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 1 ÚVOD

Obilky ječmene obsahují dva typy lipidů: zásobní a funkční. Zásobní
lipidy, speciálně triglyceridy slouží jako zásobárna energie při mobi-
lizaci specifických enzymů při poškození, nákaze a dalších stresují-
cích faktorech nebo při klíčení. Když jsou zrna ječmene poškozena
nesprávným skladováním nebo jsou vystavena určitým mikroorga -
nismům, může dojít k degradačním reakcím lipidů. Tyto reakce mohou
být katalyzovány vlastními endogenními enzymy zrna nebo enzymy
mikroorganismů v závislosti na environmentálních podmínkách nebo
poškození. Lipasa a lipoxygenasa jsou dva hlavní enzymy ovlivňující
degradaci lipidů v zrnech ječmene [1].

Hydrolýza triglyceridů je katalyzována lipasami, které jsou v zrnu
vždy přítomné. Mezi nepříznivé efekty jejich aktivity patří především
změny v chuti a aroma potravin, rostoucí acidita olejů a uvolnění ne-
nasycených mastných kyselin, které jsou oxidovány lipoxygenasami
[1, 2].

Specifickým substrátem lipoxygenasy je cis,cis-1,4-pentadiennová
struktura, kterou je možno nalézt u mastných kyselin jako je linolová,
linolenová nebo arachidonová kyselina, degraduje je buď na volné
kyseliny, triglyceridy nebo methyl (ethyl) estery. Primární produkty
jsou opticky aktivní cis-trans-konjugované hydroperoxidy. Tyto hydro-
peroxidy jsou tvořeny radikálovým mechanismem a jsou buď rozlo-
ženy, nebo dále oxidovány na sekundární produkty jako jsou alkoholy,
kyseliny, ketony nebo aldehydy, které mohou nepříznivě ovlivnit nut-
riční hodnotu, aroma, chuť a kvalitu potraviny [1, 2].
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 1 INTRODUCTION

Barley caryopses contain two types of lipids: storage and functional.
Storage lipids, especially triglycerides, serve as a reservoir of energy
for mobilization of specific enzymes at damage, infection and other
stress factors and during germination. Lipid degradation reactions can
occur when barley grains are damaged by incorrect storage or ex-
posed to certain microorganisms. These reactions can be catalyzed
by endogenous enzymes of the grain or the enzymes from microor-
ganisms depending on the environmental conditions or damage. Li-
pase and lipoxygenase are two principal enzymes affecting the degra-
dation of lipids in barley grains [1].

Hydrolysis of triglycerides is catalyzed by lipases which are always
present in a grain. Adverse effects of their activity then include
changes in food taste and aroma, increasing oil acidity and releasing
unsaturated fatty acids oxidized by lipoxygenases [1, 2]. 

Lipoxygenase reacts specifically only with cis, cis-1,4-pentadiene
structures, which can be found in fatty acids such as linoleic, linolenic
or arachidonic acids, it degrades them either to free acids, triglyc-
erides or methyl (ethyl) esters. The primary products are optically ac-
tive cis-trans-conjugated hydroperoxides. These hydroperoxides are
formed by a radical mechanism and they are either degraded or fur-
ther oxidized to secondary products, such as alcohols, acids, ketones
or aldehydes which can have an unfavorable impact on a nutritional
value, aroma, taste and quality of food [1, 2].

Aldehyde trans-2-nonenal is a principal component contributing to
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V uskladněném pivu je základní složkou podílející se na chuti žluk-
lého másla aldehyd trans-2-nonenal (obr. 1) [3, 4]. Mechanismus
tvorby trans-2-nonenalu v pivu je enzymatická nebo neenzymatická
oxidace a oxidace volných mastných kyselin, kde svou roli sehrává
právě lipoxygenasa [5].

Vzhledem k tomu, že aldehyd trans-2-nonenal je základní složkou
podílející se na změnách chuti ve skladovaném pivu, byla optimali-
zována metoda automatické HS-SPME-GC pro stanovení této látky
v pivu a pivovarských surovinách [6, 7]. Pro HS-SPME bylo
porovnáváno 5 různých vláken (100 μm PDMS, 65 μm PDMS/DVB,
85 μm CAR/PDMS, 50/30 μm DVB/CAR/PDMS, 85 μm PA) [8, 9].

Analýza vzorků byla provedena metodou HS-SPDE-GC-FID
s vláknem PDMS/DVB.

 2 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST

2.1 Použité chemikálie a standardy

Trans-2-nonenal – Sigma, USA; ethanol – Sigma, USA; NaCl –
Sigma, USA; deionizovaná voda.

2.2 Materiál a přístroje

Materiál
Pro sledování obsahu trans-2-nonenalu v obilkách ječmene,

sladech a pivech bylo analyzováno celkem 54 vzorků, 21 odrůd
ječmene, 21 sladů z nich vyrobených a 12 piv.

Přístroje a pomůcky
Laboratorní mlýnek na jemné mletí – Retsch, Německo; analytické

váhy – Mettler Toledo, USA; chlazená centrifuga – Sigma, Německo;
vialky s víčky pro head space a uzavírací kleště 20 ml – CRS, USA;
plynový chromatograf Trace Ultra s FID detektorem – Thermo Scien-
tific, USA; autosampler CombiPal – CTC Analytics, Švýcarsko; ply-
nový chromatograf Trace Ultra s hmotnostním detektorem – Thermo
Scientific, USA; kapilární kolona Supelcowax (30 m x 0,25 mm I.D.,
0,25 μm) – Supelco, USA; SPME vlákna (100 μm PDMS, 65 μm
PDMS/DVB, 85 μm CAR/PDMS, 50/30 μm DVB/CAR/PDMS, 85 μm
PA) – Chromtech, Německo.

2.3 Optimalizace HS-SPME extrakce stanovení obsahu 
trans-2-nonenalu

Pro HS-SPME extrakci trans-2-nonenalu byl optimalizován typ
SPME vlákna, teplota extrakce, doba extrakce a vliv přídavku NaCl
na výtěžnost extrakce. Optimalizace byly prováděny s vodným roz-
tokem, který obsahoval 10 μg standardu trans-2-nonenalu v 5 ml. Pro
extrakci bylo testováno celkem pět SPME vláken: 100 μm PDMS, 65

off-flavor and odor of rancid butter in stored beer (Fig. 1) [3, 4]. Mech-
anism of trans-2-nonenal formation in beer is enzymatic or non-en-
zymatic oxidation and oxidation of free fatty acids where lipoxygenase
plays an important role [5].

Considering the fact that the aldehyde trans-2-nonenal is a principal
substance contributing to changes in taste of stored beer, the auto-
mated headspace solid phase microextraction technique coupled with
gas chromatography (HS-SPME-GC) for the determination of this
substance in beer and brewing materials was optimized. Five types
of fibers were compared for the HS-SPME (100 μm PDMS, 65 μm
PDMS/DVB, 85 μm CAR/PDMS, 50/30 μm DVB/CAR/PDMS, 85 μm
PA) [8, 9].

The samples were analyzed with the HS-SPME-GC-FID technique
using the PDMS/DVB fiber.

 2 EXPERIMENTAL

2.1 Chemicals and standards used

Trans-2-nonenal – Sigma, USA; ethanol – Sigma, USA; NaCl –
Sigma, USA; deionized water.

2.2 Material and instrumentation

Material
A total set of 54 samples (21 barley varieties and 21 malts produced

from them and 12 beers) was analyzed and content of trans-2-nonenal
in barley caryopses, malts and beers were determined.

Instrumentation
A laboratory mill for fine grinding – Retsch, Germany; analytical

balances – Mettler Toledo, USA; cooling centrifuge – Sigma, Ger-
many; head space vials (2 ml) and crimping pliers (20 ml) – CRS,
USA; gas chromatograph Trace Ultra with FID detector – Thermo Sci-
entific, USA; autosampler CombiPal – CTC Analytics, Switzerland;
gas chromatograph Trace Ultra with mass detector – Thermo Scien-
tific, USA; capillary column Supelcowax (30 m x 0,25 mm I.D, 0.25
μm) – Supelco, USA; SPME fibers (100 μm PDMS, 65 μm PDMS/DVB,
85 μm CAR/PDMS, 50/30 μm DVB/CAR/PDMS, 85 μm PA)-
Chromtech, Germany.

2.3 Optimization of HS-SPME extraction for determination of
trans-2-nonenal content

For HS-SPME extraction of trans-2-nonenal, the type of a SPME
fiber, extraction temperature, extraction time and the amount of added
NaCl on extraction yield were tested and optimized. The optimization
was performed with an aqueous solution containing 10 μg of trans-
2-nonenal standard in 5 ml. Following five types of SPME fibers were
tested: 100 μm PDMS, 65 μm PDMS/DVB, 85 μm CAR/PDMS,
50/30 μm DVB/CAR/PDMS, 85 μm PA. Fig. 2 shows the affinity of the
individual fibers for trans-2-nonenal extraction.

Fig. 3 shows the dependency of extract yield efficiency of trans-2-
nonenal on the sample temperature during extraction. The highest
extraction efficiency was achieved at the sample temperature of 60 °C.

The effect of the extraction time of trans-2-nonenal at 60 °C is shown
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Obr. 1 Aldehyd trans-2-nonenal / Fig. 1 Aldehyde trans-2-nonenal

Obr. 2 Výběr SPME vlákna pro extrakci trans-2-nonenalu / Fig. 2
Choice of the SPME fiber for the extraction of trans-2-nonenal

Obr. 3 Vliv teploty extrakce na výtěžnost SPME extrakce / Fig. 3 Effect
of the extraction temperature on the efficiency of SPME extraction



μm PDMS/DVB, 65 μm CAR/PDMS, 50/30 μm DVB/CAR/PDMS,
85 μm PA. Afinita jednotlivých vláken pro extrakci trans-2-nonenalu
je znázorněna na obr. 2.

Na obr. 3 je znázorněna závislost výtěžnosti extrakce trans-2-none-
nalu na teplotě vzorku při extrakci. Největší výtěžnosti bylo dosaženo
při teplotě vzorku 60 °C.

Vliv doby extrakce trans-2-nonenalu při 60 °C je znázorněn na
obr. 4. Z grafu je patrné, že největší výtěžnosti bylo dosaženo při ex-
trakci po dobu 20 minut.

Při optimalizované teplotě a době extrakce byl sledován vliv pří-
davku (koncentrace) NaCl v analyzovaném vzorku na výtěžnost ex-
trakce (obr. 5). Největší výtěžnost extrakce trans-2-nonenalu byla při
přídavku 1,5 g NaCl do vialky se vzorkem. 

2.4 Stanovení obsahu trans-2-nonenalu v obilkách ječmene
a ve sladu

Do zábrusové Erlenmayerovy baňky bylo naváženo cca 5 g pom-
letého vzorku zrna ječmene nebo sladu, bylo přidáno 50 ml deioni-
zované vody a po uzavření zábrusovou zátkou byl vzorek extrahován
na laboratorní třepačce po dobu 15 minut. Po extrakci byl vzorek
převeden do centrifugační zkumavky a za chladu byl při vysokých
otáčkách centrifugován 15 minut. Do 20 ml head space vialky bylo
naváženo 1,5 g NaCl a vloženo magnetické míchadlo. Do takto
připravené vialky bylo napipetováno 5 ml supernatantu a vialka byla
uzavřena kovovým víčkem se septem. Takto připravený vzorek byl
analyzován metodou automatické HS-SPME-GC-FID.

2.5 Stanovení obsahu trans-2-nonenalu v pivu

Do 20 ml head space vialky bylo naváženo 1,5 g NaCl a vloženo
magnetické míchadlo. Do takto připravené vialky bylo napipetováno
5 ml vychlazeného piva. Takto připravený vzorek byl analyzován
metodou HS-SPME-GC-FID.

2.6 Instrumentace a chromatografické stanovení

Analýzy vzorků byly prováděny na plynovém chromatografu (Trace
GC Ultra, Thermo Finigan) s plamenoionizačním detektorem. K se -
paraci analyzovaných látek byla použita kapilární kolona Supelcowax
(30 m x 0,25 mm I.D, 0,25 μm – Supelco, USA) s následujícím teplot-
ním programem: počáteční teplota 50 °C po dobu 2 min, nárůst teploty
8 °C.min-1 do 200 °C, setrvání 5 min. Průtok nosného plynu He byl
1,5 ml.min-1. Kalibrační křivka byla lineární v rozsahu 0,03 do 3,4 μg.l-1

s korelačním koeficientem 0,9998 (obr. 6).

 3 VÝSLEDKY A DISKUSE

Pro SPME extrakci trans-2-nonenalu byl optimalizován typ SPME
vlákna, teplota extrakce, doba extrakce a vliv přídavku NaCl na
výtěžnost extrakce. Nejvyšší afinitu pro extrakci trans-2-nonenalu
mělo vlákno PDMS/DVB. 

Na základě experimentálních výsledků byla pro stanovení obsahu
trans-2-nonenalu v obilkách ječmene, sladech a pivech zvolena
metoda automatické HS-SPME-GC-FID s vláknem PDMS/DVB, doba
extrakce 20 minut při teplotě 60 °C s přídavkem 1,5 g NaCl. Metoda

in Fig. 4. From the figure, it is evident that the highest extraction yield
was achieved at the extraction for 20 minutes.

The effect of NaCl concentration in the analyzed sample on the ex-
traction yield was studied at the optimized extraction temperature and
time (Fig. 5). The highest extraction efficiency of trans-2-nonenal was
achieved with the addition of 1.5 g of NaCl.

2.4 Determination of trans-2-nonenal content in barley grain
and malt

A ground sample of barley or malt (± 5 g) was weighed into an Er-
lenmayer flask, 50 ml of deionized water was added and the flask
was closed. The sample was then extracted in a laboratory shaker
for 15 minutes. After the extraction, the sample was transferred into
a centrifuge tube and centrifuged at high-speed rotation at low tem-
perature for 15 minutes. NaCl (1.5 g) was added into a 20 ml head
space vial and a magnetic stirrer was inserted. 5 ml of supernatant
was then pipetted into the vial. The vial was closed with a metal cap
with septum and the sample was analyzed using the HS-SPME-GC-
FID method. 

2.5 Determination of trans-2-nonenal content in beer

1.5 g of NaCl was weighed out into a 20 ml beer head a space vial
and a magnetic stirrer was inserted. 5 ml of cooled was then added
with a pipette into the vial and the sample was analyzed using the
HS-SPME-GC-FID. 

2.6 Instrumentation and chromatographic determination 

The gas chromatograph Trace GC Ultra with a flame ionization de-
tector was used for the assessment of trans-2-nonenal in samples.
For separation of the analyzed substances, the column Supelcowax
(30 m x 0.25 mm I.D, 0.25 μm – Supelco, USA) with following thermal
regime was used” initial temperature 50 °C for 2 min, then increase
in temperature of 8 °C.min-1 to 200 °C, held for 5 min. The flow rate
of helium carrier gas was 1.5 ml.min-1. The calibration curve was linear
in the range from 0.03 to 3.4 μg.l-1 with the correlation coefficient of
0.9998 (Fig. 6).

 3 RESULTS AND DISCUSSION

A type of the SPME fiber, extraction temperature and time and the
effect of NaCl addition on extraction yield were optimized for SPME
extraction of trans-2-nonenal. The PDMS/DVB fiber had the highest
affinity for trans-2-nonenal extraction. 

Based on the experimental results, the automated HS-SPME-GC-
FID method with the PDMS/DVB fiber, time of extraction 20 minutes
at 60 °C and with the addition of 1.5g NaCl was chosen for the de-
termination of trans-2-nonenal content in barley caryopses, malts and
beers. The HS-SPME-GC-FID method with the PDMS/DVB fiber for
the determination of trans-2-nonenal content in a barley caryopsis,
malt and beer was validated. Validation parameters are given in Tab.1.

A total set of 54 samples (21 barley varieties and 21 malts produced
from them and 12 beers) was analyzed and contents of trans-2-none-
nal in barley caryopses, malts and beers were determined with the

K V A S N Y P R U M .
roč. 56 / 2010 – číslo 11–12430 Stanovení obsahu trans-2-nonenalu v zrnu ječmene, sladu a pivu

Obr. 4 Vliv doby extrakce na výtěžnost SPME extrakce / Fig. 4 Effect
of the extraction time on the efficiency of SPME extraction

Obr. 5 Vliv přídavku NaCl na plochu píku trans-2-nonenalu / Fig. 5
Effect of the NaCl addition on peak area of trans-2-nonenal



optimized HS-SPME-GC-FID method with the PDMS/DVB fiber. Fig.7
shows a chromatogram of the determination of trans-2-nonenal in
a beer sample using the automated HS-SPME-GC-FID method with
the PDMS/DVB fiber.

Tab. 2 summarizes the results of trans-2-nonenal in barley and malt
samples. Trans-2-nonenal content in barleys ranged from 0.28 – 3.06
μg.kg-1, in malts it varied from 8.90 – 38.54 μg.kg-1. Multiply higher
trans-2-nonenal content in malt versus the barley grain was caused
by an increased enzymatic activity at malting.

Tab. 3 summarizes the results of trans-2-nonenal content in beer
samples. The highest trans-2-nonenal content was determined in non-
alcoholic beers and the lowest values were found in dispensed beers.

 4 CONCLUSIONS

Tran-2-nonenal content was determined in 21 barley varieties, 21
malts made from them and 12 beers using the optimized automated
HS-SPME-GC-FID method with the PDMS/DVB fiber.

Trans-2-nonenal contents in barleys ranged from 0.28 – 3.06 μg.kg-1,
in malts it moved from 8.90 – 38.54 μg.kg-1. The highest trans-2-none-
nal content was determined in non-alcoholic beers and the lowest in
dispensed beers.
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HS-SPME-GC-FID s použitím vlákna PDMS/DVB pro stanovení ob-
sahu trans-2-nonenalu v obilce ječmene, sladu a pivu byla validována,
validační parametry jsou uvedeny v tab. 1.

Pro sledování obsahu trans-2-nonenalu v obilkách ječmene,
sladech a pivech bylo analyzováno celkem 54 vzorků. Z toho 21 odrůd
ječmene, 21 sladů z nich vyrobených a 12 piv. Obsah trans-2-none-
nalu ve vzorcích byl stanoven optimalizovanou HS-SPME-GC-FID
metodou s vláknem PDMS/DVB. Obr. 7 zobrazuje ukázkový chro-
matogram stanovení trans-2-nonenalu ve vzorku piva metodou auto-
matické HS-SPME-GC-FID s vláknem PDMS/DVB.

Výsledky obsahu trans-2-nonenalu ve vzorcích ječmene a sladu
jsou uvedeny v tab. 2. V ječmenech se obsah tran-2-nonenalu pohy-
boval v rozmezí 0,28 – 3,06 μg.kg-1 ve sladech v rozmezí 8,90–38,54
μg.kg-1. Několikanásobně vyšší obsah trans-2-nonenalu ve sladu
oproti zrnu ječmene je způsoben zvýšenou enzymatickou aktivitou
při sladování.

V tab. 3 jsou uvedeny výsledky obsahu trans-2-nonenalu ve vzor-
cích piva. Nejvyšší obsah trans-2-nonenalu byl zjištěn u piv nealko-
holických a nejnižší obsah v pivech výčepních.

 4 ZÁVĚR

V 21 odrůdách ječmene, 21 sladech z nich vyrobených a 12 pivech
byl stanoven obsah trans-2-nonenalu optimalizovanou metodou au-
tomatické HS-SPME-GC-FID s vláknem PDMS/DVB.

V ječmenech se obsah trans-2-nonenalu pohyboval v rozmezí 0,28
– 3,06 μg.kg-1, ve sladech v rozmezí 8,90–38,54 μg.kg-1. Nejvyšší ob-
sah trans-2-nonenalu byl zjištěn u piv nealkoholických a nejnižší ob-
sah v pivech výčepních.
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Vzorek / Sample LOQ LOD RSD (%)

Ječmen a slad / 15·10-2 μg.kg-1 5·10-2 μg.kg-1 8.3
Barley and Malt

Pivo / Beer 15·10-3 μg.l-1 5·10-3 μg.l-1 9.5 

Tab. 1 Validační parametry stanovení trans-2-nonenalu / Validation
parameters of trans-2-nonenal determination

Obr. 6 Kalibrační křivka trans-2-nonenalu / Fig 6 Calibration curve of
trans-2-nonenal

Obr. 7 Ukázka chromatogramu stanovení trans-2-nonenalu v pivu
metodou automatické HS-SPME-GC-FID s vláknem PDMS/DVB /
Fig. 7 A chromatogram of trans-2-nonenal determination in beer us-
ing the automated HS-SPME-GC-FID method with the PDMS/DVB
fiber

Odrůda ječmene / Trans-2-nonenal (μg.kg-1)
Barley variety Ječmen / Barley Slad / Malt

Wikingett 1.14 17.26 

Troon 0.98 23.93 

Cruiser 1.24 10.29 

Bellevue 0.97 29.43 

Biatlon 1.39 18.16 

Mauritia 0.81 27.59 

Ebson 0.83 38.54 

NFC Tipple 0.89 10.31 

Westminster 1.42 15.66 

Publican 0.30 8.90 

Marthe 1.74 26.86 

Maltasia 3.06 12.07 

Lissane 0.96 10.96 

Musikant 0.28 15.82 

Xanadu 1.18 2.77 

Jersey 0.59 22.38 

Malvaz 0.16 23.96 

Binder 0.24 61.70 

Tepelský 421 0.65 13.96 

Ratbořský 0.38 9.07 

Timori 0.96 1.89

Tab. 2 Obsah trans-2-nonenalu ve vzorcích ječmene a sladu / Trans-
-2-nonenal content in barley and malt samples



Stanovení obsahu trans-2-nonenalu v zrnu ječmene, sladu a pivu

Poděkování
Prezentované výsledky jsou součástí řešení výzkumného projektu NAZV MZe ČR pod iden-

tifikačním kódem QH 81056.
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Vzorek / Světlé výčepní Světlý ležák Nealkoholické
Sample pivo / Pale / Pale lager pivo /

dispensed beer (n=4) Nonalcoholic
beer (n=4) beer (n=4)

Trans-2-nonenal (μg.l-1) 1.01 – 3.44 1.06 – 4.02 3.39–20.28

Tab. 3 Obsah trans-2-nonenalu ve vzorcích piva / Trans-2-nonenal content in beer samples
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