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Zestaw do wykrywania i identyfikacji nasion ro$lin oleistych, w szczegoélnosci konopi
siewnych i ich produktéw ubocznych w produktach spozywczych oraz sposéb wykrywania
i identyfikacji nasion ro$lin oleistych, w szczegélnosci konopi siewnych i ich produktéow
ubocznych w produktach spozywczych.

Przedmiotem wynalazku jest zestaw do wykrywania i identyfikacji nasion roslin oleistych,
w szczegdlnosci konopi siewnych 1 ich produktéw ubocznych w produktach spozywezych oraz
sposob wykrywania i identyfikacji nasion roslin oleistych, w szczegolnosci konopi siewnych i ich
produktow ubocznych w produktach spozywczych.

Stosowane okreslenie dla celow ninigjszego wynalazku ,,peptyd” oznacza czasteczke
zawierajaca liniowy uklad reszt L-aminokwasowych polaczonych ze sobg w szyku liniowym
wigzaniem peptydowym. Stosowany tu termin ,aminokwas” obejmuje w szczegoélnosci 20
naturalnie wystgpujacych aminokwaséw (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 takze aminokwasy niosace modyfikacje posttranslacyjne, ktére mozna znalez¢ in vivo, takie
jak hydroksyprolina, fosfoseryna i fosfotreonina oraz karbamidometylacja i oksydacja; i inne
nietypowe aminokwasy, w tym migdzy innymi kwas 2-aminoadypinowy, hydroksylizyna,
izodesmozyna, norwalina, norleucyna i ornityna.

Sekwencje nr: 1-204 sa fragmentami bialek nasion gatunkow czarnuszka siewna (Nigella
sativa L.), dynia zwyczajna (Cucurbita pepo L.), kapusta rzepak (Brassica napus L.), kokos
wlasciwy (Cocos nucifera L.), konopie siewne (Cannabis sativa L.), len zwyczajny (Linum
usitatissimum L.), ostropest plamisty (Silybum marianum L.), sezam indyjski (Sesamum indicum
L)), stonecznik zwyczajny (Helianthus annuus L.) 1 wiesiolek dwuletni (Oenothera biennis L.)
(Tabela 1).

Stosowane tu okreslenie ,mieszanka™ odnosi si¢ do dowolnej mieszanki, ktéra moze
zawiera¢ ekstrakt z nasion roslin oleistych i ich produktéw ubocznych.

Stosowane tu okreslenie , ekstrakt™ odnosi si¢ do substancji wytworzongj przez ckstrakcje.
Ekstrakt jest ekstraktem z nasion ro$lin oleistych. Korzystne jest, aby ekstrakt zawieral biatka
wyizolowane z nasion roslin oleistych, takie jak:

e globulina 11S wyekstrahowana z kokosa wlasciwego (Cocos nucifera L.), Inu zwyczajnego
(Linum usitatissimum L.), konopi siewnych (Cannabis sativa L.), dyni zwyczajnej (Cucurbita
pepo L.), kapusty rzepak (Brassica napus L.), slonecznika zwyczajnego (Helianthus annuus
L),

e oleozyna wyekstrahowana z kokosa wlasciwego (Cocos nucifera L.), Inu zwyczajnego (Linum
usitatissimum L.), dyni zwyczajnej (Cucurbita pepo L.), kapusty rzepak (Brassica napus L.),
stonecznika zwyczajnego (Helianthus annuus L.),

e Dbialko pdznej embriogenezy wyekstrahowane z Inu zwyczajnego (Linum usitatissimum L.),
dyni zwyczajnej (Cucurbita pepo L.), sezamu indyjskiego (Sesamum indicum L.), stonecznika
zwyczajnego (Helianthus annuus L.),
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e albumina 2S wyekstrahowana z dyni zwyczajnej (Cucurbita pepo L.), slonecznika
zwyczajnego (Helianthus annuus L.),

e bialko 7S podobne do wikiliny wyekstrahowane z konopi siewnych (Cannabis sativa L.), dyni
zwyczajnej (Cucurbita pepo L.), slonecznika zwyczajnego (Helianthus annuus L.),

e dehydrogenaza 11-beta-hydroksysteroidowa wyekstrahowana z dyni zwyczajnej (Cucurbita
pepo L.), slonecznika zwyczajnego (Helianthus annuus L.), sezamu indyjskiego (Sesamum
indicum L.),

e bialko szoku cieplnego wyekstrahowane z dyni zwyczajnej (Cucurbita pepo L.), sezamu
indyjskiego (Sesamum indicum L.),

e lektyna spokrewniona z jacaling wyekstrahowana z kapusty rzepak (Brassica napus L.),
slonecznika zwyczajnego (Helianthus annuus L.),

e peroksygenaza wyekstrahowana z dyni zwyczajnej (Cucurbita pepo L.), sezamu indyjskiego
(Sesamum indicum L.), stonecznika zwyczajnego (Helianthus annuus L.),

¢ nigellina-1 wyekstrahowana z czarnuszki siewnej (Nigella sativa L.),

e preprosilpepsyna 2 wyekstrahowana z ostropestu plamistego (Silybum marianum L.),

e bialko zawierajace domeng LOV wyekstrahowane z wiesiolka dwuletniego (Oenothera
biennis L.).

Poprzez zestaw w niniejszym wynalazku nalezy rozumie¢ mieszaning analityczng
(wzorcowa) przeznaczong do stosowania w celu wykrywania, identyfikowania, potwierdzania
obecnosci 1 ilosciowego oznaczania nasion roslin oleistych 1 ich produktéw ubocznych. W
optymalnym wykonaniu mieszanka analityczna przeznaczona jest do ustalania skladu
gatunkowego produktow spozywcezych. Mieszanke analityczng mozna sporzadzi¢ w dowolngj
formulacji, takiej jak: proszek, roztwor lub liofilizat oraz do dowolnego sposobu stosowania,
takiego jak: wzorzec zewngtrzny, wzorzec wewngtrzny, izotopowo znakowany wzorzec, analog,
dodatek wzorca, proba kontrolna. Jednakze preferowana droga stosowania mieszanki analitycznej
jest izotopowo znakowany wzorzec.

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

,Chromatografia cieczowa” odnosi si¢ do techniki rozdzielania mieszaniny. Zwykle
obejmuje ona przepuszczenie mieszaniny rozpuszczong] w cicklej fazie ruchomej przez fazg
stacjonarng, ktéra oddziela analit do pomiaru od innych czasteczek w mieszaninach i pozwala na
jego izolacje. Podczas HPLC (wysokosprawnej chromatografii cieczowej) pod wysokim
cisnieniem wymusza si¢ przejécie probki przez kolumne wypelniong czastkami o nieregulamym
lub sferycznym ksztalcie lub porowata warstwe monolityczng (faza stacjonarna) za pomoca
cieczy (faza ruchoma).

Techniki spektrometrii mas w zakresie wynalazku obejmuja w szczego6lnosci MALDI-TOF
(desorpcja/jonizacja laserem wspomagana matryca - pomiar czasu przelotu jondéw) lub LC-ESI-
MS/MS (chromatografia cieczowa - jonizacja przez elektrorozpylanie-spektrometria mas/
spektrometria mas).

Stosowane w sposobie dzialanie proteolityczne ekstraktu oznacza ukierunkowang
degradacj¢ (trawienia) peptydow.
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Zestaw 1 sposob wykrywania obejmuje 10 nastepujacych gatunkow nasion i ich produktow
ubocznych: czarnuszka siewna (Nigella sativa L.), dynia zwyczajna (Cucurbita pepo L.), kapusta
rzepak (Brassica napus L.), kokos wlasciwy (Cocos nucifera L.), konopie siewne (Cannabis
sativa L.), len zwyczajny (Linum usitatissimum L.), ostropest plamisty (Silybum marianum L.),
sezam indyjski (Sesamum indicum L.), slonecznik zwyczajny (Helianthus annuus L.) 1 wiesiolek
dwuletni (Oenothera biennis L.).

Falszowanie zZywnosci staje si¢ problemem globalnym, a wzrost produkcji przetworzonej
zywnosci, ztozony charakter produktéw spozywcezych, réznorodne procesy przetworcze, ktorym
sg poddawane, a takze wzrost wyrafinowania falszerstw, utrudniajg ich identyfikacje, dlatego
obecne metody sluzace ich wykrywaniu sg weigz niewystarczajace. Uwierzytelnianie Zywnosci,
zwlaszcza produktow przetworzonych, nadal stanowi wyzwanie. Falszowanie zywnosci podwaza
zaufanie konsumentéw w zakresie jakosci zZywnosci oraz szkodzi calemu tancuchowi dostaw
zywnosci od rolnikow po sprzedawcow detalicznych. Z tego wzgledu, Komisja Europejska 13
marca 2018 r. uruchomila Centrum Wiedzy o Zafalszowaniach i Jakosci Zywnosci (Knowledge
Centre for Food Fraud and Quality). Na polskim rynku, wedlug ostatniego sprawozdania za 2018
rok w sprawie wykonania przez Inspekcje Handlowa krajowego planu urzedowej kontroli
zywnosci [UOKIK, Warszawa 2019], najwigcej produktéw o niewlasciwe] jakosci, w tym
zafalszowanych, stwierdzono w przypadku: ryb 1 przetworéw rybnych (35,1% nie odpowiadalo
obowigzujacym przepisom prawa lub deklaracji producenta), wyrobdw garmazeryjnych (25,3%),
miodu pszczelego (23,7%), produktéow z chroniong nazwg ChOG, ChNP, GTS (16%), mig¢sa i
przetwordéw migsnych (13,7%), wyrobdéw cukierniczych (13,7%).

W ostatnich latach obserwuje si¢, zwlaszcza w krajach rozwinigtych, trend zywieniowy
dotyczacy preferowania konsumpcji produktéw pochodzenia roslinnego nad produktami
zwierzecymi. Konsumenci podazajacy za tym trendem argumentujg swoje wybory zZywieniowe
dbaloscia o zdrowie, aspektem ekologicznym czy psychologicznym [Bozo, J. (2019). Some
Aspects of Modern Nutrition. In B. S. Karabegovi¢, 1. (Eds.), New Technologies, Development
and Application (pp. 610-616). Springer Nature Switzerland AG, Cham: E-Publishing Inc.].
Rosnace zainteresowanie bialkami zastgpujacymi migso przeklada si¢ na coraz wigkszg ilosé¢
badan produktow ubocznych z przetwarzania oleju, ktore okazuja si¢ dobrym 1 tanim zrodlem
biatka roslinnego. Otrzymywane preparaty cechujg si¢, poza wartoscia zywieniowa, roéwniez
bardzo dobrymi wlasciwosciami funkcjonalnymi. Wlasciwosci te decyduja o tym, Ze producenci
chetnie wprowadzajg na rynek produkt, ktorego matrycg jest frakcja roslinna. Nasiona oraz oleje
roslinne na przestrzeni ostatnich lat znalazly zastosowanie w wielu produktach spozywczych,
miedzy innymi, produktach zbozowych, migsnych, rybnych i cukiemiczych.

Produkty migsne sa wzbogacane przez dodatek olejow roslinnych, ale takze zmielonych
lub calych nasion roslin oleistych lub ich preparatow. Na polskim rynku najczesciej spotyka sie
produkty z dodatkiem nasion slonecznika, konopi 1 czarnuszki. Stosuje si¢ réznorodne oleje i
preparaty bialkowe, takie jak maczki, koncentraty i izolaty, ktére charakteryzuja si¢ doskonalg
wartoscig zywieniowa 1 sg stosunkowo latwostrawne. W ten sposob mozliwe jest obnizenie
wartosci energetycznej produktu, a rdwnoczesnie wzbogacenie go w biatko, skladniki mineralne,
witaminy 1 blonnik pokarmowy pochodzenia roslinnego. Ponadto, nasiona oraz oleje roslinne sg
bogate w zwigzki bioaktywne (fitosterole, tokoferole, zwiazki fenolowe, biologicznie aktywne
biatka 1 peptydy), dzigki czemu wykazujg szereg korzystnych cech wplywajacych na zdrowie
czlowieka, migdzy innymi obnizaja ci$nienie te¢tnicze krwi, obnizajg zawartos¢ cholesterolu we



10

15

20

25

30

35

40

krwi, reguluja poziom glukozy we krwi, poprawiaja pracg ukladu pokarmowego, funkcjonowanie
ukladu nerwowego, a takze reguluja prace ukladu hormonalnego [Hidalgo, F. J., & Zamora, R.
(2006). Peptides and proteins in edible oils: Stability, allergenicity, and new processing trends.
Trends in Food Science & Technology, 17, 56-63. https:/doi.org/10.1016/1.tifs. 2005.10.006;
Ozuna, C., & Leon-Galvan, M. F. (2017). Cucurbitaceae Seed Protein Hydrolysates as a Potential
Source of Bioactive Peptides with Functional Properties. BioMed Research International,
2121878, 1-16. bttps://doi.org/10.1155/2017/2121878].

Zywno$é tego rodzaju staje si¢ bardziej konkurencyjna, co przeklada sie¢ na aspekt
ckonomiczny, atym samym zyski producenta. Jednakze, zyski wynikajace z wdrozonych nowych
produktéw spozywczych na rynek czgsto powodujg jeszcze wigkszg che¢ poprawy rachunku
ekonomicznego, co wigze si¢ z falszowaniem ich skladu [Wisniewski, A., & Buschulte, A.
(2019). How to tackle food fraud in official food control authorities in Germany. Journal of
Consumer Protection and Food Safety, 14, 319-328. https:/doi.org/10.1007/s00003-019-01228-
2]. A to z kolei wigze si¢ z ryzykiem nietolerancji pokarmowych i reakcji alergennych wsrod
nieswiadomych konsumentow. Pomijajac fakt falszowania zywnosci 1 straty ekonomiczne z tym

zwigzane, nalezy podkreslic, ze sama przewaga diet bazujacych na bialtkach roslinnych moze by¢
przyczyng wzrostu wystepowania nietolerancji 1 alergii pokarmowych w spoleczenstwie w
wyniku zachodzenia reakcji krzyzowych u 0s6b z innymi alergiami pokarmowymi [Ozias-Akins,
P., & Breiteneder, H. (2019). The functional biology of peanut allergens and possible links to
their allergenicity. Allergy, 74, 888-898. https://doi.org/10.1111/all.13719]. Liczne dane
wskazuja na powszechne 1 w ciggu ostatnich 2-3 dekad wzmagajace si¢ wystepowanic alergii

pokarmowych. Na alergie pokarmowe cierpi do 10% populacji, przy czym niewspdlmiernie
wigksza liczba przypadkow obserwowana jest w obszarach rozwinigtych, uprzemystowionych,
wzrasta tez ilo$¢ przypadkow alergii u oséb doroslych [Scott H. Sicherer, Hugh A. Sampson,
Food allergy: A review and update on epidemiology, pathogenesis, diagnosis, prevention, and
management, J Allergy Clin Immunol 2018, 141:41-5.
https://doi.org/10.1016/1.3ac1.2017.11.003].

W zwiazku z powyzZszym istnieje potrzeba przeprowadzania badan okreslajgcych doktadne
profile biatlkowe w zywnosci. Identyfikujac specyficzne biatka i peptydy mozna wykrywaé
zafalszowania zywnosci, a takze zwigkszy¢ jej bezpieczenstwo oraz polepszy¢ dbalos¢ o zdrowie
czlowieka [Stoyke, M., Becker, R., Brockmeyer, J., Jira, W., Popping, W, Uhlig, S., & Wittke,
S. (2019). German Government Official Methods Board Points the Way Forward: Launch of a
New Working Group for Mass Spectrometry for Protein Analysis to Detect Food Fraud and Food
Allergens. An International Journal of Analytical Science, 102, 5, 1280-1285.
hitps://doi.org/10.5740/jaoacint. 19-0056]. Konieczne jest rozwijanie szybkich i dokladnych
technik analitycznych do zwalczania oszustw i1 potwierdzania autentycznosci Zywnosci, w tym

rozwijanie narzedzi analitycznych do identyfikacji gatunku, zanieczyszczen zywnosci, aby
zapobiega¢, wykrywa¢ 1 odroznia¢ celowe i niezamierzone zastgpowanie i dodawanie
skladnikow, a takze aby egzekwowaC przepisy dotyczace oznakowania, zapewnic
bezpieczenstwo 1 wiarygodnos¢ zywnosci oraz zdrowie konsumentow.

Do identyfikacji nasion 1 innych skladnikéw bialkowych w zywnos$ci oraz analizy
zafalszowan zywnosci (w tym olejow spozywcezych) wykorzystuje si¢ rozne techniki analityczne.
Na chwile obecng mozliwosei identyfikacyjne obejmujg glownie detekcje surowcow
alergennych, takich jak sezam oraz orzechy (m.in. orzechy wloskie, laskowe, arachidowe,
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nerkowca 1 migdaly), przy uzyciu metod opartych na wykrywaniu bialek i peptydoéw, markerow
DNA Iub okreslonych metabolitéw 1 zwigzkéow. Uwierzytelnianie olejéw roslinnych (gléwnie
oliwy, oleju arachidowego, rzepakowego, sojowego, stonecznikowego i kokosowego) odbywa
si¢ glownie w oparciu o analiz¢ kwasoéw tluszczowych, tokoferolu, a ostatnio proponowane
metody w wigkszosci sg oparte na metodach przesiewowych z wykorzystaniem chemometrii bez
ckstrakeji probki, takich jak techniki spektroskopowe. Nieukierunkowane analizy wykonywane
technikami spektroskopowymi w celu szybkiego wykrycia réznic w lipidach, bialkach i
weglowodanach nie majg jednak zastosowania w uwierzytelnianiu w produktow przetworzonych
wyprodukowanych z wiclu sktadnikow.

Obecnos$¢ okreslonych skladnikow biatkowych w  produktach spozywezych jest
sprawdzana za pomocg metod immunochemicznych, takich jak testy ELISA i urzadzenia do
szybkich testow (lateral flow devices). Jednak w przetworzonej zywnosci biatkowe epitopy moga
ulega¢ denaturacji lub degradacji, co utrudnia ich wykrycie. W takich przypadkach analiza
markerdéw peptydowych moze by¢ bardziej skuteczna, poniewaz pojedyncze peptydy sa bardziej
stabilne niz cale bialko. Dyskutuje si¢ fakt, ze bialka ulegaja degradacji podczas obrdbki
termicznej stosowane] w trakcie roznych procesow technologicznych podczas przygotowania
produktow spozywczych (gotowanie, wedzenie, suszenie, pieczenie, sterylizacja, itp.). Efektem
jest zaburzenie lub zniszczenie przestrzennej struktury biatka, co wplywa na dostgpnosé epitopow
rozpoznawanych przez przeciwciala i/lub prowadzi do degradacji tychze epitopow, a w
konsekwencji prowadzi do tego, ze bialko nie zostanie wykryte w tescie 1 uzyskany zostanie
falszywie negatywny wynik. Z drugiej strony testy immunochemiczne cz¢sto prowadza do
falszywie pozytywnych wynikow, w skutek wystapienia reakcji krzyzowych, ryzyko ktorych, w
przypadku produktéw migsnych zawierajacych oprocz wielu skladnikow pochodzenia
zwierzgeego czesto rowniez skladniki pochodzenia roslinnego, jest wysokie.

Metody wykorzystujace markery DNA, w tym najbardziej populame oparte na reakcji
PCR, opieraja si¢ na analizie DNA wyekstrahowanego z produktu spozywczego. Procesy
technologiczne stosowane podczas wytwarzania produktow prowadza réwniez do degradacji
DNA, co przejawia si¢ uzyskiwaniem falszywie negatywnych wynikoéw. Oznaczenia oparte na
reakcji PCR wymagajg amplifikacji fragmentow DNA. W przypadku produktdéw przetworzonych
istnigje ryzyko, ze fragment, ktory ma by¢ amplifikowany ulegl degradacji, w efekcie otrzymuje
si¢ wynik falszywie negatywny. Ponadto, metody genetyczne wymaga zachowania warunkow
wykluczajacych zanieczyszczenie probki w czasie jej pobierania i przygotowywania do analizy.
Potrzebne jest dostosowanie pomieszezen dedykowanych pod poszczegodlne etapy przygotowania
probki — oddzielne pomieszczenie do izolacji DNA kolejne do amplifikacji. Najczesciej
wykorzystywane obecnie metody identyfikacji gatunkdéw oparte na analizie DNA sa metodami
bardzo wrazliwymi na zanieczyszczenia krzyzowe dajace wyniki falszywie pozytywne. Takich
zagrozen nie obserwuje si¢ w przypadku identyfikacji skladnikow za pomoca technik
proteomicznych w oparciu o markery peptydowe.

Rozwigzaniem zaznaczonych niedogodnosci okazal si¢ sposob wedlug wynalazku, ktory
laczy wysokosprawna chromatografic cieczowa z wysokorozdzielcza spektrometria mas
(UHPLC-Q-TOF-MS/MS), co pozwolilo na zidentyfikowanie specyficznych bialek i peptydow
unikalnych dla badanych gatunkéw nasion oleistych, tj. czarnuszka siewna, dynia zwyczajna,
kapusta rzepak, kokos wlasciwy, konopie siewne, len zwyczajny, ostropest plamisty, sezam
indyjski, slonecznik zwyczajny 1 wiesiolek dwuletni, co pozwolilo okresli¢ zestaw specyficznych
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peptydow zidentyfikowano w makuchach (produkt uboczny tloczenia oleju na zimno), w biatkach
wyekstrahowanych z olejow oraz produktach spozywczych wyprodukowanych z dodatkiem
analizowanych nasion 1 ich produktow ubocznych.

Zestaw do wykrywania i identyfikacji nasion roslin oleistych i ich produktéw
ubocznych w produktach spozywczych wedlug wynalazku zawiera co najmniej jeden
peptyd, korzystnie peptydy o sekwencji od 1 do 204 okreslone w Tabeli 1, jakie mogg by¢
stosowane do identyfikacji gatunkowej gatunkéw nasion roslin oleistych w probee, w
szczegodlnosci w mieszankach wielogatunkowych produktéw spozywczych oraz nieoczekiwanie
w nierafinowanych olejach, ktore zawieraja niewielkie ilosci bialka.

Zastosowanie zestawu do wykrywania i identyfikacji nasion ro$lin oleistych w
szczegolnosci konopi siewnych i ich produktow ubocznych w produktach spozywczych i
identyfikacji obecnosci nasion roslin oleistych 1 ich produktéw ubocznych w produktach
spozywczych wedlug wynalazku obejmuje nastgpujace kroki:

e izolacje peptydow z ekstraktu z produktow spozywcezych lub z ekstraktu z oleju poprzez
poddanie ekstraktu z produktéw spozywczych lub z oleju obrobee proteolitycznej polegajace]
na trawieniu bialek przez enzymy proteolityczne; korzystnie przy uzyciu roztworu
wodoroweglanu amonu zawierajacego 0,083 pg/pl trypsyny w proporcji od 1:20 do 1:50
enzymu do ilosci bialek 1 inkubacje w temperaturze od 35 do 56 °C, korzystnie w temperaturze
37°C przez co najmniej 6, korzystnie 18 godzin;

o analizg uzyskanych peptydow z ekstraktu z oleju lub ekstraktu z produktoéw spozywcezych przy
wykorzystaniu znanej metody wykrywania peptydow, korzystnie kombinacji chromatografii
cieczowej 1 spektrometrii mas pod katem wystepowania co najmnigj jednego peptydu
stanowigcego sekwencje wybrang z grupy sekwencji: 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: 140, Sekwencja nr: 141,
Sekwencja nr: 142, Sekwencja nr: 143, Sekwencja nr: 144, wymienionych w Tabeli 1 we
wspomnianym c¢kstrakcie poddanym obrobce proteolitycznej, tak, Zze porownuje si¢ czas
retencji, mas¢ peptydu oraz fragmentacyjne widma mas peptydu obecnego w ckstrakcie z
czasem retencji, masa peptydu i fragmentacyjnym widmem mas peptydu o sekwencji z grupy
sekwencji od 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: 140, Sekwencja nr: 141, Sekwencja nr: 142, Sekwencja nr:
143, Sekwencja nr: 144;

e wykrycie, Zze co najmniej jeden gatunek nasion lub jego produkty uboczne jest obecny w
wspomnianym ekstrakcie, jesli co najmniej jeden peptyd o sekwencji z grupy sekwencji o
numerze 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: 140, Sekwencja nr: 141, Sekwencja nr: 142, Sekwencja nr: 143,
Sekwencja nr: 144; wymienionych wyzej zostal zidentyfikowany w ekstrakcie.

Korzystnie, gdy peptydy stosuje si¢ do okreslania obecnosci nasion roslin oleistych i ich
produktow ubocznych w jedno- i wicloskladnikowych produktach spozywczych, zaréwno
surowych jak i poddanych procesom technologicznym w czasie wytwarzania produktu
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spozywczego, takim jak m.in. mielenie, homogenizacja, gotowanie, pieczenie, suszenie,
wedzenie, grillowanie, pasteryzacja, sterylizacja.

Korzystnie, gdy mieszanke ekstraktow uzyskuje si¢ w procesie ekstrakcji produktu
spozywczego roztworem wodoroweglanu amonu, zwlaszcza w st¢zeniu 50-100 mmol/l oraz w
przypadku produktéw zawierajacych oleje ekstrakeji zimnym acetonem.

Korzystnie, gdy probke poddaje si¢ redukeji mostkow disiarczkowych z 5 pl ditiotreitolu
(DDT, odczynnik Clelanda).,a po inkubacji termicznej powstale reszty cysteinowe alkiluje si¢
jodoacetamidem.

Korzystnie, gdy proces obrobki proteolitycznej obejmuje co najmniej jedng proteaze,
korzystnie: trypsyng i/lub chymotrypsyne i/lub elastazg¢ i/lub endoproteinaze Glu-C,
endoproteinazg Asp-N 1/lub endoproteinazg Lys-C i/lub endoproteinaze Pro-C.

Wynalazek dotyczy takze zestawu do okreslania obecnosci konopi siewnych i ich
produktéw ubocznych w produktach spozywczych i nierafinowanych olejach zawierajacych co
najmniej jeden peptyd o sekwencji wybranej z grupy sekwencji: 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: 140, Sekwencja nr: 141,
Sekwencja nr: 142, Sekwencja nr: 143, Sekwencja nr: 144; okreslonych w Tabeli 1.

Korzystnie, gdy zestaw zawiera co najmniej dwa lub wigcej peptydéw wybranych z grupy
sekwencji: 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: 140, Sekwencja nr: 141, Sekwencja nr: 142, Sekwencja nr: 143, Sekwencja nr:
144.

Korzystnie, gdy zestaw zawiera peptydy o 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: 140, Sekwencja nr: 141, Sekwencja nr:
142, Sekwencja nr: 143, Sekwencja nr: 144.

Korzystnie, gdy peptydy stosuje si¢ do okreslania obecnosci nasion roslin oleistych i ich
produktéw ubocznych w jedno 1 wieloskladnikowych produktach spozywezych, zaréwno
surowych jak i poddanych procesom technologicznym w czasie wytwarzania produktu
spozywczego, takim jak m.in. mielenie, homogenizacja, gotowanie, pieczenie, suszenie,
wedzenie, grillowanie, pasteryzacja, sterylizacja.

Dzigki zestawowi peptydow wedlug wynalazku mozliwe jest wykrywanie 1 identyfikacja
nasion roslin oleistych i ich produktéw ubocznych w produktach spozywczych, z duzg czuloscig
1 ekscepcjonalng selektywnoscia, przy wykorzystaniu do detekeji gatunku spektrometrii mas i
specyficznych dla gatunku peptydow o zdefiniowanej sekwencji wedlug wynalazku. Przedlozony
zestaw peptydow jest efektywnym narzedziem analitycznym do wykrywania zafalszowan
zywnoscl 1 uwierzytelniania zywnos$ci narazonej na zafalszowania. Efektywnie przyczyni si¢ do
ochrony intereséw producentéw, dostawcow oraz konsumentoéw, ekonomicznych i zdrowotnych
oraz skutecznej kontroli produktéw przez organizacje odpowiedzialne za kontrolg produktow
trafiajacych na rynek a takze do skutecznego egzekwowania przepisow prawa dotyczacego
jakosci 1 znakowania produktow zywnosciowych.

Opis rysunkow
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Rysunek 1. Poréwnanie profili biatlkowych z bialek wyekstrahowanych acetonem z 10 rodzajow
olei tloczonych na zimno. Sciezki: S — stonecznik; Se - sezam; P - dynia; C - kokos; E - wiesiolek;
H - konopie; N - czarnuszka; L — siemig¢ Iniane; R - rzepak; M - ostropest.

Rysunek 2. Widok 3D chromatograméw uzyskanych technikg LC-Q-TOF-MS/MS z bialek
wyekstrahowanych z olejow tloczonych na zimno pozyskanych z 10 badanych gatunkow nasion
roslin oleistych: czaruszka siewna, dynia zwyczajna, kapusta rzepak, kokos wlasciwy, konopie
siewne, len zwyczajny, ostropest plamisty, sezam indyjski, slonecznik zwyczajny, wiesiotek
dwuletni. Pojedyncze chromatogramy z drugiego wymiaru sg umieszczane jeden kolo drugiego
w przestrzeni trojwymiarowej; czas retencji w I kolumnie jest zaznaczany na osi X, czas
retencji w II kolumnie na osi Y, a intensywno$¢ sygnalu na osi Z.

Rysunek 3. LC-QTOF-MS/MS spektra specyficznych gatunkowo markerow peptydowych
otrzymanych z globuliny 11S wyekstrahowanej z: (A) kokosa wlasciwego; (B) konopi siewnych.

Rysunek 4. LC-QTOF-MS/MS spektra specyficznych gatunkowo markerow peptydowych
otrzymanych z wyekstrahowanych bialek; (A) oleozyna z dyni zwyczajnej; (B) oleozyna z Inu
zwyczajnego; (C) nigellina z czarnuszki siewne;.

Przyklady wykonania

Probka ekstraktu (okolo 5 mg) z wytlokéw nasion roslin oleistych (produkt uboczny
tloczenia na zimno) i ekstraktu z nierafinowanego oleju zostala rozpuszczona w roztworze
wodororowgglanu amonu (100 mmol/l) 1 poddana redukcji mostkow disiarczkowych z 5 ul
ditiotreitolu (DDT, odczynnik Clelanda). Po inkubacji termicznej powstale reszty cysteinowe
byly alkilowane jodoacetamidem, a nastgpnic poddane calonocnemu trawieniu trypsyna.
Produkty trawienia trypsyng uzyskane z nasion roslin oleistych byly nastepnie analizowane za
pomocg LC-ESI-MS/MS (chromatografii cieczowej sprzgzonej ze spektrometria mas z
zastosowaniem jonizacji poprzez elektrorozpylanie) celem charakterystyki skladu. Na Rysunku
1 przedstawiono porownanie profili bialkowych z bialek wyekstrahowanych acetonem z
badanych gatunkow olei tloczonych na zimno.

Szczegdlowy protokol obejmowal homogenizacje probki (0,3 g) w 1 ml roztworu
wodoroweglanu amonu (100 mmol/l) przy uzyciu homogenizatora T25 Ultra-Turrax (IKA
Labortechnik, Staufen, Germany) przy obrotach 9500 rpm przez 2x20 s, a nastepnie 13,500 rpm
przez 30 s. Uzyskany homogenat suszono w temperaturze 37°C w prozni przy uzyciu
koncentratora miVac Duo (Genevac Ltd., Suffolk, UK). Wysuszong probke (okolo 5 mg)
rozpuszczano w 100 pl wodorowgglanu amonu o stgzeniu 100 mmol/l i poddawano redukcji
mostkéw disiarczkowych z 5 pl ditiotreitolu (DDT, odczynnik Clelanda). Probki inkubowano w
temperaturze 56 °C przez 1 h z zastosowaniem termobloku. Po inkubacji termicznej powstale
reszty cysteinowe alkilowano z zastosowaniem 20 upl jodoacetamidu i inkubowano przez 30 min
w ciemnosci w temperaturze pokojowej. Pozostaly jodoacetamid neutralizowano przez dodanie
20 wl ditiotreitolu (DDT, odczynnik Clelanda) i inkubacj¢ w temperaturze pokojowej przez 30
min. Trawienie biatka prowadzono przy uzyciu roztworu wodorowgglanu 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
instrukcjg producenta. Oczyszczone produkty trawienia tryptycznego suszono w temperaturze
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37°C w prozni przy uzyciu koncentratora miVac Duo (Genevac Ltd., Suffolk, UK) a nastepnie
rozpuszczano w 0,5-1 ml 5% roztworu acetonitrylu zawierajacego 0,1% kwasu mréwkowy i
poddawano analizie LC-MS/MS.

W czasie analizy LC-ESI-MS/MS 10 pL roztworu peptydow tryptycznych wstrzykuje si¢
na kolumne do chromatografii cieczowej, takiej jak chromatografia oddzialywan hydrofobowych,
RP-HPLC (wysokosprawna chromatografia cieczowa z ukladem faz odwroconych),
chromatografia jonowymienna, chromatografia wykluczania i chromatografia powinowactwa
wykorzystujac Agilent 1290 HPLC. Spektrometr mas Q-TOF (Agilent) jest podlaczony do HPLC
w celu dokladnego pomiaru masy. Urzadzenie zbiera i rejestruje dane w trybie jonow dodatnich.
Kalibracja przyrzadu przeprowadzana jest przy uzyciu mieszaniny zwigzkéw o zdefiniowanych
masach (Agilent LC/MS tuning mix).

W przypadku identyfikacji peptydow specyficznych dla gatunkow nasion oleistych
stanowigcych przedmiot wynalazku analizy prowadzono przy pomocy chromatografu
cieczowego Agilent Technologies 1290 Infinity sprzgzonego z spektrometrem mas wysokich
rozdzielczosci Agilent Technologies 6550 iFunnel QTOF LC-MS wyposazonego w zrodlo jondw
ESI Agilent Technologies Jet Stream. Rozdzial chromatograficzny prowadzono na kolumnie
Agilent RRHD Eclipse Plus column (2.1x 150 mm 1.8 pm). Jako faz¢ ruchoma stosowano 0.1%
kwas mrowkowy w wodzie (A) 1 w acetonitrylu (B). Zastosowano elucj¢ 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, szybkos¢ przypltywu fazy ruchomej 0.3 ml/min.
Objetosc 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, cisnienie nebulizatora 35 psi,
temperatura gazu oslonowego 250°C, przeplyw gazu oslonowego 11 L/min, napigcie kapilary
3500 V. Monitorowano dwa jony referencyjne: m/z 121.0509 oraz m/z 922.0098.

Nastepnie analizowano partie ekstraktow z wytlokow gatunkéw nasion roslin oleistych,
aby potwierdzi¢ specyficznos¢ tych peptydow. Stosujac opisany wyzej sposéb dzialania, z
powodzeniem zidentyfikowano specyficzne peptydy dla gatunkéw nasion (ze scisle zdefiniowang
odrebng masg czasteczkowa 1 sekwencjg aminokwasow).

Podobnie analizowano partie ekstraktow bialek z olejow tloczonych na zimno uzyskanych
z badanych gatunkéw nasion roslin oleistych oraz produktow wyprodukowanych z dodatkiem
nasion roslin oleistych lub ich produktéw ubocznych, aby potwierdzi¢ obecnosé¢ specyficznych
peptydow w olejach oraz specyficznos¢ gatunkowa tych peptydow.

Analizy te wykazaly, ze spektrometria mas moze by¢ zastosowana do identyfikacji
specyficznych peptydow nasion konopi siewnych (Cannabis sativa L).

Dzigki sposobowi wykrywania wedlug wynalazku wszystkie ze specyficznych peptydow
dla nasion roslin oleistych mozna jednoznacznie wykry¢ w ekstraktach z nasion roslin oleistych,
ich produktow ubocznych oraz mieszankach analitycznych do wykrywania, identyfikowania,
potwierdzania obecnosci 1 ilosciowego oznaczania nasion roslin oleistych 1 ich produktow
ubocznych w oparciu o sklad peptydowy. W Tabeli 1 przedstawiono zestawienie specyficznych
markeréw peptydowych dla gatunkéw czarnuszka siewna, dynia zwyczajna, kapusta rzepak,
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kokos wlasciwy, konopie siewne, len zwyczajny, ostropest plamisty, sezam indyjski, slonecznik
zwyczajny, wiesiolek dwuletni.

Ninigjszy wynalazek dostarcza skuteczny test do identyfikacji 1 potwierdzenia obecnosci
gatunkow nasion roslin oleistych w produktach spozywczych, zwlaszcza w mieszaninach
zawierajacych wiele gatunkow. Rysunek 2 prezentuje widok 3D chromatogramow uzyskanych
technika LC-Q-TOF-MS/MS z bialek wyekstrahowanych z olejéw tloczonych na zimno
pozyskanych z 10 badanych gatunkéw nasion roslin oleistych: czarnuszka siewna, dynia
zwyczajna, kapusta rzepak, kokos wlasciwy, konopie siewne, len zwyczajny, ostropest plamisty,
sezam indyjski, stonecznik zwyczajny, wiesiolek dwuletni.

Ninigjszy wynalazek dostarcza rowniez czuly test identyfikacyjny, do udokumentowania
obecnosci specyficznych peptydow nasion roslin oleistych w mieszankach analitycznych
wytwarzanych z ekstraktow z nasion roslin oleistych lub syntetycznych peptydow.

Peptydy specyficzne dla nasion roslin oleistych zidentyfikowano najpierw ze wzgledu na
ich specyficzne masy 1 charakterystyke sekwencji aminokwasowych, ktore mozna uzy¢ jako
markery peptydowe dla gatunku. Stosujagc metod¢ LC-MS/MS, osiggnicto wysoki poziom
swoistosci wykrywania przy laczeniu (1) sygnalow MS/MS, (2) pomiarow masy w wysokiej
rozdzielczosci 1 (3) czasow retencji chromatograficznej. Zatem wykazano, ze powyzsze peptydy
sg specyficzne dla gatunkéw nasion roslin oleistych, co potwierdzono dla réznych prob
wytlokéw, nierafinowanych olejow 1 przetworzonych produktow spozywcezych. LC-QTOF-
MS/MS spektra specyficznych gatunkowo markeréw peptydowych otrzymanych z globuliny 115
wyekstrahowanej z: (A) kokosa wlasciwego; (B) konopi siewnych przedstawiono na Rysunku 3.
Rysunek 4 przedstawia spektra specyficznych gatunkowo markeréw peptydowych otrzymanych
z wyekstrahowanych bialek; (A) oleozyna z dyni zwyczajnej; (B) oleozyna z Inu zwyczajnego;
(C) nigellina z czarnuszki siewne;j.
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Tabela 1. Zestawienie specyficznych markeréw peptydowych dla gatunkow czarnuszka siewna, dynia zwyczajna, kapusta rzepak, kokos wlasciwy, konopie
siewne, len zwyczajny, ostropest plamisty, sezam indyjski, stonecznik zwyczajny, wiesiolek dwuletni.

Gatunek Masa Intensywnos$¢ Czas Specyficzna sekwencja aminokwasowa peptydu Sekwencja
(Da) retencji nr:
(min)
Globulina 11S

Konopie siewne 313141 1.67E+07 25.50 VECEGGMIESWNPNHEQFQCAGVALLR 19

(Cannabis sativa L.) 1777.82 8.88E+06 15.78 FYIAGNPHEDFPQSR 20

1693.82 5.54E+07 20.07 AMPEDVIANSYQISR 21

2097.02 3.69E+07 30.92 GFSVNLIQEAFNVDSETAR 22

1667.74 8.10E+06 8.88 TAVYGDQNECQLNR 23

2538.22 2.14E+07 29.65 GVLGTLFPGCAETFEEAQVSVGGGR 24

2332.16 749E+05 21.77 NAMYAPHYNINAHSITYAIR 25

1126.49 4.66E+06 3.53 LEACEPDHR 26

1599.88 3. 75E+07 20.73 QGQALTVPQNFAVVK 27

2467.12 2.10E+07 20.13 FYTAGNPHQEFPQSMMTQQGR 28

Bialko 7S podobne do wikiliny

Konopie siewne 2069.13 1.22E+06 40.65 TLFLPQYLDSELTIFIR 140
(Cannabis sativa L.) 2031.03 9.23E+405 22.58 EILSSQQEGPIVYIPDSR 141
1430.76 1.88E+05 26.85 GPELAAAFGLSLER 142
2132.00 7.38E+05 32.00 NNYGWSIALDEFSYSPLR 143
2069.13 1.13E+06 40.62 TLFLPQYLDSELTIFIR 144




