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Szacowanie niepewnosci pomiaru stezenia etanolu w procesie
fermentacji piwnej metodg chromatografii gazowej z detektorem
FID

Streszczenie. W artykule przedstawiono i przedyskutowano wyniki pomiaréw stezenia etanolu w zakresie odpowiadajgcym typowym stezeniom
wystepujgcym podczas procesu fermentacji piwnej. Zastosowana aparatura to chromatograf gazowy Varian CP-3800 z kolumng kapilarng i
detektorem FID. Wzorcowanie chromatografu przeprowadzono z zastosowaniem metody wzorca wewnetrznego. Wyznaczono i przeanalizowano
krzywe wzorcowe w zakresie stezeri etanolu 0-10 % obj., na podstawie przedziatéw ufnosci wyznaczonych dla krzywych wzorcowych wyciggnieto
wnioski dotyczgce mozliwej do uzyskania doktadno$ci pomiaru

Abstract. The article presents and discusses the results of measurements of ethanol concentration in the range corresponding to the typical
concentrations occurring during beer fermentation processes. The apparatus used is a Varian CP-3800 gas chromatograph with a capillary column
and a FID detector. The chromatograph was calibrated using the internal standard method. Standard curves in the range of ethanol concentrations
0-10% vol. were determined and analyzed, on the basis of the confidence intervals determined for the calibration curves, conclusions were drawn
about a possible accuracy of the measurement. (Estimation of measurement uncertainty of ethanol concentration in beer fermentation
process by gas chromatography with FID detector)

Stowa kluczowe: chromatografia gazowa, FID, krzywa wzorcowa, niepewno$¢ pomiaru, zawarto$¢ etanolu w piwie.
Keywords: gas chromatography, FID, calibration curve, measurement uncertainty, ethanol content in beer.

Wstep zakresie od 0,01 - 20,0% ze wspoiczynnikiem determinaciji
Wiasciwe  przeprowadzenie  procesu fermentacji R? rownym 0.999 [9], a precyzje i doktadnos¢ wzgledng

etanolowej jest jednym z najistotniejszych etapow produkcji  szacujg na lepsza niz 5%, aczkolwiek w artykule nie

piwa. W trakcie procesu fermentacji piwnej zachodzi zaprezentowano krzywej wzorcowej wraz z jej przedziatami

koniecznos¢ monitorowania stezenia réznych sktadnikéw  ufnosci.

powstajgcych w brzeczce piwnej takich jak na przyktad

=
"

alkohole, kwasy ttuszczowe, estry i inne [1], [2]. Jednym z , s
najwazniejszych sktadnikdéw jest stezenie etanolu, ktérego <

warto$¢ pod koniec procesu fermentacji zwykle osigga 5- =2 2l )
6% stezenia objetosciowego, na ogot nie przekraczajgc @

10% w zaleznosci od gatunku piwa. Wyznaczenie stgezenia %

etanolu w trakcie trwania procesu fermentacji jest = 49+ 1
niezbednym etapem w syntezie modelu matematycznego 3

tego procesu [3]. Uzyskany model mozna wykorzysta¢c do  §

wyznaczenia optymalnej strategii sterowania procesem ® & 1
fermentacji [4]. Dokltadne wyznaczanie tego stezenia ma 8

réwniez znaczenie prawne. W [5] okreslono zakresy &

dopuszczalnych  odchylen dodatnich lub  ujemnych § 6

dozwolonych w odniesieniu do oznaczania objetoSciowej ©

zawartosci  alkoholu w  piwach, w  wartosciach < )
bezwzglednych. Dla piw o zawartosci alkoholu &

nieprzekraczajgcej 5,5% objetosci dopuszczalnie  §

bezwzgledne odchylenie od wartosci prawdziwej moze 2 ' ' ' ' '
wynies¢ +0,5% obj., natomiast dla piw o zawartosci 2 4 6 8 10 12 14
alkoholu przekraczajgcej 5,5% objetoéci odpowiednio £1% Deklarowana zawartosc etanolu w piwie, % obj.

objetosci. Jedng z metod najczesciej stosowanych do
wyznaczania stezenia etanolu w piwie jest pomiar metodg
chromatografii gazowej z detektorem plomieniowo -
jonizacyjnym (FID), a do wyznaczania krzywej wzorcowej
stosuje sie metode wzorca wewnetrznego [6], [7]. Metody
chromatograficzne pomiaru charakteryzuje sie najczesciej Generalnie w literaturze dotyczacej wyznaczania
takimi parametrami jak precyzja, dokladnos¢ (niepewnos¢  zawartosci etanolu i innych sktadnikow lotnych w piwie
pomiaru), liniowos¢ oraz limit detekcji i kwantyfikacji. W [8]  metodg chromatografii gazowej z detektorem FID zaktada
przedstawiono C|ek_awe V\{ynlkl badania zawartosm_ alkoholu sie liniowosé charakterystyki wzorcowej, a jako$é uzyskanej
w ponad stu rodzajach piwa dostgpnych na polskim rynku.  yr7yvwej wzorcowej okresla sie najczesciej poprzez podanie
Badania autorow wykazaly, ze w piwach dostepnych na  \yartosci wspétczynnika determinacji R Takie podejécie
rynku rzeczyW|ste’ ;awartoém alkoholu s3 na 0got zanizone  poze by¢ niewystarczajace, gdyz na skutek réznych
wzgledem wartosci podanych na etykietach butelek, W  czynnikéw model krzywej wzorcowej w postaci wielomianu
niektorych przypadkach bardzo znaczaco. Wyniki autoréw  pierwszego stopnia moze okazag sie jedynie przyblizeniem,
dotyczace piwa przedstawiono w postaci graficznej na 5 modelowanie krzywej wzorcowej wielomianem wyzszego
rysunku 1. Autorzy deklaruja, ze krzng ka!lpracyjna niz pierwszy stopien moze prowadzic do lepszych
uzyskana metodg wzorca wewnetrznego jest liniowa W rezyitatow w sensie zmniejszenia niepewnosci pomiaru.

Rys.1. Wyniki pomiaru zawartosci etanolu w 137 réznych piwach
sprzedawanych w Polsce, na podstawie danych z [8]; d.g. dop, g.g.
dop — dolna i goérna granica dopuszczalna odchylenia zawartosci
etanolu w piwach od wartosci na etykiecie wg [5]
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Metoda wzorca wewnetrznego

W chromatografii metoda wzorca wewnetrznego jest
zalecana do przeprowadzania analiz ilosciowych, gdy
wymagana jest wysoka doktadnos¢. Wzorzec wewnetrzny
stanowi substancja nie wystepujgca w analizowanej
mieszaninie i dajgca osobny pik na chromatogramie.
Wzorcowanie dla sktadnika x w tej metodzie polega na
wykonaniu chromatograméw mieszanin zawierajgcych
znane ilosci oznaczanego skfadnika x oraz znane ilosci
wzorca wewnetrznego is. Poniewaz na chromatogramie
powierzchnia kazdego piku jest proporcjonalna do ilosci
odpowiadajgcego mu skladnika w mieszaninie oraz
wspotczynnika odpowiedzi detektora na ten skiadnik, to dla
skfadnika x mieszaniny oraz dla wzorca wewnetrznego is
zachodzi:

(1) A(:DX.CX’AS:DiS.CiS’

gdzie A,, Ais — powierzchnie pikow dla skfadnikow x i is, Dy i
D;s — wspotczynniki odpowiedzi detektora, C, i Cis — stezenia
sktadnikow x i is w mieszaninie. Wobec tego stosunek
powierzchni pikdw sktadnika x i wzorca wewnetrznego is
mozna wyrazic jako:

2) A_DB G &
As Dis Cis is
Przy  zalozeniu, ze wartosci wspoiczynnikow

odpowiedzi  detektora na  poszczegdlne  skiadniki
mieszaniny nie zalezg od stezenia i sg state, otrzymuje sie
zaleznos¢ liniowg pomiedzy ilorazem powierzchni pikéw
skfadnikéw x i is, a stalg k mozna wyznaczy¢, dokonujgc
pomiaru powierzchni pikow dla mieszaniny wzorcowej o
znanej zawartosci sktadnikow x i is. W przypadku wykonania
chromatogramow dla réznych znanych stosunkow stezen C,
i Cis punkty zaleznosci (2) teoretycznie utozg sie na prostej
przechodzgcej przez poczatek ukfadu wspotrzednych, o
nachyleniu k. Punkty te w ogdlnodci wyznaczajg krzywa
kalibracyjng:

3) A1 Sy
As Cis
Poprzez eksperyment chromatograficzny mozna dla
mieszaniny o nieznanej zawartosci sktadnika x wyznaczyé
lewg strone réwnania (3), a na podstawie krzywej
kalibracyjnej f odtworzy¢ stosunek stezen x i is w
mieszaninie. Poniewaz stezenie wzorca wewnetrznego jest
znane, natychmiast mozna wyliczy¢ stezenie sktadnika x.

Stanowisko pomiarowe

Pomiary w celu wyznaczenia krzywych kalibracyjnych
dla etanolu metodg wzorca wewnetrznego (jako wzorca
wewnetrznego uzyto 1-butanol) przeprowadzono na
stanowisku chromatografu gazowego Varian CP-3800
wyposazonego w detektor FID i  kapilarng kolumne
chromatograficzng CP-Sil 5CB o dtugosci 25 i Srednicy
wewnetrznej 0,53 mm. Temperatury dozownika i detektora
podczas analiz wynosity 200°C, a temperatura kolumny
50°C. Objetosci nastrzykéw badanych prébek wynosity
0,2ul. Probkowania sygnatu napieciowego detektora FID
dokonywano z czestotliwoscig 40 Hz i rozdzielczoscig 1 pV.
Do detekcji i wyznaczania powierzchni pikbw na
chromatogramach zastosowano oprogramowanie STAR
Workstation dedykowane dla chromatografu Varian. Wyglad
chromatografu przedstawiono na rysunku 2.

Eksperymenty i wyniki

W okresie jednego tygodnia przeprowadzono trzy
eksperymenty kalibracyjne wedlug ponizszego opisu.
Eksperyment 1 byt podstawowy, wyznaczano krzywa

kalibracyjng w zakresie stezen etanolu 1,92% - 9,60%
objetosciowo. Eksperymenty 2 i 3 stanowig uzupetnienie
eksperymentu 1, odpowiednio dla mniejszych warto$ci
stezen etanolu niz dla eksperymentu 1 oraz dla wartoSci
pomiedzy wartosciami eksperymentu 1.

Rys.2. Chromatograf gazowy Varian CP-3800

Eksperyment 1 (E1)

W celu wyznaczenia krzywej wzorcowej dla etanolu
przygotowano pie¢ roztworéw wodnych etanolu o objetosci
10 ml i zawartosciach etanolu 1,92%, 3,84%, 5,76%,
7,68%, 9,60%. Do wykonania wodnych roztworéw etanolu
wykorzystano wode destylowang oraz alkohol etylowy
(cz.d.a., 96% obj., POCH). Jako wzorzec wewnetrzny
zastosowano wodny roztwér 1-butanolu (cz.d.a., 99,8%
obj., POCH) o stezeniu 0.998% objetosciowo. Stezenie
butanolu we wszystkich probkach wzorcowych byto

jednakowe. Probki wzorcowe dla metody wzorca
wewnetrznego przygotowano dodajgc osobno po 0,5 ml
kazdego z pieciu roztworow etanolu do 5 ml
przygotowanego roztworu butanolu. Kazdg prébke

chromatografowano kilkukrotnie. Wyniki przedstawiono w
tabeli 1.

Tabela 1. Wyniki wzorcowania metodg wzorca wewnetrznego dla
eksperymentu 1 (E1)

Stezenie Liczba Aet/ Abut Aet/ Abut Aet/ Abut
etanolu, | pomiaréw | (srednia) (std) (std wzgl.)
% obj. %
1,92 3 1,1080 0,0012 1,12
3,84 3 2,2336 0.0021 0,90
5,76 4 0,3739 0.0040 1,07
7,68 3 0,5161 0.0045 0,87
9,60 4 0,6461 0,0102 1,59
Eksperyment 2 (E2)
Badano wzorce dla matych stezen etanolu.

Eksperyment zostat przeprowadzony trzy dni po pierwszym
i stanowi uzupetnienie eksperymentu 1. Wyniki
przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Wyniki wzorcowania metodg wzorca wewnetrznego dla
eksperymentu 2 (E2)

Stezenie | Liczba Acl Aoyt Acl Aoyt Acl Aoyt
etanolu, | pomiaréw | (grednia) (std) (std wzgl.)
% obj. %
0,06 5 0,0025 0,000055 2,25
0,12 5 0,0051 0,00022 4,32
0,24 5 0,0102 0,00021 2,05
0,48 5 0,0222 0,00072 3,23
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Wzorce przygotowano podobnie, jak poprzednio, przy
czym wartosci stezen etanolu w préobkach wzorcowych
wynosity: 0,06%, 0,12%, 0,24%, 0,48% objetosciowo.

Eksperyment 3 (E3)

Badania wykonano cztery dni po eksperymencie 2.
Chromatografowano mieszaniny wzorcowe o zawartosci
etanolu 0,96%, 2,88%, 4,80%, 6,72%, 8,64% objetosciowo.
Prébki przygotowano w ten sam sposoéb, jak w poprzednich
eksperymentach. Wyniki eksperymentu 3 przedstawiono w
tabeli 3.

Tabela 3. Wyniki wzorcowania metodg wzorca wewnetrznego dla

wartos¢ ilorazu powierzchni piku etanolu do piku butanolu
wyniosta 0,3025. Na podstawie krzywej wzorcowej i jej
przedziatow ufnosci wynik pomiaru stezenia etanolu wyniost
4,72 +0,18 % obj. Dokfadno$¢ wzgledna pomiaru wynosi
3,8%.

eksperymentu 3 (E3)

Stezenie | Liczba Actl Aoyt At Aoyt Actl Aoyt
etanolu, | pomiaréw | (grednia) (std) (std wzgl.)
% obj. %

0,96 5 0,0477 0,00060 1,26
2,88 4 0,1653 0,0011 0,65
4,80 5 0,3064 0,0132 4,32
6,72 4 0,4391 0,0033 0,76
8,64 3 0,5808 0,0014 0,24

Dla danych E3 i stezenia etanolu réwnego 4,80% obj.
otrzymano znacznie wigkszy rozrzut wynikéw, niz w
pozostatych przypadkach, aczkolwiek srednia pozostaje w
ogolnym trendzie. Przyczyn tego zjawiska autorzy nie
potrafig wyjasnic.

Dyskusja wynikéw

Dla danych z tabeli 1 wyznaczono krzywg wzorcowg
wraz przedziatami ufnosci (przyjeto poziom ufnosci réwny
95%, podobnie we wszystkich pozostatych przypadkach).
Wyniki przedstawiono na rysunku 3.
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Rys.3. Krzywa wzorcowania chromatografu na podstawie wynikéw
eksperymentu 1 oraz szacunkowy wynik pomiaru dla piwa z
etykietg 4,9% zawartosci etanolu

Dla wygody o$ x wyskalowano w % obj. zawartosci
etanolu, na osi y przedstawiono stosunek powierzchni piku
etanolu do powierzchni piku butanolu. Prostg regres;i
opisujacg zwigzek pomiedzy stezeniem etanolu, a
stosunkiem powierzchni piku etanolu i piku butanolu
(wzorzec wewnetrzny) wykreslono w przedziale od 0 do
10% zawartosci objetosciowej etanolu, nieco esktrapolujgc
wyniki poza przedziat wartosci zastosowanych wzorcéw, dla
celéw interpretacji. Punkty roztozone wokét wartosci y=0
przedstawiajg wartosci wyznaczonych btedéw resztowych.
Na wykresie krzywej wzorcowej z rysunku 3 odczytano
wynik pojedynczego pomiaru stezenia piwa (etykieta
zawiera informacje o stezeniu etanolu réwnym 4,9%
objetosciowo), ktéry uzyskano dodajgc do piwa wzorzec z
butanolem uzyty przy eksperymentach 1-3. Otrzymana
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Rys.4. Poréwnanie modeli liniowych krzywej wzorcowej, z wyrazem
wolnym i bez wyrazu wolnego dla danych E1

Réwnanie krzywej kalibracji ma posta¢ y=0,0707-x-
0.0314, co oznacza, ze krzywa wzorcowa nie przechodzi
przez punkt (0,0), przez ktéry wg rownania (2) powinna
przechodzi¢. Krzywa wzorcowa przecina os y w punkcie
0,44% zawartosci objetosciowej etanolu. Na rysunku 4
porownano krzywe wzorcowe (dane E1) dla modelu
liniowego z wyrazem wolnym oraz dla modelu bez wyrazu
wolnego, wg wzoru (2). Analiza przebiegu reszt dla modelu
y2 (wymuszony wyraz wolny rowny 0) pokazuje
nieadekwatnos¢ tego modelu dla danych E1 — w resztach
widoczny jest wyrazny trend. Na wykresie dodano punkt
(0,0) odpowiadajacy odpowiedzi chromatografu wg wzoru
(2) dla zerowego stezenia etanolu.

Na rysunku 5 przedstawiono razem dane E1, E2 i E3
oraz ich liniowe krzywe wzorcowania wraz z wartosciami
wspotczynnikdw ich réwnan. Widaé, ze liniowe krzywe
wzorcowania dla danych E1 i E3 (kétka) sg zgodne,
aczkolwiek nachylenie krzywej dla danych E3 jest nieco
mniejsze, a wyraz wolny réwniez ma mniejszg wartosé. W
przypadku danych E2 krzywa wzorcowa zmienia charakter
— ma istotnie mniejsze nachylenie w poréwnaniu do
krzywych dla danych E1 i E3, a wyraz wolny jest bliski 0
(zgodnie z réwnaniem (2)). Sumaryczna krzywa
wzorcowania z danych E1 + E2 + E3 ma charakter
nieliniowy wzgledem zmiennej niezaleznej i nalezy jg
modelowaé wielomianem wyzszego stopnia.
Przeprowadzone préby pokazatly, ze najlepsze wyniki daje
w tym przypadku krzywa wzorcowa w postaci wielomianu
trzeciego stopnia. Zwiekszanie stopnia wielomianu powyzej
3 nie przynosi znaczacych korzysci.

Na rysunku 6  przedstawiono charakterystyki
metrologiczne chromatografu wzorcowanego do pomiaru
stezenia etanolu metodg wzorca wewnetrznego dla
wariantdow krzywych wzorcowania wyznaczanych na
podstawie réznych zestawoéw danych E1, E2 i E3 przy
aproksymacji wielomianem pierwszego stopnia, a w jednym
przypadku wielomianem trzeciego stopnia. O$ odcietych
obejmuje zakres pomiarowy stezenia objetosciowego
etanolu, dla ktérego przeprowadzono badania i
wzorcowania, na osi rzednych przedstawiono bezwzgledng
niepewnos¢ rozszerzong pomiaru obliczong przy poziomie
ufnosci 95%.
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Rys.5. Liniowe krzywe kalibracyjne dla zestawéw danych E1, E2 i
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Rys.6. Niepewno$¢ rozszerzona pomiaru stezenia etanolu dla
krzywych wzorcowania wyznaczonych dla réznych zestawdéw
danych i stopni wielomianu

Najmniejsza  niepewno$¢ rozszerzong w  zakresie
pomiarowym 0,5% - 9,6% obj. etanolu uzyskano, gdy
krzywag wzorcowania wyznaczono na podstawie wszystkich
zestawow danych, a stopien wielomianu aproksymujacego
dane wynosit 3. W $rodku zakresu pomiarowego, miedzy 5
a 6 % obj. etanolu niepewnos¢ rozszerzona pomiaru jest w
tym przypadku mniejsza niz 0,14% obj. etanolu. Dla matych
stezen etanolu, w zakresie 0,06 % - 0,48% najlepsza
doktadnos¢ bezwzgledng pomiaru osigga sie dla zestawu
danych E2 — niepewnos¢ rozszerzona wyniku pomiaru
stezenia etanolu nie przekracza w tym przypadku wartosci
0,022% ob;.

Podsumowanie i wnioski

Badania przeprowadzone w artykule pokazaty, ze
sposéb  wyznaczania krzywej wzorcowania i plan
eksperymentu majg bardzo duze znaczenie dla doktadnosci
uzyskiwanych  rezultatéw. Zatozenie o liniowosci
chromatograficznej krzywej wzorcowej, czesto
przyjmowane, gdy stosuje sie detektor FID i metode wzorca

wewnetrznego, nalezy starannie weryfikowaé, gdyz
rzeczywista charakterystyka moze okaza¢ sie nieliniowa,
zwtaszcza w zakresie matych stezen. Faktem jest, ze
doktadne wyznaczenie krzywej wzorcowania w przypadku
chromatografii gazowej z kolumng kapilarng moze by¢
kosztowne, zwlaszcza czasowo - czas pojedynczego
pomiaru moze by¢ rzedu 10 minut, a wiec czas wykonania
samych pomiarow przedstawionych w artykule to 58x10 =
580 minut. Czas ten mozna znaczaco skroci¢, jezeli znana
jest przyblizona warto$¢ spodziewanego pomiaru stezenia.
Wéwczas, mozna wykonac¢ Kkalibracje dwupunktowg z
dwoma wzorcami o warto$ciach  ograniczajgcych
spodziewane wyniki z géry i z dotu.

Przy  wyznaczaniu  krzywych  kalibracyjnych i
niepewnosci pomiaru pokazanych w artykule zatozono, ze
niepewnosc¢ stezen przygotowanych mieszanin wzorcowych
wykorzystywanych do kalibracji jest pomijalnie mata. W
praktyce przy poprawnym i starannym przygotowaniu
wzorcow ich niepewno$¢ jest niewielka w poréwnaniu do
innych Zzrédet niepewnosci i nie wptywa istotnie na wartosci
niepewnosci pokazane w artykule.
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