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Wykorzystano metodg immunoenzymatyczng ELISA - zestaw analityczny ,, TRAIT,
amerykariskiej firmy SDI do wykrywania modyfikacji genetycznej w ziarnach kuku-
rydzy, a takze w produktach z niej pochodzqcych. Badaniem objeto 25 srodkow spo-
zywezych z kukurydzy, znajdujgcych sie na rynku warszawskim. W jednym produkcie
(kaszka kukurydziana nie deklarowana jako GMO) stwierdzono wystgpowanie zmo-
dyfikowanego genetycznie biatka Cry 1 A (b).

WSTEP

Na rynku europejskim produkty spozywcze pochodzace z kukurydzy zmodyfikowanej
genetycznie znajduja si¢ od 1998 r. W Unii Europejskiej wydano Decyzje Komisji UE do-
puszczajace na rynek genetycznie zmodyfikowang kukurydze Zea mays L. linii: Bt-11,
MON 810, T 25 i CG 00256 176, charakteryzujaca si¢ zwigkszona tolerancja na herbicyd
glufosynat amonu. Uzyskiwane linie kukurydzy z genem pochodzacym z Bacillus thurin-
giensis posiadajg biatko charakteryzujace si¢ wiasciwoSciami insektobojczymi badz pod-
wyzszong tolerancja na niektore owady btonkoskrzydte.

— Linia Bt-11 zawiera:

1. a) syntetyczna wersj¢ genu Cry 14 (b) pochodzacego ze szczepu Bacillus thuringiensis
podgatunek kurstaki szczep HD1, znajdujacego si¢ pod kontrola promotora 35 S
CaMV (wirusa mozaiki kalafiora) oraz intronu IV S6 genu kodujacego dehydroge-
naze alkoholowa kukurydzy i terminatora genu kodujacego syntaze nopaliny ze
szczepu Agrobacterium tumefaciens.

b) syntetyczna wersje genu pat pochodzacego ze szczepu Streptomyces viridochromoge-
nes znajdujacego si¢ pod kontrola promotora 35S CaMV oraz intronu IVS2 z genu
kodujacego dehydrogenaze alkoholowa w kukurydzy i terminatora genu kodujacego
syntaze¢ nopaliny z Agrobacterium tumefaciens.
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2. Dopuszczona jest rowniez kukurydza pochodzaca ze skrzyzowania linii Bt-11 z odmia-
ng tradycyjng [ 4 ].

— Linia MON 810 zawiera gen Cry 1A (b) z Bacillus thuringiensis, podgatunek kurstaki
znajdujacy si¢ pod kontrola promotora 35S CaMV oraz intronu z genu kodujacego
w kukurydzy biatko 70 szoku termicznego [6].

— Linia T 25 ze zwigkszona tolerancja na glufosynat amonu wyprowadzona z linii HE/89,
ktora zostata przetransformowana przy uzyciu plazmidu pUC/Ac zawierajacego:
a) syntetyczny gen pat kodujacy acetylo-transferaz¢ fosfinotricynowa, znajdujaca si¢
pod kontrola promotora 35 S z CaMV i terminatora
b) gen kodujacy beta-laktamaze¢ warunkujaca oporno$¢ na antybiotyki beta-laktamowe

[5]-

— Linia CG 00256-176

Produkt zawiera linie wsobne i hybrydy otrzymywane w wyniku transformacji linii ku-

kurydzy CG 00256-176 plazmidem, ktory zawieral:

1) jedna kopie genu bar ze Streptomyces hydroscopicus (kodujacego acetylo-transferaze
fosfinotricynowa). Gen bar jest pod kontrola promotora i terminatora 35 S z wirusa
mozaiki kalafiora (CaMV).

2) dwie kopie sztuczne wylaczonego genu kodujacego aktywna domene owadobdjcze-
go biatka Cry 14 (b) delta-endotoksyny z Bacillus thuringiensis podgatunek kurstaki
szczep HD1-9. Wewnatrz tego genu znajduje si¢ dodatkowo regulatorowa sekwen-
cja intronu 9 z genu kodujacego karboksylaze fosfoenolopirogronianowa w kukury-
dzy.

— pierwsza kopia jest pod kontrolg promotora z genu kukurydzy kodujacego kar-
boksylaze fosfoenolopirogronianowg i terminatora 35S z CaM V.

— druga kopia jest regulowana przez promotor z genu kukurydzy kodujacego wap-
niowo-zalezng kinaze biatkowa i terminator 35S CaMV.

3) prokariotyczny gen bla kodujacy beta-laktamaze warunkujaca opornos¢ na ampicyli-
n¢. Gen bla jest pod kontrolg prokariotycznego promotora.

Minister Srodowiska wydat decyzje zezwalajaca na wprowadzenie do kraju ziarna
kukurydzy zmodyfikowanej genetycznie linii MON 810. Produkty spozywcze znajduja-
ce si¢ na rynku pochodzace z tej kukurydzy lub zawierajace ja jako skfadnik powinny
posiada¢ decyzje Gtownego Inspektora Sanitarnego zezwalajaca na wprowadzenie do
obrotu.

Produkty pochodzace z kukurydzy, znajdujace si¢ na rynku polskim to: kukurydza $wie-
za, mrozona, konserwowa, ziarno, kasze i maki oraz produkty przetworzone, poddane ob-
rébee termicznej (np. platki, wafle, popcorn, chrupki, kaszki blyskawiczne i inne).

Srodki spozywcze zawierajace organizmy zmodyfikowane genetycznie lub zawierajace
ich czesci, zgodnie z europejskim jak i krajowym ustawodawstwem [2, 7, 15, 16], wymaga-
ja oznakowania i odpowiednich metod kontroli.

W Polsce nie byto dotychczas laboratoriow urzedowej kontroli dysponujacych metoda-
mi wykrywania biatka zmodyfikowanego genetycznie. Fakt ten uniemozliwial peine egze-
kwowanie przepisow prawnych w tym zakresie. Pobierane przez wiasciwe organa kontroli
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probki z zaktadow produkujacych zywnos$¢ mogly by¢ jedynie kierowane do laboratoriow
zagranicznych. Obecnie zostato powolane w Stacji Sanitarno Epidemiologicznej w Tarno-
brzegu laboratorium urzedowej kontroli badania zywnoSci w zakresie GMO.

Ustawa o warunkach zdrowotnych zywnoSci i zywienia [17] naktada na producentow
zywnos$ci obowigzek znakowania zywnoSci zawierajacej organizmy zmodyfikowane gene-
tycznie lub ich czgsci. Wymdg ten nie dotyczy zywnosci, w skfad ktdrej wechodza organizmy
genetycznie zmodyfikowane lub produkty uzyskane z organizméw genetycznie zmodyfiko-
wanych, jezeli ich zawarto$¢ nie przekracza 1% danego sktadnika, przy zatozeniu, ze obec-
no$¢ biatka lub DNA z organizmu genetycznie zmodyfikowanego jest niezamierzona [18].
Producent zobowigzany jest do udokumentowania powyzszego.

Gl6éwny Inspektorat Skupu i Przetworstwa Artykutow Rolnych przeprowadzit kontrole
firm produkujacych zywnos¢ z udzialem soi oraz badanie krajowych produktéw spozyw-
czych w celu wykrycia obecnosci i okreSlenia iloSci biatka zmodyfikowanego genetycznie
w wyrobach. Stwierdzono liczne uchybienia w zakresie znakowania Srodkow spozywczych
znajdujacych si¢ na rynku [1]. Wyniki te wskazuja, ze producenci nie przestrzegaja przepi-
sow i wprowadzaja konsumentéw w biad. Potwierdza to koniecznos$¢ dysponowania meto-
dami dajacymi mozliwo$¢ identyfikacji genetycznie zmodyfikowanego biatka CP4 EP SPS
wystepujacego w soi, a takze biatka Cry 1A (b) wystepujacego w kukurydzy zmodyfikowa-
nej genetycznie. Bialka te sa obecne nie tylko w Srodkach spozywczych ale rowniez w pa-
szach [21].

Najczesciej stosowana i najbardziej wiarygodna metoda wykrywania i iloSciowego ozna-
czania bialka GMO w produktach, akceptowana w Krajach Unii Europejskiej, jest meto-
da oparta na identyfikacji biatka/DNA. Polega ona na wykorzystaniu tafcuchowej reakeji
polimerazy (PCR) z zastosowaniem promotora i terminatora 35 S z wirusa mozaiki kala-
fiora (CaMV) [4, 5, 6]. Jest to metoda precyzyjna, jednak jej stosowanie mozliwe jest w od-
powiednio wyposazonym laboratorium, ktdrego zorganizowanie wymaga duzych nakfa-
déw finansowych.

Inna metoda pozwalajaca na szybkie wykrywanie biatka GMO jest immunoenzymatycz-
na metoda ELISA, polegajaca na identyfikacji sprzezonych z odczynnikiem barwnym
przeciwcial swoistych dla biatka Cry 1 A (b) obecnego w kukurydzy Bt lub biatka CP4 EP-
SPS obecnego w soi Roundup Ready. Metoda ta znajduje gtéwnie zastosowanie w identy-
fikacji roslin zmodyfikowanych genetycznie [11]. W przeprowadzonych w Zakladzie Bada-
nia Zywnosci i Przedmiotéw Uzytku PZH w 2000 roku badaniach [14] potwierdzono przy-
datno$¢ tej metody do identyfikacji biatka CP4 EPSPS pochodzacego z soi Roundup Re-
ady w surowcach nieprzetworzonych, ktore poddano dziataniu temperatury nie wyzszej niz
65°C.

Celem obecnej pracy jest wykorzystanie testu immunoenzymatycznego ELISA typ
TRAIT, amerykanskiej firmy Strategic Diagnostic Inc. (SDI) do wykrywania biatka zmo-
dyfikowanego genetycznie Cry 1A (b) w kukurydzy i w §rodkach spozywczych zawieraja-
cych kukurydze.

MATERIAL I METODY

W badaniach zastosowano testy immunoenzymatyczne do wykrywania zmodyfikowanego gene-
tycznie biatka kukurydzy — Cry 1A (b) oraz wzorce referencyjne kukurydzy zawierajace 0; 0,15; 0,5,
1,012,0% biatka GMO.

Oznaczenia wykonano zgodnie z instrukcja podang przez producenta testow [13].
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Odczynniki:

— zestaw analityczny dla kukurydzy TRAIT Bt 1 Lateral Test User Guide Btl Corn Grain Test Kit,
zawierajacy: paski testowe, koncentrat buforu, pojemniki i szpatutki,

- wzorce referencyjne GMO -Bt1 Maize Standard — Food Ingredient Testing USA: 0%, 0,15%,
0,5%, 2,0% GMO,

- wzorce referencyjne GMO — Maize Powder (Bt-11 Maize), Certified Reference Material
IRMM 412, Belgium: 0%, 1%, 2% GMO.

Zasada metody polega na wykorzystaniu przeciwcial swoistych dla biatka Cry 1A (b), ktore sa
sprzgzone z odczynnikiem barwnym i unieruchomione na pasku testowym. Kiedy w badanej probce
obecne jest biatko Cry 1A (b) nast¢puje wiazanie migdzy sprzezonymi przeciwciatami i biatkiem. Pa-
sek zawiera dwie strefy. Prazek gorny powstaje w wyniku reakcji nie przereagowanych przeciwcial
z barwnikiem, prazek dolny — w wyniku reakcji biatka Cry 1A (b) z przeciwcialami sprz¢zonymi
z barwnikiem. Obecnos¢ na pasku tylko prazka gornego wskazuje na wynik negatywny (prazek kon-
trolny), obecnos¢ dwu prazkow wskazuje wynik pozytywny, potwierdzajacy obecno$¢ biatka zmodyfi-
kowanego genetycznie.

Badaniem objeto 25 produktéw (ro6znych firm) pochodzacych z kukurydzy — ziarno suche i mro-
zone, kaszki, maki a takze produkty przetworzone typu wafle, popcorn, chrupki — pobrane z rynku
warszawskiego. Badany materiaf rozdrabniano w elektrycznym miynku w czasie 10 — 15, sekund w za-
lezno$ci od rodzaju probki. W przypadku ziarna kukurydzy, dla zapewnienia reprezentatywnosci
probki, rozdrabniano 125 ziaren, nastepnie odwazano probke 5,0 g do pojemnika z przykrywka o poj.
30 ml i dodawano 5 do 10 ml buforu (w zaleznosci od rodzaju probki) przygotowanego przez rozcief-
czenie koncentratu buforu woda w stosunku 1:4 i energicznie wstrzasano do uzyskania jednolitej kon-
systencji (bez oddzielajacego sie plynu). Do tak przygotowanej probki wprowadzano pasek testowy,
pozostawiajac go do momentu uwidocznienia prazka kontrolnego (linia gérna — ok. 10 min.) i ewen-
tualnie linii drugiej, (prazek dolny), wskazujacej na obecno$¢ biatka GMO. Prazek gérny zabarwiony
na kolor czerwony potwierdza prawidlowoS¢ uzywanego testu.

Uzyskane wyniki poréwnano z wzorcami kukurydzy GMO i probkami kukurydzy tradycyjne;.

W celu sprawdzenia wplywu temperatury na powinowactwo biatka Cry 1A (b) do zaadsorbowa-
nych na pasku testowym przeciwcial, wykonano seri¢ badan poddajac wzorzec kukurydzy Btl1 o za-
wartosci 2% bialka zmodyfikowanego genetycznie dziataniu temperatur 65, 75, 80, 90, 95, 100, 110
i 120 °C przez 30 min. Pierwsze objawy czg$ciowego ostabienia reakeji barwnej obserwowano dopie-
ro po ogrzewaniu nawazki w temp. 100° C. W temp. 110 i 120 °C obserwowano jeszcze Slady zacho-
dzacej reakc;ji.

WYNIKI I OMOWIENIE

Wszystkie otrzymane wyniki wskazywaly prawidiowo na probki zawierajace w swym
sktadzie materiat GMO oraz na prébki wolne od GMO.

Stwierdzono wystepowanie biatka zmodyfikowanego genetycznie w jednym produkcie
spozywczym — w kaszce kukurydzianej nie deklarowanej jako produkt GMO - w iloSci
<1% biatka GMO. Jezeli bylo to niezamierzone zanieczyszczenie kukurydza zmodyfiko-
wang genetycznie producent powinien to udokumentowac. W 24 z 25 (96,3%) badanych
produktow z kukurydzy nie wykryto wystepowania zmodyfikowanego genetycznie biatka
Cry 1A (b).

Rycina 1 ilustruje pozytywny i negatywny wynik wskazujacy na obecno$¢ lub brak biat-
ka Cry 1A (b) w kukurydzy Bt.

Rycina 2 przedstawia roznice pomigdzy paskami testowymi obrazujacymi: A — kaszke
kukurydziang pochodzacg z kukurydzy tradycyjnej oraz B — kaszke kukurydziana, w ktorej
stwierdzono obecno$¢ biatka zmodyfikowanego genetycznie na poziomie < 1%.
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Lsssssssss<— Barwny pasek
kontrolny I

-«+——— Barwny pasek
obecnos¢ biatka Cry 1A(b)

Wynik pozytywny Wynik negatywny

Ryc. 1. Tlustracja pozytywnych i negatywnych wynikow
Positive and negative results

Produkty kukurydziane pobrane z rynku warszawskiego
A — nie wykazujacy modyfikacji genetycznej
B — wykazujacy obecnosé bialka GMO
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Ryc. 2. Paski testowe wykazujace roznice pomigdzy A — kaszka kukurydziana pochodzaca z kukury-
dzy tradycyjnej, B — kaszka kukurydziana wykazujaca obecnos¢ biatka Cry 1A (b)
Test strips of market maize products. A — gruel of non GMO maize, B — gruel of GMO ma-
ize containing protein Cry 1 A (b)

Na rycinie 3 przedstawiono wzorce kontrolne nie zawierajace biatka GMO - pierwsze
dwa paski oraz wzorce zmodyfikowanej genetycznie kukurydzy Bt 11 i Bt 1 (dwu firm), za-
wierajace biatko Cry 1A (b). Zawarto$¢ biatka GMO w ilosci < 0,15% nie jest wykrywa-
na. Przy zawartoSci biatka GMO 0,5% jest lekko widoczny prazek dolny, co jest potwier-
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Wzorce kukurydzy GMO Btll zawierajacej bialko Cry I Ab
produkowane przez gen pochodzacy z Bacillus thuringiensis (Bt)
firmy DSI - USA, * firmy IRMM - Belgia

0% 0,15% 0,5% 1% 2%
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Ryc. 3. Wzorce kukurydzy GMO zawierajacej bialko Cry 1A(b) produkowane przez gen pochodzacy
z Bacillus thuringiensis (Bt)
GMO maize Flour Standard containing protein Cry 1A(b) produced by gene derived from
Bacillus thuringiensis (Bt)

dzeniem obecnoSci biatka zmodyfikowanego genetycznie. Jest to zgodne z zalozeniem
testu. Paski wzorcow o zawartosci biatka GMO w iloSci 1% i 2% potwierdzaja wyraznie
obecno$¢ zmodyfikowanego genetycznie biatka Cry 1A (b).

Uzyskane wyniki zebrano w tabeli 1.

W 24 produktach pochodzacych z kukurydzy tradycyjnej zastosowany test nie wykazat
obecnodci biatka Cry 1A (b) — (wyniki negatywne). W 1 probce kaszki kukurydzianej (pro-
dukt nie deklarowany jako GMO) - stwierdzono obecno$¢ biatka Cry 1A (b).

Poréwnujac wyniki ww. kaszki z wzorcem referencyjnym nalezy przyjaé, ze przyblizona
zawarto§¢ biatka GMO - Cry 1A (b) w tym produkcie wynosi < 1%.

Omawiany test immunoenzymatyczny TRAIT Bt I Lateral Test User Guide Bt 1 Corn
Grain Test Kit — dla kukurydzy moze by¢ wykorzystywany jako jakosciowy (tak / nie) w pro-
duktach nieprzetworzonych.

Lipp i wsp. jak réwniez inni autorzy [8-10, 19, 20] podaja, ze prog wykrywalnoéci dla
biatka kukurydzy modyfikowanej genetycznie, zawierajacej biatko BT — 176, oznaczanego
metoda reakcji faficuchowej polimerazy (PCR) wynosi 0,1%. Producent testow TRAIT [9]
deklaruje prog wykrywalnoSci biatka — Cry 1A (b) na poziomie 0,5%, co potwierdzily pro-
by z zastosowaniem wzorcow referencyjnych.

Z przeprowadzonych obecnie badaf dotyczacych produktdw na bazie kukurydzy oraz
produktéw sojowych przetworzonych (praca przygotowywana do druku) — wynika, ze za-
chodzi potrzeba przeprowadzania rutynowych kontroli zywnosci pod katem zawartosci
biatka modyfikowanego genetycznie. Niezbedne jest utworzenie laboratorium referencyj-
nego ds. zywnosci genetycznie zmodyfikowane;.
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Tabela I.  Obecnos¢ biatka Cry 1A (b) w produktach kukurydzianych pobranych z rynku war-
szawskiego
Presence of Cry 1A (b) protein in market’s maize products

Lp. Nazwa produktu Liczba probek | Wynik Uwagi
1. Kukurydza w kolbach (mrozona) 7 -
2. | Ziarno kukurydzy (mrozone) 1 -
3. | Ziarno kukurydzy (suche) 1 -
4. Ziarno kukurydzy cukrowej 2 -
5. Ziarno kukurydzy do prazenia 2 -
6. Kasza kukurydziana 3 -
7. Kasza kukurydziana blyskawiczna 1 + zawarto$¢ biatka
nie deklarowana jako GMO * GMO < 1%
8. Maka kukurydziana 2 -
9 Ptatki kukurydziane Corn Flakes 3 - produkt poddany
obrdbce termicznej
10. | Ptatki kukurydziane Snow Flakes 1 - produkt poddany
obrobcee termicznej
11. | Chrupki kukurydziane 1 - produkt poddany
obrdbce cieplnej
12. | Kukurydza prazona popcorn 1 - produkt poddany
obrobce cieplnej

+ Wynik pozytywny
— Wynik negatywny
Dla kazdej probki wykonywano po dwa do czterech powtdrzen.

* Producent nie ma obowiazku deklarowania, jezeli produkt nie zawiera kukurydzy/soi GMO.

WNIOSKI

1. Test TRAIT przeznaczony do specyficznego wykrywania biatka Cry 1 A (b) moze by¢
wykorzystywany jako skriningowy test jakoSciowy (tak/nie).

2. Potwierdzona granica wykrywalnoSci biatka GMO w kukurydzy wynosi 0,5% w prze-
liczeniu na suchg mase.

3. Szybkos¢ i prostota wykonywania badania z uzyciem testu TRAIT, a takze stosunko-
wo niskie naktady finansowe, upowazniaja do rekomendowania go do rutynowej kontroli
nieprzetworzonych produktéw kukurydzianych.

B. Urbanek-Kartowska, D. Sawilska-Rautenstrauch, M. Jedra, P. Badowski

DETECTION OF GENETIC MODIFCATION IN MAIZE AND MAIZE PRODUCTS
BY ELISA TEST
Summary

Enzyme immunoassay methods — TRAIT Test — was applied for detection of genetic modification
in maize seeds and foodstuffs, which have been produced from this crop.
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TRAIT Test is based on the identification GMO protein Cry 1Ab produced by a gene derived from
Bacillus thuringiensis (Bt) incorporated into insect resistant corn grain.

The experiment was carried out on maize standards and foodstuffs from Warsaw market. The po-
sitive result was obtained for one maize product, which was not labelled as GMO. The presence of
GMO material was approximately equal to 1%.

In conclusion, this test is proper for fast routine qualitative (yes/no) determination GMO material
in maize seeds and unprocessed food products.
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