plynnych slozek a zachyti se na vlakno
s vhodnou stacionarni fazi. Z tohoto vlakna jsou poté analyty vymyvany proudem mobilni

faze na kolonu. Jedn4 se tedy v podstaté o spojeni statické HS analyzy a SPE [10-12, 14].
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2.1.1 Staticka headspace analyza

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.1, statickd HS analyza je v takovou ,,zakladnéjsi a
jednodussi variantou HS technik, kdy jsou analyty nejprve extrahovany do plynné faze a
poté nastiiknuty do injektoru. Tato technika mé oproti klasickému ptfimému nasttiku mnoho
netékavymi slozkami matrice [11]. Stejné jako u jinych technik, i zde 1ze nasttik provést bud’
manualné, nebo automaticky. Pii manualni HS analyze, je vialka se vzorkem zahiivana
napiiklad v termobloku a plynotésnou stiikackou je ptes septum odebrana mala ¢ast plynné
faze, kterd je potom rucné nastiiknuta do injektoru. Druhou variantou je pouziti
automatickych HS autosampleri, kde se mnozstvi davkované plynné faze fidi bud’ dobou

nastiiku, nebo nastiiknutym objemem [11, 13-14].
2.1.2 Dynamicka headspace analyza

Dynamickd HS analyza je variantou klasickych HS technik, zakladni princip je tedy
stejny. Extrakce analytl do plynné faze je zde vSak provadéna kontinudlné, proudénim
inertniho plynu nad kapalnym nebo pevnym vzorkem, pfipadné€ je vzorek timto inertnim
plynem probublévan (tato technika byva nékdy oznacovana jako ,,purge and trap*) [13, 16-
17]. T¢kavé analyty, které jsou takto ze vzorku vytésnény, jsou zachytavany v tzv. pasti, kde
dochazi k zakoncentrovani na vhodnou stacionarni fazi. Past je nasledné rychle zahtata a
analyty se uvolni na kolonu (obrazek 2.2) [11].

Diky zakoncentrovani je mozné dosahnout jest¢ nizsich hodnot limitd detekce (LOD,
z anglického ,limit of detection) a kvantifikace (LOQ, zanglického ,limit of
quantification) neZ u statické HS analyzy. Nevyhodou, nebo problémem, pak mulZe byt
pfitomnost vodni pary, kterd se miiZze do pasti dostat pii zahtfivani na vysoké teploty a mize
pak nékteré analyty zastinit. Dal$i nevyhodou, a ditvodem, proc se tato technika nevyuziva
Cas zahfivani tak, aby se ustanovila rovnovadha mezi plynou fazi a vzorkem. Zde je vSak
nutné probublavat nebo proudit inertnim plynem dostatecné dlouho, aby se vymyly vSechny

analyty, a navic zvolit vhodnou stacionarni fazi v pasti [14, 18].
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Past ——

Piivod inertniho
plynu
GC
_>
Vyl hm ami pasti

Obrazek 2.2: Schéma dynamické headspace analyzy. (A) Vialka se vzorkem je promyvaina inertnim

plynem, analyty jsou proudem plynu vymyvany do pasti. (B) Past je vyhidata na vysokou teplotu,
analyty jsou uvolneny do GC systéemu. (Prevzato a upraveno podle [13]).

2.1.3 Kvantifikace

Plynovou chromatografii s headspace nasttikem lze vyuZit jak pro kvalitativni, tak pro
kvantitativni analyzu. Pfevazuje vSak vyuziti pti kvantitativnich analyzéach, a to jak pevnych,
kapalnych, tak i plynnych vzorki. I pfi vyuziti headspace je vSak stile separacni technikou
plynova chromatografie a pro kvantifikaci se tak uplatiiuji v zdsad¢ stejné varianty jako pro
vSechny ostatni typy nastiiku. Typicky se pouzivd metoda externiho standardu, kdy se
koncentrace odecita ze sestrojené kalibra¢ni kfivky. Tato metoda je sice jednoducha, ale pro
vzorky s komplexni matrici nemusi byt zcela piesnd. Dalsi variantou je metoda interniho
standardu. Ta diky ptidavku dalsi latky ke vSem vzorkiim pomaha Iépe balancovat piipadné

zmény Vnaméfenych koncentracich zptisobenych komplexni matrici, je vSak casové

vvvvvvvv

wvewr

Zajimavou variantou pro HS-GC je metoda interni normalizace, kde se zkouma celkové
sloZeni vzorku. V plynové chromatografii se obecné pfili§ nevyuziva, protoze malo kdy Ize

zajistit, Ze vSechny latky obsaZené ve vzorku bude mozné zplynit. Pfi pouziti headspace vSak
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muZze mit metoda vyznam pro sledovani slozeni plynné faze, ktera se vytvoii v headspace
prostoru. Koncentrace jednotlivych analyti je vypocitdna ze sumy ploch vSech piku na
chromatogramu, jako pomér plochy daného piku k celkové plose. Metoda predpoklada, ze
vSechny analyty poskytuji stejnou odezvu pfi stejné koncentraci, ¢ehoz v podstaté nelze
dosahnout a je tedy nutné pro vypocet zavadét piepocitavaci faktory (f), které rozdily
v odezvach analytt eliminuji [11]. Koncentraci analytu v procentech pak 1ze vyjadrit podle
vztahu 2.1.

¢, = 2y 100, @.1)

Acelk

kde ¢, je koncentrace analytu v procentech, Ax je plocha analytu, f; je piepocitavaci faktor
analytu a Ace je suma ploch vsech pikl na chromatogramu korigovanych piepocitavacimi

faktory danych analytt [11].

Specidlni kvantifikacni technikou, kterou lze vyuzit pravé pro HS-GC, je tzv.
vicenasobna headspace extrakce. Metoda funguje na principu opakované extrakce analytu
do headspace prostoru, kdy je po kazdém kroku ¢ast plynné faze odebrana a ustanovuje se
nova rovnovaha. Proces je opakovan tak dlouho, nez je vSechen analyt pfeveden do plynné
faze — tj. je ovéfeno, ze s dalSim krokem uz se odezva analytu nezvysuje. Kvantifikace je
pak provedena, podobn¢ jako u ostatnich technik, z odezvy analytu pomoci predem
stanoveného koncentra¢niho faktoru. Vyhodou zde je, Ze diky odstranéni veSkerého analytu

ze vzorku je metoda odolna vici jakymkoli matricovym efektim [11, 20-21].

2.1.4 Zakladni fyzikalné-chemické parametry HS technik

vvvvvv

analytu, které se vyskytuje v plynné, a které v pevné nebo kapalné fazi vzorku. Pfipadné
tedy Cas, po ktery je potieba vialku se vzorkem zahtivat, aby se mezi témito fazemi ustavila
rovnovaha a bylo mozné analyty kvantitativné stanovit [11]. Velmi zjednodusené Ize fici, Ze
mnozstvi analytu v plynné fazi v poméru ke kapalné nebo tuhé fazi vzorku, zalezi na jeho
t&kavosti, tedy bodu varu. Cim vice t&kavy analyt, tim snaze bude piechazet do plynné faze
a tim dfive se ustanovi rovnovaha [15]. V praxi tedy k optimalizaci metody vétSinou postaci
zvolit dostate¢né dlouhy ¢as a dostate¢né vysokou teplotu, a nékolika experimenty se ujistit,
Zze se zvysSujicimi se parametry se jiz mnozstvi analytu v plynné fazi neméni — tedy

rovnovaha se ustanovila [15, 16].
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Distribuce analytu mezi obé faze vSak zalezi na tad¢ dalSich faktori, zejména jeho
termodynamickych vlastnostech nebo na afinit¢ k pevné nebo kapalné fazi, tedy
k rozpoustédlu, které bylo pouzito k rozpusténi vzorku. Nejlépe 1ze vSechny tyto parametry
vyjadfit a shrnout pomoci distribuéniho koeficientu (K) daného analytu, ktery je vyjadien
vztahem 2.2.

K= %z (2.2)

Cg

kde K je distribu¢ni koeficient daného analytu, ¢, je koncentrace analytu ve fazi (pevné nebo
kapalné) vzorku pfi ustanoveni rovnovéhy a ¢, je koncentrace analytu v plynné fazi pfi
analyt prechazet do plynné faze a bude mit relativné vyssi limit detekce a kvantifikace. A
obracené — analyt s nizkou hodnotou K ptejde do plynné faze snadno a prakticky vSechen a
bude mit diky tomu, pti pouziti HS metody, nizsi limity detekce i kvantifikace [15].

Jak jiz bylo zminéno dfive, hodnota distribu¢niho koeficientu neni pouze vlastnosti dané
latky, ale zavisi také na matrici vzorku (tu nejcastéji reprezentuje pouzité rozpoustédlo) a na
teploté, pti které je vialka se vzorkem zahtivéana (tabulka 2.1). Aby bylo mozné vztah takto
pouzit, je nutné vzorek nastfiknout do systému az po ustanoveni rovnovahy — tedy metoda

statické HS analyzy (kapitola 2.1.1) [11, 15].
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Tabulka 2.1: Prehled hodnot distribucniho koeficientu pro vybrané analyty za riznych teplot.
Prevzato a upraveno podle [15], [16]

K, voda/vzduch, 40°C K, voda/vzduch, 60°C
cyklohexan 0,08 0,04
n-hexan 0,14 0,04
tetrachlorethylen 1,48 1,27
o-xylen 2,44 1,31
toluen 2,82 1,77
benzen 2,90 2,27
ethyl acetat 62,4 293
2-propanol 825 286
ethanol 1355 511
dioxane 1618 642

Tabulka 2.1 poskytuje pfehled vybranych analytl a jejich distribu¢nich koeficientli mezi
vodou a vzduchem pfi dvou teplotdch. Na ptikladu ethanolu lze pozorovat, Ze pti zvySeni
teploty o 20°C klesne jeho distribu¢ni koeficient témer tfikrat a ethanol tedy mnohem
snadné&ji ptechazi do plynné faze. Konkrétn€ u ethanolu je toto dano vodikovymi vazbami,
které jsou pfi vysSich teplotach poruseny. I u ostatnich analyti Ize jednoduse vypozorovat,
ze teplota ma na distribu¢ni koeficient znacny vliv [11].

Dalsi moznosti, jak lze snizit hodnotu K, je v piipadé¢ vodnych roztokli pouziti
anorganickych soli, které snizi rozpustnost polarnich latek ve vod¢, a tedy usnadni jejich
ptechod do plynné faze. Nejcastéji se k tomuto tcelu pouziva chlorid amonny nebo chlorid
sodny. OvSem efekt zde neni tak jednoznacny jako u zvySovani teploty a je v praxi
pouzitelny zejména pro latky, které maji vysoké hodnoty K. Latky s nizkymi hodnotami K,

jako tfeba cyklohexan nebo n-hexan, ovlivnény témet nebudou [11, 16, 22].

Druhym parametrem, ktery je pfi popisu teorie headspace technik dilezity, je fazovy

pomér (f), ktery lze vyjadrit vztahem 2.3.

B== (23)
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kde g je tazovy pomér, V, objem plynné faze nad vzorkem po dosaZeni rovnovéhy a V' je
objem faze pevného nebo kapalného vzorku po dosazeni rovnovahy [11]. Idealni jsou nizké
hodnoty £, pti kterych budou mit tékavé slouceniny vétsi odezvu — se snizovanim Vg totiz
poroste hodnota ¢, a vétsi koncentrace bude v teorii znamenat vétsi odezvu. Nicméné
snizeni hodnoty f, tedy v podstaté zvétSeni objemu vzorku, nepovede ke zvySeni odezvy
vzdy. Pokud se zvétSi objem vzorku (zvétsi se 1 f), budou latky s vysokymi hodnotami
K htife prechdzet do plynné faze, koncentrace zde se tedy piili§ nezvysi a vyssi nebude ani
odezva. U latek s nizkymi hodnotami K, by byla situace opacna [11, 23].

Vyslednou koncentraci analytu v plynné fazi po ustanoveni rovnovahy lze popsat

vztahem 2.4.

Cp = =
97 Kk+p’

(2.4)

kde ¢, je koncentrace v plynné fazi, ¢y je poc¢atecni koncentrace ve vzorku, K je rozdélovaci
koeficient daného analytu a f je fazovy pomér. Ze vztahu 2.3 vyplyva, ze nejlepsi odezvy

bude dosazeno pii souasném snizovani K1 [11, 23].
2.1.5 Reakce v HS vialce

ProtoZe je n&které méné t€kavé latky obtizné stanovit i pomoci HS-GC, vyuzivaji se
v plynové chromatografii derivatizace a dal$i podobné reakce pomérné Casto. Pii vétSiné
reakci dochazi ke generovani tékavéjSich derivatii ptivodnich analytd. Velkou vyhodou HS
technik je moZnost provedeni téchto reakei ptimo ve vialce, v termostatu autosampleru [16].
Pii néastfiku vzorku do chromatografu navic dochazi k odebirani produkti reakce
z headspace prostoru, coz pomaha posouvat rovnovahu ve prospéch produktii a urychlovat
reakci [11].

Typickym ptikladem derivatizace v GC je esterifikace mastnych kyselin. Pfi provedeni
takové reakce v HS analyzach tedy sta¢i do vialky se vzorkem, ktery obsahuje mastnou
kyselinu, ptidat napiiklad methanol a kyselinu sirovou (pro vznik kyselého prosttedi, jako
katalyzator) a vialku dostate¢né dlouho (podle typu reakce, typicky 30-60 minut) zahtivat
v termostatu. Do GC injektoru se poté nastiikne rovnou plynnd faze se vzniklymi methyl
estery stanovovanych kyselin, coZ vyrazn¢ snizuje ¢asové naroky na provedeni a umoziuje
1 takové analyzy pln¢ automatizovat. Dal§imi derivatizaCnimi reakcemi jsou napiiklad

transesterifikace, acetylace, silylace nebo alkylace [12, 16].
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Provedeni derivatizace je v headspace metodach jednodussi nez u klasického ptimého
nasttiku, kde se zpravidla provadi ,,rucné*, mimo pfistroj. Je vSak potieba davat pozor na
nékterd omezeni, ktera toto pfinasi. Prvnim problémem je, Ze sama derivatizacni ¢inidla jsou
z velké vétSiny tekavé latky, a protoze se ptidavaji v nadbytku, je téméf jisté, Ze se objevi na
chromatogramu, kde mohou interferovat s jinymi analyty. Dal§im problémem muze byt
zvy$ovani tlaku ve vialce, zpisobené zahiivanim piidanych tékavych latek. Resenim jsou
vSak specidlni septa, kterd umoziuji béhem derivatizace piretlak uvolnit [11, 16].

Kromé klasickych derivatizanich reakci se lze setkat i s nékterymi specidlnimi
aplikacemi. Piikladem miize byt stanoveni kyanidu v krvi, ktery je ze své vazané formy
uvolnén pomoci ledové kyseliny octové jako té€kavy kyanovodik. Déle 1ze zminit stanoveni
3-hydroxybutyratu v plazmé¢, ktery je po provedeni enzymatické reakce analyzovan jako
aceton [11].

Nakonec je mozné tyto reakce v HS-GC vyuzit i Gplné opacné — tedy ke generovani
netékavych latek z téch t€kavych. To se vyuziva v ptipadé, Ze piky téchto latek zastifiuji na
chromatogramu stanovované analyty. Piikladem miize byt tvorba sodnych soli mastnych

kyselin pomoci NaOH [11].
2.1.6 Vyuziti GC-HS v praxi

S analyzou tékavych latek se lze, v ramci kontroly kvality produktli, setkat v mnoha
existuje vice moZnosti, jak l1ze t€ékavé latky analyzovat (naptiklad pomoci SPE nebo jinych
typl extrakce), je headspace nejvice zastoupenou technikou [13]. Hlavnim divodem, ktery
ma své opodstatnéni zejména pfi rutinnich analyzach, je fakt, Ze vzorek ¢asto neni nutné
vubec upravovat. To pomaha Setfit as, snizovat riziko vzniku nejriznéjsich systematickych
chyb, sniZzovat finan¢ni naklady na provedeni analyz, a navic jsou analyzy jesté trochu
Setrnéj$i k ptirodé. HS metody byvaji také Casto charakteristické dobrou opakovatelnosti
vysledkli a niz§imi hodnotami LOD a LOQ nez ostatni analytické techniky vhodné pro
analyzu t€kavych latek [24, 25].

Jak jiz bylo zminéno, dilleZitou oblasti pro vyuziti HS metod v praxi je potravinarsky
primysl. Mezi ¢asto analyzované produkty patii alkoholické napoje, které obsahuji pomérné
velké mnozstvi t€kavych latek, a to 1 téch nezadoucich — jako naptiklad methanol nebo rizné
aldehydy, jejichz mnozstvi nesmi piekrocit stanovené limity [26-29]. Dal§im ptikladem

mohou byt analyzy aroma profili aromatickych potravin, které pomahaji odhalit jejich
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puvod a jsou tak dilezité pro ochranu spotiebitele. Lze tedy nalézt vyzkumy zabyvajici se
analyzou tékavych slozek syrt, fermentovanych potravin nebo tieba suseného masa [17, 30-
31].

Dal$im odvétvim je farmaceuticky pramysl a zdravotnictvi. V hotovych lécich nebo i
jednotlivych excipientech a ucinnych latkach se t€kavé latky vyskytuji Casto jako zbytkova
rozpoustédla, ktera byla ptfidavana béhem vyroby. HS metody pro stanoveni zbytkovych
rozpoustédel v excipientech nebo ucinnych latkach 1€¢iv jsou i soucasti 1ékopist jako
referencni metody [32-34]. Ve zdravotnictvi lze headspace vyuzit napiiklad pro stanoveni
ethanolu v krvi nebo jinych te€kavych latek v moci, kdy je velmi vyhodné, Ze diky nizkym
narokim na upravu a manipulaci se vzorkem nedochazi k nebezpecnym kontaminacim
[13, 22, 35]. Zajimavou prumyslovou aplikaci mize byt také kontrola kvality motorové
nafty, kdy se pomoci HS-GC stanovuji t€kavé slouceniny které negativné ovliviuji tzv.
cetanové Cislo, které slouzi jako ukazatel kvality nafty [13, 36].

HS-GC lze, kromé vSech aplikaci pro pifimé kvalitativni nebo kvantitativni stanoveni,
vyuzit také pro urceni fyzikalné-chemickych parametrii latek nebo reakci. Je tak mozné
stanovit naptiklad parcialni tlak, ¢ehoz lze vyuzit pti sledovani té¢kavosti toxickych latek.
Dale lze urcit aktivitni nebo rozdélovaci koeficienty, které jako zakladni parametry latek

poslouZzi pro dalsi fyzikalné-chemické vypocty [11].

2.2 Analyza piva a vstupnich surovin

Ptestoze pocatky vyroby a konzumace piva mohou byt datovany az 8000 let zpét, je jeho
analyza stdle mnohdy naro¢ny a nejasny proces, a to zejména kviili proménlivému sloZeni a
neuplné legislativé [37]. Pivo je tradicné€ vyrabéno (vareno) ze Ctyt zdkladnich ingredienci —
sladového je¢mene (pfipadné jiného zdroje Skrobu), kvasnic, chmele a vody. Variant
zpracovani téchto surovin a samotného procesu vateni piva je vSak nespocet. Diky tomu se
rozliSuje n€kolik druht piv a zaroven je tim zplsobeno proménlivé chemické sloZeni.
Zastoupeni rtiznych latek se také méni v Case, coz Casto byva nezadouci proces, ktery chut’
piva ovliviiuje negativné [37-38]. K analyze piva lze v zésadé ptistupovat dvéma zplisoby —
bud’ se kontroluji vstupni suroviny, nebo konecny produkt. V praxi se samoziejme v rizné
mife vyuzivaji oba zptsoby, hlavné v zavislosti na tom, ktery analyt se sleduje [37].

Problémem pfi kontrole kvality piva je, ze v Ceské republice, potazmo ani Evropské unii,

neexistuje Zadné zdvazné natizeni, které by vyrobce pfimélo analyzovat pivo konkrétnimi
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piredepsanymi metodami a zaroven dodrzovat limitni koncentrace a obsahy danych latek.
Pivovary jsou pouze povinny fidit se vyhlaskami (pfipadné natizenimi Evropské komise),
které upravuji limity n€kterych nebezpecnych latek v surovinach, které se pro vyrobu piva
pouzivaji. Piikladem mohou byt tfeba dusi¢nany, alifatické chlorované uhlovodiky nebo

benzen v pitné vodé¢ a vybrané pesticidy v obilovinach [39].
2.2.1 Plynova chromatografie v analyze piva a vstupnich surovin

Plynovou chromatografii Ize analyzovat hned nékolik skupin latek bézné se vyskytujicich
v pivu nebo ve vstupnich surovinach. Typickym ptikladem jsou tékavé latky, které jsou
zodpovédné za chut’ a aroma. Dale to mohou byt napiiklad mastné kyseliny, vicinalni
diketony, nebo esencialni oleje pfitomné v chmelu [6].

Existuje velké mnozstvi odriid chmele, které se pro vyrobu piva bézné pouzivaji. Kazda
z nich je charakteristicka slozenim tékavych latek, které je ovlivnéno i geografickou polohou
pestovani a klimatem [40-41]. Esencidlni oleje chmele obsahuji az 1000 riiznych terpend,
z nichZ pouze asi 400 bylo identifikovano. V praxi se ale stanovuji jen latky, které maji na
vini chmele nejvétsi vliv a nachazeji se ve vétsin€¢ odrid. Jedna se o myrcen, linalool,
humulen a B-karyofylen [42-43]. Tyto latky se zpravidla analyzuji pomoci GC-MS (MS,
z anglického ,,mass spectrometry*), vzorek je ale nutné nejprve upravit. Moznosti jsou rizné
typy extrakci — pouziva se naptiklad extrakce organickym rozpoustédlem nebo tekutym
oxidem uhli¢itym [41, 43]. Dal8i moZnosti je vyuZiti HS technik [40, 44].

Dalsi skupinou latek, analyzovanych v pivu pomoci GC, jsou mastné kyseliny v hotovém
produktu. Jejich obsah je ovlivnén vybérem chmele a sladu, konkrétnimi vyrobnimi procesy
a metabolismem a zranim kvasnic. Nékteré mastné kyseliny se také mohou objevovat
v hotovém pivu az po Case, vlivem nevhodného skladovani [45, 46]. Pro GC analyzu musi
byt vzorek opét vhodné€ upraven, pouziva se napiiklad extrakce z kapaliny do kapaliny nebo
parni destilace [46, 47].

NejbézngjSimi vicindlni diketony vyskytujicimi se v pivu jsou 2,3-butandion a
2,3-pentadion. Jejich pfitomnost se vyznacuje chuti po masle. Bylo také zjisténo, Ze jejich
pomeér souvisi s obsahem mikroorganismt béhem kvaSeni [48]. Analyza se provadi typicky
pomoci HS-GC-ECD (ECD, z anglického ,,electron capture detector*), ptipadné se pouziva
MS detektor nebo FID (FID, z anglického ,,flame ionization detector*) [49].
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2.2.2 Analyza tékavych latek v pivu

KvaSenim, coz je jeden z dulezitych kroki pii vyrobé piva, vznika ethanol a dalsi t€kavé
latky — nékteré ostatni alkoholy, estery nebo kyseliny [50]. Tyto latky jsou v pivu
zodpovédné zejména za vini, kterd poté vyrazné€ ovliviiuje i chut’, a proto je dulezité je
v pivu sledovat, porozumét jejich ptivodu a ptipadné podle toho i vybirat vhodné vstupni
suroviny [51]. Tradicné se tékavé latky, nejen v pivu, stanovuji plynovou chromatografii
s hmotnostni detekci nebo s plamenové ioniza¢ni detekci. Protoze ale pivo obsahuje velké
mnozstvi ostatnich netékavych latek, byva problém s pfimym nasttikem (viz kapitola 2.1),
kdy mize byt injektor nebo ostatni ¢asti plynového chromatografu ucpavany. Analyty tedy
musi byt nejprve z matrice extrahovany, ¢ehoz je dosazeno pii pouziti HS, SPE nebo
kombinaci obojiho [52-56].

Kwvalitativni analyzou té€kavych latek v pivu, bylo zjisténo, ze jednotlivé skupiny analyti
ovliviiyji chut’ i vini piva rizné, a proto mize byt pro sladky zajimavé zkoumat jejich
mnozstvi a pomeér, prestoze neexistuji zddné zavazné limity [56]. Napiiklad estery jsou
zodpovédné za ovocnou chut’, alkoholy, hlavné ethanol, za typickou chut alkoholickych
produktt, karbonylové slouceniny, které se objevuji pti dlouhém stani piva, zase mohou byt
zodpovédné za zatuchly zapach a karboxylové kyseliny zvyraznuji ovocnou nebo hotkou az
zluklou chut’ [56]. N¢které tyto latky (napiiklad ethyl acetat, isoamyl acetat a mnoho dalSich)
byly tedy vybrany jako markery chuti a aroma a byvaji rutinné analyzovany v pivovarech

pomoci HS-SPE-GC-FID pfi kontrole kvality [52, 57].

2.3 Metoda ,Ethanol jako interni standard”

Pro stanoveni té¢kavych latek v alkoholickych produktech byla jiz dfive navrZena metoda,
ktera jako interni standard pouziva ethanol, pfitomny v kazdém alkoholickém napoji [7]. Jeji
nejvetsi vyhodou oproti metodam vyuzivajicim tradicni interni standard je, Ze vzorky neni
pred analyzou potieba upravovat (pfidavat interni standard). To by v teorii mélo zarucit
spravnéjsi a presnéjsi vysledky, nebot’ jakékoli Giprava a manipulace se vzorkem mohou byt
zdroji vzniku systematickych chyb a zvySuji také nejistotu vysledku stanoveni. Tato
domnénka byla potvrzena na nékolika desitkach vzorkl alkoholickych napoj, kdy
navrhovand metoda poskytla lepSi nebo minimalné stejné vysledky jako tradicni metody

interniho standardu [8-9].
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Dalsi vyhodou metody je moznost zjednoduSeni vypoctu koncentrace t€kavych latek ve
vzorku. Vypocet koncentrace analytu ve vzorku pii pouziti metody interniho standardu

popisuje nasledujici rovnice:
Ax
cx(mg/kg) = RRES X 2% X ¢;5 (mg/kg), (2.5)

kde cx je koncentrace analytu, RRF\’S je relativni odezvovy faktor analytu k internimu
standardu, Ay je plocha analytu, A4;s je plocha interniho standardu a c¢;s je koncentrace
interniho standardu. U vétSiny alkoholickych napoji se hodnoty koncentrace uvadéji
v jednotkach mg/l AA (absolutni alkohol) a hodnotu ziskanou ze vzorce 2.5 je tedy dale

nutné prepocist pomoci rovnice:

Cx(m XPpzX100 %
cx(mg /1 Ad) = =L —, 2.6)

kde ¢ je koncentrace analytu, p.. je hustota vzorku a ABV (z anglického ,alcohol by
volume®) je obsah ethanolu v destilatu. Pro stanoveni koncentrace tékavych latek je tedy
jesté nutné stanovit hustotu vzorku a obsah ethanolu. Pii pouziti metody ,,ethanol jako interni
standard” je ale mozné upravit vzorec 2.5 dosazenim hodnoty hustoty ethanolu (789300
mg/l) za c;s v jednotkédch mg/l AA. Koncentrace analytu je pak vypoctena jako:

cx(mg/l AA) = REFOH x 2 x 789300, 2.7)

EtOH

kde RRF ' je relativni odezvovy faktor analytu k ethanolu jako internimu standardu a
Akwon je plocha ethanolu. Pro stanoveni koncentrace analytu tedy neni nutné znat hustotu

vzorku ani obsah ethanolu [7].
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3. Experimentalni Cast

3.1 Seznam pouzitych chemikalii

Acetaldehyd (99,5 %, Fluka™, USA)
n-butanol (99,7 %, Sigma-Aldrich, s.r.0., USA)
Butyl acetat (99 %, Sigma-Aldrich, s.r.o., USA)
Deionizovana voda, systém Milli-Q (Millipore, USA)
Ethanol (99,8 %, Lach-Ner, s.r.o0., Ceska republika)
Ethyl acetat (99,5 %, Lach-Ner, s.r.0., Ceska republika)
Isoamyl acetét (97 %, SAFC®, USA)
Isobutanol (99 %, Fluka™, USA)
Isobutyl acetat (99,8 %, Sigma-Aldrich, s.r.o., USA)
Ethyl butyrat (99 %, Sigma-Aldrich, s.r.o., USA)
Ethyl hexanoat (99 %, Sigma-Aldrich, s.r.0., USA)
2-methylbutanol (99,8 %, Sigma-Aldrich, s.r.o., USA)
3-methylbutanol (98 %, Sigma-Aldrich, s.r.0., USA)
1-propanol (99,7 %, Sigma-Aldrich, s.r.o., USA)

3.2 Seznam méfenych vzorki
Vzorek €.1 - svétly lezdk 11°(4,6 % obj.)
Vzorek ¢€.2 - svétly lezdk 12°(5,2 % obj.)
Vzorek €.3 - prémiovy svétly lezak 11,4 (5,0 % obj.)
Vzorek ¢.4 - svétlé nealkoholické pivo IPA (<0,5 % obj.)
Vzorek €.5 - svétlé vycepni pivo 10 (4,1 % obj.)
Vzorek ¢.6 - svétly lezak 11°(4,6 % obj.)
Vzorek €.7 - tmavy nepasterizovany lezak 12°(5,0 % obj.)
Vzorek €.8 - polotmavy lezak special (5,7 % obj.)
Vzorek €.9 - New England IPA 15 (6,5 % obj.)
Pozn. - pro prehledné;si uvadeéni vysledkl byly vzorky ocislovany a vSechny vysledky byly

dale prezentovany pouze pod t€mito Cisly.

25



3.3 Instrumentace, experimentalni podminky analyzy

Vsechny analyzy byly provadéna v laboratofich Vyzkumného tustavu pivovarského a
sladaiského, a.s. na plynovém chromatografu s plamenové¢ ionizatnim detektorem a
headspace nastfikem Agilent 7890B (Agilent Technologies, Inc., USA). Separace byla
provadéna na kolon¢ DB-WAX s délkou 60 m, vnitinim pramérem 0,32 mm a tloustkou
filmu 0,25 pm. Nosnym plynem bylo helium (Helium 5.0, Air Products and Chemicals, Inc.,
USA). Pro FID byl dale pouzit stlaceny vzduch a vodik, pro make-up detektoru byl pouzit
dusik (vSe Air Products and Chemicals, Inc., USA). Sbér a vyhodnocovani namétenych dat

bylo provadéno v softwaru Clarity (DataApex s.r.o., Ceska republika).
Experimenty byly provadéna za téchto konkrétnich podminek:
Nastaveni plynového chromatografu:

e Teplota detektoru: 230°C

e Teplota injektoru: 220C

e Teplotni program: 47 C, drzeni 3 min, po 10 'C/min do 77°C, po 50°C/min do
150C, drzeni 1,5 min

e Pocatecni pratokovy objem plynu: 3,04 ml/min

e Tlak plynu: 150 kPa

e FID prutokova rychlost vzduchu: 400 ml/min

e FID prutokova rychlost vodiku: 30 ml/min

e FID prutokova rychlost make-up dusiku: 25 ml/min

e Split pomér: 10:1

Nastaveni headspace autosampleru:

e Teplota termostatovani: 70 C
e Teplota jehly: 85C

e Doba termostatovani: 12 min
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3.4 Priprava roztoku a vzorku

Pro sestrojeni kalibracni zavislosti a nasledna dalSi stanoveni byla pfipravena sada
zasobnich a kalibracnich roztokii. Analyty byly rozd€leny do dvou skupin (a tedy byly
ptfipraveny dva roztoky), podle toho, jaka méla byt jejich vyslednd koncentrace v roztoku.
Koncentrace analytl v téchto dvou skupinach se liSily o jeden az dva tady, protoze se tyto
skupiny latek v pivu vyskytuji v riznych koncentracich a bylo tedy cilem, aby vytvoifena
kalibracni zavislost spolehlivé pokryla bézny rozsah koncentraci pro kazdy analyt.

Roztok A byl ptipraven do 100ml odmérné banky a obsahoval: 100 pl acetaldehydu, 50 pl
isoamyl acetatu, 100 upl ethyl acetatu, 100 pl 1-propanolu, 100 pl isobutanolu, 400 pl
3-methylbutanolu a 200 pl 2-methylbutanolu. Odmérna banka byla po rysku doplnéna
vodou. (Pozn. — isomery 2-methylbutanolu a 3-methylbutanolu byly déle vyhodnocovany
jako jeden analyt (ve vySe popsanych podminkéach neni mozné je separovat), a tedy vSechny
vysledky jsou nasledné udavany jako soucet obou koncentraci, pficemz analyt je souhrnné
oznacovan jako isoamylol).

Roztok B byl pfipraven stejnym zpiisoben jako roztok A, a obsahoval: 100 pul ethyl
hexanoatu, 20 pl ethyl butyratu, 20 pl butyl acetatu a 20 ul isobutyl acetatu.

Nasledné byl pfipraven zasobni roztok C, ktery vznikl smichanim 16 ml roztoku A, 2 ml
roztoku B a 40 ml ethanolu (pro naslednou kvantifikaci pomoci metody ,,ethanol jako interni
standard®) a doplnénim vodou do 200ml odmérné banky. VSechny vySe popsané pipetované
objemy (v€etné¢ dopliiované vody) byly vaZeny na analytickych vahach (Sartorius
TE214S-0CE, Sartorius AG, Némecko, s maximalni vazivosti 210 g a piesnosti na 0,1 mg).
Vysledna koncentrace pak byla, pomoci ziskanych navazek, vyjadiena v jednotkach mg/1.

Sada kalibra¢nich roztokl byla pfipravena fedénim (a opét vaZenim) zdsobniho roztoku
vodou do 50ml odmérnych ban¢k. Objemy zdsobniho roztoku byly nasledujici: 0,25 ml,
I ml, 5 ml, 10 ml, 15 ml, 20 ml, 25 ml a 30 ml. Roztoky byly oznaceny ¢isly 1-8, kdy roztok

Dale byl ptipraven zasobni roztok interniho standardu 1-butanolu. Roztok byl pfipraven
pfidanim 100 pl 1-butanolu do 100ml odmérné baiiky s ethanolem. Do kazdého méfeného
vzorku pak bylo pfiddno 100 pl tohoto roztoku a vyslednd koncentrace n-butanolu
odpovidala 8,08 mg/l. VSechny vysledky pro metodu ,,ethanol jako interni standard* byly na

tento ptidavek ethanolu zpétné korigovany.
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Vzorky byly pfipraveny pipetovanim 10 ml piva do vialky s odvazenymi 4 g siranu

amonné¢ho, ktery pomaha k uvolnéni analytti z matrice do headspace prostoru.

3.5 Stanoveni ethanolu v pivu

Koncentrace t€kavych analyt v pivu jsou uvadény v jednotkach mg/l, zatimco metoda
»ethanol jako interni standard“ tak, jak je popsana v kapitole 2.3 poskytuje vysledky
v jednotkach mg/l AA. Pro pfepoCet mezi témito jednotkami tak bylo tfeba v kazdém
stanovovaném vzorku zaroven stanovit ethanol v jednotkach mg/l. Pro toto stanoveni byla
tedy nejprve sestrojena kalibracni zavislost v rozsahu 1-9 objemovych procent (celkem pét
kalibrac¢nich bodt), coz viceméné pokryva rozsah nejbéznéji prodavanych a analyzovanych
piv. Koncentrace z objemovych procent byla nasledné pfevedena na jednotky mg/l pomoci
nastroje [58], ktery pocita i s objemovou kontrakei.

Aby vsak kazdy vzorek nemusel byt analyzovan dvakrat, nejprve stanoveni ethanolu a az
poté stanoveni analytd, byla obé stanoveni zkombinovana do jedné metody. Tedy
v pripravené sad¢ kalibra¢nich roztokli se ménila koncentrace ethanolu i analytl stejné, tak,
jak je popsano v kapitole 3.4 o ptipravé roztokii. Pro vyhodnoceni vSech dat byl nejprve
vzdy stanoven ethanol dle sestrojené kalibracni zavislosti a az nasledné¢ (vzhledem
k ethanolu) byly stanoveny analyty.

Pro ovéfeni spravnosti stanoveni ethanolu v pivu byla urcena vytéZnost této metody, kdy
hodnoty naméfené pomoci plynové chromatografie byly porovnany s hodnotami
naméfenymi pomoci pfistroje Alcolyzer Beer (Anton Paar Czech Republic s.r.o., Ceska
republika), ktery je urcen pfimo ke stanoveni ethanolu v alkoholickych napojich a pracuje
na principu infracervené spektroskopie v blizké infracervené oblasti (NIR, z anglického
,hear-infrared spectrometry*). Pro pfepocet vysledkli na jednotky mg/l byla dile méfena
hustota vzorkdl piva pomoci pfistroje Density meter DMA 4500 m (Anton Paar Czech
Republic s.r.o., Ceska republika). Vyt&Znost byla hodnocena pro Sest vzorkii piva
pokryvajicich co nejveétsi rozsah obsahu ethanolu. Konkrétné se jednalo o vzorky €. 4-9,
pokryvajici rozsah ethanolu <0,5 — 6,5 objemovych procent. Vytéznost metody v procentech

poté byla stanovena jako:

R, = —S< x 100 %, (3.1)

Cpaar
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kde R.je vytéznost metody (z anglického ,,recovery*), cgc je koncentrace ethanolu stanovena
plynovou chromatografii v mg/l a cpsar je koncentrace ethanolu stanovena pomoci

infracervené spektroskopie v mg/I.

Pro metodu stanoveni ethanolu v pivu byly také ur¢eny hodnoty LOD a LOQ, které byly
vypocteny ze smérodatnych odchylek (s) koncentrace ethanolu stanoveného ve vzorku

nealkoholického piva métené¢ho desetkrat.

LOQ =10xs (3.2).
LOD =3 Xs (3.3).
Dale byla pro stanoveni ethanolu ur¢ena opakovatelnost vysledka. 3 vzorky piva (€. 4, 6

a 9) byly méreny Sestkrat a z vysledkli koncentrace ethanolu byla opakovatelnost stanovena

jako:
r =SX2'8’ (34)

kde » je hodnota opakovatelnosti (repeatability) v jednotkach mg/l a sje smérodatna

odchylka ze Sesti ziskanych vysledkd.

3.6 Sledované metrologické parametry pro stanoveni tékavych latek v pivu

Pro ob¢ sledované metody (tradicni a navrhovany interni standard) byly méfeny a
vyhodnoceny nésledujici metrologické parametry. Ty byly zvoleny tak, aby bylo mozné ob¢
metody alesponl hrubé porovnat, a urcit, zda vysledky, které poskytuji, jsou spravné a presné.
Stanoveni byla provaddéna pro oba interni standardy najednou (v jedné vialce), ale

vyhodnocovéna zvlast.

3.6.1 Linearita

Pro ovéfeni linedrniho rozsahu obou metod internich standardd byla proméfena a
vyhodnocena sada osmi pfipravenych kalibra¢nich roztoki (kapitola 3.4). Kazdy roztok byl
meéten tiikrat a vysledky byly zpracovany z prumérnych hodnot z téchto tfech stanoveni.
Linearita pro interni standard n-butanol byla hodnocena vynesenim poméra ploch analytu a
interniho standardu na osu y a pomé&ra koncentraci analytu a interniho standardu na osu x.
Pro kazdy analyt byl pak z té&chto hodnot uréen koeficient determinace R”.

Pro interni standard ethanol byl zvolen mirn¢€ odliSny postup, nebot’, jak je zminéno

v kapitole 3.5, pro nasledné vyhodnoceni analytl ve vzorcich bylo potfeba nejprve stanovit
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koncentraci ethanolu a ta tedy byla v sadé kalibra¢nich roztok proménna, a ne stéle stejné,
jako u interniho standardu n-butanolu. Pokud by byl tedy zvolen postup popsany vyse —
vynaSeni pomért ploch a koncentraci, nebyla by vysledkem zadna kiivka, ale teoreticky
pouze jeden bod. Pomér ploch, a tedy i pomér koncentraci vSech analyti ku internimu
standardu byl stale stejny, protoze kalibracni roztoky byly piipraveny fedénim zasobniho
roztoku vodou a koncentrace ethanolu i1 analyti tedy klesala vzdy stejnym pomérem.
Linearni rozsah pro tuto metodu byl tedy hodnocen vynesenim poméru ploch analytu a
interniho standardu na osu y a koncentrace analytu na osu x. O¢ekavanym vysledkem pro
toto hodnoceni pak byla ,,vodorovna* zavislost, protoze pro kazdou vynesenou koncentraci
na ose x by mél byt pomér ploch na ose y stejny.

Ze sady prométenych kalibracni roztokd byly také pro obé metody a vSechny analyty
stanoveny relativni odezvové faktory, se kterymi bylo déle pocitdno ve vSech dalSich

stanovenich.

3.6.2 Opakovatelnost

Opakovatelnost vysledkti byla hodnocena pro Sestkrat méteny vzorek ¢. 6. Byl pouzit
obdobny vypocet jako pro piipad opakovatelnosti stanoveni ethanolu (3.4), pouze byly
hodnoty vyjadieny relativné, v procentech, vii¢i namétené koncentraci daného analytu ve

vzorku.

_ (s%x2,8)
Trel =

X 100 %, (3.5)

X
kde 7. je opakovatelnost vysledkd vyjadiend v procentech, s je smérodatnd odchylka ze
souboru hodnot a x je aritmeticky priamére téchto hodnot. Pokud nebyl analyt ve vzorku

detekovan nebo jeho koncentrace byla pod limitem kvantifikace, byla pro porovnani metod

pouzita hodnota ze Sestkrat méteného kalibracniho roztoku €. 5.

3.6.3 Limity detekce a kvantifikace

Limity detekce a kvantifikace byly stanoveny ze smérodatnych odchylek koncentraci
analyti naméfenych v pfipraveném roztoku s nizkymi koncentracemi. Celkem bylo
provedeno 9 stanoveni a limity detekce a kvantifikace pak byly z vypoctenych koncentraci
analyta a jejich smérodatnych odchylek (s) stanoveny stejn€ jako v ptipad¢ stanoveni LOD

a LOQ pro ethanol, podle vzorct 3.2 a 3.3
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3.6.4 Vytéznost

Vytéznost, byla pro obé metody hodnocena z koncentraci analyti namétfenych ve
vzorcich a vzorcich s pfidavkem. Pro analyzu byly pouzity vzorky &. 1-3. Vzorky
s ptidavkem byly ptipraveny smisenim 9 ml vzorku a 1 ml roztoku C, tak aby byl zachovan
vysledny objem ve vialce. Pro vzorky s ptfidavkem byla pomoci sméSovaci rovnice
vypoctena ocekavana koncentrace analytu a vytéznost metody byla vypoctena jako pomér

nameéfené a vypoctené koncentrace ve vzorku s pridavkem:

R, = M % 100 %, (3.6)

Cteor

kde R, je vytéznost, c.mer je koncentrace analytu namétena ve vzorku s pridavkem v mg/l a

Creor J€ VypoCtend koncentrace analytu ve vzorku s ptidavkem v mg/1.

3.7 Statistické zpracovani dat

Pro zpracovani vysledkil byl pouzit program Microsoft Excel (Microsoft Corporation

s.r.o., USA).

Vysledky pro stanovené koncentrace tékavych latek v pivu byly, tam kde to bylo mozné,
hodnoceny pomoci Deanova-Dixonova testu na vyskyt odlehlych hodnot a v ptipadé

pozitivniho vysledku byly tyto hodnoty odstranény z dal§iho zpracovani.

Pro vyjadreni koncentrace analytl v kalibra¢nich roztocich byla pro vSechny analyty ve
vSech kalibracnich roztocich vypoctena nejistota U. Nejprve byla podle vztahu 3.7

vypoctena hodnota U pro koncentraci kazdé slozky roztoku.
0,1
U = (@)/m. (3.7)

Kde 0,1 je ptesnost vah v mg a m je navazka ptidavané slozky v mg. Vysledna nejistota
pro koncentraci analytu v kalibra¢nich roztocich byla nasledné vypoctena z nejistot vSech

ptfidavanych sloZek roztoku (3.8).

U=2xXU}+Uz+U2,,, + Ukoy + U2 (3.8)

voda

Kde Uy je nejistota pro hodnotu koncentraci z roztoku A, U je nejistota pro hodnotu
koncentraci z roztoku B, U,oda je nejistota pro koncentraci piidavané vody, Uron je nejistota

pro koncentraci ptfidavaného ethanolu a U, je nejistota koncentrace analytu.
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Pro uvadéni vysledkt koncentraci ve vzorcich byla pro kazdy analyt vypoctena rozsifena

nejistota méteni podle vzorce 3.9.

w = \/riz + (B2 x 2, (3.9)

Kde u; je nejistota vysledku pro koncentraci dané¢ho analytu v mg/l, r; je hodnota
opakovatelnosti pro dany analyt v mg/l, X je aritmeticky primér z vysledk stanoveni

koncentrace v mg/l, x, je koncentrace analytu v mg/l a n je pocet opakovani.

Vysledky koncentraci analyti ve vzorcich byly pro obé metody a 5 vzorkl piva
porovnany pomoci analyzy rozptylu (ANOVA, z anglického ,,analysis of variance®), ktera
byla provedena v softwaru Microsoft excel. Narozdil od jinych bézn€ pouzivanych
statistickych nastrojl, jako napfiklad studentiv t-test, ANOVA umoziiuje porovnavat i
hodnoty z vice skupin, které¢ jsou ovlivnény vice nez jednim parametrem. Tedy bylo mozné
porovnat vysledky pro jeden konkrétni analyt naméteny v péti vzorcich piva a tfemi riznymi
metodami (IS n-butanol, IS ethanol a NIR), pfi¢emz jesté kazdé stanoveni probéhlo
miniméln¢ dvakrat. Diky tomuto zhodnoceni bylo mozné porovnat vysledky jednotlivych
metod a urcit, zdali jsou vysledky shodné a metody by tedy bylo mozné pouzivat v praxi
s védomim, ze poskytuji rovnocenné vysledky. Vyslednym parametrem pro porovnani
vysledki byla p-hodnota. Pokud nabyla hodnoty mensi nez 0,05 (pro hladinu spolehlivosti
95 %) bylo zavérem, Ze vysledky analyzy jsou statisticky vyznamné a nemohou tak byt
povazovany za statisticky shodné. Pokud byla naopak p-hodnota vétsi nez 0,05, bylo

vysledkem, Ze namétfené hodnoty jsou statisticky nevyznamné, a tedy statisticky shodné.
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4. Vysledky a diskuse

4.1 Stanoveni ethanolu v pivu

Pro stanoveni ethanolu v pivu byla sestrojena kalibra¢ni zavislost odezvy ethanolu na
jeho koncentraci (obrazek 4.1). Z naméfenych hodnot byl pro kalibra¢ni zavislost uren
koeficient determinace R’=0,9953, smérnice piimky (0,489 + 0,19) a usek na ose y
(intercept, 1481,5 + 465,4). Pro hodnoty smérnice piimky a useku na ose y jsou v zavorkach
uvedeny smérodatné odchylky. Byla také urcena smérodatna odchylka pro stanoveni
ethanolu pomoci této kalibracni zavislosti, ktera byla £ 3619 mg/l. Protoze byla hodnota
chyby pro nizké koncentrace pomérné vysoka (nealkoholické pivo obsahuje kolem 3500
mg/l ethanolu, tedy chyba by byla v tomto ptipad¢ kolem 100 %), bylo s touto hodnotou dale
pocitano pii dalSich stanovenich ethanolu a nédsledné i stanovenich analyt pravé pomoci IS

ethanolu.
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Obrazek 4.1: Kalibracni zavislost pro ethanol, R’ =0,9953, y=0,489x + 1481,5

Dal§im parametrem pro kontrolu metody stanoveni ethanolu v pivu byla vytéznost, kterad

byla kontrolovana pomoci pfistroje pro stanoveni ethanolu v pivu pomoci NIR. V tabulce
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4.1 jsou uvedeny i1 hodnoty vytéznosti v pfipad€, kdy hodnota koncentrace ethanolu byla
pocitana s rozsahem chyby stfedni hodnoty 3619 mg/l. Pro koncentrace ethanolu stanovené
pomoci NIR jsou vysledky uvedeny s nejistotou méteni, kterd byla stanovena z nejistoty

instrumentu 0,04 % ob;.

Tabulka 4.1: Prehled koncentract ethanolu v riiznych vzorcich piva namerenych pomoci GC a NIR

a vypoctena vytéznost metody

Ethanol GC Ethanol NIR R Rozsah vytéznosti
[mg/1] (¥nejistota) % s nejistotou stanovent
Vzorek ¢. [mg/1] ethanolu
%
4 309,82 3162,53+321,97 9,8 -104,6 - 124,2
5 25848,67 32038,50+317,97 80,7 69,4 -92,0
6 32660,53 35738,07+318,61 91,4 81,3-101,5
7 30602,25 36167,31+£319,73 84,6 74,6 - 94,6
8 37881,39 40916,34+318,84 92,6 83,7-101,4
9 36554,19 47203,08+320,37 77,4 65,2 - 85,1

Pro v§echny métené vzorky piva byla vytéZnost stanoveni ethanolu nizsi nez 100 % (bez
zapocitané chyby), coZ miiZe poukazovat na to, Ze spravnému a pfesnému stanoveni ethanolu
v pivu brani matri¢ni efekt. Kalibracni zavislost byla sestrojena pouze pomoci roztokl
ethanolu ve vod¢, proti cemuz je pivo pomérné komplexni matrice, coz mize do stanoveni
vnaSet nepiesnosti. Trochu lepsi je situace po zapoCteni chyby stanovené z kalibra¢ni
zavislosti ethanolu, kdy pro v§echny vzorky ptfesahuje hodnota vytéZnosti 85 % (na hornim
rozsahu tohoto intervalu). Zvlastni chovani vykazovaly vzorky nealkoholického piva, kde
byla vytéZnost metody pouze kolem 10 %. Vzorek nealkoholického piva byl méten desetkrat
a ve vSech piipadech byla stanovena koncentrace ethanolu srovnatelnd, tedy nejednalo se o
ndhodnou chybu. Nizk4a vytéznost zde muze byt zplsobena nedostate¢né pokrytym
rozsahem kalibracni zavislosti, ktery zacina az kolem 7000 mg/1 (obrazek 4.1) nebo pomérné
velkou chybou stanoveni ethanolu, jak je zminéno vyse. DalS§im prispévkem k neptesnosti
tohoto stanoveni by mohla byt také pomérné vysoka hodnota LOQ (popsano nize), ktera je

v tomto ptipadé dokonce vyssi nez koncentrace ethanolu v nealkoholickém pivu naméfend
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pomoci GC. Z ostatnich experimenti byly nasledn¢ vysledky pro nealkoholické pivo
(vzorek €. 4) vyrazeny, nebot’ vysledky pro metodu s IS ethanolem by byly zkreslené a
porovnani obou metod by nebylo rovnocenné. Protoze i pro ostatni vzorky byla vytéznost
nizka, byly nékteré nasledujici experimenty provadény i s pouzitim hodnot koncentraci
ethanolu stanovenych pomoci NIR. Experimenty, které byly provadény méfenim
piipravenych vodnych roztokii (LOD, LOQ a linerita), takto hodnoceny nebyly, nebot’ ve

vodném roztoku nebyla predpokladana takto nizkd vytéznost.

Pro metodu stanoveni ethanolu v pivu byly déle ur¢eny hodnoty LOD a LOQ. Konkrétni
hodnoty byly 108,48 mg/l pro limit detekce a 361,62 mg/l pro limit kvantifikace. Pii
zhodnoceni téchto vysledki je nicméné potieba vzit v potaz, ze experiment byl proveden
pravé na vzorku nealkoholického piva (jakoZzto vzorku s nejnizsi koncentraci ethanolu), pro
které méla metoda, jak je popsdno vySe, Spatnou vytéznost a vysledky tedy nemusi zcela

korespondovat s realitou.

Posledni bodem pro hodnoceni této metody byla kontrola opakovatelnosti pro Sestkrat

metené vzorky €. 6 a 9. Piehled vysledkl je v tabulce 4.2.

Tabulka 4.2: Opakovatelnost pro vysledky koncentraci ethanolu v pivu

Vzorek ¢. s r c prum. Prel
[mg/1] [mg/1] [mg/1] %

6 1187,54 6794,14 30479,86 223

9 706,38 4044,76 36199,04 11,2

Primér + s - 5419,45+1374,69 - 16,75+5,55

Pro dva métené vzorky piva jsou vysledky opakovatelnosti rozdilné, nicméné obé
hodnoty lze povazovat za dostatecné. Zdrojem rozdilnych vysledki pifi opakovaném
stanoveni ethanolu v pivu miize byt opét chyba z kalibra¢ni zavislosti nebo neptesnosti pii
ptipraveé vzorkl, nebot’ téméf vSechny vzorky piva pii pipetovani péni, coz miize zplisobit

rozdily ve vysledném mnozstvi vzorku ve vialce.
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4.2 Sledované metrologické parametry pro stanoveni tékavych latek v pivu

4.2.1 Linearita

Pro zhodnoceni linearity obou metod a urceni odezvovych faktora byla proméfena sada

piipravenych kalibracnich roztokad. Koncentrace analyti v pfipravenych roztocich jsou

uvedeny v tabulkach 4.3 a 4.4.

Tabulka 4.3: Prehled koncentraci analytii v kalibracnich roztocich ¢. 1-4, hodnoty nejistot vypocteny

podle 3.7 a 3.8

Roztok ¢.1 Roztok ¢.2 Roztok ¢.3 Roztok ¢.4
[mg/1] [mg/1] [mg/1] [mg/1]
Acetaldehyd 0,294+0,136  1,152+0,152 5,728+0,360 11,473+0,682
Ethyl acetat 0,331£0,154  1,297+0,171 6,448+0,406 12,915+0,768
Isobutyl acetat 0,008+0,004  0,032+0,004 0,158+0,010 0,317+0,028
Ethyl butyrat 0,007+£0,003  0,026+0,003 0,127+0,008 0,255+0,015
1-propanol 0,338+0,157 1,325+0,175 6,587+0,414 13,192+0,784
Butyl acetat 0,009+£0,004  0,037+0,005 0,183+0,012 0,366+0,022
Isobutanol 0,294+0,136  1,152+0,152 5,731+£0,361 11,447+0,682
Isoamyl acetat 0,160+0,074  0,627+0,083 3,120+0,196 6,249+0,372
Isoamylol 1,021+0,773  4,004+0,861 19,909+2,042  39,873+3,864
Ethyl hexanoat 0,042+0,019  0,164+0,022 0,815+0,051 1,632+0,097
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Tabulka 4.4. Prehled koncentraci analytii v kalibracnich roztocich ¢. 5-8, hodnoty nejistot vypocteny

podle 3.7 a 3.8

Roztok ¢.5 Roztok ¢.6 Roztok ¢.7 Roztok ¢.8
[mg/1] [mg/1] [mg/1] [mg/1]
Acetaldehyd 17,223+£1,013  23,015+1,349  28,529+1,670  33,975+1,990
Ethyl acetat 19,388+1,140  25,908+1,518  32,115+1,880  38,245+2,239
Isobutyl acetat 0,476+0,028  0,635+0,038 0,788+0,046 0,938+0,055
Ethyl butyrat 0,383+0,023  0,511+0,030 0,634+0,038 0,755+0,045
1-propanol 19,804+1,165 26,464+1,551  32,804+1,920  39,066+2,288
Butyl acetat 0,549+0,032  0,733+0,043 0,909+0,054 1,083+0,064
Isobutanol 17,230+1,013  23,025+1,349  28,541+1,671  33,989+1,990
Isoamyl acetat 9,381+£0,552  12,536+0,735  15,540+0,910  18,506+1,085
Isoamylol 59,859+5,737  79,989+7,638  99,15249,459 118,079+11,268
Ethyl hexanoat 2,451+0,144  3,275+0,192 4,059+0,238 4,834+0,283

V tabulkéach 4.3 a 4.4 si lze pov§imnout rozdilnych hodnot koncentraci pro dvé skupiny
analytl, které se primérné lisi o dva tady. ProtoZe koncentrace téchto latek v pivu nemaji
udavany zadné limity, byly hodnoty voleny tak, aby odpovidaly jejich primérmnému obsahu
ve vzorcich piva.

Jak jiZz bylo popsano vyse, pro interni standard n-butanol byla z naméfenych hodnot
sestrojena kalibracni zavislost poméru ploch analytu a interniho standardu na poméru
koncentraci analytu a interniho standardu. Z této zavislosti byl ur¢en koeficient determinace
a hodnoty smérnice a usekil na ose y, ze kterych byly poté pomoci rezidualni analyzy
hodnoceny jednotlivé body, a tedy i1 linearni rozsah metody. Pro metodu s internim
standardem ethanolem nebylo, kviili jeho ménici se koncentraci, podobné zpracovani mozné
a linedrni rozsah metody byl hodnocen pouze graficky, vynesenim zavislosti poméru ploch
analytu a interniho standardu vici koncentraci analytu. Na obréazcich 4.2 — 4.21 jsou
jednotlivé kalibracni zéavislosti (a linedrni rozsahy) znazornény. Obrazky jsou popsany
pomoci ndzvu analytu a pouzitého interniho standardu. Na obrazcich pro IS ethanol je

oranzov¢ znazornénd prumeérnd hodnota z poméru ploch.

37



16

Ax/AIS
[}

12

Obrazek 4.2: Acetaldehyd, n-butanol

45 |

Ax/AIS

30 e

Obrazek 4.4: Ethyl acetat, n-butanol

Ax/AIS

0 0,04 0,08

Obrazek 4.6: Isobutyl acetat, n-butanol

0,12

cx/clS

Ax/AIS

0,005

0,004 }
0,003 }
0,002 }
0,001 °

cx, mg/l

Obrazek 4.3: Acetaldehyd, ethanol

Ax/AIS

0,02

0,015

0,01

0,005 o

cx, mg/l

Obrazek 4.5: Ethyl acetat, ethanol

Ax/AIS

0,0009

0,0006

0,0003 jp——* o o o9

Obrazek 4.7: Isobutyl acetat, ethanol

38



g 1,2
3 :
< -

0,8 | -

n..
I-’..
0,4 B ..-‘.’.
.'.....
0 "' 1 1 1
0 0,03 0,06 0,09

brazek 4.8: Ethyl butyrat, n-butanol

cx/clS

2 5
J °
NS .
I 4} o
e
3T T
2 | &
1F o
.
0 .." L L L L
0 1 2 3 4 5
cx/clS
Obrdzek 4.10: 1-propanol, n-butanol
“Q 5
N
NS .
é 4T o’ -
2T e W
1 F..
g
ot . .
0 0,05 0,1 0,15
cx/clS

Obrdazek 4.12: Butyl acetat, n-butanol

‘é‘ 0,0004
X
<<
0,0003 |
0,0002
L] e Iy s .
00001 | °
°
0 ' [l [l [l
0 0,2 0,4 0,6 0,8
cx, mg/l

Obrazek 4.9: Ethyl butyrat, ethanol

o
(=]
o
-
a
L]

o
o
=)
-_—

L]

°
0 @ L L L
0 10 20 30 40
cx, mg/l
Obrdzek 4.11: 1-propanol, ethanol
‘é’ 0,003
N
< »
0,002 o
°
0,001 | A
T e e °
0 1 1
0 0,4 0,8 1,2
cx, mg/I

Obrdzek 4.13 Butyl acetat, ethanol

39



Ax/AIS

cx/clS
Obrazek 4.14: Isobutanol, n-butanol

60 |

Ax/AIS
®

40

20 F 0‘

cx/clS
Obrazek 4.16: Isoamyl acetat, n-butanol

Ax/AIS

40 | T

20

cx/clS

Obrazek 4.18: Isoamylol, n-butanol

0,003

Ax/AIS

0,002

0,001

[ ]
0 ’ L L L
0 10 20 30

cx, mg/l
Obrazek 4.15: Isobutanol, ethanol

0,02

Ax/AIS

0,015

0,01 B hd ) Py

[

0,005

cx, mg/I

Obrazek 4.17: Isoamyl acetat, ethanol

‘é’ 0,015
X
<
0,01 |
e ©*
0,005 | ¢ e 0
[ ]
0 f [l [l [l
0 50 100 150 200

cx, mg/l

Obrdzek 4.19 Isoamylol, ethanol

40



Ax/AIS

12

Obrazek 4.20: Ethyl hexanoat, n-butanol

cx/clS

Ax/AIS

0,005
0,004
0,003
0,002
0,001

.

0

cx, mg/l

Obrazek 4.21 Ethyl hexanoat, ethanol

Hodnoceni linearniho rozsahu metody pfi pouziti interniho standardu ethanolu bylo

provedeno pomoci grafického zndzornéni a hodnoceni jednotlivych bodl. Grafy byly,

alesponn pfiblizné, sestrojeny tak, aby byl na ose y relativné stejny rozsah hodnot a

k hodnoceni linearniho rozsahu metody byly pouzity také hodnoty vypoctenych odezvovych

faktort, které by teoreticky pro kazdy bod mély byt stejné. Jak je vidét z obrazka 4.2 — 4.21

pro nejnizsi dvé koncentra¢ni hladiny se pro vétSinu analytl (pro ob& metody internich

standardii) naméfené hodnoty velmi odchylovaly od linearniho pribéhu a v nékterych

pfipadech nebyla pro nejmensi piky ani odectena plocha. Proto byly vysledky z téchto dvou

kalibracnich roztokli vyfazeny a bylo dale pocitdno pouze se Sesti kalibraénimi roztoky.

Odezvové faktory byly poté vypocteny jako prumér z téchto Sesti roztokt a jejich ptehled je

uveden v tabulce 4.5.
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Tabulka 4.5: Odezvové faktory analyti pro obé metody interniho standardu a determinacni

koeficienty pro metodu s IS n-butanolem

RRF R? RRF
IS n-butanol IS n-butanol IS ethanol

Acetaldehyd 2,84 0,9786 4,87
Ethyl acetat 18,87 0,9904 32,41
Isobutyl acetat 17,14 0,9658 29,36
Ethyl butyrat 28,98 0,9988 49,63
1-propanol 11,59 0,9825 14,56
Butyl acetat 1,80 0,9508 3,10
Isobutanol 0,84 0,9937 1,43
Isoamyl acetat 8,94 0,9983 15,31
Isoamylol 31,56 0,9908 54,33
Ethyl hexanoat 2,22 0,9939 3,81

Kvili jiz vySe popsanym odliSnostem nebylo v tomto bodé mozné metody objektivné
porovnat, ale pfi zohlednéni grafického posouzeni a posouzeni odchylek z odezvovych
faktord bylo zjisténo, ze ob¢ metody maji v daném rozsahu linearni odezvu mezi poméry
ploch a koncentraci a bylo tak dale pracovano s koncentracemi analytl v rozsahu

kalibra¢nich roztoku ¢. 3-8.

4.2.2 Limity detekce a kvantifikace

Pro stanoveni limiti detekce a kvantifikace byl zvolen roztok ¢. 3, ktery byl devétkrat
zmeéten a z vyse uvedenych odezvovych faktort byla v tomto roztoku stanovena koncentrace
jednotlivych analyt. Ze smérodatnych odchylek koncentraci pak byly stanoveny hodnoty
LOD a LOQ, jejichz ptehled je v tabulce 4.6 a 4.7.
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Tabulka 4.6: Limity detekce

LOD LOD
IS n-butanol IS ethanol
[mg/1] [mg/1]
Acetaldehyd 0,141 0,268
Ethyl acetat 0,105 0,171
Isobutyl acetat 0,340 0,187
Ethyl butyrat 0,008 0,005
1-propanol 0,049 0,064
Butyl acetat 0,987 1,377
Isobutanol 0,053 0,707
Isoamyl acetat 0,381 0,449
Isoamylol 0,104 0,168
Ethyl hexanoat 1,648 1,067
Tabulka 4.7: Limity kvantifikace
LOD LOD
IS n-butanol IS ethanol
[mg/1] [mg/1]
Acetaldehyd 0,470 0,894
Ethyl acetat 0,350 0,571
Isobutyl acetat 1,132 0,623
Ethyl butyrat 0,027 0,017
1-propanol 0,164 0,214
Butyl acetat 3,288 4,591
Isobutanol 0,175 2,358
Isoamyl acetéat 1,269 1,497
Isoamylol 0,347 0,560
Ethyl hexanoat 5,493 3,557
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Pro metodu s IS n-butanolem vychézi hodnoty LOD a LOQ nizsi pro Sest analytii z deseti.
Rozdily jsou vSak ve vétsiné ptipadl malé. Velky rozdil, vice nez 50 %, je pouze pro limity
detekce a kvantifikace isobutanolu. Pfi analyze redlnych vzorka se tfikrat stalo, Ze v pripade
ethyl butyratu a isobutyl acetatu nebyly vysledky pro metodu s IS ethanolem vyhodnoceny,
protoze byly pod limitem kvantifikace, zatimco pro metodu s IS n-butanolem vyhodnoceny
v téchto pripadech byly. Na zakladé téchto dat by tak bylo mozné soudit, Ze metoda pro IS
n-butanol poskytuje lepsi vysledky pro limity detekce a kvantifikace. Hlavni zdroj chyby
pro vysledky metody s IS ethanolem zde byl pravdépodobné fakt, ze se v kazdém nastiiku
roztoku €. 3 nejprve samotny ethanol stanovoval a uz toto stanoveni vnaselo do vysledku

chybu cca 10 %.

4.2.3 Opakovatelnost

Opakovatelnost vysledka koncentraci naméfenych v Sestkrat méfeném vzorku ¢. 6 byla
hodnocena pro vSechny tii varianty kvantifikatnich metod — IS n-butanol a IS ethanol
stanoveny jak pomoci GC piimo ve vzorku, tak i stanoveny pomoci NIR v samostatné
analyze. Piehled ziskanych hodnot je v tabulce 4.7. Pokud nebyl dany analyt ve vzorku
detekovan, byla pouzita hodnota z Sestkrat métené¢ho kalibra¢niho roztoku ¢. 5 a tyto

vysledky byly ozna¢eny symbolem *.

Tabulka 4.7: opakovatelnost vysledkii pro vzorek ¢. 6

r r% r r % r r %
IS IS IS ethanol IS ethanol | IS ethanol IS ethanol
n-butanol n-butanol GC GC NIR NIR

Acetaldehyd 2,10 25,86 0,54 7,45 0,80 9,34
Ethyl acetat 1,17 25,17 0,41 9,89 0,51 10,30
Isobutyl acetat 0,22%* 8,62%* 0,17* 5,17* - -
Ethyl butyrat 0,06 132,64 0,02 52,91 0,01 41,82
1-propanol 0,57 83,92 0,18 27,21 0,13 19,60
Butyl acetat 0,03 * 22,73 * 0,04 * 5,59 * - -
Isobutanol 7,26 26,91 2,16 8,89 3,05 10,63
Isoamyl acetat 1,18 25,36 0,35 8,39 0,59 12,00
Isoamylol 1,01 28,49 0,31 9,88 0,44 11,68
Ethyl hexanoat  0,82* 5,92% 0,79* 4,35% - -
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Z vysledkt v tabulce 4.7 je patrné, ze nejlepsi vysledky pro opakovatelnost vysledka
koncentraci naméienych v redlném vzorku poskytla metoda s internim standardem
ethanolem a koncentracemi ethanolu stanovenymi pomoci NIR. Jedinou vysokou hodnotou
je zde 41,82 % pro ethyl butyrat, kde ale byla naméfena koncentrace témét na hladiné LOQ,
coz mohlo vysledek vyrazné ovlivnit. Vysledky opakovatelnosti pro dvé metody, které
pouzivaji IS ethanol, by teoreticky mély byt stejné, protoze jedinou rozdilnou hodnotou pfi
vypoctu koncentrace analytu je koncentrace ethanolu, tedy v podstaté konstanta. Je vSak
potieba si uvédomit, ze v kazdém ze Sesti opakovani byl ethanol, v piipad¢ vyhodnoceni
pomoci GC, stanovovan zvlast’ a koncentrace tedy pokazdé vysla nepatrn€ odlisna, coz prave
zpusobilo vysledny rozdil v hodnotach opakovatelnosti. Opakovatelnost metody pro interni
standard ethanol stanoveny pomoci GC vysla pro dva analyty vysokd, nicméné to zde mtze
byt opét dano nizkymi koncentracemi analytl. Pro ostatnich osm analyti byly v nékterych
bodech vysledky lepsi nez vysledky metody s ethanolem stanovenym pomoci NIR a
opakovatelnost vysledkl neptesahovala 10 %, coz je vzhledem k pouzité instrumentaci a
matrici vzorku dobry vysledek. Metody s IS n-butanolem poskytla v tomto bodé nejhorsi
vysledky.

Vzhledem k vySe popsanym komplikacim se stanovenim ethanolu ve vzorcich pomoci
GC, jsou horsi vysledky opakovatelnosti pro IS n-butanol piekvapivé. Zdrojem téchto
vysSich hodnot zde miize byt jiz diive zminény fakt, Ze koncentrace n-butanolu v kazdém
vzorku je povazovana za konstantu, kdeZto jeho plocha na chromatogramu se samoziejme,
v ramci odchylek zplsobenych instrumentaci, méni. Ethanol se oproti tomu v kazdém
roztoku nejprve stanovil, takZe se s jeho plochou ménila i koncentrace, se kterou bylo ve
vypoctech pocitano. I pies to, jsou ale vysledky opakovatelnosti pro IS butanol vysoké,
nicméné divod pro tyto vysledky se nepodatilo zjistit. Pravdépodobné zde hréla roli
kombinace né€kolik faktori diskutovanych v pfedchozich kapitolach.

Pro klasickou aplikaci metody ,,ethanol jako interni standard®, kde se pouzivaji jednotky
mg/l AA, jsou lepsi vysledky opakovatelnosti pii porovnani s klasickym internim
standardem bé&Zné a ocekavané, protoze je zde kazdy vzorek upravovan praveé pridavkem

interniho standardu a chyba tedy miize byt vnaSena nepiesnostmi pii piipraveé vzorkda.

4.2.4 Vytéznost

Vytéznost metody byla hodnocena pro vzorky ¢. 1-3 s piidavkem 1 ml roztoku C.

Vytéznost byla hodnocena pouze u analyttl, u kterych bylo v samotném vzorku nameéteno
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vetsi mnozstvi, nez byly limity kvantifikace. V teorii by samoziejmé bylo mozné stanovit
vytéznost 1 u vzorki s nulovou koncentraci analytu ve vzorku, protoze vysledna koncentrace
ve vzorku s ptidavkem by odpovidala pouze mnozstvi analytu z ptidavku. V tomto piipadé
vSak byly vysledky pro obé metody velmi vysoké a rozdilné a nemélo by vyznam tyto

hodnoty porovnavat.

Tabulka 4.8: Vyteznost obou metod pro vzorky ¢. 1-3

Vzorek ¢.1 Vzorek ¢.2 Vzorek ¢.3
R % R % R % R:% R:% R %
IS IS ethanol IS IS ethanol IS IS ethanol
n-butanol n-butanol n-butanol

Acetaldehyd 75,6 115,9 79,5 100,1 78,6 101,6
Ethyl acetat 74,0 109,8 82,2 97,3 84,4 98,7
Isobutyl acetat - - - - - -
Ethyl butyrat - - - - - -
1-propanol 77,4 120,7 77,7 98,7 80,4 97,4
Butyl acetat 85,3 151,2 81,2 120,6 90,6 125,0
Isobutanol - - 81,4 103,0 89,1 110,2
Isoamyl acetéat 78,9 131,3 81,8 111,5 83,8 112,7
Isoamylol 79,7 119,9 77,0 93,5 85,9 102,2
Ethyl hexanoat - - 106,7 145,4 103,1 137,3

Pro vysledky vytéznosti 1ze pozorovat zajimavy trend, kdy v piipadé€ IS n-butanolu témeét
zadna hodnota neptekracuje 100 %, zatimco pro IS ethanol je tomu naopak a v podstaté
vSechny hodnoty jsou vétsi nez 100 %. V ptipadé€ n-butanolu si tyto vysledky lze vysvétlovat
tim, Ze kvlli pomémé komplexni matrici nemusi byt veskeré mnoZstvi analyti uvolnéno
z matrice do headspace prostoru a stanovené koncentrace se pak jevi niz§i, nez ve skute¢nosti
jsou. Toto tvrzeni podporuje fakt, ze vyt€znosti napti¢ riznymi vzorky pro vSechny analyty
jsou podobné nizké a nevyskytuji se zadné velké vyjimky. V praxi by tedy pak bylo potieba
tento vysledek brat v potaz a uvédomit si, ze udavané vysledky pro koncentrace analytt
mohou byt nizsi. ProtoZe se vSak jedna o analyzu vesmés pouze senzoricky aktivnich latek,

které¢ v téchto mnozstvich nejsou nebezpecné a zaroven nejsou stanoveny zadné krajni
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hodnoty pro jednotlivé valida¢ni parametry ani pro maximalni pfipustné koncentrace, nejsou
niz$i hodnoty piekazkou pro pouzivani této metody v praxi.

Naopak vys$i hodnoty vytéznosti pro IS ethanol jsou pravdépodobné zplisobeny
nepfesnym stanovenim ethanolu v pivu. Jak lze ale pozorovat v tabulce 4.1, samotné
stanoveni ethanolu v pivu ma pomérné€ nizkou vytéznost. Tedy stanovené mnozstvi ethanolu
v pivu je nizsi nez ve skute¢nosti a pokud jsou k tomuto mnozstvi pomoci metody interniho
standardu vztazeny hodnoty koncentrace analytll, bylo by naopak ocekavano, ze vysledné
koncentrace analyti budou také snizeny. Navic pokud by platila teorie popsana vyse o
nedostatecném uvolnovani analyti z matrice do headspace prostoru, mély by byt vysledky
vytéznosti pro IS ethanol také nizsi. Roli ve vyssich hodnotéch vytéznosti pro metodu s IS
ethanolem tedy pravdépodobné hraly i dalsi faktory, jez byly uz vysSe diskutovany, jako

napiiklad hodnoty opakovatelnosti nebo matri¢ni efekt.

4.2.5 Statistické zpracovani vysledku a porovnani jednotlivych metod

Statistické zhodnoceni vysledkii pomoci nastroje ANOVA bylo provedeno pro
nasledujici analyty — acetaldehyd, ethyl acetat, 1-propanol, isobutanol, isoamyl acetat a
isoamylol. Ostatni analyty hodnoceny nebyly, protoze nebyly v nékterych vzorcich (€. 5-9)
detekovany a jejich porovnéni by tak bylo zavadéjici. Hodnoty koncentraci v tabulkéach 4.9-
4.13 jsou uvedeny s hodnotami rozsifenych nejistot. Oznafeni 1 a 2 za pojmenovanim

metody popisuji dvé paralelni stanoveni.

Tabulka 4.9: Vysledky koncentraci [mg/l] acetaldehydu pro jednotlivé vzorky a tri riizné metody

Vzorek ¢.5 Vzorek¢.6  Vzorek¢.7  Vzorek¢.8  Vzorek €. 9
ethanol GC, 1 8,55+1,08  7,54+1,08 3,97+1,08 8,86+1,08 3,61£1,08
ethanol GC, 2 9,50+1,08  7,51+1,08 4,17+1,08 9,09+1,08 3,18+1,08
ethanol NIR, 1~ 5,80+1,62  8,11+1,62 4,89+1,62 9,30+1,62 4,43+1,62
ethanol NIR, 2  6,45+1,62  8,37+1,62 4,74+1,62 10,12+1,62 4,33+1,62
n-butanol, 1 5,14+4,58  6,84+4,58 3,68+4,58 5,71+4,58 3,35+4,58
n-butanol, 2 4,56+4,58  7,85+4,58 4,4244,58 7,49+4,58 3,76+4,58
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Tabulka 4.10: Vysledky koncentraci [mg/l] ethyl acetatu pro jednotlivé vzorky a tri riizné metody

Vzorek ¢.5 Vzorek¢.6  Vzorek¢.7  Vzorek¢.8  Vzorek ¢. 9
ethanol GC, 1 9,37+£0,94  4,30+0,94 6,46+0,94 11,25+0,94 3,61+0,94
cthanol GC,2  10,34+0,94  4,44+0,94 7,28+0,94 11,31+0,94 3,18+0,94
cthanol NIR, 1 6,36£1,02  4,63+1,02  7,95:1,02  11,80+1,02  4,43+1,02
ethanol NIR, 2 7,02+1,02  4,95+1,02 8,26+1,02 12,59+1,02 4,33+1,02
n-butanol, 1 565+2.42 3914242  6,0042,42  727+2.42  335+2.42
n-butanol, 2 4974242 4,65+2.42 7724242 9354242  3,76+2.42

Tabulka 4.11: Vysledky koncentraci [mg/l] 1-propanolu pro jednotlivé vzorky a tii riizné metody

Vzorek €. 5 Vzorek¢.6  Vzorek¢.7  Vzorek¢.8  Vzorek €. 9
ethanol GC, 1 0,71+0,36  0,57+0,36 0,83+0,36 0,85+0,36 2,18+0,36
ethanol GC, 2 0,94+0,36  0,53+0,36 0,92+0,36 0,83+0,36 2,10+0,36
cthanol NIR, 1  0,48+0,26  0,61+0,26 1,02+0,26 0,89+0,26 2,68+0,26
ethanol NIR, 2  0,63+0,26  0,60+0,26 1,04+0,26 0,93+0,26 2,85+0,26
n-butanol, 1 0,31£1,16  0,38+1,16 0,56+1,16 0,40+1,16 2,88+1,16
n-butanol, 2 0,33£1,16  0,41%1,16 0,71£1,16 0,50+1,16 1,48+1,16

Tabulka 4.12: Vysledky koncentraci [mg/l] isobutanolu pro jednotlivé vzorky a ti riizné metody

Vzorek ¢.5 Vzorek¢.6  Vzorek¢.7  Vzorek¢.8  Vzorek €. 9
ethanol GC, 1 33,4745,26 25,05+5,26  32,7145,26  32,68+£5,26  40,39+5,26
ethanol GC,2  29,5545,26 25,05+£5,26  36,43+£5,26  31,91£5,26  40,69+5,26
ethanol NIR, 1  22,7247,28 25,05+£7,28  40,30+7,28  34,28+7,28  49,59+7,28
ethanol NIR, 2 20,06+7,28 25,05+7,28  41,36+£7,28  35,52+7,28  55,40+7,28
n-butanol, 1 20,04+6,70 25,05+6,70  30,17+6,70  20,95+6,70  37,30+6,70
n-butanol, 2 14,10£6,70  25,05+6,70  38,36+£6,70  26,16+6,70  47,80+6,70
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Tabulka 4.13: Vysledky koncentraci [mg/l] isoamyl acetatu pro jednotlivé vzorky a tri riizné metody

Vzorek ¢.5 Vzorek¢.6  Vzorek¢.7  Vzorek¢.8  Vzorek ¢. 9
ethanol GC, 1 7,40+£0,70  4,28+0,70 5,30+0,70 14,47+0,70 5,61+0,70
ethanol GC, 2 8,19+£0,70  4,40+0,70 5,96+0,70 14,29+0,70 5,26+0,70
cthanol NIR, 1 5,02£1,20 4,60£1,20  6,53+1,20  15,18:1,20  6,89+1,20
ethanol NIR, 2 5,56+£1,20  4,90+1,20 6,76+1,20 15,90+1,20 7,16+1,20
n-butanol, 1 4.45£2.44 388+2.44 4914244 9324244  520+2.44
n-butanol, 2 3.03+2,44 4594244 6304244  11,76£2,44  6,21+2,44

Tabulka 4.14: Vysledky koncentraci [mg/l] isoamylolu pro jednotlivé vzorky a tri riizné metody

Vzorek ¢.5 Vzorek¢.6  Vzorek¢.7  Vzorek €. 8 Vzorek €. 9
ethanol GC, 1 4,19+1,80  3,25+0,90 3,75+0,90 3,98+0,90 3,134+0,90
ethanol GC,2  4,83+0,90  3,22+0,90 4,10+0,90 3,75+0,90 2,75+0,90
ethanol NIR, 1  2,84+3,02  3,50+1,51 4,63+1,51 4,17+1,51 3,85+1,51
ethanol NIR, 2 3,28+1,51  3,59+1,51 4,66+1,51 4,17+1,51 3,75+1,51
n-butanol, 1 2,53£3,00  2,96+1,50 3,50+1,50 2,57+1,50 2,92+1,50
n-butanol, 2 2,33£1,50  3,38+1,50 4,36+1,50 3,10£1,50 3,27+1,50

Tabulka 4.15: Statistické zhodnoceni jednotlivych parametrii

p-hodnota pro proménnou pouzité Je vysledek statisticky

metody vyznamny?
acetaldehyd 2,21x107 ano
ethyl acetat 5,39%107° ano
1-propanol 1,91x102 ano
isobutanol 1,53x1073 ano
isoamyslacetat 2,76x107 ano
isoamylol 491x10?° ano
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Tabulka 4.16: Nasledne statistické zhodnoceni jednotlivych metod, v zahlavi tabulky je uvedena

kombinace dvou metod, které byly porovnany

ethanol GC ethanol GC ethanol NIR

ethanol NIR n-butanol n-butanol
acetaldehyd 7,21x107! 4,01x10 2,95x10*
ethyl acetét 6,64x10°! 9,09x10 5,14x10
1-propanol 4,66x107 1,12x107? 2,49x107?
isobutanol 3,21x107 2,58%1072 3,35x107
isoamyslacetat 3,09%x107 1,29%1072 2,67x10%
isoamylol 5,03x1072 1,91x107 1,32x10*

Vysledky v tabulce 4.15 ukazuji, Ze pro ani jeden ze stanovovanych analytl se
nepodatilo prokazat, Ze vysledky poskytnuté jednotlivymi metodami jsou statisticky
nevyznamné a tedy, ze metody poskytuji statisticky stejné vysledky. Vysledky v tabulce 4.15
jsou uvedeny vzdy pro vSechny tfi metody a byly tedy dale obdobnym zptisobem provedeny
1 nasledné testy, kdy byly porovnavany vzdy pouze dvé metody. Pro kazdy analyt tedy dalsi
tfi kombinace (tabulka 4.16). V této tabulce si lze povSimnout celkem tiech hodnot, které
piesahuji hranici 5x1072. Viechny tyto vysledky jsou pro kombinaci metod IS ethanolu
stanoveného jak pomoci GC, tak pomoci NIR. To Ize pravdépodobné vysvétlovat tim, Ze pro
vypocet koncentraci pomoci téchto metod byly pouzity stejné odezvoveé faktory a stejné
plochy interniho standardu, jedinym rozdilem byla koncentrace ethanolu. Ta sice byla, jak
je zminéno vyse, pro obé metody rozdilna, nicméné to pravdépodobné neméla ve vysledky
tak velky vliv. Pro dalSi dvé kombinace s internim standardem n-butanolem se opét
nepodafilo stanovit statisticky nevyznamné vysledky.

Tyto vysledky statistického hodnoceni jsou pravdépodobné dény souhrou nekolika
ruznych faktori. Jednak byl méfen pomérn€ maly soubor vzorkli s mélo opakovanimi, a tedy
nemohly byt vylouc¢eny zadné odlehlé hodnoty. Pokud by bylo vysledkii vétsi mnozstvi, je
pravdépodobné, ze by alesponi pro n¢které analyty vySla p-hodnota vétsi nez 0,05. DalSim
faktorem mohly byt velké odchylky mezi vysledky vradmci jedné metody. Jak je
prezentovano v tabulkach 4.9 —4.14, vysledky pro néktera dv¢ paralelni stanoveni (oznaceno
Cisly 1 a 2 za pojmenovanim metody) se liSily az o 30 %. V neposledni fad¢ byly vysledky

ovlivnény také rozdilnymi vytéznostmi pouzitych metod. Jak je diskutovano v kapitole 4.5,
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metoda s IS n-butanolem poskytuje vysledky nizsi nez ve skute¢nosti, zatimco metoda pro
IS ethanol naopak kviili nepfesnému stanoveni ethanolu poskytuje vysledky vyssi. Tento
trend 1ze ve vSech tabulkéach (4.9 —4.14) pozorovat, metoda s IS n-butanolem méla prakticky
ve vSech pfipadech nizsi namétené koncentrace. Rozdily mezi koncentracemi analyt ve
vzorcich byly témito odchylkami ovlivnény, a pravdépodobné i proto se vysledky jevi jako
statisticky vyznamné. Variantou, jak toto v praxi odstranit a prokéazat statistickou
nevyznamnost vysledki by mohlo byt korigovani vysledkl ze vzorkl praveé na vytéznost
jednotlivych metod. V takovém piipadé by ale bylo potieba provést rozsahlé testovani
vytéznosti na velké a riiznorodé skupiné realnych vzorki piva, aby byl pokryt co nejveEtsi

rozsah obsahu ethanolu v pivu a sloZzeni matrice.
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5. Zaver

Tato diplomova prace se zabyvala stanovenim senzoricky aktivnich t€kavych latek v pivu
pomoci HS-GC-FID. Pro kvantifikaci byla navrzena metoda, ktera jako interni standard
pouziva ethanol pfitomny v kazdém vzorku piva. Tato metoda byla porovnana s bézné
pouzivanou metodou s internim standardem n-butanolem. Porovndni bylo provedeno
sledovanim vybranych valida¢nich parametrt a analyzou celkem deviti vzorkt piva.

Metoda s IS ethanolem byla navrzena, protoze diky tomu, ze neni nutné kazdy vzorek
upravovat pridavkem interniho standardu, jsou od ni ocekavany spravnéjsi a piesnéjsi
vysledky. Tato hypotéza uz byla diive ovéfena. Pro tuto konkrétni aplikaci vSak bylo nutné,
kvili jednotkdm koncentrace, samotny ethanol v pivu nejprve stanovit, coz se pomoci
HS-GC ukéazalo jako ne pfili§ pfesné a spravné. Aby mohly byt obé metody objektivné
porovnany, byl nasledné ethanol v pivu stanovovan také pomoci NIR.

Po uvézeni neptesnosti vzniklymi stanovovanim ethanolu v kazdém vzorku piva, vysly
vysledky pro jednotlivé valida¢ni parametry podobné pro obé metody. V nékterych bodech
vsak nebylo mozné, kvuli odliSnostem, metody hodnotit rovnocenné. Jedinym parametrem
s rozdilnymi vysledky byla opakovatelnost méfena pro redlné vzorky piva. Zde byly
vysledky pro metodu s IS ethanolem lepsi, coz mohlo byt zpisobeno praveé tpravou vzorki
v pripad¢€ metody s IS n-butanolem a tuto hypotézu se tak podafilo potvrdit. Pro vysledné
zhodnoceni obou metod je ale potieba vzit v potaz fakt, ze metoda s IS ethanolem je
navrhovana jako jednodussi na pfipravu vzorki 1 kalibraci instrumentace, coZ v tomto
ptfipad¢ zcela neplati, nebot’ samotné stanoveni ethanolu ve vzorku naopak pfindsi do
analyzy dal$i krok navic. Na druhou stranu je pravdou, ze opad4d manualni Gprava kazdého
vzorku pomoci klasického interniho standardu. Pti pouziti navrhované metody v praxi je tak
by mohla najit uplatnéni napiiklad tam, kde je ethanol rutinné stanovovan v ramci jinych
zkousek.

Na zévér lze kladn€ zhodnotit, Ze se povedlo metodu ,,ethanol jako interni standard‘
optimalizovat pro dal$i oblast pouziti, a to 1 ptes komplikace s jednotkami koncentraci. Obé
porovnavané metody navic poskytly témét srovnatelné vysledky, a protoZze pro kontrolu
kvality piva neexistuji zadné zavazné piredpisy, mize byt metoda ,,ethanol jako interni

standard® zajimavou a v praxi pouzitelnou alternativou.
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