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Spojnosc pomiarowa i systemy odniesienia

» SpOjnosC pomiarowa - podstawowa koncepcja
wspotczesnych pomiarow. Zapewnia
porownywalnos¢ wynikow pomiarow na catym
Swiecie, jest wymagana przez wiele norm, jak
[SO 9001, ISO 17025 1 wiele innych.

» SP zawsze wymaga odniesienia. Moze to byc
zdefiniowana jednostka lub wzorzec pomiarowy.
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Ogolne wymaganie ISO/IEC [7025:2005

Laboratorium ustala i utrzymuje metrologiczna
identyfikowalnosc swoich wynikow pomiarow za pomoca
udokumentowanego, niezaktoconego tancucha
wzorcowan, z ktorych kazde wnosi swoj udziat do
niepewnosci pomiaru, taczac je z odpowiednim wzorcem.
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Spojnosc pomiarowa

» wiasciwosc wyniku pomiaru, przy ktorej wynik moze byc
zwiazany z odniesieniem poprzez udokumentowany,
nieprzerwany fancuch wzorcowan, z ktorych kazde wnosi swo;
udziat do niepewnosci pomiaru.

» Utrzymanie nieprzerwanego tancucha wzorcowan
pozwala miec¢ zaufanie do uzyskiwanych wynikow.
Umozliwia wzajemne porownywanie uzyskanych
wynikow badan, niezaleznie od miejsca i metody ich
wykonania.
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Spojnosc pomiarowa w ISO/IEC 17025

<
Ogolne wymagania ISO/IEC 17025 dotyczace spojnosci
pomiarowej:

» Laboratorium powinno zapewnic powiazania
wynikow pomiarow z jednostkami miar S| poprzez:
- wWzZorcowanie
- wartos¢ certyfikowang CRM (udokumentowana
SpOjnosc),
- bezposrednia realizacje jednostki miary SI

(za GUM, 2017)
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Spojnosc pomiarowa w ISO/IEC 17025

Jezeli powiazanie wynikow pomiarow z jednostkami
miar Sl nie jest mozliwe, laboratorium powinno wykazac spojnosc
pomiarowa do odpowiednich wartosci odniesien, np:
a) wartosc¢ certyfikowang CRM dostarczang od
kompetentnego producenta

b) wyniki referencyjnych procedur pomiarowych,
okreslonych metod ktore zostaty wyraznie opisane i
zaakceptowane jako dostarczajace wynikow
pomiarow dostosowanych do ich zamierzonego
zastosowania i zapewnione przez odpowiednie
porownanie.
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System odniesienia dla GM w UE

zwalidowana
Ll metoda EURL-
GMFF
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Materiat referencyjny (RM) a certyfikowany materiat
referencyjny (CRM)

» Materiat odniesienia (RM) - materiat lub substancja, o
dostatecznie jednorodnych i stabilnych specyficznych
wiasciwosciach okreslone jako zdatne do wzorcowania przyrzadu
pomiarowego, oceny metody pomiarowej lub przypisania wartosci
wiasciwosciom materiatow lub substancji

» Certyfikowany materiat odniesienia (CRM) — RM opatrzony
certyfikatem, dla ktorego kazdej wartosci przypisana jest
niepewnosc na okreslonym poziomie ufnosci.
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RMa CRM

MATERIALY REFERENCY]NE CERTYFIKOWANE MATERIALY
REFERENCYJNE

Homogenicznos¢ Charakterystyka Homogenicznos¢
Odpowiednia stabilnos¢ materiatu Odpowiednia stabilnos¢

Dodatkowe badania Metrologicznie wyznaczona
potwierdzona na certyfikacie
okreslona zawartos¢ gm w materiale

Zapewniona okreslona Dotaczone informacje Stwierdzona okreslona
homogenicznosc i stabilnosc homogennosc i stabilnosc
Wiasciwos¢ wartosci CRM
potwierdzona odpowiednim system
referencyjnym
Okreslone zastosowanie

Okreslanie precyzji metod Zastosowanie Kalibracje
Rozwdj nowych metod Walidacje metod
Zapewnienie i kontrola jakosci badan
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CRM uzywane w analizach GMO

Table 1: Nature of different CRMs used as calibrant and the unit of measurement of the
certified property value.

Type of CRM Matrix Unit(s) of
measurement of
the certified
value

Pure seeds Seeds, GM or non-GM akg =

Pure powders Milled seeds, GM or non-GM a/kg -

Mixed powders | Milled seeds, GM and non-GM a/kg cp/HGE

DNA extracts DNA extracted from plant leaves, only GM ND!? -

plasmid DNA Dual-target plasmid, containing GM and non-GM - cp/HGE

targets

JRC Report Corbisier P., Barbante A., Berben G., Broothaerts W., De Loose M., Emons H., Georgieva Tz, Lievens A., Mazzara M.,
Papazova N., Perri E., Sowa S., Stebih D., Terzi V., Trapmann S., Recommendation for the unit of measurement and the measuring
system to report traceable and comparable results expressing GM content in accordance with EU legislation, EUR28536 EN,

doi:10.27608 R Szkolenie dla inspekg;ji - pazdziernik 2022
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EC, Joint Research Centre Directorate
F- Health, Consumers and Reference Materials

m JOINT RESEARCH CENTRE
-_7 Certified reference materials catalogue

yyyyy

" Search CRMs
Welcome to the Certified Reference

Materials catalogue of the JRC
nkine catalogue for certified reference matenals of the European

This is the o Browse CRMs
» By application field

By analyte group
» By material/matrix

» Zrodto CRM-https://crm.jrc.ec.europa.eu, (bezposrednio lub przez Merk)

» CRMy w postaci maczek i plazmidow.

» Kilka zawartosci procentowych danego GMO np. dla MON810- 0%, 0,5%, 2%,
10 %,
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Latest News

+ 19.9.2022: IRMM-1027w , a new certified reference materials for for fissile
material control released. Read more in our News section

« 25.7.2022: IRMM-183-187 , a series of uranium reference materials was
recertified. Read more in our News section

« 12.7.2022: New certified values as defined by the latest versions of the standards
were assigned to ERM-EF001. The validity of the values where the standards had
undergone only editorial changes were confirmed. Read more in our News section

+ 28.6.2022: The ERM-BF446-series , a series of 5 CRMs for the quantification of
MIR 162 maize was released. Read more in our News section

hitne//erm.irc.ec.eurnna.eu/#0, + 28.6.2022: New certified reference material for antibodies against B2 glycoprotein I
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CRM w postaci plazmidu

» Tansze w uzyciu

» Wydajne (I pg plazmidu
wystarcza na okoto 108 reakcji z
s odpowiednikiem 5% GMO)

» Wozorzec liczby kopii

FRaE =
2 (®)
v

przydatne w walidacji i
= opracowywaniu metod oraz
= kontroli jakosci

EcoRI

)

3308 bp Bz
psssuo.\mo[
lacZ

EcoRI

Prull

= » wyznaczanie LOD i btedu dla PCR
jakosciowego i ilosciowego

Figure 1: Circular map of ERM-AD413 representing the 5plant-P35S junction and hmg inserts as
well as the enzymatic restriction sites.
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Canola 8

Leaf Tissue DNA 10 pg
Leaf Tissue DNA 10 pg
Leaf Tissue DNA 10 pg
Leaf Tissue DNA 10 pg
Leaf Tissue DNA 10 pg
Leaf Tissue DNA 10 pg
Leaf Tissue DNA 10 pg
Leaf Tissue DNA 10 pg
Whole Seed 100g

Whole Seed 100g

Cotton 6

Leaf Tissue DNA 10 pg
Leaf Tissue DNA 10 pg
Leaf Tissue DNA 10 pg
Powder 10g
Powder 10g
Powder 10g
Powder 10g
Powder 10g

Event

Rf3

Ms1

Rf1

Rf2

Topaz 19/2
T45
Non-Modified
Ms8
Non-Modified
GT73/RT73

Event

GHB614
Non-Modified
LLCotton25
Non-Modified
MON1445
MON531
MON15985-7
MONB8913

Product Code

0306-G3
0711-A
0711-B
0711-C
0711-D
0208-A4
0306-B3
0306-F3
0304-A
0304-B

Product Code

1108-A2
0306-A
0306-E2
0804-A
0804-B
0804-C
0804-D
0906-D

Maize 7

Leaf Tissue DNA 10 pg
Leaf Tissue DNA 10 pg
Powder 10g
Powder 10g
Powder 10g
Powder 10g
Powder 10g
Powder 10g
Powder 10g
Powder 10g

Potato '

Powder 10g
Powder 1g
Powder 1g

CRM w postaci nasion, maczki, DNA, w procentach masowych 0 i 100%
Wiele eventow GMO, czesto niedostepnych w JRC
Problematyczne zamawianie i dostawa

CRMy w postaci DNA malto wydajne

Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Painstwowy Instytut Badawczy (IHAR-PIB)

CRM z AOCS

Event

T25
Non-Modified
Non-Modified
MON88017
Non-Modified
GA21
MIR604
MON 87460
MON89034
MIR162

Event

Non-Modified
Non-Modified
EH92-527-1

Product Code

0306-H3
0306-C
0406-A
0406-D
0407-A
0407-B
0607-A2
0709-A
0906-E
1208-A

Product Code

0806-A
0806-B
0806-D
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RM w analizach GMO

» ATCC ( )

» Leibnitz Insitute DSMZ- German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures — kolekcja wirusow
roslin

» Inne kolekcje plazmidow np. Addgene

( )
» Wiasne RM
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Rola zrodta CRM

v'PT 2020 — probka zawierajgca kukurydze GA21 — r6zne wyniki oznaczenia ilosciowego w

laboratoriach
v'CRMy z 2 zrédet (JRC i AOCS z r6zng zygotycznoscia nasion uzytych do produkcji
materiatow referencyjnych

’ T s
& Certified Reference Material . :
“ bn]‘}" i V m
let 17-: 344 T i3
3 Shce 19509 Fax: +1-217-351-8091 i L ——
Your Global Fats and Oils Connestion
JOINT RESEARCH CENTRE
for Rl i i
Certificate of Analysis
AOCS 0407-8, GA21 maize CERTIFICATE OF ANALYSIS
OECD Unique Identifier MON-2©©221-9
®
ERM"-BF414d NSO
Certified Certified Value Measurement Test Method
Presence (a'kg) Uncertainty DR'ED MAIZE POWDER
GA21 presant > 901.5 o'k cB6oko 61 ok | EVENtepecific, real Mass fraction
21 p 8 901.5 9kg 0.2 Q'kg, -61 O%g time PCR ce"mvalw! Ul m(yg
g/kg g/kg
Description: This is the first batch of GA21 malze CRM prepared by AOCS for Syngenta Crop GA21 maize content 99 11
Protection, LLC The cestdiad value s based on a sample purity of 100% (352 out of 352 seads  The : .
testad positive for GAZ1 maize). Vith 95% confidence, the true value is = 991.5 gkg The meas- contdied value is besed on the mass fracsco of dried nen-GMO powder and dried GMO powder mixed and
urement uncertainty s truncated on the right side such that the value does not exceed conected for tha water cantent. The value i traceabis 1o the Intemational System of Urits (S1)
1000 gkg. The measurement uncertainty is the expanded uncertainty with a coveraga factor of 2} The cerlified inty is the ¥ in with the Guide to the Exprassion
2 and confidence of 95%. This material s for imited purposes only: see “Intended Use® and g‘:ﬁm’ in Measuremeant (GUM) with a coverage factor k = 2, coresponding 10 a leval of confidence of u»:
Terms and Condi

- ﬂﬁmﬂeﬂabvﬁdformmmrpum.
Characterization Ssiesdate: () § APR. 2020

Product Description AOCS 0407-B has been prepared by AOCS from hemizygous The minimum sample intake is 100 mg.

maize seed. AOCS 0407-B Is avakiable In 27-mL glass headspace vials containing

approximately 10 g of material. Users are informed that this reference material has been

produced from seed of GA21 maize delivered by Syngenta Crop Protection, LLC. The DESCRIPTION OF THE SAMPLE
AL 0

maize hybrid NP2391/NP2673 (GA21) used in the preparatia B resulted ERM™BF414d is supplied in amber glass
Argon atmosphere. ERM®-BF414d is part of & o
at this

from the cross of female non-transgenic line NP2391@Qnd male line NP2673 (GA21D

Homogeneity and Trait Verification The homogeneity of AOCS 0407-8 Is related to the non-modified maize (hybrid seed variety Rmmr'ﬂ has been produced from whole seeds of 3
purity of the seeds. 352 out of 352 GA21 maize seeds tested positive for the GA21 event g)emoag) delivered by Monsanto, St. Louss, MO, USA, m L
by event-specific PCR. Based on the sample purity of 100% as determined using genetically modified donor for the heterozygous GA-21 maize was e femate

SeedCaic8, the batch was expected 1o be homogenous, S7lkalen ie dla inspeiji _ paidZiernik 2022
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|. Taverniers, 2005

Okrywa nasienna Q@ & - allel transgeniczny
(3% DNA) Q@ & - allel typu dzikiego
Endosperm

(49% DNA)

N ¢4

Zarodek

(48% DNA)

KUKURYDZA: Zarodek i endosperm (97% DNA) -w
zaleznosci od pochodzenia allelu transgenicznego 3/5 lub 2/5
liczby kopii transgenu w ziarniaku kukurydzy.

J. Zel et al.,, 2012

diploid triploid endosperm
tissues

R c00@®

248 3612 2448 96 192C

Endoreduplikacja w tkankach ziarniaka

Szkolenie dla inspekcji - pazdziernik

2022



Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Painstwowy Instytut Badawczy (IHAR-PIB)

Wplyw genomow rodzicielskich na konstytucje
nasienia

2804 J. Agric. Food Chem., Vol. 54, No. 8, 2006 Perspectives

MONOCOT, DicoTs:

POACEAE, E.G. FABACEAE, E.G. CHENOPODIACEAE
MAIZE (ZEA MAYS) sSOYBEAN (GLYCINE MAX) E.G. BEET (BETA VULGARIS)

Seedcoat (2n) (2n)

Endoiim‘(an) w

SOURCE d

Q
-+0
Q

EMBRYO 1 1 1 1 1
ENDOSPERM 2 1 NONE 2 o
SEEDCOAT 2 o 2 o 2 (o]
GM ? X non-GM {“':'
GM APPROX. 24.5% + 33% + 2% = 59.5% OF TOTAL DNA
- e PUBLISHED EXPERIMENTAL DATA: 57-66%
Tissue contribution

estimates in maize;
Embryo: ca. 49% (38-62%)
Endosperm: ca. 49% (36-59%)
Seedcoat: ca. 2% (1-3%)
of total seed DNA

NON-GM ‘Z, X GMd
GM APPROX. 24.5% + 16% + 0% = 40.5% oF TOTAL DNA
PUBLISHED EXPERIMENTAL DATA: 34-39%

eM 9 x amd
S'-IM APPROWX. A9% +49% + 2% = l?&% OF TOTAL DNA

Figure 2: Contribution of haploid genomes from the parental gametes in plant seeds. The genetic
influence of the parents on the DNA-based GMO content is exemplified with maize based on
extrapolation from data published in the literature. The beet seed does not have an endosperm,
but instead has a strictly maternal perisperm with endosperm function. Additionally, the sugar
beet seed has a maternally inherited pericarp (Figure from Holst-Jensen et al. 2006) [29].
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7Zrodlo CRM a metoda

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej 10.8.2018

DECYZJA WYKONAWCZA KOMISJI (UE) 2018/1112
z dnia 3 sierpnia 2018 r.

odnawiajgca zezwolenie na wprowadzenie do obrotu, na podstawie rozporzadzenia (WE)

nr 1829/2003 Parlamentu Europejskiego i Rady, produktéw zawierajagcych genetycznie

zmodyfikowang kukurydze GA21 (MON-00021-9), skladajacych si¢ z niej lub z niej
wyprodukowanych

d) Metoda wykrywania:

1) specyficzna dla zmodyfikowanej genetycznie kukurydzy MON-0@@21-9 technika ilosciowego oznaczania
metoda PCR w czasie rzeczywistym;

2) zwalidowana przez laboratorium referencyjne UE ustanowione na mocy rozporzadzenia (WE) nr 1829/2003,
opublikowana pod nastepujacym adresem: http://gmo-crljrc.ec.europa.eu/summaries/ GA21Syngenta_validated
Metl fL.p

Material referencyjny: AOCS 0407-A i AOCS 0407-B
i ists Society (AOCS) pod adresem: https:

stepne za posrednictwem strony internetowej American
7.20Cs.0rg/crm

Szkolenie dla inspekg;ji - pazdziernik 2022
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Dostepne dokumenty
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Porownanie wyniku pomiaru
z wartoscia certyfikowang

Styczen 2010 .

Autor: Thomas Linsinger

L, - . . . Komisja Europejska - Wspdlne Centrum Badawcze
Wyjasniono zasady metody poréwnania wyniku pomiaru dokonanego Instytut Materiatéw Odniesienia i Pomiaréw (IRMM)

na certyfikowanym materiale odniesienia z wartosciq certyfikowang. Retieseweg 111, 2440 Geel, Belgia
Metoda polega -na._poréwnaniu réznicy miedzy wartosciami  Email: thomas.linsinger@ec.europa.eu

certyfikowanymi a wartosciami zmierzonymi z ich niepewnosciami, tj. Www.erm-crm.org
sumaryczng niepewnosciq wartosci certyfikowanej i zmierzonej.

Podano wskazowki dotyczace sposobu okres$lania niepewnosci

standardowych dla wartosci certyfikowanych oraz dla wynikéw pomiaréw.

WPROWADZENIE

Jednym z najczestszych zastosowan
certyfikowanych materiatow odniesienia (CRM) jest
walidacja procedur pomiarowych. W tym celu
przeprowadza sie pomiary z uzyciem
certyfikowanych materiatdw odniesienia, a wyniki
poréownuje z wartosciami certyfikowanymi. Takie
poréwnanie czesto opisuje sie uzywajgc okreslen
jakosciowych, np. stwierdzajac, ze wyniki pomiarow
.Sa zgodne”, .bardzo zgodne” czy nawet catkowicie
zgodne” z wartosciami certyfikowanymi. Istnieje
jednak  uporzadkowane  podejscie ilosciowe
umozliwiajgce okreslenie stwierdzonego obcigzenia.
Podejscie to uwzglednia wartos¢ certyfikowana,
wynik pomiaru i ich odpowiednie niepewnosci.
Niepewnosci te sg sumowane, po czym niepewnosc¢
rozszerzong poroéwnuje sie ze stwierdzong réznica.
W niniejszym opracowaniu wyjasniono procedury
szacowania niepewnosci i porownywania wynikow z
wartoscig certyfikowana.

PODSTAWOWE ZASADY

Po wykonaniu pomiaru z uzyciem certyfikowanego
materiatu odniesienia mozna wyliczy¢ bezwzgledna
roznice miedzy Srednig wartoscia zmierzong a
wartoscig certyfikowang wedtug wzoru:

. I~

" Szkolenie dla inspekgji -_paid iernik 2022

s addytywne. Niepewnos$¢ A, wynosi, u-, ktéore jest
wyliczane z niepewnosci wartosci certyfikowanej i
niepewnosci wyniku pomiaru wedtug wzoru:

2 2
Uy, =AU, +Uzry

Uy potaczona niepewnosc wyniku
i wartosci certyfikowanej (= niepewnosc¢
Am)

Um......... niepewnos$¢ wyniku pomiaru

UGCRM ... niepewnos¢ wartosci certyfikowanej

Niepewnos¢ rozszerzona U, odpowiadajaca
przedziatowi ufnosci ok. 95 %, uzyskuje sie mnozac
u,4 przez wspoitczynnik rozszerzenia (k), wynoszacy
zazwyczaj 2.
U,=2-u,
U, niepewnosc rozszerzona roéznicy
miedzy wynikiem a wartoscia
certyfikowang

Aby oceni¢ skutecznos¢ metody porownuje sie
Am 2 U, Jesli A, £ U,, wtedy nie ma znaczacej
roznicy miedzy wynikiem pomiaru i wartoscia
certyfikowana.
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Zastosowanie certyfikowanych materiatow odniesienia do
oznaczania ilosciowego GMO w zywnosci i paszy

8 https:/ df w Q Szukaj

/crm jrc.ec.europa.eu/graphics/cms_docs/erm4_poli

— |+ 100% v

Application Note 4 EEF:\V/]

European Reference Materials

Zastosowanie certyfikowanych
materiatow odniesienia do oznaczania
ilosciowego GMO w zywnosci i paszy

Ta nota aplikacyjna zawiera informacje i wskazéwki dotyczace wiasciwego

stosowania certyfikowanych materiatéw referencyjnych WCB dla
okreslenia zmodyfikowanej genetycznie (GM) czesci masowej

wrzesien 2016 1.
Ostatni przeglad: sierpien 2017 r.

Autor: Stefanie Trapmann

Komisja Europejska — Wspoine Centrum Badan
Retieseweg 111, 2440 Geel, Belgia

E-mail: stefanie trapmann@ec.europa.eu

okreslonego zdarzenia GM. Wyjasnia, w jaki sposéb konfigurowany jest
system pomiarowy do oznaczania ilosciowego GMO w kontek$cie UE.

WPROWADZENIE:

W UE organizmy zmodyfikowane genetycznie
(GMO) musza uzyskac zezwolenie na
dopuszczenie do obrotu na rynku europejskim.
Rozporzadzenie (WE) nr 1830/2003 wymaga, aby
zywnos¢ i produkty paszowe zawierajgce wiecej
niz 0,9% GMO byly oznakowane. Zgodnie z
rozporzadzeniem (UE) nr 619/2011 pasza moze
zawierac¢ 0,1 (m/m)% GMO, dla ktérego oczekuje
sie dopiero na proces udzielania zezwolenia lub
dla ktérego wygasto zezwolenie w UE. Na
potrzeby wdrozenia prawodawstwa UE
kwantyfikacja zawartosci GMO w produktach
zywnosciowych/paszowych musi by¢
przeprowadzona w wiarygodny sposob. Dlatego
decyzja zatwierdzajgca dla kazdego GMO,
opublikowana przez WE, okresla metode
wykrywania i certyfikkowany materiat odniesienia
(CRM), ktéry ustanawia system pomiarowy do
oznaczania ilosciowego. Oficjalny CRM stuzy do
kalibracji ilosciowej metody referencyjnej PCR
wiasciwe] dla zdarzenia, zatwierdzone] przez
Europejskie Laboratorium Referencyjne ds.
Zywnoéci i Pasz GM (EU-RL GMFF).

CHARAKTERYSTYKA CRM GMO

Certyfikowane wartosci wszystkich CRM GMO z
WCB s3 oparte na masach wysuszonego
genetycznie zmodyfikowanego materiatu
roslinnego (w wiekszosci przypadkéw proszku z
nasion) ilub suszonego niemodyfikowanego
genetycznie materiatu roslinnego. W przypadku
CRM  wymagajacych mieszania materiatéw
genetycznie modyfikowanych i
niemodyfikowanych, masy koryguje sie podczas
certyfikacji pod katem zawartosci wody i
szacowanej czystosci. Frakcje masowg GM
oblic7a sie iako-

odpowiedni materiat zerowy (materiat
niezmodyfikowany genetycznie) moze byc uzyty
tylko do udowodnienia braku tego zdarzenia,
ponizej progu podanego w certyfikacie.

Dla kazdego CRM GMO w certyfikacie podano
zalecane warunki przechowywania. Producent
materiatu  odniesienia (RM) nie moze by¢
pociagniety do odpowiedzialnosci za zmiany,
ktére  nastapia  podczas  przechowywania
materiatu w siedzibie klienta, zwtaszcza otwartych
probek. Jezeli CRM GMO jest uzywany
wielokrotnie, absorpcje wody przez materiaty
higroskopijne nalezy zminimalizowac¢ poprzez
zamknigcie butelki natychmiast po pobraniu
probki.

METODA OZNACZENIA ILOSCIOWEGO GMO

llosciowa reakcja taricuchowa polimerazy (qPCR)
jest powszechnie stosowana do oceny iloSciowej
zawartosci GM w probkach zywnosci i paszy. Ta
technika kwantyfikacji oparta na DNA mierzy
stosunek miedzy transgenicznym  kwasem
dezoksyrybonukleinowym (DNA), tj. pochodzacym
z modyfikacji genetycznej, a endogennym DNA,
ktory jest specyficzny dla gatunkéw biologicznych.

GMO CRM wydane przez WCB s3 przeznaczone
do uzycia w potgczeniu z iloSciowg metodg
referencyjng PCR, specyficzng dla zdarzenia i
zatwierdzong przez EU-RL GMFF. llosciowe
metody  wykrywania PCR, przediozone i
zatwierdzone na podstawie rozporzadzenia (WE)
nr 1829/2003 s3 publicznie dostepne na witrynie
EU-RL GMFF (http://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/StatusOfDossiers.aspx). Jesli
CRM s3 stosowane w testach przesiewowych,
uzytkownik musi wzig¢ pod uwage, ze CRM
niemodvfikowanv aenetueznie moze dawad w
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Certyfikaty CRM

Institute for R [European Reference Materials
ials and Measurements.

CERTIFICATE OF ANALYSIS
ERM®- BF413ek
MAIZE SEED POWDER

* wartosc certyfikowana

Certified value Uncertainty * B
- °
MON 810 maize : niepewnosc crm
mass fraction " 19.8 gkkg P . .. .
MON 810 maize » , * data waznosci certyfikatu
. 3 0.77 % 0.08 %
DNA copy number ratio L.
°
1) Mass fraction of MON 810 maize (unique identifier code MON-@@810-6) based on the masses of genetically minli mal na
modified MON 810 maize powder and non-modified maize powder and their respective water content. .
2) The certified value is traceable to the Intemational System of Units (S). re P reze ntatywn a hawaz ka
3) Copy number ratio of MON 810 maize (unique identifier code MON-@@81(-6) as defined by the real-time

Polymerase Chain Reaction detection method ISO 21570:2005, Annex D2, calibrated with the plasmid DNA
Certified Reference Material ERM®-AD413.

4) The certified value is the unweighted mean of 17 accepted data sets, independently obtained from 11 laboratories.
The value is traceable to the International System of Units (Sl).

5) The certified uncertainty is the expanded uncertainty estimated in accordance with the Guide to the Expression of
Uncertainty in Measurement (GUM) with a coverage factor k = 2, corresponding to a level of confidence of about
95 %.

This@valid for one year after purchase>

Sales date:

The@unt of sample to be used is 100 mD Appllcatlon NOte 1 I 6’ IRMM
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Certyfikaty CRM

DESCRIPTION OF THE SAMPLE

ERM-BF413¢k is a powder mixture produced from whole seeds of a non-modified maize (vanety EXP258B) and genetcally
modified MON 810 maize (vanety DKC57-84) delivered by Monsanto Company (St Louis, MO, USA). The CRM is supplied

in amber glass vials containing approximately 1 g maize powder closed under argon atmosphere. Certyfikat powinien podawac:
ERM-BF413ek is part of a set of CRMs of dried maize powder, the ERM-BF413k senes, containing diferent mass fractions * zygotycznos¢ materiatu
(<0.8,4.9, 1.8 20 g/kg) of genetieally modfied MON 810 maze, certfied in 2008. The ERM-BF413k senies replaces ¢ e dziedziczenie mOd)’fIkaC]I
onginal ERM-BF413 senes which was oemﬁed br:he MON 810 maize mass fraction in 2001 and for the-MON 810 maize

ANALYTICAL METHOD USED FOR CERTIFICATION
For the mass fraction: gravimetnc preparation venfied by event-specfic real-tme Polymerase Chain Reacton
For the copy number ratio: event-specific real-tme Polymerase Chain Reaction according o IS0 21570:2005, Annex 02,

: -AD41
using the plasmid DNA CRM ERM-ADA13 for calbration INSTRUCTIONS FOR USE

ERM-BF413ek, certified for its MON 810 maize mass fraction, is intended to be used for the calibration or qualty control of
methods for the measurement of genetically modified food and feed.

ERM-BF413ek, certified for the MON 810 maze DNA copy number ratio, is intended to be used for quality control of
measurements of the MON 810 maize DNA copy number ratio in genetcally modified food and feed. Expenments should be
performed exclusively in conjunction with the event-specific MON 810 detection method ISO 21570:2005, Annex D2, and the
ERM-AD413 calibrant

As the dry CRM powder is hygroscopic, users are advised to close vials immediately after taking a sample.
STORAGE

Bottles should be stored dry and in the dark at maximum 4 °C. However, the European Commission cannot be held
responsible| for changes that happen dunng storage of the material at the customer’s premises, especially of opened
samples,
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Certyfikaty

WwWw.aocs.org

Mail Address: AOCS, P.O. Box 17190, Urbana, IL 61803-7190 USA
Street Address: AOCS, 2710 S. Boulder Dr., Urbana, IL 61802-6996 USA
Phone: +1-217-359-2344; Fax: +1-217-351-8091; E-Mail: general@aocs.c

Sample Description

CRM 0304-B has been prepared by AOCS from whole seeds of homozygous, genetically modified, Ronndup
Read}“", canola. AOCS 0304-B A is available in anti-static, heat-sealed bags containing approximately 100 g of

Certified Reference Material canola seed. Users are informed that this reference material has been produced from whole seeds of genetically

.APCS 0304-B . modified canola (RT73) delivered by Monsanto Company, St. Louis, MO, USA.
Certificate of Analysis

Canola Seed Certification Analytical Method

Parameter Mass Fraction Eaviroloix's QickStix™ Kit for Roundup Ready® Canola Leaf and Seed was used to validate the certification value
Certified Value* Uncertainty of AOCS 03045

g/kg
®
Roundup Ready - Instructions for Use
Canola > 991.9
CTP2/EPSPS CP4 CRM 0304-B is intended for calibration and quality control of GM detection methods (Before using, the buyer
Homozygous @d the complete sample, a@'ﬂne grind shall provide a particle size appropsiate to the fnal amount

* The lower bound of true % purity of the lot is 99.19 % (95% confident that the of powder to be used in the extraction procedure i.e. the particle size must be small enough to give a sufficiently

lot purity is above 99.19 %) small sampling ecror necessary to meet the target uncertainty. The ground sample shall be stored dry in a sealed

container at +4"C in the dack.

This certificate is valid through 31 December 2011. This validity may be extended if furthér

evidence of stability becomes available. X i
. Protocols have been followed to insure that the certified value represents the true value. AOCS cannot be held

Urbana, IL 61802 G. Clapper responsible for changes that happen during storage of the sample at the buyer's location.
June 2004 AOCS Reference Materials ’
REVISED December 2009

Note:
KoniecznOéé homogen izaCji Ca:i’ej Prébkl Przed Uiyc.iem The Certification Report on the production of AOCS 0304-B is available on the internet at
http:/ /www.aocs.org/tech/cxm. A paper copy will be supplied upon request.
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Certyfikaty
I

Mail Address:

AOCS, P.0. Box 17190, Urbana, IL 61803-7190 USA

Street Address:

A0CS, 2710 S. Boulder Drive, Urbana, IL 618026996 US.

Phone: 1-217-359-2344; Fax: <1-217-351-800)7
Your Global Fats and Oils Connection E-Mail: Gina.Clapperi@aocs.org; Web: 3

Proforma Certificate of Analysis
AOCS Certified Reference Material
Product Number: 0406-A

Description: maize powder.

MussFraction
OECD Unique Tested for: Certified Vulue‘ J Certification
Identifier for Methodology
Event

Non-Modified MONZ88017,
MON89034,
MON874460

event-specific real-time
PCR

*Uncertainty Sfafemeni/%% conflden'f that the true content of Non-Modified in

this maize is below the éeﬁlfled value. The certified value is traceable to the SI.
AQOCS Reference Mqiencﬂs Manager AOCS Technical Director
G. M, Cbpper R. C. Cantrill
Urbcnd’.JL 61802 Urbana, IL 61802

\\

AOCS M|ssoenSio'femeni To be a global forum to promote the exchange of
ideas “«mf‘o‘[r;rtohon and experience, to enhance personal excellence, and to

prov)de high standards of quality among those with a professional interest in the
ségev{ce and technology of fats, oils, surfactants, and related materials.

This material is for limited purposes only: see “Terms and Conditions”

Certification Analytical Method
Eurofins-GeneScan, Metairie, LA (an ISO 17025 Accredited laboratory)=
performed event-specific real-time PCR to validate the certification volu
of AOCS 0406-A.

Intended Use
This CRM, AOCS 0406-A, is intended for use as quality confro?mafencl ora
calibrant in methods for the detection of biotechnology-de Ve‘d events.

Instructions for Use
Upon receipt the product should be stored in a ‘qéole, “ontainer at +4° C
in the dark. \

Product opening date:
customer)

Protocols have been followed,
the true value. AOCS ccnnol be held p&sponsible for changes that
happen during storage, of\fhg produci at thfe buyer's location.

Note: The AOCS 0405- A ertification Report is available online though a
paper copy will bewﬁalled upon reduest. https://secure.qocs.org/crm.

minimalna reprezentatywna nawazka
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CERTIFICATE OF ANALYSIS
ERM®-BF411a

Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Painstwowy Instytut Badawczy (IHAR-PIB)

CRM- czystosc

CERTIFICATE OF ANALYSIS
ERM®-BF415a

DRIED MAIZE POWDER DRIED MAIZE POWDER
Mass fraction Mass fraction
Certified value ? Certified value ' Uncertainty 2
[9/kd] [97kd] [9/kd]
Bt-176 maize " <0.14 NK603 maize content <04 -
1) The Bt-716 maize is genetically modified and corresponds to the unique identifier SYN-EV176-9.

2) The CRM has been produced from conventional, non-modified maize seeds. No contamination was detected when
applying a Bt-176 event-specific real-time PCR method. The limit of detection for the pure GM Bt-176 maize used in

the CRM set ERM-BF411b-f was 0.12 g/kg. The certified value is traceable to the International System of Units (SI).

1) The certified value is based on the purity of the non-GMO powder measured by PCR. No contamination was detected

in the non-GM material when applying event specific NK603 real-time PCR with a detection limit of 0.03 %. The value
is traceable to the International System of Units (SI).

2) The true value is below the certified value with a probability of about 95 %.

CERTIFICATE OF ANALYSIS
ERM®- BF413ak

CERTIFICATE OF ANALYSIS
ERM®-BF414a

MAIZE SEED POWDER

Mass fraction

DRIED MAIZE POWDER

Certified value ?

Uncertainty 2
[gkd] g/kg g/kg
MON 810 maize " <0.9 GA21 maize content <08 -
1) The MON 810 maize is genetically modified and corresponds to the unique identifier MON-@@81@-6.

Mass fraction

Certified value '

2) The CRM has been produced from conventional, non-modified maize seeds. No contamination was detected in this
material when applying event-specific real-time PCR targeting the MON 810 event. The limit of detection for the pure
GM MON 810 maize used in the CRM set ERM-BF413ak-gk was 0.9 g/kg. With a 95 % probability, the true value of
the material is below this level. The certified value is traceable to the International System of Units (SlI).

1) The certified value is based on the purity of the non-GMO powder measured by PCR. No contamination
was detected in the non-GM material when applying event specific GA21 real-time PCR with a detection limit
of 0.065 %. The value is traceable to the International System of Units (SI).

2) The true value is below the certified value with a probability of about 95 %.
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Domieszki innych GMO w CRM
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Institute for Reference
Materials and Measurements

Table 1: Presence of GM traces in the raw materials used for the production of GMO CRMs

Raw material used for CRMs with the code Event certified Traces’
pure GM ERM-BF410b-f
pure non-GM ERM-BF410a 40-30-2 40-30-27
pure GM ERM-BF410bk-gk
pure non-GM ERM-BF410ak 40-30-27
pure GM ERM-BF411b-f Bt176
pure non-GM ERM-BF411a MONS810”
pure GM ERM-BF412b-f I
pure non-GM ERM-BF412a
pure GM ERM-BF413b-f
pure GM ERM-BF413ck-gk MONS810
pure non-GM ERM-BF413ak MON810”
pure GM ERM-BF414b-f GA21 §
pure non-GM ERM-BF414a MONg810”
pure GM ERM-BF415b-f N MONg10%
pure non-GM ERM-BF415a MONS810”
pure GM ERM-BF416b-d
pure non-GM ERM-BF416a MONE63 MONS810”
pure GM ERM-BF417b-d
pure non-GM ERM-BF417a MAONEGS X MORNS10
pure GM ERM-BF418b-d 1507 MONS10”
pure non-GM ERM-BF418a
pure GM ERM-BF419b T
pure non-GM ERM-BF413a
pure GM ERM-BF421b EH92-527-1
pure non-GM ERM-BF421a
pure GM ERM-BF422b-d 281-24-236 x 3006-
pure non-GM ERM-BF422a 210-23
pure GM ERM-BF423b-d — MONS8637
pure non-GM ERM-BF423a
pure GM ERM-BF424b-d
pure non-GM ERM-BF4243 59122
pure GM ERM-BF425b-d
pure non-GM ERM-BF425a 356043
pure GM ERM-BF426b-d
pure non-GM ERM-BF426a 305423
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JRC TECHNICAL REPORTS

Recommendation for the unit of
measurement and the measuring
system to report traceable and
comparable results expressing
GM content in accordance with EU
legislation

Corbisier P., Barbante A., Berben G.,
Broothaerts W., De Loose M., Emons
H., Georgieva Tz, Lievens A., Mazzara
M., Papazova N., Perri E., Sowa S.,
Stebih D., Terzi V., Trapmann S.

2017
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Anex 3
JRC 2011

Verification of analytical methods for GMO
testing when implementing interlaboratory
validated methods

Guidance document from the European Network of GMO laboratories (ENGL)

* Niektore materiaty referencyjne dostepne tylko w wersji 0% i 100%
* Konieczne przygotowanie innych zawartosci % (np. 1%; 0,1%,...)

* Pomiar ilosci kopii genu referencyjnego w materiatach (ta sama krzywa standardowa, ta
sama ptytka)

* Wyliczenie wspotczynnika rozcienczenia
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» Dziekuje za uwage!

Kontakt: a.linkiewicz@ihar.edu.pl
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