Sposdb wykrywania i identyfikacji miesa krdlika w produktach spoiywezych, zestaw do
wykrywania i identyfikacji migsa krélika w produktach spoiywczych oraz jego zastosowanie

Przedmiotem wynalazku jest sposdb wykrywania i identyfikacji miesa krdlika w produktach
spoiywczych, zestaw do wykrywania i identyfikacii miesa krdlike w produktach spoiywczych oraz
zastosowanie peptydéw (wystepujacych w zestawie) jako markeréw do wykrywania miesa z krélika w
produktach spoiywczych.

Zafalszowanie Zywnosci poprzez dodanie substancji zmieniajgcych skiad lub obnizajgcych
warto$¢ odiywczg produktu stanowia powainy problem o charakterze ekonomicznym, etycznym |
zdrowotnym. Raporty Inspekeji Handlowej donoszy o niewlasciwe] jakodci produktdw spozywezych, w
tym o produktach zafalszowanych. W 2016 roku najwiecej produktdw o niewladciwe] jakodci, w tym
zafatszowanych stwierdzono w przypadku ryb mrozonych glazurowanych (32,3 proc. nie odpowiadato
obowigzujacym przepisom lub deklaracji producenta), wyrobdw cukierniczych (20,1 proc.), drobiu i
przetworéw drobiowych (20 proc.), miesa i przetworéw migsnych (16,1 proc.), olejéw i tluszczow
jadainych (13,4 proc.). Prezyktadowo do stwierdzanych nieprawidlowodci w miesie | przetworach
miesnych naleialy: obecnoé¢ niezadeklarowanych surowcéw miesnych lub ich brak [Sprawozdanie z
dziatalnosci Inspekcji Handlowej w 2016 roku. Urzgd Ochrony Konkurencji | Konsumentéw, Warszawa,
2017). Liczne dane wskazujg na powszechne i w ciggu ostatnich 2-3 dekad wzmagajgce sie
wystepowanie alergii pokarmowych. Na alergie pokarmowe cierpi do 10% populacji, przy czym
niewspoimiernie wigksza liczba przypadkéw obserwowana jest w obszarach rozwinietych,
uprzemystowionych, czesciej tez wystepujg u dzieci niz u dorostych [Scott H. Sicherer, Hugh A.
Sampson, Food allergy: A review and update on epidemiology, pathogenesis, diagnosis, prevention,
and management, J Allergy Clin Immuno! 2018, 141:41-5]. W ciggu ostatnich 20 lat zaobserwowano
rdwnied wyrainy wirost wystepowania alergii na czerwone mieso, zwlaszcza u doroshych, kidre
dawniej uwaiano za rzadkie [Wilson JM, Platts-Mills TAE, Red meat allergy in children and adults, Curr
Opin Allergy Clin Immunol 2019, 19:229-235].

Migso krélika ma duig wartosC odiywezy, jest lekkostrawne, smaczne, delikatne i chude. Ze
wzgledu na znaczng (21%) zawartosd biatka o dobrej strawnodci, zawartodci mineraléw i witamin z
grupy B oraz niski poziom tluszczu i cholesterolu, jest szczegdinie polecany kobietom w cigiy i dzieciom.
Mieso krélika rzadko alergizuje. lest pierwszyrm miesem wprowadzanym do diety niemowlat. Mieso
krdlika jest rdwniez zalecane dla alergikdw. Migso krélika jest bardzo popularne wérdd kansumentow
w Europie; a jego spoiycie w niektdrych krajach siega prawie 6 kg na mieszkarica. W 2014 r. éwiatowa
produkcja miesa kroliczego wyniosta 1,6 min ton, a 25% miesa kroliczego zostato wyprodukowane w
UE, w krajach takich jak Francja, Wtochy i Hiszpania, ktére réwniez majg najwyiszy wskainik spoiycia
migsa z krélika. Polska dostarcza 10% $wiatowej produkcji miesa kréliczego [Ewelina Bigoraj,
Artur Rzeiutka, Application of ELISA recomWell HEV 1gG [Human) for Detection of Virus-Specific
Antibodies in Sera of Slaughtered Rabbits, Food Analytical Methods, 2018, 11:3576-3581]. Ze wzgledu
na walory smakowe, odiywcze i zdrowotne miesa krélika jego cena jest wyisza niZ np. wieprzowiny
czy kurczaka. Majczestszym rodzajem osiustwa iywnodciowego jest zastepowanie oryginalnego
skiadnika podobnym tarszym sktadnikiem, ktdry jest trudny do rozpoznania przez konsumenta i trudny
do wykrycia rutynowymi technikami analitycznymi [Ouissam Abbas, Manuela Zadrave, Vincent Baeten,
Tomislav Mikus, Tina Ledi¢, Ana Vulié, Jelena Prpi¢, Lorena Jemerdi¢, Jelka Pleadin, Analytical methods
used for the authentication of food of animal origin, Food Chem 2018, 246:6-17]. Konieczne jest
rozwijanie szybkich i dokfadnych technik analitycznych do wykrywania zanieczyszczen zywnosci,
zwalczania oszustw i potwierdzania autentycznodci fywnosci, w tym rozwijanie narzedzi analitycznych
do identyfikacji gatunku, aby wykrywad i zapobiegad' celowemu, jak tei niezamierzonemu
zastepowaniu i dodawaniu skladnikéw, a takie by egzekwowaé przepisy dotyczace oznakowania,
zapewnic bezpieczenstwo i wiarygodnosé iywnodci oraz zdrowie konsumentow.




Do wykrywania miesa czesto ‘wykorzystuje sie metode PCR, czyli reakcje laricuchowa
polimerazy.

Z wynalazku CN110106259A znane jest monitorowanie bezpieczeristwa Zywnosci, w
szczegblnogci kombinacji markera SNP i metody identyfikaciji Swini i surowego produktu migsnego z
wykorzystaniem metody PCR.

Z opisu wynalazku EP06300943A znany jest wynalazek dotyczgcy metody identyfikacji z
wykorzystaniem techniki RT-PCR w czasie rzeczywistym, hybrydyzacji znakowania cDNA z sondg
oligonukleotydowa i wykrywania komplekséw antygen-przeciwcialo z zastosowaniem markera
genomowego zawierajacego sekwencje nukleotydows.

Znany jest z wynalazku CN104531891 zestaw do wykrywania sktadnikéw pochodzacych od
krolika w zywnosci oraz zastosowanie zestawu, gdzie zastosowano fluorescencyjng iloéciowg metode
PCR do wykrywania krdlika. Opisany w wynalazku zestaw skiada sie z praimerow PCR oraz sondy
fluorescencyjnej. Zestaw zapewnia wykrywanie na poziomie 100 fg.

Z innego opisu CN105349653 znane s startery specyficzne dla krélikéw, zestaw starterow iich
zastosowanie w identyfikacji sktadnikow z krélika. Zestaw obejmuje startery specyficzne dla krélikow,
odeczynnik reakcyjny, kontrole pozytywna i élepg probe kontrolng. Startery specyficzne dia kréfikow
mozna stosowaé do amplifikacji probki DNA, analizy produktéw amplifikacji PCR i ustalenia, czy probka
zawiera skiadniki pochodzace z krolika.

Z wynalazku CN104017871A znane sa testy papierkowe chromatograficzne do wykrywania
sktadowych krélika w Zywnosci i paszy oraz ich zastosowanie. Wynalazek ujawnia sposéb
przygotowania i sposob stosowania zestawu do szybkiego wykrywania kwasu nukleinowego do
wykrywania skfadnikéw pochodzgcych z krélika (Leporidae) w zywnosci i paszach, wynalazek nalezy do
dziedziny biologii molekularnej i immunologii. Metoda PCR o wysokiej specyficznosci i czutoici do
detekcji kwasu nukleinowego jest potgczona z immunologiczng detekcja-

Takze z publikacji znane jest wykorzystywanie PCR i ELISA do wykrywania i identyfikacji miesa
krélika w produktach spozywczych [S. M. Abdel-Rahman, Ahmed Elmaghraby, Amany Haggag,
Identification and differentiation among chicken's, duck's, quail's, rabbit's and Turkey's meat using
PCR-RFLP technique, Biology 2015, DOI:10.2298/BAH1501101A].

Metody PCR opieraja sie na analizie DNA, pochodzgcego ze skladnikéw produktu spozywczego,
ktére moga wystepowaé w bardzo niskich ilosciach. Procesy obrébki migsa podczas wytwarzania
produktow prowadza do degradacji DNA, przy matej ilosci danego skiadnika w probie, mozna
stwierdzi¢ brak DNA, a tym samym uzyskuje sie fatszywie negatywny wynik. PCR jest rownie bardzo
podatne na zanieczyszczenia krzyzowe prowadzace do falszywie pozytywnych wynikow. Oznaczenia
oparte na reakcji PCR wymagaja amplifikacji fragmentéow DNA. W przypadku produktow
przetworzonych istnieje ryzyko, ze fragment, ktéry ma by¢ amplifikowany ulegt degradacji, w efekcie
otrzymuje sie wynik fatszywie negatywny. Ponadto, metoda PCR wymaga zachowania warunkéw
wykluczajacych zanieczyszczenie probki w czasie jej przygotowywania. Potrzebne jest dostosowanie
pomieszczen dedykowanych pod poszczegdlne etapy przygotowania probki — oddzielne pomieszczenie
do izolacji DNA kolejne do amplifikacji. Najczescie] wykorzystywane obecnie metody identyfikacji
gatunkdw oparte na analizie DNA sg metodami jakosciowymi, bardzo wrazliwymi na zanieczyszczenia
krzyzowe dajace wyniki falszywie pozytywne. W przypadku metody ELISA dyskutuije sie fakt, ze biatka
ulegaja degradacji podczas obrébki termicznej stosowanej w trakcie roznych proceséw
techrologicznych podczas przygotowania produktéw miesnych (parzenie, gotowanie, wedzenie,
suszenie, pieczenie, sterylizacja itp.). Efektem jest zaburzenie lub zniszczenie przestrzennej struktury
biatka, co wptywa na dostepnosé epitopow rozpoznawanych przez przeciwciata i/lub prowadzi do
degradacji tychze epitopéw, a w konsekwencji prowadzi do tego, ie biatko nie zostanie wykryte w
teécie i uzyskany zostanie fatszywie negatywny wynik. Z drugiej strony testy ELISA czesto prowadza do
fatszywie pozytywnych wynikdw, w skutek wystgpienia reakcji krzyzowych, ryzyko ktorych, w



przypadku produktow miesnych zawierajacych oprécz wielu skfadnikow pochodzenia zwierzgcego
czesto rowniez sktadniki pochodzenia roslinnego, jest wysokie.

Nieoczekiwanie okazato sie, ie peptydy o sekwencji od 1 do 48 okreslone w zalaczniku moga
by¢ stosowane do identyfikacji gatunkowej migsa krélika w prébce w szczegéinosci w mieszankach
wielogatunkowych produktow spoiywczych.

Wynalazek dotyczy zestawu do okreslania obecnoéci migsa krdlika (Oryctolagus cuniculus) w
produktach spozyweczych zawierajacego co najmniej jeden peptyd o sekwencji wybranej z grupy
sekwencji: Sekwencja nr: 1, Sekwencja nr: 2, Sekwencja nr: 3, Sekwencja nr: 4, Sekwencja nr: 5,
Sekwencja nr: 6, Sekwencja nr: 7, Sekwencja nr: 8, Sekwencja nr: 49, Sekwencja nr: 10, Sekwencja nr:
11, Sekwencja nr: 12, Sekwencja nr: 13, Sekwencja nr: 14, Sekwencja nr: 15, Sekwencja nr: 16,
Sekwencja nr: 17, Sekwencja nr: 18, Sekwencja nr: 19, Sekwencja nr: 20, Sekwencja nr: 21, Sekwencja
nr: 22, Sekwencja nr: 23, Sekwencja nr: 24, Sekwencja nr: 25, Sekwencja nr: 26, Sekwencja nr: 27,
Sekwencja nr: 28, Sekwencja nr: 29, Sekwencja nr: 30, Sekwencja nr: 31, Sekwencja nr: 32, Sekwencja
nr: 33, Sekwencja nr: 34, Sekwencja nr: 35, Sekwencja nr: 36, Sekwencja nr: 37, Sekwencja nr: 38,
Sekwencja nr: 39, Sekwencja nr: 40, Sekwencja nr: 41, Sekwencja nr: 42, Sekwencja nr: 43, Sekwencja
nr: 44, Sekwencja nr: 45, Sekwencja nr: 46, Sekwencja nr: 47 i Sekwencja nr: 48, okreslonych w tabeli
w zataczniku.

Korzystnie, gdy zestaw zawiera co najmniej dwa lub wiecej peptydéw wybranych z grupy
sekwencji od 1 do 48,

Korzystnie, gdy zestaw zawiera peptydy o sekwencji nr od 1 do 48.

Wynalazek dotyczy takze zastosowania co najmniej jednego peptydu o sekwencji wybranej z
grupy sekwencji nr od 1-48 (wyzej wskazanych), okreslonych w tabeli w zataczniku, do wykrywania i
identyfikacji miesa krolika (Oryctolagus cuniculus) w produktach spozywczych.

Zastosowanie korzystnie obejmuje co najmniej dwa lub wiecej peptydéw o sekwencji wybranej
z grupy sekwencji nr od 1 do 48.

Zastosowanie korzystnie obejmuje peptydy o sekwencji nr od 1 do 48.

Korzystnie, gdy peptydy stosuje sie do okreslania obecnosci miesa z krélika w jedno i
wielosktadnikowych produktach spoiywczych, zardwno zawierajgcych migso surowe jak i poddane
obrébce technologicznej w czasie wytwarzania produktu spozywczego takich jak m.in. homogenizacja,
sterylizacja, gotowanie, pieczenie, suszenie, wedzenie, grillowanie.

Wynalazek dotyczy takze sposobu wykrywania i identyfikacji obecnosci migsa krolika w
produktach spoiywczych, ktéry obejmuje:

- izolacje peptyd6éw z ekstraktu z miesa lub ekstraktu z produktéw spoiywczych poprzez poddanie
ekstraktu z miesa lub ekstraktu z produktéw spoiywczych obrobce proteolitycznej polegajacej na
trawieniu biatek przez enzymy proteolityczne;

- analize uzyskanych peptydéw z ekstraktu z migsa lub ekstraktu z produktéw spozywczych przy
wykorzystaniu znanej metody wykrywania peptydow, korzystnie kombinacji chromatografii cieczowe]
i spektrometrii mas pod katem wystepowania co najmniej jednego peptydu o sekwencji wybranej z
grupy sekwencji nr od 1-48 wymienionych w tabeli w zafaczniku, we wspomnianym ekstrakcie,
poddanym obrébce proteolitycznej poprzez poréwnanie czasdw retencji, masy peptydu oraz
fragmentacyjnego widma mas peptydu obecnego w ekstrakcie_z czasem retencji, masg peptydu i
fragmentacyjnym widmem mas peptydu o sekwencji z grupy sekwencji od 1-48;

- wykrycie, ze mieso z krélika jest obecne w wspomnianym ekstrakcie, jesli co najmniej jeden peptyd
o sekwencji z grupy sekwencji o numerze 1-48 wymienionych wyzej zostal zidentyfikowany w
ekstrakcie.



Korzystnie, gdy peptydy stosuje sie do okreslania obecnosci migsa z krélika w jedno i
wielosktadnikowych produktach spoiywczych, zaréwno zawierajacych mieso surowe jak i poddane
obrébce technologicznej w czasie wytwarzania produktu spozywczego takich jak m.in. homogenizacja,
sterylizacja, gotowanie, pieczenie, suszenie, wedzenie, grillowanie.

Korzystnie, gdy mieszanke ekstraktéw moina uzyska¢ w procesie ekstrakcji produktu
spozywczego roztworem wodoroweglanu amonu, zwlaszcza w stezeniu 100 mmol/t.

Korzystnie, gdy proces obrébki proteolitycznej obejmuje co najmniej jedng proteaze,
korzystnie: trypsyne iflub chymotrypsyne i/iub elastaze i/lub endoproteinaze Glu-C, endoproteinazg
Asp-N i/lub endoproteinaze Lys-C iflub endoproteinaze Pro-C.

Stosowane okreélenie dla celdow niniejszego wynalazku ,peptyd” oznacza czasteczke
zawierajacq liniowy ukiad reszt D- lub L- aminokwasowych polgczonych ze sobg w szyku liniowym
wigzaniem peptydowym. Stosowany tu termin ,aminokwas” obejmuje w szczegdinosci 20 naturainie
wystepujacych aminckwaséw (tj. alanina, arginina, asparagina, cysteina, fenyloalanina, glicyna,
glutamina, histydyna, izoleucyna, kwas asparaginowy, kwas glutaminowy, leucyna, lizyna, metionina,
prolina, seryna, treonina, tryptofan, tyrozyna i walina), ale takie aminokwasy niosace modyfikacje
postranslacyjne, ktére moina znalei¢ in vivo, takie jak hydroksyprolina, fosfoseryna i fosfotreonina; i
inne nietypowe aminokwasy, w tym miedzy innymi kwas 2-aminoadypinowy, hydroksylizyna,
izodesmozyna, norwalina, norleucyna i ornityna.

Sekwencje nr: 1-48 sg fragmentami bialek Oryctolagus cuniculus (Tabela 1).

Stosowane tu okredlenie ,mieszanka” odnosi sie do dowolnej mieszanki, ktdra moze zawieral
ekstrakt z tkanek krolika.

Pojecie ,ekstrakt” w niniejszym opisie oznacza ekstrakt z tkanek miesniowych krélika.
Korzystne jest, aby ekstrakt zawierat biatka wyizolowane z migsa kréliks, takie jak: Miozyna-4, tancuch
ciezki miozyny mieénie szkieletowe, Biatko C wigigce miozyne typu szybkiego (szybkokurczliwy),
Miomezyna-2, Nebulina, Obskuryna, Titina, a-aktynina, Albumina surowicza, lancuch A, Kinaza
pirogronianowa izoforma 2, Beta-enolaza, Hemoglobina podjednostka beta, Hemoglobina
podjednostka beta izoforma 1x, ATP-zaleina fosfofruktokinaza typ migsniowy, Dehydrogenaza L-
mleczanowa fancuch A izoforma X1, lzomeraza glukozo-6-fosforanu taricuch A, Aldofaza A difosforanu.
fruktozy izoforma X1, Biatko zawierajgce domene LIM, Lizosomalna alfa-mannozydaza,
Fosfoglukomutaza-1, S-transferaza glutationowa Mu 1, Enzym rozgaleziajacy glikogen. Ekstrakt taki
moina uzyskaé w procesie ekstrakeji tkanek migéniowych krolika roztworem wodoroweglanu amonu,
w szczegdlnosci w stezeniu 100 mmol/l.

Zestaw w niniejszym wynalazku nalezy rozumie¢ jako mieszanke analityczng (wzorcowa)
przeznaczong do stosowania w celu wykrywania, identyfikowania, potwierdzania obecnosci i
iloéciowego oznaczania migsa krélika. Mieszanka analityczna przeznaczona jest do ustalania skiadu
gatunkowego produktow miesnych. Mieszanke analityczng mozna sporzadzi¢ w dowolnej formulacji,
takiej jak: proszek, roztwér, lub lifilizat oraz do dowoinego sposobu stosowania, takiego jak: wzorzec
zewnetrzny, wzorzec wewnetrzny, izotopowo znakowany wzorzec, analog, dodatek wzorca, préba
kontrolna. Jednakie preferowang droga stosowania mieszanki analitycznej jest izotopowo znakowany
wzorzec.

Peptyd w wynalazku moze by¢ wykryty za pomocy kaidej metody znanej w sztuce.
Preferowana jest kombinacja chromatografii cieczowej i spektrometrii mas.

~Chromatografia cieczowa” odnosi sie do techniki rozdzielania mieszaniny. Zwykle obejmuje’
ona przepuszczenie mieszaniny rozpuszczonej w cieklej fazie ruchomej przez fazg stacjonarng, ktéra.
oddziela analit do pomiaru od innych czagsteczek w mieszaninach i pozwala na jego izolacje. Podczas
HPLC (wysokosprawnej chromatografii cieczowej) pod wysokim ci$nieniem wymusza sig przejécie
probki przez kolumne wypelniong czastkami o nieregularnym lub sferycznym ksztalcie lub porowatg
warstwe monolityczng (faza stacjonarna) za pomocg cieczy (faza ruchoma).



Techniki spektrometrii mas w zakresie wynalazku obejmujg w szczegolnosci MALDI-TOF
{(desorpcja/jonizacja laserem wspomagana matryca - pomiar czasu przelotu jonéw) lub LC-ESI-MS/MS
(chromatografia cieczowa - jonizacja przez elektrorozpylanie- spektrometria mas/spektrometria mas).

Stosowane w sposobie dzialanie proteolityczne ekstraktu oznacza ukierunkowang degradacje
{trawienia} peptydow.

Dzieki zestawowi peptydow wedtug wynalazku mozliwe jest wykrywanie i identyfikacja migsa
krolika w produktach spoiywczych, z duig czutoécig i ekscepcjonalng selektywnoscia, przy
wykorzystaniu do detekcji gatunku spektrometrii mas i specyficznych dla gatunku peptydéw o
zdefiniowanej sekwencji wedtug wynalazku. PrzedloZony zestaw peptydow jest efektywnym
narzgdziem analitycznym do wykrywania zafatszowan Zywnosci i uwierzytelniania rywnosci z grup
zywnoéci najbardziej narazonej na zafalszowania. Efektywnie przyczyni sie do ochrony interesow
producentéw, dostawcow oraz konsumentdw, ekonomicznych i zdrowotnych oraz skutecznej kontroli
produktéw przez organizacje odpowiedzialne za kontrole produktéw trafiajacych na rynek a takze do
skutecznego egzekwowania przepisow prawa dotyczacego jakosci i znakowania produktow
zywnosciowych. \

Przyktady
Przyklad sposobu okreélania obecnosci miesa krélika w prébkach produktow spozywczych.
Ekstrakty z tkanki miesniowej krdlika

Tkanke mieéni szkieletowych krdlika (0.3g) ekstrahowano przez 2 min za pomoca roztwory
wodoroweglanu amonu w stezeniu 100 mmol/! przy uzyciu homogenizatora kulkowego stosujac kulke
metalowa o érednicy 5 mm. Ekstrakt zostal nastepnie zatgzony i liofilizowany.

W drugim etapie, w celu potwierdzenia swoistoéci markerow zidentyfikowanych dla krélika,
przygotowano rowniez ekstrakty z tkanki mieéni szkieletowych $wini, krowy, kurczaka, owcy, indyka,
perliczki, kaczki, i gesi, analogicznie jak powyiej.

Analiza technika spektometrii mas

W celu potwierdzenia identyfikacji peptydéw specyficznych dla krélika, ekstrakty z tkanki migsniowej
z krolika, zbadano technikg spektrometrii mas (MS) pod katem detekeji peptydéw uzyskanych w
frawieniu trypsyna.

Probka ekstraktu z tkanki mieéni szkieletowych krdlika (okolo 5 mg) zostala rozpuszczana w
roztworze wodoroweglanu amonu {100 mmol/l) i poddana redukcji mostkoéw disiarczkowych z Spl
ditiotreitolu (DDT, odczynnik Clelanda). Po inkubacji termicznej powstale reszty cysteinowe byly
alkilowane jodoacetamidem, a nastepnie poddane calonocnemu trawieniu trypsyng. Produkty
trawienia tryptycznego uzyskane z migéni szkieletowych krélika byly nastepnie analizowane za pomoca
LC-ESI-MS/MS (chromatografii cieczowe]j sprzezonej ze spektrometrig mas z zastosowaniem jonizacji
poprzez elektrorozpylanie) celem charakterystyki skfadu (rys. 1}.

Szezegolowy protokot obejmowat homogenizacje probki — tkanki miesni szkieletowych krélika
(0.3g) w 1 ml roztworu wodoroweglanu amonu (100 mmol/l} przy uzyciu homogenizatora kulkowego
Mini-Mill PULVERISETTE 23 (FRITSCH GmbH, Niemcy) z zastosowaniem kulki o srednicy 5 mm i
czestotliwoéci homogenizacji 3.000 oscylacji/min. Homogenizacje prowadzono w czasie 2 min.
Uzyskany homogenat suszono w temperaturze 37°C w préini przy uzyciu koncentratora mivac Duo
{Genevac Ltd,, Suffolk, UK). Wysuszong probke {okoto 5 mg) rozpuszczano w 100 i wodoroweglanu
‘amonu o stezeniu 100 mmol/l i poddawano redukcji mostkow disiarczkowych z Sl ditiotreitolu (DDT,
odczynnik Clelanda). Prébki inkubowano w temperaturze 56 °C przez 1 h z zastosowaniem termobloku.
Po inkubacji termicznej powstate reszty cysteinowe alkilowano z zastosowaniem 20 pl jodoacetamidu
i inkubowano przez 30 min w ciemnosci w temperaturze pokojowej. Pozostaly jodoacetamid
neutralizowano przez dodanie 20 ul ditiotreitolu (DDT, odczynnik Clelanda) i inkubacje w temperaturze
pokojowej przez 30 min. Trawienie bialka prowadzono przy uiyciu roztworu wodoroweglanu amonu



zawierajacego 0,083 pg/ul trypsyny. Probki inkubowano w temperaturze 37°C przez 18 godzin. Po
zakonczonej inkubacji produkty trawienia tryptycznego oczyszczano przy uzyciu gotowych zestawow
Sep-Pak C18 Plus (masa sorbentu 360 mg/0.7 mL) firmy Waters {Milford, MA, USA} zgodnie z instrukcja
producenta, Oczyszczone produkty trawienia tryptycznego suszono w temperaturze 37°C w prozni przy
uzyciu koncentratora mivVac Duo (Genevac Ltd., Suffolk, UK} a nastepnie rozpuszczano w 1 ml 5%
roztworu acetonitrylu zawierajacego 0,1% kwasu mrowkowy i poddawano analizie LC-MS/MS.

W czasie analizy LC-ESI-MS/MS 10 L roztworu peptydéw tryptycznych wstrzykuje sie na
kolumne do chromatografii cieczowej, takiej jak chromatografia oddziatywan hydrofobowych, RP-HPLC
(wysokosprawna chromatografia cieczowa z ukladem faz odwrdconych), chromatografia
jonowymienna, chromatografia wykluczania i chromatografia powinowactwa wykorzystujac Agilent
1290 HPLC. Spektrometr mas Q-TOF {Agilent) jest podigczony do HPLC w celu dokiadnego pomiaru
masy. Urzadzenie zbiera i rejestruje dane w trybie jonéw dodatnich. Kalibracja przyrzadu
przeprowadzana jest przy uzyciu mieszaniny zwigzkéw o zdefiniowanych masach (Agilent LC/MS tuning
mix],

W przypadku identyfikacji specyficznych dla gatunku krélik peptydow stanowigcych przedmiot
wynalazku analizy prowadzono przy pomocy chromatografu cieczowego Agilent Technologies 1290
Infinity sprzezonego z spektrometrem mas wysokich rozdzielczosci Agilent Technologies 6550 iFunnel
QTOF LC-MS wyposaZonego w #rédio jonéw ESI Agilent Technologies Jet Stream. Rozdziat
chromatograficzny prowadzono na kolumnie Agilent RRHD Eclipse Plus column (2.1x 150 mm 1.8um).
Jako faze ruchoma stosowano 0.1% kwas mrowkowy w wodzie (A) i w acetonitrylu (B).Zastosowano
elucje gradientowg: 0~2 min, 3% B; 2—40 min, 35% B; 40-45 min, 40% B; 45-50 min, 90% B; 50-55 min,
90% B, kondycjonowanie kolumny 3%B przez 5 min, szybko$¢ przyptywu fazy ruchomej 0.3 mi/min,
Objetoé¢ nastrzyku wynosita 10 pl, temperatura kolumny 40 °C. Zbierano jony dodatnie w trybie skan
MS oraz MS/MS w zakresie mas m/z od 100 do 3000. Parametry pracy MS: temperatura gazu
rozpylajacego 250°C, przeplyw gazu rozpylajacego 14 L/min, ciénienie nebulizatora 35 psi, temperatura
gazu ostonowego 250°C, przeptyw gazu ostonowego 11 L/min, napiecie kapilary 3500 V. Monitorowano
dwa jony referencyjne: m/z 121.0509 oraz m/z 922.0098.

Opis rysunkdw

Fig. 1 przedstawia chromatogramy LC-ESI-Q/TOF EIC czterdziestu osmiu peptydow markerowych
krolika uzyskanych po trawieniu trypsyng biatek w ekstrakcie z migsa krélika.

Fig. 2 obrazuje przykladowe spectra LC-ESI-QTOF-MS/MS {fragmentacyjne widma mas) specyficzoych
peptydéw markerowych krolika: {a) SSVFVADPK (475.2533%) i (b) AFFGHYLYEVAR (491.5828%)
uzyskanych po trawieniu trypsyna odpowiednio miozyny 4 i albuminy w ekstrakcie z migsa krolika.

Rysunek 3. Chromatogramy LC-ESI-Q/TOF peptydow markerowych krélika wykrytych w dwoch
przykladowych pasztetach zawierajgcych mieso krélika; (a) pasztet zawierajacy 85% miesa krolika, (b).
pasztet zawierajacy i 25 % miesa krélika.

identyfikacja specyficznych dla gatunku krélik peptydow:

Analizowanao trzy niezaleine partie ekstraktow z miesa krélika przetworzonego termicznie, aby
potwierdzi¢ specyficznos$é tych peptyddw {rysunek 1).

Stosujgc opisany sposéb dzialania, z powodzeniem zidentyfikowano specyficzne peptydy
krélika {ze $cisle zdefiniowang odrgbng masg czasteczkowa i sekwencjg aminokwasow) dla gatunku
keolik (tabela 1).

Specyficzno$¢ markerow oceniano przy pomocy Protein BLAST Alignment Search Tool i blastp
algorithm, USA National Library of Medicine, baza: non-redundant protein sequences, link:
https://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blas
thome



Tabela 1. Zestawienie specyficznych markeréw peptydowych dia gatunku krélik.

Masa

Czas

Biatke {Da) Intensywnosé re:encji Specyficzna sekwencia aminokwasowa peptydu ﬁ:kwenqa
min}
Miozyna-4 950.06 74004375 1105 | SSYFVADPK i
1812948 7872120.0 26.63 TLAFLFTGTAAAEAEGGGK 2
taneuch cletki miozymy migdnie 1885.00 20892509.0 243 1 TLAFLFSGAQTGEEGGGGEK 3
szkleletowe
Biatko C wigigce riozyneg typu szybkiego 121026 2378025.0 1403 | GDEVFTVIEGR 4
{szybkokurcziiwy)
Miomezyna-2 122245 1536361.5 24,82 | ASGUEMVMDRE E]
1556.77 1564652.5 26.52 | WYWVISWEPPVPR 6
1843.05 3A89816.0 2835 | FLSELAQLEESVHLAR 7
Mebullna 1426.67 20646.5 7.6 | GIGWVRIGSLEVAK 8
Obskuryna 1312.47 609022.0 11.43 | QEGAVCELHIR 9
Thina 1309.55 1186663.0 13,97 | IMFLVIHNCR 10
1657.83 574561.5 14.15 | TEWVSTONHTVLTVEK il
202521 1463%36.0 17.4 | VONAVVTGLSSGHEYOFR i2
2040.33 1374862 5 18.72 | LOAHEPFLHEGMELEMK i3
1536.74 1390655.5 2178 | HILELANLTIODR 14
147281 20466815 25.5 | VIPTIDLSMMPOK 15
266557 5948830 35,07 | VTVGDAASLOCOLAGTREIAVEWYY 16
945.0% 246625.5 708 | VYVENVETK 17
2534,72 671388.0 21.22 | NENASIHILNVDSSDIGEYHCK 18
086,39 1146460.0 29,78 | SVILESTYTGTLPISVIWK 19
2995,313 946042.0 30.87 | IMSENFLTSIHILNVDSADIGEYQCK i)
a-aktynina 4339.68 S864069.5 97.3 | AAPFNNWLDGAIEDLODVWILVHSVEETOSLLTAHDORK pal
Albumina surowlicza, faricuch A 1126.23 12410785 6.88 | CCSESLVDR 22
1433 49 1541738.5 7.77 | DTYGDVADCCEK 23
1473.64 10496219.5 21.55 AFFGHYLYEVAR 24
2529.69 3532326.5 25.02 | EFNAETFTFHADICTLPETER 25
1677.93 5856031.5 32,8 | LPCVEDYLSVVLNR 25
2699.02 6982244.0 43,1 | FNDVGEEHFIGLVLITFSOYLOK 27
Kinaza pirogronianowa izoforma 2 327660 150783140 2523 | SHSEAGSAFIQTOOLHAAMADTFLEHMCR 28
Beta-enplaza 3049.36 130643750 26.15 | HIADLAGNHDLVIPYPAFNVINGGSHAGNK 9
Hemoglobina podjednostka beta 1714.93 3148554 5 2447 | VLAAFSEGLSHLDNLE 30
1747.10 1431388.0 3157 LLGMYLVIVISHHFGK 31
Hemoglobina podjednostka beta 2072.26 1609622.5 22.65 | FFESFGDLSSAHAVMSNPE 32
tzoforma in 1741.95% 25568850 23135 | VIAAFSEGINHLDNLE 13
ATP-zaleina fosfofruitokinaza typ 1885.05 5108072.0 18.93 | ITEIVDAITTTAQSHOR 34
migéniowy 227347 6247098.5 24,15 | ALVFOPVTELONQTDFEMR 35
4192.60 1517662.0 34.83 HCGYLALVTSLSCGADWVEIPECPPRODNWEDHLCR 35
Dehydrogenaza L-mieczanowa taicuch A 3659.11 15353921.0 17.43 | LGVHALSCHGWILGEHGDSSVEWVWSGMNVAGYSLY 37
izoforma X1
izomeraza glukozo-6-fosforanu farncuch A 39.28.51 3446311.% 45.47 | NAPVLLAMUGIWYINCFGCETOAVLPYDUOYLHR 38
Blatko zawlerajgce domeng LIM 1053.18 1240703.5 13.47 | SLASETFVAK 33
Lizosomaina alfa-mannozydaza 1424,63 1072166.5 18.22 | TGFLMOQIEDLEK an
Fosfogiukomutaza-1 1504.52 £93398.5 11.55% | YDYEEVEAEGATK 41
S-transferaza glutationowa Mu 1, 119739 2356479.5 2243 | LOLYSQFLGK 42
S-transferaza glutationowe My 1 174694 17010740 244 | FOLVNVCYSPDFEK 43
1162.45 3949940.5 34.68 | FTLGLODFPNLPYUDGTHK 44
193013 1910618.0 37.93 ITEADFLVYDVLDONR 45
Enzym rozgateziajacy glikogen 238474 913021.5 26.88 @ VGADNHMLHLDCVTLOTFLAK 46
1447 69 9117770 29.12 LTLAEINGILYR &7
2789.14 1189229.0 32.63 | YFTFPFEEMPVSTEETMINLENK 48

Podobnie analizowano osiem niezaleinych partii ekstraktow dla innych gatunkow zwierzat,
ekstrakty z miesa pochodzacego od $wini, krowy, kurczaka, owcy, indyka, perliczki, kaczki, i gesi, aby

potwierdzi¢ specyficznosé powyiszych peptydow.

Analizy te wykazaly, ze spektrometria mas moie by¢ zastosowana do identyfikacji
specyficznych peptyddw krélika, o doktadnej masie i sekwencji, stanowigcych markery molekularne

dla gatunku krélik.

Peptydy specyficzne dla krolika nie zostaty wykryte w ekstraktach z miesa pochodzacego od
swini, krowy, kurczaka, owcy, indyka, perliczki, kaczki, i gesi.

identyfikacja gatunkowa krélika w mieszaninach wielogatunkowych, miesnych produktach

spozywczych




Po zidentyfikowaniu-specyficznych dla gatunku krélik peptydow zbadano, czy takie peptydy
mozna wykry¢ w ekstraktach z mieszanin wielogatunkowych miesnych produktéw spozywczych.
Metode LC-MS/MS (przy uiyciu spektrometru masowego LC-Q/TOF z Agilent Technologies)
zastosowano do wykrywania specyficznych dla gatunku krélik peptyddw. Obecnosc specyficznych
peptydéw mozna wykry¢ w tych probkach metodg LC-MS/MS. Przy czym liczba wykrytych peptydéw
zmniejsza sie wraz ze zmniejszajacg sig iloscig miesa krolika w produkcie spozywczym, z ktérego
uzyskano ekstrakt.

Jako przykiad, stosujac te metode, peptydy krolika zostaly wykryty w ekstrakcie wykonanym z
pasztetu zawierajacego mieso krélika, wieprzowe i kurczaka {Fig. 3). Podobne wyniki uzyskano dla
innych ekstraktéw z migsnych produktéw spoiywczych o réinym skiadzie ‘gatunkowym i réznej
zawartoéci miesa krélika w produkcie. Peptydy specyficzne dla krolika nie zostaty wykryte W
ekstraktach z produktéw migsnych nie zawierajgcych tego migsa.

Dzieki sposobowi wykrywania wedtug wynalazku wszystkie z czterdziestu osmiu specyficznych
peptydéw dla krélika mozna jednoznacznie wykry¢ w ekstraktach z miesa krolika oraz mieszankach
analitycznych do wykrywania, identyfikowania, potwierdzania obecnoici i ilodciowego oznaczania
miesa krolika w oparciu o skfad peptydowy.

Niniejszy wynalazek dostarcza skuteczny test do identyfikacji i potwierdzenia obecnosci
gatunku krolik w produktach spoiywczych zwtaszcza w mieszaninach zawierajacych wiele gatunkéw
miesa.

Niniejszy wynalazek dostarcza rowniez czuly test identyfikacyjny, do udokumentowania
obecnoici specyficznych peptydéw krolika w mieszankach analitycznych wytwarzanych z ekstraktow z
miesa krélika lub syntetycznych peptydow.

Peptydy specyficzne dla krolika zidentyfikowano najpierw ze wzgledu na ich specyficzne masy-
i charakterystyke sekwencji aminokwasowych, ktdre mozna uiy¢ jako markery molekularne dia
gatunku. Stosujac metode LC-MS/MS, osiggnieto wysoki poziom swoistosci wykrywania przy laczeniu
{1} sygnatéw MS/MS, (2) pomiaréw masy w wysokiej rozdzielczosci i (3) czaséw retencji
chromatograficznej. Zatem wykazano, ze powyisze peptydy sg specyficzne dla gatunku krélik, co
potwierdzono dla trzech réinych préb oraz o$miu réinych negatywnych (nie zawierajacych migsa
krélika) prob — o$miu gatunkow migs innych niz krolik.




