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Utilização de materiais de referência 
certificados para a quantificação de 
OGM em géneros alimentícios e 
alimentos para animais  
A presente nota de aplicação contém informações e orientações relativas 
à utilização correta dos materiais de referência do JRC certificados para a 
sua fração mássica GM (geneticamente modificada) correspondente a um 
evento de transformação genética específico. Explica o modo de configuração do sistema de medição 
para a quantificação de OGM no contexto da UE. 

 
 
INTRODUÇÃO 
Na União Europeia (UE), os organismos 
geneticamente modificados (OGM) têm de ser 
autorizados antes de poderem ser colocados no 
mercado europeu. O Regulamento (CE) 
n.º 1830/2003 exige a rotulagem dos géneros 
alimentícios e alimentos para animais que 
contenham mais de 0,9% de OGM. Nos termos 
do Regulamento (UE) n.º 619/2011, os alimentos 
para animais podem conter 0,1 (m/m)% de um 
OGM cujo procedimento de autorização esteja 
pendente ou cuja autorização na UE tenha 
expirado. Para efeitos de aplicação da legislação 
da UE, a quantificação dos OGM nos géneros 
alimentícios/alimentos para animais tem de ser 
realizada de forma fiável. Por conseguinte, a 
decisão de autorização relativa a cada OGM, 
publicada pela Comissão Europeia, especifica o 
método de deteção e o material de referência 
certificado (MRC) que constituem o sistema de 
medição a utilizar para a quantificação. O MRC 
oficial é utilizado para calibrar o método de 
referência de PCR quantitativa específico do 
evento validado pelo laboratório europeu de 
referência para os géneros alimentícios e 
alimentos para animais GM (EU-RL GMFF). 
 
CARACTERÍSTICAS 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 pó de sementes) e/ou do 
material vegetal seco não modificado 
geneticamente. Para MRC que exijam a mistura 
de material GM e não-GM, as massas são 
corrigidas em função do seu teor de água e das 
estimativas de pureza durante a certificação. A 
fração mássica GM é calculada com base na 
fórmula seguinte: 
 

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝐺𝑀 𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑔𝑖𝑑𝑎

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝐺𝑀 𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑔𝑖𝑑𝑎 +  𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑛ã𝑜 𝐺𝑀 𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑔𝑖𝑑𝑎
  

 
Cada MRC de OGM é certificado para a fração 
mássica correspondente a um evento de 

transformação genética específico (indicado no 
certificado). O MRC só pode ser utilizado para 
quantificar este evento e o correspondente 
material para o ensaio em branco (material 
não-GM) só pode ser utilizado para provar a 
ausência desse evento abaixo do limiar referido 
no certificado. 
 
As condições de conservação recomendadas 
para cada MRC de OGM estão indicadas no 
certificado. O produtor do material de referência 
não pode ser responsabilizado por eventuais 
alterações que ocorram durante a conservação 
do material nas instalações do cliente, sobretudo 
de amostras abertas. Se um MRC de OGM for 
utilizado várias vezes, a absorção de água pelo 
material higroscópico deve ser minimizada 
fechando imediatamente o frasco após a recolha 
de uma amostra. 
 
MÉTODO DE QUANTIFICAÇÃO DE OGM 
A reação em cadeia da polimerase quantitativa 
(qPCR) é vulgarmente utilizada para quantificar o 
teor de material GM presente nas amostras de 
géneros alimentícios e alimentos para animais. 
Esta técnica de quantificação baseada no ácido 
desoxirribonucleico (ADN) mede o rácio entre o 
ADN transgénico, isto é, resultante da 
modificação genética, e o ADN endógeno, que é 
específico da espécie biológica em causa. 
 
Os MRC de OGM publicados pelo JRC 
destinam-se a ser utilizados em conjunto com o 
método de referência de PCR quantitativa 
específico do evento validado pelo EU-RL GMFF. 
Os métodos de deteção por PCR quantitativa 
apresentados e validados nos termos do 
Regulamento (CE) n.º 1829/2003 são acessíveis 
ao público através da página Internet do EU-RL 
GMFF (http://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/StatusOfDossiers.aspx). Se 
os MRC forem utilizados em ensaios de rastreio, 
o utilizador tem de ter em conta que o MRC 
não-OGM pode criar sinais positivos com o 
ensaio de rastreio quando estes são, na verdade, 
negativos para o método específico do evento. 
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Assim sendo, quaisquer sinais de rastreio 
positivos têm de ser interpretados com prudência. 
 
Durante a preparação dos MRC de OGM, são 
tomados cuidados especiais para garantir a 
semelhança entre os pós GM e não-GM em 
termos de distribuição granulométrica. Isto é 
particularmente importante porque a quantidade 
de ADN extraível está correlacionada com a 
dimensão das partículas. Diferentes eficiências de 
extração de ADN entre os pós GM e não-GM 
influenciariam o teor de GM medido por qPCR. 
Além disso, só devem ser usados métodos de 
extração de ADN que tenham sido validados para 
cumprir os requisitos de quantificação de OGM e 
que tenham, comprovadamente, funcionado com 
diferentes variedades da mesma espécie. 
Durante a certificação, a fração mássica GM do 
MRC é verificada por um método qPCR 
específico do evento. Se tiver sido observada 
uma extratibilidade de ADN diferente, essa 
informação é fornecida.  
A composição genética das diferentes partes das 
sementes de monocotiledóneos (por exemplo, 
endosperma do milho, tegumento da semente e 
embrião) difere, e o valor do rácio de ADN na 
farinha integral produzida a partir de grãos 
inteiros difere do da farinha produzida a partir de 
grãos refinados (contendo apenas o 
endosperma). O JRC utiliza farinhas integrais 
para os seus MRC de OGM. 
 
Todos os MRC de OGM do JRC são produzidos 
de forma gravimétrica utilizando material vegetal 
não-GM e GM puro. São certificados para a 
fração mássica GM que suporta a aplicação dos 
limiares de fração mássica estipulados na 
legislação da UE correspondente em matéria de 
géneros alimentícios e alimentos para animais. A 
maior parte dos MRC de OGM destinam-se a ser 
utilizados como calibradores para as medições de 
qPCR.  
 
O sistema de medição para a quantificação de 
OGM no contexto jurídico da UE é estabelecido 
pelo MRC oficial, especificado na decisão de 
autorização, e pelo método de medição validado 
pelo laboratório europeu de referência, pelo que 
não é necessário aplicar qualquer correção. Do 
mesmo modo, a comutabilidade, que é uma 
característica crucial dos materiais de referência 
quando são aplicados diferentes métodos de 
medição, não tem de ser considerada neste 
contexto. 
 
CÓDIGO DOS MRC DE OGM 
Cada MRC de OGM tem um código individual 
constituído por uma combinação de letras e 
algarismos. O formato geral é ERM-BF123xy. As 
letras «ERM

®
» designam a marca (marca 

protegida do material de referência europeu) e as 
letras BF indicam que se trata de uma planta 
MRC certificada pelo seu teor de material GM. Os 
três algarismos seguintes são específicos do 
evento em questão. O x é uma letra minúscula 
entre a e g acrescentada após o código do evento 
para indicar o nível de fração mássica (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 
minúscula entre k e z e indica a série de produção 
do MRC a partir da segunda série. A primeira 
série de produção não contém esta letra y 
adicional. 
Na maioria dos casos, são produzidos cinco 
níveis de concentração distintos por conjunto: 
nominal 0 e 100%, e as misturas 0,1; 1; 
10 (m/m)%. São utilizadas tampas codificadas por 
cores para facilitar a identificação dos diferentes 
níveis de fração mássica: nominal 0 g/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 produção de MRC foi processada 
utilizando diferentes materiais vegetais (por 
exemplo, lotes de sementes). Além disso, a 
distribuição granulométrica pode diferir apesar de 
todos os esforços envidados para a manter 
constante entre a série mais antiga e a mais 
recente. Por conseguinte, as linhas de calibração 
estabelecidas para novas séries de MRC podem 
diferir das linhas de calibração estabelecidas nas 
séries anteriores, devendo ser iniciado um novo 
gráfico de controlo de qualidade quando um MRC 
de uma nova série é utilizado pela primeira vez. 
Recomenda-se também a sua alteração para 
todas as aplicações, incluindo calibração e 
controlo de qualidade, entre a utilização das 
séries antigas e as novas. Por razões de 
rastreabilidade, deve ser sempre especificado 
qual o MRC específico utilizado para a calibração. 

 
Figura 1: Conjunto de MRC de OGM 
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ASPETOS ESPECÍFICOS DA CERTIFICAÇÃO 
Para a maioria dos MRC de OGM, também está 
disponível um pó não-OGM puro e um pó OGM 
puro. O não-OGM é certificado como contendo 
«menos que» uma dada fração mássica de OGM 
com base no limite de deteção (LD) do método 
utilizado para a caracterização. O pó OGM puro é 
certificado como contendo «mais que» uma dada 
fração mássica, com base no número de 
sementes testadas e na avaliação estatística. 
Quando os utiliza para calibração, o laboratório 
tem de garantir que utiliza os valores certificados 
(ver exemplo). 
 
Alguns MRC de OGM são certificados segundo a 
sua identidade (ou seja, ERM-BF421b). Estes 
MRC destinam-se a ser utilizados como amostras 
de controlo positivo, por exemplo em exercícios 
de rastreio. Devem ser utilizados para confirmar a 
presença (ou ausência) de um evento de 
modificação genética específico, mas não são 
adequados para a quantificação dos OGM. 
 

Alguns MRC de OGM foram certificados com um 
intervalo assimétrico de incertezas. Se estes 
MRC forem utilizados no controlo de erros 
sistemáticos (ver a Nota de Aplicação 1 do ERM), 
deve tomar-se a «incerteza positiva» sempre que 
o resultado médio das medições exceda o valor 
certificado e a «incerteza negativa» quando o 
resultado médio das medições seja menor que o 
valor certificado. 
 
Foram certificados alguns MRC de OGM de um 
nível de concentração específico, para além da 
fração mássica GM, pelo seu rácio do número de 
cópias de ADN GM (isto é, ERM-BF413e, 
ERM-BF415e, ERM-BF425c, ERM-BF427c) e foi 
disponibilizado um calibrador correspondente com 
base num plasmídeo (isto é, ERM-AD413, 
ERM-AD415, ERM-AD425, ERM-AD427). Se 
forem utilizados para testes de conformidade 
jurídica na UE, os resultados da medição têm de 
ser convertidos de rácio do número de cópias de 
ADN para frações mássicas. Importa salientar 
que o EU-RL GMFF disponibiliza fatores de 
conversão estabelecidos para o efeito. 
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EXEMPLO DA UTILIZAÇÃO DE MRC DE OGM PUROS E RESPETIVAS INCERTEZAS 

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

 
Fração mássica do milho Bt11 

1)
 

Valor certificado [g/kg] Incerteza [g/kg] 
4)
 

ERM-BF412ak <0,12 
2)
 - 

ERM-BF412bk > 970 
3)
 - 

 

1) Milho geneticamente modificado com o identificador único SYN-BTØ11-1. 

2) O material de referência certificado foi produzido a partir de sementes de milho convencionais, não modificadas. Não foi 
detetada contaminação neste material aquando da utilização de um teste de reação em cadeia da polimerase quantitativa 
específico do evento dirigido ao evento de modificação do milho Bt11. O limite de deteção (LD) foi de 0,12 g/kg. Com uma 
confiança de 95%, conclui-se que a verdadeira fração mássica do material do milho Bt11 é inferior a 0,12 g/kg. O valor 
certificado é rastreável ao Sistema Internacional de Unidades (SI). 

3) Este material de referência certificado foi produzido a partir de sementes de milho geneticamente modificado Bt11. O 
valor certificado baseia-se na pureza genética do pó de milho em relação ao milho Bt11. No total, foram testadas 
individualmente 209 sementes para a presença do evento do milho Bt11, das quais 207 deram um resultado positivo. Com 
uma confiança de 95%, conclui-se que a verdadeira fração mássica do material do milho Bt11 é superior a 970 g/kg. O valor 
certificado é rastreável ao Sistema Internacional de Unidades (SI). 

4) A incerteza é a incerteza expandida calculada utilizando um fator de cobertura de k = 2 correspondente a um nível de 
confiança de cerca de 95%, estimado em conformidade com o Guia ISO/IEC 98-3 – Guia para a Expressão da Incerteza de 
Medição (GUM:1995), ISO, 2008. 

 

 
Com base nestas informações, pode concluir-se que o CRM ERM-BF412ak é certificado como contendo <0,12 g Bt11/kg, não tendo 
sido detetada contaminação no material em pó. Com uma confiança de 95%, conclui-se que a verdadeira fração mássica do material 
do milho Bt11 é inferior a 0,12 g/kg. Por conseguinte, para cálculos futuros, incluindo a configuração das curvas de calibração, 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 presença do 
evento de modificação do milho Bt11. Com uma confiança de 95%, conclui-se que a verdadeira fração mássica do material do milho 
Bt11 é superior a 970 g/kg. Para cálculos futuros, ao configurar uma curva de calibração para este GM, deve usar-se a pureza 
genética estimada de 990 g/kg. Importa salientar que, para MRC de pó OGM puro no qual não tenha sido detetada contaminação, há 
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 3. Por exemplo: 

ERM-BF412ak: O valor utilizado é 0,0 g/kg; a incerteza é 0,12 g/kg – 0 g/kg)/ 3 = 0,07 g/kg 
ERM-BF412bk: O valor utilizado, com base na pureza genética, é de 207 / 209 * 1000 = 990 g/kg. A «incerteza negativa» é de 

990-970) / 3 = 11,5 g/kg. A «incerteza positiva» é de 10 g/kg, uma vez que o teor de GM possível não pode exceder 1000 g/kg. 

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

