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1 UvoD

DuleZitou ¢asti jakéhokeli analytic-
kého procesu je pfiprava vzorku, ktera
zahrnuje v zasadé dva kroky: 1} ex-
trakce sledovanych analyti, 2) jejich
zakoncentrovani, pfipadné jesté 3) pre-
Citéni. Vzhledem k tomu, Ze v posled-
nich letech stile stoupaji potadavky na
rychlost a spolehlivost analytickych
metod spoleéné s ekonomickymi as-
pekty, je nevyhnutelné nahradit plvodni
pracné postupy, napf. destilaci s vodni
parou nebo extrakci v systemu kapa-
lina-kapalina, novymi modernimi meto-
dami zvySujicimi produktivitu labora-
tofe.

Dominantnim trendem konce minu-
lého stoleti byla v analyticke chemii,
podobné jako v jinych odvétvich, minia-
turizace. Mezi typické pfiklady miniatu-
rizace v pfipravé vzork( patii tfi tech-
niky, které jiz naSly nebo nachazeji
zajimavé uplatnéni pfi analyze senzo-
ricky aktivnich latek v pivu.

2 SPE (SOLID-PHASE
EXTRACTION)
Metoda extrakce na pevneé fazi (SPE)
je extrakéni technika, ktera s uspéchem
nahrazuje klasickou extrakci v systému
kapalina-kapalina. Je vhodna pro sta-
noveni netékavych a se-
mivolatilnich latek. Sklada
se z pevné (sorbent)

K uspésnému pouiiti SPE je nutno
bezpodmineéné dodrzet a zaroven opti-
malizovat tyto Etyfi kroky [1]:

1) Kondicionace sorbentu. Kondicio-
nace znamena pfipravu SPE kolonky na
interakci se vzorkem. V&tsinou se pro-
vadi methanolem, vodou nebo pufrem
a slouZi k odstranéni zbytkovych orga-
nickych rozpoustédel. Je to nezbytny
krok pro reprodukovatelnou sorpei ana-
lytal

2) Aplikace vzorku.Vzorek se pomoci
vakua prosaje kolonkou. Sledované
analyty se zachyti v (izké zoné na sor-
bentu. Cast interferujicich latek projde
kolonkou pfimo do odpadu, ¢ééast se ad-
sorbuje.

3) Promyti. Zachycené interferujici
latky jsou odstranény z povrchu stacio-
narni faze promytim malym mno2stvim
vody nebo pufru.

4) Eluce. V poslednim kroku SPE do-
chazi k selektivni desorpci sledovanych
analytd pomoci vhodneho rozpoustédia.
Pote mizZe nasledovat zakoncentrovani
nebo zfedéni ziskaného extraktu (elu-
atu) a vlastni, vétsinou chromatogra-
ficka, analyza.

2.1 Vyhody
— Rychla pfiprava vzorku (v jednom

Tab. 1 Prehied nejpoudivangjsich sorbenild pro SPE metodu

a kapa]né faze {Vzgfek}_ EWBREB nepolamich a slabé Pﬂlhiﬂh analytl z vodnych vzorkd
Princip spotiva v zachy- |reverznifaze C-18  (okladecyl)
ceni sledovanych analyt( E‘j {Eu“?']'i s
na specidinim sorbentu, = }15"!"*? ety
ktery je umistén mezi fri- HISEP  (hydrolobo sito pokrylé hydrofinim powichem)
o o1 et MINKO" e sifodnd polimich a poimich anaiyt 2 nevodnjh vzorks
Diky Gspesnému roz- | CONN (o)
voji této metody je dnes k DioL {diod)
dispozici asi 16 ruznych Interakee zaloZené na iontové piitalivosti
sorbentd s roznou veli-  |jgnioméniée SAX  (kvartemi amin, aniontovy ménit)
kosti ¢astic a s riznym SCX (alitaticka sulfonaova kyseling, kationtovy ménic)
mnozstvim sorbentu v ko- WCX (karbonylova kyselina, kationtovy ménic)
lonce. Ma trh je dodava Extrakce polamich analyti z nepolarnich vzorkd
mnoho vyrobcd, napf. |adsorbenty S (silikagel)
Merck, Supelco, J&W, Florisil  (kfemicitan hofecnaty)
Varian, Macherey-Nagel, Alumina  (oxid hiinity)
Waters, pod riznymi na- Extrakee édsteén@ polarnich a2 nepoldrnich analytd
zvy. Prehled nejcastéji o AR {; r:!rn::;kl:] ﬂ:}tﬂrkl'l
B v THT d | LH
PAERIGED Sorherit o CHOM gt syt

kroku je provedena extrakce analytd, za-

koncentrovani a precisténi),

- vysokd vytéznost,

— odstranéni nebezpedi vzniku emulze,
ktera asto vznika u extrakce kapa-
lina-kapalina,

- vysokd pfesnost vysledkl pii pouZiti
komeréné dodédvanych jednorazovych
kolonek,

— minimalni spotfeba rozpoustédel (ob-
vykle 2 x 5 ml vody a 1 = 3 ml orga-
nického rozpoustédla), ¢imz se Setfi
naklady na rozpoustédla a jejich na-
slednou likvidaci,

— moznost automatizace celeho pro-
cesu.

2.2 Nevyhody

— Omezena moZnost zakoncentrovani
dana tim, Ze pro analyzy piva je moZne
prosat maximalné 20 — 25 ml vzorku,
pak dochazi k ucpani frity,

— ve srovnani s klasickou extrakci kapa-
lina—kapalina w38 wvstupni finanéni
naklady na pofizeni zafizeni pro pro-
savani kolonek.

2.3 Priklady pougiti pfi analyze
piva
—Vy38i aromatické alkoholy (tyrosol,
tryptofol, guajakol) [2],
— mastné kyseliny [3],
— furfural, hydroxymethyifurfural [4],
— iso-kyseliny [5],
— sacharin [B].

3 SPME (SOLID-PHASE
MICROEXTRACTION)

Mikroextrakce na pevné fazi (SFME)
je adsorpéné/desorpéni technika wvyvi-
nuta Pawliszynem na University of Wa-
terloo v 1. pol. 90. let a patentovana fir-
mou Supelco. Je vhodna predevsim pro
tékave latky jako alternativa ke klasicke
headspace technice. Princip pouZiti
a zplsob vzorkovani byl uz v Kvasném
primysiu popsén [7].

Vzhledem k tomu, Ze volbou vhod-
neho typu polymeru a jeho tloustky se
dosahne maximdlnich hodnot wytéE-
nosti a vyznamného zlepgeni sorpéni
selektivity, sou¢asna nabidka Sesti ruz-
nych druhd polymerd v riznych tloust-
kach (fab. 2) umoZfuje selektivni stano-
veni iroké Skaly latek.
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Tab. 2 Prehled v soucasnosti dostupnych SPME vidken

Doporucené pouziti

Divinylbenzen/Carboxen/polydimethylsiloxan| 50/30 pm
Polyakrylat 85 pm

Typ polymeru Tloustka faze
Polydimethylsiloxan 100, 30, 7 pm
Carboxen/polydimethylsiloxan 85,75 pm
Divinylbenzen/polydimethylsiloxan 65 um
Carbowax/divinylbenzen 70, 65 pm

nepolarni az stredné polarni stredné tékave latky
stopove koncentrace tékavych latek

polarni tékave latky

polarni latky

tekavé a stiedné tekave latky

polarni stiedné tékaveé latky

3.1 Vyhody

— Vysoka citlivost umoznuijici provadét
analyzy s minimalnim mnoZstvim
vzorku a bez teplotniho namahani
vzorku, které mizZze mit za nasledek
pfeménu prekurzor(, a tak ovlivnit vy-
sledky stanoveni,

— velmi jednoducha manipulace,

— rychlost,

— minimalni finan¢ni naroky (drzék cca
10 000 K¢, sada 3 vlaken cca 8 500
K¢&) ve srovnani s headspace davko-
vacem,

— nulova spotreba rozpoustédel,

— moznost automatizace, ale za cenu
vysokych pofizovacich nakladu.

3.2 Nevyhody

— Kiehkost vlakna, v pfipadé zniéeni
vlakna je nutné provést s novym viak-
nem novou kalibraci,

— u vidken, ktera se chovaji jako adsor-
benty, dochazi k nezadouci kompeti-
tivni sorpci [8].

3.3 Priklady pouziti pfi analyze piva
— Vicinalni diketony [9],

— niz&i alkoholy a estery [10, 11],

— dimethylsulfid [12].

4 SBSE (STIR BAR SORPTIVE
EXTRACTION)

SorpcEni extrakce na michaci tyCince
(SBSE) je nejnovéjsi technika, ktera
spatrila svétlo svéta asi pfed dvéma lety.
Otcem této metody je prof. Pat Sandra,
resp. jeho tym, ktery se pokouSel o ex-
trakci PCB z vody pomoci SPME. Do-
sahli minimalni vytéznosti. Pfi patrani,
kam se pfidané mnozstvi PCB podélo,
Zjistili, Ze 80 % bylo naadsorbovano na
teflonové michaci tyéince. A odtud po-
chazi genialni myslenka: jestlize je tolik
PCB zadrzovano na ,inertni“ michaci ty-
¢ince, coz takhle navrhnout michadlo
s absorpéni fazi? A tak pro extrakci z ka-
palnych vzorkd bylo vyvinuto michadlo
pokryté vrstvou polymeru z polydime-
thylsiloxanu (PDMS).

SBSE se sklada z jadra z magnetic-
kého materialu zataveného do skla. Sklo
je deaktivovano a silanizovano, déle po-
kryto PDMS fazi a nakonec promyto
a termalné kondicionovano. Mnozstvi
PDMS faze se pohybuje od 10 do 350
mg podle velikosti michadla [13].

Vyrobu si vzala pod sva kiidla firma
GERSTEL a prodava SBSE pod nazvem
TWISTER.

Pfiprava vzorku je velmi jednoducha.
Do vzorku, vétSinou asi 10 ml, se pfida

michadlo a necha se michat po dobu 30-
120 min. Po extrakci se michadlo bud
eluuje ve vhodné mobilni fazi, ktera se
poté nastiikne na HPLC kolonu, nebo se
vlozi do zafizeni pro termalni desorpci
pro analyzu na plynovém chromatografu
[13], [14].

4.1 Vyhody

—Velmi jednoduché (nejjednodussi
z uvedenych metod) a rychlé,

— zadna spotreba rozpoustédel pfi sta-
noveni plynovou chromatografii, pfi
stanoveni kapalinovou chromatografii
minimalni mnozstvi (do 1 ml) rozpou-
Stédel pro eluci michadla,

— faze PDMS selektivné zvysuje extrakci
nepolarnich latek a selektivné elimi-
nuje polarni interference,

— diky vétSimu mnoZzstvi faze nanesené
na michadle ma SBSE vétsi kapacitu
nez SPME a dosahuje extrémné niz-
kych detekénich limitt (az ppt),

— vynikajici opakovatelnost mezi rdz-
nymi michadly,

— vyextrahované analyty vydrzi naad-
sorbované na michadle nékolik dni,

— michadla jsou pouzitelnd opakované.

4.2 Nevyhody

— V soucasné dobé je dostupna michaci
ty€inka pouze s fazi PDMS, coz ome-
zuje kapacitu pro analyzy polarnich la-
tek,

— v pfipadé plynové-chromatograficke
koncovky neni mozné vzhledem k ve-
likosti michadla provést desorpci ana-
lyth pfimo v injektoru plynového chro-
matografu jako u SPME vlékna, ale je
nutné pouzit specialni zafizeni pro ter-
malni desorpci (popfipadé s kryofoku-
saci), ¢éimz znacéné vzristaji naroky na
pofizovaci naklady,

—vzhledem k tomu, Ze tento postup je
relativné novy, v pocatcich, neni v sou-
Casné dobé k dispozici dostatek opti-
malizovanych a validovanych metod.

4.3 Piiklady pouziti pfi analyze piva

— Analyza ,sunstruck flavor* (3-methyl-
but-2-ene-thiol) a dal$ich sirnych latek
(dimethylsulfid, methylthioacetat, di-
methyldisulfid, 2-(2-furfanyl) thiazol
pomoci termaini desorpce a GC-
MS/PFPD [15],

— analyza horkych kyselin v pivu meto-
dou HPLC [16].

5 ZAVER
Uvedené pfiklady dokladaji skutec-
nost, Ze spojeni modernich technik se
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soucasnou vyspélou analytickou instru-
mentaci vede nejen k miniaturizaci, ale
predevsim k maximalnimu zjednoduseni
extrakce, a tedy zrychleni analyz, ke
zvétSeni kapacity zpracovavanych
vzorkl v laboratofi, pfi vyrazné nizsi
nebo dokonce nulové spotiebé rozpou-
stédel a nizSich narocich na lidske
zdroje. Pfitom je v3ak velmi duleZité, ze
parametry téchto novych postup ve
srovnani s klasickymi metodami zlsta-
vaji bud zachovany, anebo ¢astéji do-
konce jesté zlepSeny. A tak Ize oceka-
vat, ze tyto techniky a jejich dalsi vyvoj
napomohou k objasnéni jedineénosti tak
skvélého napoje, jakym pivo je.
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Horak, T.— Culik, J. - Jurkova, M. - Cejka,
P. — Kellner, V.. Nové trendy v pfipravé
vzorkl pro analyzu senzoricky aktivnich
latek v pivu. Kvasny Prum. 48, 2002, &, 7-8,
5. 186—-188.

K nejpouzivanéjsim metodam pro pfipravu
vzorkl piva k analyze senzoricky aklivnich la-
tek patii destilace s vodni parou nebo ex-
trakce v systému kapalina-kapalina. Domi-
nantnim trendem poslednich let v analyticke
chemii byla miniaturizace jako vysledek stale
stoupajicich pozadavkd na rychlost a spo-
lehlivost analytickych metod spoleéné s eko-
nomickymi aspekty. K typickym pfikladim mi-
niaturizace v pfipravé vzorkd patfi extrakce
na pevné fazi (SPE), mikroextrakce na pevneé
fazi (SPME) a nejnovéji | sorpéni exirakce na
michaci tyéince (SBSE).

Ma konkrétnich prikladech jsou demon-
strovany moZnosti vyuZiti 1échto novych zpl-
sobu pripravy vzorkl pro analyzu senzoricky
aktivnich latek v pivu. U viach vyse zming-
nych metod jsou diskutovany jejich pfednosti,
ale | nedostatky.

Horak,T.— Culik, J. - Jurkova, M.— Cejka,
P. - Kellner, V.: New Trends in Sample Pre-
paration Methods for the Determination of
Flavour Compounds in Beer. Kvasny Prum.
48, 2002, No. 7-8, pp. 186-188.

The most popular sample preparation met-
hods for the determination of flavour com-
pounds in beer are usually based on steam
distillation or liquid-liquid extraction. During
the past years, miniaturisation has become

a dominant trend in analytical chemistry as
a result of increasing demands on faster and
valid analysis together with economical as-
pects. Typical examples of miniaturisation in
sample preparalion technigues are solid-
phase extraction (SPE), solid-phase micro-
extraction (SPME) and the latest technique
slir bar sorptive extraction (SBSE) .

The possible using of these new sample
preparation methods for the determination of
flavour compounds in beers are demonsira-
ted on the specific examples. The benefits
and also disadvantages of all mentioned
technigques are discussed.

Horak, T.~ Culik, J. - Jurkové, M. - Cejka,
P.= Keliner, V.: Neue Trends in der Proben-
aufbereitung fiir die Analyse sensorisch
aktiver Stoffe im Bier. Kvasny Prum, 48,
2002, Nr. 7-8, 5. 186-188.

Zu den am meisten applizierten Methoden
zur Aufbereitung von Bierproben zur Analyse
der sensorisch akliven Subsianzen gehdrt
die Destillation mit Wasserdamp! oder Ex-
fraktion im System Fllssigkeit-Fllissigkeil,
Der dominierende Trend der letzten Jahre in
der analylischen Chemie war die Miniaturi-
sierung als Ergebnis der stets wachsenden
Anforderungen an die Geschwindigkeit und
Verlasslichkeit der analytischen Methoden
zusammen mit dkonomischen Aspekien. Zu
den typischen Beispielen der Miniaturisie-
rung in der Probenaufbereitung gehdrt die
Extraktion auf fester Phase (SPE), Mikro-
extraktion aul fester Phase [SPME) und

neuestens auch die Sorptions-Extraktion auf
dem Mixstabchen (SBSE).

Auf konkreten Beispielen werden die M-
glichkeiten der Anwendung dieser neuen
Verfahren zur Aufbereitung der Proben for
die Analyse sensorisch akliver Substanzen
im Bier demonstriert. Bei allen oben ange-
tihrten Methoden werden nicht nur ihre
Vorteile, sondern auch die Nachleile dis-
kutiert.

lopak, T. - Yynik, . - KOpkosa, M. - Yeixa, N, -
Kennwep, B.: HoBse Tpesgsl 8 nogroTosKe
ofpazya ANA aHBNW3A CEHIOPUHECKHM AKTHBHLIX
BelecTs B nuee. Kvasny Prum. 48, 2002, Ho, 7-8,
cTp. 186—-188.

HacTefwHM METOAOM QAR NOAFOTOBKW Ofpa3-
UA ANA SHAMNM3E CEHIOPHYECKHM AKTHBHBL BELYECTE
B MWEE RBNASTCA NMCTHUNNALMA BOAAHLIM NAPOK
WM JKCTPArMPOBAHWE B CHCTEME  MWOKDCTH-
HUIKOCTE. TNEBHLIM TPEHOOM NOCNEAHETD BOEMEH
B AHAMNATHYECKOR XUMIK BbiNE MUHHATROPNZALNA KaK
PEIYNLTAT HENPEDLIBHOD HApAcTAWWHY Tpedoaaruih
Ha CHOPOCTE M HASENHOCTD AHANMTHHELKHX METOL0E
BMECTE ¢ BROHOMWMECKMMA CTIEXTAMH, THMHYHBIM
NPHMEDOM MHHHATIOpM3AUMK B NOAroToEKE Ofpas-
Ua RENAIOTCA JKCTPArMPOBAHKE HA TRERAYID daly
[SPE), mMspOIsCTPardpoBaHve Ha Toepayio dady
(SPME) ® camoe woBedilee -  COpOUMOHHOR
IKCTPArMPOBAHME HA MECKMEHYIO nanoyry (SBSE).

Ha KOHKDATHEIX NPWMEDAX YKA3AHE! BOMMDKHOCTH
HENONBI0BAHWA STHX HOBLIX CNOCOO0B MOArOTOEKM
06pazua ANA aHANM3A CEHIOPHYECHM AXTHEHLIX BE-
WECTE B MMBE. Y BCEX yRAIAHHBIE METOAOE olcym-
[OTCA WK NPEHMYLLBCTES W HBAOCTATHA.

NEJISTOTA MERENI - JEJI STANOVENI A INTERPRETACE

JIF:'li CULIK, PAVEL CEJKA, VLADIMIR KELLNER, MARIE JURKOVA, TOMAS HORAK, Pivovarsky Ustav Praha,
VUPS a. s, Lipova 15, 120 44 Praha 2

Klicova slova: nejistota mérfeni, validace metod, interpretace wsledki

Keywords: uncertainty, validation of methods, interpretation of resufls

Fenoménem, se kterym se budeme
nyni a nepochybné i v budoucnu setka-
vat stale castéji, a ktery se jiz stal ne-
dilnou souéasti certifikatd vydavanych
akreditovanymi laboratofemi, je ddaj
o nejistoté méfeni. ZIi jazykove tvrdi,
Ze vyjadfovani nejistoty méfeni je boZim
trestem analytickym chemikdm za zpup-
nost, s jakou ¢asto prezentovali své vy-
sledky. Ve skuteénosti se viak jedna
o wvelmi prakticky Odaj, ktery velmi
mnoho napovi o kvalité wvysledku
a usnadni jeho daldi interpretaci.

1 ZAKLADNI LEGISLATIVNI
POZADAVKY
Evropska norma EN ISO/IEC 17025

(Véeobecné poZadavky na zplsobilost

zkuSebnich a kalibracénich laboratofi)

[1], élanek 5.4.6. vyzaduje, Ze zku-

Sebni laboratofe musi pouzivat po-

stupy pro odhad nejistoty méfeni. P

odhadovani nejistoty musi byt pfitom za

pouziti vhodnych metod analyzy vzaty

v Uvahu viechny sloZky nejistoty, které

jsou v dané situaci dllezité.

Dale norma poZaduje, aby zkusebni
protokoly obsahovaly:

a) ldaj o nefistoté mérfeni (kde je to po-
trebné)” a soudasné v bodé 5.10.3.1.
stanovuje, Ze

b} ,informace o nejistoté je v protoko-
lech o zkouskach vyZadovana, pokud
je nutnd platnost nebo pouili vy-

sledki zkousky, pokud to zakaznik ve
svych pokynech poZaduje nebo ma-
li nejistota viiv na soulad s mezni hod-
notou danou specifikact”,

Navody k uréeni nejistoly jsou uve-

deny v fadé publikaci [2-14].

Davody pro stanoveni hodnoty nejis-
toty jsou nasledujici:

a) Nejistota vysledku je kvantitativnim
znakem jeho jakosti.

b) Vyjadreni nejistoty vysledku dovoluje
porovnani vysledkd riznych labora-
tofi (nebo v ramci jedné laboratore),
nebo jejich porovnani s referenénimi
hodnotami  danymi  specifikacemi
nebo normami. Tato informace mize



