Zastosowanie metod LC/MS

w uwierzytelnianiu ryb i miesa
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Nieuczciwe praktyki stosowane przez producentow zywnosci stwarzaja potrzebe rozwoju metod analitycz-

nych w kierunku uwierzytelniania produktow spozywczych. Coraz powszechniejsze ,afery miesne” wskazuja,

ze szczego6lnej uwagi wymaga kontrola produktéow pochodzenia zwierzecego (miesa i ryby). Stosowane do-

tychczas rutynowe metody identyfikacji zafatszowan zywnosci daja zadowalajace wyniki analiz, jednak nie sa

pozbawione wad, ktdre w znaczacy sposob spowalniaja i ograniczajg proces analityczny. Dlatego wiele nadziei

pokiada sie w wykorzystaniu do uwierzytelniania ryb i miesa techniki bazujacej na sprzezeniu chromatografii

cieczowej ze spektrometriag mas. Zestaw taki pozwala na szybka i dokladng identyfikacje wielu zafalszowan

réznego typu.

Jakos¢ zywnosci, ktoéra jest
spozywana, w bardzo duzym
stopniu rzutuje na ogdlny stan
zdrowia catego organizmu.
Coraz powszechniej wykrywa-
ne oraz nagtasniane przez me-
dia tak zwane ,afery miesne”
sktaniajg do podjecia tematu
mozliwosci wykorzystania za-
awansowanych technik analiz
chemicznych w zwalczaniu
potencjalnie szkodliwych
praktyk nieuczciwych produ-
centéw miesa i ryb.

Istnieje wiele powodéw, dla
ktérych wazne jest wtasciwe
i rzetelne oznakowanie ofero-

wanych produktéw spozyw-
czych. Coraz wiecej oséb ro-
bigc codzienne zakupy zwraca
uwage na deklarowany skfad
towardéw. Niestety, opis pro-
duktu na opakowaniu nie jest
gwarantem jakosci. Niewtasci-
we oznakowanie moze pocia-
gac za sobg powazne skutki
zdrowotne. Wielu
wzgledu na alergie pokarmo-
we musi bezwzglednie unika¢
spozywania nawet sladowych
ilosci konkretnych produktéw.
Oprocz tej grupy konsumen-
tow, wiasciwie kazdy narazo-
ny jest na zatrucie wywofane

ludzi ze

26

LAS rok21,nr1l

produktami zawierajagcymi
watpliwej jakosci dodatki. Ko-
lejnym powodem, dla ktore-
go odbiorcy zwracaja uwage
na skfad zywnosci sg kwestie
Swiatopogladowe i religijne.
Ogromng czes$¢ Swiatowego
spofeczenstwa stanowia wy-
znawcy religii, ktére w swoich
dogmatach odrzucajg spozy-
wanie konkretnych rodzajéw
miesa (islam, judaizm, hindu-
izm). Do grupy oséb unika-
jacych miesa nalezy rowniez
doda¢ wegan i wegetarian,
ktérzy wykluczaja ze swojej
diety produkty pochodzenia
odzwierzecego.

Niestety, utatwieniem w pro-
wadzeniu procederu fatszowa-
nia zywnosci jest fakt, ze coraz
wiekszg popularnoscig ciesza
sie gotowe produkty wtasciwie
niewymagajace dalszego prze-
twarzania. Uniemozliwia to
wilasciwa, sensoryczng ocene
jakosci produktu w chwili jego
zakupu. Uogdlniajac mozna
zauwazy¢, ze problemy z za-
fatszowana zywnoscia moga

dotyczy¢ wiasciwie kazdego
konsumenta.

W celu uzyskania skuteczne-
go i wiarygodnego narzedzia
umozliwiajagcego wykrywanie
nawet subtelnych fatszerstw
konieczna stata sie wspétpra-
ca wielu technik badawczych.
Dopiero przy wzajemnym
ich wsparciu i uzupetnieniu
sie daja one rzetelne wyni-
ki oraz petny obraz badanej
prébki. Bardzo czesto techni-
ki te sg charakterystyczne dla
roznych specjalnosci nauko-
wych. Dlatego w odpowiedzi
na potrzeby rynku powstata
kompilacja tych specjalnosci
tworzac w efekcie nowa dys-
cypline naukowa, ktéra w je-
zyku angielskim nosi nazwe
foodomics [1]. Mozna jg okre-
$li¢, jako dyscypline, ktorej
gtdwnym zainteresowaniem
sa zywnos$¢ i odzywianie, wy-
korzystujaca zaawansowane
technologie w celu poprawy
jakosci zycia konsumentow,
ich zdrowia oraz podniesie-
nia poziomu zaufania do



producentéw zywnosci [2].
W jej sktad weszly takie spe-
cjalnosci naukowe jak: geno-
mika, transkryptomika, pro-
teomika, metabolomika, czy
bioinformatyka [3].

Uwierzytelnianie zaréwno
miesa, jak i ryb sprowadza
sie zwykle do detekcji po-
szczegblnych markeréw pod
postacig konkretnych biatek
lub peptyddéw. Dlatego za-
gadnienie to trzeba réwniez
rozpatrywac poprzez pryzmat
badan proteomicznych. To
one sg punktem wyjsciowym
w analizach. Zasady proteomi-
ki okreslaja metody wydzie-
lania biatek i peptydéw z ma-
teriatu biologicznego i ich
wstepnego rozdzielania. Z ra-
¢ji tego, ze tkanki, w gtéwnej
mierze skfadajg sie z biatek,
konieczna jest ich separacja,

aby uwierzytelnianie zawezi¢
do analizy konkretnych mar-
keréw. Do tego celu z powo-
dzeniem jest wykorzystywa-
na elektroforeza [4]. Bardzo
czesto korcowym etapem po
rozdzieleniu elektroforetycz-
nym jest dalsza instrumen-
talna analiza uzyskanej w ten
sposéb mapy biatek [5]. Obec-
nie w rutynowych badaniach
najczesciej wykorzystuje sie
dwie techniki: testy immu-
noenzymatyczne (ang. Enzy-
me-Linked Immunosorbent
Assay — ELISA) i tancuchowa
reakcje polimerazy (ang. Poly-
merase Chain Reaction - PCR).
ELISA umozliwia szybka jako-
Sciowg i ilosciowa analize. Nie-
stety zawodzi w sytuacji, gdy
badany materiat jest przetwo-
rzony. Innym jej ogranicze-
niem jest fakt, ze przy wyko-

rzystaniu tej techniki mozliwa
jest identyfikacja (detekcja
i oznaczenie ilosciowe) tylko
jednego gatunku w trakcie
pojedynczego eksperymentu.
Technika PCR z kolei przezwy-
cieza ten problem, umozliwia-
jac jednoczesna identyfikacje
wielu gatunkéw. Niestety PCR
zupetnie zawodzi przy mate-
riale badawczym poddanym
réznym przetworzeniom.
Juz nawet przy delikatnie
podgrzanej prébce metoda
ta przestaje sie sprawdzac [6-
8]. Inng wada metody PCR,
ktéra ujawnia sie podczas
uwierzytelniania produktéw
pochodzenia zwierzecego
jest konieczno$¢ wydzielenia
konkretnych biatek z mate-
riatu biologicznego. To dos¢
czasochtonny proces, przez
o, jest on gtéwnym etapem

ograniczajagcym cata metode.
Chcac pokona¢ wady zwiaza-
ne z tymi dwiema technikami
analitycznymi poszukuje sie
nowych, bardziej uniwersal-
nych rozwigzan. A poniewaz
metody analityczne oparte na
spektroskopii masowej umoz-
liwiajag badanie zwigzkéw
w bardzo szerokim zakresie
mas, to wiasnie one wydaja
sie posiada¢ duzy potencjat
w tym zagadnieniu oraz staja
sie obiecujacag alternatywa.
Spektrometry mas w analizie
zywnosci wykorzystywane sg
w roznorodnych zestawach.
Wazne jest, aby w trakcie po-
miaru czasteczki oznaczanych
zwigzkéw nie ulegaty zbyt
silnej fragmentacji, dlatego
uzasadnione jest wykorzysty-
wanie takich zZrédet jonow,
ktore umozliwiaja tagodna
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jonizacje. Dwiema gtowny-

mi metodami stosowanymi
w takich analizach sa: joniza-
Cja przez desorpcje laserem
prébki z matrycy (ang. Matrix
Assisted Laser Desorption lo-
nization — MALDI) [8] i elektro-
rozpylanie (ang. Electrospray
lonization — ESI) [6, 7]. Oprocz
tego wykorzystuje sie réw-
niez zrédta jondw pracujace
pod cisnieniem atmosferycz-
nym, sa to: fotojonizacja pod
cisnieniem atmosferycznym
(ang. Atomic Pressure Photo-
ionization — APPI) oraz joni-
zacja chemiczna pod cisnie-
niem atmosferycznym (ang.
Atomic Pressure Chemical
lonization — APCI) [9]. Jednak
dwie pierwsze metody zdecy-
dowanie zdominowaty uwie-
rzytelnianie mies. Drugim,
bardzo istotnym dla jakosci
pomiaru elementem zestawu
spektrometru jest analizator.
Wykorzystywane sa: kwadru-
pole (Q), putapki jonowe (ang.
lon Trap - IT) oraz analizatory
czasu przelotu (ang. Time-of-
-Flight — TOF). Ze wzgledu na
zdecydowanie wyzszg czuto$c
i rozdzielczos¢ rozpatrywane
s3 gtéwnie ich kombinacje
w zestawy tandemowe typu:
potrojny kwadrupol (QqQ),
kwadrupol z putapka jonowa
(Q-IT), kwadrupol z analiza-
torem czasu przelotu (Q-TOF)
czy zestawienie dwéch ana-
lizatorow czasu przelotu
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(TOF-TOF) [3]. Kazdy z tych
uktadéw ma swojg specy-
fike dziatania, jednak ich
wspolng zaletg jest bardzo
wysoka czutos¢ i doktadnos¢
pomiaréw oraz szeroki za-
kres mas, jakie mozna dzieki
nim analizowac. Dlatego tez
zestawy takie stanowia po-
tezne narzedzie dla badan
nad markerami biatkowymi
W Zywnosci.

Wczesdniej opisane zestawy
spektrometrow mas moga pra-
cowac zaréwno z systemem
bezposredniego wprowadza-
nia probki, jak i w posrednim
- W sprzezeniu z chromato-
grafig. To drugie rozwiagzanie
znalazto zastosowanie przy
badaniu miesa i ryb. W uwie-
rzytelnianiu materiatu pocho-
dzenia zwierzecego spotyka
sie zaréwno ukfady wykorzy-
stujgce chromatografie cie-
czowq (ang. Liquid Chroma-
tography-Mass Spectrometry
- LC/MS) [6, 10-12], jak i ga-
zowg (ang. Gas Chromatogra-
phy-Mass Spectrometry — GC-
-MS) [13-15]. W uktadzie takim
spektrometr petni role bardzo
czutego detektora. A rozdzie-
lanie biatek na kolumnie jest
kolejnym etapem wydzielania
konkretnych markeréw biat-
kowych charakterystycznych
dla poszczegélnych gatun-
kéw, umozliwiajacych iden-
tyfikacje mies. W potgczeniu
chromatografii ze spektrome-

trig mas otrzymuje sie metode
oferujaca szereg zalet. Pomiary
takie sg szybkie, co w dalszej
kolejnosci przektada sie na
duzg przepustowos¢ analiz,
jezeli rozpatrzymy wykorzysta-
nie w rutynowych badaniach.
Szybkos¢ analizy i zmniejszenie
zuzycia toksycznych rozpusz-
czalnikéw posrednio przektada
sie rowniez na zmniejszenie jej
kosztéw. Do najistotniejszych
zalet nalezy doda¢ niepod-
wazalnie bardzo duzg czutos¢
tych uktadéw i mozliwos¢ wy-
krywania juz sladowych ilosci
substancji niepozadanych.
Poza tym mozliwa jest tatwa
automatyzacja catego procesu
analizy.

Wspomniane wczedniej roz-
dzielanie elektroforetyczne nie
jest jedyng metoda przygo-
towania probki do analizy LC/
MS. Podstawowym zabiegiem,
ktory jest nieodzowny przy
analizie takiego materiatu jest
ekstrakcja. W przypadku mies
i ryb proces ten przeprowa-
dzano zaréwno przy pomocy
poszczegdlnych rozpuszczal-
nikdw lub ich mieszanin [16-
18], jak i uzywajac gotowych
juz mieszanek buforéw eks-
trakcyjnych [6]. Spotyka sie
réwniez zastosowanie techni-
ki SPE do wstepnego oczysz-
czenia prébki przed rozdzie-
laniem chromatograficznym
i zatezenia ekstraktu [9].

Sama identyfikacje biatek, kto-
ra stanowi istote uwierzytel-
niania ryb i mies mozna prze-
prowadzi¢ na dwa sposoby.
Zastosowana metoda jest $ci-
$le powiazana z uzyta techni-
ka i aparatura. Pierwszym spo-
sobem jest tworzenie odcisku
masowego peptydéw (ang.
Peptide Mass Fingerprinting
- PMF). Precyzyjne oznacze-
nie masy markera jest zwykle
wystarczajace do identyfikacji
biatka [19]. Odcisk taki uzy-
skuje sie przy uzyciu zestawu
MALDI-TOF do analizy biatek
i peptydow rozdzielonych
uprzednio technika 2DE (ang.
Two-Dimensional Electropho-
resis — 2DE) [5, 19]. Drugim
sposobem jest zidentyfiko-
wanie krotszych tancuchow
peptydowych sktadajacych
sie z 3-10 fragmentéw amino-
kwasowych na podstawie ich
mas oraz stworzenie tak zwa-
nego odcisku fragmentéw
peptydowych (ang. Peptide
Fragment Fingerprint — PFF)
[5]. Tego typu analizy przepro-
wadza sie w ukfadzie ESI-MS/
MS. Obie techniki w wiary-
godny sposob sg w stanie zi-
dentyfikowac biatka obecne
w badanej prébce.

Fatszerstwa, jakim poddawa-
ne sg produkty miesne zostaty
podzielone na cztery grupy.
Sklasyfikowano je wzgledem:
pochodzenia, stosowanych
zamiennikéw, procesow jakim
zostaly poddane oraz wykry-
wania dodatkéw pochodzenia
innego niz miesne [20]. W obre-
bie kazdej z tych grup wydzie-
lono réwniez kolejne podkate-
gorie. Przez pochodzenie miesa
mozna rozumied: partie ciata
zwierzecia, z ktérej pochodzi
badany materiat, rodzaj paszy,
jakim je karmiono, wykrywanie



uzytych antybiotykéw, rodzaj
hodowli, wiek uboju, pte¢ zwie-
rzecia, pochodzenie geogra-
ficzne, rozréznienie czy byto to
dzikie zwierze czy hodowlane

oraz wykazanie czy pocho-
dzito z hodowli ekologicznej.
Wsréd stosowanych zamienni-
kéw wytoniono trzy podgrupy.
Wyrézniono tutaj substytuty
w postaci: samego miesa (do-
mieszka miesa pochodzacego
ze zwierzat innego gatunku
lub z innych tkanek), thuszczow
(roslinnych lub zwierzecych)
oraz biatek (roslinnych, zwierze-
cych lub syntetycznych). Trzecig
grupe zafatszowan - dotyczaca
proceséw, jakim poddano mie-
sa - réwniez podzielono na trzy
czesci. Wyszczegdlniono tutaj
przetwarzanie przez dziatanie
promieniowaniem, rozréznie-
nie miegsa swiezego od rozmro-

zonego oraz okreslenie rodzaju
przetworzenia (gotowanie,
pieczenie itp.). Ostatnia grupa,
ktéra ma duze znaczenie przy
uwierzytelnianiu zywnosci jest
zbiér réznego rodzaju dodat-
kéw. Wechodza w nig takie sub-
stancje jak konserwanty, barw-
niki czy woda.

W kazdej z czterech powyz-
szych grup fatszerstw podjeto
proby wykorzystania sprze-
zenia chromatografii cieczo-
wej ze spektrometria mas do
demaskowania nieprawidto-
wosci. Technika ta umozliwia
identyfikacje pfci zwierzecia
na podstawie profilu hor-
mondéw obecnych w miesie.
Badania takie prowadzono
poszukujac odpowiednich
hormonéw w wotowinie [9].
Prowadzono réwniez prace
nad ustaleniem skfadu karmy,

jaka byta podawana hodowla-
nym kurczakom. Tutaj réwniez
dobrze sprawdzit sie zestaw
oparty na spektrometrze ma-
sowym — wykorzystano uktad
UHPLC z DART-TOFMS [16].
Znacznie wieksze mozliwosci,
nizw przypadku okreslenia po-
chodzenia miesa, zestaw LC/
MS wykazuje przy wykrywaniu
réznego rodzaju zamiennikéw.
To wiasnie w tym przypadku
najistotniejsza jest mozliwos¢
instrumentalnego okreslenia
gatunku, z ktérego pochodza
dane tkanki. Dodatek tariszych
mies jest bardzo powszech-
nym procederem. W efekcie
znaczaco obniza on jakos¢
oferowanego towaru. Takie
fatszerstwo w zdecydowanie
wiekszym stopniu wptywa na
wartos¢ produktu niz oszustwa
z grupy zwigzanej z pochodze-

niem zywnosci. Koniecznos¢
weryfikacji gatunku dotyczy
zaréwno mies, jak i ryb. W tym
pierwszym przypadku bardzo
czesto spotykany jest proceder
dodawania tanszego miesa
jako domieszki do zywnosci
juz przetwarzanej np. do ham-
burgeréw lub kietbas. Z kolei
identyfikacja gatunkéw ryb
wigze sie z koniecznoscig we-
ryfikacji czy oznakowanie na
etykiecie jest zgodne z praw-
da, poniewaz czesto po proce-
sie filetowania niemozliwe jest
rozréznienie dwdch gatunkéw
bez zastosowania zaawanso-
wanej aparatury [21]. Dlate-
go tez wiele prac poswiecono
wiasnie detekcji niepozada-
nych substytutdw miesnych.
Dodatki koniny i wieprzowi-
ny do wotowiny badano przy
pomocy zestawéw LC/MS
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wyposazonych w zrédto jo-
néw ESI oraz analizator QTRAP
[7, 6]. Wyniki, jakie uzyskano
w efekcie tych badan wskazu-
ja na duzy potencjat metody
spektroskopowej, jako alter-
natywy dla ELISA i PCR. Poza
tymi pracami podejmowano
rowniez préoby identyfika-
¢ji gatunkéw ryb [8, 18, 21].
W tych pracach wykorzystano
do badan zestaw oparty na
uktadzie MALDI-TOF oraz ESI-
-MS/MS. Oprécz tego, do gru-
py zafatszowan obejmujacej
dodatki do miesa zaliczono
réwniez dodatek ttuszczow
zwierzecych i roslinnych.
W wykrywaniu takiego oszu-
stwa takze dobrze sprawuje
sie technologia LC/MS. Do-
ktadniej, zestawu APPI LC/
MS/MS uzyto do identyfikacji
i detekdji thuszczéw rodlinnych
w materiale zwierzecym [22].
Sprzezenie chromatografii
cieczowej ze spektrometria
mas jest réwniez z powodze-
niem wykorzystywane pod-
czas wykrywania dodatkow
do miesa pod postacig mela-
miny i mocznika [23]. Kolejng
duza grupa wymagajaca kon-
troli i analizy jest identyfikacja
drogi obrébki miesa. Jako, ze
zwykle $ciezka od potowu
ryby do momentu, w ktéry
trafia ona na talerz konsumen-
ta jest dtuga, konieczne jest
odpowiednie zabezpieczenie
towaru na czas transportu. Dla-
tego zwykle ryby i owoce mo-
rza poddaje sie mrozeniu. Nie
pozostaje to bez wptywu na
jakosc tych produktéw. Nieste-
ty bardzo czesto nawet w rejo-
nach nadmorskich lub w po-
blizu hodowli ryb sprzedawcy
i restauratorzy pomimo dekla-
racji Swiezego towaru podaja
konsumentom ryby, ktére
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wczesniej zostalty zamrozo-
ne. Spektrometria masowa
pozwala na skuteczne zrézni-
cowanie Swiezego miesa od
rozmrozonego [15, 24].

Nieustajaca walka miedzy
producentami
zywnosci oraz analitykami de-
maskujacymi fatszerstwa wy-
maga stosowania przez tych

nieuczciwymi

ostatnich coraz doktfadniej-
szych narzedzi. Mozliwosci,
jakie oferujg metody oparte na
sprzezeniu chromatografii cie-
czowej ze spektrometrig mas,
sprawiaja, ze wiele nadziei
poktada sie wtasnie w tej tech-
nologii uwierzytelniania zyw-
nosci. Metody LC/MS oferuja
szybkie, pomiary dokonywane
z bardzo duza czutoscia i selek-
tywnosciag. Metody te umozli-
wiaja réwniez automatyzacje
procesu uwierzytelniania po-
zwalajac jednoczesnie ograni-
czy¢ czasochtonno$¢ pomiaru
i jego koszty.
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