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Streszczenie

Fatszowanie zywnosci stanowi obecnie duzy problem, zaréwno gospodarczy, jak i

spoteczny. Fafszerstwa zywnosci powodujg skutki nie tylko ekonomiczne, niejednokrotnie
Wwigzg sie réwniez z zagrozeniem zdrowia a nawet zycia konsumentéw, w wyniku ekspozycji na
alergeny i toksyny. W przypadku ryb i produktéw rybnych fatszowanie zywnosci obejmuje
zastepowanie jednych gatunkéw ryb innymi, tariszymi, wprowadzanie dodatkow takich jak
fosforany i biatka roslinne, wprowadzanie w btad, co do miejsca potowu ryb lub rezimu
hodowli, modyfikacje metod obrébki technologicznej. Identyfikacja gatunkéw ryb jest
szczegolnie trudna, ze wzgledu na wysoka liczbe gatunkdw i ich bliskie zwigzki filogenetyczne.
Ponadto, podczas obrébki technologicznej usuwane sg cechy morfologiczne, ktére sg zwykle
wykorzystywane do identyfikacji gatunku ryby (gtowa, ogon, ptetwy grzbietowe, brzuszne,
tuski, skdra). Poza tym, liczba zidentyfikowanych biatek zgtoszonych w bazach danych dla ryb
jest znacznie nizsza w poréwnaniu z biatkami ssakdéw, co utrudnia identyfikacje markeréw
peptydowych, ktére moga by¢ wykorzystane do identyfikacji ryb.
Srodkiem do zapewnienia bezpieczenstwa i jakosci zywnosci, ochrony konsumentéw,
zapewnienia zgodnosci sktadu produktow z informacjami zawartymi na etykiecie produktu
oraz zapewnienia przestrzegania prawa oraz regulacji dotyczacych zywnosci jest jej
uwierzytelnianie. Dlatego potrzebne jest opracowanie doktadnych, rzetelnych i czutych metod
analitycznych identyfikacji gatunkéw ryb, pozwalajgcych na wykrywanie fafszerstw i
egzekwowanie prawidtowego oznakowania produktdéw.

Gtéwnym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto zbadanie, czy nieukierunkowana
analiza proteomiczna przy uzyciu chromatografii cieczowe]j potgczonej ze spektrometrem mas
o wysokiej rozdzielczosci (LC-MS) moze by¢ z powodzeniem stosowana do uwierzytelniania
gatunkéw ryb. Badania byty ukierunkowane zwtaszcza na poszukiwanie i identyfikacje
markerdw peptydowych réznicujgcych gatunki ryb, charakterystycznych dla danego gatunku,
w tym markeréw odpornych na procesy obrdbki termicznej. Zastosowano takze metody

chemometryczne wspomagajgc identyfikacje markeréw oraz opracowano modele



predykcyjne. Nastepnie, w celu oceny przydatnosci opracowanych metod, analizie poddano
komercyjnie dostepne produkty rybne oraz przygotowane mieszanki ryb.

Jako materiat badawczy wykorzystano pie¢ gatunkdw ryb, ktére podzielono na dwie
grupy: morszczuk i mintaj oraz panga, sola i limanda. Powyzsze gatunki zostaty wybrane,
poniewaz Panstwowa Inspekcja Sanitarna wskazata, ze w Polsce s3 one najczesciej
zastepowane. Dodatkowo sg to gatunki, ktérych sprzedaz w Polsce jest wysoka.

W ramach prowadzonych prac eksperymentalnych, wykonane zostaty trawienia
trypsyna biatek ryb mrozonych oraz poddanych obrébce termicznej — pieczeniu, oraz
produktow rybnych dostepnych w sprzedazy i przygotowanych mieszanek ryb. Nastepnie,
wykonane zostaty analizy proteomiczne z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii
cieczowej sprzezonej z wysokorozdzielczym spektrometrem mas typu kwadrupol — analizator
czasu przelotu jondw (LC-QTOF-MS) w trybie skan MS oraz MS/MS.

Kompleksowa obrébka zebranych danych z wykorzystaniem miedzy innymi
oprogramowania do analiz proteomicznych oraz narzedzi chemometrycznych, pozwolita na
zidentyfikowanie szeregu markeréw peptydomicznych odpornych na dziatanie temperatury,
ktore rdéznicujg gatunki ryb. W przypadku badan prowadzonych dla mintaja i morszczuka, po
szczegotowe] weryfikacji danych, zidentyfikowano 22 peptydy rdéznicujace specyficzne dla
mintaja i 17 peptyddéw rdznicujacych specyficznych dla morszczuka. Na ich podstawie
zbudowana zostata baza danych specyficznych markerédw peptydowych. Nastepnie,
opracowang baze wykorzystano do autentykacji produktdw rybnych zawierajgcych jako
gtéwny sktadnik filety morszczuka lub mintaja.

W przypadku analiz prowadzonych dla pangi, soli i limandy, zastosowano podejscie
oparte na profilowaniu, gdzie dane proteomiczne traktowane byty jako ,cechy”, a nastepnie
opracowano odpowiednie modele statystyczne: PCA i OPLS-DA, z wykorzystaniem
wielowymiarowej analizy danych. Poza tym, podobnie jak dla morszczuka i mintaja,
opracowane zostaty bazy danych zawierajgce rdznicujgce markery peptydomiczne dla soli,
pangiilimandy. Analizy prébek testowych, pozwolity na pozytywng weryfikacje opracowanych
modeli statystycznych, jak i weryfikacje poprawnego dziatania opracowanych baz danych.

Podsumowujgc, wykazano, ze nieukierunkowane analizy proteomiczne LC-MS przy
uzyciu wysokorozdzielczego spektrometru mas typu QTof moze byé z powodzeniem
stosowana do uwierzytelniania gatunkéw ryb. Zidentyfikowano markery peptydowe

charakterystyczne dla morszczuka i mintaja, w tym markery odporne na procesy obrébki



termicznej, i pomysinie zweryfikowano ich przydatnos¢ do uwierzytelniania ryb.
Wykorzystanie modelowania chemometrycznego przy uzyciu PCA i OPLS-DA pozwolito na
opracowanie modelu predykcyjnego do uwierzytelniania soli, pangi i limandy. Peptydy
rdznicujgce zostaty zebrane w bazach danych, aby umozliwi¢ szybkie wdrozenie opracowane;j

metody przez laboratoria kontroli zywnosci do rutynowych badan ryb.



