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1. Uvod

Autenti¢nost hrane (izvornost) podrazumijeva vjerodostojnost svih podataka istaknutih na
oznakama hrane (deklaraciji) i to od naziva hrane, popisa sastojaka, neto koli¢ine punjenja ili
podrijetla. Ve¢ samom upotrebom nekog vaze¢im propisima definiranog naziva hrane
proizvoda¢ na sebe preuzima obavezu da taj proizvod udovoljava propisima za taj naziv.
Odstupanja od ovakvih tvrdnji i navoda u deklaraciji smatraju se nesukladnostima s propisima
o hrani koji se u slu¢aju dokazane namjere mogu smatrati prijevarom kojom se Zeli posti¢i
materijalna korist. Patvorenje hrane ukljucuje upotrebu sirovina ili sastojaka koji su nize
kakvoce te posljedicno i nize cijene kostanja, prodaju proizvoda pod laznim nazivom odnosno
upotrebu sastojaka koji imaju za cilj prikriti ukupnu loSu kvalitetu proizvoda. Poznato je da
mesna industrija tijekom vremena nastoji pronaci najprikladnije moguénosti za uporabu
osnovnih sirovina u proizvodnji mesnih proizvoda. Vrsta i koli¢ina sirovina definirana je za
svaki mesni proizvod no valja imati na umu da sofisticirana tehnologija proizvodnje omoguéuje
proizvodac¢ima koriStenje vecih koli¢ina sirovine slabije kakvoce. U tom smislu potrosaci nisu
U stanju senzoricki ocijeniti kakvoéu gotovog proizvoda, tim viSe §to uporaba raznovrsnih
dodatnih sastojaka pridonosi boljem vanjskom izgledu, ugodnom mirisu i okusu proizvoda, a
proizvodacu omogucuje prikrivanje krivotvorenja. Nadalje, utvrdivanje patvorenja proizvoda
od mesa s nedeklariranim vrstama mesa osim s ekonomskog vrlo je znacajno i s religioznog
stanovisSta. Patvorenje hrane, na nacin da njezin sastav odstupa od standardnog koji se oc¢ekuje
s obzirom na naziv hrane ili deklarirane vrijednosti moZe takoder imati negativne posljedice na
zdravlje potrosaca. Konzumiranje proizvoda koji sadrze nedeklarirane animalne ili biljne
bjelancevine lako moze uzrokovati i alergijske reakcije kod senzibiliziranih pojedinaca. Potreba
za kontrolom kakvoce u tom podrucju djelovanja znatno je porasla posljednjih nekoliko godina
posebice liberalizacijom trgovine u Europskoj Uniji i porastom uvoza iz svih dijelova svijeta.
Radi svega navedenog kupci moraju biti sigurni da su dobili upravo onaj proizvod koji su platili.
U tom je smislu cilj ovog rada utvrdivanje prisustva nedeklariranih vrsta mesa u mesnim

proizvodima.



2. Pregled dosadasnjih spoznaja

2.1. Vrijednosti i svojstva animalnih bjelanc¢evina

Konzumacijom mesa 1 mesnih proizvoda prosjecni ¢ovjek u svoj organizam unese najvecu
koli¢inu bjelancevina. Tijekom proslog stolje¢a na svjetskoj se razini najviSe konzumirala
govedina. Tako je 60-ih godina 20. stoljeca predstavljala udio od ¢ak 40 % ukupne konzumacije
u svijetu. No kako se mijenjaju trendovi, saznanja o koristima konzumacije pojedinih vrsta
hrane nasuprot mozebitnim Stetnim utjecajima hrane konzumacija govedine pocetkom ovog
stoljea pada na samo 23 %. Danas se na globalnoj razini, najviSe konzumira svinjetina
djelomi¢no zbog relativno niske cijene mesa i mesnih proizvoda, ali i zbog niskih troskova
proizvodnje (IWOBI i sur., 2015.).

Meso je osnovna namirnica animalnog podrijetla te se dobiva klanjem razlicitih vrsta Zivotinja,
odnosno odstrelom ili klanjem divljaci. U uZem smislu meso predstavlja skeletno misi¢je
zivotinja za klanje i divljaci s prileze¢im kostima, hrskavicama, masnim tkivom, limfnim
zlijezdama, limfnim i krvnim zilama i zivcima. S druge strane u Sirem smislu mesom smatramo
1 jestive dijelove trupa zaklane Zivotinje (iznutrice, masno tkivo, krv). Obzirom da je meso u
ljudskoj prehrani najvazniji izvor bjelanc¢evina prema njegovoj proizvodnji i potrosnji vrednuje
se razina razvijenosti naroda i drzava. Tim bjelan¢evinama se pripisuje stimulativno djelovanje,
vrlo su vrijedne za zivot i u dovoljnoj koli¢ini i povoljnim omjerima sadrze sve aminokiseline
potrebne za izgradnju bjelantevina u organizmu &ovieka (ZIVKOVIC, 1986.). Osim
bjelangevina meso je izvor omega-3 masnih kiselina, vitamina B12 i Zeljeza (GRUJIC i sur.,
2012.), sadrzi minerale u dovoljnoj koli¢ini za zadovoljavanje dnevnih potreba organizma
covjeka, te je izvor fosfora, kalija, cinka §to je bitno u prehrani djece.

O kakvo¢i mesa, u pogledu prehrambene vrijednosti, nam prvenstveno govori kemijski sastav
koji ukljucuje koli¢inu vode, masti, bjelancevina, ugljikohidrata, minerala 1 drugih tvari.
Razlike u kemijskom sastavu pojedinih vrsta mesa nisu znacajne i odnose se najvise na koli¢inu
masti. Medutim ipak te razlike postoje 1 ne odnose se samo na vrstu mesa, ve¢ 1 u odnosu na
istu vrstu, ovise o kategoriji, nac¢inu drzanja i hranidbe, stupnju ugojenosti, fiziolosko stanje,
anatomsku poziciju dijela trupa, te o drugim ¢imbenicima. Postmortalne promjene u velikoj
mjeri mijenjaju svojstva i sastav svih animalnih tkiva pa tako i misi¢ja. U sarkoplazmi miSica
odvija se vrlo intenzivna aktivnost enzima koji kataliziraju znacajne biokemijske procese
pretvorbe miSi¢a u meso (autoliza, zrenje). Hidratacijska sposobnost misi¢nih bjelancevina se

smanjuje, doseze svoj minimum nekoliko dana nakon klanja, zatim se neznatno povecava i



tijekom daljnje pohrane mesa ostaje na razini oko 85% inicijalne vrijednosti. Takoder, paralelno
s promjenama sposobnosti vezanja vode, mijenja se i konzistencija mesa (RAHELIC, 1978.;
ZIVKOVIC, 1986.; KULIER, 1996.).

U svrhu sprjecavanja kvarenja i radi poboljSanja odrzivosti mesa potrebno ga je konzervirati.
Jedan od nacina konzerviranja jest toplinska obrada koja se vrlo Cesto koristi, prakticki
svakodnevno, u industrijskoj preradi i kulinarskoj pripremi mesa. Glavni cilj toplinske obrade
mesa je denaturacija bjelancevina, kojom meso postaje jestivije i probavljivo, postizanje
odgovaraju¢e konzistencije i oblikovanje senzori¢kih Ssvojstava, te osiguranje potrebne
odrzivosti i higijenske ispravnosti proizvoda (ZIVKOVIC, 1986.; 2001.). Poznato je da
temperatura od 50 do 55 °C izaziva razaranje nativne strukture bjelancevina topivih u vodi ¢ime
bjelanc¢evine gube svoja bioloska i fizioloska svojstva. Te promjene molekule nazivaju se
denaturacija bjelancevina i uzrokuju vidljive promjene svojstava mesa, promjena boje,
koagulaciju globulinske frakcije i izdvajanje mesnog soka zbog smanjene sposobnosti vezanja
vode. Zagrijavanjem zivotinjskog tkiva na visokim temperaturama, u cilju uniStavanja
patogenih mikroorganizama, oSte¢uju se bjelancevine mesa, a moze doéi do znacajnih
kemijskih promjena koje rezultiraju nastankom amonijaka, ugljikovog dioksida i drugih
spojeva od kojih neki sudjeluju u stvaranju okusa i mirisa. Takoder moze do¢i do cijepanja
peptidnih veza i nastanka dijelova proteinske molekule koja nema biolosku funkciju
(HOFMANN i sur., 1996.; LEE i sur., 1998.).

Bjelancevine su vrlo vazna gradevna jedinica zivog organizma te su od primarnog znacaja za
rast 1 razvoj istog. Posljedi¢no je i njihov unos u organizam vrlo bitan u smislu vrste i koli¢ine.
Bjelancevine animalnog podrijetla su najbogatiji izvor bjelancevina u prehrani ljudi, a nalaze
se prvenstveno u mesu, zatim mlijeku, jaja, siru, ribi 1 mesu divljaci, dok su mahunarke 1 zitarice
najbogatije bjelan¢evinama biljnog podrijetla. Stoga je vazno konzumiramo li bjelancevine
zivotinjskog ili biljnog podrijetla, zbog razlic¢itosti njihovog aminokiselinskog sastava. Mnoge
animalne bjelancevine priblizavaju se idealnim potrebama ljudskog organizma, dok vecina
biljnih proteina pokazuje neuravnotezen omijer i ima manju biolosku vrijednost (KOVACIC i
SENTA, 1999.). Bjelanéevine iz mesa, odnosno animalnog podrijetla, potrebne su za rast i
sposobnost samoodrzavanja i obnavljanja tijela. Utvrdeno je da crveno meso sadrzi izmedu 20
I 24 g bjelancevina u 100 g. Kuhanjem mesa se smanjuje koli¢ina vode pa tako kuhano crveno
meso sadrzi izmedu 27 1 35 g bjelancevina u 100 g. Pravilo je $to je meso suSe, to je veci
postotak bjelancevina (TORTI, 2007.). Razli¢itim istraZzivanjima je utvrdeno da se potrebe

ljudskog organizma za bjelanc¢evinama kre¢u od 55 g dnevno za odraslog muskarca i 45 g za



zene, uz znatno vece potrebe kod nekih bolesti 1 pri stresu (KARADJOLE i
HADZIOSMANOVIC, 1999.).

2.2.Metode identifikacije vrste mesa

U literaturi je poznato 1 opisano nekoliko metoda za odredivanje vrste mesa u proizvodima.
Osim organoleptickih 1 histoloskih postupaka, koriste se kromatografske metode 1 imunoloski
testovi (HITCHCOCH i CRIMES, 1984.). Prvenstveno se koriste zbog ¢injenice da svaku vrstu
mesa odlikuju svojstvene bjelancevine koje su vrlo razli¢ite od bjelancevina drugih vrsta.
Smatra se da je jedna od prvih metoda za odredivanje vrste mesa u proizvodima bila reakcija
precipitacije. U njoj sudjeluju topljivi antigen (precipitinogen) i protutijela (precipitini). U toj
reakciji protutijela povezuju molekule topljivog antigena u veée komplekse trodimenzionalne
strukture koji su nalik reSetkama. Reakcija se moze ocitati golim okom zbog talozenja
kompleksa koji kad dosegnu odredenu veli¢inu vise nisu topivi NAGLIC i HAJSIG, 1993.).
Osim imunoloskih metoda mogucde je koristiti 1 teku¢insku kromatografiju u svrhu odredivanja
vrste mesa (ASHOOR i sur., 1988.). Ova metoda je jednostavna, brza i pouzdana, a temelji se
na razdvajanju topljivih proteinskih frakcija, te je moguce kvantitativno i kvalitativno
odredivanje. Njezin nedostatak je nemogucnost primjene na toplinski obradenim uzorcima
(BALLIN i sur. 2009.).

Kao §to je ve¢ spomenuto za odredivanje vrste mesa se koriste 1 imunoloske reakcije koje mogu
biti kvalitativne 1 kvantitativne. Za svaki imunolos§ki postupak je bitno da je jedan od ¢imbenika
reakcije poznat da bi se pomocu njega drugi mogao identificirati. MijeSanjem pripravaka
antigena i protutijela dobiva se reakcija koja moze biti vidljiva golim okom. U slué¢aju da nije,
treba ju uciniti vidljivom da bi se mogla ocitati. Zbog tvari koje mogu dati ,,lazno negativan*
odnosno ,,lazno pozitivan* rezultat uvijek je potrebno ukljuciti kontrolne uzorke. Oni moraju
davati pozitivan (pozitivna kontrola) i negativan (negativna kontrola) rezultat (NAGLIC i
HAJSIG, 1993.).

Imunoenzimni test ELISA (engl. Enzyme Linked Immunosorbent Assay) je vrlo osjetljiva
metoda koja se temelji na Cinjenici da se topljivi antigeni ili protutijela mogu vezati za Cvrstu
podlogu, a da se ne mogu isprati puferiranom fizioloSkom otopinom. Za izvodenje ove metode
potrebne su polistirenske mikrotitracijske plitice koje najcesée imaju 96 (12 X 8) jazica, te
antigen ili protutijelo oznaceni enzimom, najc¢es¢e peroksidazom. Postoji vise razli¢itih nacina
provodenja ELISA-e. Ona moze biti izravna, neizravna i ,,sendvi¢* ELISA. Imunoloski testovi
kao ELISA i EIA (engl. Enzyme Immunoassay) pogodni su za identifikaciju vrste mesa u

proizvodima, ali testovi koji sluze za identifikaciju sirovog mesa se ne mogu koristiti za
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identifikaciju toplinski obradenog mesa. Naime struktura antigena svojstvenih za vrstu tijekom
toplinske obrade podlijeze strukturnim promjenama (dolazi do razaranja strukture bjelancevina)
I protutijelo ne prepoznaje antigen, pa se reakcija antigen-protutijelo ne moze odvijati. S
obzirom da nema dovoljno podataka o utjecaju visokih temperatura na svojstva bjelancevina
mesa tako nije poznata ni najvisa temperatura toplinske obrade nakon koje bi rezultati testa bili
vjerodostojni (HOFMANN i sur., 1996.) za kitove kojima se odreduje vrsta mesa u termicki
neobradenim uzorcima. Vrste mesa u termicki obradenim uzorcima moguée je odrediti
isklju¢ivo pomoc¢u komercijalnih kitova za termicki obradene proizvode i nisu pogodni za
odredivanje vrste u sirovim uzorcima mesa.

Imunoelektroforeza je metoda koja je vrlo specificna i primjenjiva. Ona objedinjuje prednosti
elektroforeze i imunodifuzije u gelu. Elektroforeza je fizikalno-kemijski postupak u kojoj u
elektriénom polju istosmjerne struje dolazi do razdvajanja bjelancevina i lipoproteina prema
razlikama u elektricnom naboju 1 pokretljivosti. Rezultati ovise o razli¢itim ¢imbenicima kao
Sto su starost zivotinje, stres prije klanja, uhranjenost, postmortalne promjene i ostali ¢imbenici
koji predstavljaju nedostatak ove metode. Najznacajnije su postmortalne promjene koje se
odvijaju u misi¢ima nakon klanja, odnosno koli¢ina pH mesa o kojem ovisi to¢nost metode.
Nedostatak imunodifuzije u gelu je otezana identifikacija. Naime, izmedu pripravaka s vise
razlicitih antigena i protutijela dolazi do stvaranja mnogo precipitacijskih linija Sto otezava
identifikaciju, iz tog razloga se uvodi elektroforeza u reakciju (HOFMANN, 1985.). Razli¢iti
autori su koristili metodu elektroforeze za utvrdivanje vrste mesa u proizvodima. Tako je
SENG-HOUR (1985.) zaklju¢io da smrzavanje ne utjeCe na proces identifikacije, dok su
VIZZANI 1 sur. (1985.) za razlikovanje mesa divljih svinja 1 svinja iz uzgoja zakljucili da je
identifikacija moguéa Samo u uzorcima sirovog mesa.

Danas su metode odredivanja DNK sve viSe u uporabi prvenstveno zbog stabilnosti DNK na
visokim temperaturama i ocuvanosti njezine strukture (MANE i sur., 2009.).

Molekularna biologija je pedesetih i1 Sezdesetih godina proslog stoljec¢a dozivjela svoj pocetak
kada je prvi puta opisana struktura DNK 1953. godine. WATSON i CRIK su je definirali kao
dvostruku uzvojnicu, a kasnije su izolirane i DNK polimeraze, enzimi koji imaju jako $iroku
primjenu u brojnim tehnikama molekularne biologije.

Godine 1986. americki znanstvenik KARY MULLIS je doSao na ideju da bi se ponavljanjem
procesa sinteze DNK pomocu dvije suprotno orijentirane oligonukleotidne sekvence
(pocetnice) i enzima DNK polimeraze broj molekula DNK mogao umnoziti i do milijardu puta
(ZIVKOVIC, 2007.). Za izum metode landana reakcija polimerazom 1993. godine dobio je

Nobelovu nagradu na podrucju kemije.



Lancana reakcija polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) je jedna od metoda za
umnozavanje molekula DNK in vitro §to omogucuje diferencijaciju i identifikaciju sojeva.
Osnovni preduvjet za umnozavanje je poznavanje malog dijela njegovog nukleotidnog lanca
Sto omogucuje sintezu kratkih jednolancanih komplementarnih oligonukleotidnih nizova. Za
reakciju je potrebna DNK molekula s genom ili ciljnim nizom koji se zeli umnoziti zatim
reagensi i enzimi reakcije (DELIC, 1997.; WILLIAMS i sur., 1990.). Ova reakcija se temelji
na izolaciji stani¢nog genoma, umnozavanju odsjeCaka DNK 1 oc¢itanju dobivenih produkata
pomocu elektroforeze ili neke druge metode. PCR-om se moze umnoziti i visSe od 100 milijardi
molekula u vrlo kratkom vremenu samo pod uvjetom da se sve tri faze reakcije (denaturacija,
umnozavanje i ekstenzija) periodicki ponavljaju unutar odredenog ciklusa odreden broj puta.
Klenow odsjec¢ak DNK polimeraze dobiven iz E. coli se u pocetku koristio u PCR reakciji.
Medutim enzim bi se inaktivirao tijekom denaturacije lanca DNK 1 bilo je neophodno njegovo
dodavanje u svakom novom ciklusu.

Kada se kao enzim uvela termostabilna DNK polimeraza (Taqg polimeraza) izolirana iz bakterije
Thermus acquaticus PCR je postala automatizirana reakcija. Povecana je ucinkovitost i
specifi¢nost reakcije radi uporabe visokih temperatura. Omoguceno je umnozavanje dugih
odsjecaka (viSe od 10 kb), za razliku od Klenow-og enzima kojem se moglo umnoziti samo do
400 bp (MULLIS i sur., 1986.).

Za reakciju je potreban uzorak DNK molekule koji se zeli umnoziti, pocetnice (engl. primeri)
oligonukleotidnih nizova, DNK polimeraza, sva Cetiri deoksiribonukleotidtrifosfata (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP) i pufer. DNK polimeraza ima sposobnost produzivanja kratkih
oligonukleotidnih pocetnica dodavanjem nukleotida na njihov 3'-OH kraj. Medutim pocetnica
mora biti vezana na komplementarni lanac koji sluzi kao osnova reakcije. Djelovanjem DNK
polimeraze nukleotidi se vezuju na odgovaraju¢a mjesta u kalupu. Sastojci se pomijesSaju i
podvrgavaju specifiénom temperaturnom ciklusu s brzim izmjenama (DELIC, 1997.).

Proces izvodenja PCR-a se sastoji od tri bitna koraka: 1. izolacija DNK i priprema PCR smjese
za reakciju (engl. master mix); 2. PCR reakcija i 3. identifikacija PCR produkta (ZIVKOVIC,
2007.).

Za izolaciju DNK postoji mnogo razli¢itih metoda i tehnologija, a sve su prilagodene vrsti
uzorka iz kojeg se DNK izolira. Te metode se temelje na jednom od sljedec¢ih procesa: fizicko
razaranje DNK, kemijska liza ili enzimatska liza, no u vecini slu¢ajeva se koristi kombinacija
sva tri procesa. Postoji mnogo metoda za izolaciju DNK a neke od tih su: metoda izolacije
fenolom i kloroformom (SAMBROOK i RUSSEL, 2001.), metoda izolacije isoljavanjem

(MILLER 1 sur., 1988.), koriStenje amonijevog acetata koji je zapravo modificirana metoda
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isoljavanjem po MILLER i sur. (1988.). Danas se Cesto za izolaciju DNK koriste komercijalni

kitovi koji omogucuju izolaciju u kratkom periodu (nekoliko sati), a dobiveni produkti imaju

visoki postotak ¢istoce.

Reakcijska smjesa (engl. master mix) sastoji se od:

1.
2
3.
4

5.
6.

Radne otopine DNK

Otopine pocetnica (duzina parova je najcesce 18 - 28 nukleotida)

Otopine nukleotida

loni magnezija (vezuju se za nukleotide koji se jedino u kompleksu s ionima magnezija
mogu ugraditi u lanac DNK tijekom faze elongacije)

Taq polimeraze (obavlja ugradnju nukleotida u rastuci lanac)

Pufera (odrzava odgovarajucu pH vrijednost).

Jedan ciklus PCR reakcije sastoji se od tri faze:

1. Faza denaturacije: prva faza PCR reakcije u kojoj dolazi do razdvajanja vodikovih
veza izmedu dva komplementarna lanca DNK. Odvija se 3 do 5 minuta na
temperaturi 95 °C. U ovoj fazi je vrlo bitno u potpunosti razdvojiti lance DNK jer
moze do¢i do njihove renaturacije $to smanjuje koli¢inu novonastale DNK.

2. Faza umnoZzavanja (engl. annealing): faza u kojoj se snizuje temperatura (moze
varirati od 42 °C do 65 °C) u intervalu od 20 sekundi do 1 minute. Cilj ove faze je
vezivanje pocetnica strogo specifi¢nih za 3'- OH kraj ciljnog fragmenta. Pocetnice
pretrazuju cijeli genom vezujudi se za ciljnu sekvencu svojim 5'- OH krajem, te
definiraju ciljni niz DNK i pomo¢u DNK polimeraze postaju njezin dio. Vrlo je
bitno da pocetnice budu u suviSku u odnosu na uzorak DNK. Pocetnice su
neophodne za pocetak aktivnosti Taq polimeraze i predstavljaju inicijalnu sekvencu
za pocetak polimerizacije.

3. Faza ekstenzije: ova faza se odvija na 72 °C (70 - 80 °C) prvenstveno iz razloga $to
je to optimalna temperatura aktivnosti termostabilne Taq polimeraze te ugraduje i
viSe od 150 nukleotida u sekundi. Tag polimeraza u ovoj fazi, koriste¢i slobodne
nukleotide iz smjese, sintetizira komplementaran lanac svakom lancu ciljne
sekvence u 3'-OH-5'-OH smjeru. Kopira se samo DNK koji sadrzi ciljne fragmente
jer Taq polimeraza moze kopirati samo one dijelove DNK koji sadrze hibridizirane
pocCetnice. Trajanje ove faze se kre¢e od 20 sekundi do 2 minute. Podizanjem
temperature na 95 °C dolazi do prekida produljivanja pocetnica i zapocinje sljedeci

ciklus.



Prethodno je opisan samo jedan ciklus PCR reakcije, a optimalan broj ciklusa se kre¢e od 25
do 30 ciklusa u kojima se sintetizira otprilike 3x10° molekula ciljne DNK. On ovisi 0 po¢etnoj
koncentraciji DNK molekule i ne bi trebao prelaziti vise od 40 (ZIVKOVIC, 2007.). U svakom
novom ciklusu broj DNK molekula se udvostrucuje i ciljni odsjeCak se nakuplja
eksponencijalno za 2", gdje je n broj ciklusa. Nakon posljednjeg ciklusa temperatura se spusta
na 70 °C u trajanju 5 do 10 minuta da bi se osigurao zavrsetak produzenja svih pocetnica. Ovim
je zavrSena PCR reakcija, a umnozeni fragmenti se mogu ocitati elektroforezom u gelu,

odnosno odvojiti od ostatka reakcijske smjese i izolirati iz gela (DELIC, 1997.; OLSEN, 2000.).

2.3.0dredivanje vrsta mesa u cilju provjere ispravnosti deklaracija

Kroz povijest u mesnoj industriji poznati su primjeri krivotvorenja proizvoda neodgovaraju¢im
ili manje vrijednim vrstama tkiva. Identifikacijom vrste tkiva u mesnim proizvodima moguce
je sprijeciti promet onih u ¢ijem sastavu se nalaze nedeklarirane vrste tkiva. Utvrdivanje
krivotvorenja proizvoda od mesa s nedeklariranim vrstama mesa znacajno je zbog zastite
zdravlja potrosaca, a i brojnih ekonomskih i socioloskih razloga.

Sredinom 19. stoljeca jedna od najvecih prijetnji ljudskom zdravlju bila je prodaja pokvarenog
i zarazenog mesa. Na trznicama se prodavalo meso lesSeva, odnosno uginulih zivotinja, pa tako
postoji podatak da je u Ujedinjenom Kraljevstvu u to vrijeme vise od jedne petine govedine
potjecalo od mesa uginulih Zivotinja. Pojavom govede kuge sredinom 1860. godine pojacala se
zakonska regulativa ¢ime se smanjila prodaja zarazenog mesa, iako je zarazeno meso i dalje
bilo glavni izvor zaraze i oboljenja ljudi. Postoje podaci o pojavi razliitih epidemija na
podrucju Ujedinjenog Kraljevstva uzrokovanih trovanjem mesom (COLLINS, 1993.).

lako je krajem 19. 1 pocetkom 20. stolje¢a doslo do napretka mikrobiologije i razvoja analitickih
metoda, kvalitetu 1 sigurnost hrane bilo je teSko odrediti jer se u velikoj mjeri odredivala
subjektivno (COLLINS, 1993.). Vjerodostojnost testiranja i analiticke metode su neizmjerno
poboljSane do danas, pa tako postoji Sirok izbor tehnika i metoda koje omogucuju pristup
svakom ,,problemu* individualno (HARING, 1996.).

Podaci iz literature ukazuju na ¢injenicu da su se prijevarne radnje dogadale ve¢ u 19. stoljecu
iako prijevare u smislu patvorenja tada nisu bile najveéi problem jer se meso uglavnom
prodavalo svjeze 1 u vrlo prepoznatljivim dijelovima. Medutim postoje podaci da se teletina
Cesto izbjeljivala kredom (HARING, 1996.).

Proizvodnja i kakvoca hrane uvijek su pod povecalom potrosaca, a proizvodaci su svjesni

¢injenice da o prehrambenim navikama potroSaca ovisi ponuda i1 nacin prezentacije proizvoda



na trziStu, te obim proizvodnje. Privu¢i kupca moguce je ujednacenom kakvocom,
prepoznatljivim dizajnom 1 konkurentnom cijenom proizvoda. Na taj na¢in mogu se stvoriti
navike potrosaca da kupuju odredene proizvode. Svakako, naglasak treba biti na kvaliteti 1
sigurnosti proizvoda. Kroz povijest, kakvoca mesnih proizvoda bila je regulirana razlic¢itim
pravilnicima koji su definirali mesne proizvode i minimalne zahtjeve u pogledu njihovog
sirovinskog sastava i kemijskih parametara kakvocée. Uglavnom, kakvoca je razli¢ito definirana
od strane proizvodaca, preradivaca hrane i potrosaca. Veéina definicija se zasniva na povrsnom
odredivanju vrijednosti koje se koristi kao sinonim za kakvocu. Potrebno je koristiti prihvatljive
1 to¢ne metode koje ¢e poduprijeti senzoricku ocjenu kakvoce. U propisima koji su danas na
snazi uglavnom nisu propisani jasni zahtjevi u smislu sirovinskog i kemijskog sastava koji se
odnose na proizvode tako da se oni mogu proizvoditi i stavljati na trziSte prema proizvodackoj
dokumentaciji uz uvjet da proizvod koji u svom nazivu nosi naziv kategorije ili skupine ili
podskupine ili proizvoda kojem prema svojim osobinama pripada, mora udovoljiti minimalnim
uvjetima koji su propisani za tu kategoriju ili skupinu ili podskupinu ili proizvod. U tom je
smislu ostavljeno mnogo prostora za krivotvorenja proizvoda.

Patvorenje proizvoda od mesa nedeklariranim vrstama predstavlja zajednicki problem mnogih
drzava svijeta. NajceSce prijevare koje se dogadaju su zamjena skupe sirovine jeftinijim
varijantama. Meso slicne boje kao npr. govedina i konjetina, govedina i ovéetina, perad i
svinjetina je nemoguce raspoznati vizualnim pregledom u smislu ocjene boje, pogotovo kada
su zamrznuti u velikim blokovima ili usitnjeni u mesnim proizvodima. Otkrivanje takvih vrsta
prijevara danas je postala glavna okupacija laboratorija hrane diljem svijeta (BARAI i sur.
1992.). S druge strane odredivanje vrste mesa vrlo je vazno u religijskom smislu (kosSer i halal
meso), ali takoder 1 kod razli€itih stanja (trudnoca, alergije). Potrosa¢i moraju biti sigurni da
proizvod koji kupuju sadrzi iskljucivo sastojke navedene na deklaraciji (HARING,1996.).
Nedavno, u mnogo drzava Europe u hrani deklariranoj kao govede meso utvrdena je konjetina.
U nekim se slucajevima ¢ak radilo o proizvodima s 100 %-tnim udjelom konjskog mesa
deklariranog kao govedina. Sli¢no se dogodilo u Ujedinjenom Kraljevstvu gdje je svinjski DNK
pronaden u Halal proizvodima iako su na deklaracijama imali oznaku Halal - certifikata.
Islamske 1 Zidovske zajednice imaju religijske barijere u konzumaciji svinjetine, pa tako bilo
kakvo odstupanje moze rezultirati smanjenom konzumacijom tih proizvoda, ali i povredom
religijskih normi. Ove nedavne prijevarne radnje ukazuju na znacaj pravilnog deklariranja
namirnica. Nadalje, alergija na hranu odnosno na svinjetinu, iako se rijetko javlja, mora biti
glavni Cimbenik za otkrivanje nedeklariranog svinjskog mesa u mesnim proizvodima

(KARABASANAVAR i sur., 2014.). Takoder, osobito je bitna kontrola proizvoda koji sadrze
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meso divljaci. Ono se smatra delikatesom karakteristicnog, intenzivnog okusa, sadrzi nizu
razinu masnoca i kolesterola, a visoku razinu nezasi¢enih masnih kiselina. Iz tih razloga meso
divlja¢i ima viSu trziSnu cijenu, te mesni proizvodi koje ga sadrze mogu biti neispravno
deklarirani u smislu koli¢ine, a u svrhu postizanja veéeg profita (GOMERCIC i sur., 2015.).
Sve navedeno isti¢e vaznost implementacije pouzdanih analitickih metoda za otkrivanje to¢nih
sastojaka mesnih proizvoda, ali i kvantifikaciju individualnih komponenti sirovina §to je vrlo
znaCajno za razlikovanje nenamjernih kontaminacija od namjernog patvorenja mesnih
proizvoda koje je zakonski kaznjivo (IWOBI 1 sur., 2015.).

Metode za odredivanje vrste mesa se razlikuju prema njihovoj specificnosti i osjetljivosti. S
druge strane limitiraju¢i ¢imbenik za koriStenje nekih metoda moze biti tehnoloska obrada
proizvoda. Naime, odredivanje podrijetla vrste mesa imunoenzimnim testom ELISA nece biti
uspje$no u mesu obradenom na visokim temperaturama zbog denaturacije bjelancevina.
Metoda lan¢ane reakcije polimerazom se danas uspjesno koristi za odredivanje vrste bakterija,
bilja i zivotinja. Posljednjih godina PCR je predloZzen kao jednostavna, osjetljiva i specifi¢éna
metoda za odredivanje podrijetla svjezeg i obradenog mesa. U istrazivanjima je dokazano da
PCR moze detektirati 2 %-tnu koli¢inu svinjetine u mesnim proizvodima nakon kuhanja na 121
°C kroz 10 min, dok ELISA moze detektirati tek 50 %-tnu koli¢inu u istom proizvodu
(ARSLAN i sur., 2006.).

Iako je PCR preporuc¢ena metoda za odredivanja vrste mesa u proizvodima, naro€ito u onima
kuhanim na visokim temperaturama, nije to¢no poznat utjecaj razli€itih vrsta kuhanja na
preciznost PCR metode. ARSLAN i sur. (2006.) su istrazivali utjecaj razli¢itih postupaka
termicke obrade mesa na preciznost PCR-a. Dosli su do zaklju¢ka da temperatura 1 vrijeme
kuhanja, te veli¢ina umnozenih DNK fragmenata utjecu na odredivanje vrste metodom lan¢ane
reakcije polimerazom.

IWOBI i sur. (2015.) u svojim su istrazivanjima koristili multipleks PCR u stvarnom vremenu
za kvantifikaciju govedine i svinjetine u proizvodima od mljevenog mesa. Dobiveni rezultati
su pokazali da je najniza granica kvantifikacije svinjetine 1 %, a govedine 2 %. PCR u stvarnom
vremenu (engl. Real Time PCR) danas je naj¢esce koristena kvantitativna metoda odredivanja
DNK. Medutim skupa oprema i1 kemikalije su jo§ uvijek prepreka za postavljanje ove metode
u vecini laboratorija. Alternativno se koriste druge vrste lancane reakcije polimerazom
(SOARES i sur., 2010.).

lako je prethodno navedeno da je PCR u stvarnom vremenu najceS¢e koriStena metoda
odredivanja DNK, KESMEN i sur. (2007.) u svom istrazivanju dokazuju da se vrsno

specificnim PCR-om mogu dokazati vrste mesa u mesnim proizvodima bez potrebe za skupom
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opremom. KESMEN 1 sur. (2007.) su istrazivali prisutnost svinjetine, konjetine 1 magareceg
mesa u kuhanim kobasicama. Dosli su do zakljucka da zacini i termicka obrada nisu utjecali na
umnozavanje DNK. Sli¢ni su rezultati dobiveni koriStenjem istih pocetnica na uzorcima
fermentiranih kobasica. Takoder su potvrdili da se vrsno specificnom PCR metodom mogu
detektirati vrste mesa u kuhanim kobasicama bez Stetnog utjecaja sastojaka kobasica i
tehnoloske obrade. Koristenje ove metode je brzo i u¢inkovito, te ne zahtijeva skupu opremu

kao neke druge metode.

PRINCIP LANCANE REAKCIJE POLIMERAZOM
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Slika 1. Princip lan¢ane reakcije polimerazom (CVRTILA, 2006.)

Identifikacija rezultata lanc¢ane reakcije polimerazom u pravilu se provodi pomoc¢u horizontalne
elektroforeze na agaroznom gelu (polisaharid) ¢ija je osnovna jedinica agarobioza (disaharid).
Nakon otapanja, kuhanja i laganog hladenja agaroza tvori gustu mrezu s porama od 100 do 300

nm, ovisno o koncentraciji otopine agaroze. Vrlo je bitno prilikom pripreme gela odrediti
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gustocu gela jer o tome ovisi razdvajanje molekula DNK razli¢itih veli¢ina. Gusti gel bolje
razdvaja bliske fragmente malih duljina, a rjedi gel se koristi pri razdvajanju velikih fragmenata.
Agarozni gel se potapa u kadicu za elektroforezu u kojoj se nalazi pufer (provodnik). Uzorci se
prije pocetka elektroforeze pomijesaju s puferom (engl. loading buffer). On povecava gustocu
uzorka ¢ime je omoguceno da DNK uzorka padne na dno jazice i takoder daje boju uzorku
pomocu koje se moze pratiti elektroforeza. Zatim se uzorci stavljaju u jazice agaroznog gela na
nain da u jednu jazicu ide jedan uzorak. Osim uzoraka stavljaju se pozitivna i negativna
kontrola te DNK markeri koji predstavljaju sekvence DNK poznatih duljina, odnosno poznatog
broja parova baza. Na kraju se ukljucuje jednosmjerna struja pri odredenom naponu i zapocinje
elektroforeza. Usporedbom brzine kretanja molekula DNK koje se ispituju s brzinom kretanja
DNK markera procjenjuje se veli¢ina DNK ciljne sekvence, odnosno uzorka. Zavrsetkom
elektroforeze potrebno je napraviti vizualizaciju razdvojenih fragmenata DNK. To se radi
bojanjem gela etidijevim bromidom ili srebrovim nitratom. Etidijev bromid se poceo
izbjegavati i zamjenjivati drugim bojilima u praksi iz razloga §to je kancerogen. On se
interkalira izmedu lanaca DNK molekula i fluorescira pod UV svjetlom. Medutim nije trajan
jer boja brzo izblijedi, pa se gel moze Cuvati samo jedan do dva dana. Bojanjem srebrovim
nitratom omogucuje se trajno cuvanje gela. Gel se mora zamotati u foliju i Cuvati na temperaturi
od +4 °C u hladnjaku ( ZIVKOVIC, 2007.).

Osim gel elektroforezom, daljnje informacije o PCR produktima se mogu dobiti koristenjem
konformacijskog polimorfizma jednolan¢anih molekula DNK (engl. Single Strand
Conformation Polymorphism, SSCP), sekvenciranja DNK i polimorfizma duZine restrikcijskih
fragmenata (engl. Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP). RFLP metoda se koristi
kao vrsno specificna metoda. PCR produkti se podvrgavaju djelovanju restrikcijskih enzima, te
se svojstva individualna za pojedinu vrstu o€itavaju gel elektroforezom. Ve¢ina RFLP metoda
su kvalitativne 1 najbolje ih je koristiti na jednoj vrsti mesa iz razloga §to u mijeSanom mesu
dolazi do tvorbe otisaka u gelu koje nije moguce interpretirati odnosno rezultati se tesko
oc¢itavaju (BALLIN i1 sur., 2009.).

Metoda nasumié¢no umnozene polimorfne DNK (engl. Random Amplified Polymorphic DNA,
RAPD) ima prednost koristenja proizvoljnih PCR pocetnica ¢iji konac¢ni rezultat je veliki opseg
umnoZzenih produkata. RAPD metoda se moZe koristiti kada nije poznata kolicina DNK u
uzorku. Ova metoda se osim za domace Zivotinje moZe 1 koristiti za odredivanje rijetkih
zivotinjskih vrsta s obzirom da prethodno nisu potrebne informacije 0 DNK te vrste. RAPD
metoda je koriStena u istraZivanjima patvorenja pasteta od mesa peradi i patke. PCR u stvarnom

vremenu i metoda krivulje taljenja DNK (engl. Melting Curve Analysis) se takoder mogu
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koristiti za odredivanje vrste. Sekvenciranje DNK se moze koristiti za identifikaciju vrste u
nepoznatim uzorcima i zapravo je najto¢niji nacin za analizu PCR produkata stoga se Koristi
kao potvrdna metoda gel elektroforeze i PCR u stvarnom vremenu (BALLIN i sur., 2009.).
Nadalje, hibridizacija DNK se koristi u mnogim istrazivanjima odredivanja sirovog ili termic¢ki
obradenog mesa u mesnim proizvodima. Granicom detekcije DNK pomoc¢u ove metode se
smatra koli¢ina od 0,1 % do ¢ak manje od 0,01 % ovisno 0 vrsti mesa. Medutim metoda
hibridizacije DNK je manje osjetljiva u odnosu na PCR, te je za njeno izvodenje potrebna skupa
oprema (BALLIN i sur., 2009.).
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3. Materijali i metode

3.1. Uzorci

U ovom radu koristeni su komercijalno dostupni uzorci koristeni (pljeskavice) 1 mesni ,,modeli*

pripremljeni u laboratoriju.

Komercijalni uzorci, pljeskavice, oznaceni su brojevima od 1 do 6. Prema deklaracijama
pojedinog uzorka, uzorci od 1 do 4 u svom sastavu sadrze govede meso, uzorak broj 5 sadrzi
samo purece meso i dodatak svinjskog masnog tkiva, dok uzorak broj 6 sadrzi svinjsko i govede

meso. Uzorci su homogenizirani, te je u daljnjem postupku koriSteno 10 grama uzorka.

Za odredivanje granice detekcije te utvrdivanje tocnosti metode u smislu pojave lazno
negativnih 1 pozitivnih rezultata koriSteni su mesni ,,modeli* pripravljeni u laboratoriju.

Ukupno je pripravljeno 9 uzoraka s poznatim omjerom govedeg, svinjskog i pileceg mesa.

Mesni ,,modeli* su nacinjeni od mljevenog mesa na nacin da je svim uzorcima osnova bila
svinjsko mljeveno meso, a govede mljeveno meso odnosno mljevena piletina su dodavani u
razli¢itim omjerima. Smljeveni su na nacin da se sprijeci kontaminacija koriStenjem Cistog
pribora i laboratorijskog miksera za svaku pojedinu vrstu mesa. U daljnjem su postupku
homogenizirani i koriSteni u koli¢ini od 0,60 grama. Uzorci oznaceni slovima od A do E se
sastoje od svinjskog i govedeg mesa u sljede¢im omjerima: 100 % govedina (uzorak A), 25 %
svinjetine i 75 % govedine (uzorak B), 50 % svinjetine i 50 % govedine (uzorak C), 75 %
svinjetina i 25 % govedina (uzorak D), 100 % svinjetina (uzorak E). Uzorci od F do | se sastoje
od svinjskog i pileeg mesa u sljede¢im omjerima: uzorak F sadrzi 100 % pileceg mesa, uzorak
G sadrzi 25 % svinjskog mesa i 75 % pileCeg mesa, uzorak H sadrzi 50 % svinjskog i 50 %

pileCeg mesa, dok uzorak | sadrzi 75 % svinjskog mesa i 25 % pile¢eg mesa.

Tablica 1.: Udio svinjskog i govedeg mesa u uzorcima od A do E

Uzorak | Udio svinjskog mesa | Udio govedeg mesa
(%) (%)
A 0 100
B 25 75
C 50 50
D 75 25
E 100 0
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Tablica 2.: Udio svinjskog i pile¢eg mesa u uzorcima od F do I

Uzorak | Udio svinjskog mesa | Udio pile¢eg mesa
(%) (%)
F 0 100
G 25 75
H 50 50
I 75 25

3.2. Micro-ouchterlony test

Micro-ouchterlony test je kvalitativna metoda za detekciju protutijela ili antigena poput

imunoglobulina. Dio traga za koji se sumnja da sadrZi tragove zivotinjskog podrijetla izrezati u

epruvetu i otapati u UFH20. Nakon otapanja, 10 uL nadtaloga prenijeti u sredi$nju poziciju na

plocici (na slici oznaceno sivom bojom), a u okolne pozicije dodati po 10 pL protutijela

zivotinja za koje se sumnja da trag potjece (npr. srna, koko$, ovca, humani itd.). Ostaviti preko

nodi na tamnom mjestu, a zatim o¢itati rezultate. U slucaju pozitivnog rezultata stvori se tanka

svjetla linija precipitata izmedu pozicije uzorka i protutijela specifi¢ne zivotinje.

o
O~O
oo~ O
S
O
oo

\_

(@)

O O
O_O O_O
OO _O OO _O
O OO O OO
OOO OOO

OO O OO O

O OO

O OO

~

/

Slika 2. 1zgled Micro - ouchterlony test plocice
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3.3. lzolacija DNK

Kemikalije i reagensi

. Chelex® 100 granule; skladisti se prema uputama proizvodaca

. Proteinaza K (500 mg); skladisti se dobro zatvoreno, na suhom i hladnom mjestu
(+2°C do +10 °C)

. Ultrafiltrirana H20 - UFH20

Priprema 20 %-tne otopine Chelex®:

2 g Chelex® 100 granula otopiti u 10 mL UFH,0O i podesiti pH na 10-11 (pH ne smije biti manji
od 9). Cuvati u hladnjaku.

Priprema 5 %-tne otopine Chelex®:
20 %-tni Chelex® razrijediti 4 x pomoéu UFH20. Cuvati u hladnjaku.

Priprema 10 %-tne proteinaze K:

Otopiti 10 mg suhe proteinaze K u 1 mL UFH20. Pripremljena otopina se ¢uva u hladnjaku, u

slucaju da se napravi veci volumen otopine alikvote od 1 mL ¢uvati u zamrzivacu.

Instrumenti, oprema i pribor

Uredaj za UV zracenje - UV Crosslinker
Centrifuga

Vorteks

Treskalica

Vodena kupelj

Centrifuga - Amicon Ultra-4 100K
Skarice

Vata

Epruvete od 1,5 mL

Stalak za epruvete

Pipete

Nastavci za pipete

Plamenik
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Priprema uzoraka

U epruvetu unutar koje se nalazi uzorak mesa:

=  Dodati 100 pL 5 %-tne otopine Chelex®, vorteksirati te dodati 10 uL 10 %-tne
proteinaze K

. Inkubirati u vodenoj kupelji pri 56 ° C najmanje 30 minuta do 2 sata

" Vorteksirati

" Denaturirati kuhanjem u kipucoj vodi 8 minuta

" Vorteksirati

. Centrifugirati 3 minute na 11000 okr/min i ¢uvati u hladnjaku

3.4. Provjera uspjesnosti izolacije DNK (kvantifikacija)

Kvantifikacija DNK je provedena na uredaju Qubit® 3.0 Fluorometer nakon izolacije DNK iz
svih analiziranih uzoraka (pljeskavice i ,,mesni modeli* uzoraka) pomoc¢u Qubit® kita. Kit
sadrzi boju koja fluorescira samo kada je vezana za DNA, pufer u kojem se otapa boja te dva
standarda za kalibraciju fluorometra. Za mjerenje koncentracije treba koristiti posebne prozirne
mikroepruvete od 0,5 mL s tankom stijenkom, Qubit™ assay Tubes. Takoder, ovim smo
postupkom provjeravali uspjeSnost same lanc¢ane reakcije polimerazom kvantifikacijom
produkata nakon provedene PCR metode.

Potrebno je prirediti radnu otopinu na nacin da se boja razrijedi u puferu u omjeru 1:200 (1 pL
Qubit® reagensai 199 puL Qubit® pufera). Uzorak se prireduje na na¢in da se u epruvete doda
1 pL uzorka (produkt PCR za svaki komercijalni uzorak) i 199 pL radne otopine (ukupni

volumen mora iznositi 200 pL).

3.5. PCR reakcija

Priprema PCR mjeSavine (mix)

PCR mix je pripremljen od Go Taq G2 Start Green Master Mix u koli¢ini 6,25 pL, poéetnice
(SIM) u koli¢ini 0,5 uL, pocetnice C (piletina) u koli¢ini 0,5 pL, pocetnice B (govedina) u
koli¢ini 0,5 pL, pocetnice P (svinjetina) u koli¢ini 0,5 pL i UFH20 u koli¢ini 3,75 pL. Ukupan
volumen iznosi 12 pL te je u njega dodano 0,5 pL. DNK.
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Tablica 3.: Popis koristeni pocetnica specificnih za vrstu (MATSUNAGA i sur., 1999.)

Pocetnica Slijed nukleotida pocetnice (5'- 3')
SIM GACCTCCCAGCTCCATCAAACATCTCATCTTGATGAAA
Piletina (C) AAGATACAGATGAAGAAGAATGAGGCG
Govedina (B) CTAGAAAAGTGTAAGACCCGTAATATAAG
Svinjetina (P) GCTGATAGTAGATTTGTGATGACCGTA

Izvodenje PCR reakcije

PCR reakcija je izvedena u 35 ciklusa. 2 minute na 95 °C, 30 sekundi na 94 °C, zatim 30 sekundi

na 60 °C, pa 30 sekundi na 72 °C, pa 10 minuta na 72 °C. Na kraju se temperatura spusta na 4
°C.

Tablica 4.: Uvjeti PCR reakcije

95 °C x 2 min denaturacija DNA
razdvajanjem dvostruke
uzvojnice
Uvjeti lan¢ane reakcije 94°Cx30s komplementarno vezanje
polimerazom 60°Cx30s pocetnica na to¢no
72°Cx30s odredena mjesta

razdvojenih lanaca i

sintezu novih lanaca

72 °C x 10 min Zavrs$na sinteza novih
lanaca
4°C o hladenje

PCR produkte ocekujemo s brojem baznih parova za piletinu 227 bp, govedinu 274 bp,
svinjetinu 398 bp (MATSUNAGA i sur., 1999.).
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3.6. Elektroforeza

Za elektroforezu pri naponu od 80 V u vremenu od 40 minuta je koristen 2 % agaroza - gel
koji je nacinjen od 60 ml pufera (1 x TAE) i 1,2 g agaroze. Agarozu je potrebno zagrijavati do
prozirne boje. Prije izlijevanja gela u kadicu za elektroforezu u agaroza - gel je dodano 2 puL
Midori Green DNA Stain boje za detekciju DNK. Zatim se sve izlije u kadicu za elektroforezu
te ostavi otprilike 45 minuta da se gel stvrdne. U uzorke je dodana Thermo Scientific 6X DNA
Loading Dye boja koja sluzi za vizualizaciju uzoraka za vrijeme migracije istih kroz agaroza -
gel. Od markera je koriSten Thermo Scientific GeneRuler 50bp DNA Ladder. Ocitavanje
elektroforeze obavljeno je pod UV svjetlom.
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4. Rezultati

4.1. Micro-ouchterlony test
Ovaj smo test proveli smo na komercijalnim uzorcima (pljeskavice). Rezultati su bili relativno
slabo vidljivi, no pazljivim proucavanjem reakcije primije¢ena je pojava tanke svijetle linije
precipitata izmedu pozicije uzorka i protutijela specificne Zivotinje. Za uzorke brojeva od 1 do
4 pojavila se linija na mjestu govedih protutijela, za uzorak broj 5 nije se pojavila linija, dok je

za uzorak broj 6 linija nastala na mjestu protutijela za goveda i svinje.

4.2. Kvantifikacija DNK

U tablicama 5. i 6. prikazani su rezultati kvantifikacije DNK nakon lancane reakcije

polimerazom za uzorke pljeskavica i ,,mesnih modela®.

Tablica 5.: Udio DNK u uzorcima pljeskavica nakon PCR

Uzorak | Udio DNK (ng/uL)
27,60
51,80
47,20
28,40
10,60
68,00

o O B W N
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Tablica 6.: Udio DNK u uzorcima ,,mesnih modela‘“ nakon PCR

Uzorak | Udio svinjskog mesa | Udio govedeg mesa | Udio pile¢eg mesa Udio DNK
(%) (%) (%) (ng/uL)
A 0 100 0 3,76
B 25 75 0 4,00
C 50 50 0 37,80
D 75 25 0 15,20
E 100 0 0 5,32
F 0 0 100 7,30
G 25 0 75 5,66
H 50 0 50 10,40
I 75 0 25 49,20

4.3. Elektroforeza

Vizualizacija rezultata PCR provedena je pomocu elektroforeze §to je prikazano na slikama od

3.do 6.

Slika 3. Elektroforeza u agaroza - gelu
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Slika 4. Ocitavanje elektroforeze uzoraka iz prometa

(oznaka M= marker, 1-6= komercijalni uzorci, pljeskavice)

Slika 5. Oc¢itavanje elektroforeze uzoraka Cistih ,,mesnih modela“ A, Ei F

(oznaka M= marker, oznaka P= model F, oznaka G= model A, oznaka S= model E)
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Slika 6. Ocitavanje elektroforeze uzoraka ,,mesnih modela“

(oznaka M= marker, oznake A — I= uzorci mesnih ,,modela‘)
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5. Rasprava

Kao prvi kvalitativni test za utvrdivanje vrsta mesa u mesnim proizvodima napravljen je Micro-
ouchterlony test. Po napravljenoj inkubaciji bile su vidljive tanke svijetle linije precipitata
izmedu pozicije uzorka i protutijela specifi¢ne zivotinje. Time smo zapravo dokazali prisustvo
protutijela u uzorku.

Nakon provedene lancane reakcije polimerazom pljeskavica i ,,mesnih modela“ napravljena je
kvantifikacija DNK i iz tih je rezultata vidljivo da je izolacija uspjesna iako su u nekim
uzorcima koncentracije DNK vrlo niske.

Slika 4. prikazuje vizualizaciju produkata lancane reakcije polimerazom za uzorke pljeskavica
iz prometa provedene elektroforezom. 1z tih je rezultata vidljivo da je u uzorcima od 1 do 4
utvrdeno prisustvo juneceg mesa Sto je potpuno u skladu s deklaracijom. U uzorku 5 nije
utvrdena niti jedna od vrsta mesa za koje smo imali pocetnice (piletina, svinjetina, govedina)
Sto je takoder bilo ocekivano jer je taj uzorak pljeskavice proizveden od pure¢eg mesa. U
deklaraciji tog uzorka bilo je navedeno da je pri proizvodnji koristeno svinjsko masno tkivo §to
ovom metodom nismo mogli niti potvrditi niti opovrgnuti. Zapravo nama to i nije bilo znac¢ajno
jer nismo zeljeli utvrditi vrste mesa s obzirom na religijsko znacenje njihovog nalaza u
proizvodima. Uzorak broj 6 je proizveden od smjese govedeg i svinjskog mesa $to je i vidljivo
iz nasih rezultata. Prema intenzitetu linija na gelu mogli bismo zakljuciti da su obje vrste mesa
koristene u podjednakim koli¢inama pri proizvodnji te vrste pljeskavice.

Nakon uzoraka iz prometa prvo smo analizirali ,,mesne modele” u 100 %-tnim koli¢inama
pojedinih vrsta mesa. Slika 5. nam prikazuje rezultate gel elektroforeze nakon PCR-a za mesne
modele u 100 % koli¢inama pojedine vrste mesa (P - piletina; G — govedina; S — svinjetina).
Kao §to je i ranije reeno prema ovom protokolu PCR produkte ocekujemo s brojem baznih
parova za piletinu 227 bp, govedinu 274 bp, svinjetinu 398 bp (MATSUNAGA i sur., 1999.).
Na osnovi dobivenih rezultata mozemo re¢i da se ova metoda pokazala vrlo tocnom.

Prema dostupnim podacima iz literature, KARABASANAVAR i sur. (2014.), koriste¢i vrsno
specifican PCR, su odredivali prisutnost svinjskog mesa u mesnim proizvodima. S obzirom na
vaznost odredivanja svinjetine vrsno specifican PCR nudi mnogo prednosti kao S§to su:
jednostavnost izvodenja metode 1 interpretacije rezultata, prikladnost rutinskog testiranja,
primjenjivost na sirovom, kuhanom (¢ak i autoklaviranom), te patvorenom (do 0,1 %) uzorku
s prihvatljivom granicom osjetljivosti (10 pg). Navedene prednosti ¢ine vrsno specifican PCR
metodom koja se moze koristi za rutinsko testiranje. Osim za dokazivanje svinjetine u mesnim

proizvodima vrsno specifican PCR se moze koristiti i za otkrivanje drugih vrsta mesa. Tako su
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KESMEN i sur. (2007.) istrazivali prisutnost svinjetine, konjetine i magare¢eg mesa u kuhanim
kobasicama i utvrdili da je metoda osjetljiva za 0,01 ng DNK za pojedinu vrstu te da se granica
detekcije kretala od 0,1 do 5 %.

GHOVVATI i sur., (2014.) u svom radu koriste multipleks PCR na komercijalnim uzorcima
mljevenog mesa, narezaka i kobasica. Dokazuju da je ova metoda vrlo osjetljiva i pouzdana u
vrsnoj identifikaciji s vrlo niskom granicom detekcije DNK. Takoder zbog svoje jednostavnosti
primjenjiva je u laboratorijima kontrole kakvoce hrane za kontrolu industrijskih mesnih
proizvoda kao $to su kobasice, mljeveno meso te sva ostala hrana u kojoj se pokuSava otkriti
podrijetlo sirovine. Prilogu osjetljivosti multipleks PCR metode idu i rezultati istrazivanja
IWOBI i sur. (2015.) koji otkrivaju najnizu granicu detekcije svinjetine od 1 % i govedine 2 %.
Medutim, oni su u svom istrazivanju koristili PCR u stvarnom vremenu koji zahtijeva skupu
opremu, a cijena kemikalija potrebnih za izvodenje metode je visoka. lako je PCR u stvarnom
vremenu danas naj¢esce koriStena metoda joS uvijek se ne provodi rutinski u vecini laboratorija.
Iz tog razloga se alternativno Kkoriste druge vrste PCR metoda (SOARES i sur., 2010.). Ipak,
KESMEN i sur. (2007.) u svom istrazivanju dokazuju da se vrsno specificnim PCR-om mogu
dokazati vrste mesa u mesnim proizvodima bez potrebe za skupom opremom, koristenjem ove
metode koja je brza i uéinkovita.

Uz spomenute 100 %-tne mesne modele mi smo u naSem radu analizirali i mesne modele s
razli¢itim omjerima pojedinih vrsta mesa (tablice 1 i 2). Ti su rezultati prikazani na slici 6.
Naime za uzorke A, E i F (100 %-tni udjeli pojedine vrste mesa) nakon PCR-a u ovom slucaju
nismo dobili nikakav izlaz na gelu. To mozemo objasniti izrazito niskom koncentracijom DNK
nakon PCR-a ,,mesnih modela“. Slican se problem dogodio i za uzorke B, G i H. Jedino §to
mozemo rec¢i kao objasnjenje ovakvih rezultata jest da smo sve mesne modele priredivali ranije
te ih nakon homogenizacije zamrznuli. Kako smo izolaciju radili u nekoliko navrata tako smo
i uzorke ,,mesnih modela“ nekoliko puta zamrzavali i odmrzavali. Poznato je da takav postupak
moze dovesti do degradacije DNK molekula. Tome bismo u daljnjim istrazivanjima posvetili
C, D i I'su u skladu s nasim ocekivanjima. Naime, uzorak C je smjesa svinjetine i govedine u
omjeru 50 : 50 Sto je zapravo vrlo lijepo vidljivo iz slike na gelu. Uzorak D je smjesa svinjetine
i govedine u omjeru 75 : 25 te se to takoder da zakljuciti na osnovu slike. Linija koja pokazuje
prisustvo svinjetine znacajno je jaceg intenziteta nego li je to linija koja ukazuje na prisustvo
govedine u ,,mesnom modelu®. Uzorak I na¢injen je iz smjese svinjetine 1 piletine u omjeru 75

: 25. To je takoder potvrdeno slikom na gelu nakon elektroforeze.
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Na osnovu svih nasih rezultata mozemo re¢i da je PCR metoda vrlo jednostavna za primjenu i
relativno lako izvediva. Ne zahtijeva skupocjenu opremu te se rutinski moze provoditi u
laboratorijima za kontrolu hrane. Konvencionalnom PCR metodom moze se odrediti samo
prisutnost, ali ne i koli¢ina pojedinih vrsta DNK u uzorcima $to moze predstavljati problem pri
nekim istrazivanjima. Za kvantifikaciju pojedinih vrsta DNK se moramo posluziti PCR-om u
stvarnom vremenu koji zahtijeva bolju opremljenost laboratorija i realno mnogo je skuplja

metoda te time podiZe cijenu i same analize.
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6. Zakljucak

Patvorenje proizvoda od mesa nedeklariranim vrstama predstavlja zajednicki problem mnogih
drzava svijeta, a najéesce prijevarne radnje su zamjena skupe sirovine jeftinijom. Iz tog razloga
vrlo je vazna implementacija pouzdanih analitickih metoda za utvrdivanje tocnog sastava
mesnih proizvoda te time i ispravnosti deklaracije. Osim vrsnog odredivanja sirovine zna¢ajno
je odrediti i njezin udio odnosno kvantificirati koli¢inu. Naime, konzumiranje proizvoda koji
sadrze nedeklarirane animalne ili biljne bjelancevine lako moze uzrokovati i alergijske reakcije
kod senzibiliziranih pojedinaca. Ne smiju se zanemariti ni religijski obicaji i zakoni. Metode
odredivanja DNK u mesnim proizvodima danas se sve viSe koriste u svrhu odredivanja
nedeklariranih vrsta mesa. U ovom istrazivanju u niti jednom uzorku nismo dokazali patvorenje

u smislu dodavanja nedeklariranih vrsta mesa u ispitivane mesne proizvode.
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8. Sazetak

UTVRDIVANJE PATVORENJA MESNIH PROIZVODA NEDEKLARIRANIM
VRSTAMA MESA POMOCU POSTUPKA LANCANE REAKCIJE POLIMERAZOM

Izvornost hrane podrazumijeva vjerodostojnost svih podataka istaknutih na oznakama hrane.
Proizvoda¢ upotrebom nekog vaze¢im propisima definiranog naziva hrane na sebe preuzima
obavezu da taj proizvod udovoljava propisima za taj naziv. Patvorenje hrane ukljucuje upotrebu
sastojaka nize kakvocée odnosno prodaju proizvoda pod laznim nazivom. U tom je smislu
utvrdivanje patvorenja proizvoda od mesa s nedeklariranim vrstama mesa vrlo zna¢ajno s
ekonomskog i religioznog stanovista te Zelje da se zastiti zdravlje potrosaca. Cilj ovog rada bio
je utvrditi prisustvo nedeklariranih vrsta mesa u mesnim proizvodima pomoc¢u PCR s vrsno
specifiénim pocetnicama za razlicite vrste Zivotinja (piletina, govedina i svinjetina). U ovom
istrazivanju u niti jednom uzorku nije utvrdeno patvorenje u smislu dodavanja nedeklariranih

vrsta mesa u ispitivane mesne proizvode.
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9. Summary

IDENTIFICATION ADULTERATION MEAT PRODUCTS WITH UNDECLARED
ANIMAL SPECIES BY POLYMERASE CHAIN REACTION

The authenticity of food involves the credibility of all the data specified on food labels. The
producer takes responsibility by giving the product a certain label which should comply with
the legislation of this product. Food adulteration includes using ingredients of lower quality and
selling such under false label. Establishment of meat adulteration using undeclared meat is very
important from an economic and religious point of view, and also for consumers protection.
The aim of this work was to identify undeclared meat types in meat products using species
specific PCR for different animal species (chicken, cattle, pork). In this study meat adulteration

using undeclared meat hasn't been proved in any sample.
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