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Badanie zafalszowan gatunkowych
w wybranych produktach mlecznych
pochodzenia konwencjonalnego, regionalnego
i ekologicznego

STRESZCZENIE

Szybka i wiarygodna identyfikacja sktadu zywnosci jest niezwykle istotna zaréwno
ze wzgledéw zdrowotnych, jak i ekonomicznych. Metody biologii molekularnej
jak i PCR oraz jego odmiany ciesza si¢ duzym powodzeniem, zwlaszcza w kwestii
identyfikacji zafalszowan. Wykorzystujac metod¢ Multiplex-PCR przeanalizowano
24 produkty mleczne pod katem zgodnosci sktadu gatunkowego mleka z deklaro-
wanym przez producenta, uwzgledniajac produkty ekologiczne i regionalne (PDO).
Mitochondrialny DNA (mtDNA) izolowano w oparciu o zestawy firmy A&A Biotech-
nology z drobna modyfikacja. Przy uzyciu specyficznych starterow powielono fragment
gendéw mitochondrialnych 12S i 16S rRNA, uzyskujac produkty o wielkosciach
specyficznych dla gatunku: 256 pz dla DNA mleka krowy, 326 pz dla DNA mleka
kozy i 172 pz dla DNA mleka owcy. Czuto$¢ oznaczenia ustalono na poziomie 2,5%
zanieczyszczenia mlekiem krowim. Stezen DNA nie standaryzowano po ekstrakcji,
a najmniejsze ilosci DNA, dla ktérych uzyskano produkty amplifikacji, wynosity
3,4 ng DNA z mleka krowiego i 31,8 ng z DNA sera owczego. Zastosowane metody
ekstrakcji mtDNA i1 warunki amplifikacji umozliwity szybka identyfikacj¢ mleka
réznych gatunkow zwierzat w 22 z 24 badanych serow. Wykazano zafatszowanie
produktéw zakupionych jako ,,0scypki” — wszystkie sery przebadane w tej grupie
byty wykonane w 100 % z mleka krowiego.

Stowa kluczowe: mleko, sery, ,,oscypki”, identyfikacja, zafatszowanie, multiplex-PCR.
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1. Wstep

W dzisiejszych czasach spotykamy si¢ z réznymi aspektami fatszowania zywnosci, obej-
mujacymi stosowanie tanszych zamiennikoéw, wody, nieprawidlowa deklaracj¢ sktadu czy
pochodzenia, a takze brak informacji o sposobie wytworzenia produktu. Za sfatszowa-
ny uwaza si¢ artykul zywnosciowy, ktory wprowadza konsumenta w btad poprzez ukry-
ta zmiang¢ ktorego$ ze sktadnikow na sktadnik mniej warto§ciowy lub bezwartosciowy
[Krauze, 1975]. Praktyki falszowania takich produktow zywnosciowych jak piwo, wino,
thuszcze jadalne czy maka stosowane byly juz w starozytnosci. Zarowno wtedy, jak i w
obecnych czasach celem tych zabiegow byto gtownie obnizenie kosztow produkcji, a co
za tym idzie — zwigkszenie zyskow ze sprzedazy. Dla sektora zZywnosciowego wyzwa-
niem stato si¢ wigc zapewnienie gwarancji jako$ci zywnos$ci wprowadzanej na rynek oraz
ochrona interes6w konsumentow.

Zafatszowania zywno$ci dotycza takich produktow zywnosciowych jak: midd natu-
ralny, soki owocowe, dzemy, wina, wyroby spirytusowe, oliwa, ryby, mig¢so i jego prze-
twory oraz przetwory mleczne. Obecnie z praktyka ta mozna si¢ spotka¢ we wszystkich
krajach Europy, a gtéwna grupe¢ stanowia produkty migsne i mleczne [Di Pinto i wsp.,
2005]. Identyfikacja gatunku mleka jest istotna glownie ze wzgledu na alergenno$¢ pew-
nych biatek [Rance i wsp., 2005]. Obecno$¢ mleka krowiego w mleku, serach i jogurtach
z mleka owczego, koziego i bawolego to najcze¢stsze zafatszowania. W grupie mlecz-
nych produktow regionalnych dodatkowym aspektem jest zalezna od surowca cena,
ktora w przypadku serow z mleka owczego czy koziego znacznie przewyzsza ceng pro-
duktéw z mleka krowiego. W tej grupie produktow trudniej jednostkom kontrolujacym
wychwyci¢ proces falszowania ze wzgledu na specyfike procesu produkcji i dystrybucji
gotowych wyrobow.

Analizg sktadu zywno$ci wykonuje si¢ w oparciu o réznorodne metody, takie jak:
HPLC, ogniskowanie izoelektryczne, elektroforez¢ kapilarng, ELISA czy tez metody
biologii molekularnej, np. PCR i Real-Time PCR [Chianese i wsp., 1990; Molina i wsp.,
2000; Ritcher i wsp., 1997; Ramos & Juarez, 1986; Di Pintoi wsp., 2004; Mayer, 2005].
W ostatnich latach coraz czg¢sciej stosowane sa zwlaszcza te ostatnie, gdyz w znacznym
stopniu ulatwiaja 1 przys$pieszaja identyfikacj¢ sktadnikow zywnosci, takze w grupie pro-
duktéw pozyskanych od gatunkow pokrewnych [Teletchea i wsp., 2005; Meyer i wsp.,
2005; Chikuni i wsp., 1994]. Ze wzgledu na stabilno§¢ DNA techniki oparte na reakcji
PCR z powodzeniem stosowane sa do analizy sktadnikow zywnosci poddanej zréznico-
wanym procesom technologicznym [Zhang i wsp., 2006; Lopez-Calleja i wsp., 2004; Her-
man, 2004]. Ze wzgledu na koszty i czas trwania analizy jedna z do$¢ czgsto stosowanych
technik PCR jest Multiplex PCR. Badania zafatszowan produktow mlecznych najczgsciej
opieraja si¢ na analizie genow kazeiny, mitochondrialnych fragmentow 12S i 16S rRNA
lub cytochromu b. Niezalezni autorzy opisuja skutecznos¢ drugiej z tych metod w identyfi-
kacji roznych gatunkéw mleka [Bottero i wsp., 2003; Matsunaga i wsp., 1999; Rea i wsp.,
2001; Bottero i wsp., 2002].

Celem badan byto zweryfikowanie zgodnosci sktadu wybranych produktow z dekla-
rowanym, obejmujacych sery z mleka krowiego, koziego i owczego, z uwzglednieniem
certyfikowanych produktéw ekologicznych oraz produktéw regionalnych z obszaru Polski
potudniowe;.



Badanie zafatszowan gatunkowych w wybranych produktach mlecznych... 107

2. Materialy i metody
2.1. Prébki mleka i seréw

Probki mleka wzorcowego krowy, kozy oraz ekologicznego mleka owczo-koziego (BIM,
CIM, OC1M) zakupiono w marketach. Mleko wzorcowe owcze (O2M) pozyskano §wiezo
po udoju ze stada wypasanego w Masywie Snieznika na Dolnym Slasku. Proby seréw eko-
logicznych (B2S, C28S, C385, C4S) zakupiono w certyfikowanych gospodarstwach ekologicz-
nych Dolnego Slaska oraz w sklepach. Proby seroéw regionalnych sprzedawanych pod nazwa
»oscypek™ (O7S, O8S 09S, 0108, BO6S, BO7S) zakupiono na wolnym rynku w rejonie Tatr
1 Zakopanego w poludniowej Polsce. Pozostale proby seréw z mleka uzyskanego od zwie-
rzat z chowu konwencjonalnego zakupiono w sklepach. Zestawienie analizowanych probek
przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Proby mleka oraz seréw otrzymanych z mleka krowiego, owczego i koziego

Symbol Opis produktu

B1IM Mileko krowie UHT
CIM Mileko kozie UHT

OCIM Napdj mleczny UHT na bazie mleka owczego (60%) z dodatkiem kazeiny/serwatki
koziej

o2M Mleko owcze po udoju, ekologiczne

CO1S Ser twarogowy z mleka mieszanego owczo-koziego, Feta Mevgal, Grecja
CO2s Ser twarogowy z mleka mieszanego owczo-koziego, Hotos Manouri, Grecja
CO3S Ser twarogowy z mleka mieszanego owczo-koziego, Kolios Feta, Grecja

B1S Ser twarogowy z mleka krowiego, ZOTT Natur, Polska

C1S Ser twarogowy z mleka koziego, Festkoz, Damnis, Polska

0o1S Ser twarogowy z mleka owczego, Rians, La Brebette, Francja

B2S Ser twarogowy z mleka krowiego, Ananda Putta Bhumi, Gi¢gbock, Polska,
ekologiczny

B3S Ser twarogowy z mleka krowiego, Mlekowita, Polska

B4S Ser twarogowy z mleka krowiego, Jana, Polska

B5S Ser twarogowy z mleka krowiego, OSM Czarnkdéw, Polska

C28 Ser twarogowy z mleka koziego, Stara Kamienica, Polska, ekologiczny
C3S Ser twarogowy z mleka koziego, Jezow Sudecki, Polska, ekologiczny
C4S Ser twarogowy z mleka koziego, Sosnowka, Polska, ekologiczny

C5S Ser twarogowy z mleka koziego, President, Sainte Maure, Francja

C6S Ser twarogowy z mleka koziego, Danmis, Polska

C7S Ser twarogowy z mleka koziego, Chavroux, Francja

C8S Ser twarogowy z mleka koziego, Turek, Polska

C9S Ser twarogowy z mleka koziego, Danmis, Polska
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078 ,»oscypek” — zakupiony na wolnym rynku, Zakopane, Polska
08S ,,oscypek” — zakupiony na wolnym rynku, Zakopane, Polska
098 ,»oscypek” — zakupiony na wolnym rynku, Zakopane, Polska
010S ,,0scypek” — zakupiony na wolnym rynku, Zakopane, Polska
BO6S ,,oscypek” — zakupiony na wolnym rynku, Zakopane, Polska
BO7S ,oscypek” — zakupiony na wolnym rynku, Zakopane, Polska

O — Ovis aries, B — Bos taurus, C — Capra hircus, S — ser, M — mleko

Zrodto: opracowanie wiasne.

2.2. Izolacja DNA z mleka

Do izolacji DNA z mleka wykorzystano Genomic Mini AX Tissue Spin firmy A&A Bio-
technology. 10 mL mleka wirowano 20 min w temperaturze 4°C przy predkosci obrotow
3900 rpm, supernatant odrzucano, a osad zawieszano w 10 mL buforu TE i ponownie wi-
rowano. Uzyskany osad przenoszono przy pomocy 500 pL buforu TE do probéwki typu
Eppendorf i wirowano przez 5 min przy 8000 rpm. Osad zawieszano w 400 pL buforu LSU
z dodatkiem 20 pL proteinazy K i 2 uL. RNazy A (10 mg/mL). Probke inkubowano w 50°C
przez 1 godzing w termomikserze, przy ciaglym mieszaniu przy predkosci obrotow 1400 rpm.
Probowki nastgpnie wirowano przez 5 min przy 8000xg, aby osadzi¢ na dnie pozostatosci
niezlizowanego materiatu. Supernatant nanoszono na kolumn¢ Mini AX Spin znajdujaca si¢
w 2 mL probowce i wirowano 1 minut¢ przy 8000xg. Kolumienk¢ Mini AX Spin przenoszo-
no do §wiezej probowki 2 mL, nanoszono 600 pL buforu ptuczacego W1 i wirowano 1 min
przy 8000xg. Przesacz odrzucano i powtarzano etap ptukania z buforem W1. Kolumienke
Mini AX Spin przenoszono do $§wiezej probowki o pojemnosci 2 mL i nanoszono 500 pL
buforu pluczacego W2, a nastgpnie wirowano przez 1 minutg przy 8000xg. W probowce
elucyjnej umieszczano 5 pL buforu zoboj¢tniajacego N i umieszczano na niej kolumienke
Mini AX Spin. Nanoszono 150 pL buforu elucyjnego E i inkubowano 5 min w temperaturze
pokojowe;j. Cato$¢ wirowano 1 minutg przy 8000xg. Po usuni¢ciu kolumienki uzyskany pre-
parat DNA przechowywano w temperaturze —20°C.

2.3. Izolacja DNA z seréw

Do izolacji DNA z seréw wykorzystano Genomic Mini AX Food firmy A&A Biotechnology.
Okoto 100 mg probki sera umieszczano w probowce typu Eppendorf i dodawano 1500 pL
buforu lizujacego LS oraz 20 pL proteinazy K. Probke inkubowano w 50°C przez 2 godziny
w termomikserze przy cigglym mieszaniu przy predkosci obrotow 1400 rpm. Probki wiro-
wano przez 5 min przy 14500 rpm. W trakcie wirowania przygotowywano kolumny, umiesz-
czajac je w probowkach na 15 mL i nanoszono na nie 800 pL roztworu rownowazacego K1.
Supernatant po wirowaniu nanoszono na zrownowazona kolumng i czekano na wyptyw gra-
witacyjny. Nastgpnie kolumng przemywano dwukrotnie po 1,5 mL buforu ptuczacego K2.
Dodawano 250 uL buforu elucyjnego K3 i czekano, az wyplynie z kolumny. Nastepnie ko-
lumny umieszczano w probowkach do precypitacji i eluowano DNA przez dodanie do ko-
lumny po 1 mL roztworu elucyjnego K3. Do uzyskanych roztworow DNA dodawano 800 pL
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mieszaniny precypitacyjnej PM i cato§¢ wirowano 10 min przy 12000 rpm. Supernatant
odrzucano, a uzyskany jasnoniebieski precypitat DNA rozpuszczano w 500 uL 70% etano-
lu 1 wirowano przez 3 minuty przy predkosci obrotow 12000 rpm. Supernatant odrzucano,
a proboéwki suszono odwrocone do gory dnem przez 5 minut w temperaturze pokojowe;.
Osad zawieszano w 50 uL TE, dodawano 3 pL RNAzy A (10 mg/mL) i inkubowano 15 minut
w 50°C. Po inkubacji uzyskane preparaty DNA przechowywano w —20°C.

2.4. Muliplex-PCR

Startery reakcyjne zamoéwiono w firmie Bionovo (tabela 2). Do reakcji PCR wykorzystano
2xPCR Master Mix Plus firmy A&A Biotechnology zawierajacy 0,1 U/ uL. Tag DNA polime-
razy, 4 mM MgCl,, po 0,5 mM kazdego z dNTP, stabilizator, czerwony barwnik oraz bufor
obcigzajacy. Reakcje PCR przeprowadzano w catkowitej objetosci 25 pL, stosujac 12,5 uL
2xPCR Master Mix Plus, po 7,5 pmol kazdego ze starterow oraz 2 pL izolatdw DNA. Wstep-
ng denaturacj¢ prowadzono przez 5 minut w 94°C, a nastgpnie 35 cykli PCR: 94°C przez
30, 55°C przez 1 mini 72°C przez 1 minute¢ oraz zakonczenie reakcji w 72°C przez 5 minut.
Elektroforeze uzyskanych produktow PCR prowadzono w 2-procentowych zelach agaro-
wych w buforze 0,5xTBE z dodatkiem 5 pL/100 mL Zelu barwnika Midori Green (Nippon
Genetics) przez 120 min przy stalym napigciu 80 V. Wielko$§¢ produktéw oceniano wobec
wzorca GeneRuler Low Range DNA Ladder (ThermoScientific). Warunki reakcji Multiplex-
-PCR oraz sekwencje starterow zostaty zaprojektowane przez Bottero i wsp. [2003]. W ni-
niejszej pracy wykorzystano ta metodyke w celu zbadania autentyczno$ci wlasnych probek.

Tabela 2. Startery w reakcji PCR

Wielkos$é Numer
Gatunek Startery stosowane w reakcji PCR produktu
GenBank
PCR
Ovis aries Sens 959
Gen 12s dla sens (5’ — ATATCAACCACACGAGAGGAGAC - 3)
i gen 16s dla antysens Antysens 1130 172 pz  |NCOO1 941
(5’ - TAAACTGGAGAGTGGGAGAT - 3°)
Capra hircus Sens 144
Gen 12s dla sens (5— CGCCTCCAAATCAATAAG -3°) 126 M55541
; Z
I antysens Antysens 469 P
(5 - AGTGTATCAGCTGCAGTAGGGTT - 3’)
Bos taurus Sens 916
Gen 12s dla sens (5’ - GTACTACTAGCAACAGCTTA-3") 256 0 .
i 56 pz [NCO001 567
I antysens Antysens 1171
(5 - GCTTGATTCTCTTGGTGTAGAG - 3)

Zrédto: Bottero i wsp., 2003.
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3. Wyniki

Przebadano 24 produkty mleczne z uwzglgdnieniem 6 produktéw regionalnych ,,oscypkow”
produkowanych na potudniu Polski, w rejonie Tatr. W reakcji PCR zastosowano sekwencje
mtDNA specyficzne gatunkowo, umozliwiajace otrzymanie produktu o wielkosci 256 pz dla
DNA mleka krowy, 326 pz dla DNA mleka kozy i 172 pz dla DNA mleka owcy (tabela 3).

Tabela 3. Produkty amplifikacji oczekiwane zgodnie z deklaracja producenta
oraz wyniki uzyskane w Multiplex-PCR

ST Spodziewany produkt Produkt o.trzymany w reakcji
Multiplex PCR [pz] Multiplex-PCR [pz]
BIM 256 256
CIM 326 326
OCIM 326, 172 326, 172
o2M 172 172
CO1S 326, 172 326,172
Cco2s 326, 172 326, 172
CO3s 326, 172 225,172
B1S 256 256
C1S 326 326
0o1S8 172 —
B2S 256 256
B3S 256 256
B4S 256 256
BSS 256 256
C2S 326 326
C3S 326 256
C4S 326 326
CsS 326 326
Ce6S 326 326
C7S 326 —
C8S 326 326
C9S 326 326
(XN 172 256
08S 172 256
098 172 256
0108 172 256
BO6S 256, 172 256
BO7S 256, 172 256

Zrédto: opracowanie wiasne
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Wyniki uzyskane dla prob kontrolnych: mleka krowiego UHT (BIM), mleka kozie-
go UHT (C1M), mleka owczego (O2M) oraz ekologicznego mleka owczego z dodatkiem
mleka koziego (OC1M) byly zgodne z oczekiwaniami (rysunek 1). Wyniki te potwierdzaja
specyficzno$¢ gatunkowa zastosowanych starterow oraz efektywno$¢ dobranej metodyki,
uwzgledniajagc metode izolacji DNA.

M BIM CIM OCIM O2M M COIS CO2§8 CO3S B1S CIS OIS M K

<« 326 pz
<« 256 pz

<172 pz

Rysunek 1. Wyniki amplifikacji w reakcji Multiplex-PCR

Proby: Marker (M), Kontrola (K)), BIM — mleko krowie, C1M —mleko kozie, OC1M —mleko owczo-
-kozie, O2M — §wieze mleko owcze po udoju, CO1S, CO2S, CO3S — sery z mleka owczego i koziego,
B1S — ser z mleka krowiego, C1S — ser z mleka koziego, O1S — ser z mleka owczego. Wielko$¢ pro-
duktéw amplifikacji: 326 pz — koza, 256 pz — krowa, 172 pz — owca.

Zrodto: opracowanie wilasne

Dla wszystkich badanych 5 seréw otrzymanych z mleka krowiego uzyskano jeden pro-
dukt o spodziewanej wielkosci 256 pz.

W grupie 9 serow otrzymanych z mleka koziego produktu amplifikacji nie uzyskano jedy-
nie dla proby C78S, co moze by¢ wynikiem obecnos$ci inhibitorow (rysunek 2). Analize dla tej
proby nalezaloby powtorzy¢ wlacznie z etapem ekstrakcji. Dla 7 prob: C1S, C2S, C4S, C5S,
C6S, C8S, C9S w PCR uzyskano produkt prawidtowy o wielkosci 326 pz, $wiadczacy o wyko-
rzystaniu jedynie mleka koziego do wytworzenia danych produktow (rysunek 2). Tylko dla jed-
nego z badanych produktow mlecznych deklarowanych jako produkt ekologiczny otrzymany
z mleka koziego (C3S) w reakcji PCR otrzymano produkt nieprawidtowy o wielkosci 256 pz,
$wiadczacy o zastosowaniu jedynie mleka krowiego przy produkcji danego sera (rysunek 2).
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M B2S B3S B4S B5S (C2S C3S C4S C5S C6S C7S C8S C9S M K

<« 326 pz
<« 256 pz

Rysunek 2. Wyniki amplifikacji w reakcji Multiplex-PCR
Proby: Marker (M), Kontrola (K), B2S—B5S — sery z mleka krowiego, C2S—C9S — sery z mleka
koziego. Wielkos¢ produktow amplifikacji: 326 pz — koza, 256 pz — krowa.

Zrédto: opracowanie wiasne.

W przypadku 5 produktéw wytworzonych jedynie z mleka owczego: OIS, O7S, O8S,
098 1 O10S produktu w reakcji PCR nie uzyskano jedynie dla sera O1S, co moze wynika¢
z obecnosci inhibitoréw. Analiz¢ dla tej proby nalezaloby powtorzyé. Dla pozostatych 4 se-
row sprzedawanych jako ,,0scypki” nie otrzymano produktu o wielkosci 172 pz potwier-
dzajacego obecnos¢ mleka owczego. Dla wszystkich tych produktow deklarowanych jako
czysto owcze w reakcji PCR uzyskano tylko jeden produkt o wielkos$ci 256 pz, §wiadczacy
o wyprodukowaniu tych serow w 100% z mleka krowiego (rysunek 3).

W grupie serow mieszanych analizowano pod wzgledem sktadu gatunkowego trzy sery
kozio-owcze (COL1S, CO2S, CO3S) (rysunek 1). W przypadku dwoch pierwszych seréw
w reakcji PCR otrzymano produkty o wielkosci 172 pz oraz 326 pz, potwierdzajace zasto-
sowanie mleka koziego oraz mleka owczego w procesie produkcji. Z kolei dla sera CO3S
otrzymano produkty o wielkosci 172 pz oraz 225 pz. Wigkszy z produktéw amplifikacji
wskazuje na mozliwos$¢ zastosowania mleka krowiego, a nie koziego w procesie produkcji
sera, niemniej w celu weryfikacji analiz¢ dla tego sera warto powtorzy¢. W grupie serow
mieszanych badano takze sktad gatunkowy deklarowanych serow krowio-owczych (BO6S,
BO7S). W obu przypadkach otrzymano jedynie produkt o wielkosci 256 pz, wskazujacy
na zastosowanie w procesie wytworzenia jedynie mleka krowiego (rysunek 3).
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M O7S 08S 09S O010S BO6S BO7SOCIM M

<« 256 pz

Rysunek 3. Wyniki amplifikacji w reakcji Multiplex-PCR
Proby: Marker (M), O7S—010S — sery z mleka owczego, BO6S, BO7S — sery z mleka owczego
i krowiego, OC1M — mleko owczo-kozie, O1S — ser z mleka owczego. Wielkos¢ produktu amplifikacji
256 pz — krowa.

Zrédto: opracowanie wiasne.

Czutos¢ amplifikacji PCR wyznaczono w oparciu o ekstrakcje DNA z mieszanin mleka
krowiego oraz koziego, w ktorych udziat mleka krowiego wynosit od 0 do 10% (rysunek 4).
Wykazano, ze przy 2,5 % dodatku mleka krowiego zastosowana metoda ekstrakcji oraz Mul-
tiplex-PCR umozliwita jego detekcje.
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M 10% 5% 2.5% 1% 0.5% 0.25% 0.1% 0% M

<« 326 pz
<« 256 pz

Rysunek 4. Wyniki amplifikacji w reakcji Multiplex-PCR
Mieszaniny mleka koziego i krowiego z okreslong domieszka mleka krowiego: 10%; 5%; 2,5%; 1%;
0,5%; 0,25%; 0,1%; 0%. M — Marker. Wielkos¢ produktow amplifikacji: 326 pz —koza, 256 pz — krowa.
Zrodto: opracowanie wiasne.

4. Dyskusja

Metody biologii molekularnej w ostatnich latach zyskuja coraz wigksza popularno$¢ w pro-
cesie identyfikacji surowcow i produktow zywnosciowych [Dalmasso i wsp., 2004; Dabrow-
ska i wsp., 2010; Lopparelli i wsp., 2007]. Ich niewatpliwa zaleta jest czutos¢, szybkos¢ oraz
wiarygodno$¢ potwierdzona w badaniach na produktach mlecznych, w tym serach. Zaleta
Multiplex-PCR jest mozliwo$¢ detekcji roznych gatunkéw w tej samej reakcji, co znacznie
skraca czas analizy. Odgrywa to istotna rol¢ w badaniu zafatlszowan zywnosci.

W powyzszych badaniach zastosowano dostgpny komercyjnie zestaw do izolacji DNA
Genomic Mini AX Food i Genomic Mini AX Tissue Spin firmy A&A Biotechnology. Mo-
dyfikacja warunkow zalecanych w protokole: wydluzenie czasu inkubacji z proteinazag K
z 30 minut do 2 godzin umozliwilo izolacj¢ mtDNA dla wszystkich prob. Stgzenia wy-
ekstrahowanego DNA miescity si¢ w zakresie 1,7 pg/mL — 6,0 pg/mL dla wzorcéw mleka
oraz 17,8 pg/mL — 164,1 pg/mL dla prob serow, przy czym najmniejsza wyekstrahowana ta
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metoda ilosci DNA dla sera krowiego wynosita 23,3 pg/mL (B2S), dla koziego 39,4 pg/mL
(C2S) i dla owczego 15,9 pg/mL (O8S). Ilosci DNA nie standaryzowano przed reakcja
amplifikacji. To znaczy, ze w mieszaninach reakcyjnych PCR produkty amplifikacji uzyska-
no z réznych ilo§ci DNA matrycowego, a najmniejsze ilo$ci catkowitego DNA w obrebie
poszczegdlnych gatunkdéw mleka wynosity odpowiednio: 3,4 ng DNA mleka krowy, 12 ng
DNA mleka kozy i 15,8 ng DNA mleka owcy. W przypadku prob seréw najmniejsze ilo-
Sci DNA, dla ktorych otrzymano produkty amplifikacji, wynosity 31,8 ng DNA sera owcy
(08S), 46,6 ng DNA sera krowy (B2S), 78,8 ng DNA sera kozy (C2S) i 34,2 ng DNA sera
mieszanego krowio-owczego (BO6S). Cho¢ inni autorzy uzyskali produkty amplifikacji
z mniejszych ilosci (0,04 ng DNA bawotu oraz 0,15 ng DNA krowy), to wykorzystane me-
tody ekstrakcji i amplifikacji sg wystarczajace do zastosowania w rutynowych kontrolach
zafatszowan produktow mlecznych [De i wsp., 2011]. W probie dajacej produkt o najmniej-
szej intensywnosci $wiecenia (C3S) odnotowano 93,2 ng DNA, podczas gdy najwicksza
intensywnos$¢ odnotowano dla proby C1S, w ktorej bylo 148,6 ng DNA, a nie w prébie
B3S, w ktorej catkowita ilos§¢ DNA w mieszaninie reakcyjnej wynosita 164,1 ng i byta
najwyzsza sposrod wszystkich badanych prob. Uzyskane wyniki wskazuja wigc, ze réznice
w ilo$ciach wyekstrahowanego DNA nie maja istotnego wplywu na amplifikacj¢ produktu
i identyfikacj¢ zafatszowan.

Reakcja amplifikacji DNA izolowanego z produktéw mlecznych, zwtaszcza serdw, czgsto
napotyka problemy ze wzglgdu na obecnos$¢ takich komponentow jak tluszcz czy proteazy
[Wilson, 1997]. Na wstepnym etapie badan uzyskano niskie ilosci DNA w ekstraktach otrzy-
manych w oparciu o zestawy do izolacji DNA firmy A&A Biotechnology. Z tego wzgledu
wydtuzono czas inkubacji z proteinaza K czterokrotnie. Protokét z zastosowang modyfikacja
umozliwil izolacj¢ mtDNA bez dodatkowych etapéw wirowania czy ekstrakcji mieszaning
fenolu i chloroformu, a wydtuzenie czasu inkubacji z proteinaza K nie wptyng¢to na degrada-
cj¢ DNA matrycowego i koncowe produkty amplifikacji. Zastosowany profil temperaturowy
umozliwil powielenie wybranych obszaréw mtDNA bez standaryzacji stezenia w mieszani-
nie reakcyjnej, a warunki elektroforezy umozliwity rozdziat produktow amplifikacji.

Specyficznos¢ starterow ma kluczowe znaczenie w identyfikacji gatunkowej. Wybrane
pary starteréw dla konserwatywnych sekwencji 125 i 16S rRNA umozliwity powielenie do-
celowych regionow mtDNA.

W badaniach zweryfikowano prog czuto$ci metody PCR, stosujac mieszaniny mleka UHT
koziego 1 krowiego, z udziatem od 0,1% do 10% mleka krowiego. Zaréwno zastosowana me-
toda izolacji DNA, jak i reakcja amplifikacji w PCR umozliwity detekcje mleka krowiego
przy jego 2,5-procentowym dodatku do mleka koziego, natomiast inni badacze wykazali za-
falszowania gatunkéw mleka w PCR przy 0,1% lub 1% dodatku [De i wsp., 2011; Rea i wsp.,
2001; Lopez-Calleja i wsp., 2005]. Obecnos¢ bardzo stabo widocznego produktu dla proby
zawierajacej 0,5% dodatku mleka koziego nie jest wiarygodnym wynikiem. Slad ten moze
by¢ efektem zanieczyszczenia studzienki materiatem pochodzacym z innej proby, dlatego
analiza dla tej probki wymaga powtdrzenia.

Wraz ze wzrostem udzialu mleka krowiego w probie widoczny jest takze wzrost inten-
sywnos$ci produktu uzyskanego dla starteréow krowy. Uzyskane wyniki wskazuja na fakt,
iz mtDNA ze wzgledu na duzg ilo$¢ kopii i mniejsze zagrozenie degradacja w trakcie izolacji
niz genomowe DNA jest bardzo dobrym wyborem w rutynowych badaniach kontrolnych
zywno$ci pod katem zafalszowan. Jednakze brak produktéw amplifikacji w probach zawie-
rajacych mniej niz 2,5% mleka krowiego oznacza, ze tak mate ilo$ci mleka krowiego w pro-
dukcie moga nie by¢ wykryte ta metoda.
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Kontrola zafalszowan produktow zywnosciowych jest niezwykle istotna zaréwno
ze wzgledow zdrowotnych, jak i ekonomicznych. Ceny produktéw otrzymanych na bazie
mleka koziego czy owczego czesto stanowia 300% ceny za odpowiednik uzyskany z mleka
krowiego. Roznica ta wynika zaro6wno ze sktadu mleka koziego czy owczego, braku alerge-
néw, ograniczonej oferty handlowej, matej konkurencyjnosci, jak i ze specyfiki produkeji,
ktéra w przypadku produktéw regionalnych czy ekologicznych certyfikowanych tym bar-
dziej podnosi ceng.

Identyfikacja zafalszowan zywnosci jest szczegdlnie istotna w grupie produktow zakla-
syfikowanych w krajach UE jako produkty o Chronionej Nazwie Pochodzenia (PDO) oraz
produktow certyfikowanych ekologicznych [Bottero i wsp., 2002]. Czesto produkty mleczne
sa otrzymane na bazie mieszanin réoznych gatunkéw mleka. W przypadku PDO istotne jest
okreslenie procentowego udzialu sktadnikow poszczegdlnych gatunkéw [Herman, 2001].
Typowym produktem regionalnym jest goralski oscypek. Nazwa ,,0scypek™ zarezerwowana
jest dla produktu regionalnego, ktory od 2 lutego 2007 roku jest drugim polskim produktem
(po bryndzy podhalanskiej) chronionym przez prawo unijne i posiadajacym status Chronio-
nej Nazwy Pochodzenia (PDO) (EC Regulation No. 127/2008). Ta odmiana sera moze by¢
produkowana jedynie na obszarze wojewddztwa §laskiego i matopolskiego, a maksymalna
zawarto$¢ domieszki mleka krow rasy czerwonej nie moze przekraczaé 40%.

Produkty te sg dostepne gléwnie w niektorych specjalistycznych sklepach, bezposred-
nio u producenta oraz w bardzo niewielkim asortymencie w sklepach duzych sieci handlo-
wych. Z tego wzglgdu kontrolom poddawane sg gtéwnie produkty pochodzace z marketow,
produkowane w krajach UE zgodnie z wieloletnig tradycjg. Natomiast produkty regional-
ne lub ekologiczne dostgpne bezposrednio na wolnym rynku nie sa poddawane kontrolom
pod wzgledem zafatszowan.

Z tego wzgledu w ponizszych badaniach przeprowadzono analize losowo wybranych
produktow mlecznych z grupy dostepnych w sklepach wielkometrazowych, z uwzglednie-
niem produktéw ekologicznych oraz grupy produktéw PDO dostepnych u producentéw
lub w sklepach regionalnych. Réwniez Lopez-Calleja 1 wsp., [2007] analizowali 16 serow
wyprodukowanych w Hiszpanii, deklarowanych jako owcze lub kozie w 100%, w tym 6 se-
réw PDO. Wsrod produktow nie-PDO zafalszowanie mlekiem krowim wykazano dla 5 z 10
analizowanych prob. W grupie produktéw PDO nie wykazano zafalszowania dodatkiem
mleka innego gatunku.

W grupie 24 badanych produktéw znajdowaly si¢ 4 produkty ekologiczne, certyfikowane,
6 produktow regionalnych sprzedawanych pod nazwg ,,0scypek™ oraz 14 produktow pocho-
dzenia krajowego i zagranicznego dostepnych w marketach. W grupie produktéw ekologicz-
nych nie odnotowano zafalszowan innym gatunkiem mleka niz deklarowat producent. Tylko
jeden produkt pochodzenia zagranicznego sposrod 13, dla ktorych uzyskano wynik ampli-
fikacji, okazal si¢ mieszaning mleka owczo-krowiego, a nie owczo-koziego jak deklarowat
producent. Zaskakujace wyniki uzyskano dla produktéw regionalnych dostepnych pod na-
zw3 ,,0scypek”. Wszystkie przebadane sery deklarowane jako owcze lub owczo-krowie byly
w 100% wykonane z mleka krowiego, podczas gdy ,,0scypek™ moze zawiera¢ maksymalnie
40% mleka krowy. Uzyskane wyniki wskazuja, ze w grupie produktow regionalnych dostep-
nych u producenta klienci sa najczesciej narazeni na zakup produktéw mlecznych o sktadzie
niezgodnym z deklarowanym, co moze mie¢ niekorzystny wptyw na ich zdrowie.
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5. Whnioski

Zastosowane warunki reakcji Multiplex-PCR potwierdzity uzytecznos¢ metody w rutynowej
kontroli produktow mlecznych pod katem identyfikacji gatunkow mleka. Wyniki te wskazuja
réwniez, ze zarowno sktad produktow konwencjonalnych, jak i ekologicznych dostgpnych
w sklepach wielkometrazowych jest zgodny z deklarowanym przez producentéw. Z kolei
w grupie produktow regionalnych dostgpnych w matych sklepach oraz u producentow wy-
kazano razace zafatszowania sktadu ,,0scypkow”, sugerujace koniecznos¢ wigkszej kontroli
zgodnosci jako$ci z deklarowana w tej grupie produktow.
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SUMMARY
Ewa Walczak, Wojciech Barszczewski

Species falsification analysis of chosen conventional,
regional and eco dairy products

Quick and reliable identification of food content is extremely important for both eco-
nomic and health reasons. Methods of molecular biology such as PCR and its variations
are gaining more and more popularity, especially in detecting falsifications. Twenty
four dairy products examined for their milk content with the use of this method, in-
cluding eco and regional PDO products. The samples were testes on the consistency
between the declared and actual content of milk of different animal species. mtDNA
was isolated with the use A&A Biotechnology sets, with some modifications. On the
basis of starters’ sequences, fragments of mitochondrial genes 12S and 16S rRNA
were multiplied, which provided products of sizes specific for certain of animal spe-
cies, respectively: 256 bp for cow, 326 bp for goat and 172 bp for sheep. Sensitivity
of distinguishing was determined on the level of 2,5% for cows’ milk addition. DNA
concentration was not standardized after extraction, and the smallest amounts of DNA
for which amplification products were obtained equaled 3,4 ng of DNA from cows’ milk
and 31,8 ng of DNA from sheep’s cheese DNA. Applied methods of mtDNA extraction
and conditions of amplification enabled routine and quick milk identification, in terms
of its origin, in 22 for 24 examined cheeses. Falsification has been detected in dairy
products called ,,0scypek”. All the examined cheeses within this group appeared to be
made of 100% from cows’ milk.

Key words: milk, cheese, ,,0oscypek”, identification, falsification, multiplex-PCR.
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