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Os dados a seguir apresentados dizem respeito a utilizacdo dos MRC ERM-BF410, ERM-BF411,
ERM-BF412, ERM-BF413, ERM-BF414, ERM-BF415, ERM-BF416, ERM-BF417, ERM-BF418 e ERM-BF423.

INTRODUGAO

O Regulamento (CE) n.°1830/2003 exige a
rotulagem dos géneros alimenticios e alimentos
para animais constituidos por organismos
geneticamente modificados (OGM) ou contendo
mais de 0,9% de OGM, admitindo que esses
OGM tenham sido colocados no mercado
europeu em conformidade com a legislacdo
comunitaria. Logo, a quantificagdo dos OGM
nesses produtos tem de ser realizada de forma
fiavel. Para tal, Materiais de Referéncia
Certificados (MRC) apropriados sao
indispensaveis na garantia da qualidade analitica.

CARACTERISTICAS DOS MRC-OGM

Os valores certificados dos MRC acima indicados
baseiam-se nas massas dos pés secos, obtidos
de sementes GM e ndo-GM, utilizadas na
preparacdo gravimétrica. As massas s&o
corrigidas em fungéo do teor de humidade e das
estimativas de pureza das respectivas sementes.
A fracgdo da massa que € GM é calculada por:

Massa corrigida das sementes GM, em po

Massa corrigida das sementes GM, em po + Massa corrigida das sementes ndo - GM, em po

Cada MRC-OGM ¢é certificado para a fracgao de
massa correspondente a uma modificagdo
genética especifica (evento) (indicado no
certificado). Assim, s6 pode ser usado para
quantificar o evento indicado no certificado e o
correspondente material para o ensaio em branco
s6 pode serve para provar a auséncia desse
evento abaixo do limiar referido no certificado.

ERM®- BF418¢c

DRIED MAIZE POWDER

Mass Fraction

Certified value " Uncertainty 2
[g /kgl lg / kgl

1507 maize 9.9 -0.6 ;+0.8

1) The certified value is based on the mass fraction of dried non-genefically modified powder and dried
genetically modified powder mixed and corrected for the water content. The certified value is traceable
to the SI

2) 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 %.

Figura 1: Imagem parcial do certificado do MRC para OGM ERM-BF4]8c.

Os MRC-OGM recentemente produzidos pelo
IRMM foram certificados com um intervalo
assimétrico de incertezas. Assim, se estes forem
utilizados no controlo de erros sistematicos (ver a
Nota de Aplicacao 1 do ERM), entdo deve tomar-

se a 'incerteza positiva' sempre que o resultado
médio das medicbes exceda o valor certificado e
a 'incerteza negativa' quando o resultado médio
das medigdes seja menor que valor certificado.

UTILIZAGAO DA PCR EM TEMPO REAL

A reaccdo em cadeia da polimerase (PCR) em
tempo real (rt-PCR) é muitas vezes utilizada para
quantificar as fraccbes GM de amostras de
géneros alimenticios e de alimentos para animais.
Esta técnica de quantificacdo mede o racio entre
o0 acido desoxirribonucleico (DNA) transgénico,
resultante da modificacdo genética, e o DNA
endogeno, especifico da espécie em causa.
Devido a diferente composicdo genética das
varias partes constituintes das sementes de
monocotiledéneas (ex.: casca, endosperma e
embrido), o valor do racio de DNA do material de
referéncia pode n&o ser igual ao valor do racio de
DNA da fraccdo de massa do pd certificada.
Assim, o razédo "DNA transgénico extraivel/DNA
endogeno extraido" ndo é necessariamente igual
a razdo "massa de milho GM/massa total de
milho", mesmo que os dois tipos de DNA tenham
rendimentos de extracgdo comparaveis.

Durante a preparagdo dos MRC-OGM, foram
tomados cuidados especiais para garantir a
semelhanga dos pos GM e n&do-GM em termos de
distribuicdo granulométrica. Esse factor influencia
particularmente a eficiéncia da extracgdo de DNA
e qualquer diferenca registada entre os pés GM e
nao-GM, alteraria o valor de concentracdo GM
medido por rt-PCR. Logo, s6 devem ser usados
métodos de extrac¢do que tenham sido validados
para este requisito.

Durante a certificagéo, a fracgdo de massa GM do
MRC é verificada por um método rt-PCR
especifico do evento. No entanto, € necessaria
cautela ao tirar conclusdes das medicbes feitas
em amostras desconhecidas, ja que a
quantificacdo do teor GM baseada no DNA pode
variar com a variedade testada. Se ndo houver
qualquer informagéo, € conveniente investigar a
influéncia das diferentes variedades nos
resultados da rt-PCR, por meio de um processo
de validacao interna [1].

Os métodos de deteccdo por rt-PCR,
apresentados e validados nos termos do
Regulamento (CE) n°1829/2003, estdo acessiveis
ao publico através da pagina Internet do
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laboratério comunitario de referéncia para os hibrida GM foi obtida e pelo estado de
géneros alimenticios e alimentos para animais endorreduplicagdo das sementes, que aumenta o
GM: http://gmo-crl.jrc.it/detectionmethods.htm. impacto da  distribuicdo = gendmica no

endosperma. Considerando os casos extremos,
APRESENTAGAO DOS RESULTADOS EM 0s numeros relativos de copias do DNA
NUMERO RELATIVO DE COPIAS DE DNA geneticamente modificado poderdo ir de 33 %

(evento transgénico proveniente da linha
masculina utilizada para a obtencdo da semente
heterozigotica) a 66 % (evento transgénico
proveniente da linha feminina utilizada para a
das medicSes, em amostras GM, em nimero de obencédo da semente heterozigoética), partindo do

' ’ pressuposto de que a endorreduplicagcdo é tao

gg‘r)tli?icsza ddoes DaNr':. ane; acs%o uzzrer?anggﬁ GnMé intensa que o impacto do endosperma é proximo
P ¢ ’ de 100 %. Todos os outros casos (menor

calibragdo das medicdes e se se apresentarem os S A Lo o
¢ ¢ P influéncia da endorreduplicagéo e maior influéncia

;?]stglotag:\sleﬁg?; deengu;nerSe rzlsig\éonSCc?ng:% do tecido do embrido) conduzirdo a valores entre
a 33 % e 66 %, partindo do pressuposto de que, em

p;c;guz(l)do?raﬁgllzirédo Am"irrl?orr(rig/l 5zet?;?§t'i?,zt'cg comparagao com esses efeitos, pode desprezar-
P gene. ¢ se o impacto da casca da semente.

zigosi materiai tiliz r ;
gosidade dos materiais utiizados para a Apresenta-se em seguida um exemplo de
producédo dos MRC consta do respectivo relatério ~ . . o
conversao para numero relativo de copias, de um

de certificagdo. Por outro lado, é necessario ter . . .
em consideracdo que os numeros relativos de resultado de medicdo e respectiva incerteza,
originalmente em g/kg.

copias de DNA GM, no caso do milho, sao
influenciados pela forma como a variedade

Na Europa, a metodologia mais utilizada para a
quantificacdo de OGM ¢é a rt-PCR, razao pela
qual uma recente Recomendacdo da Comissao
(2004/787/CE) propbe expressar os resultados

EXEMPLO

Usando para a calibragdao MRC, certificados para a sua fracgdo de massa GM, verificou-se que uma amostra de milho continha
65120 g/kg de milho com o evento 1507. A incerteza expandida de medicdo, 20 g/kg, foi calculada utilizando o factor de
cobertura 2 e uma incerteza de medicdo do método de quantificagdo de 15 %, estimada durante a validagdo interna. Para
transformar o resultado obtido para a fracgdo de massa GM numa relagéo entre numeros de copias, o resultado em g/kg tem de
ser convertido em percentagem, dividindo-o por 10. Deve tomar-se em consideracdo que os MRC-OGM utilizados para a
calibragéo foram produzidos a partir de sementes de milho heterozigéticas, logo os resultados terdo de ser divididos por 2:

* :§:3 3 em que X = valor médio das medicgdes do teor de OGM, em g/kg.
10x2 20 °

De notar que, nos casos em que tenha sido observada uma extractabilidade do DNA diferente nos materiais de base, GM e néo-
GM, utilizados para produzir os MRC, tera de se aplicar um factor de correcgdo. As informacgdes relativas a extractabilidade do
DNA constam do relatério de certificacdo. Utilizando o método CTAB, verificou-se que a relagédo entre as extractabilidades do
DNA do p6 GM e do p6é ndo-GM foi de 0,7+0,3. Por conseguinte, o verdadeiro teor de OGM da amostra em causa esta
sobrestimado em termos de numero de copias e deve ser corrigido:

33% £=33%0,7=2,3 em que f = factor de correcgao relacionado com a diferente extractabilidade do DNA do p6 GM e do po

nao-GM utilizados como MRC.

Os efeitos da endorreduplicacéo e do processo de obtencdo do milho heterozigético contendo o evento devem ser considerados
na incerteza dos resultados obtidos. A incerteza tem que cobrir um intervalo de 33 % (66 % menos 33 %) e o valor medido
podera variar em 16,5 %. Para estimar o racio do niumero de copias, tem de se quantificar o DNA extraido da amostra de milho
em anadlise e de se estimar o seu numero de genomas. Para tal, divide-se a concentracdo do DNA pela massa de genoma do
milho. Logo, a incerteza associada a quantificagdo do DNA e a incerteza associada a estimativa da dimensao do genoma devem
ser tomadas em consideracao no calculo da incerteza. De acordo com a literatura, a dimensé&o de genoma do milho pode variar
até 36 % [2]. Durante a validagéo interna, a reprodutibilidade do método de quantificagdo foi de 22 %. Assim, a incerteza
expandida combinada dos resultados expressos em racio de nimero de copias (U) pode ser calculada do seguinte modo:

2 2 2, 2 em que k = factor de cobertura,
Ue = km um = contribuicdo para a incerteza relacionada com o método
2 2 de quantificagdo do numero de copias,
U = 2\/152 + [18) + 2024 (165) % = 60 % ugs = contribuicdo para a incerteza relacionada com a
c¢ \E \/g estimativa da dimensao do genoma,

Upg = contribuicdo para a incerteza relacionada com a
quantificagdo do DNA,

ue = contribuigdo para a incerteza relacionada com a
obtencdo e a endorreduplicacao.

Expressando o resultado em ndmero de copias, a amostra de milho contém 2,3+1,4 sequéncias transgénicas do evento 1507 por 100
sequéncia enddgena. Comparado com o resultado expresso em fracgdo de massa do evento 1507, 65 + 20 g/kg, verifica-se que a
incerteza expandida relativa aumentou de 30% para 60 %.

[1]1 IUPAC Technical Report (2002): Harmonized Guidelines for Single-Laboratory Validation of Methods of Analysis.
[2] Poggio et al., Annals of Botany 85 (1998),107-115.

Pagina 2 de 2



