ROCZN. PZH, 2001, 52, NR 4

BOGUMIt.A URBANEK-KARE.OWSKA, MONIKA FONBERG-BROCZEK, DOROTA
SAWILSKA-RAUTENSTRAUCH, PAWEt. BADOWSKI, MAt.GORZATA JEEDRA

PRZYDATNOSC IMMUNOENZYMATYCZNEGO TESTU TRAIT DO
WYKRYWANIA MODYFIKACJI GENETYCZNEJ W PRODUKTACH
POCHODZACYCH Z SOI ROUNDUP READY

USEFULNESS OF AN IMMUNOASSAY TEST TRAIT FOR DETECTION OF
GENETICALLY MODIFIED ROUNDUP READY SOYBEAN IN FOOD PRODUCTS

Zaktad Badania Zywnosci i Przedmiotéw Uzytku
Panstwowy Zaktad Higieny
00-791 Warszawa, ul. Chocimska 24
Kierownik: doc. dr hab. K. Karfowski

Do wykrywania modyfikacji genetycznej w ziarnach soi Roundup Ready oraz
produktach z niej pochodzqcych, wykorzystano metode immunoenzymatyczng
(ELISA) - zestaw analityczny ,, TRAIT”, amerykaniskiej firmy SDI. Metoda polega
na identyfikacji immunoenzymatycznej biatka CP4 EPSPS powstajgcego w wy-
niku ekspresji, wprowadzonego do soi genu z Agrobacterium sp. szczep CP4.

WSTEP

Srodki spozywcze genetycznie zmodyfikowane znajduja si¢ na rynkach europejskich
od 1996 r., na rynku polskim od 1997 r. Sa to jak dotychczas tylko preparaty biatek
sojowych: koncentraty, izolaty, teksturaty, a takze produkty nieprzetworzone — maka
sojowa i ziarno soi. Sg one sktadnikami r6znych produktéw spozywczych m.in. wyrobéw
miesnych, piekarskich, koncentratéw spozywczych. Obecne sa réwniez produkty wege-
tariafiskie produkowane na bazie sktadnikéw sojowych. Pochodzg one wytacznie z jed-
nej odmiany soi Glycine max L cv A5403 linia (40-3-2), o SciSle okre$lonej sekwencji
genow, charakteryzujacej sie odpornoscia na glifosat, aktywny sktadnik herbicydu
Roundup Ready [1, 13, 14].

Zamkniete uzycie organizmow genetycznie zmodyfikowanych (GMO) a takze za-
mierzone uwolnienie GMO do Srodowiska reguluje ustawa z dnia 22.06.2001 r. o or-
ganizmach genetycznie zmodyfikowanych [6].

Ustawa o warunkach zdrowotnych zywnosci i Zywienia z dnia 11.05.2001 r. okresla
m.in. warunki produkcji srodkéw spozywczych oraz procedury majace na celu uzyskanie
decyzji na dopuszczenie do obrotu Srodkéw spozywczych, w tym réwniez ,nowej
zywnosci”. Wedtug tej ustawy ,,nowa zywno$¢” obejmuje substancje lub ich mieszaniny,
ktore dotychczas nie byly wykorzystywane do zywienia ludzi, w tym rowniez Srodki
spozywcze i ich sktadniki zawierajace lub skladajace sie z genetycznie zmodyfikowa-
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nych organizméw lub ich fragmentéw badZ otrzymywane z GMO, ale ich nie zawie-
rajace [7].

,2Nowa zywno$¢” nie moze stanowi¢ zagrozenia dla zdrowia cztowieka oraz $rodo-
wiska. Po wykazaniu powyzszego, Gidwny Inspektor Sanitarny wydaje decyzje zezwa-
lajaca na podjecie produkcji i wprowadzenie do obrotu. ,,Nowa zywno$¢” sktadajaca
sic z GMO Iub ich czesci, zawierajaca biatka lub DNA z tych organizméw powinna
by¢ znakowana informacja ,,produkt genetycznie zmodyfikowany”. Réwniez sktadniki
zywnosci a takze substancje dodatkowe i aromaty, jezeli zostaly wyprodukowane
z GMO i zawieraja biatko i/lub DNA pochodzace z modyfikacji genetycznej, wymagaja
odpowiedniego znakowania.

Obowigzek znakowania nie dotyczy nowej zywnoSci, w sktad ktérej wchodza orga-
nizmy genetycznie zmodyfikowane lub produkty uzyskane z organizméw genetyczne
zmodyfikowanych, jezeli ich zawarto$¢ nie przekracza 1% danego skladnika przy zato-
Zeniu, ze obecno$¢ biatka lub DNA z organizmu genetycznie zmodyfikowanego jest
przypadkowa (niezamierzona) [7].

Powyzsze zasady sa zgodne z przyjetymi w UE [2, 3, 4, 5, 11].

Metody analityczne konieczne do kontroli produktéw GMO powinny pozwala¢ na
wykrycie nowego biatka GMO albo tez nowego, wprowadzanego DNA. Konieczno$§¢
dysponowania szybkimi metodami oceny zywnoSci pod wzgledem ich zgodnosci z de-
klarowana przez producentéw przynaleznoscia do produktéw konwencjonalnych lub
GMO zainspirowata Komisj¢ Europejska do opracowania projektu harmonizacji i wa-
lidacji w skali europejskiej dwoch wybranych metod analitycznych.

Pierwsza z nich byta metoda skriningowa oparta na wykrywaniu dwdch genetycznych
element6w: promotora 358 i terminatora nos za pomoca tafcuchowej reakcji polimerazy
(PCR). Te dwa genetyczne elementy sa niezbedne do ekspresji gendw obecnych w
prawie wszystkich do dzi§ genetycznie zmodyfikowanych roSlinach [8, 10]. Metoda ta
zostala zwalidowana przez European Commission Joint Research Center dla soi
Roundup Ready i kukurydzy Bt 176 [8]. Jest ona przydatna do skriningowego wykry-
wania obecnoSci GMO w produktach spozywczych, jednakze nie jest metoda specy-
ficzna dla okreslonej linii transgenicznej wlasnie ze wzgledu na rozpowszechnienie obu
ww. elementéw genetycznych w transgenicznych roslinach.

Druga metoda, ktéra zostata zwalidowana w skali europejskiej jest metoda immu-
nologiczna (Immunoassay for Detection and Quantitation of a Genetically Modified
Soybean in Food and Food Fractions) iloSciowego oznaczania genetycznej modyfikacji
w ziarnach soi Roundup Ready a takze w zywnoSci i jej sktadnikach [9].

Zastosowana prosta i szybka w wykonaniu metoda immunoenzymatyczna (ELISA)
wykorzystuje obecnos¢ biatka CP4 EPSPS indukujacego tolerancje na herbicyd glifosat,
obecnego w modyfikowanych ro§linach takich jak soja Roundup Ready, bawetna i inne.
Walidacja tej metody wykazata, ze nie daje ona falszywie negatywnych wynikow i jest
przydatna do oznaczen jakoS$ciowych, a po zastosowaniu specyficznej procedury — takze
ilosciowych. Ograniczeniem tej metody jest konieczno$¢ reakcji niezdenaturowanego
biatka CP4 EPSPS z przeciwciatem monoklonalnym, dlatego tez dla produktéw pod-
dawanych obrdbce np. cieplnej czy chemicznej, metoda ta nie jest przydatna.

W Zakladzie Badania Zywnosci i Przedmiotéw Uzytku PZH podijeto prace majaca
na celu sprawdzenie mozliwoSci wykrycia modyfikacji genetycznej w ziarnie soi Roun-



Nr 4 23

dup Ready i makach sojowych jakoSciowg metoda immunoenzymatyczng z wykorzysta-
niem zestawu analitycznego TRAIT.

MATERIAL I METODY

Odczynniki:
— zestaw do oznaczen TRAIT RUR Lateral Flow Test Kit, firmy Strategic Diagnostics Inc. (SDI).
— Test immunologiczny ELISA, zawiera w ukfadzie specyficzne przeciwciata przeciw biatku CP4

EPSPS produkowanemu przez gen pochodzacy z Agrobacterium sp. szczep CP-4, obecne

w ziarnach soi Roundup Ready.

— wzorce referencyjne GMO - FF Soy Flour Standard - Food Ingredient Testing USA:

0%; 0,3%; 1,25%; 2,5% GMO.

Oznaczenia wykonano wg zaleceni podanych przez producenta testu [12].

Przeciwciata swoiste do biatka CP4 EPSPS sa sprzezone z odczynnikiem barwnym i unieru-
chomione na pasku testowym. Na pasku znajduja si¢ zaadsorbowane dwie strefy wigzace
specyficznie kompleksy biatkowe: gérna — nie przereagowane przeciwcialo sprz¢zone z barwni-
kiem, dolna — biatko CP4 EPSPS potaczone z przeciwcialem sprz¢zonym z barwnikiem. Strefy
te wychwytujac barwnik barwia si¢ na rézowy kolor, wigzac nie przereagowane przeciwciala lub
przeciwciala sprzezone z biatkiem CP4 EPSPS (Ryc. 1).

Oznaczenie polega na umieszczeniu paska testowego w zbuforowanym ekstrakcie z badane;j
probki. Po rozwinigciu paska odczytuje si¢ liczbe stref zabarwionych na ré6zowo. Wynik pozwala
na jakoSciowe stwierdzenie obecnoSci badZ braku biatka GMO (wynik tak/nie), nie daje nato-
miast mozliwo$ci okreslenia jego procentowej zawartosci.

Material testowy do badan sktadat si¢ z:

— ziaren soi Roundup Ready otrzymanych z firmy Monsanto Co. Poland

— produktéw znakowanych jako GMO, otrzymanych z réznych firm ")

— produktéw rynkowych, pobranych ze sklepow detalicznych

— wzorcow wewnetrznych przygotowanych w laboratorium z materialu GMO 1 tradycyjnego,
poprzednio zbadanego ww. testem i dajacego wyniki negatywne.

Wzorce wewnetrzne oraz prébki kontrolne shuzyly do wykonania krzywej wzorcowej i okres-
lenia wykrywalno$ci skladnika GMO w zmielonych ziarnach soi. Zakodowane odpowiednio
wzorce wewnetrzne i proby ziarna tradycyjnego shuzyly do sprawdzenia metody analitycznej
i wykrycia ewentualnych falszywie dodatnich i falszywie ujemnych wynikéw. W badaniach
potwierdzenia wiarygodnoSci wynikéw z zastosowaniem testu TRAIT bralo udzial niezaleznie
dwoch pracownikow. Kazdy z pracownikéw wykonujacych test otrzymat 5 znanych i 10 niezna-
nych prdobek testowych. 10 nieznanych prébek zawierato 0%; 0,1%; 0,3%; 0,5%; 1,0%; 2,0%;
4,0% materiatu GMO.

WYNIKI

W pierwszym etapie badaf test immunoenzymatyczny zastosowano do wykrywania
biatkka CP4 EPSPS, $wiadczacego o obecnoSci GMO we wzorcach referencyjnych
zawierajacych 0%; 0,3%; 1,25% i 2,5% GMO. Wyniki poréwnano z wynikami otrzy-
manymi z badania probek zmielonej soi Roundup Ready i soi tradycyjnej. Wszystkie
otrzymane wyniki wskazaly prawidtowo na probki zawierajace w swym skladzie materiat
GMO. Na prébkach soi tradycyjnej uzyskano wyniki negatywne (Ryc. 1).

Wzorce wewnetrzne przygotowane z soi tradycyjnej i Roundup Ready zawieraly od
0% do 4,0% GMO. Zostaly one zbadane jako probki o nieznanym sktadzie. Nie
stwierdzono falszywie pozytywnych i falszywie negatywnych wynikéw (Ryc. 2). Prog



24 Nr 4

wykrywalnosci zostat okreSlony na 0,1%, GMO, co jest zgodne z informacja producenta
testu.

W celu sprawdzenia wpltywu temperatury na powinowactwo biatka CP 4 EPSPS do
przeciwciat zaadsorbowanych na pasku testowym, cale ziarna oraz zmielone ziarna soi
Roundup Ready ogrzewano przez 15 i 30 minut w suszarce w temp. 40, 50, 60, 65, 70,
80, 90, 100, 120, 130 i 140°C. Ziarna soi ogrzewane w temp. 130°C przez 30 min. a
nast¢pnie zmielone wykazywaly obecno$¢ GMO w teScie TRAIT. Ziarna ogrzewane
w temp. 140°C przez 30 minut nie wykazywaly reakcji, natomiast w zmielonym ziarnie
juz po 15 minutach ogrzewania w temp. 65°C nie stwierdzono obecnosci biatka GMO.

PODSUMOWANIE

Test immunoenzymatyczny firmy amerykanskiej SDI przeznaczony do specyficzne-
go wykrywania biatka CP4 EPSPS w roSlinach transgenicznych oraz produktach z nich
pochodzacych, zastosowano do materiatu referencyjnego soi Roundup Ready oraz
wzorcéw nadestanych przez firme Food Ra Leatherhead — USA, zawierajacych 0; 0,3;
1,25 1 2,5% GMO, wzorcow przygotowanych w laboratorium (,wzorcéw wewnetr-
znych”) oraz prébek produktéw sojowych nadestanych przez producentéw i pobranych
z rynku. Test immunoenzymatyczny moze by¢ wykorzystywany jako jakosciowy
(tak/nie); potwierdzona granica wykrywalnosci wynosi 0,1% GMO w przeliczeniu na
sucha mase.

Badania wykazaly, Zze ogrzewanie zmielonych ziaren soi Roundup Ready przez 15
min. w temperaturze 65°C oraz ziaren nie rozdrobnionych przez 30 min. w 140°C
powoduje zanik mozliwosci rozpoznania biatka CP4 EPSPS przez przeciwciata uzywane
w teScie TRAIT i brak reakcji barwnej, Swiadczacej o obecnoSci biatka transgenicznego.
Potwierdzeniem jest brak wyniku pozytywnego tzn. reakcji barwnej w miejscu wigzania
kompleksu biatka CP4 EPSPS w przypadku maki sojowej, koncentratéw i izolatow
sojowych pobranych z rynku, a deklarowanych przez producentéw jako GMO. W pro-
cesie ich pozyskiwania miata zapewne miejsce obrobka termiczna lub proces chemiczny.
A wigc testu nie mozna zastosowa¢ do produktéw przetworzonych. Natomiast probki
maki sojowej nie ogrzewanej, pochodzacej z soi GMO, dostarczone przez jej produ-
centow, badane testem immunoenzymatycznym wykazywaly reakcje pozytywna, mani-
festujaca si¢ obecnoscig biatka CP4 EPSPS.

Niektore probki pobrane z rynku deklarowane jako pochodzace z soi tradycyjnej
wykazywaly §lady (ponizej 0,3%) obecnosci biatka GMO.

Metoda immunoenzymatyczna jest metoda szybka i niezawodng do wykrywania
biatka CP4 EPSPS w ziarnach sojowych i produktach sojowych nieprzetworzonych soi
Roundup Ready. Moze by¢ zaproponowana jako metoda jakoSciowa do wykrywania
specyficznej modyfikacji genetycznej obecnej w soi Roundup Ready a wiec do kontroli
zgodnoSci deklaracji producenta.

WNIOSKI

1. Metoda immunoenzymatyczna z zastosowaniem zestawu analitycznego TRAIT,
polegajaca na wykrywaniu biatka CP4 EPSPS w soi transgenicznej linii Roundup
Ready, pozwala na detekcje 0,1% biatka GMO w ziarnach i makach sojowych nie
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poddanych obrébce termicznej. Metoda nie wykazuje fatszywie pozytywnych i falszywie
negatywnych wynikow.

2. Produkty sojowe GMO uprzednio ogrzewane do temperatury powyzej 65°C traca
zdolno$¢ reagowania w immunoenzymatycznym teScie TRAIT.

3. Ze wzgledu na prostote i szybko$¢ wykonania badania z uzyciem testu TRAIT
metode te mozna zaleci¢ do rutynowej kontroli produktéw sojowych nieprzetworzo-
nych.

B. Urbanek-Kartowska, M. Fonberg-Broczek, D. Sawilska-Rauten-
strauch, P. Badowski, M. Jedra

USEFULNESS OF AN IMMUNOASSAY TEST TRAIT FOR DETECTION OF
GENETICALLY MODIFIED ROUNDUP READY SOYBEAN IN FOOD PRODUCTS

Summary

The test based on immunoassay TRAIT Test for the specific detection of Roundup Ready
Soybean was used for reference material in the form of dried powdered soy beans contained 0,
0,3, 1,25, 2,5% of genetically modified material, for soy beans declared as Roundup Ready and
for soy products from Warsaw market.

The detection limit was approximately 0,1% GMO on dry weight basis. Experiment was also
carried out on heated soybeans. The positive results was obtained since temperature was under
65°C during 15 minutes of heating grounded beans; above this temperature specific protein was
not recognisable by the antibody.

The TRAIT Test should be regarded as a qualitative method and could be recommended for
screening purposes.

Investigation demonstrated that above mentioned test was useful for detection of protein of
genetically modified soybean in unprocessed products.
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