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Resumo 
 

Estima-se que 25 % da produção mundial e 20 % da produção europeia de alimentos 

podem estar contaminadas com micotoxinas, originando graves consequências tanto a 

nível da segurança alimentar como a nível socioeconómico.  As micotoxinas 

normalmente encontram-se nos cereais, frutos secos, cacau, café, vinhos e carne, 

especialmente se a atividade da água e a temperatura não forem devidamente 

controladas. Estas são um grupo de pequenas moléculas orgânicas, com reconhecida 

atividade tóxica, produzidas como metabolitos secundários por alguns fungos 

filamentosos. Por isso torna-se necessário o seu estudo.  

Este trabalho centrou-se no desenvolvimento e na validação de uma metodologia 

analítica, por cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massa sequencial (LC-

MS/MS), para a deteção e quantificação de aflatoxinas em farinhas de trigo e de aveia 

e da zearalenona em farinha de milho, de acordo com os critérios estabelecidos pela 

União Europeia, no laboratório de Química da SGS Portugal. Foi igualmente efetuado 

um estudo de estabilidade do composto, de forma a conhecer as condições em que 

ocorre a sua degradação e, a partir daí, caracterizar os principais produtos assim 

originados. De forma a garantir fiabilidade dos resultados analíticos obtidos foram 

avaliados parâmetros como a linearidade, os limites de deteção e quantificação, a 

repetibilidade, a precisão intermédia e a exatidão. 

Obtive-se resultados que confirmam a linearidade da gama de trabalho e valores válidos 

de LQ e LD. Além disso, o método apresentou uma repetibilidade e precisão intermédia 

aceitáveis, uma vez que os respetivos coeficientes de variação foram inferiores a 5 %, 

exceto para a precisão intermédia da recuperação da aflatoxina B2, na matriz do trigo.  

A exatidão do método foi aferida recorrendo a ensaios de recuperação, tendo-se obtido 

percentagens de recuperação entre 70-110% para as aflatoxinas nas farinas de trigo e 

de aveia e 70 - 120 % para a zearalenona para a farinha de milho. Uma vez que estes 

parâmetros se apresentaram de acordo com os critérios estabelecidos para a validação 

de um método analítico, o objetivo proposto foi cumprido. 

Os objetivos propostos foram concretizados, obtendo-se um método validado de 

acordo com os requisitos da União Europeia. 

Palavras-chaves: micotoxinas, aflatoxinas, zearalenona, validação, LC-MS/MS 
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Abstract 
 

It is estimated that 25% of world production and 20% of European food production may 

be contaminated with these toxins, resulting in serious safety and socioeconomic 

consequences. As mycotoxins usually in the cereals, nuts, cocoa, coffee, wine and meat, 

especially water activity and temperature are not properly controlled. These are a group 

of small organic molecules, with toxic medical activity, produced as secondary 

metabolites by some filamentous fungi. That is why it is necessary to study it. 

This work focused on the development and validity of an analytical methodology, by 

liquid chromatography coupled to sequential mass spectrometry (LC-MS / MS), for the 

detection and quantification of aflatoxins in wheat and oat flours and zearalenone in 

maize flour, according to the criteria established by the European Union, without the 

chemical laboratory of SGS Portugal. A study of the stability of the compound was also 

carried out, in order to know the conditions in which its degradation occurs and, from 

there, to characterize the main products thus originated. In order to guarantee the 

reliability of the analytical results obtained as control as a linearity, the limits of detection 

and quantification, a repeatability, an intermediate precision and an accuracy. 

Results were obtained which confirm a linearity of the working range and valid values of 

LQ and LD. In addition, the method has acceptable repeatability and intermediate 

accuracy, since the lower coefficients of variation are 5%, except for the intermediate 

accuracy of aflatoxin B2 recovery in the wheat matrix. The accuracy of the method was 

assessed using recovery assays, with recovery percentages ranging from 70-110% for 

aflatoxins in wheat and oat flour and 70-120% for zearalenone for corn flour. Once these 

parameters are established according to the established criteria for a validity of an 

analytical method, the proposed goal is met. 

The proposed objectives were fulfilled, obtaining a validated method according to the 

requirements of the European Union. 

Keywords: mycotoxins, aflatoxins, zearalenone, validation, LC-MS / MS  



FCUP 
Validação do método de quantificação de micotoxinas por LC-MS/MS em farinhas de trigo, aveia e 

milho 

6 

 

Índice 
Agradecimentos ............................................................................................................ 3 

Resumo ........................................................................................................................ 4 

Abstract ........................................................................................................................ 5 

Índice de Tabelas ......................................................................................................... 8 

Índice de Figuras ........................................................................................................ 11 

1. Introdução ............................................................................................................... 14 

1.1 Enquadramento ................................................................................................. 14 

2. A Empresa .............................................................................................................. 17 

2.1 SGS – Société Générale de Surveillance, S.A ...................................................... 17 

2.1.1 Enquadramento histórico ................................................................................ 18 

2.1.2 Organização administrativa ............................................................................ 20 

2.1.3 Competências/Setores de Atividade ............................................................... 20 

3. Micotoxinas ............................................................................................................. 23 

3.1. Aflatoxinas ........................................................................................................ 25 

3.1.1 Origem das aflatoxinas ............................................................................... 25 

3.1.2. Ocorrência em alimentos ........................................................................... 26 

3.1.3. Toxicidade das aflatoxinas ......................................................................... 28 

3.2. Zearalenona ..................................................................................................... 29 

3.2.1. As origens da zearalenona ........................................................................ 29 

3.2.2. Ocorrência em alimentos ........................................................................... 30 

3.2.3. Toxicidade da zearalenona ........................................................................ 30 

4. Legislação .............................................................................................................. 32 

5. Métodos de determinação para micotoxinas ........................................................... 35 

5.1. Cromatografia Líquida Acoplada a Espectrometria de Massa Sequencial ........ 36 

6. Validação de métodos analíticos ............................................................................. 40 

6.1. Curva de Calibração ......................................................................................... 41 

6.1.1. Gama de trabalho ...................................................................................... 41 

6.1.2. Linearidade ................................................................................................ 43 

6.2. Limiares analíticos ............................................................................................ 43 

6.2.1. Limite de Deteção ...................................................................................... 44 

6.2.2. Limite de Quantificação .............................................................................. 45 

6.3. Sensibilidade .................................................................................................... 45 

6.4. Precisão ........................................................................................................... 46 



FCUP 
Validação do método de quantificação de micotoxinas por LC-MS/MS em farinhas de trigo, aveia e 

milho 

7 

 

6.4.1 Repetibilidade ............................................................................................. 46 

6.4.2 Reprodutividade .......................................................................................... 46 

6.4.3 Precisão intermédia .................................................................................... 47 

6.5 Exatidão ............................................................................................................ 47 

7. Metodologia Experimental ....................................................................................... 49 

7.1 Amostras ........................................................................................................... 49 

7.2.1 Reagentes e preparação de soluções ............................................................ 49 

7.2.1. Aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 ...................................................................... 50 

7.2.2. Zearalenona ............................................................................................... 51 

7.3. Extração ........................................................................................................... 51 

7.3.1. Aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 ...................................................................... 51 

7.3.1. Zearalenona ............................................................................................... 52 

7.4. Quantificação por LC-MS/MS ........................................................................... 52 

7.4.1. otimização das condições do LC-MS/MS ...................................................... 52 

8. Resultados e discussão .......................................................................................... 55 

8.1. Curva de Calibração ......................................................................................... 55 

8.1.1 Gama de trabalho ....................................................................................... 55 

8.2. Limiares analíticos ............................................................................................ 61 

8.2.1. Limites de Deteção .................................................................................... 61 

8.2.2 Limite de quantificação ............................................................................... 61 

8.3 Precisão ............................................................................................................ 62 

8.3.1 Repetibilidade ............................................................................................. 62 

8.3.2. Precisão intermédia ................................................................................... 68 

8.4. Exatidão ........................................................................................................... 74 

9. Conclusão e Perspetivas Futuras ........................................................................... 81 

Referências Bibliográficas .......................................................................................... 83 

 

  



FCUP 
Validação do método de quantificação de micotoxinas por LC-MS/MS em farinhas de trigo, aveia e 

milho 

8 

 

Índice de Tabelas 
 

Tabela 1.Teores máximos (μg/Kg) estabelecidos pela União Europeia para diferentes 

produtos alimentares (Regulamento (CE) n.º 1881/2006), para as aflatoxinas ........... 32 

Tabela 2 Teores máximos (μg/Kg) estabelecidos pela União Europeia para diferentes 

produtos alimentares (Regulamento (CE) n.º 1881/2006) para a zearalenona. ........... 33 

Tabela 3. Curva de calibração e respetivos volumes pipetados para as soluções-padrão 

das aflatoxinas totais. ................................................................................................. 50 

Tabela 4. Curva de calibração e respetivos volumes pipetados para as soluções-padrão 

de ZEA........................................................................................................................ 51 

Tabela 5. Descrição das condições operatórias por LC/MS em que a água é o solvente 

A e o acetonitrilo, o solvente B. ................................................................................... 53 

Tabela 6.Descrição das condições de aquisição de dados em LC-MS/MS ................. 53 

Tabela 7. Transições de MRM usando um método com polaridade  negativa e positiva.

 ................................................................................................................................... 54 

Tabela 8. Padrões da curva de calibração da AFB1 e o respetivo sinal cromatográfico

 ................................................................................................................................... 55 

Tabela 9. Padrões da curva de calibração da AFG1 e o respetivo sinal cromatográfico

 ................................................................................................................................... 56 

Tabela 10.Padrões da curva de calibração da AFB2 e o respetivo sinal cromatográfico

 ................................................................................................................................... 57 

Tabela 11. Padrões da curva de calibração da AFG2 e o respetivo sinal cromatográfico.

 ................................................................................................................................... 57 

Tabela 12.Padrões da curva de calibração da ZEA e o respetivo sinal cromatográfico.

 ................................................................................................................................... 58 

Tabela 13. Concentração do padrão e respetivo sinal instrumental, razão entre o sinal 

analítico e a concentração do padrão e a percentagem de linearidade para cada ponto 

da reta e a média das razões: A- AFB1; B AF G1; C- AFB2; D- AFG2; E- ZEA .......... 59 

Tabela 14. Resultado da avaliação da repetibilidade da AFB1 para uma amostra de 

farinha de trigo. ........................................................................................................... 63 

Tabela 15.Resultado da avaliação da repetibilidade da AFB1 para uma amostra de 

farinha de aveia. ......................................................................................................... 63 

Tabela 16 . Resultado da avaliação da repetibilidade da AFG1 para uma amostra de 

trigo e aveia. ............................................................................................................... 64 

Tabela 17. Resultado da avaliação da repetibilidade da AFG1 para uma amostra de 

farinha de aveia. ......................................................................................................... 64 



FCUP 
Validação do método de quantificação de micotoxinas por LC-MS/MS em farinhas de trigo, aveia e 

milho 

9 

 

Tabela 18. Resultado da avaliação da repetibilidade da AFB2 para uma amostra de trigo 

e aveia. ....................................................................................................................... 65 

Tabela 19.Resultado da avaliação da repetibilidade da AFLB2 para uma amostra de 

farinha de aveia. ......................................................................................................... 65 

Tabela 20. Resultado da avaliação da repetibilidade da AFG2 para uma amostra de trigo 

e aveia. ....................................................................................................................... 66 

Tabela 21. Resultado da avaliação da repetibilidade da AFLG2 para uma amostra de 

farinha de aveia. ......................................................................................................... 66 

Tabela 22 . Resultado da avaliação da repetibilidade da ZEA para uma amostra de 

milho. .......................................................................................................................... 67 

Tabela 23. Resultados da avaliação da precisão intermédia para uma amostra de farinha 

de trigo, realizadas em datas diferentes pelo mesmo analista, para os ensaios de 

recuperação da AFB1. ................................................................................................ 68 

Tabela 24.Resultados da avaliação da precisão intermédia para uma amostra de farinha 

de aveia, realizadas em datas diferentes pelo mesmo analista, para os ensaios de 

recuperação da AFB1. ................................................................................................ 69 

Tabela 25. Resultados da avaliação da precisão intermédia para uma amostra de farinha 

de trigo, realizadas em datas diferentes pelo mesmo analista, para os ensaios de 

recuperação da AFG1. ................................................................................................ 69 

Tabela 26. Resultados da avaliação da precisão intermédia para uma amostra de farinha 

de aveia, realizadas em datas diferentes pelo mesmo analista, para os ensaios de 

recuperação da AFG1 ................................................................................................. 70 

Tabela 27 Resultados da avaliação da precisão intermédia para uma amostra de farinha 

de trigo, realizadas em datas diferentes pelo mesmo analista, para os ensaios de 

recuperação da AFB2. ................................................................................................ 70 

Tabela 28.Resultados da avaliação da precisão intermédia para uma amostra de farinha 

de aveia, realizadas em datas diferentes pelo mesmo analista, para os ensaios de 

recuperação da AFB2 ................................................................................................. 71 

Tabela 29 Resultados da avaliação da precisão intermédia para uma amostra de farinha 

de trigo, realizadas em datas diferentes pelo mesmo analista, para os ensaios de 

recuperação da AFG2. ................................................................................................ 72 

Tabela 30.Resultados da avaliação da precisão intermédia para uma amostra de farinha 

de aveia, realizadas em datas diferentes pelo mesmo analista, para os ensaios de 

recuperação da AFG2 ................................................................................................. 72 

Tabela 31.Resultados da avaliação da precisão intermédia para uma amostra milho, 

realizadas em datas diferentes pelo mesmo analista, para os ensaios de recuperação 

da ZEA........................................................................................................................ 73 



FCUP 
Validação do método de quantificação de micotoxinas por LC-MS/MS em farinhas de trigo, aveia e 

milho 

10 

 

Tabela 32. Resultado da análise à exatidão do método para a amostra de trigo e aveia, 

para a determinação da AFB1. ................................................................................... 74 

Tabela 33. Resultado da análise à exatidão do método para a amostra de trigo e aveia, 

para a determinação da AFG1. ................................................................................... 75 

Tabela 34.Resultado da análise à exatidão do método para a amostra de trigo e aveia, 

para a determinação da AFB2. ................................................................................... 76 

Tabela 35. Resultado da análise à exatidão do método para a amostra de trigo e aveia, 

para a determinação da AFG2. ................................................................................... 77 

Tabela 36. Resultado da análise à exatidão do método para a amostra de farinhas de 

trigo e aveia, para a determinação do somatório das aflatoxinas (B1, G1, G2 e B2) ... 78 

Tabela 37. Resultado da análise à exatidão do método para a amostra de trigo e aveia, 

para a determinação da ZEA em farinha de milho. ..................................................... 80 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



FCUP 
Validação do método de quantificação de micotoxinas por LC-MS/MS em farinhas de trigo, aveia e 

milho 

11 

 

Índice de Figuras 
 

Figura 1.Logótipo do Grupo SGS ................................................................................ 18 

Figura 2.Diagrama representativo das fases de produção de alimentos até consumo 

humano. [26] ............................................................................................................... 24 

Figura 3. Estruturas químicas das AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2[37] ............................ 26 

Figura 4. Estrutura geral da contaminação de AFs em humanos e animais ................ 27 

Figura 5. Estrutura química da zearalenona [54] ......................................................... 29 

Figura 6. Aductos mais comuns encontrados nos modos de ionização positiva e negativa

 ................................................................................................................................... 38 

Figura 7. Cromatrograma de várias micotoxinas analisadas usando os modos de 

ionização positivo e negativo. ..................................................................................... 54 

Figura 8. Curva de calibração da AFB1 na gama de concentração de 0,10 ng/mL a 4,00 

ng/mL. ........................................................................................................................ 56 

Figura 9.Curva de calibração da AFG1 na gama de concentração de 0,10 ng/mL a 4,00 

ng/mL. ........................................................................................................................ 56 

Figura 10. Curva de calibração da AFB2 na gama de concentração de 0,025 ng/mL a 

1,00 ng/mL. ................................................................................................................. 57 

Figura 11. Curva de calibração da AFG2 na gama de concentração de 0,025 ng/mL a 

1,00 ng/mL. ................................................................................................................. 58 

Figura 12. Curva de calibração da ZEA na gama de concentração de 15 ng/mL a 50,00 

ng/mL ......................................................................................................................... 58 

Figura 13. Teste de RIKILT para avaliar linearidade das aflatoxinas. A- AFB1; B - AFG1; 

C- AFB2; D - AFG2; E- ZEA ........................................................................................ 60 

 

 

 

 

 

 

 



FCUP 
Validação do método de quantificação de micotoxinas por LC-MS/MS em farinhas de trigo, aveia e 

milho 

12 

 

Lista de Abreviaturas 

 

AF, aflatoxinas 

AFB1, Aflatoxina B1 

AFB2, aflatoxina B2 

AFG1, aflatoxina G1 

AFG2, aflatoxina G2 

APCI, ionizacao quimica a pressao atmosferica 

CV, coeficiente de variação 

DON, deoxinivalenol   

EFSA, European Food Safety Authority ELISA, Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay 

EN, European Standard  

ESI, “Electrospray” 

FLD, Fluorescência  

GC/MS, Cromatografia gasosa com espectrometria de massa 

GFC, Cromatografia de filtração em gel 

GPC, Cromatografia de permeação em gel  

HPLC, Cromatografia líquida de alta eficiência 

IAC, Colunas de imunoafinidade 

IARC, International Agency for Research on Cancer 

IPAC, Instituto Português de Acreditação  

ISO, International Standard Organisation  

LC-MS, Cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à espetrometria de massa 

LD, limite de deteção 

LQ, limite de quantificação 

MS, Espectrometria de massa 

MS/MS, Dois niveis de fragmentacao recorrendo a espectrometria de 

NP, Norma portuguesa  

OGC, Oil, gas and chemical 

OTA, ocratoxina A  

SGS, Société Générale de Surveillance 



FCUP 
Validação do método de quantificação de micotoxinas por LC-MS/MS em farinhas de trigo, aveia e 

milho 

13 

 

TCTs, tricotecenos  

UE, União Europeia AF, 

UV, Ultravioleta 

ZEA, zearalenona   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



FCUP 
Validação do método de quantificação de micotoxinas por LC-MS/MS em farinhas de trigo, aveia e 

milho 

14 

 

1. Introdução 
 

1.1 Enquadramento 
 

As micotoxinas são um grupo de pequenas moléculas orgânicas, com reconhecida 

atividade tóxica, produzidas como metabolitos secundários por alguns fungos 

filamentosos. Em produtos agroalimentares podem ser consideradas de origem natural, 

sendo tóxicas para os seres humanos e animais quando ingeridas ou inaladas, mesmo 

que em pequenas quantidades.  

As micotoxinas são uma fonte prevalente de risco para a saúde relacionada com 

alimentos em colheitas de campo. No entanto, são quase não reconhecidos 

publicamente. Consumo de alimentos contaminados com altos níveis podem ser fatais. 

A exposição a longo prazo pode, entre outras coisas, aumentar o risco de cancro e 

suprimir o sistema imunológico. [1] 

A sua contaminação nos alimentos pode ocorrer no campo, durante o transporte e/ou 

no armazenamento do produto. É essencial a existência de planos de monitorização dos 

níveis de contaminação, de forma a serem tomadas medidas preventivas para reduzir o 

risco de contaminação.  

A principal causa da contaminação dos alimentos, por micotoxinas, deve-se a fatores 

ambientais e biológicos. O período de 2002 a 2008 apresentou um aumento 

considerável de notificações relacionadas com micotoxinas, porém nos anos seguintes, 

o número de notificações diminui. Esta significativa melhoria resultou na redução da 

frequência de controle requerida na importação. Estudos da Comissão Europeia, 

datando de 2011, concluem ainda que as aflatoxinas foram as mais relatadas.[2], [3] 

As micotoxinas são produzidas principalmente por espécies de fungos que pertencem 

aos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium e ainda Claviceps e Paelomyces. [4], 

[5] Estes podem ser responsáveis pela deterioração de alimentos, e pela produção de 

micotoxinas, sendo importante, por isso, possuir métodos convenientes e confiáveis 

para medir o seu crescimento. Porém, o crescimento dos fungos é mais difícil de 

quantificar comparativamente com as bactérias e leveduras, já que estes não crescem 

como células individuais, mas sim como micélio (hifas filamentosas).[6] A contaminação 

de um alimento por parte dos fungos tem muitas variáveis, destacando-se entre elas a 

atividade de água, oxigénio, temperatura, tipo de substrato e pressão osmótica. Pode 

haver uma formação de micotoxinas antes ou depois da colheita, no armazenamento ou 



FCUP 
Validação do método de quantificação de micotoxinas por LC-MS/MS em farinhas de trigo, aveia e 

milho 

15 

 

no seu embalamento, e a identificação das micotoxinas e respetiva avaliação 

quantitativa requer a preparação das amostras, utilização de métodos de extração e 

técnicas de análise quantitativa.[7] 

A toxicidade das micotoxinas variam em função das características destas, pois as 

micotoxinas exercem os seus efeitos de diferentes formas. Além disso, os seus efeitos 

no consumidor dependem de vários fatores, como a idade, o peso, a dose e via de 

exposição. Temos como exemplo as aflatoxinas e as ocratoxinas, as quais interferem 

com a formação de proteínas, mas cada uma de diferente forma[8].  

Estas substâncias, para além de serem classificadas como cancerígenas, quando 

ingeridas em níveis elevados na alimentação podem levar a problemas agudos e até à 

morte. Além disso, podem surgir sinais de debilidade imunitária, atraso no crescimento 

e surgimento de lesões oncológicas, mutagénicas, teratogénicas, citotóxicas, 

neurotóxicas, nefrotóxicas e estrogénicas. Em termos de exposição e gravidade, as 

micotoxinas apresentam um risco elevado como a maior parte dos contaminantes, 

incluindo pesticidas e aditivos alimentares. Na sua ação de decomposição dos 

alimentos, quase todas são citotóxicas, provocando a rotura de membranas celulares e 

outras estruturas, ou interferindo na síntese proteica.[9] 

De acordo com a Organização das Nações Unidas para a Agricultura e Alimentação, 

cerca de 25% de todas as colheitas mundiais de cereais estão, de alguma forma, 

contaminadas. [10]  

Nos últimos anos tem havido uma intensa investigação com o propósito de detetar e 

prevenir a existência destas substâncias nos alimentos. Sendo que apenas algumas 

micotoxinas são regularmente encontradas em alimentos e rações animais como grãos 

e sementes, leite, legumes e frutas.[11], [12] Por outro lado, os animais também podem 

estar sujeitos a contaminação, e a ingestão da carne e do leite destes animais levar à 

contaminação humana e pôr em causa a saúde pública. [13] 

Entre os milhares de metabólitos secundários de fungos atualmente conhecidos, apenas 

alguns grupos de micotoxinas são importantes dos pontos de vista económicos e saúde, 

nomeadamente: as aflatoxinas (AF), produzidas principalmente por espécies de 

Aspergillus; ocratoxina A (OTA), produzida por espécies de Aspergillus e Penicillium, e 

zearalenona (ZEA), fumonisinas (FUM) e tricotecenos (TCTs) (especialmente 

deoxinivalenol (DON)), produzidas principalmente por muitas espécies de Fusarium. 

[14]–[16] 
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Como apresentam uma grande estabilidade térmica, as micotoxinas não são destruídas 

pelo calor, sobrevivendo às principais etapas do processamento térmico alimentar [17] 

Portanto, a distribuição de micotoxinas nos procedimentos de processamento de cereais 

é um tema de interesse mundial devido aos altos impactos económicos e na saúde e é 

uma ferramenta importante na gestão de riscos para estabelecer limites para garantir 

produtos alimentares seguros para uso alimentar.[18]  Como os níveis destas toxinas 

nos alimentos podem não ser completamente removidos no fornecimento de alimentos, 

muitos países definiram regulamentos para os limites máximos toleráveis das mesmas. 

 

Os resultados de uma validação servem para garantir a qualidade, fiabilidade e precisão 

dos resultados analíticos obtidos. Para a validação do método, o processo utilizado 

consistiu em confirmar se o procedimento analítico realizado era adequado para a 

finalidade pretendida. Segundo o Guia Relacre nº13, os requisitos mínimos a serem 

considerados para uma análise quantitativa são a curva de calibração (gama de trabalho 

e linearidade), os limiares analíticos (limite de deteção e limite de quantificação), a 

precisão (repetibilidade e precisão intermédia) e a exatidão através de ensaios de 

recuperação. 

 

1.1.1. Objetivos 

O presente trabalho de tese foi realizado com o objetivo de desenvolvimento e validação 

de um método analítico para a sua quantificação através de cromatografia líquida com 

espectometria de massa em tandem (LC-MS/MS) de micotoxinas, na empresa SGS 

Portugal, nomeadamente das seguintes micotoxinas: AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 e da 

ZEA, em alimentos como trigo e aveia.  
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2. A Empresa 
 

2.1 SGS – Société Générale de Surveillance, 

S.A 
 

Estabelecida em 1878, a SGS transformou o comércio de grãos na Europa, oferecendo 

serviços inovadores de inspeção agrícola. A Empresa foi registrada em Genebra como 

Société Générale de Surveillance em 1919. As ações foram listadas pela primeira vez 

na Bolsa de Valores Suíça (SWX) em 1985. 

O Grupo SGS está estabelecido como um símbolo de referência na prestação de 

serviços de excelência e está associado a valores como a independência, a qualidade, 

a integridade, a confidencialidade e a inovação. De modo a garantir uma formação 

consistente, eficaz e de alta qualidade aos colaboradores do Grupo assim como a outras 

empresas foi criado a SGS Academy., conseguindo uma cobertura multidisciplinar e 

mundial para qualquer tipo de produto: alimentares, cosméticos, químicos e 

petroquímicos, gases, materiais de construção, máquinas, vestuário e têxteis-lar, 

cerâmicas, brinquedos, eletrodomésticos e outros aparelhos eletrónicos, surgindo assim 

o SGS MULTILAB. Neste Grupo está englobada a SGS Portugal que se encontra 

atualmente sediada no Pólo Tecnológico de Lisboa, e apresenta uma rede de escritórios 

de norte a sul do país como também nos arquipélagos dos Açores e da Madeira e 

laboratórios em Lisboa, Trafaria e Sines. Inicialmente, afiliada com sede na baixa 

Lisboeta, foi criada para se dedicar ao controlo de operações de carga e descarga de 

cereais a granel, sendo posteriormente alargada a sua atividade para outros setores. A 

SGS Portugal detém diversas competências, inclusive na área da Gestão da Qualidade, 

assim por uma questão de maior eficiência estas foram agrupadas no SGS MULTILAB 

que é composto pelo Laboratório de Análises Físico-Químicas, Microbiológicas e 

Amostragem, atuando na área alimentar, cosmética, águas de consumo e resíduos; 

Laboratório de Ensaios de Ambiente e Segurança, Laboratório de Ensaios Não 

Destrutivos e Laboratórios de OGC (oil, gas and chemical) [19].  
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Na Figura 1. Apresenta-se o logótipo atual do Grupo da SGS, estabelecidos em 2002. 

 

Figura 1.Logótipo do Grupo SGS 

 

2.1.1 Enquadramento histórico 
 

A SGS surgiu em 1878 na cidade de Rouen em França, sob o nome “Goldstück e Hainze 

& Cª” e tinha como atividade inicial a inspeção e verificação da qualidade e quantidade 

do grão a granel que chegava ao porto de Rouen. Ao fim do primeiro ano a companhia 

já tinha aberto três escritórios nos maiores portos de França e em 1913 tornou-se líder 

no negócio de inspeção de grão a granel na Europa. Em 1919, já sediada em Genebra 

na Suíça, a empresa adotou o nome cuja sigla ostenta até hoje, SGS - Société Générale 

de Surveillance. A SGS Portugal foi fundada em 1922 fazendo-se representar pela mão 

de Ronald Garland Jayne, em nome da empresa Garland Laidley, ainda hoje uma 

referência na logística e navegação. Devido à instabilidade política que se fez sentir pela 

instauração da Ditadura Militar e fim da Primeira República Portuguesa, a gestão da 

empresa foi delegada a René Aberlé (1926) pela sua experiência de trabalho com 

transações de trigo. Em 1928, o Grupo SGS cresceu internacionalmente, com oficiais e 

afiliadas em 21 países ao redor do mundo. Em 1938, o primeiro português a ser 

contratado pela companhia Portuguesa foi Fernando Pereira, que se tornou numa figura 

marcante durante os seus 50 anos de serviço, por ser o responsável pela continuidade 

da SGS Portugal na liderança do mercado como também por ter sido o primeiro gerente 

português nomeado em 1960. Em 1939 a SGS expandiu-se para a inspeção e análise 

de matérias-primas, minerais e metais através da aquisição de laboratórios na Europa 

e inicia a sua atividade na América do Sul, com escritórios na Argentina e Brasil, 

prestando serviços de inspeção agrícola. Na década de 60 a SGS iniciou a supervisão 

a produtos petrolíferos ao adquirir empresas na Bélgica, já no final dos anos 60 obteve 

a Redwood, empresa com referência mundial no setor petroquímico, nascendo assim a 

área da supervisão de produtos petroquímicos também em Portugal. A partir daí a 

companhia Portuguesa começou a ter a sua própria identidade e deixou de ser 

simplesmente uma representação de Genebra. A SGS Portugal ao longo dos anos 

estabeleceu contratos governamentais que permitiram o crescimento da empresa e lhe 

impulsionaram diversas competências, passando a atuar não só na área da inspeção 
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como também na produção de produtos agroalimentares e têxteis. No início da década 

de 80 a empresa tomou a decisão de abrir uma filial no Porto, sendo nesta altura que a 

Garland a deixou de representar, ficando sob a chefia de Eugénio Costa, um inspetor 

com grande experiência em Angola e que pretendia fazer carreira em Portugal. Eugénio 

Costa chefiou as áreas da supervisão agroalimentar e minérios no norte, durante o resto 

da sua carreira. A importância da indústria têxtil no norte levou à expansão da filial 

levando não apenas à abertura de um laboratório, como à aquisição do entreposto de 

algodão em rama na Maia. O laboratório têxtil foi o primeiro em Portugal a ter 

implementado o Sistema de Gestão da Qualidade. Devido à dificuldade na capacidade 

de resposta dos laboratórios externos subcontratados a SGS decidiu, no final dos anos 

80, abrir um laboratório agroalimentar em Lisboa pela mão de Joaquim Martinho, 

engenheiro químico que entrou na companhia em 1975, o único licenciado dos quadros, 

e que em 1992 se tornou no primeiro laboratório privado deste setor a ser acreditado. 

Nessa altura, a SGS tem 113 escritórios, 57 laboratórios e 9500 funcionários atuando 

em mais de 140 países.  

A SGS conta já com mais de 200 colaboradores diretos em Portugal e uma extensa 

bolsa de especialistas externos com total cobertura geográfica nacional. 

Em 1996, surgiu um serviço completamente inovador em Portugal: as peritagens 

automóveis. Face às necessidades de eficiência na resolução dos sinistros automóveis 

as seguradoras procuravam uma solução que oferecesse confiança aos consumidores, 

assim o Bernhard Paul, administrador da SGS Portugal desde 1995, lançou um desafio 

para o desenvolvimento de um serviço em outsourcing da gestão dos sinistros 

automóveis, serviço esse que já existia no Grupo na Bélgica e que nasceu oficialmente 

em Portugal no ano 1997. Com a ajuda financeira do Programa Estratégico de 

Dinamização da Indústria Portuguesa (PEDIP) foi possível um grande salto tecnológico, 

em 1997, transferindo-se a sede da SGS Portugal para o Cacém, após a construção de 

raiz de novas instalações e da aquisição de equipamentos mais modernos. Em 1998, a 

Certificação de Organizações adquiriu uma estrutura própria na SGS em Portugal (SGS 

ICS), sendo o primeiro a obter a acreditação para a Certificação de Sistemas de Gestão 

da Qualidade (ISO 9001), também nesse ano a companhia criou o organismo de 

Ensaios não destrutivos. Um ano depois foi lançado o serviço do cliente mistério – 

Mystery Shopping – com a aquisição da empresa Lodge service. No final da década de 

90 e início do novo milénio a SGS Portugal chegou às ilhas sob a direção de Rui 

Cordeiro e em 2003 nasceu a SGS Academy, entidade formadora da SGS. A sede 

situada no Cacém foi transferida em 2005 para o Lumiar onde se encontra atualmente 

instalada e reúne todos os serviços (escritórios e SGS MULTILAB) Atualmente, a SGS 
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opera numa grande variedade de setores industriais empregando mais de 80000 

pessoas em todos os seus escritórios e laboratórios existentes em quase todos os 

países do mundo. O Grupo tem crescido constantemente para se tornar o líder da 

indústria que é hoje, resultado da melhoria contínua na inovação, redução dos riscos, 

produtividade e eficiência das suas operações. [19] 

 

2.1.2 Organização administrativa 
 

Numa empresa, é fundamental haver uma combinação de esforços e responsabilidades 

entre indivíduos para ser possível alcançar objetivos a nível coletivo, que seriam 

inatingíveis caso se tratasse de uma só pessoa. O Conselho Operacional é composto 

por vários especialistas sendo que cada negócio é liderado por um vice-presidente 

executivo e cada região é liderada por um Chief Operating Officer. O grupo reúne-se 

regularmente ao longo do ano para determinar as estratégias e prioridades da empresa 

e analisar o seu desempenho. A SGS é liderada por um grupo dinâmico de pessoas 

com muitos anos de experiência nas respetivas áreas em que atuam. Deste modo, o 

modelo organizacional da SGS permite uma rentabilização máxima das metodologias 

de trabalho nas diferentes funções e regiões.[19] 

 

2.1.3 Competências/Setores de Atividade 
 

A SGS fornece serviços independentes em todo o mundo, que fazem a diferença nas 

vidas das pessoas. Os especialistas internacionais ajudam a operar de forma mais 

eficiente e sustentável, aprimorando processos, melhorando a qualidade e 

produtividade, reduzindo riscos, verificando conformidade e agilizando a chegada dos 

produtos ao mercado. As principais atividades de serviço abrangem todos os setores da 

indústria, incluindo os produtos e serviços que os consumidores confiam no dia-a-dia 

em qualquer parte do mundo. [19] 

Setores 

• Agricultura & Alimentação: soluções completas que asseguram que os 

produtos cumpram padrões internacionais e cheguem com segurança à 

mesa do consumidor. Se uma empresa opera uma unidade de 
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armazenamento ou produção de sementes, a SGS pode mitigar os riscos 

associados a doenças, infestações e resíduos. 

• Automóvel: permite melhorar o desempenho e reduzir riscos, na conceção, 

construção e operação de soluções de inspeção de veículos em todo o mundo. 

Governos, indústrias, instituições financeiras e seguradoras, além dos 

consumidores, dependem destas soluções independentes, precisas e seguras 

para mitigar danos e aumentar a segurança de automotivos. 

• Químico: Devido ao crescente uso de produtos químicos em bens de consumo, 

os perigos à saúde, principalmente nos itens infantis, são um importante foco do 

setor. Assim, a SGS ajuda a eliminar estas preocupações, oferendo um portfólio 

de serviços de laboratório que testam a segurança de seus produtos e o ajudam 

a controlar a utilização de produtos químicos, de acordo com os níveis de 

tolerância empregados no setor. 

• Construção: durante a fase de projeto de uma obra, a SGS pode ajudar a 

concretizar os planos, garantindo que os processos funcionem de forma eficaz, 

os canteiros de obra sejam seguros e os materiais utilizados sejam confiáveis. 

• Bens de Consumo e Retalho: de tecidos a aparelhos, móveis, alimentos e 

eletroeletrónicos, o portfólio completo de serviços da SGS facilita a qualidade, 

conformidade e segurança de bens de consumo de todas as cadeias de 

suprimento globais, garantindo que nenhum detalhe importante seja ignorado no 

processo de um produto, da conceção à entrega ao mercado. 

• Energia: Os serviços de energia concentram-se em dois elementos principais: 

atender às demandas do setor por energia e tecnologias renováveis, que 

permitam a captura e transferência de energia de fontes como vento, sol e 

marés, e a modernização de usinas de energia convencional e novas 

construções que observam rígidas regulamentações, ajudando em todos os 

aspetos, garantindo que as regulamentações sejam cumpridas, que a segurança 

seja levada em consideração em todos os estágios e que os impactos ambientais 

sejam minimizados. 

• Finanças: Orientações independentes em várias áreas relacionadas a serviços 

de gestão financeira de projetos, para ajudar as organizações a terem certeza 

de que possuem as orientações corretas sobre empréstimos, gestão de riscos, 

comércio, auditorias e certificação, verificação e treinamento financeiro, a fim de 

apoiar suas decisões relacionadas à gestão financeira de projetos, focando a 

sustentabilidade, avaliação e gestão de risco ambiental e social. 
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• Industrial: apoio a integridade, segurança e confiabilidade de suas atividades, 

equipamentos e operações, com soluções técnicas criativas, fornecendo 

assessoria para o fabricante e comerciante da área industrial, visando seu 

crescimento estratégico e melhores práticas do mercado, baseados em serviços 

de testes e análises de conformidade, a fim de garantir que os processos e 

projetos atendam todos os requisitos de qualidade e desempenho, minimizando 

os impactos ambientais do setor. 

• Ciências biológicas: testes analíticos, bioanalíticos e de ensaios clínicos, 

juntamente com a gestão de processos, permitindo que os produtos 

farmacêuticos cheguem rapidamente aos que necessitam, com custos mínimos 

e segurança máxima. Existem parcerias com setores farmacêuticos, 

biofarmaceuticos, de biotecnologia, de aparelhagem médica e de saúde para 

fornecer um amplo portfólio de serviços essenciais. 

• Logística: soluções inovadoras para desenvolver e aumentar os negócios de 

clientes, encontrando maneiras de fazer com que processos funcionem melhor, 

com mais facilidade, rapidez ou lucratividade. Os especialistas examinam a 

operação de processos interconectados que possuem um papel vital na 

produção de produtos. Com utilização de várias ferramentas e tecnologias que 

ajudar a aprimorar as operações e aumentar a eficiência operacional, com o 

apoio de orientações logísticas especializadas. 

• Mineração: A SGS tem um conhecimento especializado em locais de mineração, 

o que a coloca à frente da indústria, através de técnicas sobre processos de 

fabricação de aço, uma parceria estratégica no comércio de carvão e coque ou 

então informações sobre como reduzir riscos, maximizando os lucros ou 

aumentando as eficiências na mineração ou extração de pedras preciosas ou 

metais básicos. 

• Petróleo & Gás: serviços em todos os setores primários e secundários 

enriquecem cada fase da cadeia de valor, desde o combustível de transporte e 

produtos de aquecimento, até plásticos, fertilizantes e produtos farmacêuticos. 

A rede global da empresa e crescente número de escritórios e laboratórios 

oferece um serviço independente, focado em responder às necessidades do 

cliente que deseja vantagem competitiva. 

• Setor Público: O portfólio de serviços inovadores da SGS para governos, 

instituições internacionais e organizações de parceria nos setores públicos e 

privados abrangem uma variedade de verificação e soluções baseadas em 

tecnologias. A empresa avalia a conformidade de acordo com requisitos 
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regulamentares, aumentamos a receita governamental, facilitamos o comércio e 

ainda apoia a eficiência e promove práticas de boa gestão juntamente com um 

desenvolvimento sustentável. 

3. Micotoxinas 
 

As micotoxinas são compostos químicos de baixo peso molecular, sendo agrupadas de 

acordo com o grau e tipo de toxicidade. São produzidas no final da fase exponencial de 

crescimento (fase caracterizada pelo elevado crescimento da população) ou início da 

fase estacionária (fase na qual o tamanho da população permanece constante) dos 

fungos filamentosos, constituindo parte dos metabolitos secundários. [20] 

Estruturalmente estas toxinas são compostos policetónicos, produzidos aquando de 

uma redução incompleta dos grupos cetónicos na biossíntese dos ácidos gordos.[21] 

Na natureza, são vários os fungos capazes de as produzir, sendo estas patogénicas 

para o Homem e os animais. [5] Uma micotoxina é definida como um metabolito 

secundário, que demonstram ser tóxicos quando ingeridos. [22] São produzidas pelo 

metabolismo secundário dos fungos e podem estar presentes num elevado número de 

produtos alimentares e ração animal. Ao contrário dos metabolitos primários, que são 

essenciais ao crescimento do fungo, estes metabolitos são formados durante o final da 

fase exponencial de crescimento e não possuem significância para o crescimento ou 

metabolismo do organismo produtor e são produzidos quando grandes quantidades de 

precursores de metabólitos primários são acumulados, dependendo da temperatura, pH 

e humidade. [23] 

Como referido anteriormente, as micotoxinas podem ser formadas durante a pré-

colheita, no período de pós-colheita, durante o armazenamento, processamento e 

distribuição. As culturas que permanecem mais tempo no campo são mais suscetíveis 

ao ataque fúngico e, por isso, podem apresentar maiores níveis de micotoxinas. [24], 

[25] 

Na Figura 2, está representado um diagrama representativo das fases de produção de 

alimentos até consumo humano. [26] 
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Figura 2.Diagrama representativo das fases de produção de alimentos até consumo humano. [26] 

 

Os fungos são capazes de germinar, crescer e produzir toxinas numa grande variedade 

de produtos agrícolas, sendo necessário a existência de condições favoráveis, nas quais 

incluem os principais fatores como a humidade (mais precisamente, a atividade da água) 

e a temperatura do produto. Logo, os fungos não se conseguem desenvolver em 

alimentos devidamente secos. No caso dos cereais, grãos de café, frutos e sementes 

oleaginosas, após colheita as culturas devem ser secas imediatamente. Pois a secagem 

eficiente dos produtos e a sua conservação sem humidade é uma arma eficaz contra o 

crescimento de fungos e a produção de micotoxinas. A manutenção de alimentos com 

uma atividade da água abaixo de 0,7 é uma técnica eficaz usada mundialmente para 

controlar estragos provocados por fungos em alimentos. Condições apropriadas de 

armazenamento também são de grande importância.[23], [26]–[28] 

Estima-se que 25 % da produção mundial e 20 % da produção europeia de alimentos 

podem estar contaminadas com estas toxinas, originando graves consequências tanto 

a nível da segurança alimentar como a nível socioeconómico.   

As micotoxinas normalmente encontram-se nos cereais, frutos secos, cacau, café e 

carne, especialmente se a atividade da água e a temperatura não forem devidamente 

controladas [5], [10]  Esses alimentos quando contaminados e ingeridos podem causar 

diversas doenças, agudas e crónicas, e em casos extremos a morte, tanto em pessoas 

como em animais, o que suscita uma preocupação por parte de diversas organizações 

internacionais. As intoxicações associadas à ingestão de alimentos ou rações 

contaminadas com estes metabolitos são chamadas de micotoxicoses. [20] As 

micotoxinas podem afetar principalmente o fígado e os rins e o sistema nervoso, 
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endócrino e imunitário, dependendo a gravidade dos seus efeitos da sua toxicidade, do 

grau e do tempo de exposição, da idade e do estado nutricional do indivíduo ou, até 

mesmo, de eventuais sinergias entre diversas micotoxinas que possam estar presentes 

em simultâneo nos alimentos. [5] Em termos de exposição e severidade de lesões 

crónicas, estima-se que as micotoxinas apresentem um risco maior que os 

contaminantes antropogénicos (pesticidas e aditivos), considerando como principal via 

de exposição a ingestão de alimentos contaminados, apesar de existirem casos 

esporádicos por inalação e por contacto com a pele. [9], [26]. 

Devido à sua elevada toxicidade, as micotoxinas são consideradas como um dos 

principais riscos alimentar na União Europeia (UE). O Comité de Peritos Conjuntos 

sobre Aditivos Alimentares (JECFA), um órgão consultivo científico da Organização 

Mundial da Saúde (OMS) e a Organização das Nações Unidas para Alimentação e 

Agricultura (FAO), avalia os riscos de micotoxinas. Nos Estados Unidos e na União 

Europeia, as autoridades reguladoras e recomendadas para as micotoxinas são 

emitidas pela United States Food and Drug Administration (FDA) e pela Comissão 

Europeia (CE), assessorado pela Autoridade Europeia de Segurança Alimentar (EFSA), 

respetivamente. Para proteger os consumidores de animais e humanos, esses 

regulamentos fixaram valores-limite regulatórios em alimentos e subprodutos de 

alimentos para garantir que não sejam prejudiciais e recomendaram boas práticas 

agrícolas. [9], [29] 

 

3.1. Aflatoxinas 
 

3.1.1 Origem das aflatoxinas 

 

As aflatoxinas consistem num grupo de aproximadamente 20 substâncias que são 

metabolitos secundários de fungos toxigénicos e apresentam maior capacidade 

carcinogénica. [30] De entre todas a micotoxinas, as aflatoxinas são as mais estudadas 

mundialmente. Sabe-se que estas toxinas possuem a capacidade de se ligarem ao DNA 

das células, afetando a síntese proteica e provocando deficiências imunitárias. Nos 

seres humanos, o fígado é o principal órgão afetado. [31] 

As AFs foram identificadas pela primeira vez em 1961 em rações animais contaminadas 

por Aspergillus parasiticus.  Outras espécies produtoras conhecidas são: A. flavus e 

uma mais rara, A. nomius.  Recentemente a espécie A. nomius também se tem 

mostrado produtora.  [32] Os principais tipos são aflatoxina B1 (AFB1), aflatoxina B2 



FCUP 
Validação do método de quantificação de micotoxinas por LC-MS/MS em farinhas de trigo, aveia e 

milho 

26 

 

(AFB2), aflatoxina G1 (AFG2) e aflatoxina G2 (AFG2). As AFs são derivados 

difuranocumarinicos e a classificação B e G deve-se à fluorescência que emitem quando 

submetidas a radiação UV (B-Blue e G-Green). Os números 1 e 2 refletem o índice de 

mobilidade das AFs durante a técnica de cromatografia em camada fina. [33]–[36] As 

AFs B1 e B2 são produzidas por A. flavus, enquanto que A. parasiticus produz 

aflatoxinas B1, B2, G1 e G2. As aflatoxinas B1 e B2 quando sofrem hidroxilação 

originam as aflatoxinas M1 e M2, respetivamente.[13], [17] A AFB1 é o mais potente 

carcinogénico natural conhecido até à data e é a mais frequentemente encontrada nos 

alimentos. As outras AFs, geralmente não se encontram na ausência de B1.  Apesar da 

sua diversidade, as aflatoxinas frequentemente encontradas em alimentos são apenas 

de quatro tipos: B1, B2, G1 e G2.[17], [33] 

As suas estruturas químicas estão representadas nas figura 3. 

 

Figura 3. Estruturas químicas das AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2[37] 

 

3.1.2. Ocorrência em alimentos 

 

As AFs  podem ser encontradas em alimentos de regiões com temperatura e humidade 

elevadas, pois em condições de chuva e temperatura, a sua produção é rápida. Sendo 

que as alterações climáticas afetam a produção destas por diferentes fungos em 

diferentes alimentos. [38] 

As aflatoxinas podem ser encontradas em vários cereais, oleaginosas, especiarias e 

nozes. [39], [40] Os Aspergillus colonizam entre si e produzem aflatoxinas, que 

contaminam grãos e cereais em vários passos durante a colheita ou armazenamento. A 
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contaminação por fungos pode ocorrer no campo, ou durante a colheita, transporte e 

armazenamento [17] A contaminação por AFs de trigo ou cevada ocorre geralmente 

pelo resultado de armazenamento inapropriado. As AFs infectam os seres humanos 

após o consumo de alimentos contaminados, como ovos, carne e produtos à base de 

carne, leite e produtos lácteos. [41]  

Em alimentos que contenham como substrato a glucose, sacarose e maltose a formação 

de aflatoxinas é mais elevada, pelo que estas toxinas se encontram sobretudo presentes 

em amendoins, milho, frutos secos, oleaginosas e cereais. De notar que, apesar da sua 

perigosidade, estas toxinas não alteram as propriedades organoléticas do produto 

alimentar. [42] 

Na figura seguinte podemos ver como ocorre, de uma maneira geral, a contaminação 

de aflatoxinas nos humanos: 

 

Figura 4. Estrutura geral da contaminação de AFs em humanos e animais 

 



FCUP 
Validação do método de quantificação de micotoxinas por LC-MS/MS em farinhas de trigo, aveia e 

milho 

28 

 

3.1.3. Toxicidade das aflatoxinas 

 

A toxicidade das aflatoxinas G1, B2 e G2 é, respetivamente, 50%, 80% e 90% menor 

que a da B1. [17][43] 

Quimicamente, as aflatoxinas são derivados de difuranocumarina em que um grupo de 

bifurano está ligado a um lado do núcleo de cumarina, enquanto um anel de pentanona 

está ligado ao outro lado no caso das séries AFs e AFs-B, ou um anel de lactona de 6-

membros está ligado na série AFs-G. 

A toxicidade das aflatoxinas é, então, devida a uma ligação dupla no seu anel, 

considerado o centro ativo da molécula, e responsável pela sua fluorescência. Ao nível 

do ser humano, a aflatoxina B1 (AFB1) é rapidamente absorvida pelo sistema 

gastrointestinal, o que facilita a sua circulação na corrente sanguínea. [44] 

O fígado é o principal alvo das aflatoxinas. Os primeiros sintomas de hepatotoxicidade 

do fígado causados por aflatoxinas incluem febre, mal-estar e anorexia seguidas de dor 

abdominal, vómitos e hepatite; no entanto, casos de intoxicação aguda são excecionais 

e raros.[45], [46] A toxicidade crónica por aflatoxinas compreende efeitos 

imunossupressores e cancerígenos. Além disso, foi observado que a AFB1 interrompe 

o processo de capacidade de apresentação de antígeno de células dendríticas porcinas, 

sugerindo talvez um mecanismo de imunotoxicidade por AFB1. [47] 

 

As aflatoxinas causam redução da eficiência da imunização em crianças que levam a 

um maior risco de infeção. A hepatocarcinogenicidade das aflatoxinas deve-se 

principalmente à peroxidação lipídica e ao dano oxidativo ao DNA.[48] O AFTs-B1 no 

fígado é ativado por enzimas do citocromo p450, que são convertidas em AFTs-B1-8, 

9-epóxido, que é responsável por efeitos cancerígenos no rim.[49]  

Vários estudos mostraram os efeitos prejudiciais da exposição às aflatoxinas no fígado, 

epidídimo, testículos, rim e coração. Verificou-se que a presença de aflatoxinas no 

tecido cerebral pós-mortem, o que sugeriu que as AFs têm a capacidade de atravessar 

a barreira hematoencefálica.[33] AFs também causam anormalidades na estrutura e 

funcionamento do DNA mitocondrial e células cerebrais.[48] 

A expressão da toxicidade da aflatoxina é regulada por fatores como idade, sexo, 

espécie e estado de nutrição de animais infetados. Os sintomas de aflatoxicose aguda 

incluem edema, necrose hemorrágica do fígado e letargia profunda, enquanto os efeitos 

crónicos são imunossupressão, retardo de crescimento e cancro. [33] 
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3.2. Zearalenona 
 

3.2.1. As origens da zearalenona 

 

A zearalenona (ZEA) é uma micotoxina estrogénica não esteróide produzida por 

diversas espécies de fungos do género Fusarium (F.), nomeadamente F. graminearum 

(Gibberella zeae), F. culmorum, F. cerealis, F. equiseti, F. crookwellense e F. 

semitectum. [50], [51] 

O F. graminearum foi isolado pela primeira vez no solo de Buckinghamshire, na 

Inglaterra, sendo a descoberta descrita por Mirocha, Christensen e Nelson (1971).[52] 

A denominação zearalenona provém do fungo “Gibberella zeae” (forma sexuada do F. 

graminearum), visto ser este o seu principal produtor, mas também pelas características 

da sua estrutura química.  Assim, o seu nome resulta da combinação de Gibberella zeae 

(zea), de se tratar de uma lactona do ácido resorcílico (ral), da existência de uma dupla 

ligação entre o C-1’ e o C-2’ (eno) e da presença da cetona em C-6’ (ona) . [53] 

A ZEA tem uma estrutura em que quimicamente se trata de uma lactona do ácido 6-(10-

hidroxi-6-oxo-trans-1-undecenil-)-β-resorcílico (Figura 5). 

 

Figura 5. Estrutura química da zearalenona [54] 

 

A estabilidade da ZEA é consideravelmente elevada, não se degrada a altas 

temperaturas, sendo considerada bastante persistente no ambiente. [55] 

É uma substância branca e cristalizável, solúvel em metanol (MeOH) e outros álcoois, 
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éter dietílico, benzeno, acetonitrilo (ACN) e acetato de etilo. A zearalenona é um 

poliquétido e é sintetizada por condensação cabeça-cauda de 9 unidades de acetato, 

via acetatomalonil-coA. Em fungos, as enzimas responsáveis pela produção de 

poliquétidos são as PKSs (poliketide synthases). [56] 

Apresenta-se com uma cor branca cristalina, exibindo uma fluorescência azul-verde 

quando excitado pelo comprimento de onda longo sob luz UV (360nm) e uma 

fluorescência verde mais intensa quando excitada a um comprimento de onda curto 

(260nm). [57] 

 

3.2.2. Ocorrência em alimentos 

 

Esta micotoxina predomina em culturas de cereais como grãos de milho, aveia, cevada, 

centeio, trigo e arroz, após exposição prolongada das culturas num ambiente húmido e 

aeróbio, em particular nas regiões temperadas e quentes do nosso planeta, quer no 

campo quer durante o armazenamento. [41] 

Assim a ZEA é um composto estável tanto durante o armazenamento como no 

processamento do alimento não se degradando a altas temperaturas, pois já 

demonstrado que pode ser encontrado em qualquer continente em diversos alimentos, 

que podem estar expostos a uma humidade elevada durante o armazenamento.  

 

3.2.3. Toxicidade da zearalenona 

 

A zearalenona é uma lactona macrocíclica, com um forte efeito estrogénico, que tem 

sido associada a numerosas micotoxicoses em animais, especialmente em porcos, 

apresentando também propriedades hematotóxicas e genotóxicas. Esta micotoxina 

causa alterações no trato reprodutivo de animais de laboratório e domésticos, 

diminuição da fertilidade, alterações no peso das glândulas endócrinas e dos níveis das 

hormonas do soro, sendo que o efeito mais importante da zearalenona ocorre no 

sistema reprodutivo. Esta e alguns dos seus metabolitos ligam-se de forma competitiva 

aos recetores de estrógenos de vários órgãos (útero, glândula mamária, fígado e 

hipotálamo), podendo causar hiperestrogenismo, aborto, nados mortos, falso cio, 

prolapso rectal e da vagina, infertilidade, efeminização dos machos com 

desenvolvimento de mamas (ela atua como hormona feminina) etc. A ZEA e os seus 

derivados são uma importante classe de disruptores endócrinos, que podem causar 

efeitos estrogénicos e alterações no trato reprodutivo de animais de laboratório e 
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domésticos. [58], [59] 

A destoxificação de grãos contaminados com ZEA é difícil de conseguir e 

presentemente não existe comercialmente nenhum tratamento prático que destrua com 

eficácia a ZEA. Uma aproximação à desintoxicação da micotoxina envolve a adição à 

dieta de materiais adsorventes não-nutritivos que se ligam firmemente à micotoxina no 

trato gastrointestinal. Esta ligação diminui a biodisponibilidade. A biodisponibilidade 

refere-se à fração de um nutriente ou metabolito presente em um dado alimento que fica 

de facto disponível para ser usado nas funções fisiológicas ou para ser armazenado. Ao 

diminuir a sua biodisponibilidade, a toxicidade associada também irá diminuir.[60] 
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Alimentos transformados à base de milho 
destinados a lactentes e crianças jovens 
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5. Métodos de determinação para micotoxinas 
 

As micotoxinas são frequentemente produzidas em concentrações vestigiais, pelo que 

a sensibilidade dos sistemas de deteção é essencial. Os métodos tradicionais de 

deteção e quantificação de micotoxinas contam com solventes para os passos de 

extração e limpeza, e com várias técnicas cromatográficas para quantificação. Mais 

recentemente, foram desenvolvidos ensaios imunogénicos que podem ser aplicados a 

amostras com pouca ou nenhuma purificação. [41]  

Os métodos para análise de micotoxinas envolvem três procedimentos básicos 

nomeadamente a extração, a purificação/separação e a deteção. A maior parte dos 

métodos analíticos requer que as micotoxinas sejam extraídas para uma fase líquida 

composta por solventes orgânicos ou misturas destes solventes e água. [61] 

Normalmente os solventes utilizados podem ser o metanol, o acetonitrilo, a acetona, o 

clorofórmio, sendo que a eficiência do procedimento de extração pode ser influenciada 

pelas técnicas utilizadas na homogeneização da amostra com o líquido extrator.  

Assume-se que a micotoxina extraída vai estar igualmente distribuída na fase líquida e 

excluída da fase sólida. A validade desta hipótese vai refletir-se nas taxas de 

recuperação do método. A forma física de misturar o solvente com o alimento e o tempo 

de contacto entre eles influencia a eficiência de extração. [26], [62]  

Para separar as fases líquida e sólida são utilizadas técnicas de filtração e de 

centrifugação, que após a extração da matriz sólida, o extrato é purificado para se 

remover as interferências e para se isolar as toxinas antes, é de salientar que este 

procedimento pode não ser necessária para todos os métodos analíticos. [63] 

Na purificação do extrato são utilizadas, geralmente, colunas de imunoafinidade (IAC). 

A característica mais importante exigida para os anticorpos a utilizar nas colunas de 

imunoafinidade, é a sua especificidade, afinidade, estabilidade face às condições de 

lavagem, e reversibilidade. É também essencial que o complexo micotoxina-anticorpo 

possa ser dissociado para libertar a micotoxina na fase de eluição. O imunoadsorvente 

é então transferido para uma coluna, à qual é aplicada a amostra ou o extrato aquoso a 

analisa. Por um processo de interação imunoquímico, as moléculas do analito vão ser 

fixadas aos anticorpos imobilizados, enquanto os componentes interferentes que não 

se ligam ao suporte, que possam encontrar-se na coluna, são eliminados por lavagem 

da coluna com uma solução salina de tampão fosfato. A utilização de IAC é uma técnica 

altamente sensível e seletiva que oferece a possibilidade de extrair/purificar com rigor 
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as amostras ou os seus extratos, antes da sua quantificação pelos métodos físico-

químicos. [61][64] 

A etapa final do processo envolve a determinação qualitativa e quantitativa da 

micotoxina. Têm sido desenvolvidos métodos analíticos para a determinação de 

micotoxinas que normalmente envolvem técnicas cromatográficas. A maior parte dos 

métodos utiliza a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). Também podem ser 

utilizados outros métodos como a cromatografia gasosa (GC), a cromatografia em 

camada fina (TLC), entre outros. Métodos alternativos baseados em imunodeteção, 

como ELISA, também têm encontrado ampla aplicação em análise de micotoxinas. TLC 

e ELISA são talvez as técnicas mais simples e mais amplamente utilizadas para a 

monitorização qualitativa e semi-quantitativa de micotoxinas, e são úteis para a triagem 

e análise de rotina de um grande número de amostras. Apesar de não exigirem 

equipamentos caros ou manuseamento altamente treinado, são técnicas menos 

precisas e sensíveis. Embora os métodos ELISA sejam amplamente utilizados para o 

rápido rastreio qualitativo e semi-quantitativo de micotoxinas, não são úteis para 

proporcionar uma determinação quantitativa. Assim, os métodos analíticos para 

determinar micotoxinas, devem ser sensíveis, específicos, exatos e precisos e, são 

necessários para cumprimento de legislação e levantamentos com o objetivo de 

determinar a exposição às micotoxinas. [65] 

A diversidade química das micotoxinas e os diversos substratos em que elas ocorrem 

representam desafios para a química analítica e tem surgido uma necessidade de 

desenvolvimento de métodos analíticos para identificação e quantificação de 

micotoxinas em alimentos e rações.  

 

5.1. Cromatografia Líquida Acoplada a Espectrometria de Massa 

Sequencial 
 

A Cromatografia Líquida Acoplada a Espectrometria de Massa (LC/MS) é uma técnica 

que combina a capacidade de separação do HPLC com o poder de deteção do 

espectrómetro de massa. Mesmo com um instrumento de deteção muito sofisticado, o 

HPLC é útil para remover as interferências da amostra que iam influenciar a ionização. 

O objetivo é gerar iões em fase gasosa e é eliminar o solvente mantendo o nível de 

vácuo adequado no espectrómetro de massa, em simultâneo. É necessária uma 

interface que elimina o solvente e gera iões em fase gasosa, sendo estes depois 

transferidos para o sistema do espectrómetro de massa.  
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A maioria dos instrumentos recorre a uma técnica de ionização a pressão atmosférica 

(API), em que a eliminação do solvente e as etapas de ionização ocorrem na fonte a 

pressão atmosférica. 

O espectrómetro de massa é o instrumento destinado a separar os iões em fase gasosa 

atendendo à sua razão massa carga (m/z). Por sua vez, o analisador é a peça principal 

deste aparelho que utiliza os campos elétrico, ou magnético ou uma combinação de 

ambos para deslocar os iões da região em que são produzidos para o detetor, onde 

produzem um sinal que é ampliado. O analisador funciona sob vácuo, de modo a que 

os iões possam deslocar-se para o detetor com rendimento suficiente.  

MS/MS é a combinação de duas ou mais experiências de MS. O objetivo pode ser obter 

informação acerca da estrutura fragmentando os iões isolados durante a primeira 

experiência e/ou conseguir uma maior seletividade e sensibilidade em análises 

quantitativas. Este pode ser efetuado recorrendo a sistemas de analisadores acoplados 

(do mesmo tipo ou de tipos diferentes) ou utilizando um “ion trap” e efetuando as várias 

experiências dentro da “trap”. 

Com o desenvolvimento de interfaces de ionização a pressão atmosférica foram 

surgindo mais aplicações em LC/MS, de modo a permitir alargar a monitorização a uma 

gama mais alargada de compostos com propriedades mais polares. Atualmente o 

LC/MS é a técnica mais utilizada para a deteção e determinação de pesticidas, sendo 

muitas vezes necessário recorrer a LC/MS/MS para efetuar analises ambientais e evitar 

o aparecimento de falsos resultados positivos.  

O espectro de massa resultante corresponde a um gráfico que apresenta a abundância 

relativa de cada um dos iões formados em função da sua relação massa/carga. Permite 

obter excelente sensibilidade, que é importante para a realização de análises de 

compostos que se encontrem em quantidades vestigiais.[66] 

As interfaces de ionização mais utilizadas correspondem a fontes de ionização a 

pressão atmosférica por electrospray (ESI) e por ionização química (APCI), por sua vez 

os tipos de analisadores de massa utilizados dependem dos compostos em estudo. 

Recorrendo a ionização por ESI e APCI (ionização suave) as moléculas são protonadas 

no modo de ionização positivo e desprotonadas no modo de ionização negativo, 

podendo ocorrer a formação de iões aductos que vão surgir no espectro de massa. A 

presença dos picos correspondentes aos iões aductos pode ser útil para determinar a 

massa molar correta das moléculas em estudo. Por sua vez, o uso simultâneo dos 

modos de ionização positivo e negativo pode também facilitar a identificação de 

compostos em estudo. Da ionização em modo positivo, resulta o aparecimento de uma 
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razão massa/ carga, orrespondente ao ião protonado [M+ H]+ e da ionização em modo 

[67]negativo, resulta o aparecimento de uma razão massa carga do ião desprotonado 

[M- H]- para além de outros iões aductos que podem ou não surgir, dependendo das 

características da amostra e do tipo de ionização, como podemos observar na Figura 6. 

[67] 

 

 

Figura 6. Aductos mais comuns encontrados nos modos de ionização positiva e negativa 

 

5.1.1. Mecanismos de ionização 
 
Os mecanismos de nebulização em ionização a pressão atmosférica são diferentes 

quando se aplica ESI e APCI. A ionização na interface ESI e considerada uma técnica 

de ionização em fase liquida, na qual os iões formados em solução são dissolvidos ou 

evaporados para a fase gasosa e podem consequentemente ser analisados por 

espectrometria de massa. Por sua vez, a ionização em APCI e considerada como sendo 

baseada em reações na fase gasosa, estabelecidas entre as moléculas do analito e um 

gás reagente que deriva do solvente, o qual e gerado através de uma serie de reações 

entre ião e a molécula, as quais são iniciadas por eletrões resultantes da descarga de 

uma agulha. [68] 

O modelo de mecanismo de ESI é normalmente conhecido por “charge-residue model” 

ou “ion-evaporation”. Ambos os processos são iniciados com a nebulização de uma 

corrente líquida em pequenas gotas com carga positiva e negativa. No entanto, em 

electrospray apenas podem ser geradas gotas constituídas por iões com um tipo de 

polaridade, uma vez que as gotas de sinal contrário perdem a sua carga na superfície 

da agulha aquando da sua formação, como resultado da natureza electroquímica dos 

processos de electrospray. A carga gerada depende do tipo de electrospray realizado. 
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É nesta etapa final que os modelos “ion-evaporation” e o “charge-residue model” 

diferem. No caso do modelo “charge-residue” é assumido que as pequenas gotas 

contêm apenas moléculas de um analito, o qual é transferido para a fase vapor por 

evaporação da gota. Por outro lado, o modelo de “ion-evaporation” defende que podem 

ser gerados iões em fase gasosa. Estes resultam de gotas fortemente carregadas, nas 

quais a intensidade do campo é suficiente para permitir a emissão de iões em solução 

para a fase de vapor. [68] 

Estes dois mecanismos podem ser considerados complementares, uma vez que as 

gotas que não são suficientemente carregadas para integrarem a fase de vapor levam 

à formação de uma fase de vapor-ião, no caso de processos suaves de nebulização. 

As gotas carregadas passam por uma série de processos de preservação da carga, 

evaporação do solvente. Vai ocorrendo uma diminuição do tamanho das gotas, o qual 

é acompanhado por um aumento do campo elétrico à superfície das gotas. A 

determinada altura, as repulsões de Coulomb entre as cargas superficiais excedem as 

forças coesivas devido à tensão superficial e as gotas rebentam. [68] 

 

Neste presente trabalho usou-se um equipamento de LC-MS/MS com o mecanismo ESI.   
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6. Validação de métodos analíticos 

 

Um método de investigação é um processo que envolve manipulações suscetíveis de 

acumularem erros, sistemáticos e/ou aleatórios, podendo alterar de forma significativa 

o resultado final, ainda mais se o número de analistas a realizar o ensaio for elevado 

[69]. Portanto, torna-se necessário que veja a validação de um método analítico como 

um aspeto crucial da garantia da qualidade analítica, através da qual se pretende 

uniformizar os critérios utilizados para demonstrar a fiabilidade do método, nas 

condições em que é praticado, garantindo a obtenção de resultados com a qualidade 

exigida e de modo a que, em qualquer futuro ensaio de análise de rotina, se obtenha 

resultados muito próximos ao verdadeiro valor do teor do analito presente na 

amostra.[69]–[71] 

O processo de validação garante a qualidade operacional e analítica pretendida, assim 

como as características necessárias para a obtenção de resultados credíveis, sendo 

este o primeiro passo do Sistema de Qualidade Laboratorial.[69], [72] 

Os processos de validação implementados por laboratórios químicos em Portugal 

devem ter em consideração as condições indicadas no Guia RELACRE. A IPAC – 

Instituto português de acreditação também redigiu um guia para orientar laboratórios 

sobre a implementação dos requisitos da norma NP EN ISO/IEC 17025, que exibe um 

item referente à validação de métodos analíticos. 

A validação de um método é um processo contínuo que envolve o planeamento e 

aplicação do método e, caso se verifiquem alterações num método já implementado no 

laboratório é necessário proceder à sua revalidação. Os ensaios de validação devem 

ser executados por pessoal competente e realizados em equipamentos e instrumentos 

dentro das especificações, e adequadamente calibrados.  

Para além disso, nos documentos que permanecerão no laboratório também é 

necessário colocar o título do método, o código de identificação, a sua revisão, a data 

de entrada em vigor da análise, os responsáveis pela elaboração e aprovação do ensaio 

e o número de cada página. [69], [73] 

Segundo o Guia RELACRE os requisitos mínimos necessários para o processo de 

validação são a curva de calibração (gama de trabalho e linearidade), os limiares 

analíticos (deteção e quantificação), a sensibilidade, a precisão e a exatidão. Mas, estes 

podem ter valores variados, dependendo do tipo de método, para uma análise 



FCUP 
Validação do método de quantificação de micotoxinas por LC-MS/MS em farinhas de trigo, aveia e 

milho 

41 

 

qualitativa. Isto é, não há necessidade de testar e validar, a linearidade do método, o 

limite de quantificação, a precisão e a exatidão, sendo os restantes parâmetros e a 

robustez os pontos mais importantes na validação. Pelo contrário uma análise 

quantitativa aplicada a analitos, em teores vestigiais, todos os requisitos acima citados 

são importantes. [69], [71], [73] 

6.1. Curva de Calibração 
 

A curva de calibração é um parâmetro bastante importante para um método quantitativo. 

Esta indica a relação entre o sinal do equipamento e a concentração conhecida do 

analito. Utilizando o método dos mínimos quadrados, a variável dependente (y) 

representa sempre a resposta instrumental do equipamento, no caso de se tratar de um 

método cromatográfico, y será a área do pico, e a variável independente (x) representa 

sempre as concentrações dos padrões. Assim, quando a curva de calibração representa 

uma função polinomial de primeiro grau (uma reta) pressupõe-se que existe 

homogeneidade de variâncias ao longo da reta. [69] 

Este parâmetro deve ser avaliado no início da análise, de modo a verificar se os critérios 

de aceitação (linearidade e estabilidade entre calibrações) são respeitados para se dar 

seguimento à análise. Para a curva de calibração são recomendados dez pontos de 

concentração conhecida do padrão, não devendo ser nunca um número inferior a cinco, 

distribuindo-se equitativamente pela gama de trabalho. Esses pontos devem fazer-se 

acompanhar do branco, constituído por todos os reagentes com a exceção do analito a 

analisar, pois caso este gere um sinal diferente de zero irá anular o efeito de 

interferências na amostra. [69] 

 

6.1.1. Gama de trabalho 

 

Para qualquer método analítico, existe uma gama de concentrações no qual o analito 

pode ser determinado com precisão, exatidão e linearidade, definida com gama de 

trabalho ou aplicação, onde o limite inferior corresponde ao limite de quantificação e o 

limite superior dependerá do sistema de resposta de medição. [71], [74], [75] 

Ao utilizar-se uma metodologia que envolve a realização de uma curva de calibração, a 

gama de trabalho pode ser avaliada através do teste de homogeneidade das variâncias, 

analisando 10 vezes o primeiro e o ultimo padrão, uma vez que compara 

estatisticamente a variância do padrão (S2) mais concentrado com o menos 
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concentrado da curva. Segundo o Guia RELACRE, para se calcular as variâncias 

associadas ao primeiro e último padrão utilizam-se as equações (1) e (2). 

 

𝑆2
𝑖 =

∑𝑖=1
10 (𝑦𝑖−𝑦̅𝑖)2

𝑛−1
 (1) 

Sendo, 

 𝑦̅ =
∑𝑖=1

10 𝑦𝑖

𝑛
 (2) 

 

Em que i é o padrão, 𝐲𝐢 são os valores do sinal instrumental e 𝐲̅ a média aritmética dos 

valores do sinal instrumental. 

As variâncias calculadas são posteriormente avaliadas para se verificar se existem 

diferenças significativas entre elas. Por isso, é necessário calcular o valor experimental 

(PG). Segundo a expressão matemática (3), que é depois comparado com o valor 

tabelado da distribuição F de Snedecor/Fisher, para n - 1 graus de liberdade, com um 

intervalo de confiança de 99 %. 

 

𝑃𝐺 =
𝑆𝑖

2

𝑆𝑗
2 (3) 

Sendo que 𝑆𝑖
2 deverá ser o maior valor de variância calculada e 𝑆𝑗

2 o menor. 

Se o valor de PG for ≤ ao valor de F tabelado, a diferença de variâncias não é 

significativa, sendo a gama de trabalho ajustada. Pelo contrário, se o valor de PG for 

superior, a diferença entre as variâncias é significativa. Logo a gama de trabalho deverá 

ser ajustada até que as variâncias do primeiro e último padrão não sejam 

estatisticamente diferentes. 

Para verificar se o sistema cromatográfico é adequado para o método a validar é 

calculado o coeficiente de variação (CV %), através da equação (4). 

𝐶𝑉(%) = (
𝑠

𝑥̅
) 𝑥 100 (4) 

Em que 𝐱̅ representa a média das medições e s o desvio padrão, sendo este úlitmo 

determinado pela seguinte expressão (5). 
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𝑠 = √∑𝑖=1
𝑁 (𝑥𝑖−𝑥̅)2

𝑛−1
 (5) 

Onde, xi representa os valores das áreas dos picos e dos tempos de retenção e n o 

número total de medições. 

 

6.1.2. Linearidade 

 

A linearidade refere-se à capacidade do método em fornecer resultados diretamente 

proporcionais à concentração do analito, enquadrados num intervalo analítico 

específico. A avaliação deste parâmetro pode ser por inspeção visual do gráfico através 

da reta de calibração e do valor do coeficiente de correlação linear (R2) obtido, devendo 

este último ser superior a 0,995, e por avaliação estatística através do teste de RIKILT 

que analisa a linearidade de cada ponto da curva de calibração. [70], [76] 

Para a avaliação estatística é determinada a razão entre o sinal instrumental (yi) e a 

concentração do padrão (xi) para cada ponto da reta e a média das razões obtidas 

(yi/xi)m. Através da equação (6), é calculada a percentagem de linearidade para cada 

ponto: 

(𝑦𝑖 𝑥𝑖)⁄

(𝑦𝑖 𝑥𝑖)⁄
𝑚

𝑥 100 (6) 

Para admitir a linearidade do método, considera-se o valor da média como sendo 100 

%, indicando uma linearidade perfeita, devendo cada ponto da reta de calibração estar 

situado entre os 90 % e 110 % (100 ± 10 %). No entanto, se se verificarem valores que 

ultrapassem estes valores, estes devem ser rejeitados e o teste de RIKILT deverá ser 

novamente aplicado à gama reduzida, até que se verifiquem os requisitos instituídos. 

[69], [77] 

 

6.2. Limiares analíticos 
 

A determinação dos limiares analíticos é relevante quando se trabalha com uma faixa 

de concentrações relativamente baixa e os limites de deteção (LD) e de quantificação 

(LQ) são parâmetros importantes. LD corresponde à menor quantidade de analito que 

pode ser detetada numa amostra, mas não necessariamente quantificada. Por outro 
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lado, o LQ corresponde à menor concentração medida a partir da qual é possível 

quantificar a presença de analito, com uma dada precisão e exatidão.  

Na prática trata-se do menor padrão de concentração da reta de calibração. 

Estatisticamente os limiares podem ser determinados pelas equações seguintes, sendo 

s o desvio-padrão de dez replicados do padrão de menor concentração da reta, em 

condições de precisão intermédia. Estes indicam a concentração a partir da qual é 

possível detetar ou quantificar o analito em análise, respetivamente, com uma 

determinada precisão e exatidão. [69][77] 

Quando se trata de um método analítico que envolve a utilização de uma curva de 

calibração linear, os limites de deteção e quantificação são calculados através do declive 

da reta e do desvio padrão residual (S y/x). [69] 

 

6.2.1. Limite de Deteção 

 

Neste parâmetro existe uma maior variedade de formulações, contudo todas as 

organizações oficiais consideram-no como sendo a menor quantidade de analito que 

pode ser detetado na amostra em estudo, não sendo necessariamente quantificado 

como um valor exato[69], [70], [72], [76]. Além disso, uma leitura inferior ao limite de 

deteção não significa a ausência do analito a medir, apenas se pode afirmar que, com 

uma probabilidade definida, a concentração do componente em causa é inferior a um 

determinado valor. [69] 

Para uma correta definição deste parâmetro é necessário introduzir dois conceitos de 

estatística: erro do tipo I e do tipo II. O  erro do tipo I (risco α) a probabilidade de concluir 

a presença do componente em análise, quando de facto não existe na amostra e o erro 

do tipo II (risco β) é a probabilidade de concluir a ausência do analito em estudo, quando 

de facto ele existe. De forma a analisar corretamente os limiares analíticos, estes dois 

erros devem ser minimizados, usando-se as recomendações da IUPAC α = β = 5 %. 

[69] 

Para um método que utiliza a calibração linear, a forma utilizada para calcular o limite 

de deteção baseia-se na equação (7), 

𝐿𝐷 =
3,3×𝑆𝑦/𝑥

𝑏
 (7) 

Sendo, 
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𝑆𝑦/𝑥 = √∑𝑖=1
𝑁 [𝑦𝑖−(𝑎+𝑏 × 𝑥1)]2

𝑁−2
 (8) 

Em que, b é o declive da reta de calibração, Sy/x o desvio padrão residual da curva de 

calibração e 3,3 é o valor de K, um fator numérico para um nível de confiança de 99,7 

%, sendo que, quanto maior este valor maior é o nível de confiança. Na equação (8) 

temos yi que é substituído pelos valores do sinal analítico, xi pela concentração dos 

padrões, a que é a ordenada na origem da curva de calibração e N o número de padrões 

utilizados. [69] 

6.2.2. Limite de Quantificação 

 

O limite de quantificação de um procedimento analítico é definido como a menor 

concentração medida a partir da qual é possível a quantificação do analito, sob as 

condições experimentais adotadas, sendo o valor deste sempre superior ao de deteção. 

[69], [70], [76]  

Para um método que utiliza a calibração linear, a forma utilizada para calcular o limite 

de quantificação, baseia-se na equação (9), 

 

𝐿𝐷 =
10×𝑆𝑦/𝑥

𝑏
 (9) 

Onde b é o declive da reta de calibração, Sy/x o desvio padrão residual da curva de 

calibração e 10 é o valor de K, que significa que o desvio padrão relativo (RSD %) ou 

coeficiente de variação é de 10 %. [69], [78]  

 

6.3. Sensibilidade 
 

A sensibilidade avalia a capacidade de um método em distinguir pequenas diferenças 

de concentração de um analito, ou seja, é definida como sendo a derivada de primeira 

ordem da curva de calibração nessa zona de concentração. Quando a curva de 

calibração for um modelo linear, verifica-se que a sensibilidade é constante ao longo de 

toda a gama de trabalho e igual ao declive da mesma. [69] 
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6.4. Precisão 
 

Considera-se a precisão como o grau de concordância de resultados obtidos entre 

ensaios independentes, repetidos sobre uma mesma amostra, em condições definidas 

e este parâmetro pode ser avaliado por diversas formas, sendo principalmente utilizadas 

a repetibilidade, a reprodutividade e precisão intermédia. Estas são geralmente 

expressas pelo desvio padrão e pelo coeficiente de variação. [69], [70], [74], [76] 

 

6.4.1 Repetibilidade 

 

A repetibilidade exprime a precisão de resultados obtidos por medições repetidas 

efetuadas sobre uma mesma amostra, sob as mesmas condições, como: a utilização do 

mesmo laboratório, analista, equipamento, os mesmos reagentes e curtos intervalos de 

tempo. [69], [71] 

O limite de repetibilidade (r) é o valor abaixo do qual se deve situar, com uma 

probabilidade específica (normalmente 95 %), a diferença absoluta entre duas 

determinações (xi, xi-1) obtidas sob as condições acima referidas, ou seja, este é 

determinado a partir do desvio-padrão, associado aos resultados obtidos sob condições 

de repetibilidade, de modo a ser possível averiguar pelo analista se existem diferenças 

significativas entre as análises realizadas. Os resultados obtidos são aceites se a 

amplitude entre os dois ensaios sucessivos for inferior ao limite de repetibilidade, caso 

contrário dever ser feito uma análise crítica e, se necessário, recorrer à repetição dos 

ensaios. [69], [75] O limite de repetibilidade é dado pela equação: 

𝑟 = 2,8 × √𝑆𝑖
2   (10) 

6.4.2 Reprodutividade 

 

A reprodutibilidade refere-se à precisão de um método efetuado em condições de ensaio 

diferentes, utilizando o mesmo método de ensaio, sobre uma mesma amostra, fazendo-

se variar as condições de medição, tais como: diferentes laboratórios; diferentes 

operadores; diferentes equipamentos; e/ou épocas diferentes. 

A reprodutibilidade de um método de análise é obtida a partir de ensaios 

interlaboratoriais. Assim, é enviada uma série de amostras aos laboratórios 
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participantes, os quais realizam ensaios sobre a mesma amostra. 

 

6.4.3 Precisão intermédia 

 

A precisão intermédia refere-se à precisão avaliada, sobre a mesma amostra, utilizando 

o mesmo método, no mesmo laboratório ou em laboratórios diferentes, mas definindo 

exatamente quais as condições a variar, como o analista, os equipamentos e/ou os dias 

das análises. Assim, permite verificar que, mesmo variando as condições da análise, o 

método fornecerá os mesmos resultados. Esta medida de precisão representa a 

variabilidade dos resultados num laboratório e, como tal, a mais aconselhável de usar. 

[69], [73] 

 

6.5 Exatidão 
 

A exatidão de um procedimento analítico define-se como o grau de concordância entre 

o resultado de um ensaio e o valor de referência aceite como verdadeiro, funcionando 

como um indicador da utilidade e aplicabilidade do método em amostras reais. É 

importante observar que um valor exato ou verdadeiro é o valor obtido por uma medição 

perfeita e este valor é indeterminado por natureza. [69], [73], [74] Este parâmetro é 

expresso como um erro sistemático percentual, inerente ao processo. O erro sistemático 

pode ocorrer devido a perdas do analito, à baixa recuperação da extração, medidas 

volumétricas imprecisas ou substâncias interferentes na amostra. [74], [76] 

Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatidão são geralmente o uso de 

materiais de referência, a participação em ensaios interlaboratoriais, a comparação com 

métodos de referência e a realização de ensaios de recuperação, sendo este último o 

mais aplicado. O número destes ensaios varia segundo a legislação ou diretriz adotada 

e também com as características da pesquisa, sendo que se recomenda pelo menos a 

realização de nove determinações juntamente com as percentagens de recuperação. 

[72], [73], [75] 

O estudo da recuperação consiste na "fortificação" da amostra, ou seja, na adição de 

uma quantidade conhecida do analito de interesse, seguida da sua extração e 

quantificação de maneira a verificar a percentagem de recuperação. Assim, a 

recuperação está relacionada com a exatidão, pois reflete a quantidade de determinado 

analito recuperado no processo, em relação à quantidade real presente na amostra. 
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[73]Podem ser adicionadas às amostras uma quantidade de padrão em pelo menos três 

diferentes concentrações, por exemplo, próximo ao limite de deteção, próximo à 

concentração máxima admissível e numa concentração próxima à média da gama de 

trabalho. [75] 

A percentagem de recuperação é calculada pela equação (6.11) (INMETRO, 2010), 

𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎çã𝑜 (%) = (
𝐶𝑅−𝐶𝐴

𝐶𝑝
) × 100  (11) 

Em que CR representa a concentração do analito na amostra fortificada, CA a 

concentração do analito na amostra não fortificada e CP a concentração do analito 

adicionada à amostra fortificada. 
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7. Metodologia Experimental 
 

A realização da validação do método de quantificação das AFB1, AFG1, AFB2 e da 

AFG2 em farinhas de trigo e de aveia e da ZEA em farina de milho, por HLC-MS/MS foi 

feita no Laboratório de Química da SGS Portugal, em Lisboa. A empresa proporcionou 

os meios necessários (equipamentos, materiais e reagentes) para a sua realização. 

O método analítico utilizado para a determinação de micotoxinas foram compostos por 

3 etapas fundamentais: a amostragem, a preparação da amostra (extração e limpeza) 

e a análise quantitativa. 

O procedimento efetuado para cada amostra foi uma adaptaçãodo documento nº 

4700211-01 ABSCIEX-  The Quantitation of Mycotoxins in Cereals using a simple 

sample extraction and LC-MS with Fast Polarity Switching and the Schenduled MRM 

Algorithm”, de modo a serem obtidas as condições mais adequadas para a validação do 

método.[79] 

Neste capítulo são descritos os reagentes, materiais e equipamentos necessários para 

a metodologia experimental e a descrição do processo. 

7.1 Amostras 
 

Um dos alimentos mais susceptíveis da contaminação das AF e da ZEA são os cereais, 

por isso optou-se pela escolha de farinhas de trigo e de aveia para a quantificação da 

AF e da farinha de milho para a ZEA, neste procedimento. Estas amostras foram obtidas 

num estabelecimento comercial na cidade de Lisboa, Portugal. 

 

7.2.1 Reagentes e preparação de soluções 
 

Foi preparado um solvente para a extração de micotoxinas, usando uma mistura de 

acetonitrilo (ACN) para HPLC da Sigma - Aldrich e água ultrapura ou Mili-Q da Milipore, 

na proporção 80:20, respetivamente.  

Preparou-se uma fase móvel, na qual num frasco de vidro, fez-se a Fase A, que consiste 

em água ultra-pura Mili-Q, 0,01% de ácido fórmico e 2mM de formato de amónio. Para 

a Fase B, colocou-se ACN e 0,01% de ácido fórmico. 
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A curva de calibração é um passo importante para o processo de quantificação por LC-

MS/MS, uma vez que a reta obtida, a partir da concentração dos padrões e das áreas 

dos picos respetivos, irá originar uma equação que será usada para calcular o teor da 

micotoxina na amostra (ng/mL). 

 

7.2.1. Aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 

 

Foi necessário preparar uma solução de padrão de stock de Aflatoxinas, que continha 

as Aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, de 1ppm a partir do padrão comercial 5 μg/mL (Trilogy 

Analytical Laboratory) reconstituído com 10,0 mL de ACN para HPLC, medidos por 

micropipeta. As proporções da quantidade das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 foram de 

4:1:4:1. Este padrão intermédio é feito de modo a economizar ao máximo o padrão 

comercial. Foram feitas duas soluções de trabalho. Para a solução de trabalho 1 

(1µg/ml) pipetou-se 200µl da solução stock de 5ug/ml para vial de 1mL. Para a solução 

de trabalho 2 (25ng/mL), pipetou-se 25µ da solução de trabalho 1 para vial de 1mL. 

Assim, foram preparadas duas soluções-padrão de aflatoxinas, a partir da solução de 

trabalho 1 (1µg/ml) com as concentrações 2 e 4 ng/mL de AFB1 e AFG1 e 0,5 e 1 ng/mL 

de AFB2 e AFG2, para um vial de 1mL. A partir da solução de trabalho 2 (25ng/mL) 

foram preparadas três soluções-padrão com concentrações de 0,10; 0,20 e 0,40 ng/mL 

de AFB1 e AFG1 e 0,025; 0,05; e 0,10 ng/mL de AFB2 e AFG2. Estas soluções foram 

feitas em acetonitrilo onde foram adicionados diferentes volumes deste solvente para 

as diferentes concentrações. Na tabela 3, estão expostos os volumes usados para fazer 

soluções-padrões necessárias para a curva de calibração das aflatoxinas: 

 

Tabela 3. Curva de calibração e respetivos volumes pipetados para as soluções-padrão das aflatoxinas totais. 

 Volume (µL) 
Padrão (ng/ml) 

AFB1 AFG1 AFB2 AFG2 

Solução de trabalho 2 

(25ng/ml) 

10 0,10 0,10 0,025 0,025 

20 0,20 0,20 0,05 0,05 

40 0,40 0,40 0,10 0,10 

Solução de trabalho 1 

(1µg/ml) 

5 2,00 2,00 0,50 0,50 

10 4,00 4,00 1,00 1,00 
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7.2.2. Zearalenona 

 

Foi necessário preparar uma solução de padrão de stock de Zearalenona, que continha 

de 1 mg/L a partir do padrão comercial 25 μg/mL (Trilogy Analytical Laboratory) 

reconstituído com 10,0 mL de ACN para HPLC, medidos por micropipeta. Este padrão 

intermédio é feito de modo a economizar ao máximo o padrão comercial. A partir da 

solução de 1mg/L foram preparadas 5 soluções-padrão, com as seguintes 

concentrações: 15; 18,75; 25; 37,5 e 50 ng/mL. Nestas soluções foram adicionados 

diferentes volumes de acetonitrilo de modo a obter concentrações pretendidas. Na 

tabela 4, estão expostos os volumes usados para fazer soluções-padrões necessárias 

para a curva de calibração das aflatoxinas: 

. 

Tabela 4. Curva de calibração e respetivos volumes pipetados para as soluções-padrão de ZEA. 

 Volume (µL) Padrão (ng/ml) 

Solução stock 1mg/L 

15 0,10 

18,75 0,20 

25 0,40 

37,5 2,00 

50 4,00 

 

7.3. Extração 
 

7.3.1. Aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 

 

As amostras de farinhas de trigo e aveia foram pesadas, direta e separadamente, para 

um tubo de Falcon de 50mL numa balança analítica Metiler Toledo (d=0,0001g). 

Pesaram-se 2g de cada amostra.  De seguida, adicionou-se 8 ml da mistura 

acetonitrilo/água água ultra pura (80/20) e agitou-se durante 1 minuto manualmente. 

Colou-se num agitador rotativo durante 20 minutos na velocidade máxima. Após a 

agitação, numa Centrífuga Hermle Tipo Z 206 A, centrifugou-se a amostra durante 

10min a 3500rpm, de modo a separar as fases sólida e líquida. Filtrou-se a parte líquida 

para um tubo de 15mL através de uma seringa com um filtro de 25mm, 0,45 µm. 

Transferiu-se um 1mL para um vial e injetou-se 5 µL no equipamento de LC-MS/MS 

(Bomba UHPLC Advance Sistema de LC Triple Quad MS EVOC CUBE Bruker LC-MS) 
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7.3.1. Zearalenona 

 

A amostra de farinha de milho foipesada diretamente para um tubo de Falcon de 50mL 

numa balança analítica Metiler Toledo (d=0,0001g). Pesaram-se 2g da amostra.  De 

seguida, adicionou-se 5 ml da mistura acetonitrilo/água ultrapura (80/20) e agitou-se 

durante 1 minuto manualmente. Colou-se num agitador rotativo durante 10 minutos na 

velocidade máxima. Após a agitação, transferiram-se 3mL de água ultrapura e colou-se 

novamente no agitador durante 10 minutos à velocidade máxima. Agitou-se 

manualmente durante 1 minuto e centrifugou-se na  Centrífuga Hermle Tipo Z 206 A, 

durante 15min a 5000rpm, de modo a separar as fases sólida e líquida. Filtrou-se a parte 

líquida para um tubo de 15mL através de uma seringa com um filtro de 25mm, 0,45 µm. 

Transferiu-se um 1mL para um vial e injetou-se 5 µL no equipamento de LC-MS/MS 

(Bomba UHPLC Advance Sistema de LC Triple Quad MS EVOC CUBE Bruker LC-MS). 

 

Para os ensaios de recuperação foi necessário fortificar a amostra de modo a garantir 

que possíveis interferências da matriz não influenciavam a deteção do analito. Assim, 

segundo o Regulamento (UE) Nº 519/2014 de 16 de maio de 2014 um ensaio  apenas 

é considerado válido se a amostra fortificada apresentar uma percentagem de 

recuperação entre os  70 e 110% para as aflatoxinas e 70 e 120 % para a zearalenona. 

As amostras farinha de trigo e aveia foram fortificadas com uma concentração de 

aflatoxinas totais (B1, B2, G1 e G2) de 2,5µg/kg. As amostras de milho foram fortificadas 

com uma concentração de 75 µg/kg. 

 

7.4. Quantificação por LC-MS/MS 
 

7.4.1. otimização das condições do LC-MS/MS 
 

O sistema de análise utilizado na realização do presente trabalho consistiu num 

equipamento de HPLC acoplado a um espectrómetro de massa sequencial (MS/MS) 

equipado com uma sonda de ESI. 

Começou-se por otimizar as condições de espectrometria de massa recorrendo para tal 

à infusão de padrões individuais padrões s em estudo, com uma concentração de 

aproximadamente 1 mg/L. Seguidamente para umas condições iniciais de voltagem de 

cone, energia de ionização e modo de ionização (positivo ou negativo), efetuou-se o MS 
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Scan (aquisição em Full Scan), com o objetivo de obter o sinal correspondente ao ião 

precursor. Este procedimento foi efetuado para cada composto individualmente, com a 

lavagem do capilar com ACN entre as diferentes infusões. O processo de otimização 

das condições MS/MS consistiu em fazer os ajustes ou alterações necessárias para 

obter-se o maior sinal (mais intenso) para o ião precursor com o menor ruído da linha 

de base.   

Após reunidas as condições ótimas para o espectrómetro de massas, procedeu-se à 

otimização das condições cromatográficas (fase móvel, coluna cromatográfica, 

temperatura da coluna e fluxo). É então necessário realizar a purga dos canais de cada 

uma das bombas e depois de ser definido o programa de eluição realizar os ensaios. É 

normalmente necessário realizar pequenos ajustes dos parâmetros de modo a obter 

melhores resultados. Para tal, procedeu-se à injeção de 5 µL de soluções padrão 

individuais de 1 mg/L, bombeadas a um fluxo de 0,4 mL/min, sendo as condições 

apresentadas na tabela 5. Por sua vez, as condições operatórias otimizadas para cada 

um dos compostos encontram-se na tabela 6. 

Tabela 5. Descrição das condições operatórias por LC/MS em que a água é o solvente A e o acetonitrilo, o solvente B. 

Tempo (min) Fluxo (µL/min) A(%) B(%) 

0,00 400 98 2 

0,40 400 98 2 

0,50 400 65 35 

7,00 400 2 98 

11,00 400 2 98 

11,10 400 98 2 

15,00 400 98 2 

 

Tabela 6.Descrição das condições de aquisição de dados em LC-MS/MS 

Parâmetros MS/MS AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 ZEA 

Modo de Ionização Positivo Positivo Positivo Positivo negativo 

Gás de Nebulização (psi) 60 60 60 60 60 

Temperatura do Cone (ºC) 250 250 250 250 250 

Fluxo do gás do cone (psi) 25 25 25 25 25 

Temperatura da sonda (ºC) 400 400 400 400 400 

Fluxo do gás da Sonda (psi) 50 50 50 50 50 

Modo gás de exaustão On On On On On 
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 IS (polaridade negativa) 4800 V 4800 V 4800 V 4800 V 4800 V 

(IS polaridade positiva) 4200 V 4200 V 4200 V 4200 V 4200 V 

 

Para cada composto foi estabelecida uma transição de quantificação (MRM1) e uma 

transição de qualificação (MRM2) com o objectivo de aumentar a selectividade, bem 

como a sensibilidade na quantificação destes compostos em concentrações vestigiais 

nas amostras (Tabela 7). 

Tabela 7. Transições de MRM usando um método com polaridade  negativa e positiva. 

 Polaridade Ião percursor MRM 1 MRM 2 

AFB1 positiva [M+H]+ 313/285 313/128 

AFB2 positiva [M+H]+ 315/287 315/259 

AFG1 positiva [M+H]+ 329/243 329/200 

AFG2 positiva [M+H]+ 331/313 331/245 

ZEA negativa [M-H]- 317/131 317/175 

 

Na figura 7, podemos observar um exemplo de um cromatograma obtido pelo método 

LC-MS/MS de várias micotoxinas usando os modos de ionização positiva e negativa em 

simultâneo, onde os picos das diversas micotoxinas apresentam diferentes tempos de 

retenção. 

 

Figura 7. Cromatrograma de várias micotoxinas analisadas usando os modos de ionização positivo e negativo. 
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8. Resultados e discussão  
 

Visto o método a validar se tratar de uma análise quantitativa e uma determinação de 

concentrações residuais das Aflatoxinas B1 B2, G1 e G2, foram considerados todos os 

requisitos analíticos para o processo de validação, mencionados no Guia RELACRE 

nº13.  

Uma vez que o método de quantificação foi efetuado em amostras distintas, trigo e 

aveia, e as condições cromatográficas serem idênticas, foi necessário realizar uma 

curva de calibração que abrangesse ambos os produtos alimentares, permitindo 

analisar as amostras em simultâneo. 

8.1 . Curva de Calibração 
 

8.1.1 Gama de trabalho 

 

Definiu-se como gama de trabalho mais adequada para o método de quantificação das 

aflatoxinas B1 e G1 as seguintes concentrações:   0,10 ng/mL, 0,20 ng/mL, 0,40 ng/mL, 

2,00 ng/mL e 4,0 ng/mL. Para as aflatoxinas B2 e G2, considerou-se as seguintes 

concentrações: 0,025 ng/mL, 0,05 ng/mL, 0,10 ng/mL, 0,5 ng/mL e 1,0 ng/mL. Para a 

gama de trabalho da ZEA:  

Na tabela 8 estão apresentados os valores das concentrações e os respetivos sinais 

cromatográficos, referentes à área do pico, que deram origem à reta de calibração 

ilustrada na Figura 8, da AFB1. 

 

Tabela 8. Padrões da curva de calibração da AFB1 e o respetivo sinal cromatográfico 

Concentração (ng/mL) Área do pico cromatográfico 

0,10 2853 

0,20 6009 

0,40 10544 

2,00 59153 

4,00 123065 
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Figura 8. Curva de calibração da AFB1 na gama de concentração de 0,10 ng/mL a 4,00 ng/mL. 

Relativamente à aflatoxina G1, os valores das concentrações e os respetivos sinais 

cromatográficos, referentes à área do pico, que deram origem à reta de calibração 

ilustrada na Figura 9, estão representados na Tabela 9. 

Tabela 9. Padrões da curva de calibração da AFG1 e o respetivo sinal cromatográfico 

Concentração (ng/mL) Área do pico cromatográfico 

0,10 1561 

0,20 3508 

0,40 7072 

2,00 39950 

4,00 88625 

 

 

Figura 9.Curva de calibração da AFG1 na gama de concentração de 0,10 ng/mL a 4,00 ng/mL. 
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Na Tabela 10 estão apresentados os valores das concentrações e os respetivos sinais 

cromatográficos, referentes à área do pico, que deram origem à reta de calibração 

ilustrada na Figura 10, da aflatoxina B2 

Tabela 10.Padrões da curva de calibração da AFB2 e o respetivo sinal cromatográfico 

Concentração (ng/mL) Área do pico cromatográfico 

0,05 886 

0,10 1802 

0,50 9048 

1,00 19740 

 

 

Figura 10. Curva de calibração da AFB2 na gama de concentração de 0,025 ng/mL a 1,00 ng/mL. 

 

Os valores referentes à AFG2 estão reperesentados na tabela 11 e a reta de calibração 

ilustrada na Figura 11. 

Tabela 11. Padrões da curva de calibração da AFG2 e o respetivo sinal cromatográfico. 
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0,50  4951 
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Figura 11. Curva de calibração da AFG2 na gama de concentração de 0,025 ng/mL a 1,00 ng/mL. 

Na tabela 12 estão apresentados os valores das concentrações e os respetivos sinais 

cromatográficos, referentes à área do pico, que deram origem à reta de calibração 

ilustrada na Figura 12, da zearalenona. 

Tabela 12.Padrões da curva de calibração da ZEA e o respetivo sinal cromatográfico. 

Concentração (ng/mL) Área do pico cromatográfico 

15,000 61584 

18,750 75809 

25,000 107502 

37,500 157825 

50,000 225698 

 

 

Figura 12. Curva de calibração da ZEA na gama de concentração de 15 ng/mL a 50,00 ng/mL 
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Através da avaliação gráfica e do coeficiente de correlação (superior a 0,995), conclui-

se que todas as curvas de calibração são lineares, para todas as micotoxinas, como 

podemos observar pelos gráficos e respetivos dados acima expostos. 

 

8.1.2. Linearidade 

 

Foi avaliada a linearidade das curvas de calibração das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2. 

Através da análise gráfica constatou-se que a curva de calibração é linear, uma vez que 

o coeficiente de correlação é próximo da unidade. Para comprovar a nível estatístico foi 

realizado o teste de RIKILT, onde foram utilizadas as equações apresentadas na secção 

6.1.2, obtendo-se os resultados apresentados na Tabela 13. 

Tabela 13. Concentração do padrão e respetivo sinal instrumental, razão entre o sinal analítico e a concentração do 

padrão e a percentagem de linearidade para cada ponto da reta e a média das razões: A- AFB1; B AF G1; C- AFB2; D- 

AFG2; E- ZEA 

A.                B. 

 

C.      D. 
 

        E. 
 
 

 

 

 

 

n Xi Yi yi/xi yi/xi (%)  

1 0,10 2853 28530 98 

2 0,20 6009 30045 103 

3 0,40 10544 26360 91 

4 2,00 59153 29576 102 

5 4,00 123065 30766 106 

Média (yi/xi)m 28021  

n   Xi  Yi  yi/xi  yi/xi (%)  

1   0,10 1691 16910 90 

2   0,20 3508 17540 93 

3   0,40 7072 17680 94 

4   2,00 39950 19975 106 

5   4,00 88625 22156 109 

 Média (yi/xi)m 18852  

n  Xi  Yi  yi/xi  yi/xi (%)  

1  0,05 886 1772 92 

2  0,10 1802 18020 93 

3  0,50 9048 18096 94 

4  1,00 19740 19740 102 

Média (yi/xi)m 16123  

n  Xi  Yi  yi/xi  yi/xi (%)  

1  0,05 508 10160 102 

2  0,10 941 9410 94 

3  0,50 4951 9902 99 

4  1,00 10407 10407 104 

Média (yi/xi)m 9970  

n  Xi  Yi  yi/xi  yi/xi (%)  

1  15,00 61584 4106 97 

2  18,75 75809 4043 95 

3  25,00 107502 4300 102 

4  37,50 157825 4209 99 

5 50,00 225698 4514 107 

Média (yi/xi)m 4234  
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Com os valores obtidos na Tabela 13, foram criados gráficos, nos quais o eixo das 

abcissas representa as concentrações do analito e o eixo das ordenadas os valores das 

percentagens calculadas. 

Analisando as tabelas acima e a Figura 13, averiguou-se que os pontos da reta de 

calibração estão situados entre os 90% e os 110%, respeitando as condições do teste 

RIKILT e comprovando que a função é linear para a AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 e ZEA. 

 

Figura 13. Teste de RIKILT para avaliar linearidade das aflatoxinas. A- AFB1; B - AFG1; C- AFB2; D - AFG2; E- ZEA 

A.  

 

B. 

 

C.  
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D. 

 

E. 

 

 

8.2. Limiares analíticos 
 

8.2.1. Limites de Deteção 

 

O Limite de Deteção corresponde ao teor mínimo do analito que pode ser testado e 

distinguido do branco (amostra de igual matriz com ausência do analito), com uma 

certeza estatística razoável, mas não necessariamente quantificado como valor exato. 

No entanto, uma leitura inferior não implica a ausência do analito.  

A empresa calculou o valor de LD para a primeira curva de calibração das AFs e para a 

ZEA. Estes resultados foram obtidos pela empresa e foram considerados válidos. 

 

8.2.2 Limite de quantificação 

 

O LQ representa a menor concentração do analito que pode ser quantificada com 

precisão e exatidão aceitáveis. Para as curvas de calibração efetuadas no este processo 

de validação, os valores de LQ foram calculados pela empresa e foram considerados 

válidos para as aflatoxinas B1, G1, B2 e G2 e para a ZEA. 
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Os valores dos limiares analíticos podem variar ligeiramente, uma vez que são 

preparadas diariamente novas curvas de calibração para a mesma gama de trabalho, 

havendo possivelmente oscilações na estabilidade dos padrões até o momento da sua 

injeção no equipamento, assim como nos volumes pipetados na preparação dos 

padrões devido à incerteza associada ao material. 

 

8.3 Precisão 
 

Para a validação da metodologia em questão foram avaliadas a repetibilidade e a 

precisão intermédia. Segundo o Guia RELACRE, para estudar a repetibilidade são 

necessárias pelo menos 10 medições, sobre a mesma amostra, e no mínimo 15 para a 

precisão intermédia. 

 

8.3.1 Repetibilidade 

 

De modo a estudar a repetibilidade do método, para as amostras de trigo e de aveia em 

estudo, foram realizadas 10 determinações de cada matriz e calculada a concentração 

de analito presente, assim como o respetivo valor médio, desvio padrão, limite de 

repetibilidade, repetibilidade (%) e coeficiente de variação. Devido ao facto de nas 

amostras de trigo e aveia não terem sido detetadas a presença de aflatoxinas, foi 

necessário fortificar as 10 alíquotas analisadas com 2,5 ng/mL de padrão de aflatoxinas, 

onde contém 0,25ng/mL de AFB2 e G2 e 1ng/mL de AFB1 e G1, de modo a ser possível 

avaliar a repetibilidade. Nas amostra de milho, também não foi detetada a presença da 

zearalenona. Fortificaram-se 10 amostras co 18,75 ng/mL de padrão de zearalenona. 

Posto isto, os resultados obtidos podem ser observados nas Tabelas 14, 15, 16, 17, 18, 

19, 20, 21 e 22. 
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Tabela 14. Resultado da avaliação da repetibilidade da AFB1 para uma amostra de farinha de trigo. 

Tipo de amostra 
Concentração 

(ng/L) 

Trigo 

0,83 

0,86 

0,83 

0,83 

0,86 

0,83 

0,73 

0,85 

0,85 

0,86 

Média 0,83 

Desvio Padrão 0,039 

Nº de medições 10 

Limite de Repetibilidade 0,11 

CV (%) 4,64 

 

Tabela 15.Resultado da avaliação da repetibilidade da AFB1 para uma amostra de farinha de aveia. 

Tipo de amostra  Aveia  

Média (ng/L) 0,76 

Desvio Padrão 0,036 

Nº de medições 10 

Limite de Repetibilidade 0,10 

CV (%) 4,66 
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Tabela 16 . Resultado da avaliação da repetibilidade da AFG1 para uma amostra de trigo e aveia. 

Tipo de amostra 
Concentração 

(ng/L) 

Trigo 

0,89 

0,86 

0,89 

0,94 

0,82 

0,90 

0,87 

0,81 

0,94 

0,89 

Média 0,88 

Desvio Padrão 0,043 

Nº de medições 10 

Limite de Repetibilidade 0,12 

CV (%) 4,89 

 

Tabela 17. Resultado da avaliação da repetibilidade da AFG1 para uma amostra de farinha de aveia. 

Tipo de amostra  Aveia 

Média (ng/L) 0,90 

Desvio Padrão 0,029 

Nº de medições 10 

Limite de Repetibilidade 0,081 

CV (%) 3,20 
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Tabela 18. Resultado da avaliação da repetibilidade da AFB2 para uma amostra de trigo e aveia. 

Tipo de amostra 
Concentração 

(ng/L) 

Trigo 

0,29 

0,29 

0,29 

0,29 

0,27 

0,27 

0,27 

0,29 

0,29 

0,27 

Média 0,28 

Desvio Padrão 0,0096 

Nº de medições 10 

Limite de Repetibilidade 0,027 

CV (%) 3,44 

 

Tabela 19.Resultado da avaliação da repetibilidade da AFLB2 para uma amostra de farinha de aveia. 

Tipo de amostra Aveia 

Média (ng/L) 0,20 

Desvio Padrão 0,010 

Nº de medições 10 

Limite de Repetibilidade 0,027 

CV (%) 4,865 
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Tabela 20. Resultado da avaliação da repetibilidade da AFG2 para uma amostra de trigo e aveia. 

Tipo de amostra 
Concentração 

(ng/L) 

Trigo 

0,24 

0,24 

0,26 

0,27 

0,25 

0,24 

0,26 

0,25 

0,23 

0,25 

Média 0,25 

Desvio Padrão 0,012 

Nº de medições 10 

Limite de Repetibilidade 0,034 

CV (%) 4,90 

 

Tabela 21. Resultado da avaliação da repetibilidade da AFLG2 para uma amostra de farinha de aveia. 

Tipo de amostra Aveia 

Média (ng/L) 0,23 

Desvio Padrão 0,011 

Nº de medições 10 

Limite de Repetibilidade 0,030 

CV (%) 4,67 
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Tabela 22 . Resultado da avaliação da repetibilidade da ZEA para uma amostra de milho. 

Tipo de amostra 
Concentração 

(ng/L) 

Milho 

18,76 

18,55 

18,39 

18,28 

18,03 

17,86 

17,85 

17,80 

17,63 

17,23 

Média 18,04 

Desvio Padrão 0,46 

Nº de medições 10 

Limite de Repetibilidade 1,29 

CV (%) 2,6 

 

Analisando os resultados obtidos, pode-se constatar que se obteve um limite de 

repetibilidade de 0,11 e 0,10 da AFB1 para as mostras de trigo e aveia, respetivamente, 

com um nível de confiança de 95 %. Ou seja, a diferença absoluta entre dois resultados 

de ensaio, obtidos em condições de repetibilidade, não deverá exceder os valores de 

0,11 para o trigo e 0,10 para a aveia. Relativamente à repetibilidade dos ensaios da 

fortificação com AFG1, obteve-se um limite de repetibilidade 0,12 (trigo) e 0,081 (aveia), 

com um nível de confiança de 95%. Nos ensaios de recuperação da AFB2, obteve-se 

um limite de repetibilidade de 0,027 para ambas as matrizes, com um nível de confiança 

95%. Nos ensaios de recuperação da AFG2, obteve-se um limite de repetibilidade de 

0,034 e 0,030 para as amostras de trigo e aveia, respetivamente, com um nível de 

confiança de 95%.  

Pela Tabela 22, verificou-se que um limite de repetibilidade para a ZEA de 1,29, com 

um nível de confiança de 95%. 
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Para validar o método em termos de repetibilidade, o CV (%) deve ser inferior a 5,0%, 

o que se pode verificar pelos dados da tabela, para todas as matrizes e para todos os 

ensaios de recuperação de todas as micotoxinas, onde este critério foi atingido. 

 

8.3.2. Precisão intermédia 

 

Para determinar a precisão intermédia de um método foram aproveitadas as 10 

medições da repetibilidade, de cada matriz, realizadas no mesmo dia e, num dia 

posterior repetiu-se o ensaio, com o mesmo analista, realizando, no mínimo, mais 5 

ensaios de recuperação. A condição que variou neste parâmetro foi o dia da análise. 

Estes novos ensaios foram feitos num dia diferente das restantes e foi necessário 

preparar novas curvas de calibração:  y= 3,681e+4x - 880.643, para a Aflatoxina B1; y= 

Y = 2,3359e+4x – 624,162, para a Aflatoxina G1; y=2,3349e+4 – 332,388, para a 

Aflatoxina B2; e y= 1,0400e+4x - 113,580, para a Aflatoxina G2. Para a ZEA, a nova 

reta de calibração foi y= y=6,1235e4x + 6240,88.  

Os resultados da avaliação da precisão intermédia podem ser observados nas seguintes 

tabelas: 

  

Tabela 23. Resultados da avaliação da precisão intermédia para uma amostra de farinha de trigo, realizadas em datas 

diferentes pelo mesmo analista, para os ensaios de recuperação da AFB1. 

Tipo de amostra 
Concentração 

(ng/L) 

Trigo1ºDIA 

0,83 

0,86 

0,83 

0,83 

0,86 

0,83 

0,73 

0,85 

0,85 

0,86 

Trigo2ºDIA 

0,77 

0,84 

0,83 
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0,81 

0,83 

Desvio padrão 0,035 

Média 0,83 

N 15 

Precisão Intermédia 0,098 

Precisão Intermédia % 11,91 

CV (%) 4,3 

 

Tabela 24.Resultados da avaliação da precisão intermédia para uma amostra de farinha de aveia, realizadas em 

datas diferentes pelo mesmo analista, para os ensaios de recuperação da AFB1. 

Tipo de amostra Aveia 

Desvio padrão 0,037 

Média (ng/L) 0,76 

N 15 

Precisão Intermédia 0,10 

Precisão Intermédia 

% 
13,39 

CV (%) 4,8 

 

A precisão intermédia válida se o coeficiente de variação for inferior a 5,0 %. 

Observando os resultados obtidos na Tabelas  23 e 24, verificou-se que tanto o CV (%) 

para o trigo como para a aveia foram inferiores ao critério exigido, sendo de 4,3 % e 4,8 

%, respetivamente. Este parâmetro aprovado foi cumprido, para os ensaios de 

recuperação da AFB1. 

Tabela 25. Resultados da avaliação da precisão intermédia para uma amostra de farinha de trigo, realizadas em datas 

diferentes pelo mesmo analista, para os ensaios de recuperação da AFG1. 

Tipo de amostra 
Concentração 

(ng/L) 

Trigo1ºDIA 

0,89 

0,86 

0,89 

0,94 

0,82 

0,90 

0,87 
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0,29 

0,29 

0,27 

0,27 

0,27 

0,29 

0,29 

0,27 

Trigo2ºDIA 

0,21 

0,21 

0,22 

0,23 

0,23 

Desvio padrão 0,030 

Média 0,26 

N 15 

Precisão Intermédia 0,084 

Precisão Intermédia % 32,42 

CV (%) 11,58 

 

Tabela 28.Resultados da avaliação da precisão intermédia para uma amostra de farinha de aveia, realizadas em 

datas diferentes pelo mesmo analista, para os ensaios de recuperação da AFB2 

Tipo de amostra Aveia 

Desvio padrão 0,0099 

Média (ng/L) 0,20 

N 15 

Precisão Intermédia 0,028 

Precisão Intermédia 

% 
13,95 

CV (%) 4,98 

 

Na tabela 28, verificou-se que tanto o CV (%) para a aveia é foi inferior ao critério exigido, 

com sendo de 4,98 %. Este parâmetro aprovado foi cumprido, para os ensaios de 

recuperação da AFB2, na aveia. No entanto, o mesmo não se verificou para o trigo pois 

obteve-se um CV (%) de 11,58 (Tabela 27), o que é superior ao critério. Este facto pode 

dever-se à instabilidade da própria Aflatoxina e da própria matriz. 
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Na Tabelas 29 e 30, verificamos que o critério para a validação da precisão intermédia 

para os ensaios de recuperação da AFG2 foi atingido para as farinhas de trigo e aveia, 

uma vez que se obteve valores de CV (%) de 4,2 e 4,3, respetivamente. 

Tabela 31.Resultados da avaliação da precisão intermédia para uma amostra milho, realizadas em datas diferentes 

pelo mesmo analista, para os ensaios de recuperação da ZEA. 

Tipo de amostra 
Concentração 

(ng/L) 

Milho 1ºDIA 

75,33 

73,75 

73,05 

71,57 

70,37 

72,72 

71,93 

70,42 

70,07 

73,57 

Milho 2ºDIA 

73,12 

72,12 

71,44 

71,38 

71,21 

Desvio padrão 1,45 

Média 72,14 

N 15,00 

Precisão Intermédia 4,07 

Precisão Intermédia % 5,64 

CV (%) 2,00 

 

Relativamente aos ensaios de recuperação da Zearalenona para a precisão intermédia, 

podemos observar que foram válidos, pois obteve-se um CV inferior a 5%, tal como é 

exigido no Guia Relacre 2003. 
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2,13 104,0 

2,20 101,6 

2,30 92,8 

2,27 98,8 

2,09 95,6 

2,20 96,4 

Média 88,9 

Desvio padrão 2,7 

CV (%) 3,0 

Aveia 0 

2,13 

2,5 

85,2 

2,09 83,8 

2,18 87,1 

2,13 85,2 

2,06 82,4 

2,11 84,5 

2,03 81,2 

2,10 83,8 

2,03 81,3 

2,04 81,5 

2,12 84,8 

2,05 82,2 

Média 83,6 

Desvio padrão 1,9 

CV (%) 2,2 

 

Na Tabela 36, temos os ensaios de recuperação do somatório das 4 aflatoxinas (B1, 

G1, B2 e G2) onde se obteve uma média de 88,9% e 83,6% para o trigo e para a aveia, 

respetivamente. Em ambas as matrizes se observou um valor de CV abaixo de 5%. 

Podemos dizer que a exatidão do método da determinação do somatório das aflatoxinas 

é válido, pois estes valores estão dentro do intervalo de aceitação (70-110%) dado pelo 

Regulamento (UE) Nº 519/2014 de 16 de maio de 2014, para as Aflatoxinas. 
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9. Conclusão e Perspetivas Futuras 
 

Este trabalho surgiu com o objetivo de realizar e validar o método de quantificação de 

micotoxinas em farinhas de trigo, de aveia e de milho por LC-MS/MS, mais 

concretamente das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 no trigo e aveia e da zearalenona no 

milho, uma vez que a SGS tinha apenas como alternativa para esta análise o método 

imunológico Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA).  

A validação é um processo dinâmico constante, que começa nas fases de seleção, 

desenvolvimento e otimização do método e na qualificação dos equipamentos, materiais 

e da mão-de-obra, continuando no decorrer da fase experimental.  

No presente trabalho foram então considerados os parâmetros de linearidade, limites 

de deteção e de quantificação, repetibilidade, precisão intermédia e exatidão, para a 

validação da metodologia.  

Relativamente ao primeiro parâmetro, esta foi verificada na reta de calibração com as 

concentrações entre os 0,1ng/mL e 4ng/mL para as aflotoxins B1 e G1; 0,05 e 1ng/mL 

para as aflatoxinas B2 e G2. Para a zearalenona foi verificada a linearidade da reta de 

calibração com as concentrações entre 15 e 50ng/mL. Foi verificada um coeficiente de 

correlação (R2) superior a 0,995 em todas as retas, comprovando assim a sua 

linearidade. 

Quanto aos limites de deteção e o limite de quantificação, este foram obtidos pela 

empresa e considerados válidos. Sendo que o LQ que corresponde ao primeiro ponto 

da curva de calibração tem de ser confirmado diariamente, pois existem vários fatores 

que podem surgir na preparação da curva de calibração.  

Na repetibilidade e precisão intermédia do método, para todas as matrizes nos ensaios 

de recuperação das aflatoxinas e da zearalenona, a metodologia também foi validada 

pois apresentaram um coeficiente de variação inferior a 5%, exceto para a AFB2 na 

amostra de farinha de trigo, que foi superior. Este facto pode ser explicado devido à 

instabilidade desta aflatoxina, pois esta é mais instável a temperaturas mais elevadas e 

pode ter ficado demasiado tempo exposta à temperatura ambiente, durante o 

manuseamento da solução stock. Estes ensaios terão de ser repetidos para serem 

considerados válidos. 

A exatidão do método foi realizada à realização de ensaios de recuperação para ambas 

as amostras em estudo. Onde se obtiveram resultados validos, pois estes 
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apresentaram-se dentro do critério de aceitação (70-110 % para as aflatoxinas e 70-

120% para a zearalenona) assinalado no Regulamento (UE) Nº 519/2014 de 16 de maio 

de 2014.  

Uma consideração deste método é que é confiável para a determinação das aflatoxinas 

e das micotoxinas, pois apesar de terem pontos cromatográficos diferentes (tempos de 

retenção diferentes), durante o processo de validação foi possível verificar que o método 

validado teve capacidade de analisar os dois tipos de micotoxinas em diferentes 

amostras. 

Deste modo, pode-se concluir que o método proposto para a quantificação de 

micotoxinas em farinhas de trigo, de aveia e de milho, mais concretamente das 

aflatoxinas, em trigo e aveia, e da zearalenona, em milho, apresentou resultados 

confiáveis para poder ser utilizado regularmente para essa finalidade, apenas se tem de 

repetir os ensaios de recuperação da AFB2 no trigo para validar totalmente a precisão 

intermédia. Assim, este método pode passar a fazer parte da ampla gama de análises 

a produtos que a SGS Portugal executa. Concluindo-se também que o processo de 

validação é uma etapa indispensável para garantir a qualidade e credibilidade dos 

resultados obtidos por um método validado. 

Relativamente ao método analítico utilizado, podemos referir que este é bastante rápido 

e preciso. Permite obter valores de resíduos de contaminantes bastante baixos. 

Atualmente, tem-se apostado neste método devido à sua rapidez. 

 

Neste método após validado e otimizado, podem ser feitas mais ações que permitem a 

sua continuidade e com resultados confiáveis. Pode-se começar por uma avaliação da 

estabilidade das soluções amostra e padrão, ao longo do tempo, enquanto se encontram 

na bancada de trabalho e também quando se encontram nos vials antes de serem 

injetados, mantendo estes vials a temperaturas baixas. Alargar a tipologia das amostras, 

isto é, experimentar este método em outro tipo de cerais para além do milho, aveia e 

trigo.  Participar em ensaios interlaboratoriais ou utilizar materiais de referência 

certificados como outra forma de avaliar a exatidão. 
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