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Zastosowanie certyfikowanych 
materiałów odniesienia do oznaczania 
ilościowego GMO w żywności i paszy  
Ta nota aplikacyjna zawiera informacje i wskazówki dotyczące właściwego 
stosowania certyfikowanych materiałów referencyjnych WCB dla 
określenia zmodyfikowanej genetycznie (GM) części masowej 
określonego zdarzenia GM. Wyjaśnia, w jaki sposób konfigurowany jest 
system pomiarowy do oznaczania ilościowego GMO w kontekście UE. 

 
 
WPROWADZENIE: 
W UE organizmy zmodyfikowane genetycznie 
(GMO) muszą uzyskać zezwolenie na 
dopuszczenie do obrotu na rynku europejskim. 
Rozporządzenie (WE) nr 1830/2003 wymaga, aby 
żywność i produkty paszowe zawierające więcej 
niż 0,9% GMO były oznakowane. Zgodnie z 
rozporządzeniem (UE) nr 619/2011 pasza może 
zawierać 0,1 (m/m)% GMO, dla którego oczekuje 
się dopiero na proces udzielania zezwolenia lub 
dla którego wygasło zezwolenie w UE. Na 
potrzeby wdrożenia prawodawstwa UE 
kwantyfikacja zawartości GMO w produktach 
żywnościowych/paszowych musi być 
przeprowadzona w wiarygodny sposób. Dlatego 
decyzja zatwierdzająca dla każdego GMO, 
opublikowana przez WE, określa metodę 
wykrywania i certyfikowany materiał odniesienia 
(CRM), który ustanawia system pomiarowy do 
oznaczania ilościowego. Oficjalny CRM służy do 
kalibracji ilościowej metody referencyjnej PCR 
właściwej dla zdarzenia, zatwierdzonej przez 
Europejskie Laboratorium Referencyjne ds. 
Żywności i Pasz GM (EU-RL GMFF). 
 
CHARAKTERYSTYKA CRM GMO 
Certyfikowane wartości wszystkich CRM GMO z 
WCB są oparte na masach wysuszonego 
genetycznie zmodyfikowanego materiału 
roślinnego (w większości przypadków proszku z 
nasion) i/lub suszonego niemodyfikowanego 
genetycznie materiału roślinnego. W przypadku 
CRM wymagających mieszania materiałów 
genetycznie modyfikowanych i 
niemodyfikowanych, masy koryguje się podczas 
certyfikacji pod kątem zawartości wody i 
szacowanej czystości. Frakcję masową GM 
oblicza się jako: 
 

𝑠𝑘𝑜𝑟𝑦𝑔𝑜𝑤𝑎𝑛𝑎 𝑚𝑎𝑠𝑎 𝐺𝑀

𝑠𝑘𝑜𝑟𝑦𝑔.  𝑚𝑎𝑠𝑎 𝐺𝑀 +  𝑠𝑘𝑜𝑟𝑦𝑔. 𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑛𝑖𝑒
𝐺𝑀

  

 
Każdy CRM GMO jest certyfikowany dla ułamka 
masowego określonego zdarzenia GM (podanego 
na certyfikacie). CRM może być wykorzystany 
tylko do ilościowego określenia tego zdarzenia, a 

odpowiedni materiał zerowy (materiał 
niezmodyfikowany genetycznie) może być użyty 
tylko do udowodnienia braku tego zdarzenia, 
poniżej progu podanego w certyfikacie. 
 
Dla każdego CRM GMO w certyfikacie podano 
zalecane warunki przechowywania. Producent 
materiału odniesienia (RM) nie może być 
pociągnięty do odpowiedzialności za zmiany, 
które nastąpią podczas przechowywania 
materiału w siedzibie klienta, zwłaszcza otwartych 
próbek. Jeżeli CRM GMO jest używany 
wielokrotnie, absorpcję wody przez materiały 
higroskopijne należy zminimalizować poprzez 
zamknięcie butelki natychmiast po pobraniu 
próbki. 
 
METODA OZNACZENIA ILOŚCIOWEGO GMO 
Ilościowa reakcja łańcuchowa polimerazy (qPCR) 
jest powszechnie stosowana do oceny ilościowej 
zawartości GM w próbkach żywności i paszy. Ta 
technika kwantyfikacji oparta na DNA mierzy 
stosunek między transgenicznym kwasem 
dezoksyrybonukleinowym (DNA), tj. pochodzącym 
z modyfikacji genetycznej, a endogennym DNA, 
który jest specyficzny dla gatunków biologicznych. 
 
GMO CRM wydane przez WCB są przeznaczone 
do użycia w połączeniu z ilościową metodą 
referencyjną PCR, specyficzną dla zdarzenia i 
zatwierdzoną przez EU-RL GMFF. Ilościowe 
metody wykrywania PCR, przedłożone i 
zatwierdzone na podstawie rozporządzenia (WE) 
nr 1829/2003 są publicznie dostępne na witrynie 
EU-RL GMFF (http://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/StatusOfDossiers.aspx). Jeśli 
CRM są stosowane w testach przesiewowych, 
użytkownik musi wziąć pod uwagę, że CRM 
niemodyfikowany genetycznie może dawać w 
teście przesiewowym pozytywne wyniki, gdy w 
rzeczywistości są one prawdziwymi negatywami 
dla metody specyficznej dla zdarzenia. W 
rezultacie należy zachować ostrożność w 
interpretacji pozytywnych wyników 
przesiewowych. 
 
Podczas przygotowywania GMO CRM należy 
zwrócić szczególną uwagę, aby proszki GM i nie 
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GM, były podobne pod względem rozkładu 
wielkości cząstek. Jest to szczególnie ważne, 
ponieważ ilość ekstrahowalnego DNA koreluje z 
wielkością cząstek. Różne wydajności ekstrakcji 
DNA dla proszku GM i nie-GM wpłynęłyby na 
zawartość GM mierzoną metodą qPCR. Ponadto 
należy stosować wyłącznie metody ekstrakcji 
DNA, które zostały zatwierdzone dla wymagań w 
zakresie kwantyfikacji GMO, i dla których 
wykazano, iż działają różnymi odmianami tego 
samego gatunku. Podczas certyfikacji ułamek 
masowy GM CRM jest weryfikowany przy użyciu 
metody qPCR specyficznej dla zdarzenia. Jeżeli 
zaobserwowano inną ekstrakcję DNA, informacja 
ta zostaje podana.  
Skład genetyczny różnych części nasion roślin 
jednoliściennych (np. bielma kukurydzy, okrywy 
nasiennej i zarodka) jest różny, a wartość 
stosunku DNA w mące pełnoziarnistej 
wytwarzanej z pełnych ziaren różni się od mąki 
wytwarzanej z ziaren rafinowanych 
(zawierających wyłącznie bielmo) . WCB, na 
potrzeby swoich badań GMM CRM wykorzystuje 
mąki pełnoziarniste. 
 
Wszystkie GMO CRM z WCB są wytwarzane 
grawimetrycznie, przy użyciu czystych materiałów 
roślinnych GM i nie-GM. Są certyfikowane na 
frakcję masową GM wspierającą wdrożenie 
progów frakcji masowej określonych w 
odpowiednich przepisach UE dotyczących 
żywności i pasz. Większość GMO CRM jest 
przeznaczona do stosowania jako kalibratory do 
pomiarów qPCR.  
 
System pomiarowy do kwantyfikacji GMO w 
kontekście prawnym UE jest ustanowiony przez 
oficjalny materiał CRM, określony w decyzji o 
zezwoleniu, oraz metodę pomiaru zatwierdzoną 
przez UE-RL, dlatego nie trzeba stosować 
korekty. Podobnie nie trzeba tu brać pod uwagę 
zamienności, która jest kluczową cechą dla 
materiałów odniesienia w razie stosowania 
różnych metod pomiaru. 
 
KOD CRM GMO 
Każdy CRM GMO ma indywidualny kod, który 
składa się z kombinacji liter i cyfr. Ogólny format 
to ERM-BF123xy. „ERM

®
” określa markę 

(chroniony znak towarowy dla europejskiego 
materiału referencyjnego), a BF wskazuje, że jest 
to roślinny CRM z certyfikatem zawartości GM. 
Kolejne trzy cyfry są specyficzne dla każdego 
konkretnego zdarzenia. X to mała litera od „a” do 
„g”, dodana za kodem zdarzenia, aby wskazać 
poziom ułamka masy (tj. ERM-BF412a = 
nominalnie 0 g/kg, ERM-BF412b = nominalnie 
1000 g/kg, ERM-BF412c = nominalnie 1 g/kg, 
ERM-BF412d = 10 g/kg, nominalnie ERM-BF412e 
= 100 g/kg). Y jest małą literą w przedziale od „k” 

do „z” i oznacza drugą, trzecią itd. serię 
produkcyjną CRM. Pierwsza seria produkcyjna 
występuje bez tej dodatkowej litery y. 
W większości przypadków wytwarza się pięć 
różnych poziomów stężenia na zestaw: nominalne 
0 i 100%, oraz mieszaniny 0,1, 1, 10 (m/m)%. 
Oznaczone kolorami zakrętki ułatwiają 
identyfikację różnych poziomów frakcji masowych: 
nominalne 0 g/kg = srebrny, nominalne 1000 g/kg 
= czarny, nominalne 1 g/kg = złoty, nominalne 10 
g/kg = czerwony, nominalne 100 g/kg = brązowy. 
 
Każda seria produkcyjna CRM jest przetwarzana 
przy użyciu różnych materiałów roślinnych (np. 
partii nasion). Ponadto rozkład wielkości cząstek 
może się różnić pomimo wszelkich starań, na 
rzecz utrzymania stałej wartości między starszą i 
nowszą serią. W związku z tym, linie kalibracyjne 
ustanowione w dowolnej nowej serii CRM mogą 
różnić się od linii kalibracyjnych ustanowionych w 
starszej serii i należy rozpocząć nową kartę 
kontroli jakości, gdy CRM z nowej serii jest 
stosowany po raz pierwszy. Podobnie zaleca się 
zmianę dla wszystkich zastosowań, w tym 
kalibracji i kontroli jakości, przy przejściu od 
używania starej serii do nowej. Ze względu na 
możliwość śledzenia należy zawsze określić 
konkretny CRM zastosowany do kalibracji. 

 
Rys. 1: Zestaw CRM GMO 
 
 
SZCZEGÓLNE ASPEKTY CERTYFIKACJI 
Dla większości CRM GMO dostępny jest również 
czysty proszek niemodyfikowany genetycznie i 
czysty proszek GMO. Niezmodyfikowany 
genetycznie jest certyfikowany jako zawierający 
„mniej niż” ułamek masowy GMO, w oparciu o 
granicę wykrywalności (LOD) metody 
zastosowanej do charakteryzacji. Czysty proszek 
GMO jest certyfikowany, jako zawierający „więcej 
niż” określoną frakcję masową na podstawie 
liczby testowanych nasion i oceny statystycznej. 
W przypadku kalibracji, laboratorium musi 
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zapewnić stosowanie certyfikowanych wartości 
(patrz przykład). 
 
Kilka CRM GMO jest certyfikowanych pod kątem 
tożsamości (tj. ERM-BF421b). Takie CRM są 
przeznaczone do stosowania, jako próbki kontroli 
pozytywnej np. w badaniach przesiewowych. 
Powinny być stosowane do potwierdzania 
obecności (lub braku) określonego zdarzenia 
GMO, ale nie są odpowiednie do oznaczania 
ilościowego GMO. 
 
Niektóre CRM GMO uzyskały certyfikat z 
asymetrycznym zakresem niepewności. Jeżeli taki 
CRM jest wykorzystywany do kontroli błędu (patrz 
Nota aplikacyjna ERM 1), należy zastosować 
„niepewność dodatnią” w przypadku, gdy średni 

wynik pomiaru przekracza wartość certyfikowaną, 
a „niepewność ujemną” jeśli średni wynik pomiaru 
jest niższy niż wartość certyfikowana. 
 
Kilka CRM GMM o określonym poziomie stężenia 
zostało certyfikowanych, poza frakcjami 
masowymi GM, dla stosunku liczby kopii ich GM 
DNA (t.j. ERM-BF413e, ERM-BF415e, ERM-
BF425c, ERM-BF427c) i udostępniono 
odpowiedni kalibrator oparty na plazmidzie (t.j. 
ERM-AD413, ERM-AD415, ERM-AD425, ERM-
AD427). W przypadku zastosowania do testów 
zgodności z prawem UE, wyniki pomiarów należy 
przeliczyć ze współczynników liczby kopii DNA na 
ułamki masowe. Należy zauważyć, że GMFF UE-
RL zapewnia do tego celu ustalone współczynniki 
konwersji. 

 

PRZYKŁAD ZASTOSOWANIA CZYSTYCH CRM GMO I ICH NIEPEWNOŚCI 

 
Poniższe informacje można znaleźć w certyfikatach analizy dla ERM-BF412ak i ERM-BF412bk (https://crm.jrc.ec.europa.eu/): 
 

 
Frakcja masowa kukurydzy Bt11 

1)
 

Wartość certyfikowana [g/kg] Niepewność [g/kg] 
4)
 

ERM-BF412ak < 0,12 
2)
 - 

ERM-BF412bk > 970 
3)
 - 

 

1) Genetycznie zmodyfikowana kukurydza z unikalnym identyfikatorem SYN-BTØ11-1. 

2) Certyfikowany materiał odniesienia został wyprodukowany z konwencjonalnych niemodyfikowanych nasion kukurydzy. Nie 
wykryto zanieczyszczenia w tym materiale przy zastosowaniu ilościowego testu łańcuchowej reakcji polimerazy 
specyficznego dla zdarzenia, ukierunkowanego na zdarzenie kukurydzy Bt11. Granica wykrywalności (LOD) wynosiła 0,12 
g/kg. Z 95% pewnością, rzeczywisty udział masy kukurydzy Bt11 w materiale wynosi poniżej 0,12 g/kg. Wartość 
certyfikowana jest powiązana z międzynarodowym układem jednostek (SI). 

3) Ten certyfikowany materiał odniesienia został wyprodukowany z genetycznie zmodyfikowanych nasion kukurydzy Bt11. 
Certyfikowana wartość oparta jest na genetycznej czystości proszku kukurydzy w odniesieniu do kukurydzy Bt11. W sumie 
209 nasion badano indywidualnie pod kątem obecności zdarzenia kukurydzy Bt11, z czego dla 207 nasion uzyskało wynik 
pozytywny. Z 95% pewnością, rzeczywisty udział masy kukurydzy Bt11 w materiale wynosi powyżej 970 g/kg. Wartość 
certyfikowana jest powiązana z międzynarodowym układem jednostek (SI). 

4) Niepewność to niepewność rozszerzona o współczynnik zasięgu k = 2, odpowiadający poziomowi zaufania około 95%, 
oszacowanemu zgodnie z normą ISO/IEC Guide 98-3, Przewodnik po wyrażaniu niepewności pomiaru (GUM: 1995), ISO, 
2008. 

 

 
Na podstawie powyższych informacji można stwierdzić, że CRM ERM-BF412ak posiada certyfikat na zawartość <0,12 g Bt11/kg i że 
nie wykryto żadnego zanieczyszczenia w materiale proszkowym. Z 95 % pewnością, rzeczywisty udział masy kukurydzy Bt11 w 
materiale wynosi poniżej 0,12 g/kg. Dlatego do dalszych obliczeń, w tym ustawienia krzywych kalibracyjnych, należy zastosować 
wartość 0 g/kg. 
 
CRM ERM-BF412bk uzyskał certyfikat na zawartość > 970 g/kg. 207 z 209 testowanych nasion dało wynik pozytywny w badaniu na 
obecność zdarzenia kukurydzy Bt11. Z 95% pewnością, rzeczywisty udział masy kukurydzy Bt11 w materiale wynosi powyżej 970 
g/kg. Do dalszych obliczeń przy ustalaniu krzywej kalibracji dla tego GM należy zastosować szacunkową czystość genetyczną 
wynoszącą 990 g/kg. Należy pamiętać, że w przypadku czystych CRM w proszku GMO, w których nie stwierdzono zanieczyszczenia, 
należy użyć 1000 g/kg. 
 
We wszystkich przypadkach niepewność, która ma być zastosowana, jest obliczana przez przedział między wartością liczbową a 

danym limitem podzielony przez 3) Przykład: 

ERM-BF412ak: Zastosowana wartość wynosi 0,0 g/kg; niepewność wynosi 0,12 g/kg - 0 g/kg) / 3 = 0,07 g/kg 
ERM-BF412bk: Zastosowana wartość, oparta na czystości genetycznej, wynosi 207/209 * 1000 = 990 g/kg. „niepewność ujemna” 

wynosi 990–970) / 3 = 11,5 g/kg. „Niepewność dodatnia” wynosi 10 g/kg, ponieważ możliwa zawartość GM nie może przekroczyć 
1000 g/kg. 

https://crm.jrc.ec.europa.eu/

