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Istnieje co najmniej kilka istotnych prze-
slanek uzasadniajacych konieczno$¢
identyfikacji gatunkowej miesa. Najwaz-
niejsze z nich to wzgledy zdrowotne, reli-
gijne i komercyjne. Wzgledy te byly pod-
stawa regulacji prawnych wprowadzajacych
obowiazek badania migsa i jego przetwo-
réow. Z obowiazkiem tym wiaze sie ko-
niecznos$¢ posiadania rzetelnych metod
umozliwiajacych niezawodna identyfika-
cje tych produktéw. Istnieje wiele metod,
ktére znalazly zastosowanie do badania ga-
tunkowosci miesa, ale jak dotad brak jest
procedur badawczych nadajacych sie do
analiz urzedowych.

Podmiana i zafatszowania zywnosci

Produkty spozywcze sa falszowane — glow-
nie z checi zwiekszenia sprzedazy i zyskow.
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Globalizacja rynku oraz swobodny prze-
plyw towaréw sprzyjaja wprowadzaniu do
obrotu towaréw nieoryginalnych. Szcze-
golnie czesto podrabiane lub podmieniane
sa produkty luksusowe i markowe o uzna-
nej pozycji na rynku, np.: alkohole, wyroby
wedliniarskie, sery twarde i inne. Zywno$¢
zafalszowana jest zwykle mniej wartoscio-
wa pod wzgledem sktadu chemicznego,
wlasciwosci biologicznych i wartosci od-
zywczej (1, 2). Moze by¢ réwniez niebez-
pieczna dla zdrowia, a nawet zycia konsu-
menta z powodu dodatku substancji tok-
sycznych (3,4, 5, 6). Zgodnie z art. 3 ust. 3
pkt 45 ustawy z 25 sierpnia 2006 r. o bez-
pieczenstwie zywnosci i zywienia (Dz.U.
nr 171, poz. 1225), za §rodek spozywczy za-
falszowany uznaje sie miedzy innymi éro-
dek spozywczy, w ktérym zostaly wprowa-
dzone zmiany majace na celu ukrycie jego
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rzeczywistego skladu lub innych wtasciwo-
$ci. Srodek spozywczy jest srodkiem spo-
zywczym zafalszowanym, jezeli:
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a) dodano do niego substancje zmieniaja-
ce jego sktad lub obnizajace jego war-
to$¢ odzywcza,

odjeto sktadnik lub zmniejszono zawar-
to$¢ jednego badz kilku sktadnikéw de-
cydujacych o wartosci odzywczej albo
innej wlasciwosci $rodka spozywczego,
¢) dokonano zabiegéw, ktére ukryly jego
rzeczywisty sktad lub nadaly mu wyglad
$rodka spozywczego o nalezytej jakosci,
niezgodnie z prawda podano jego na-
zwe, sklad, date badZ miejsce produk-
¢ji, termin przydatnosci do spozycia lub
date minimalnej trwalosci albo w inny
sposob nieprawidtowo go oznakowano
— wplywajac na bezpieczenstwo $rodka
spozywczego (7).

Zafalszowanie skladu $rodka spozyw-
czego jeszcze do niedawna bylo rozpa-
trywane jako przestepstwo o charakterze
gospodarczym (wyludzenie). Wraz z roz-
wojem wiedzy zafalszowania zostaly za-
kwalifikowane jako zagrozenie bezpie-
czenstwa zywnosci (8, 9, 10). Badania nad
przyczynami wystepowania alergii pokar-
mowych oraz pojawienie sie¢ nowych zagro-
zen, np. nowego wariantu choroby Creutz-
feldta-Jakoba (nCJD), sa tego $wiadectwem
(11,12, 13, 14, 15).

W wiekszo$ci przypadkéw prosta pod-
miana gatunkowa, np. zastapienie mie-
sa gatunku drozszego migsem tanszym,
nie stanowi bezposredniego zagrozenia
dla zycia (16). Jednak w niektérych przy-
padkach podmiany moga by¢ niebezpiecz-
ne dla zdrowia konsumentéw (17). Doty-
czy to oséb, u ktérych wystepuja reakcje
uczuleniowe na obecnos¢ biatka zwierze-
cego w pokarmie. Reakcje alergiczne moga
by¢ wywolane spozyciem biatka ryb, dro-
biu, jaj, mleka i migsa (18, 19). Szacuje sie,
ze ponad 4% populacji ludzkiej wykazuje
objawy nadreaktywnosci ukladu immuno-
logicznego na obecno$¢ alergenéw pokar-
mowych. Reakcje alergiczne u 0séb uczu-
lonych moga przebiega¢ w rézny sposéb.
Jednym z najczestszych objawdw sg reak-
cje skérne — wysypka, pokrzywka pokar-
mowa, nudno$ci zaburzenia zotadkowo-
-jelitowe. W przypadku anafilaksji moga
stanowi¢ bezpos$rednie zagrozenie zycia
(20, 21). Rocznie na $wiecie okoto czte-
rech tysiecy os6b umiera z powodu aler-
gii pokarmowych (15).

Procesy technologiczne, takie jak pe-
klowanie, wedzenie, obrébka cieplna, sa
w stanie inaktywowac¢ niektdre alergeny.
Jednak, pomimo obrébki termicznej i za-
stosowania réznych proceséw technolo-
gicznych, osoby uczulone moga reagowac
na obecno$c¢ alergenéw zwierzecych w po-
karmie (21, 22).

Wiekszo$¢ produktéw miesnych, jak np.:
frankfurterki, luncheon meat czy paréw-
ki élaskie, zawieraja nie tylko biatka mie-
sa, lecz réwniez biatka roélinne, skrobie czy
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biatka mleka, ktérych uzycie jest dozwo-
lone pod warunkiem, ze producent poin-
formuje konsumentéw o skladzie produk-
tu (20, 23). Uzycie do produkcji substancji
dozwolonych bez podania ich w deklara-
¢ji skfadu réwniez moze stanowic zagroze-
nie (24, 25, 26). Deklaracja skladu zgodna
z faktycznym skladem produktu ma szcze-
golne znaczenie dla 0sdb, u ktérych wyste-
puje nadwrazliwo$¢ na niektére sktadniki
pokarmu (27).

Znajduje to odbicie w prawie zywno-
$ciowym, sposréd czternastu wymienio-
nych w dyrektywie Parlamentu Europej-
skiego nr 1169/2011 skladnikéw piec jest
pochodzenia zwierzecego (28). Podobnie
jest tez w innych krajach, np. w USA, gdzie
w 2006 r. Senat uchwalil ustawe o alerge-
nach w zywnosci i ochronie konsumentéw
»The Food Allergen and Consumer Protec-
tion Act” (FALCPA).

Identyfikacja gatunkowosci miesa i pro-
duktéw miesnych jest rowniez wymagana
w zwigzku z refundacjami wywozowymi na
rynku wolowiny i cieleciny (29). Okreslanie
gatunkowosci w tym przypadku ma na celu
ograniczenie podmian o charakterze kry-
minalnym. W niektérych krajach identyfi-
kacja gatunkowo$ci migsa wymagana jest
ze wzgledéw religijnych, np. w Izraelu czy
Indiach. W takich krajach, jak Australia,
Nowa Zelandia, USA czy kraje Bliskiego
Wschodu, okreslanie gatunkowos$ci migsa
jest jednym z badan urzedowych (30, 31).
Wymdg identyfikacji gatunkowej miesa
w Polsce pojawil sie w latach 70. ubiegle-
go wieku w zwigzku z eksportem polskich
produktéw miesnych na rynek amerykan-
ski. Jednym z warunkéw wywozowych byto
przeprowadzenie badan na gatunkowo$¢
miesa kazdej partii puszkowanych szynek
i lopatek, badania te byly ukierunkowa-
ne na zafalszowanie migsem drobiowym.

Metody stosowane
do identyfikacji gatunkowosci migsa

Obecnie do identyfikacji gatunkowosci
miesa stosowane s3 metody, ktére moz-
na usystematyzowac jako: organoleptycz-
ne, serologiczne, immunoenzymatyczne,
elektroforetyczne, chromatograficzne oraz
techniki molekularne z uzyciem taricucho-
wej reakeji polimerazy (PCR; 32, 33, 34, 35).

Metody organoleptyczne

Badaniem podstawowym wykonywanym
w celu okreslenia pochodzenia gatunkowe-
go miesa i produktéw miesnych jest bada-
nie organoleptyczne (36). W jego trakcie
zwraca si¢ uwage na budowe anatomicz-
na tkanek, barwe miesa i jego zapach, tek-
sture, obecnos¢ kosci, pozostatosci sier-
$ci etc. W badaniu tym pomocne s3 spe-
cjalne przewodniki zawierajace zdjecia

oraz probki siersci, kosci réznych gatun-
kéw zwierzat, a takze preparatéw mikro-
skopowych tkanek. Wystarczy jednak, by
produkt zostal poddany obrébce, a okre-
$lenie gatunku zwierzecia, z ktérego po-
wstal, bedzie utrudnione lub niemozliwe
(37). Ponadto wada badania organoleptycz-
nego jest jego subiektywno$¢.

Metody serologiczne

W latach 50. ubiegtego stulecia do okresle-
nia gatunkowo$ci migsa zaczeto stosowaé
testy serologiczne oparte na reakeji anty-
gen — przeciwcialo (préba pierscieniowa).
Zasada testu jest reakcja specyficznej ga-
tunkowo surowicy z antygenem obecnym
w produkcie. Surowice do préby pierscie-
niowej otrzymuje si¢ poprzez immunizacje
zwierzat do$wiadczalnych (kréliki, konie)
wyciagiem bialek tkanki mie$niowej. Wy-
konanie badania polega na dodawaniu do
badanej probki, surowicy zawierajacej spe-
cyficzne immunoglobuliny (precypityny).
Jesli w prébce obecny jest antygen, zacho-
dzi wowczas reakcja antygen — przeciwcia-
fo. Powstaja kompleksy antygen przeciw-
cialo, ktdre lacza sie z kolejnymi antyge-
nami, tworzac sie¢ widoczna w postaci
precypitatu (ryc. 1). Wada tej metody jest
wystepowanie reakcji krzyzowych pomie-
dzy blisko spokrewnionymi gatunkami oraz
to, ze przebieg reakcji wymaga wysokiego
stezenia reagentéw. Ponadto stezenia an-
tygenu i surowicy powinny by¢ podobne,
w innym przypadku powstana kompleksy
rozpuszczalne (38). Obecnie metody se-
rologiczne sa stosowane do identyfikacji
gatunkowosci jako badania przesiewowe.
W przypadku uzyskania wynikéw watpli-
wych metoda serologiczng, gatunkowosc
prébek powinna zostaé potwierdzona in-
nymi metodami (39).

Metody immunoenzymatyczne
- test ELISA

Test ELISA nalezy do metod immunoen-
zymatycznych. Test ten wykorzystywany
jest do wykrywania antygendw (mioglobi-
ny) w badanym materiale. Testy ELISA sa
obecnie najczesciej stosowane w diagno-
styce rutynowej. W tescie tym studzienki
zostaja oplaszczone gatunkowo specyficz-
nymi przeciwciatami skierowanymi prze-
ciwko termostabilnym bialkom tkanki mie-
$niowej. Nastepnie do studzienek wpro-
wadzana jest badana prébka. W czasie
inkubacji zawarte w prébce antygeny zo-
staja zwigzane z przeciwcialami. Po wy-
plukaniu nadmiaru antygenu, do studzie-
nek wprowadza sie specyficzne przeciw-
ciala monoklonalne znakowane enzymem,
skierowane przeciwko specyficznym ga-
tunkowo termostabilnym biatkom miesni.
W czasie kolejnej inkubacji przeciwciala te
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wiaza sie z antygenem. Po kolejnym plu-
kaniu do studzienek dodaje si¢ substrat.
W wyniku reakeji enzymatycznej substrat
jest rozkladany i pojawia sie zabarwienie
sygnalizujace obecno$¢ badanego biatka
(40). Zmiana barwy jest podstawg identy-
fikacji gatunkowosci produktu (41). Od-
czyt wyniku badania mozliwy jest za pomo-
ca spektrofotometru (czytnika do testéw
ELISA) lub optycznie na podstawie zmia-
ny zabarwienia (42). Wadg testu ELISA
jest mozliwo$¢ wystapienia reakcji krzyzo-
wych w przypadku blisko spokrewnionych
gatunkéw (np. $winia — dzik, kot — mut).

Metody chromatograficzne

Chromatografia jest technika analityczna
stuzaca do rozdzielania i badania sktadu
mieszanin zwiazkéw chemicznych. Zasa-
da chromatografii jest rozdzial mieszaniny
na poszczeg6lne sktadniki, a nastepnie de-
tekeja tych skfadnikéw. Rozdzial substancji
nastepuje w wyniku przepuszczenia roz-
tworu badanej mieszaniny przez faze roz-
dzielcza (zloze) lub ekstrakcje. Techniki
chromatograficzne dzieli si¢ wedtug ro-
dzaju eluentu (substancji, w ktérej zosta-
je rozpuszczona badana mieszanina) lub
w zalezno$ci od rodzaju fazy rozdzielczej.
W analizie zywno$ci najczesciej stosowa-
na jest wysokosprawna chromatografia cie-
czowa (HPLC — High Performance Liquid
Chromatography) z zastosowaniem roz-
nych detektoréw. Przy uzyciu HPLC iden-
tyfikacji gatunkowosci miesa lub produk-
téw dokonuje sie na podstawie oznaczenia
obecnosci termostabilnych dwupeptydéw
(anseryna/karnozyna) lub na podstawie
analizy stosunku ilociowego nienasyco-
nych kwaséw tluszczowych w triglicery-
dach. Wada tej metody jest zmienno$é
skladu ttuszczowego i aminokwasowego
tkanek zwierzat spowodowana wplywem
zywienia (43).

Metody elektroforetyczne

Do badania gatunkowosci miesa znalazly
réwniez zastosowanie metody elektrofore-
tyczne (ryc. 2). Przy uzyciu metod elektro-
foretycznych oznacza sie¢ mase czastecz-
kowa bialek lub warto$¢ ich punktu izo-
elektrycznego (44, 45, 46). Elektroforeza
poliakrylamidowa w warunkach denatu-
rujacych w obecnosci SDS (SDS — PAGE)
nalezy do metod, ktére mozna zastoso-
wacé do biatka poddanego obrébce cieplnej
(47). Natomiast ogniskowanie izoelektrycz-
ne jest metoda natywng majacg zastoso-
wanie do badania biatek niedenaturowa-
nych (44). Elektroforeza SDS — PAGE jest
technikg powszechnie stosowana w anali-
zie biatek. Identyfikacja bialek odbywa sie
na podstawie réznic ich masy czasteczko-
wej. Przy uzyciu elektroforezy w obecno$ci
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Prazek precypitacyjny

Ryc. 1. Wyniki badania testem Rapid, Profit i Orbit surowego migsa ryb (mieso mielone z morszczuka
z dodatkiem 5% migsa: a) drobiowego, b) $win, c) kréw. Dolny krazek z surowica, gérny nasaczony wyciekiem

z prébki zawierajacej identyfikowany gatunek

Stabo widoczny prazek biatkowy
typowy dla migsa drobiowego
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Ryc. 2. Rozdziat elektroforetyczny IEF probek migsa $win z dodatkiem miesa drobiu w ilo$ci 2-4%, 3-3%,
4-2%,5-1%, 6-0,5%, 7-0,2%, 1 - mieso $wir, 8 - migso drobiu, prébki o objetosci 1 pl

siarczanu dodecylu (SDS) frakcjonuje sie
bialka, zaleznie od ich masy czasteczko-
wej (dtugosci tanicucha polipeptydowe-
go). Pod wplywem siarczanu dodecylu,
[B-merkaptoetanolu i EDTA nastepuje de-
naturacja bialek i zmiana struktury prze-
strzennej faricuchéw biatkowych. Lancu-
chy polipeptydowe ulegaja zwinieciu, dzie-
ki temu na rozdziat elektroforetyczny ma
wplyw tylko masa czastek biatkowych, a nie
ich konformacja przestrzenna (48). Techni-
ka ta pozwala na ustalenie masy czastecz-
kowej danego biatka poprzez poréwnanie
z odpowiednimi standardami masy cza-
steczkowej. Wada metody jest brak moz-
liwosci identyfikacji biatek o zréznicowa-
nej konformacji przestrzennej, a zblizonej
masie, np.: biatka histonowe (49).

W badaniu gatunkowosci produktéw
pochodzenia zwierzecego najczesciej sto-
suje sie elektroforeze SDS — PAGE. Jest

ona uzywana w wersji nieciagtej (disconti-
nuous). Zastosowanie tej wersji elektrofo-
rezy umozliwia maksymalne wykorzystanie
zdolno$ci rozdzielczych tej metody. Prob-
ki nakladane na zel w tym ukladzie zostaja
zageszczone do waskich pasm, ktére w zelu
rozdzielajacym sa rozdzielane na poje-
dyncze prazki. W zalezno$ci od badane-
go materialu w celu uzyskania czytelnych
rozdzialéw elektroforetycznych stosowa-
ne s3 roézne stezenia zeli (50, 51). Zasto-
sowanie Zeli o r6znym stopniu koncentra-
cji pozwala na rozdzial biatek o zblizonej
masie czasteczkowej. W praktyce najcze-
$ciej stosowane sa jednak zele homoge-
niczne 7 i 15% oraz zele o zmiennym gra-
diencie stezent 7-10 i 8-25% (24). Zaleta
metody SDS — PAGE jest niewielki wplyw
III- i IV-rzedowej struktury biatka na wy-
nik badania oraz mozliwo$¢ zastosowania
do bialek denaturowanych, np. gotowane
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wyroby miesne (52). Wada za$ jest brak
mozliwosci identyfikacji biatek o podob-
nej masie czasteczkowej (53, 54).

Ogniskowanie izoelektryczne biatek
w gradiencie pH (IEF)

Druga metoda elektroforetyczna znajdu-
jaca zastosowanie w identyfikacji gatun-
kowej jest izoogniskowanie bialek w gra-
diencie pH. W metodzie tej wykorzystuje
sie amfoteryczno$¢ bialek. Bialka poszcze-
golnych gatunkdéw zwierzat moga mieé po-
dobna mase czasteczkowa, lecz zbudowa-
ne sa z réznych aminokwaséw. Jednak na-
wet w przypadku blisko spokrewnionych
gatunkéw sekwencja aminokwaséw w po-
dobnych funkcyjnie biatkach moze by¢
rézna. W takim przypadku rézna bedzie
tez prezentacja grup COO- i NH+ (52,
53). Ogniskowanie izoelektryczne zacho-
dzi w zelach poliakrylamidowych nasa-
czonych amfolitami. Pod wplywem pradu
obecne w zelu amfolity zostaja uporzadko-
wane i tworza gradient pH, ktéry zmienia
sie w sposob ciagly. Warto$¢ pH zelu jest
najwyzsza przy katodzie, a najnizsza przy
anodzie (52, 54).

Po ustaleniu gradientu pH na zel nano-
szone sa probki. Rozdzial elektroforetycz-
ny zachodzi pod wplywem dzialania pradu
o niewielkim natezeniu (utrzymuje liniowe
przemieszczanie sie bialek). Ze wzgledu na
specyficzne wlasciwosci biatek, tj. ich ce-
chy amfoteryczne, biatka w zaleznosci od
pH srodowiska, w jakim sie znajduja, moga
zachowywac sig jak stabe kwasy lub zasady
(55). Dzieki tej wlasciwosci migruja w polu
elektrycznym w kierunku pH przeciwnego
ich fadunkowi. W trakcie przemieszczania
sie w zelu docieraja do granicy pH, w kto-
rym bialka staja sie obojetne elektrycz-
nie i przestaja sie przemieszczaé (55, 56).
Po zakoniczeniu elektroforezy zele sa bar-
wione i poddawane analizie. Analiza roz-
dzialéw elektroforetycznych mozliwa jest
w oparciu o poréwnanie polozenia praz-
kéw biatkowych z rozdzialem wzorca (54).
Wzorcami sa biatka o znanym plI (punkcie

izoelektrycznym) lub wzorce biatkowe ga-
tunkéw zwierzat.

Zastosowanie tej techniki pozwala na
zréznicowanie bialek okreslanych innymi
technikami jako jednakowe (52, 56). Zaleta
metody jest wysoka zdolno$¢ rozdzielcza,
wada za$ brak mozliwosci badania biatek
denaturowanych (55, 56).

Metody molekularne
- reakcja tancuchowa polimerazy (PCR)

Obecnie najczesciej w badaniach rutyno-
wych do okreslania gatunkowosci miesa
i produktéw miesnych stosowane sa meto-
dy molekularne, a zwlaszcza reakcja faricu-
chowa polimerazy (polymerase chain reac-
tion — PCR). PCR jest technika umozliwia-
jaca powielanie (amplifikacje) specyficznej
sekwencji DNA. Jako startery reakcji stuza
dodawane oligonukleotydy (startery) wig-
z3ce sie specyficznie z okreslonym miej-
scem na jednoniciowej matrycy DNA ba-
danej prébki (57, 58). Startery konstruuje
sie tak, by oskrzydlaly odcinek DNA, kt6-
ry ma by¢ poddany replikacji (59). Po za-
konczeniu replikacji nici sa rozdzielane
(denaturacja), aby ponownie umozliwié
wiazanie starteréw (hybrydyzacja) i syn-
teze DNA. Cykl taki powtarza sie wielo-
krotnie, by w efekcie otrzymac¢ 2n kopii
sekwencji zawartej pomiedzy starterami.
Produkty reakcji PCR z reguly sa rozdzie-
lane elektroforetycznie w zelu agarowym,
a nastepnie barwione np. bromkiem ety-
dyny (ryc. 3). Reakcja PCR ma wiele zalet.
Cechami charakterystycznymi reakcji PCR
sa wysoka czulos¢ i specyficzno$¢ meto-
dy. Niestety, metoda ta nie jest pozbawio-
na wad. Gléwna wada reakcji PCR jest
wrazliwo$¢ testu na obecno$¢ substancji
hamujacych przebieg reakcji, np. obec-
no$¢ resztek bialkowych, kolagenowych.
Niewatpliwg zaleta metody PCR w mo-
dyfikacji Real-Time PCR jest to, ze dzieki
zastosowaniu technik fluorescencji liczba
kopii DNA (ilo$¢ produktu) jest mierzona
w czasie trwania reakcji. Dzigki zastosowa-
niu tej techniki mozliwe jest oszacowanie

Prazki DNA w zelu agarozowym 1,7%

10 11 12

Ryc. 3. Tradycyjny odczyt reakcji PCR, barwienie bromkiem etydyny, 1i 12 - marker, wzorce DNA
miesa: 2, 3 - koriskiego, 4, 5 - $win, 6, 7 - owiec, 8, 9 - bydta, 10, 11 - drobiu
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sktadu gatunkowego prébki. W ostatnich
latach spore zainteresowanie w identyfi-
kacji gatunkowej migsa i produktéw mie-
snych budzi technika oparta na replika-
¢ji mitochondrialnego genu D-Loop (60).

Podsumowanie

Przedstawione metody byly i sa nadal sto-
sowane w celu weryfikacji sktadu gatunko-
wego wyrobdw miesnych i okreélenia ga-
tunkowosci miesa oraz produktéw mie-
snych. Dobdr metod uzalezniony jest od
rodzaju matrycy i proceséw, jakim zo-
stala ona poddana. O zasadnosci uzywa-
nia kombinacji metod identyfikacyjnych
moze $wiadczy¢ przebieg badan zwigza-
nych z aferg zywnosciowa w Wielkiej Bry-
tanii o miedzynarodowym zasiegu, kto-
ra dotyczyla falszowania miesa wolowego
koning. O skutecznosci stosowania kom-
binacji metod $wiadczg dzialania przepro-
wadzone przez Inspekcje Weterynaryjna
w stycznia 2013 r., po uzyskaniu informacji
o wykorzystaniu koniny do produkgji zafat-
szowanych burgeréw wotowych. Badania
identyfikacyjne w Pafistwowym Instytucie
Weterynaryjnym w Putawach prowadzo-
no dwuetapowo. Prébki poddano badaniu
metoda izoogniskowania bialek w gradien-
cie pH (IEF), a badania potwierdzajace wy-
konano metoda Real-Time PCR. Lacznie
badaniu poddano 479 prébek pobranych
w chlodniach sktadowych. W ramach puli
probek badanych wylaczng metoda IEF
(110 prébek) wykonano badania potwier-
dzajace sprawdzajace metoda RT PCR, wy-
kazujac 100% zgodnosci obu metod.
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