Application Note 4

European Reference Materials
Utilizagcdo de materiais de referéncia
certificados para a quantificagcao de
OGM em géneros alimenticios e

Setembro de 2006
Ultima revis&o: agosto de 2019

Autora: Stefanie Trapmann
Comisséo Europeia — Centro Comum de

alimentos para animais

A presente nota de aplicagdo contém informagfes e orientacdes relativas
a utilizacdo correta dos materiais de referéncia do JRC certificados para a

Investigacao
Retieseweg 111, 2440 Geel, Bélgica

sua fragdo massica GM (geneticamente modificada) correspondente a um
evento de transformacéo genética especifico. Explica 0 modo de configuracdo do sistema de medicéo

para a quantificacdo de OGM no contexto da UE.

INTRODUCAO

Na Unido Europeia (UE), o0s organismos
geneticamente modificados (OGM) tém de ser
autorizados antes de poderem ser colocados no
mercado europeu. O Regulamento (CE)
n.° 1830/2003 exige a rotulagem dos géneros
alimenticios e alimentos para animais que
contenham mais de 0,9% de OGM. Nos termos
do Regulamento (UE) n.° 619/2011, os alimentos
para animais podem conter 0,1 (m/m)% de um
OGM cujo procedimento de autorizacdo esteja
pendente ou cuja autorizacdo na UE tenha
expirado. Para efeitos de aplicacdo da legislacdo
da UE, a quantificacdo dos OGM nos géneros
alimenticios/alimentos para animais tem de ser
realizada de forma fiavel. Por conseguinte, a
decisdo de autorizagdo relativa a cada OGM,
publicada pela Comissdo Europeia, especifica o
método de detecdo e o material de referéncia
certificado (MRC) que constituem o sistema de
medicdo a utilizar para a quantificagdo. O MRC
oficial € utilizado para calibrar o método de
referéncia de PCR quantitativa especifico do
evento validado pelo laboratério europeu de
referéncia para o0s géneros alimenticios e
alimentos para animais GM (EU-RL GMFF).

CARACTERISTICAS DOS MRC DE OGM

Os valores certificados de todos os MRC de OGM
do JRC baseiam-se nas massas do material
vegetal geneticamente modificado seco (na
maioria dos casos pé de sementes) e/ou do
material  vegetal seco ndo  modificado
geneticamente. Para MRC que exijam a mistura
de material GM e n&o-GM, as massas sao
corrigidas em funcédo do seu teor de agua e das
estimativas de pureza durante a certificacdo. A
fracdo massica GM é calculada com base na
férmula seguinte:

Massa GM corrigida

Massa GM corrigida + Massa ndo GM corrigida

Cada MRC de OGM ¢é certificado para a fracéo
massica correspondente a um evento de

transformagdo genética especifico (indicado no
certificado). O MRC s6 pode ser utilizado para
guantificar este evento e o0 correspondente
material para 0 ensaio em branco (material
ndo-GM) s6 pode ser utilizado para provar a
auséncia desse evento abaixo do limiar referido
no certificado.

As condicdes de conservagdo recomendadas
para cada MRC de OGM estdo indicadas no
certificado. O produtor do material de referéncia
ndo pode ser responsabilizado por eventuais
alteracdes que ocorram durante a conservacdo
do material nas instalacdes do cliente, sobretudo
de amostras abertas. Se um MRC de OGM for
utilizado vérias vezes, a absorcdo de agua pelo
material higroscopico deve ser minimizada
fechando imediatamente o frasco apo6s a recolha
de uma amostra.

METODO DE QUANTIFICACAO DE OGM

A reacdo em cadeia da polimerase quantitativa
(qPCR) é vulgarmente utilizada para quantificar o
teor de material GM presente nas amostras de
géneros alimenticios e alimentos para animais.
Esta técnica de quantificacdo baseada no acido
desoxirribonucleico (ADN) mede o racio entre o
ADN transgénico, isto &, resultante da
modificacdo genética, e o ADN enddgeno, que é
especifico da espécie bioldgica em causa.

Os MRC de OGM publicados pelo JRC
destinam-se a ser utilizados em conjunto com o
método de referéncia de PCR quantitativa
especifico do evento validado pelo EU-RL GMFF.
Os métodos de detecdo por PCR quantitativa
apresentados e validados nos termos do
Regulamento (CE) n.° 1829/2003 sédo acessiveis
ao publico através da péagina Internet do EU-RL
GMFF (http://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/StatusOfDossiers.aspx).  Se
0s MRC forem utilizados em ensaios de rastreio,
o utilizador tem de ter em conta que o MRC
ndo-OGM pode criar sinais positivos com o
ensaio de rastreio quando estes sdo, na verdade,
negativos para o método especifico do evento.
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Assim sendo, quaisquer sinais de rastreio
positivos tém de ser interpretados com prudéncia.

Durante a preparacdo dos MRC de OGM, sao
tomados cuidados especiais para garantir a
semelhanca entre os pés GM e ndo-GM em
termos de distribuicdo granulométrica. Isto é
particularmente importante porque a quantidade
de ADN extraivel esta correlacionada com a
dimensao das particulas. Diferentes eficiéncias de
extracdo de ADN entre os pds GM e ndo-GM
influenciariam o teor de GM medido por qPCR.
Além disso, s6 devem ser usados métodos de
extracdo de ADN que tenham sido validados para
cumprir os requisitos de quantificacdo de OGM e
gue tenham, comprovadamente, funcionado com
diferentes variedades da mesma espécie.
Durante a certificacdo, a fracdo méassica GM do
MRC ¢é verificada por um método qPCR
especifico do evento. Se tiver sido observada
uma extratibilidade de ADN diferente, essa
informacéao é fornecida.

A composicdo genética das diferentes partes das
sementes de monocotiledoneos (por exemplo,
endosperma do milho, tegumento da semente e
embrido) difere, e o valor do racio de ADN na
farinha integral produzida a partir de graos
inteiros difere do da farinha produzida a partir de
graos refinados (contendo apenas o]
endosperma). O JRC utiliza farinhas integrais
para os seus MRC de OGM.

Todos os MRC de OGM do JRC sé&o produzidos
de forma gravimétrica utilizando material vegetal
ndo-GM e GM puro. Sado certificados para a
fracdo massica GM que suporta a aplicacdo dos
limiares de fracdo massica estipulados na
legislagdo da UE correspondente em matéria de
géneros alimenticios e alimentos para animais. A
maior parte dos MRC de OGM destinam-se a ser
utilizados como calibradores para as medi¢c6es de
gPCR.

O sistema de medicdo para a quantificacdo de
OGM no contexto juridico da UE é estabelecido
pelo MRC oficial, especificado na decisdo de
autorizacdo, e pelo método de medi¢éo validado
pelo laboratério europeu de referéncia, pelo que
ndo € necessario aplicar qualquer correcdo. Do
mesmo modo, a comutabilidade, que é uma
caracteristica crucial dos materiais de referéncia
guando sao aplicados diferentes métodos de
medicdo, ndo tem de ser considerada neste
contexto.

CODIGO DOS MRC DE OGM

Cada MRC de OGM tem um cédigo individual
constituido por uma combinacdo de letras e
algarismos. O formato geral é ERM-BF123xy. As
letras «ERM®» designam a marca (marca
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protegida do material de referéncia europeu) e as
letras BF indicam que se trata de uma planta
MRC certificada pelo seu teor de material GM. Os
trés algarismos seguintes sdo especificos do
evento em questdo. O x é uma letra mindscula
entre a e g acrescentada apos o cédigo do evento
para indicar o nivel de fracdo massica (isto é,
ERM-BF412a = nominal 0 g/kg, ERM-BF412b =
nominal 1000 g/kg, ERM-BF412c = nominal
1 g/kg, ERM-BF412d = nominal 10 g/kg, ERM-
BF412e = nominal 100 g/kg). O y é uma letra
mindscula entre k e z e indica a série de produgdo
do MRC a partir da segunda série. A primeira
série de producdo ndo contém esta letra y
adicional.

Na maioria dos casos, sdo produzidos cinco
niveis de concentracdo distintos por conjunto:
nominal 0 e 100%, e as misturas 0,1; 1,
10 (m/m)%. S&o utilizadas tampas codificadas por
cores para facilitar a identificagdo dos diferentes
niveis de fracdo massica: nominal 0g/kg =
prateada, nominal 1000 g/kg = preta, nominal
1 g/kg = dourada, nominal 10 g/kg = vermelha,
nominal 100 g/kg = castanha.

Cada série de producdo de MRC foi processada
utiizando diferentes materiais vegetais (por
exemplo, lotes de sementes). Além disso, a
distribuicao granulométrica pode diferir apesar de
todos os esforgcos envidados para a manter
constante entre a série mais antiga e a mais
recente. Por conseguinte, as linhas de calibracdo
estabelecidas para novas séries de MRC podem
diferir das linhas de calibragcdo estabelecidas nas
séries anteriores, devendo ser iniciado um novo
gréfico de controlo de qualidade quando um MRC
de uma nova série é utilizado pela primeira vez.
Recomenda-se também a sua alteracdo para
todas as aplicagdes, incluindo calibracdo e
controlo de qualidade, entre a utilizacdo das
séries antigas e as novas. Por razdes de
rastreabilidade, deve ser sempre especificado
gual o MRC especifico utilizado para a calibracao.
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ASPETOS ESPECIFICOS DA CERTIFICACAO
Para a maioria dos MRC de OGM, também esta
disponivel um p6 ndo-OGM puro e um pé OGM
puro. O ndo-OGM é certificado como contendo
«menos que» uma dada fracdo massica de OGM
com base no limite de detecdo (LD) do método
utilizado para a caracterizagdo. O p6 OGM puro é
certificado como contendo «mais que» uma dada
fragdo massica, com base no numero de
sementes testadas e na avaliagdo estatistica.
Quando os utiliza para calibracdo, o laboratério
tem de garantir que utiliza os valores certificados
(ver exemplo).

Alguns MRC de OGM sao certificados segundo a
sua identidade (ou seja, ERM-BF421b). Estes
MRC destinam-se a ser utilizados como amostras
de controlo positivo, por exemplo em exercicios
de rastreio. Devem ser utilizados para confirmar a
presenca (ou auséncia) de um evento de
modificacdo genética especifico, mas ndo sao
adequados para a quantificagdo dos OGM.
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Alguns MRC de OGM foram certificados com um
intervalo assimétrico de incertezas. Se estes
MRC forem utilizados no controlo de erros
sistematicos (ver a Nota de Aplicacdo 1 do ERM),
deve tomar-se a «incerteza positiva» sempre que
o resultado médio das medicdes exceda o valor
certificado e a «incerteza negativa» quando o
resultado médio das medicfes seja menor que o
valor certificado.

Foram certificados alguns MRC de OGM de um
nivel de concentracdo especifico, para além da
fragcdo méssica GM, pelo seu racio do numero de
cépias de ADN GM (isto é, ERM-BF413e,
ERM-BF415e, ERM-BF425c, ERM-BF427c) e foi
disponibilizado um calibrador correspondente com
base num plasmideo (isto é, ERM-AD413,
ERM-AD415, ERM-AD425, ERM-AD427). Se
forem utilizados para testes de conformidade
juridica na UE, os resultados da medi¢do tém de
ser convertidos de racio do numero de copias de
ADN para fragbes méssicas. Importa salientar
que o EU-RL GMFF disponibiliza fatores de
converséo estabelecidos para o efeito.
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EXEMPLO DA UTILIZAGAO DE MRC DE OGM PUROS E RESPETIVAS INCERTEZAS

As informacgdes seguintes podem ser encontradas nos certificados de analise de ERM-BF412ak e ERM-BF412bk
(https://crm.jrc.ec.europa.eu/):

Fragdo massica do milho Bt11 V
Valor certificado [g/kg] Incerteza [g/kg]
ERM-BF412ak <0,12? -
ERM-BF412bk >970% -

1) Milho geneticamente modificado com o identificador Unico SYN-BT@11-1.

2) O material de referéncia certificado foi produzido a partir de sementes de milho convencionais, ndo modificadas. N&o foi
detetada contaminacgao neste material aquando da utilizagéo de um teste de reacdo em cadeia da polimerase quantitativa
especifico do evento dirigido ao evento de modificagdo do milho Bt11. O limite de detecéo (LD) foi de 0,12 g/kg. Com uma
confianga de 95%, conclui-se que a verdadeira fracdo massica do material do milho Bt11 é inferior a 0,12 g/kg. O valor
certificado é rastreavel ao Sistema Internacional de Unidades (Sl).

3) Este material de referéncia certificado foi produzido a partir de sementes de milho geneticamente modificado Bt11. O
valor certificado baseia-se na pureza genética do p6 de milho em relagdo ao milho Bt11. No total, foram testadas
individualmente 209 sementes para a presenca do evento do milho Bt11, das quais 207 deram um resultado positivo. Com
uma confianga de 95%, conclui-se que a verdadeira fracdo massica do material do milho Bt11 é superior a 970 g/kg. O valor
certificado é rastreavel ao Sistema Internacional de Unidades (SI).

4) A incerteza € a incerteza expandida calculada utilizando um fator de cobertura de k = 2 correspondente a um nivel de
confianga de cerca de 95%, estimado em conformidade com o Guia ISO/IEC 98-3 — Guia para a Expressao da Incerteza de
Medicdo (GUM:1995), ISO, 2008.

Com base nestas informacgdes, pode concluir-se que o CRM ERM-BF412ak é certificado como contendo <0,12 g Bt11/kg, ndo tendo
sido detetada contaminagao no material em pd. Com uma confianga de 95%, conclui-se que a verdadeira fracdo massica do material
do milho Bt11 é inferior a 0,12 g/kg. Por conseguinte, para calculos futuros, incluindo a configuragdo das curvas de calibracéo, deve
ser utilizado o valor 0 g/kg.

CRM ERM-BF412bk foi certificado como contendo >970 g/kg. De 209 sementes testadas, 207 foram positivas para a presenca do
evento de modificacdo do milho Bt11l. Com uma confianga de 95%, conclui-se que a verdadeira fragdo massica do material do milho
Btll é superior a 970 g/kg. Para calculos futuros, ao configurar uma curva de calibragdo para este GM, deve usar-se a pureza
genética estimada de 990 g/kg. Importa salientar que, para MRC de p6 OGM puro no qual ndo tenha sido detetada contaminacao, ha
que utilizar 1000 g/kg.

Em todo o caso, a incerteza a utilizar é calculada pelo intervalo entre o valor numérico e o limite dado dividido por V3. Por exemplo:
ERM-BF412ak: O valor utilizado é 0,0 g/kg; a incerteza é 0,12 g/kg — 0 g/kg)/ V3 = 0,07 g/kg

ERM-BF412bk: O valor utilizado, com base na pureza genética, € de 207 / 209 * 1000 = 990 g/kg. A «incerteza negativa» € de
990-970) / \3 = 11,5 g/kg. A «incerteza positiva» é de 10 g/kg, uma vez que o teor de GM possivel ndo pode exceder 1000 g/kg.
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