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Przetwórstwo ryb nale¿y do jednego z szybciej
rozwijaj¹cych siê sektorów przemys³u spo¿ywczego.
W latach dziewiêædziesi¹tych XX w. spo¿ycie prze-
tworów rybnych wzros³o trzykrotnie. Rosn¹ca �wia-
domo�æ konsumentów dotycz¹ca zdrowego ¿ywienia
sprawi³a, ¿e ryby jako �ród³o pe³nowarto�ciowego bia³-
ka, witamin, makro- i mikroelementów, a przede
wszystkim wielonienasyconych kwasów t³uszczowych
n-3 sta³y siê poszukiwanym towarem (8, 11). Powi¹-
zane jest to równie¿ z prewencj¹ chorób zwi¹zanych
z ¿ywieniem (choroby uk³adu kr¹¿enia, nowotwory,
alergie i nietolerancje pokarmowe). Ze wzglêdu na wa-
lory dietetyczne ryby wykorzystywane s¹ tak¿e w die-
tach specjalnego przeznaczenia (9, 15).

Ponad 85% ryb bezpo�rednio po z³owieniu pod-
dawanych jest wstêpnej obróbce technologicznej, tj.
odg³awianiu, odskórzaniu, filetowaniu oraz szeregu
innym procesom technologicznym, co znacznie utrud-
nia, a nierzadko uniemo¿liwia, ustalenie przynale¿no�-
ci gatunkowej.

Producent/importer ma obowi¹zek podaæ, a konsu-
ment ma prawo znaæ faktyczny sk³ad produktu. Dziê-
ki temu mo¿e dokonaæ �wiadomego wyboru. Przypadki

fa³szowania ¿ywno�ci pochodzenia wodnego, w tym
zw³aszcza substytucja dro¿szych gatunków ryb tañ-
szymi, niejednokrotnie o ni¿szej jako�ci sprawi³y, ¿e
w dobrze pojêtym interesie klienta, wa¿ne jest, by mia³
on pewno�æ, ¿e nabywany towar ma deklarowany przez
producenta sk³ad. Wymaga to stosowania nowoczes-
nych technik w potwierdzaniu autentyczno�ci sk³ad-
ników ¿ywno�ci, w tym pochodzenia wodnego (3,
15, 16).

Szacunkowe spo¿ycie ryb w Polsce w 2007 r. prze-
kroczy³o 13 kg na osobê i by³o o 8% wy¿sze ni¿ rok
wcze�niej (7). Jedn¹ z najpopularniejszych ryb dale-
komorskich importowanych do Polski jest mintaj. Ten
cenny, wykorzystywany gospodarczo gatunek po³a-
wiany jest w pó³nocnym Pacyfiku oraz przyleg³ych
morzach � Japoñskim, Ochockim i Beringa (2, 6).
W 2007 r. sprowadzono do Polski ponad 34 tys. ton
tej ryby, o 5,3% wiêcej ni¿ w 2006 r. (7). Oprócz tu-
szek najczê�ciej sprowadzanymi produktami z minta-
ja s¹: filety, kostka, paluszki oraz dania gotowe.

Celem badañ by³o okre�lenie mo¿liwo�ci zastoso-
wania analizy polimorfizmu d³ugo�ci fragmentów res-
trykcyjnych produktu PCR w identyfikacji przyna-
le¿no�ci gatunkowej ryb i przetworów rybnych z min-
taja.

Identyfikacja produktów rybnych z mintaja
technik¹ PCR-RFLP*)
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Identifying Alaskan pollock fish products by PCR-RFLP technique
Summary

Due to trade globalization of both fresh and processed sea food the necessity has arisen to determine its
affinity to certain species. This is related to legislation (i.e. duty), the necessity to monitor the origin and
transportation of food products (traceability), and health aspects (alimentary allergies). Moreover, it is vital to
control and prevent food adulteration, i.e. the substitution of more expensive species with cheaper, sometimes
less valuable ones. The visual assessment used so far is reliable only in the case of whole, unprocessed fish.

The aim of this study has been to demonstrate the usefulness of polymerase chain reaction linked with
restriction analysis (PCR-RFLP) in confirming the presence of Alaskan pollock (Theragra halcogramma).
Contrary to the declaration given by the producer/manufacturer, among the 68 examined products 8 products
were not produced from Alaskan pollock. The technique described in this work is faster and more reliable
than the techniques used to date. The method proposed might be very useful for the routine control of fish
identification.

Keywords: Alaskan pollock, species identifications, PCR-RFLP, seafood
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Materia³ i metody
Badania przeprowadzono na wyrobach z mintaja. Mro-

¿one produkty, po zakupie przechowywano do czasu anali-
zy w temp. �32°C. Izolacjê DNA przeprowadzono przy
u¿yciu zestawu Genomic Mini AX Food extraction kit
(A&A Biotechnology, Polska). Do 0,1-0,2 g tkanki rybiej
dodawano 1,5 mL zawiesiny lizuj¹cej oraz 20 µL proteazy.
Ca³o�æ mieszano, a nastêpnie inkubowano w 53°C przez
80 min. Po inkubacji próbkê intensywnie worteksowano
(BioVortex V 1, Biosan) przez 15 s i wirowano przez 5 min.
przy 13 000 obr./min. Supernatant przenoszono na kolum-
nê ze z³o¿em jonowymiennym. Przy u¿yciu roztworu elu-
cyjnego wyp³ukiwano ze z³o¿a DNA do nowej próbówki
i dodawano 0,8 mL izopropanolu. Ca³o�æ wirowano przez
10 min. przy 12 000 obr./min. Nastêpnie usuwano izopro-
panol, a osad zawieraj¹cy DNA przep³ukiwano 70% eta-
nolem. Po wymieszaniu i odwirowaniu (3 min., 12 000 obr./
min.) usuwano etanol, suszono osad (1 h w temp. pokojo-
wej). Osad DNA rozpuszczono w buforze TE (10 mM
Tris·HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0).

Wyizolowane DNA przechowywano w temperaturze
�4°C (kilka dni), a nastêpnie w temperaturze �32°C.
W celu identyfikacji gatunkowej u¿yto starterów podanych
w tab. 1. Startery zosta³y zaprojektowane na podstawie sek-
wencji w mtDNA (GenBank Accession No. AB094061,
AB078152, X99772) i zaproponowane przez Aranishi i wsp.
(1).

25 µL mieszanina reakcyjna zawiera³a: 250 ng DNA,
1,5 U polimerazy Taq (A&A Biotechnology, Polska), 2,5 U
buforu polimerazy Taq (100 mM KCl, 100 mM (NH4

)2SO
4
,

200 mM TrisHCl pH 8,5, 20 mM MgSO
4
, 1% triton

X-100), 5 mM MgCl
2
 (Qiagen, Niemcy), 2 mM dNTP

(Fermentas, Litwa) i startery TR-14F � 20 pM, TR-571R �
20 pM. Amplifikacje prowadzono w termocyklerze Mas-
tercycler Gradient (Eppendorf AG, Niemcy) w nastêpuj¹-
cym re¿imie czasowo-temperaturowym: wstêpna denatu-
racja 94°C/2 min., a nastêpnie 30 cykli, na które sk³ada³y
siê: denaturacja 94°C/10 s, przy³¹czanie starterów 58°C/
10 s i powielanie 72°C/30 s. Amplifikacja koñczy³a siê wy-
d³u¿aniem � 72°C/5 min.

Kolejnym etapem by³a restrykcja otrzymanego produk-
tu dwoma enzymami: Eco32I i Eco105I (Fermentas, Lit-
wa). Reakcje prowadzono w objêto�ci 16 µL, zawieraj¹cej
10 µL buforu G+ (Fermentas, Litwa), 5 µL produktu reak-
cji PCR i po 5 U ka¿dego z enzymów restrykcyjnych. Czas
restrykcji ustalono na 60 min. w temperaturze 37°C.

Uzyskane amplikony rozdzielano elektroforetycznie
w 2% ¿elu agarozowym (Prona Agarose Plus, Belgia), bar-
wionym bromkiem etydyny (Bio-Rad, USA) (1 µg/mL).
Ostatnim etapem by³a wizualizacja ¿elu w �wietle UV (Gel-
Doc 2000 Bio-Rad, USA) i archiwizacja otrzymanych elek-
troforogramów.

Wyniki i omówienie
Przedmiotem analizy by³o 8 asortymentów produk-

tów rybnych, z czego 7 pochodzi³o z mintaja. Przeba-
dane próbki by³y w ró¿nym stadium przetworzenia tech-
nologicznego (tab. 2). £¹cznie analizie poddano 68
produktów, dostêpnych w sprzeda¿y detalicznej skle-
pów na terenie woj. zachodniopomorskiego, w których
sk³adzie, zgodnie z deklaracj¹ producenta/importera,
podany by³ jako surowiec mintaj. Nie we wszystkich
analizowanych przypadkach obserwowano produkty
amplifikacji o wielko�ci 558 p.z. dla specyficznej sek-
wencji (ryc. 1). W 60 przypadkach uzyskany wynik po-
twierdzi³ deklaracje producenta/importera. Po trawie-
niu enzymami Eco32I i Eco105I produktu PCR specy-
ficznego dla ryb dorszowatych, we wszystkich przy-
padkach profile restrykcyjne wskazywa³y na mintaja
(ryc. 2). Profil restrykcyjny sk³ada³ siê z czterech pro-
duktów o wielko�ci 106 p.z., 161 p.z., 292 p.z, 452 p.z.

Natomiast w 8 przypadkach nie uzyskano produktu
PCR wskazuj¹cego na pochodzenie (wbrew deklara-
cji) z ryb dorszowatych, w tym z mintaja.

Wszystkie przebadane próbki tuszek rybich pocho-
dzi³y z mintaja. Na 32 przebadane próby filetów ozna-
kowanych jako filety z mintaja w 6 przypadkach nie
potwierdzono tego faktu w reakcji PCR. Na 11 przeba-
danych próbek oznaczonych jako kostka z mintaja
w dwóch przypadkach nie uda³o siê uzyskaæ potwier-
dzenia. Wszystkie przebadane próbki produktów pa-
nierowanych (hamburgery i paluszki rybne) oraz dañ
gotowych wskazywa³y na poprawn¹ deklaracjê produ-
centa na opakowaniu.

Do identyfikacji gatunkowej jako �ród³o informacji
wykorzystano mitochondrialne DNA. Skorzystano ze
starterów amplifikuj¹cych charakterystyczny dla rodziny
dorszowatych fragment mtDNA, którego sekwencje
podali Aranishi i wsp. (1). Fragmenty genów mitochon-
drialnych ze wzglêdu na swoj¹ konserwatywno�æ s¹
czêsto stosowane w identyfikacji surowców ¿ywno�-
ciowych tego typu (10, 12-16). Tak opracowan¹ proce-

Tab. 1. U¿yte startery, specyficzne dla ryb dorszowatych

retratS '3-'5wódytoelkunajcnewkeS raimzoR
utkudorp

ynawokifilpmA
noiger

F41-RT ATCCTAACCTACCCAAAAGG
.p.b855 btyc mt AND

R175-RT TAAGGGGAAACAACAACGAC

Tab. 2. Badane produkty rybne

ikbórprN utkudorpawzaN ikbórbobósopS ynaworalkeD
da³ks

alortnoK
aintadod ajatnimzazsut ano¿orm jatnim

6-1 ajatnimzezsut eno¿orm,enoiwo³gdo jatnim

92-7 ajatnimzytelif enozróksdo,eno¿orm jatnim

83-03 hciksrombyrzytelif enozróksdo,eno¿orm jatnim

05-93 ajatnimzaktsok
,enozróksdo,eno¿orm

,ic�oenoiwabzop
ytelifêktsokwetêic

jatnim

75-15 enbyrikzsulap eno¿orm,enaworeinap jatnim

36-85 enbyryregrubmah eno¿orm,enaworeinap jatnim

86-46 ewotogainad
aicy¿opsodewotog

jenzcimretecbórboop jatnim

alortnoK
anmeju akuzczsromzazsut ano¿orm kuzczsrom
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durê identyfikacji minta-
ja przetestowano na 68
próbach w ró¿nym stop-
niu przetworzenia. Uzys-
kane produkty amplifika-
cji wskazuj¹ na wysok¹
przydatno�æ tej metodyki
do rutynowej kontroli
importowanego mintaja
i produktów z niego.

Wed³ug Comi i wsp. (5),
pomimo znacznego zró¿-
nicowania i bliskiego po-
krewieñstwa wielu gatun-
ków ryb analiza restryk-
cyjna produktów PCR
(PCR-RFLP) jest bardzo
dobr¹ metod¹ identyfika-
cji gatunkowej ryb. Wyni-
ki ich badañ potwierdzaj¹
mo¿liwo�æ rozró¿nienia
8 komercyjnie wykorzys-
tywanych gatunków ryb
dorszowatych technik¹
PCR-RFLP. Badania nad
mo¿liwo�ci¹ zastosowa-
nia techniki PCR w iden-
tyfikacji ryb i produktów
rybnych prowadzone
przez Calo-Mata i wsp.
(4) z u¿yciem techniki PCR-RFLP pozwoli³y równie¿
na identyfikacjê 15 gatunków ryb dorszowatych. Ko-
rzystaj¹c z pary starterów autorzy ci zamplifikowali cha-
rakterystyczny dla tej rodziny fragment DNA (gen ko-
duj¹cy cytb w mtDNA) o wielko�ci 464 p.z. Nastêpnie
przy u¿yciu trzech enzymów restrykcyjnych (NdeI,
HincII i NlaIII) zidentyfikowali wszystkie badane ga-
tunki ryb z rodziny Gadidae. Ci sami autorzy opraco-
wan¹ przez siebie metodê z powodzeniem zastosowali
w identyfikacji dostêpnych na rynku produktów z dor-
sza (dorsz solony).

Podsumowanie
Techniki biologii molekularnej odgrywaj¹ coraz

wiêksz¹ rolê w identyfikacji ryb i przetworzonych pro-
duktów rybnych, stanowi¹c doskona³¹ alternatywê dla
metod tradycyjnych. Technika PCR-RFLP pozwala na
identyfikacjê zarówno ryb, jak i produktów rybnych
z gatunków blisko ze sob¹ spokrewnionych. Ponadto
nie zaobserwowano wp³ywu obróbki technologicznej
na proces identyfikacji.
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Ryc. 2. 2% ¿el agarozowy barwiony bromkiem etydyny przedstawiaj¹cy wynik restrykcji pro-
duktów PCR: M � marker wielko�ci masowej, K+ � kontrola dodatnia (mintaj), 1-14 produkty
z mintaja: 1 � M2, 2 � M5, 3 � M7, 4 � M8, 5 � M9, 6 � M20, 7 � M31, 8 � M34, 9 � M39,
10 � M41, 11 � M48, 12 � M50, 13 � M58, 14 � M61

Ryc. 1. 2% ¿el agarozowy barwiony bromkiem etydyny przedstawiaj¹cy wynik identyfikacji
w reakcji PCR badanych produktów z mintaja: M � marker wielko�ci masowej, K+ � kontrola
dodatnia (mintaj), K� � kontrola ujemna (morszczuk). 1-17 produkty z mintaja: 1 � M2,
2 � M5, 3 � M7, 4 � M8, 5 � M9, 6 � M15, 7 � M18, 8 � M20, 9 � M31, 10 � M34, 11 � M35,
12 � M39, 13 � M41, 14 � M48, 15 � M50, 16 � M58, 17 � M61
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