SPME pri sledovani (,,traceability*)
potravinarskych produktu.
Pripadova studie: Olivovy olej

»Pojem ,,TRACEABILITY*
e co je a k Cemu slouzi
 PDO, PGI, TSG logo
> Projekt TRACE S
e hlavni cile 7
QD 7,

> OLIVOVY OLEJ
e charakterizace — chemické slozeni
e faktory ovliviiujici chemické slozeni
e chemicke sloZeni — prostredek pro rozliseni oleju?

»>VLASTNI APLIKACE — HS-SPME olivovych oleji
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> TRACEABILITY = DOHLEDATELNOST

e co je a k Cemu slouzi

Potraviny — EU Smérnice EC/178/2002:
Schopnost zpétné dohledat puvod a sledovat potraviny, krmiva a
jejich sloZky ve vSech krocich vyroby, zpracovani a distribuce.

g‘% »FROM THE FORK TO THE FARM* @ci
Y=Y

Informovanost ,,one step back-one step forward*

* urceni puvodu zavadnych vyrobku — rychlé odstranéni z trhu
 ochrana pred zneuzitim znacek a falSovanim vyrobku

 poskytnuti informaci o specifickém charakteru vyrobku
spotrebiteli
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> TRACEABILITY = DOHLEDATELNOST

e co je a k Cemu slouzi

Eislo wrobkd wuatelne | makro |
na pokladné pfi necitelnosti
EAN kadu
kiod wviyrobku

kod konkreétniho zaméstnance ; ,,
odpovédného za baleni kod odbératele

\ weminneess  farma odkud pochaz

O D BB ks porazeny kus

tas zabaleni wrobku c:_:'z . "—_‘_‘::)

EDI — elektronicka vyména dat (Electronic Data Interchange)
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> TRACEABILITY = DOHLEDATELNOST
 PDO, PGI, TSG logo

»LOCAL FOODS* —rok 1992 - EU ..loga kvality*
(http://europa.eu.int/comm/agriculture/qual/en/pgi-11en.htm)

 PDO (Protected Designation of Origin) — potraviny vyrabéné,
zpracovavané a pripravované na daném uzemi danym know-
how

* PGI (Protected Geographical Indication) — svazano s uzemim
alespon v jedné z fazi vyroba-zpracovani-priprava (Budéjovickeé
pivo, Budéjovicky mést’ansky var, Ceskobudéjovické pivo).

 TSG (Traditional Speciality Guaranteed ) — neodkazuje na
puvod, ale zdurazinuje tradi¢ni charakter bud’ sloZeni vyrobku
nebo zpisobu vyroby
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> Projekt TRACE = s FraREWORK
J o 7& E:é? PROGRAMME
[ ] hlavnl Clle ra C e Y FOOD QUALITY AND SAFETY

‘TRACING FOOD COMMODITIES IN EUROPE’
(5 let, koordinator P. Brereton CSL (UK), 13 WP)

 poskytnuti konzumentiim kompletnich dat o potravinach
* vyvoj analytickych metod umoznujicich urceni a ovéreni
puvodu potravin -‘fingerprinting a profilling’ metody

(NMR, NIR spektroskopie, SPME/GC)

e zaméreni na mineralni vody, cerealie, med, olivovy olej,
maso, drubez a dalsi

—
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> OLIVOVY OLEJ

e charakterizace — chemicke slozeni

Olivovnik evropsky (Olea europea L.)

Standard EEC 2568 (1991):

Chemicka analyza

®m Majoritni slozky (95%) — triglyceridy, mastné kyseliny
(> 70% mononenasycené, cca 10% polynenas., cca 14% nasycen¢)
estery MK

® Minoritni slozky (5 %) - tokoferoly (vitamin E), fenoly,
steroly, flavonoidy, tékaveé sloucCeniny - sloZky aroma

=== —_— — —_— —
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> OLIVOVY OLEJ

e charakterizace — chemicke slozeni

TEKAVE SLOUCENINY - SLOZKY AROMA
primé metabolity MK a AK

Cs a C; tékavé slouceniny — ,,zelena viiné*

- aldehydy (pentanal, hexanal, (E)-2-hexenal)

- alkoholy (ethanol, hexanol, (Z)-3-hexen-1-o0l, (E)-2-hexen-1-o0l)
- estery (hexylacetat)

- alifatické a aromatické uhlovodiky (hexan)

- ketony (3-pentanon)

- kyseliny (octova, hexanova)

Vznik ,,Lipoxygenazovou cestou* (LOX cesta)
- R _
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»> OLIVOVY OLEJ

e charakterizace — chemicke slozeni

»Lipoxygenazova cesta* (LOX)
LINOLENOVA KYSELINA LINOLOVA KYSELINA

lipoxygenasa

13-hydroperoxid

hydroperoxid hydroperoxid
IJV Nﬁa

(Z)-hex-3-enal * hexanal
alkohol RN - \isomemsa alkohol
dehydrogenasa ~~~_ . dehydrogenasa
v \A v
(Z)-hex-3-enol (E)-hex-2-enal hexanol
alkohol acetyl alkohol alkohol acetyl
transferasa dehydrogenasa transferasa
(Z)-hex-3-enyl acetat (E)-hex-2-enol he;('yl acetat
== - A ——
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»> OLIVOVY OLEJ

e charakterizace — chemicke slozeni

Dalsi cesty vzniku tékavych sloucenin

LOX cesta
j
e TEKAVE LATKY
Homolytickeé stépeni ﬂﬂl:> olivového oleje Metabolismus
13-hydroperoxidu +“— iy

/1N

= Autooxidace
Konverze AK Fermentace cukru

F. Angerosa a kol.: J.Chromat. A, 1054 (2004) 17-31

-
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> OLIVOVY OLEJ

e faktory ovliviiujici chemické slozeni

1. Agronomicke a klimatickeé vlivy

zdravi a zralost plodu, kultivar, klimatické podminky
(srazky, teplota), oblast puivodu

2. Technologicke vlivy
technika sbéru (ru¢ni/mechanicke trhani, sbér),
skladovani, myti, drceni, homogenizace,

separace (pridavek horké vody), skladovani

OBSAH PREKURZORU, ENZYMU A JEJICH AKTIVITA

EEEEE————— e ———
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> OLIVOVY OLEJ

e chemické slozeni — prostiedek pro rozliSeni oleji?

1. Tékave slouCeniny - spiSe kvantitativni rozdily
(E)-hex-2-enal, (E)-hex-2-enol (Z)-hex-3-enol, hexanal,
hexanol, nonanal, hexyl acetat a dalsi estery, a-pinen, [3-
ocimen, farnesen, ethylbenzen, ethyl furan,

A
2-methyl-4-pentenal *
dynamicky HS, destilace s H,O parou, SPME-GC (:.») | h
2. n-alkany — hl. lichy pocet C (C,,, C,5, C,,, C55) '
Zralost — nema vliv
Kultivar, rok sklizné — ma vliv

on-line LC-GC/FID metoda, primy nastrik oleje v pentanu

(O.Koprivnjak a kol.: Food Chem 90 (2005) 603-608)
-
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> Vlastni aplikace - HS-SPME OLIVOVYCH OLEJU
e CILE A PROVEDENE EXPERIMENTY

1. Optimalizace SPME metody pro analyzu tékavych
sloucenin olivoveho oleje
e vlakno, inkubace, extrak¢ni doba a teplota

2. HS-SPME / GC-ITD analyza oleji ruzného pivodu
e Vybér vhodnych slou¢enin pro porovnavani oleju

e Statisticke zpracovani ziskanych dat
e 'ytipovani vhodnych markeri pro rozliseni oleju dle piuivodu

3. HS-SPME / GCxGC-TOF analyza oleju riizného puvodu

e [dentifikace markeru
e Statisticke zpracovani ziskanych dat

4. Rozliseni oleju na zakladé analyzy tékavych sloucenin

=== - —_— e
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>HS-SPME OLIVOVYCH OLEJU
1. OPTIMALIZACE SPME

= VZOREK: 2 g olivového oleje v 10 ml HS lahvicce

= SPME: CombiPal (CTC)
- PDMS 100, PDMS/DVB 65, PDMS/CX/DVB 30/50, CWX/DVB 65
e inkubace 5, 10, 20, 30 min

- extrakéni doba 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60 min |)_
- extrakéni teplota 30, 40, 50, 70 °C
e desorpce 1 min pri 250 °C

= GC/ITD: Trace GC 2000, MSD Polaris Q
 kolona: HP-INNOWAX (30 m x 0,25 mm x 0,25 pim)
* detekce: Segment Scan (m/z 35 — 650)

S _
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>HS-SPME OLIVOVYCH OLEJU
1. OPTIMALIZACE SPME - vlakno PDMS/CX/DVB

INKUBACE 5 min

TEPLOTA SORPCE 40 °C

Tisice

Zavislost odezvy na dobé inkubace, 40 °C
Tisice PDMS-CX-DVB
40 000
35000 -
30 000 - ——‘\\
> 25000
P
2 20000 -
°© 15000 -
10 000 -
— ., .
5000
° b 4 j—,q
5 10 20 30
doba inkubace [min]

DOBA SORPCE
15 min

Zavislost odezvy na teploté sorpce,
PDMS-CX-DVB

7

30 40 50 70
teplota [°C]

odezva

Tisice
60 000
50 000 -
40 000
30 000
20000 A
10 000

Zavislost odezvy na dobé sorpce, 40 °C

PDMS-CX-DVB

%X

———% ——¢——¢

RSD <10%

(n = 6)

ocimen

5 15 30 50 60
doba sorpce (min)
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>HS-SPME OLIVOVYCH OLEJU
2. HS-SPME / GC-ITD analyza oleju ruzného puvodu

DODANE VZORKY OLIVOVEHO OLEJE
m 316 vzorkiu extra panenského ¢i PDO olivového oleje

® ruzné zemé puvodu pEe s
(Italie, Francie, Recko, Turecko, Spanélsko) @eg s

® ruzné kultivary

(Picual, Picudo, Morisca, Arbequino, Hojiblanca, Empeltre
Cornicabra, Serra de Espadan Lechin, Carboncella, Raja, Frantoio,
Leccino, Moraiolo, Pendolino, Coratina, Paesana Bianca, Paesana

Nera, Aurina, Olivastro, Rosicola, Gentile di Larino, Paranzana,...)

-
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>HS-SPME OLIVOVYCH OLEJU
2. HS-SPME / GC-ITD analyza oleju ruzného puvodu

VYBER VHODNYCH SLOUCENIN PRO
POROVNAVANI OLEJU

number of peak 05050036 05050037 05050038 05050039 05050040 05050041 05050042 05050043 4
314 835 146 312 260 974 202 560 1051 486 174 894 284 336 188 424 148 594

2 658 208 201 582 169 590 688 374 631 608 733 048 2517 411 4349751 686 974 440 695 201 949 726 688 146 762 511 616 2808 424
3 3325518
4 3150 437 2146 477 1945 341 1343 979 4101 055 5767 705 2986 183 6146 444 218774 344 681 3796 862
5 5577 448 4034 331 3793 848 5620 867 6 368 531 4812675 6448 136 5746 265 6874 909 5700 335 4702 025
6 2454 762 2217 085 3399 064 2020 718 3564 524 5426 965 2696 514 3262798 1 463 501 641 261 3501 651
7 1683727 1512010 2425 557 1361964 305 249 1511373 1883 151 1210 887 1901 092 2501 837 470 642
8 638 530 509 757 346 883 756 424 2281024 2604 383 689 495 682 445 469 863 539 290 1098 928
9 5345 514 3730458 5649 679 4737786 5585 958 4825 921 5142 922 4664 663 6516 379 6111739 4752 072
10 1114 752 1338 452 1069 365 1695 348 3786 366 3252122 260 566 2054 670 4358793 1958 604 3394 831
1 1964 870 1236 558 2557 374 2153 461 4157 063 7169 411 4027 828 5787 388 713790 942 508 2633 577
12 218735 170 326 255 632 347 245 225 845 228 872 175 502
13 432 284 317 520 268289 495 275 1204 390 872 228 412227 529 513 349 357 235 249 848 065
14 47 1 5227 2 207 324 10 2 5952 85 0, 6 1791715 8 733 361
15 7 5| OV 1bg 2Q8 1 1%@ S 53@ 1139 N4 2. 114 394 207 503
16 I E A l l E
17 478 829 469 340
18 420 140 565 662 394 772 439 421 798 821 795 494 269 830 683 540 347 606 440 683 462 454
19 1098 680 710 519 521 #60 \/738 877 2 328 606 W 2271023 952 566 697 824 922 186 902 624 1 688 787
20 5 o
21
22 86 946 oda 314 514
23 724 919 794 443 515 260 591 064 908 611 663 675 238 810 793 544 620 543 745 894 498 212
24 84 054 383 86 988 409 48 820 673 79 196 605 148 719 880 121176 430 30593 334 96 261 496 65 153 969 76 986 933 91509 784
25
26 163 112 84318 214052 239 622 295 779 210797 88 425 202 893 137 952 47 347 342 201
27 637 105 160 214 657 270 527 230 1156 945 802 697 311738 662 357 374 608 477 172 585 340
28 153 096 77 487 145 030 120 499 169 273 160 532 86 533 148 385 91403 117 956 136 575
29 69 407 62113 251474
30 80 512 123 302 152 124 78 531 188 933
31 78 490 62 407 97 097 151 180 137 049 79079 67 093 60 544 74 156 76 369 308 996
32 332334 436 126 516 764 715 684 425 049 700 961 124 585 509 417 1071 168 578 199 333 649
33 835 567 546 164 653 538 987 260 1992 074 1448 718 668 737 801974 775124 678 123 2134 288
34 116 779 125 855 459 887 197 190 265 802 254 760 112 640 91718 95 591 201 176
35 2131 959 1775 584 955 445 1 886 266 3190 701 2569 665 3108 252 1418 066 976 633 1009 649 1972 698
36 1274 440 773719 1524 630 1 346 362 1991973 1912 897 1743 860 1178 995 852 346 1125 470 2142 548
37 170783 104 101 241626 222 551 294 202 234 042 206 197 174 263 128 470 127 699 267 399
38 325 140 315624 190 329 316 490 557 289 434 282 75094 367 846 285 887 340 360 311193
39 5096 615 3494076 3040 614 4003 961 5221376 6 805 258 4839 868 3398 409 1703 914 2901 244 2247 175
40 1221425 1633 867 1035 275 3900 239 3175706 1489 716 39 077 1360 133 1023 739 1 949 887 2410 605
41 120 523 71265 117 594 142 712 123 986 102 442 112772 73479 46 502
42 1582723 38 549 1 551 201 1582611 2046 816 1629 619 1796 696 1530 812 1791 706 1722 160 1391 289
43 219243 114 011 191 880 276 098 387 756 234 842 490 454 227 193 141617 81726 549 621
a4 155 032 131675 171 663 209 736 168 105 155 761 123 529 177 528 149 232 80411 133 056
a5 31191 32 459 40107 40736 49 749 49913 41605 52006
46 12 148 375 11 880 548 9967 338 11 245 310 11 259 037 10 736 335 10 023 271 11333 532 10 298 854 10 145 587 9453 431
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>HS-SPME OLIVOVYCH OLEJU
2. HS-SPME / GC-ITD analyza oleju ruzného puvodu

STATISTICKE ZPRACOVANI NAMERENYCH DAT

®m CIL: nalezeni charakteristického chromatografického
vzoru (‘fingerprint’) u oleju ruzného puvodu,
umoznujiciho zpétné urceni puvodu neznamého oleje

m PROMENNE: zemé puvodu, producentska oblast,
kultivar, detekované slouceniny

NASTROJE: TRACE WP 6 :“...the specifications will be
statistical in nature and it will be difficult to present them in
a way that non-specialists can understand.

EEEEE————— e ———
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>HS-SPME OLIVOVYCH OLEJU
2. HS-SPME / GC-ITD analyza oleju ruzného puvodu

STATISTICKE ZPRACOVANI VICEROZMERNYCH DAT

= atd.

PCA - analyza hlavnich komponent
Postupna linearni diskriminacni analyza
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=1 : Ly 'L,__,__'_'!I' .
af ?nr((\?,*m{ﬁu(\:\ N u''l ) %‘E
i S i LTI oA (¥
|1“\’| Ilr(cP € pe & : ul ,1“?1
= 0 M Iy I B NV P S gt s “L‘l..;:w:.'ni
= | H'_]\l]&'\Fl GP N A L
{oig Ol e—
IS IURE E | u
A H"* A EI' E" [ ‘.'f
IUF i i ) :.‘h'.'
GoL {1 41 G T S N O (BN O LA LN N L (S NN O R [ [ (0 MO (O [ [N, o SO O | 0 : =L | ."-'-;
5 4 3 -2-1 01 2 3 45 6 7 8 910 s F - p
S — . d L T Y T
ttc; | semaem e 1ok |
— —
m vscr  SPMEAGC NOVE PERSPEKTIVY PRO APLIKACE, 19.1. 2006 %g
V PRAZE Katerina.Holadova@yvscht.cz SIGMA-ALDRICH




>HS-SPME OLIVOVYCH OLEJU ﬁ[l
2. HS-SPME / GC-ITD analyza olejii riizného pivodu

ILUSTRACE NAMERENYCH DAT
SROVNANI 4 OLEJU - Itilie, PDO Sabina Italia

MESTO NEROLA MESTO FARA SABINA
Oblast Lazio RM Oblast Lazio RI

I

05050046: kultivary =0 (5050039: kultivary

Raja, Carbonella, Leccino Carbonella, Raja, Leccino
05050047: kultivary 05050038: kultivary
neznameé Carbonella, Raja, Frantorio
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»>HS-SPME OLIVOVYCH OLEJU
2. HS-SPME / GC-ITD analyza oleji riizného pivodu

ILUSTRACE NAMERENYCH DAT: SROVNANI 4 OLEJU

C:\KATERINA_05\...\ek101005\vz05050047 11.10.2005 3:49:16

RT: 0,00 - 36,03
100 463 7.49 30,59 NL:

E 3,00E6
O C MS
80 5 375 Nel‘Ola 05050046 V05050045
g 60 —| 144 353 =
€ 40 5 “ _”33'24 35,39
E e 989 1148 1504 30,01 L
T o4 LN 1828 1676 1922 20,14 A N
2100 5 465 7,52 30,60 3,00E6
° 3 3,54 TIC Ms
14 B
S Nerola 05050047
60 —| 33,23
= ’ 35,39
40 5 ULM 6,64 34,98
20 1,35 1921 28,27 3272
0 == oy 1930z PV 208 ] ares ] ) )
T 144 7,50 30,59 NL:
100 — | | Nooes
80 ‘ “ TIC MS
- 2,09 . vz05050039
wd | | Fara Sabina 05050039 |
40 3 \ \\ 3,4f ‘ 12,04 (
3 ‘ 1369 463 \ 13
20 J Uw ‘“U"” | 664 || ges 9911071 ‘ N 14 77 1536 e oo 3001 s30 3499 -
0 = / W \J\'\ﬁﬂmw\»k‘ L\J U\\N\ANLN L<_J \\_N,»‘ }Au;,, 1677 19.21 7,fL;f¥4_q;,,,A3~5’8w9 T “\—;rk‘ﬂw
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»>HS-SPME / GC-ITD OLIVOVYCH OLEJU W[l

ILUSTRACE NAMERENYCH DAT: SROVNANI 4 OLEJU

Nerola 05050046
&.46
6%

c.24
57%

oom
o AN

o
®

o011 @12
m13 w14

6|
m17 018
019 020

023 024
|25 m 26
@27 O28
@29 m30)
m31 m32

35 m 36|

39 m40
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m 45 046

Nerola 05050047

€46
5% 2%

59%

stejne

_

kultivary

2= triptan
24= 2-hexenal
46= DEP

. 1 m2
Fara Sabina 05050039 5 o
« 46 m5 O6
¢.24 2% m7 O8
11% =9 m10|
ot a1
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>HS-SPME OLIVOVYCH OLEJU
3. HS-SPME / GC(xGC) -TOF analyza

Extra virgin olej Monini

=  vlakno PDMS/DVB

= GC HP 6890, Agilent
= MSD Pegasus 4D, LECO Instr.

kolona 1: DB-5 (10 m x 0,18 mm x 0,18 pum)
kolona 2: BPX-50 (1 m x 0,1 mm x 0,1 pm)

= ———
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»HS-SPME OLIVOVYCH OLEJU
3. HS-SPME / GC -TOF analyza: Extra virgin olej Monini

RT 0— 3000 s RT 1400 — 1480 s : TIC
B RT 1000 - 1500 s 17301005, ;

1.642+005

1.62e+006
1.6e-+006 | :
1.58e4+006
T T T T T T T
- Time (=) 1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470

/ Tlcl
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»HS-SPME OLIVOVYCH OLEJU
3. HS-SPME / GCxGC -TOF analyza: Extra virgin olej Monini
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ZAVERY:

e HS-SPME — tu¢inny nastroj
pro analyzu tékavych
sloucenin olivového oleje

« GC(xGCO)-TOF - slibny
identifikacni potencial

* RozliSeni puvodu
olivovych oleju na zakladé
analyzy tékavych
sloucenin je pravdépodobné
mozne

=== —_— — —_— —

E ) SPME A GC NOVE PERSPEKTIVY PRO APLIKACE, 19.1. 2006 e
VSCHT A

V PRAZE Katerina.Holadova@vscht.cz SIGMA-ALDRICH




Dékuji za pozornost
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