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1. UVOD

Za nejstar$i metodu stanoveni vyS$Sich
aromatickych alkoholi 1ze povaZovat stano-
veni spektrofotometrické, vyuZivajici vznik
barevnych reakénich produkti jednotlivych
stanovenych litek. Kvantitativnim stanove-
nim tyrosolu, tryptofolu a 2-fenylethanolu se
zabyvali Drews a kol. [1], ktefi pro stano-
veni prvnich dvou latek vyuZili Millonovy
barevné reakce pro fenolové skupiny [2].
Tryptofol stanovili tito autofi reakci s vani-
linsirovou kyselinou a 2-fenylethanol meto-
dou Kapellera — Adlera [3]. ProtoZe viak ne-
byli schopni stanovit pfitomné aromatické
alkoholy paralelné, byli nuceni pouZit k je-
jich rozdéleni sloupcovou chromatografii.

McFarlane a Thompson [4] vyuZili pro
kvantitativni dikaz 2-fenylethanolu klasic-
kou destilaci vzorku piva. Po extrakci desti-
latu dichlormethanem odpafili rozpoustédlo
a provedli nitraci analytu smési KNO,
a H,S0,. 2-fenylethanol stanovili spektrofo-
tometricky [3]. Pro stanoveni tyrosolu
a tryptofolu vsak pouZzili pivo odhoicené
smési isooktanu a kyseliny chlorovodikové.
Odhofcené pivo extrahovali ethylacetatem.
Zbytek po oddestilovani ethylacetitu vytre-
pali do chloroformu a preistili na sloupci
o slozeni H,SiO;, Celit a AlL,O;. Trypto-
fol se na sloupci nesorboval, tyrosol byl
eluovan ethylacetitem. Tryptofol autofi sta-
novili spektrofotometricky reakci s vani-
linchlorovodikovou kyselinou, tyrosol Millo-
novym ¢inidlem nebo Pauliho diazo¢inidlem.

Stejny analyticky postup jako McFarlane
a Thompson [4] uZila i Polednikové [5] pro
studium tvorby vy3Sich aromatickych alko-
holt RD mutanty produkénich kmeni Sac-
charomyces carlsbergensis.

Pro selektivni stanoveni 2-fenylethanolu
byly publikovéiny metody Ayriipii a Steven-
sena [6]. Nykanen [7] uzil plynovou chro-
matografii pro stanoveni tyrosolu a trypto-
folu.

V kazdém pripadé je vSak kvalita dosa-
zenych vysledki rozhodujicim zpisobem
ovlivnéna zvolenym izola¢nim postupem.

Za nejstarsi a nejcastéji pouZivany postup
izolace tékavych fenolu lze povazovat ex-
trakci v systému kapalina-kapalina. Kienin-
ger a Boeck [8] po destilaci piva, mladiny ¢i
upraveného vzorku sladu vodni parou pou-
Zili jako extrak¢ni cinidlo diethylether,
extrakt precistili na koloné pInéné oxidem
hlinitym a po proplachnuti diethyleterem za-

hustili eludt proudem dusiku. Koncentrat na-
stiikli na ndpliiovou kolonu Chromosorb
G AW DMCS s 5% Carbovax 20M. Pro de-
tekci pouZili plamenoionizaéni detektor
(FID). Timto zpisobem analyzovali tékavé
fenoly, jako napf. guajakol, fenol, 4-ethyl-
guajakol, kresoly atd.

Obdobné i Gohee a Alary [9] pouzili
shodnou metodu pro stanoveni tékavych fe-
nolickych latek v balzamu.

Rozsdhlou prici v oblasti pivovarstvi
uvefejnili Alvarez a kol. [10]. Autofi sta-
novili v pivu kromé tékavych alkoholi i ky-
seliny a jejich estery. Bylo porovnano pou-
ziti hexanolu a CS, jako extrakéniho
¢inidla. Obé latky poskytovaly shodné vy-
sledky pfi kvantitativni analyze C6-C10
mastnych kyselin a 2-fenylethylacetatu.
V piipadé 2-fenylethanolu se viak hexanol
ukadzal jako vhodnéjsi. CS, extrakt byl zis-
kdn metodou dle Stenroose [11]. Také Sz-
lavko [12,13] pouzila klasickou extrakci
pro stanoveni tyrosolu, tryptofolu a 2-fe-
nylethanolu. K extrakci byl pouzit ethyla-
cetit, emulze byla nasledné odstfedéna
a organicka vrstva po zakoncentrovani du-
sikem nastfiknuta na kolonu plnénou 10 %
silikonovou gumou UC-W98 na Diaportu
S. Detekce byla provedena pomoci detek-
toru FID. Tresl a kol. [14] se zabyvali izo-
laci a kvantitativnim stanovenim latek
vzniklych termickym Stépenim kyseliny fe-
rulové, sinapinové a p-kumarové kyseliny.
Pivo upravené na pH = 7,5 bylo extraho-
vano smési pentan-diethylether po dobu 48
hodin. Extrakt byl zakoncentrovian na va-
kuové odparce na 1/10 pavodniho objemu.
K rozdéleni smési byla vyuzita sloupcova
chromatografie s ruznymi nosi¢i. Po-
stupnymi zménami sloZeni elu¢niho roz-
toku tak byly ziskiny frakce o razné
skladbé fenolickych litek. Jednotlivé slou-
¢eniny byly detegoviany metodou plynové
chromatografie s FID detektorem. Pouzita
kolona byla ndpliiova se zakotvenou fazi
Chromosorb W-AW/DMCS, vizana faze:
8 % OV-17. Pro identifikaci jednotlivych
slou¢enin byl vyuZit hmotnostni spektro-
metr.

V posledni dobé se dostdvaji do popfedi
metody pracujici na principu extrakce na
pevné fazi, a to nejen pro svou jednoduchost,
pfesnost a rychlost, ale také diky moZnosti
ziskat analyty v Sirokém rozmezi koncent-
raci.

Saegusa a kol. [15] analyzovali guajakol
spolu s katecholem ze vzorku moce po ex-
trakci na kolonce Extrelut 3. Eluci provedli
dichlormethanem a vzorek odpafili proudem
dusiku. Odparek nasledné rozpustili v etha-
nolu a ziskany roztok nanesli na kolonku Do-
vex AGSOW-X4 (H* forma) a eluovali et-
hanolem. Eluat nasledné odpafili a rozpustili
v ethanolu a opét prevedli na kolonku Do-
vex AG1X-8 (acetitova forma) a eluci opét
provedli ethanolem. Po odpareni nadbytku
rozpoustédla dusikem zbytek derivatizovali
a vzniklé silylderivity analyzovali plyno-
vym chromatografem napojenym na hmot-
nostni spektrometr.

Velkou jednoduchosti se vyznaCovala
metoda Donhausera a kol. [ 16] pro stanoveni
neutralnich fenolt v pivu. Tékavé slozky
byly oddéleny z piva destilaci vodni parou
a naslednou extrakci na pevné fazi. Jednot-
livé ltky byly stanoveny plynovou kapilarni
chromatografii. Timto zpisobem byly sta-
noveny tékavé nepolarni fenoly 4-vinylgua-
jakol a 4-vinylfenol a dile netékavé feno-
lické slouceniny, fenol, p-kresol, guajakol,
tyrosol, tryptofol, 2-benzoxazolinon, iso-eu-
genol a syringol.

Metody kapilarni plynové chromatogra-
fie byly téZ s ispéchem pouzZity pfi stano-
veni 2-fenylethanolu v cidru [17] a ve vinu
[18].

Headspace techniky se s ohledem na fy-
zikédlné-chemické vlastnosti vy$Sich aroma-
tickych alkoholu a fenolickych slou¢enin
prakticky neuZivaji. Metoda vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC) se pfi
stanoveni vysSich aromatickych alkohola
v pivé prili§ ¢asto neuplatiuje, zato je hojné
vyuZiviana v biomediciné [19-21].

Stanovenim hlavnich fenolickych slozek
v olivovém oleji pomoci HPLC se zabyvali
Tsimidou a kol. [22] a Akasbi a kol. [23].

I pfes znacné mnoZstvi uvefejnénych
praci viak dosud nebyla publikovina metoda
umoZiiujici soucasné stanoveni viech Ctyf
aromatickych alkoholi v pivé.

2. EXPERIMENTALNI CAST

Ke stanoveni vy33ich aromatickych alko-
holi byla pfevzata metoda publikovani
Donhauserem a kol. [16], kterou v3ak bylo
s ohledem na naSe poZadavky nutné v hlav-
nich bodech podstatné pozménit (volba ji-
ného elu¢niho ¢inidla, novy teplotni pro-

gram apod.).
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2.1. Pouzité pristroje, zafizeni
a chemikalie

Pristroje a zarizeni:

— plynovy chromatograf: Chrompack CP
9001 (Chrompack)

— olejova vyvéva

— zafizeni pro extrakci na pevné fazi (SU-
PELCO)

— extrakéni kolonky:
LiChrolut RP-18 (500mg)
LiChrolut EN (200mg) (MERCK)
Separcol SI C18 (500mg) (ANAPRON)

— injek¢éni stiikacky 10, 250, 500 a 1000 Kl
(HAMILTON)

— pH-metr PHM 84 (Radiometer)

— dva chladici boxy

— ultrazvukova lazen

Chemikalie:

— methanol a ethylacetiat: (MERCK)

— acetonitril: (J.T. BAKER)

— chloroform: (ROMIL CHEMICALS)

— diethylether p.a.: (LACHEMA)

— roztoky hydroxidu sodného o koncentraci
10 mol/1 a 0,01 mol/l

—ethanol 96 % obj. (pouZit jako rozpou-
Stédlo chromatografickych standardi)

Chromatografické standardy:

— guajakol: (SIGMA-ALDRICH)

— tryptofol: (SIGMA CHEMICAL)

— tyrosol a 2-fenylethanol: (FLUKA)

— 4-ethylfenol: (FLUKA), (pouZit jako
vnitini standard)

3. VALIDACE NOVE ANALYTICKE
METODY

Vysledky analyz pfi stanoveni linearity
odezvy detektorli, vytéZnosti a opakovatel-
nosti byly vyhodnocovany metodou abso-
lutni kalibrace (metoda vnéjsiho standardu).
Metoda spociva v nastfiku znamych mnoz-
stvi vzorku a standardu za identickych
podminek do plynového chromatografu
a v nasledném porovnani ziskanych ploch
jednotlivych piku.

Metoda vnitiniho standardu byla pouZita
pro vyhodnoceni vytéZnosti a obsahu vys-
Sich aromatickych alkoholu v redlnych vzor-
cich. Za vnitini standard (IS) byl zvolen,
s ohledem na obdobné fyzikdlné-chemické
vlastnosti s latkami stanovovanymi, 4-ethyl-
fenol.

Podminky na plynovém chromatografu
byly nasledujici:

— chromatograficka kolona: kapilarni ko-
lona DB-5 s vazanou fazi, délka kolony
60 m, vnitfni primér 0,32 mm, tloustka
filmu 1 pm

— detektor: plamenoioniza¢ni (FID)

— teplota nastfiku: 220 °C

— teplota detektoru: 280 °C

—teplotni program: 60 °C (3 min) — 4 °C/min

— 130 °C (0 min) — 6 °C/min — 280 °C (10
min)

— nosny plyn: dusik, kvalita ECD grade

— pomocné plyny: vodik a vzduch, dusik —
pro zahusténi extraktu

Odezvové faktory jednotlivych stanove-

Tab. 1 Absolutni odezvové faktory a prislusné re-

tencni casy stanovenych ldtek

hydroxidem sodnym (¢ = 10 mol/l)
a bylo pfidano 0,5 ml vnitiniho stan-

dardu (4-ethylfenol, ¢ = 20593
mg/l v ethanolu 96 % obj.). Smés

byla pfevedena na kolonku, kterd

byla predtim kondicionovdna 2 ml

methanolu a poté 2 ml vody (pH =

8.5, upravené 0,01 mol/l hydroxidem

latka retenc¢ni ¢as R, | odezvovy faktor Rf;
(min)

guajakol 28.26 0,0713

2-fenylethanol 29,63 0,0626

4-ethylfenol (IS) 30,99 0,0519

tyrosol 39,01 0,0722

tryptofol 47,83 0,0613

sodnym). Pritok bylo moZzno urych-

nych latek Rf; definované jako podil kon-
centrace stanovené latky a pfislusné plochy
piku jsou obsaZeny v tab. 1.

Ovéreni linearity odezvy detektoru

Linearita odezvy detektoru byla ovéfena
standardnimi metodami pro koncentracni
rozmezi u guajakolu (0 az 40 mg/l), 2-feny-
lethanolu (0 az 1100 mg/l), 4-ethylfenolu
(0 az 1100 mg/l), tyrosolu (0 az 230 mg/l)
a tryptofolu (0 az 120 mg/l). V3echny latky,
v&etné interniho standardu, vykazovaly li-
nearni odezvu v celém koncentra¢nim inter-
valu. Korelaéni koeficienty stanovené po-
moci statistického softwaru ADSTAT byly
nasledujici: guajakol 0,998, 2-fenylethanol
0,999, 4-ethylfenol 0,999, tyrosol 0,997
a tryptofol 0,999.

Volba elu¢niho ¢inidla
Volba elu¢niho ¢inidla byla provedena na
kolonce SEPARCOL SI CI18 (500 mg), kdy
byla vzijemné porovnina eluéni rozpou-
$tédla diethylether, aceto-
nitril a ethylacetiat. Pro
lepsi prehlednost je na ob-
rdzcich 1 az 4 pouzito jed-
notné oznaceni analytu:

88388

1 - guajakol, 2 - 2-fe- &
nylethanol, 3 — 4-ethylfe- 3
nol, 4 —tyrosol, 5 — trypto- £
fol. U vSech stanovenych E. N
litek, vcCetné interniho "

standardu, byla vypodi-
tina vytéZnost metodou
vnéjsiho standardu jako o
podil rozdilu vysledkl
ziskanych u obohaceného
a slepého vzorku piva ke
skutecné hodnoté  pfi-
davku. Na obr 1 je
znazornén vysledek po-
rovndni vytéznosti jedno-
tlivych latek v zavislosti

lit pasobenim vakua. Po prichodu
vzorku byla kolonka promyta opét
2 ml vody (pH = 8,5) a vysuSena mirnym
proudem dusiku. Jakmile napli viditelné ze-
svétlala (znak dokonalého vysuSeni), nasle-
dovala eluce 2 ml rozpoustédla. Obsah byl
kone¢né zakoncentrovan proudem dusiku na
objem 150-300 pl a mikrostiikackou byl
zméfen jeho presny objem. Koncentrit byl
nasledné uzavien do ampulky. Na chroma-
tografickou kolonu bylo nastfikovano 1,5 ul
vzorku a chromatogram byl vyhodnocen
metodou vnéjSiho standardu. Takto byly zis-
kany tdaje o koncentraci viech latek (vCetné
interniho standardu) ve slepém vzorku.

Volba vhodné extrak¢ni kolonky

Po zvoleni ethylacetitu za nejvhodnéjsi
elu¢ni ¢inidlo bylo nutné vybrat vhodnou ex-
trak¢ni kolonku.

K dispozici byly nasledujici typy kolo-
nek:
— Separcol SI C18
— LiChrolut RP-18

— LiChrolut EN

slouc¢enina

O acetonitril @ ethylacetat B diethylether

Obr.1 DosaZené vytéZnosti vyssich alkoholit v zavislosti na
zvoleném elucnim cinidle

na pouZitém elu¢nim Ci-

nidle. Za modelovy roztok

poslouzil 4 % roztok et-

hanolu. S ohledem na do-
sazenou vytéznost a neto-
xi¢nost ethylacetatu byla
tato latka vybrina za
elu¢ni Cinidlo pro stano-
veni vysSich aromatic-
kych alkohold. Pracovni 1
postup byl nésledujici: Do
kadinky bylo napipeto-
vano 10 ml modelového
roztoku, jehoz pH bylo
upraveno na hodnotu 8,5

vytéinost (%)

typu kolonky

2 3 4 5
sloucenina

O Separcol C18 B LiChrolut RP-18 B LiChrolut EN

Obr. 2 DosazZené vytéZnosti vyssich alkoholii v zdvislosti na
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Tab. 2 Priimérné hodnoty, smérodamné odchylky, variacni koeficienty a intervaly spolehli-
vosti pro jednotlivé ldtky pFi opakovaném méreni.

prumérnd hodnota | smérodatna odchylka | variani koeficient | interval spolehlivosti
SI‘)S r

latka (mg/l) (mg/1) (mg/l)
guajakol 6.63 0,98 0.147 542-7,84
2-fenylethanol 39,83 2,24 0,059 36,9427 =
4-ethylfenol 19,86 1,73 0,087 17,7-22,0
tyrosol 3,63 0,32 0,089 3,23-4,04
tryptofol 12,16 1,03 0,084 10,88-13.43

Zpusob provedeni extrakce i vyhodno- Chromatogramy standardi a redlného

ceni ziskanych vysledka byl shodny s pfe-
deSlym. Ménény byly pouze jednotlivé ko-
lonky. Eluéni ¢inidlo bylo pouzito vzdy
stejné, tj. ethylacetat.

DosaZené vytéznosti na jednotlivych ko-
lonkach jsou uvedeny na obr. 2.

Zjisténi vytéznosti, opakovatelnosti,

vzorku piva jsou uvedeny na obr. 3 a 4.
VytéZnost metody byla u redlnych vzorku
piv stanovena postupem obdobnym jako
v pfipadé volby vhodného elué¢niho ¢inidla.
U slepého vzorku bylo pouze nutné zméfit
objem kone¢ného koncentritu tak, aby bylo
mozZné spocitat koncentraci jednotlivych la-
tek. Kromé metody vnitiniho standardu byly

meze detekce a meze stanoveni hodnoty stanoveny téZ metodou standardu M
u realnych vzorki piv vnéjsiho. Vypoctené vytéZnosti z vysledka
Opakovatelnost metody byla ovéfena pro  ziskanych pomoci vnéjiiho i vnitiniho stan-
jednotlivé analyty analyzou péti shodnych dardu jsou uvedeny v fab. 3. U viech vzorki
vzorki piv fortifikovanych znimym pfidav- bylo pouzito jako plivodni matrice 12 % 'y
kem standardu. pivo. P l«*’“ J
Pracovni postup byl nasledujici: Vzorek Meze detekce a meze stanoveni v pivu _j LN
piva byl zfiltrovin pfes skladany filtrani a koncentratu byly vypoéteny z chromato- = e - - - -
papir s piidavkem kfemeliny a odplynén gramu standardu jako troj- a desetinisobek = & b= = pe e

sonifikaci na ultrazvukové lazni. Dalsi po-
stup byl totoZny s vyse uvedenym postu-

pem.
Ziskané vysledky jsou uvedeny v rab. 2.

Sumu. Hodnoty jsou uvedeny v rab. 4.

4. ZAVER

V ramci priace zabyvajici se studiem
tlohy kvasni¢ného kmene pfi vzniku senzo-
ricky aktivnich vyS8ich alkohola v pivé byla
vypracovana a validovina metoda umoZiu-

Obr. 4 Chromatogram redlného vzorku 12%
svetleho leZdaku

nylethanolu, tyrosolu a tryptofolu v mladiné

jici, narozdil od metod dfive publikovanych, a pivé.
soucasné kvantitativni stanoveni ¢ty jejich Odezva detektoru byla u viech stanove-
hlavnich pfedstaviteli, tj. guajakolu, 2-fe- nych litek v celém koncentraénim rozsahu
Tab. 3 VytéZnost metody jednotlivich ldtek (vyhodnoceno pomoci metody externiho a in-
terniho standardu)
cislo guajakol 2-fenylethanol 4-ethylfenol tyrosol tryptofol
méfeni % % Yo % %
ES IS ES IS ES IS ES IS ES IS
1 476 | 545 377 | 698 | 935 100 113 | 10,6 95,0 108,3
2 349 | 479 356 | 659 | 70,5 100 6,0 9.3 74,5 102,0
Ll 3 393 | 534 29,3 549 | 713 100 8.4 124 82,0 111,7
-+ 467" 513 64,7 | 66,6 | 84,2 100 10,2 114 84,7 105,6
o 5 354 | 495 22,7 1755617682 100 | 115 82,8 107,8
= “ prumérna
it 408 | 525 380 | 626 | 775 100 8,6 11,0 83,8 107,1
el 61 |38 | 16 |68 [109 | 0 |22 |12 |74 | 36
e
Tab. 4 Meze detekce a meze stanoveni jednotlivych ldtek v koncentrdtu (0,25 ml extrakiu
z 10 ml piva) a v pivu
N litka koncentrat (mg/1) pivo (mg/l)
mez mez mez mez
— L = detekce stanoveni detekce stanoveni
2 s s s s < |guajakol 53 177 13 44
< - S = s < | 2-fenylethanol 41 136 1,0 34
' 4-ethylfenol 38 127 0,9 3.2
Obr. 3 Chromatogram smési standardii Gl 5E ins St dA
(konc. 150 mg/“ tryptofol 76 254 1,9 6.4
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linedrni, coz umoziiilo pouZit jednobodovou
kalibraci. Koncentraéni rozsah byl zvolen
tak, aby postihl celou oblast, ve které se mo-
hou stanovené slozky vyskytovat jak béhem
kvaseni, tak i v hotovém pivu.

Vys8i aromatické alkoholy byly z piva
izolovany extrakci na pevné fazi. S ohledem
na dosaZené elucni vlastnosti, netoxi¢nost
a snadnou manipulovatelnost byl za elu¢ni
¢inidlo vybran ethylacetat.

Volba kolonky LiChrolut RP-18 byla vy-
sledkem kompromisu, nebof tato kolonka
vykazovala z porovnivanych kolonek dru-
hou nejvyssi vytéznost. Byla viak cenové do-
stupnéjsi nez kolonka LiChrolut EN. Z ¢isté
analytického hlediska vykazovala kolonka
LiChrolut EN bezesporu nejlepsi vysledky.

Intervaly spolehlivosti se na 95 % hladiné
spolehlivosti u jednotlivych vysSich alko-
holii pohybovaly v rozmezi:

guajakol 5,42-7,84 mg/l, 2-fenylethanol
36,9427 mg/l, 4-ethylfenol 17,7-22,0
mg/l, tyrosol 3,23-4,04 mg/l a tryptofol
10,88-13,43 mg/l.

VytéZnost navrZzené metody dosahovala
u jednotlivych litek nasledujicich hodnot:
guajakol 40,8 %, 2-fenylethanol 38,0 %, 4-
ethylfenol 77.5 %, tyrosol 8,6 % a tryptofol
83.8 %.

Pro v3ech pét latek byla stanovena mez
detekce a mez stanoveni, a to jak v pivu, tak
i v koncentratu pripraveném extrakci z 10 ml
vzorku piva. DosaZené hodnoty umoziuji
stanovit vySe uvedené latky, s vyjimkou ty-

rosolu, s dostate¢nou citlivosti a pfesnosti.
Pokud bychom v3ak pouzili k extrakci ko-
lonku LiChrolut EN, odpadlo by i toto ome-
zeni.

Kolisani vysledki vlivem nahodnych
chyb, zptisobenych napf. nehomogenitou na-
pIné extrakénich kolonek, 1ze predejit vyu-
Zitim metody vnitiniho standardu.

I pfes urcité nedostatky, zejména nizsi do-
saZenou vytéznost u tyrosolu, 1ze vy3e popsa-
nou metodu pouZit v béZné pivovarské praxi.

LITERATURA

[1] DREWS, B., SPECHT, H., SCH-
WARTZ, E.: Brauwissenschaft 18,
1965, s. 240: 19, 1966, s. 76.

[2] MILLON, E. C. R.: Acad.Sci.Paris 28,
1940.

[3] KAPELLER-ADLER, R.: Biochem. Z.
185, 1932, s. 252.

[4] McFARLANE, W. D., THOMPSON,
K. D.: J.Inst. Brew. 70, 1964, s. 497.

[5] KOZAKOVA-POLEDNIKOVA, M.:
Diplomovi préce, VSCHT Praha 1969.

[6] STEVENS, R.: J. Inst. Brew. 67, 1961,
s. 329.

[7] NYKANEN, L., PUPUTTI, E., SOU-
MALAINEN, H.: J. Inst. Brew. 24,
1966, s. 72.

[8] KIENINGER, H., BOECK, D.: Brau-
wissenschaft 30, 1977, s. 357.

[9] GOHEE, Y., ALARY, J.: Spectra 2000
10, 1985, s. 33.

[10] ALVAREZ, P, etal.: J. Am. Soc. Brew.
Chem. 52, 1994, s. 127.

[11] STENROOS, L. E., SIEBERT, K. J.,
MIELGARD, M. C.: J. Am. Soc. Brew.
Chem. 4, 1976, s. 34.

[12] SZLAVKO, C. M.: J. Inst. Brew. 79,
1973, s. 283.

[13] SZLAVKO, C. M.: J. Am. Soc. Brew.
Chem. 34, 1976, s. 59.

[14] TRESSL, R., KOSSA, T., RENNER,
R.: Proc. Eur. Brew. Conv., 1975,5s.737.

[15] SAEGUSSA, K., et al.. Biomed.
Chrom. 7, 1993, s. 172.

[16] DONHAUSER, S., et al.: Mschr. Brau-
wiss. 2, 1989, s. 88.

[17] MANGAS, J. J., et al.: Chromatografia
42, 1996, s. 101.

[18] WADA, K., SHIBAMOTO, T.: J. Ag-
ric. Food Chem. 45, 1997, s. 4362.
[19] MILLS, M. H., et al.: J. Chrom. Bio-

med. Appl. 50, 1986, s. 250.

[20] RAYNAUD, E., PEVET, P.: J. Chrom.
Biomed. Appl. 102, 1991, s. 103.

[21] CHIN, J. L.: J. Chrom. Biomed. Appl.
72, 1993, s. 206.

[22] TSIMIDOU, M., PAPADOPOULOS,
G., BOSKOU, D.: Food Chem. 44,
1992, s. 53.

[23] AKASBI. M., SHOEMAN, D. W,
CSALLANY. A. S.: J. Am. Oil Chem.
Soc. 70, 1993, s. 367.

Lektoroval Ing. Pavel Dostdlek, CSc.
Do redakce doslo 16. 11. 1998



