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Wprowadzenie

Postepujace na swiecie uprzemystowienie skutkuje wyjatowieniem gleby, skazeniem
wod oraz wystgpowaniem w produktach rolnych niepozadanych syntetycznych zwigzkow
chemicznych (ksenobiotykow). Intensywna produkcja rolna, ktéra jest powodem ujemnych
skutkow dla catego $rodowiska, doprowadzita do powstania i rozwoju rolnictwa
ekologicznego.

Znaczacym obszarem, ktory stwarza mozliwosci poszerzenia oferty produktow
ekologicznych jest akwakultura. Dazy si¢ do tego, by zywienie zwierzat akwakultury
zapewniato zaspokojenie ich potrzeb gatunkowych, jak réwniez nalezy speli¢ wymog w
zakresie zdrowia, czyli byta zbilansowana pasz pod wzgl¢dem ich zapotrzebowania. Ponadto
pasza pochodzaca od jednego gatunku nie moze stanowi¢ pokarmu dla tego samego gatunku.
Wymogi prawne stanowig by dla gatunkéw wymienionych w Rozporzadzeniu Komisji (WE)
nr 710/2009 podstawg zywienia bylo srodowisko naturalne, a wigc to, co jest dostgpne w
stawach 1 jeziorach. Niemniej jednak, jesli naturalne zrédla paszy, nie sa dostepne w
wystarczajacych ilo$ciach, mozna stosowa¢ ekologiczne pasze pochodzenia roslinnego,
najlepiej wyprodukowane na bazie surowcow pochodzacych z danego gospodarstwa.

Ogolne zasady dotyczace przetwarzania/produkcji pasz ekologicznych okre§lono w
art. 7 Rozporzadzenia Rady (WE) nr 834/2007. Wytwarzanie takich pasz powinno si¢
odbywac z ekologicznych materialdéw paszowych, chyba, ze dany materiat paszowy nie jest
dostepny na rynku w postaci ekologicznej. Nalezy ograniczy¢ do minimum stosowanie
dodatkow paszowych oraz substancji pomocniczych w przetworstwie. Nie mozna stosowaé
do produkcji substancji i metod przetwarzania mogacych wprowadza¢ w bilad w kwestii
prawdziwej natury danego produktu. Produkcja paszy powinna by¢ dokonywana najlepiej
przy zastosowaniu wtasciwych metod biologicznych, mechanicznych i fizycznych. Nie mozna
stosowa¢ do skarmiania zwierzat organizmoéw genetycznie zmodyfikowanych (GMO), jak i
materiatow / substancji wyprodukowanych przez te organizmy.

Bezpieczenstwo produkcji pasz wolnych od modyfikacji genetycznej to bardzo
wymagajacy proces. Wszystkie surowce uzyte w procesie technologicznym, muszg byc¢
zweryfikowane pod katem zanieczyszczen modyfikacjami genetycznymi. Do mozliwych drog
rozprzestrzeniania si¢ transgenicznych roslin mozna zaliczy¢ rozpylanie przez wiatr, bakterie
w glebie, insekty, ptaki czy tez inne zwierzeta. Jednak te drogi sg realne w przypadku
wspotistnienia rolnictwa wolnego od GMO, z tym stosujacym GMO. W przypadku, gdy nie
uprawia si¢ roslin GMO, wowczas silosy, transport, czy przemyst paszowy stanowia jedne z
wielu miejsc, gdzie pasze wolne od GMO moga zosta¢ skazone.

Caty proces zakupu surowcow 1 wytwarzania pasz powinien by¢ objety monitoringiem
kontrolnym, a badania obecno$ci modyfikacji wykonywane w akredytowanych laboratoriach.
Zasady bezpieczenstwa obejmujg réwniez transport pasz z wytworni do gospodarstwa, jak
réwniez badania materiatow paszowych do produkcji (mozliwo$¢ narazenia) oraz kontrole
dotyczace produktu finalnego w postaci gotowych pasz treSciwych. Zapewnienie
bezpieczenstwa produkcji pasz bez GMO, tzn. wolnych od modyfikacji genetycznej, wymaga
szeregu przedsigwzig¢. To nie tylko zakup surowcow bez modyfikacji, ale rowniez ich



weryfikacja pod katem zanieczyszczen modyfikacjami genetycznymi. Gotowe pasze tresciwe
réwniez sg poddawane kontrolnym badaniom.

Zywienie zwierzat akwakultury powinno zapewnié¢ zaspokojenie ich potrzeb
gatunkowych, w tym zachowanie dobrej zdrowotnosci. W ekologicznym chowie karpia
warunkiem uzyskania wysokiej wydajnosci 1 zdrowotnos$ci zwierzat, jest m.in. zapewnienie
dobrej jakos$ci pasz. Wymogi prawne stanowig by dla ryb podstawa zywienia byto §rodowisko
naturalne, a wigc to, co jest dostgpne w stawach. Niemniej jednak, jesli naturalne zrodia paszy
nie sg dostepne w wystarczajacych ilosciach, mozna stosowac ekologiczne pasze pochodzenia
roslinnego, najlepiej z danego gospodarstwa. Do karmienia karpi stosuje si¢ glownie pasze
pochodzenia ro$linnego, rzadziej pasze zwierzgce. Najczeg$ciej stosowanymi paszami w
zywieniu karpia sa: tubiny, kukurydza, jeczmien, zyto, pszenica oraz otrgby, soja i groch.
Obecnie wsréd wymienionych roslin paszowych kukurydza i soja moga by¢ modyfikowane
genetycznie, a ekologiczny chow ryb wyklucza stosowanie materiatbow GMO. Hodowcy
powinni w zwiazku z tym $wiadomie wybiera¢ pasze wolne od GMO. Pojawia si¢ jednak
problem dotyczacy dopuszczalnej zawartosci GMO w paszach bez GMO. Warto$¢ ta wynosi
0,9%, a prog zostat okreslony na podstawie Rozporzadzenia Komisji (WE) nr 1829/2003 z
dnia 22 wrzesnia 2003 r. w sprawie genetycznie zmodyfikowanej zywnoS$ci. Jesli badamy
tylko surowce, np. udziat soi modyfikowanej w soi, kukurydzy modyfikowanej w kukurydzy,
rzepaku modyfikowanego w rzepaku — to 0,9% jest udziatlem tych zmodyfikowanych genow
do catosci genomu soi, kukurydzy czy rzepaku. To odpowiada takze zawarto$ci procentowe;j,
w rozumieniu procentu masowego. Czyli na 1000 kg soi moze by¢ 9 kg jakiegos
modyfikowanego produktu. Jezeli nie jest ta norma przekroczona, producent nie jest
zobligowany do deklarowania zawartosci produktu GMO na etykiecie. W przypadku, kiedy
mamy do czynienia z mieszankg to juz powstaje pewna komplikacja. Metody badawcze nie
pozwalaja na stwierdzenie ilo$ciowej zawarto$ci tego przekroczenia. W mieszance paszowej
chodzi o to, aby 0,9% (ulamek masowy) nie zostalo przekroczone. Metoda badania wykrywa
ten zmodyfikowany komponent w odniesieniu do komponentu mieszanki, a nie do catosci
produktu. Metoda jest czuta i pozwala wykry¢, ze w 0,9% jest 50% modyfikowanego
produktu.

Przed kilkoma laty pasze pelnoporcjowe i koncentraty biatkowe w jako$ci
ekologicznej produkowane byly w Polsce, ale od momentu wystapienia problemu z ocena
stopnia ich zanieczyszczenia GMO, firmy paszowe zaprzestaty produkcji ekologicznych pasz.
Od tamtej pory polscy producenci pasz importujg certyfikowane pasze/koncentraty z Belgii,
Holandii, Niemiec, co jednak nie oznacza dla nich konca ktopotow. Okazalo sig¢, Zze probki
pasz wykonanych w gospodarstwie, na bazie wlasnego ziarna zb6z z dodatkiem
wspomnianych koncentratow, w mys$l wynikéw analiz wykonanych w laboratoriach
urzedowych, rowniez wykazuja obecnos¢ GMO, a co wigcej wyniki analiz z poszczegdlnych
laboratoriow r6znig si¢ nawet 10-krotnie. W zwigzku z powyzszym niezbgdnym jest
wskazanie potencjalnych zrodel skazenia/zanieczyszczenia ekologicznych pasz przez GMO
oraz sposobow przeciwdzialania.

Jeszcze do niedawna gldownym surowcem paszowym GMO byta $ruta sojowa
wytworzona z transgenicznej soi. Od kilkunastu lat na rynku europejskim znajduje si¢ nie
tylko transgeniczna soja GMO (gtownie w postaci $ruty), ale rowniez kukurydza, czy rzepak
modyfikowane genetycznie. Zanieczyszczenie GMO stwierdzajag m.in. zaktady tluszczowe
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przerabiajace rzepak. Unia Europejska (UE) ma jedne z najbardziej restrykcyjnych na calym
Swiecie przepisy w odniesieniu do korzystania z organizméw genetycznie zmodyfikowanych
(GMO). Wynikaja one z zachowania zasady przezornosci w wigkszos$ci krajow europejskich,
w odniesieniu do spraw bezpieczenstwa zywnosci i pasz.

Metody stosowane w detekcji GMO

Aktualnie stosowane sg rozne metody detekcji GMO w zywno$ci i paszach. W
przypadku bialek zasadnicza technikg stosowang do ich identyfikacji jest test
immunoenzymatyczny ELISA (ang. enzyme linked immunosorbent assay). Zmiany na
poziomie sekwencji DNA monitorowane s3g poprzez reakcje tancuchowg polimerazy PCR
(ang. polymerase chain reaction), powszechnie stosowang technik¢ biologii molekularne;j,
pozwalajaca na detekcje okreslonych fragmentéw DNA wprowadzonych do genomu badane;j
rosliny. Spotykane sa rowniez potaczenia obu metod, tzw. PCR-ELISA i nalezy je traktowac
bardziej jako komplementarne, niz wykluczajace si¢ analizy (Liu i wsp. 2004). Zestawy
analityczne testow immunoenzymatycznych bazuja na wykorzystaniu przeciwciat
selektywnych wobec okreslonego — w tym przypadku genetycznie zmodyfikowanego (GM)
biatka — i nastepujacej po rozpoznaniu antygenu reakcji barwnej. Tego rodzaju oznaczenia sg
powszechnie stosowane i1 akceptowane w wielu rodzajach analiz dotyczacych kontroli
obecnosci witamin, antybiotykoéw, patogenow, czy tez substancji specyficznych w produktach
zywnosciowych (Ibanez 1 Cifuentes 2001, Bonwick i Smith 2004). Ostatecznym
potwierdzeniem obecnosci GMO jest reakcja barwna, ktorej intensywnos¢ — w przypadku
dysponowania standardami o znanej zawarto§ci GMO — jest podstawa do iloSciowego
oznaczenia biatka. Przyktadowy limit detekcji biatka sojowego CP4 EPSPS w przypadku
nasion soi wynosi 0,25% (Kuiper 1999).

Konwencjonalny PCR jest technika stosowang do analizy jakosciowej oraz
potilosciowej, wskazujac gldwnie na obecnos$¢ badz nieobecnos¢ poszukiwanych sekwencji w
probee. Finalny etap identyfikacji produktow stanowi rozdziat elektroforetyczny na Zelu
agarozowym z dodatkiem bromku etydyny. Rownoczes$nie z produktami PCR rozdzielane sg
markery mas molekularnych w celu precyzyjnego okreslenia wielkosci amplikonu
(MacCormick i wsp. 1998). Zidentyfikowanie takiej sekwencji w finalnym produkcie PCR
swiadczy o zanieczyszczeniu GMO, ale nie jest to dowod ostateczny, bowiem nie daje
odpowiedzi na temat charakteru wprowadzonej zmiany.

PCR w czasie rzeczywistym to alternatywna wersja PCR (ang. Real-Time PCR), ktora
pozwala na ilo$ciowa analiz¢ dzigki aparaturze monitorujacej przyrost powielanej sekwencji
w trakcie kolejnych cykli reakcji. Detekcja produktow amplifikacji moze by¢ realizowana
przez zastosowanie barwnikow fluorescencyjnych interkalujacych si¢ w sekwencji DNA np.
Sybr Green™ (Hernandez 1 wsp. 2003), sond hybrydyzacyjnych komplementarnych do
powielanej matrycy DNA wywodzacych si¢ z technologii rezonansowego przeniesienia
energii FRET (ang. Fluorescence Resonance Energy Transfer) (Garcia-Canas i wsp. 2004) i
sond podlegajacych hydrolitycznej degradacji, np. TagMan™, 1lub specyficznie
oddziatywujacych z amplikonem, np. startery Skorpion, czy systemu Molecular Beacons ™
(Deisingh i Badrie 2005). RT-PCR przy wykorzystaniu certyfikowanych standardow GMO



zyskat powszechng akceptacje w skali §wiatowe] 1 jest w chwili obecnej uznawany za
najdoktadniejszg metode analizy GM zywnosci 1 pasz.

Jednak jak pokazuje praktyka kontrolna w zakresie obecnosci wystepowania biatek
ros$lin GMO, wyniki analiz probek pasz z réznych laboratoriow czesto si¢ roznia, ezeste
wykazujac bardzo duze rozbiezno$ci. Fakt ten ma ogromne znaczenie praktyczne — na
podstawie wynikéw tych analiz jednostki certyfikujace muszg zdecydowac, czy dana partia
paszy (a w konsekwencji produktow zwierzecych) spelnia wymogi rolnictwa ekologicznego,
czy tez nie. W tym drugim przypadku nalezy wycofa¢ dang parti¢ produktow z rynku i
wdrozy¢ postgpowanie naprawcze, w tym ograniczy¢ certyfikat danemu producentowi
rolnemu. Tak, wiec obok samego faktu zanieczyszczenia pasz GMO, wystepuje problem
wiarygodnos$ci (powtarzalnosci) wynikow oznaczania GMO. Jest to tym wazniejsze, ze W
Rozporzadzeniu Komisji WE nr 1829 z 22 wrzesnia 2003 r., dopuszczono maksymalne
zanieczyszczenie ekologicznych pasz surowcami GMO na poziomie do 0,9%. Przy
rozbieznych wynikach analiz z réznych laboratoriow, trudno bgdzie podjac trafng decyzje o
wycofaniu lub nie danej partii pasz z uwagi na jej zanieczyszczenia GMO.

Technologia produkcji pasz dla ryb jest wymagajaca nie tylko z punktu widzenia
osiggnigcia optymalnego skiladu kompletnej racji, ale réwniez pod wzgledem delikatnego
opracowania paszy w ten sposob, by osiggnigta zostata optymalna rozpuszczalno$¢ w
srodowisku wodnym. Pasze, ktore stosuje si¢ w zywieniu zwierzat mogg wystgpowaé W
postaci mieszanek sypkich lub w postaci granulowanej, a ich dobér zalezy od gatunku, wieku
oraz produkcyjnosci zwierzat. Pasza granulowana moze by¢ stosowana dla réznych grup
zwierzat, w réoznym wieku i w réoznym stanie fizjologicznym, w miejsce paszy sypkiej.
Wykorzystanie przez ryby paszy w postaci granul, w poréwnaniu do pasz sypkich, zwigzane
jest z wieloma zaletami: wigkszymi warto$ciami odzywczymi, lepszymi walorami
smakowymi. Ponadto pasza granulowana zawiera mniejsza liczbe bakterii i grzybow, jest
chetniej zjadana przez zwierzgta oraz posiada dtuzszy okres przechowywania.

Pasze granulowang mozna produkowaé z mieszaki paszowej o rdéznym stopniu
rozdrobnienia. Z tego wzgledu w réznych osrodkach naukowych przeprowadza si¢ analize
wplywu stopnia rozdrobnienia mieszaki paszowej, z ktorej produkuje si¢ pasze granulowang
na: wytrzymalos¢ kinetyczng, dzienne przyrosty u zwierzat, zapotrzebowanie na pasze,
zuzycie energii w trakcie rozdrabniania sktadnikow mieszanek paszowych i wiele innych.

W przypadku wykorzystywania tych samych linii technologicznej do produkcji pasz
konwencjonalnych, a nastgpnie w standardzie ekologicznym, moze doj$¢ do sytuacji, ze
$ladowe ilo$ci danej paszy z zawartoscia GMO moga pozosta¢ W linii technologicznej i
dosta¢ si¢ do paszy w standardzie ekologicznym. Jest to definiowane, jako przenikanie si¢
partii produkcyjnych zwane ,,efektem przenoszenia" lub ,,zanieczyszczeniem krzyzowym”.

Cel badan

Celem przeprowadzonych badan byta ocena skuteczno$ci rdéznych metod czyszczenia linii
technologicznej do produkcji ekologicznej paszy dla karpia, w konteks$cie obecno$ci biatka
modyfikowanej genetycznie soi i kukurydzy, w produkcie finalnym.



Metodyka badan

Masa produkowanych mieszanek pasz konwencjonalnych dla karpi na tucz z udzialem
kukurydzy i soi GMO oraz paszy w jako$ci EKO wynosita po 1500 kg, natomiast probki
pierwotnej po ok. 2,0 kg. Probki paszy sypkiej pobierano przed granulatorem, a paszy
granulowanej z workownicy. Masa materialu czyszczacego wynosita po 200 kg. Uktad
doswiadczenia przedstawiono ponizej.

Etap |. Analiza procesu technologicznego pod wzgledem mozliwosci wystapienia efektu
przeniesienia biatka modyfikowanej soi i kukurydzy, pomi¢dzy produkowanymi mieszankami
paszowymi (Rys. 1).

Etap Il. Produkcja paszy konwencjonalnej dla karpi na tucz z udzialem kukurydzy i soi
GMO, 1500 kg (Tab.1).

Etap I11. Czyszczenie linii do produkcji paszy sypkiej.

Etap V. Czyszczenie linii paszy granulowane;.

Etap V. Produkcja paszy dla karpi w jakosci EKO (NON-GMO), 1500 kg (Tab. 2).
Etap VI. Analizy laboratoryjne.

W przebiegu doswiadczeniu wykonano dwa niezalezne eksperymenty z udziatem roznych
metod czyszczenia linii do produkcji pasz:

Eksperyment 1

Do czyszczenia linii produkcyjnej do produkcji paszy sypkiej (wtacznie z workownicg) uzyto
$ruty pszennej grubo mielonej w ilosci 200 kg/czyszczenie (Czysciwo I).

Do czyszczenia linii produkeji paszy granulowanej uzyto mieszaniny Sruty pszennej drobno
mielonej i ekstrudowanych nasion soi NON-GMO w ilosci 200 kg/czyszczenie (Czysciwo I1).

Eksperyment 2

Do czyszczenia linii produkcyjnej do produkcji paszy sypkiej wlacznie z workownicg uzyto
mieszanina $ruty pszennej grubo mielonej (50%) i1 grysu wapiennego (50%) frakcji 2 - 4 mm
w 1losci 200 kg/czyszczenie (Czysciowo I1I).

Mieszanina $ruty pszennej drobno mielonej i ekstrudowanych nasion soi NON — GMO - w
ilosci 200 kg/ czyszczenie — czyszczenie linii produkcyjnej paszy granulowanej (Czysciwo
V).
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Rys. 1. Schemat procesu technologicznego produkcji mieszanki paszowej — przyktad

Tab. 1. Receptura wykorzystana w badaniach do produkcji paszy konwencjonalnej
dla karpi (1500 kg)

Rodzaj surowca Udzial pr?centowy Udzial wagowy
surowcow [%] surowcow [Kg]
Premiks 5% Karp 5,00 25,00
Sruta sojowa 46% 26,00 260,00
Sruta rzepakowa 34% 12,00 120,00
Susz z lucerny 17% 6,00 60,00
Pszenzyto 20,50 205,00
Pszenica 15,00 150,00
Olej sojowy 2,00 20,00
Kukurydza 10,00 100,00
Lepiszcze ligninowe 1,00 10,00
Monobent 2,50 25,00




Tab. 2. Receptura wykorzystana badaniach do produkcji paszy w standardzie EKO
dla karpi (1500 kg)

R
Premiks 5% Karp 5,00 25,00
Susz z lucerny 17% 5,00 25,00
Pszenica 39,50 197,50
Kukurydza 10,00 100,00
Lepiszcze ligninowe 1,00 10,00
Monobent 2,50 25,00
Soja nasiona tostowane 22,00 110,00
Lubin waskolistny 15,00 75,00

W celu oznaczenia zawarto$ci materiatu GMO w paszach wykorzystano testy ELISA firmy
Romer Labs:

Agra Quant Cry 1 Ab Plate - nr kat. 7110000, stuzy do oznaczania biatka Cry 1Ab,
produktu genu pochodzacego z Bacillus thuringensis, majacego dziatanie owadobojcze.
Gen ten zostal zastosowany do modyfikacji odmian kukurydzy — Monsanto - MON 810
oraz Syngenta Bt 11.

Agra Quant RUR Soya Grain Plate — nr kat. 7100000, stuzy do oznaczenia biatka CP4
EPSPS* pochodzenia bakteryjnego (Agrobacterium tumefaciens), ktérego gen zostat
zastosowany do modyfikacji soi w celu uzyskania jej odpornosci na glifosat, tym samym
na Roundup**. Test jest przeznaczony do oznaczania odmian soi modyfikowanych przez
gen CP4 EPSPS, a tym samym do oznaczania udzialu soi GMO w produktach
zywno$ciowych 1 paszach. Najlepiej nadaje si¢ do oznaczania niemodyfikowanego
termicznie biatka CP4 EPSPS, produktéw sojowych nie traktowanych wysoka
temperaturg np. ekstruzja. Podczas oznaczania udziatu GMO zastosowano standard: Soya
full-fat fluor(FFF) Standards (nr kat. 7100001).

AgraQuant Toasted Meal Plate — nr kat. 7099999, jest testem ELISA opracowanym do
detekcji biatka CP4 EPSPS, produktu genu modyfikujacego soje odporng na Roundup,
pochodzacego z Agrobacterium tumefaciens. Jest przeznaczony do oznaczania bialka i
materialu  GMO (zawierajacego odpowiedni gen), w produktach traktowanych
temperaturag w procesach technologicznych, takze w izolatach biatkowych. Jako standard
zastosowano Soya Defatted Flour (DF) Standards (nr kat. 7200002).



* EPSPS - 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate (EPSP) synthase, 3-phosphoshikimate 1-
carboxyvinyltransferase, syntaza 5-enolopirogroniano-szikimo-3-fosforanu

Wykorzystane do oznaczen zestawy ELISA stuzg do oznaczania poziomu materialu GMO,
ktorego zawarto$¢ przedstawiono w %. W testach standardami do krzywej kalibracyjnej byta
maka sojowa lub kukurydziana o okreslonej zawartos$ci materiatu GMO:

e Agra Quant CRY1 Ab (Maize) — 0% non GMO corn fluor, 0,15% MON810 corn fluor,
0,5% MON&810 corn fluor, 2,0% MON810 corn fluor

e AgraQuant Toasted Meal Plate - GMOCheck Soya Standards 0%, 0,3%, 1,25% i 2,5%
(soya defated fluor)

Przygotowanie materialu do badan

Proby surowcow, pasz sypkich, pasz granulowanych oraz czysciw pobierano w ilo$ci
1 — 2 kg z linii produkcyjnej do pasz (w przypadku surowcéw — przed linig produkcyjng) do
sterylnych workow polietylenowych. Nastepnie mielono w miynku (FoSS, Cemotec 1090)
przez 5 minut. Czynno$¢ ta powtorzono 2 krotnie. Zmielong probe przesiewano przez sito o
ziarnisto$ci 40 mesh oraz 100 mash i przenoszono do polipropylenowych naczyn zbiorczych.

Oznaczanie zawarto$ci soi GMO (CP EPSPS) niezmodyfikowanej wykonano AgraQuant
RUR Soya Grain Plate

W celu ekstrakcji materiatu paszowego 1 pozostalych prob nawazano po 0,5g do
sterylnych probowek typu falcon o objetosci 15 ml (Eppendorf, Niemcy). Nastgpnie
dodawano 4,5 ml buforu do ekstrakcji (Extraction Buffer, ELISA). Probe poddano mieszaniu
za pomoca worteksu (IKA, Niemcy) przez 10 sekund. Proby nastgpnie wirowano przy
predkosei 5000 rpm przez 15 min. (Eppendorf, Centrifuge 5804R). W analogiczny sposob
traktowano rowniez standardy do krzywej kalibracyjnej. Jako standard stosowano Soya full-
fat standards nr kat. 7100001. Po wirowaniu prob i standardow uzyskany supernatant zostat
uzyty do oznaczenia zawartosci materiatu GMO. Bezposrednio na plytke titracyjng naktadano
proby 1 standardy rozcienczone 1:300 w buforze do ekstrakcji.

Oznaczanie zawartosci soi GMO (CP EPSPS) zmodyfikowanej termicznie AgraQuant
Toasted Meal Plate

W celu ekstrakcji materialu paszowego i1 pozostalych prob nawazano po 1g do
sterylnych probowek typu falcon o objetosci 15 ml (Eppendorf, Niemcy). Nastepnie
dodawano po 10 ml buforu do ekstrakcji (Extraction Buffer, ELISA). Mieszano za pomocg
worteksu przez 1 minute. Probe pozostawiono do rozdzielenia si¢ nadsgczu i osadu przez 5
minut. Jesli w probie nie wydzielatl si¢ nadsacz, probe wirowano przez 5 minut przy predkosci
5000 rpm (Eppendorf, Centrifuge 5804R). Uzyskany nadsgcz zostal uzyty do oznaczen. W



analogiczny sposob potraktowano standardy do krzywej kalibracyjnej, ktorymi byly
wystandaryzowane proby soi traktowanej termicznie Soya Deftted Flour Standards.
Bezposrednio po ekstrakcji proby i standardy poddawano pomiarowi testem ELISA.

Oznaczanie zawartosci kukurydzy GMO (Cryl Ab) w probach AgraQuant CrylAb Plate

W celu ekstrakcji materiatu paszowego 1 pozostatych prob nawazano po 1g do
sterylnych probowek typu falcon o objetosci 15 ml (Eppendorf, Niemcy). Nast¢pnie
dodawano po 4 ml buforu do ekstrakcji (Extraction Buffer, ELISA). Mieszano za pomocg
worteksu przez 1 minute. Proby pozostawiono na 5 minut a nast¢pnie wirowano przez 5 minut
przy predkosci 5000 rpm (Eppendorf, Centrifuge 5804R). Uzyskany nadsacz zostat uzyty do
oznaczen. W ten sam sposob potraktowano standardy do krzywej kalibracyjnej, ktérymi byty
wystandaryzowane proby kukurydzy GMO. Bezposrednio po ekstrakcji proby i standardy
poddawano pomiarowi testem ELISA.

Analiza statystyczna

Uzyskane w pomiarach wyniki zawarto$ci materialtu GMO zostaty poddane analizie
statystycznej, polegajacej na wyliczeniu statystyk tabelarycznych: s$redniej, odchylenia
standardowego oraz btedu standardowego. Nastepnie wykonano poréwnanie wartosci
srednich za pomoca testu Anova z post-testem wielokrotnych poréwnan Tukey'a przy P=0,05.
Wyniki analiz zaznaczono na wykresach stupkowych i zaznaczono istotnosci statystyczne.

Wyniki i oméwienie

W przypadku taczenia w tym samym przedsiebiorstwie paszowym wytwarzania pasz
konwencjonalnych 1 w standardzie ekologicznym moze dojs¢ do sytuacji, ze §ladowe ilosci
danej paszy z zawartoscia GMO moga pozosta¢ w linii technologicznej i dosta¢ si¢ do
produkcji paszy w standardzie ekologicznym. Takie przenikanie si¢ partii produkcyjnych
zwane jest ,,efektem przenoszenia" lub ,,zanieczyszczeniem krzyzowym”. Jednym z gléwnych
powodow zanieczyszczen krzyzowych sa wiasciwosci fizyczne materialow paszowych,
premiksow 1 innych substancji, ktdre przyczyniaja si¢ do niekontrolowanego ich
pozostawania w linii technologicznej. Do najistotniejszych mozemy zaliczy¢ wlasciwosci
adhezyjne (adhezja do $cian), wielko$¢ czastek i gesto$¢ (zarowno nosnika, jak i substancji
czynnej) 1 wlasciwosci elektrostatyczne.

Zroznicowanie skladu granulometrycznego surowcow, gestosci, itp. powoduje
powstawanie procesOw segregacyjnych na kazdym etapie produkcji. Niektore z rodzajow
segregacji stwarzaja duze zagrozenie dla bezpieczenstwa produkcji mieszanek paszowych.
Ich negatywne oddzialywanie mozna zmniejszy¢é m.in. przez odpowiednio prowadzony
proces rozdrabniania surowcoOw majacy na celu redukcje frakcji pylistej mieszanki.
Zwigkszenie jednorodnosci wymiarowej czastek mieszanek skutkuje zmniejszeniem
segregacji czastek mieszaniny w czasie przemieszczania jej w drogach technologicznych,
sprzyja dokladniejszemu dozowaniu, umozliwia wlasciwe wymieszanie, zapobiega
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zawieszaniu si¢ materialu w komorach siloséw lub dozownikowych i tym samym redukuje
efekt przeniesienia pomi¢dzy mieszankami.

Zanieczyszczenia krzyzowe moga by¢ w duzym stopniu zminimalizowane przez
specyficzne nastepstwo produkcji i czyszczenie drég technologicznych za pomoca
przemieszczania przez nie ,,mieszanki czyszczacej” (otrgb pszennych, §rut zbozowych, itp.)
lub nawet r¢czne usuwanie pozostatosci mieszanek z niektorych dostepnych fragmentéw linii.

W zatozeniach projektu byto:
a/ sprawdzenie przydatnosci metody ELISA do oznaczania GMO w paszach
b/ sprawdzenie efektywnosci czyszczenia linii produkcyjnej pasz z pozostatosci GMO.

Podczas eksperymentu produkowano pasze¢ konwencjonalng dla karpia w okresie
tuczu, zawierajacag materialty z GMO (soja i kukurydza). Zastosowana do produkcji paszy
konwencjonalnej (z GMO) soja zawierala gen opornosci na glifosat (kodujacy biatko CP4
EPSPS), dajac tym samym mozliwo$¢ stosowania tego herbicydu w uprawie soi. Gen
opornosci koduje enzym syntaze 5-enolopirogroniano-szikimowo-3-fosforanowa, niezbg¢dng
do syntezy aminokwasow aromatycznych i jest on pochodzenia bakteryjnego (Rys. 2).

Kukurydza zawierala gen opornosci na szkodniki Cry 1 ab, réwniez pochodzenia
bakteryjnego, uzyskanego z bakterii Bacillus thuringensis, kodujace biatko o tej samej
nazwie, majace wlasciwosci owadobdjcze.

CH,
COO 20,PO "; ' COO" po* COoo
: f }:' - CH,
Inhibitor = | L M
20.p0" ~""VOH " - 0,PO 4 0~ “CO0O0
OH
- H 2 5-enolopirogroniano-szikimo-
szikimo-3-fosforan O0C. __N._ POy
3-fosforan
Glifosat

Rys. 2. Reakcja kodowana przez enzym syntaze S5-enolopirogroniano-szikimowo-3-
fosforanows3.

Oba biatka, bedace produktem gendéw bakteryjnych wprowadzonych do soi i
kukurydzy, s3 mozliwe do oznaczenia za pomocg metody immunometrycznej ELISA z duza
precyzja, zardwno ilosciowo jak 1 jako$ciowo. Jednoczes$nie poziom st¢zenia tych biatek jest
proporcjonalny do zawarto$ci materialu GMO, oznaczanego w paszach.

Procesy czyszczenia i dezynfekcji sa operacjami o kluczowym znaczeniu dla jakosci i
bezpieczenstwa produkowanych pasz. Dobrze zaprojektowane czyszczenie i dezynfekcja linii
produkcyjnej zmniejszaja ryzyko wystapienia skazenia paszy w przypadku produkcji
rownoleglej i zmieszania produktow ekologicznych z konwencjonalnymi. Punktem wyjscia
wszelkich dzialan jest przygotowanie projektu procedury czyszczenia. Z tego powodu w
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pierwszym etapie doswiadczenia przeanalizowano proces technologiczny pod wzgledem
mozliwo$ci wystgpienia efektu przeniesienia biatka modyfikowanej soi i kukurydzy pomigdzy
produkowanymi mieszankami paszowymi.

Przeprowadzone badania umozliwity ocen¢ efektu przeniesienia materiatu GMO soi i
kukurydzy pomigdzy produkowanymi mieszankami konwencjonalnymi, a mieszankami w
standardzie EKO, na przyktadzie krajowego zaktadu wytwarzajgcego pasze konwencjonalne.
Uzyskane wyniki zamieszczono na rycinach (Rys. 3 — 8) i w tabelach (Tab.3 — 8).

W eksperymencie 1 do czyszczenia linii produkcyjnej do produkcji paszy sypkiej
(wiacznie z workownicg), uzyto Sruty pszennej grubo mielonej w ilosci 200 kg/czyszczenie
(czysciwo 1), natomiast do czyszczenia linii produkcji paszy granulowanej uzyto mieszaniny
$ruty pszennej drobno mielonej i ekstrudowanych nasion soi NON-GMO w ilosci 200
kg/czyszczenie (czysciwo II). Z kolei w eksperymencie 2 do czyszczenia linii produkcyjnej
paszy sypkiej (wlacznie z workownica), uzyto mieszaniny $ruty pszennej grubo mielonej
(50%) i grysu wapiennego (50%) frakcji 2 - 4 mm w ilosci 200 kg/czyszczenie (czy$ciowo
[11), do czyszczenia linii produkcyjnej paszy granulowanej uzyto mieszaniny $ruty pszennej
drobno mielonej i ekstrudowanych nasion soi NON-GMO w ilosci 200 kg/czyszczenie
(czysciwo 1V).

Wykonane oznaczenia wykazaly, ze procentowy udzial biatka Cry 1Ab, produktu
genu pochodzacego z Bacillus thuringensis w kukurydzy GMO wynosit 3,56 %, a w
kukurydzy NON-GMO 0 %. Zawarto$¢ materiatu GMO soi CP4 EPSPS produktu genu
pochodzenia bakteryjnego z Agrobacterium tumefaciens wyniosto 2,12 % i 0,52 % w soi
oznaczanym odpowiednio testami AgraQuant Toasted Meal Plate i Agra Quant RUR Soya
Grain Plate. W paszy sypkiej pobranej przed granulatorem wykryto 1,46 % i 1,31 % biatka
Cry 1Ab oraz 0,57 % i 0,64 % biatka CP4 EPSPS w tescie Agra Quant RUR Soya Grain Plate
oraz 0,15 % i 0,16 % biatka CP4 EPSPS w tescie AgraQuant Toasted Meal Plate. W paszy
granulowanej w eksperymencie 1 i 2 biatka CP4 EPSPS kukurydzy stwierdzono na poziomie
odpowiednio 1,43 % i 1,32 %. Analiza stezenia Agra Quant RUR Soya Grain Plate i
AgraQuant Toasted Meal Plate w wyprodukowanej paszy granulowanej wykazala
odpowiednio obecnos¢ biatka CP4 EPSPS w stezeniu odpowiednio 0,15 % i 0,37 % w
eksperymencie 1 oraz 0,41 % i 0,97 % w eksperymencie 2.

Analiza pobranych z etapu 1 czyszczenia linii technologicznej do produkcji pasz
wykazata w eksperymencie 1 obecnos$¢ biatka kukurydzy Cry 1Ab w czysciwie I i II w
stezeniu odpowiednio 0,60 % i 0,20 %, a w eksperymencie 2 w czysciwie III i IV
odpowiednio 0,55 % i 0,60 % w eksperymencie 2. Jednocze$nie badanie w zakresie metody
nie wykazato obecno$ci biatka kukurydzy Cry 1Ab w wyprodukowanej w ostatnim etapie
paszy granulowanej EKO.
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Oznaczenia procentowej obecno$ci biatka CP4 EPSPS soi w pobranych z linii
produkcyjnej czysciw wykazata jego obecno$¢ na poziomie 0,06 % i 0,43 % w eksperymencie
11013 % i 0,28 % w eksperymencie 2 (test Agra Quant RUR Soya Grain Plate). Dla
oznaczen wykonanych testem Agra Quant Toasted Meal Plate procentowa zawartos$¢ biatka
CP4 EPSPS soi czysciwie I 0,00 % i czysciwie II 0,15 % (eksperyment 1) oraz 0,00 % w
czysciwie III i 0,20 % w czysciwie IV (eksperyment 2). Jednoczes$nie badanie w zakresie
metody nie wykazato obecno$ci biatka soi CP4 EPSPS w wyprodukowanej w ostatnim etapie
paszy granulowanej EKO.
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Rys. 3 Pozostalo$¢ materialu kukurydzy GMO w probkach mieszanek czyszczacych w
porownaniu do zawarto$ci materialu kukurydzy GMO w paszy konwencjonalnej dla karpia
(****p< 0,0001).
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Rys. 4. Procentowa zawarto$¢ materiatu kukurydzy GMO w materiatach paszowych, paszach

dla karpia i materiatach czyszczacych lini¢ technologiczna.
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Rys. 5 Pozostato$§¢ materiatu soi natywnej] GMO w probkach mieszanek czyszczacych w
poréwnaniu do zawarto$ci materiatu soi natywnej GMO w paszy konwencjonalnej dla karpia
(**p< 0,01; ***p< 0,001; ****p< 0,0001).

14



—
o
I

o o
D (=)
. x

CP4 EPSPS]
i
i

0.2

% GMO [RUR grain soya,

- Soja EKO
& Sruta sojowa GMO
=+ Pasza sypka GMO |

% Pasza sypka GMO Il

Pasza granulowana GMO |
@ Pasza granulowana GMO I
-8- Czysciwo | po czyszczeniu
= Czysciwo Il po czyszczeniu
= Czysciwo lll po czyszczeniu
-+ Pasza sypka EKO

Rys. 6. Procentowa zawarto$§¢ materiatu soi natywnej GMO w materiatach paszowych,
paszach dla karpia 1 materiatach czyszczacych lini¢ technologiczng.

1.51

dededek

Kk

—
=

CP4 EPSPS]

% GMO [soya toasted,
o
&

*kkk

*kkk

*kkk

@ Pasza sypka GMO |

@ Pasza sypka GMO Il

@ Pasza granulowana GMO |

@ Pasza granulowana GMO |1
Czysciwo | po czyszczeniu

@ Czysciwo |l po czyszczeniu

@ Czysciwo lll po czyszczeniu

@B Czysciwo IV po czyszezeniu

Rys. 7. Pozostalos¢ materialu soi GMO po obrdbce termicznej w probkach mieszanek
czyszczacych w pordwnaniu do zawarto$ci materialu soi GMO po obrdbce termicznej W

paszy konwencjonalnej (p< 0,0001).
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Rys. 8. Procentowa zawartos¢ materiatu soi GMO po obrobce termicznej w materiatach

paszowych, paszach dla karpia i materiatach czyszczacych lini¢ technologiczna.
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Tab. 3. Zawarto$¢ materiatu kukurydzy GMO (Cry 1Ab) w materiatach paszowych, wyprodukowanych paszach i materiatach czyszczacych.

Kukury- | Kukur- | Kukury- | Pasza Pasza Pasza p Czysciwo | Czysciwo | Czysciwo | Czy$ciwo | Pasza
asza Pasza
dza, ydza dza sypka | sypka | granulowa- ranulowana I po Il po 11 po 1V po sypka ranulowana
Cry1 AB | EKO GMO GMOI1 | GMO | naGMOII gGMO 1 [%] czyszcze- | czyszcze- | czyszcze- | czyszcze- | EKO 9 EKO [%)]
[%6] [%%6] [%6] [%6] 11 [%] [9%6] °11 niu [9%6] niu [%o] niu [%] | niu [%] [%0] 0
Srednia 0,00 3,56 1,46 1,31 1,43 1,32 0,60 0,20 0,55 0,60 0,00 0,00
SD 0,00 0,17 0,06 0,06 0,16 0,11 0,17 0,00 0,16 0,16 0,00 0,00
SEM 0,00 0,08 0,03 0,03 0,06 0,04 0,08 0,00 0,10 0,08 0,00 0,00
Tab. 4. Zawarto$¢ materiatu soi GMO natywnej (CP4 EPSPS) w materiatach paszowych, wyprodukowanych paszach i materiatach
czyszczacych.
RUR soja Sl_‘uta Paslia Paslia Paslza Paslza Czysciwo | Czysciwo | Czysciwo | CzysSciwo Paslia Pasza
Grain EKO sojowa sypka sypka | granulowa- | granulowa- I po Il po Il po 1V po sypka granulowana
Soya[%] | [%] GMO GMOI1 | GMO | naGMOI | naGMO Il | czyszcze- | czyszcze- | czyszcze- | czyszcze- | EKO EKO [%)]
yalro ° [%] [%] | 11[%] [%] [%] niu[%] | niu[%] | niu[%] | niu[%] | [%] °
Srednia | 0,00 0,52 0,57 0,64 0,15 0,41 0,06 0,43 0,13 0,28 0,00 0,00
SD 0,00 0,26 0,05 0,02 0,01 0,05 0,00 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00
SEM 0,00 0,13 0,03 0,01 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Tab. 5. Zawarto$¢ materiatu soi GMO po obrobcee termicznej (CP4 EPSPS) w materiatach paszowych, wyprodukowanych paszach i materiatach

czyszczacych.
Soi Sruta Pasza Pasza Pasza Pasza Czysciwo | CzySciwo | Czysciwo | CzySciwo | Pasza
oja . Pasza
Toasted EKO sojowa | sypka | sypka | granulowa- | granulowa- I po Il po 111 po 1V po sypka ranulowana
Soya [%0] [%] GMO GMOI1 | GMO | naGMOI | naGMO Il | czyszcze- | czyszcze | czyszcze | czyszcze | EKO g EKO [%)]
0 [%] [%] | 1l [%] [%] [%] niu [%] | -niu[%] | -niu[%] | -niu[%] | [%] °
Srednia 0,00 2,12 0,15 0,16 0,37 0,97 0,00 0,15 0,00 0,20 0,00 0,00
SD 0,00 0,30 0,15 0,15 0,12 0,28 0,00 0,17 0,00 0,19 0,00 0,00
SEM 0,00 0,09 0,04 0,04 0,03 0,06 0,00 0,07 0,00 0,09 0,00 0,00
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Tab. 6. Porownanie wartosci §rednich zawartosci materiatlu kukurydzy GMO w materiatach

paszowych, paszach dla karpia i materiatach czyszczacych lini¢ technologiczng.za pomoca

testu Anova post-testem wielokrotnych porownan Tukey'a przy p=0,05

Post-test wielokrotnych poréwnan Tukey'a Wartos¢ p
Kukurydza EKO vs. Kukurydza GMO falalalel <0,0001
Kukurydza EKO vs. Pasza sypka GMO | Fkkx <0,0001
Kukurydza EKO vs. Pasza sypka GMO 11 Fkkx <0,0001
Kukurydza EKO vs. Pasza granulowana GMO | falalalel <0,0001
Kukurydza EKO vs. Pasza granulowana GMO 11 Fkkx <0,0001
Kukurydza EKO vs. Czysciwo I po czyszczeniu falaiaal <0,0001
Kukurydza EKO vs. Czysciwo Il po czyszczeniu ns 0,4421
Kukurydza EKO vs. Czysciwo III po czyszczeniu falaiaal <0,0001
Kukurydza EKO vs. Czysciwo IV po czyszczeniu Fkkx <0,0001
Kukurydza EKO vs. Pasza sypka EKO ns >0,9999
Kukurydza EKO vs. Pasza granulowana EKO ns >0,9999
Kukurydza GMO vs. Pasza sypka GMO | Fkxk <0,0001
Kukurydza GMO vs. Pasza sypka GMO 11 falakalad <0,0001
Kukurydza GMO vs. Pasza granulowana GMO | Hkkk < 0,0001
Kukurydza GMO vs. Pasza granulowana GMO |1 Hkkk < 0,0001
Kukurydza GMO vs. Czy$ciwo I po czyszczeniu Fkkx <0,0001
Kukurydza GMO vs. Czysciwo II po czyszczeniu Fkkx <0,0001
Kukurydza GMO vs. Czysciwo Il po czyszczeniu Fkkx <0,0001
Kukurydza GMO vs. Czysciwo IV po czyszczeniu Fkkx <0,0001
Kukurydza GMO vs. Pasza sypka EKO falakalad <0,0001
Kukurydza GMO vs. Pasza granulowana EKO falakaiad <0,0001
Pasza sypka GMO 1 vs. Pasza sypka GMO 11 ns 0,7735
Pasza sypka GMO 1 vs. Pasza granulowana GMO | ns >0,9999
Pasza sypka GMO | vs. Pasza granulowana GMO II ns 0,6551
Pasza sypka GMO I vs. Czysciwo I po czyszczeniu Fkkx <0,0001
Pasza sypka GMO 1 vs. Czysciwo II po czyszczeniu falaiaial <0,0001
Pasza sypka GMO I vs. Czysciwo III po czyszczeniu Fkkx <0,0001
Pasza sypka GMO I vs. Czysciwo IV po czyszczeniu Fkkx <0,0001
Pasza sypka GMO 1 vs. Pasza sypka EKO falakaied <0,0001
Pasza sypka GMO 1 vs. Pasza granulowana EKO falakaiad <0,0001
Pasza sypka GMO Il vs. Pasza granulowana GMO | ns 0,8616
Pasza sypka GMO 11 vs. Pasza granulowana GMO 1| ns >0,9999
Pasza sypka GMO 11 vs. Czys$ciwo I po czyszczeniu falalake <0,0001
Pasza sypka GMO II vs. Czysciwo Il po czyszczeniu falaiaal <0,0001
Pasza sypka GMO 11 vs. Czys$ciwo III po czyszczeniu fakaiatad <0,0001
Pasza sypka GMO II vs. Czysciwo IV po czyszczeniu falaiaal <0,0001
Pasza sypka GMO Il vs. Pasza sypka EKO falalakel <0,0001
Pasza sypka GMO Il vs. Pasza granulowana EKO Hkek < 0,0001
Pasza granulowana GMO 1 vs. Pasza granulowana GMO 11 ns 0,7199
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Pasza granulowana GMO 1 vs. Czy$ciwo I po czyszczeniu falaiaal <0,0001
Pasza granulowana GMO I vs. Czysciwo II po czyszczeniu Fkkx <0,0001
Pasza granulowana GMO I vs. Czysciwo III po czyszczeniu falaiatad <0,0001
Pasza granulowana GMO I vs. Czysciwo IV po czyszczeniu Fkkx <0,0001
Pasza granulowana GMO 1 vs. Pasza sypka EKO falakaiad <0,0001
Pasza granulowana GMO 1 vs. Pasza granulowana EKO folakea < 0,0001
Pasza granulowana GMO II vs. Czysciwo I po czyszczeniu Fkkx <0,0001
Pasza granulowana GMO II vs. Czysciwo II po czyszczeniu falaiatad <0,0001
Pasza granulowana GMO II vs. Czysciwo III po czyszczeniu Fkkx <0,0001
Pasza granulowana GMO II vs. Czysciwo IV po czyszczeniu fakaiatad <0,0001
Pasza granulowana GMO 11 vs. Pasza sypka EKO Fkxk <0,0001
Pasza granulowana GMO 11 vs. Pasza granulowana EKO falaiatad <0,0001
Czysciwo I po czyszczeniu vs. Czysciwo II po czyszczeniu il 0,001

Czysciwo I po czyszczeniu vs. Czysciwo 111 po czyszczeniu ns >0,9999
Czysciwo I po czyszczeniu vs. Czysciwo IV po czyszczeniu ns > 0,9999
Czysciwo I po czyszczeniu vs. Pasza sypka EKO folaiaia < 0,0001
Czysciwo I po czyszczeniu vs. Pasza granulowana EKO Fkkx <0,0001
Czysciwo II po czyszczeniu vs. Czysciwo III po czyszczeniu * 0,0154

Czysciwo 11 po czyszczeniu vs. Czys$ciwo IV po czyszczeniu ** 0,001

Czysciwo Il po czyszczeniu vs. Pasza sypka EKO ns 0,4421

Czysciwo 11 po czyszczeniu vs. Pasza granulowana EKO ns 0,4421

Czysciwo 111 po czyszczeniu vs. Czysciwo IV po czyszczeniu ns >0,9999
Czysciwo 111 po czyszczeniu vs. Pasza sypka EKO falaaled <0,0001
Czysciwo Il po czyszczeniu vs. Pasza granulowana EKO fakaiatad <0,0001
Czysciwo 1V po czyszczeniu vs. Pasza sypka EKO Fkkx <0,0001
Czysciwo 1V po czyszczeniu vs. Pasza granulowana EKO falaaled <0,0001
Pasza sypka EKO vs. Pasza granulowana EKO ns >0,9999

Tab. 7. Porownanie wartosci srednich zawartosci materiatu soi natywnej GMO w materiatach
paszowych, paszach dla karpia i materiatach czyszczacych lini¢ technologiczng.za pomoca
testu Anova post-testem wielokrotnych poréwnan Tukey'a przy p=0,05

Post-test wielokrotnych porownan Tukey'a Wartos$¢ p
Soja EKO vs. Sruta sojowa GMO Hokx <0,0001
Soja EKO vs. Pasza sypka GMO | falakaiad <0,0001
Soja EKO vs. Pasza sypka GMO |1 falakaied <0,0001
Soja EKO vs. Pasza granulowana GMO | ns 0,2221
Soja EKO vs. Pasza granulowana GMO 11 falalake <0,0001
Soja EKO vs. Czysciwo I po czyszczeniu ns 0,9948
Soja EKO vs. Czysciwo Il po czyszczeniu falalakel <0,0001
Soja EKO vs. Czysciwo III po czyszczeniu ns 0,4974
Soja EKO vs. Czysciwo IV po czyszczeniu falehed 0,0005
Soja EKO vs. Pasza sypka EKO ns > 0,9999
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Soja EKO vs. Pasza granulowana EKO ns >0,9999
Sruta sojowa GMO vs. Pasza sypka GMO I ns 0,9971
Sruta sojowa GMO vs. Pasza sypka GMO II ns 0,5215
Sruta sojowa GMO vs. Pasza granulowana GMO I Fkkx <0,0001
Sruta sojowa GMO vs. Pasza granulowana GMO 11 ns 0,6539
Sruta sojowa GMO vs. Czysciwo I po czyszczeniu Fkkx <0,0001
Sruta sojowa GMO vs. Czysciwo II po czyszczeniu ns 0,8487
Sruta sojowa GMO vs. Czys$ciwo III po czyszczeniu falaiaal <0,0001
Sruta sojowa GMO vs. Czy$ciwo IV po czyszczeniu ** 0,0046
Sruta sojowa GMO vs. Pasza sypka EKO falaiaal <0,0001
Sruta sojowa GMO vs. Pasza granulowana EKO Fkkx <0,0001
Pasza sypka GMO 1 vs. Pasza sypka GMO 11 ns 0,9779
Pasza sypka GMO 1 vs. Pasza granulowana GMO | falalaled <0,0001
Pasza sypka GMO | vs. Pasza granulowana GMO II ns 0,1368
Pasza sypka GMO I vs. Czys$ciwo I po czyszczeniu Fkkx <0,0001
Pasza sypka GMO I vs. Czysciwo II po czyszczeniu ns 0,2643
Pasza sypka GMO I vs. Czysciwo Il po czyszczeniu Fkkx <0,0001
Pasza sypka GMO I vs. Czysciwo IV po czyszczeniu falale 0,0003
Pasza sypka GMO 1 vs. Pasza sypka EKO Fkxk <0,0001
Pasza sypka GMO 1 vs. Pasza granulowana EKO falakalad <0,0001
Pasza sypka GMO Il vs. Pasza granulowana GMO | Hkkk <0,0001
Pasza sypka GMO 11 vs. Pasza granulowana GMO 1l ** 0,0058
Pasza sypka GMO II vs. Czys$ciwo I po czyszczeniu falaiaiad <0,0001
Pasza sypka GMO II vs. Czysciwo Il po czyszczeniu * 0,0145
Pasza sypka GMO II vs. Czysciwo III po czyszczeniu Fkkx <0,0001
Pasza sypka GMO 11 vs. Czysciwo IV po czyszczeniu falaiaiad <0,0001
Pasza sypka GMO 11 vs. Pasza sypka EKO falakaiad <0,0001
Pasza sypka GMO Il vs. Pasza granulowana EKO folakala <0,0001
Pasza granulowana GMO 1 vs. Pasza granulowana GMO 1I ** 0,002
Pasza granulowana GMO I vs. Czysciwo I po czyszczeniu ns 0,8355
Pasza granulowana GMO I vs. Czysciwo 11 po czyszczeniu falaled 0,0007
Pasza granulowana GMO I vs. Czysciwo III po czyszczeniu ns >0,9999
Pasza granulowana GMO I vs. Czysciwo IV po czyszczeniu ns 0,4621
Pasza granulowana GMO 1 vs. Pasza sypka EKO ns 0,2221
Pasza granulowana GMO 1 vs. Pasza granulowana EKO ns 0,2221
Pasza granulowana GMO II vs. Czysciwo I po czyszczeniu fakaiatad <0,0001
Pasza granulowana GMO II vs. Czysciwo Il po czyszczeniu ns >0,9999
Pasza granulowana GMO II vs. Czysciwo III po czyszczeniu falaled 0,0004
Pasza granulowana GMO II vs. Czysciwo IV po czyszczeniu ns 0,4679
Pasza granulowana GMO 11 vs. Pasza sypka EKO falakalel <0,0001
Pasza granulowana GMO 11 vs. Pasza granulowana EKO falalakel <0,0001
Czysciwo I po czyszcezeniu vs. CzySciwo Il po czyszczeniu Fkkx <0,0001
Czysciwo 1 po czyszcezeniu vs. Czysciwo Il po czyszczeniu ns 0,9816
Czysciwo I po czyszczeniu vs. Czysciwo IV po czyszczeniu * 0,0105
Czysciwo I po czyszczeniu vs. Pasza sypka EKO ns 0,9948
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Czysciwo I po czyszczeniu vs. Pasza granulowana EKO ns 0,9948
Czysciwo 11 po czyszczeniu vs. Czysciwo III po czyszczeniu kel 0,0002
Czysciwo II po czyszczeniu vs. Czysciwo IV po czyszczeniu ns 0,2756
Czysciwo 11 po czyszczeniu vs. Pasza sypka EKO Fhxk <0,0001
Czysciwo II po czyszczeniu vs. Pasza granulowana EKO fakaiatad <0,0001
Czysciwo 111 po czyszczeniu vs. Czy$ciwo IV po czyszczeniu ns 0,2001
Czysciwo 11 po czyszczeniu vs. Pasza sypka EKO ns 0,4974
Czysciwo III po czyszczeniu vs. Pasza granulowana EKO ns 0,4974
Czysciwo IV po czyszczeniu vs. Pasza sypka EKO falaied 0,0005
Czysciwo IV po czyszczeniu vs. Pasza granulowana EKO foleka 0,0005
Pasza sypka EKO vs. Pasza granulowana EKO ns >0,9999

Tab. 8. Porownanie wartosci $rednich zawarto$ci materiatu soi GMO po obrobce termicznej
w materialach paszowych, paszach dla karpia 1 materiatach czyszczacych linig
technologiczng.za pomoca testu Anova post-testem wielokrotnych poréwnan Tukey'a przy
p=0,05

Post-test wielokrotnych poréwnan Tukey'a Wartos¢ p

Soja EKO vs. Sruta sojowa GMO falakaled <0,0001
Soja EKO vs. Pasza sypka GMO | ns 0,8869

Soja EKO vs. Pasza sypka GMO |1 ns 0,8721

Soja EKO vs. Pasza granulowana GMO | foled 0,002

Soja EKO vs. Pasza granulowana GMO |1 folakel < 0,0001
Soja EKO vs. Czysciwo I po czyszczeniu ns >0,9999
Soja EKO vs. Czysciwo II po czyszczeniu ns 0,957

Soja EKO vs. Czysciwo III po czyszczeniu ns >0,9999
Soja EKO vs. Czysciwo IV po czyszczeniu ns 0,8812

Soja EKO vs. Pasza sypka EKO ns >0,9999
Soja EKO vs. Pasza granulowana EKO ns >0,9999
Sruta sojowa GMO vs. Pasza sypka GMO I falaiaial <0,0001
Sruta sojowa GMO vs. Pasza sypka GMO 11 falaaled <0,0001
Sruta sojowa GMO vs. Pasza granulowana GMO I falaiaial <0,0001
Sruta sojowa GMO vs. Pasza granulowana GMO 11 falaalad <0,0001
Sruta sojowa GMO vs. Czy$ciwo I po czyszczeniu falaiaial <0,0001
Sruta sojowa GMO vs. Czysciwo II po czyszczeniu falaiaial <0,0001
Sruta sojowa GMO vs. Czysciwo III po czyszczeniu falalake <0,0001
Sruta sojowa GMO vs. Czy$ciwo IV po czyszczeniu falaiaal <0,0001
Sruta sojowa GMO vs. Pasza sypka EKO falakaled <0,0001
Sruta sojowa GMO vs. Pasza granulowana EKO Hokx < 0,0001
Pasza sypka GMO | vs. Pasza sypka GMO 1I ns >0,9999
Pasza sypka GMO | vs. Pasza granulowana GMO | ns 0,0659

Pasza sypka GMO | vs. Pasza granulowana GMO II folakala < 0,0001
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Pasza sypka GMO I vs. Czysciwo I po czyszczeniu ns 0,8869
Pasza sypka GMO I vs. Czysciwo II po czyszczeniu ns >0,9999
Pasza sypka GMO I vs. Czysciwo III po czyszczeniu ns 0,9555
Pasza sypka GMO I vs. Czysciwo IV po czyszczeniu ns >0,9999
Pasza sypka GMO 1 vs. Pasza sypka EKO ns 0,8869
Pasza sypka GMO 1 vs. Pasza granulowana EKO ns 0,8869
Pasza sypka GMO I1 vs. Pasza granulowana GMO | ns 0,0753
Pasza sypka GMO 11 vs. Pasza granulowana GMO 11 falalalel <0,0001
Pasza sypka GMO 11 vs. Czys$ciwo I po czyszczeniu ns 0,8721
Pasza sypka GMO Il vs. Czysciwo II po czyszczeniu ns > 0,9999
Pasza sypka GMO 11 vs. Czys$ciwo III po czyszczeniu ns 0,9486
Pasza sypka GMO II vs. Czysciwo IV po czyszczeniu ns > 0,9999
Pasza sypka GMO 11 vs. Pasza sypka EKO ns 0,8721
Pasza sypka GMO I vs. Pasza granulowana EKO ns 0,8721
Pasza granulowana GMO 1 vs. Pasza granulowana GMO 1I fakaiatad <0,0001
Pasza granulowana GMO I vs. Czysciwo I po czyszczeniu ** 0,002
Pasza granulowana GMO I vs. Czysciwo II po czyszczeniu ns 0,3398
Pasza granulowana GMO I vs. Czysciwo III po czyszczeniu * 0,0199
Pasza granulowana GMO I vs. Czysciwo IV po czyszczeniu ns 0,8816
Pasza granulowana GMO 1 vs. Pasza sypka EKO ** 0,002
Pasza granulowana GMO 1 vs. Pasza granulowana EKO fakad 0,002
Pasza granulowana GMO II vs. Czysciwo I po czyszczeniu Fkkx <0,0001
Pasza granulowana GMO II vs. Czysciwo Il po czyszczeniu falaiaiad <0,0001
Pasza granulowana GMO II vs. Czysciwo III po czyszczeniu Fkkx <0,0001
Pasza granulowana GMO II vs. Czys$ciwo IV po czyszczeniu Fkkx <0,0001
Pasza granulowana GMO 11 vs. Pasza sypka EKO Fkxk <0,0001
Pasza granulowana GMO 11 vs. Pasza granulowana EKO fakaiatad <0,0001
Czysciwo I po czyszczeniu vs. Czysciwo Il po czyszczeniu ns 0,957
Czysciwo I po czyszczeniu vs. Czysciwo III po czyszczeniu ns > 0,9999
Czysciwo I po czyszczeniu vs. Czysciwo IV po czyszczeniu ns 0,8812
Czysciwo I po czyszczeniu vs. Pasza sypka EKO ns >0,9999
Czysciwo I po czyszczeniu vs. Pasza granulowana EKO ns > 0,9999
Czysciwo II po czyszczeniu vs. Czysciwo 11 po czyszczeniu ns 0,9811
Czysciwo II po czyszczeniu vs. CzySciwo IV po czyszczeniu ns > 0,9999
Czysciwo Il po czyszczeniu vs. Pasza sypka EKO ns 0,957
Czysciwo II po czyszczeniu vs. Pasza granulowana EKO ns 0,957
Czysciwo I1II po czyszczeniu vs. Czysciwo IV po czyszczeniu ns 0,9328
Czysciwo |1l po czyszczeniu vs. Pasza sypka EKO ns >0,9999
Czysciwo III po czyszczeniu vs. Pasza granulowana EKO ns > 0,9999
Czysciwo 1V po czyszczeniu vs. Pasza sypka EKO ns 0,8812
Czysciwo IV po czyszczeniu vs. Pasza granulowana EKO ns 0,8812
Pasza sypka EKO vs. Pasza granulowana EKO ns >0,9999
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Whnioski

W $wietle uzyskanych wynikéw nalezy stwierdzi¢, ze zastosowane testy ELISA sg
prawidlowym narzedziem do wykrywania i iloSciowego oznaczania materiatu kukurydzy i soi
GMO (zawierajgcego odpowiednio biatka Cryl ab i CP4 EPSPS) w badanych materiatach
paszowych, paszach i materiatach czyszczacych.

Nieskomplikowana procedura wykonania testu ELISA oraz precyzja metody
immunoenzymatycznej, pozwalaja na wykorzystane ich do wykrywania materiatu GMO
nawet w wysoko przetworzonych produktach.

W paszach stwierdzono, wigksza zawartos¢ biatka soi GMO poddanego obrdbce, niz biatka
nie poddanego tej obrobce (natywnego). Oznacza to, ze w przypadku oznaczen zawartosci
materiatu GMO zawierajacego bialko sojowe, nalezy zastosowac test ELISA przeznaczony do
pomiaru materiatu z biatkiem modyfikowanym termicznie (test AgraQuant Soya Toasted
ELISA).

W $wietle uzyskanych wynikow badan mozna stwierdzi¢, ze zaproponowana metoda
czyszczenia linii technologicznej uzywanej do produkcji pasz konwencjonalnych, moze by¢
skuteczna w usuwaniu pozostato$ci materiatu kukurydzy i soi GMO, a tym samym moze by¢
proponowana, jako prawidlowy sposdb zapobiegania zanieczyszczeniu pasz ekologicznych
produkowanych na konwencjonalnych liniach technologicznych.

Wszystkie rodzaje testowanych czysciw, zastosowane na liniach technologicznych do
produkcji pasz, na ktorych prowadzono badania, w 100% spehity swoja role. Chociaz nie da
si¢ wykluczy¢, ze na liniach technologicznych innej konstrukcji, czy w podczas rdéznych
warunkow klimatycznych, efekt nie bedzie az tak dobry, to zdaniem zespotu badawczego
najwazniejszym czynnikiem warunkujagcym wysoka skuteczno$¢ czy$ciw jest staranno$é
wykonania procedur czyszczenia linii technologicznej.
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