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Resumo

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios provenientes de fungos, como:
Aspergillus, Fusarium e Penicillium. Normalmente sdo encontradas em alimentos
agricolas e ragdes, e podem ser obtidas em diversas etapas do seu processo como na
colheita, armazenamento e transporte. As micotoxinas possuem diversos efeitos
toxicologicos, como carcinogénico e teratogénico. A contaminagdo nos humanos
acontece através da ingestdo de alimentos contaminados ou através de produtos
derivados do leite, por exemplo. Das diversas micotoxinas existentes, algumas
apresentam um certo tipo de perigo para a saude humana e animal, como as Aflatoxinas
(B1, B2, G1 e G2), Ocratoxinas, Desoxinivalenol, Zearalenona e Patulina. Para que se
possa determinar as quantidades de micotoxinas presentes nos alimentos é preciso que
os métodos analiticos utilizados sejam validados. E necessario a realizacdo de ensaios
especificos como: repetibilidade, precisao intermédia, limites de quantificagdo, entre
outros. No presente trabalho sera realizada a validagdo do método de determinagéo por
HPLC/fluorescéncia, da micotoxina aflatoxina. A validagdo do método foi realizada para
diferentes tipos de alimentos, dos quais: café, whisky, massa, chocolate, conserva de
peixe, alheira e outros. As andlises destas amostras foram realizadas em dias
diferentes, sendo efectuada a analise da amostra de referéncia e a construcio da curva
de calibracido em cada dia de analise. A amostra de referéncia, corn flour, possui um
teor de aflatoxina entre 13,2 — 16,5 ug/kg e os valores experimentais obtidos nos 3 dias
de analise foram de 14,2; 14,5 e 15,4 ug/kg, que se encontram dentro do referido
intervalo. Portanto, o método mostra ser exato. A partir das curvas de calibracao obtidas
constatou-se um rmuito préximo de 1,0, o que expressa uma boa correlagao entre as
duas variaveis utilizadas. A linearidade foi garantida a partir dos testes de Rikilt, das
areas normalizadas e pela norma ISO 8466-1 as quais apresentaram valores dentro dos
limites estabelecidos. Os limites de detecao das aflatoxinas foram de 0,14 ng/ml; 0,15
ng/ml; 0,14 ng/ml e 0,07 ng/ml para G2, G1, B2, B1, respetivamente. E os limites de
quantificagao foram de 0,44 ng/ml; 0,45 ng/ml; 0,41 ng/ml e 0,22 ng/ml para G2, G1, B2,
B1, respetivamente. A partir do estudo da repetibilidade e da precisao intermédia foi
possivel observar um baixo valor do desvio padrdo e do coeficiente de variacao.
Portanto, o método revela ser preciso. A recuperagao para este método apresentou uma

média de 86%, estando as percentagens dentro dos limites estabelecidos.

Palavra chave: Aspergillus, fungos, aflatoxina, imunoafinidade, HPLC, contaminacéo.



Abstract

Mycotoxins are secondary metabolites derived from fungi such as Aspergillus,
Fusarium and Penicillium. They are usually found in agricultural foods and feeds, and
can be obtained at various stages of their process such as harvesting, storage and
transport. Mycotoxins have several toxicological effects, such as carcinogenic and
teratogenic. Contamination in humans occurs through the ingestion of contaminated food
or through products derived from milk, for example. Of the various existing mycotoxins,
some present a certain type of danger to human and animal health, such as Aflatoxins
(B1, B2, G1 and G2), Ochratoxins, Deoxynivalenol, Zearalenone and Patulin. In order to
determine the quantities of mycotoxins in food, the analytical methods used must be
validated. Specific tests such as: repeatability, intermediate accuracy, limits of
quantification and others are required. In this work the validation of the method for the
determination by HPLC/fluorescence of the mycotoxin aflatoxin will be performed. The
validation of the method has been carried out for different types of foods, of which: coffee,
whisky, pasta, chocolate, canned fish, alheira and others. The analyses of these samples
were carried out on different days and the reference sample was analyzed and the
calibration curve built on each day of analysis. The reference sample, corn flour, has an
aflatoxin content between 13,2 - 16,5 pg/kg and the experimental values obtained on the
3 days of analysis were 14,2; 14,5 and 15,4 pg/kg, which are within the said range.
Therefore, the method shows to be accurate. From the calibration curves obtained, an r
very close to 1.0 was observed, which expresses a good correlation between the two
variables used. Linearity was guaranteed by the Rikilt tests, the standard areas and the
ISO 8466-1 standard which showed values within the established limits. The detection
limits for aflatoxins were 0.14 ng/ml; 0.15 ng/ml; 0.14 ng/ml and 0.07 ng/ml for G2, G1,
B2, B1, respectively. And the quantification limits were 0.44 ng/ml; 0.45 ng/ml; 0.41 ng/ml
and 0.22 ng/ml for G2, G1, B2, B1 respectively. From the study of repeatability and
intermediate accuracy it was possible to observe a low value of standard deviation and

coefficient of variation. Therefore, the method reveals to be precise. The recovery for this

method showed an average of 86%, the percentages being within the established limits.

Keywords: Aspergillus, fungi, aflatoxin, immunoafinity, HPLC, contamination
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l. Introducao teorica



1. Introducao

1.1. A empresa’

Em 1992, em Vila Nova de Gaia, surge a EGI| — Sociedade de Engenharia e Gestao
de Qualidade com o propodsito de responder as necessidades da sociedade e do
mercado no ambito da prevengao, e qualidade e segurancga alimentar. Pelo facto de na
época existirem poucos servicos de analises e assessoria, a empresa torna-se lider
nacional neste setor.

Por ter como uma politica de qualidade a sustentabilidade, em 1993, passa a ser um
laboratério acreditado pelo Instituto Portugués de Acreditacdo, IPAC. No ano 2000, é
criado o laboratério de Analise Sensorial, devido a necessidade de analises dos
produtos de consumo através da avaliagdo organolética.

No ano de 2008, a empresa passa a pertencer a multinacional norte-americana
Silliker, um grupo que presta servigos na area da qualidade e segurancga alimentar, o
que origina a Silliker Portugal, S.A. Desde o ano de 2014 que a empresa se apresenta
como MérieuxNutriSciences.

Esta empresa tem como missao proteger a saude dos consumidores através dos
servigos analiticos e de consultoria para diversos tipos de empresas nas mais diversas
areas, tais como: a seguranca e qualidade alimentar, agua e ambiente, cosméticos e
higiene pessoal, bens de consumo, farmacéuticas e dispositivos médicos e
agroquimicos.

Para além da acreditacdo pela IPAC possui reconhecimento pela Entidade
Reguladora dos Servigos de Aguas e Residuos, ERSAR, para a colheita e analises das
aguas proprias para o consumo humano. Também possui reconhecimento pelo Instituto
Portugués do Mar e da Atmosfera, IPMA, para as analises microbioldgicas. E por fim
possui o reconhecimento do Gabinete de Planeamento, Politicas e Administragao Geral
do Ministério da Agricultura e do mar, GPP, na emissao de boletins das andlises do

azeite consumido no mercado interno e no que é exportado para outros paises.



1.2. Micotoxinas

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios provenientes de fungos como:
Aspergillus, Fusarium e Penicillium. Estas sdo geradas quando a temperatura e a
humidade s&o favoraveis para a sua geragdo?®. Normalmente as micotoxinas sdo
encontradas em alimentos agricolas e ragdes, e podem ser obtidas em diversas etapas
do seu processo, como na colheita, armazenamento e transporte®2.

As micotoxinas possuem diversos efeitos toxicolégicos, como carcinogénico,
teratogénico, mutagénico e neurotdxico, sendo que estes efeitos na saude humana e
animal dependem do grau de exposig¢do, da quantidade consumida e da toxicidade da
micotoxina. A contaminagao pode ocorrer por via direta, que é quando ha a geragao de
micotoxinas no alimento final, ou por via indireta, que é quando os ingredientes
necessarios para a producado de um determinado alimento ja contém as micotoxinas,
pois mesmo que os ingredientes sejam tratados durante o processo as micotoxinas
permanecem no alimento final>*°. Portanto, a contaminagdo nos humanos ocorre
através da ingestao de alimentos contaminados ou através de produtos derivados como,
por exemplo, leite, arroz, carne e outros®.

Cerca de 400 espécies de micotoxinas ja foram identificadas ao longo dos
anos®'°. Contudo, apenas algumas apresentam perigo a satide humana e animal, sendo
entdo estabelecidos determinados limites de tolerancia*®°. As principais micotoxinas
encontradas nos alimentos sao: Aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2), Ocratoxinas,

Desoxinivalenol, Zearalenona e Patulina%328°.

1.2.1. Aflatoxina

A Aflatoxina (AFLA) é produzida a partir do fungo do género Aspergillus, no qual
as espécies principais sao: A. flavus, e a A. parasiticus. Recentemente foi determinado
que a AFLA também é produzida a partir das espécies A. nomius, A. pseudotamari e A.
ochraceoroseus.

Dos diversos tipos de aflatoxina existentes, a aflatoxina B1 (AFB1), aflatoxina B2
(AFB2), aflatoxina G1 (AFG1) e aflatoxina G2 (AFG2) s&o as que apresentam um alto
grau de toxicidade para os humanos e os animais. As AFB1 e AFB2 sdo produzidas a
partir da A. flavus enquanto que na A. parasiticus sao encontradas ambas as aflatoxinas
B e G>%'-13_ A designacdo B e G ¢é referente a fluorescéncia da aflatoxina sob a luz
ultravioleta, em que B ¢ a inicial de Blue e G de Green®®.

Entre estas quatro classes, a AFB1 ¢é classificada como a mais tdxica devido a

apresentar propriedades carcinogénicas, e com isso a Agéncia Internacional de



Pesquisa do Cancro a classificou como cancerigena do grupo 1, que tem como principal
orgdo afetado o figado''-'3. Além de ser classificada como carcinogénica, todas as
quatros aflatoxinas também podem ser classificadas como imunossupressoras,
mutagénicas e teratogénicas''.

Os efeitos que podem causar nos humanos sio diversos tais como lesdes
hepaticas agudas, disturbios cutaneos, defeitos hormonais, tumores, comprometimento
do sistema nervoso central, cirrose hepatica e diminui¢do da forca dssea'.

Os alimentos que sao mais propicios a contaminacgao de aflatoxinas séo cereais,
améndoas, especiarias, amendoim, milho, pistache, frutos secos, arroz, figo, leite entre
outros®'12, O teor maximo de aflatoxinas permitido pela Comissao Europeia para estes

alimentos varia entre 4,0 pg/kg e 15,0 ug/kg, dependendo do tipo de alimento™.

Aflatoxin B2 ARatoxin G

Figura 1 - Estrutura quimica das Aflatoxinas, B1, B2, G1 e G2.

Na Figura 1 estdo representadas as estruturas quimicas para os 4 tipos de
aflatoxinas. Estas apresentam ser instaveis a luz UV na presenca de oxigénio, em
extremos de pH (menor do que 3 ou maior do que 10) e na presenga de agentes
oxidantes. Em questdo da solubilidade, apresenta ser insoluvel em solventes nao
polares, ligeiramente soluvel em agua e muito soluvel em solventes orgénicos
moderadamente polares (por exemplo metanol)'.

Na tabela a seguir encontram-se outras propriedades fisico-quimicas para as
aflatoxinas G2, G1, B2 e B1.
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Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas para as aflatoxinas G2, G1, B2 e B1.

Formula molecular Massa molecular (g/mol) Cor Ponto de fuséo (°C)
C17H1407 330,3 Cristais 237-240
C17H1207 328,3 incolores a 244-246
C17H1406 314,3 amarelos-

. 268-269
C17H1206 312,3 palidos

1.2.2. Desoxinivalenol

A desoxinivalenol (DON) pertence ao grupo dos tricotecenos, sendo um dos mais
relevantes deste grupo, gerada a partir do fungo Fusarium. Esta também é conhecida
como vomitotoxina, devido apresentar como um principal sintoma, o vomito®'"16-18,

A Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancro classificou-a como néo
carcinogénica para seres humanos, colocando-a no grupo 3. Contudo, a ocorréncia
juntamente com a aflatoxina pode aumentar a carcinogenicidade desta®'"'8.

A DON é comummente encontrada nos graos, como aveia, trigo e milho, além
de ser detetada nos paes, macarrdo, cerveja e ragdes®'®. Nas ragoes, a presenga da
DON pode provocar nos animais a perda de peso e a recusa alimentar. Os suinos sao
os animais mais afetados pela DON tendo como uma das consequéncias o decréscimo
do crescimento do animal. As aves e o0 gado também sdo um grupo de animais afetados
e com isso os seus derivados, como ovo e leite, tornam-se grandes alvos de
contaminagao®16.18,

Os outros sintomas mais comuns que a DON causa nos humanos, além do
vomito, sdo diarreias, dor abdominal, dor de cabecga, tontura e febre® 8.

O teor maximo de DON permitido pela Comisséo Europeia para estes alimentos
pode ser de 1250 ug/kg, 1750 ug/kg, 750 pg/kg, 500 ug/kg, 200 ug/kg, dependendo do

tipo de alimento™.

HO

Figura 2 - Estrutura quimica da Desoxinivalenol

A sua estrutura quimica esta representada na Figura 2. A desoxinivalenol &

soluvel em diversos solventes, como o cloroférmio, metanol, etanol e acetato de etilo. A

uv

Verde

Azul



sua estabilidade ira depender do pH e da temperatura, pois a pH 4,0 com uma
temperatura 100°C apresenta ser estavel e com um pH de 10,0 com uma temperatura
com 120°C ja apresenta ser instavel'®.

Na tabela a seguir encontram-se outras propriedades fisico-quimicas para a

desoxinivalenol.

Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas para a desoxinivalenol

Formula molecular Massa molecular (g/mol) Cor Ponto de fusao (°C)
C15H2006 296,32 Agulhas brancas 151-153

1.2.3. Zearalenona

A Zearalenona (ZEA) é um metabdlico secundario gerado a partir do fungo do
género Fusarium, mais comumente das espécies, F. culmorum e F. graminearum.

Apesar de apresentar uma baixa toxicidade, a ZEA apresenta propriedades
estrogénicas e anabolizantes em diversos tipos de animais, principalmente nos suinos.
Os efeitos que a ZEA pode causar nestes animais sao principalmente no sistema
reprodutivo, como a infertilidade, inchago da vulva, grande desenvolvimento do utero,
prolapsos da vagina, entre outros. No gado bovino, os efeitos sdo menos pronunciados,
contudo podem afetar a fertilidade e o decréscimo na produgéo de leite®'":13.16.17.19,

A Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancro classificou-a como nao
carcinogénica tanto para os animais quanto para os seres humanos, colocando-a no
grupo 313,16,20

A ZEA esta presente mais comummente em milho, trigo, cevada, centeio e arroz.
O teor maximo permitido pela Comissdo Europeia para estes alimentos varia entre os
20 pg/kg e 4000 pg/kg, dependendo do tipo de alimento™. A sua estrutura quimica esta

representada na figura 3.
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Figura 3 - Estrutura quimica da Zearalenona

Foram estabelecidas as absortividades molares da ZEA em acetonitrilo a 236,
274 e 314 nm, tendo sido recomendado um comprimento de onda de referéncia comum
de 274 nm com uma absortividade molar de 12 623 + 111 L.mol*.cm™'. A ZEA apresenta
uma solubilidade a 25°C nos seguintes solventes, agua, n-hexano, benzeno, acetonitrilo,
diclorometano, metanol, etanol e acetona. Esta apresenta ser estavel quando aquecida
a 120°C, a hidrdlise em solugbes tampao neutras ou acidas e a pH 7,0. Apresenta ser
instavel a temperaturas superiores a 150°C"S,

Na tabela 3 encontram-se as suas outras propriedades fisico-quimicas.

Tabela 3 - Propriedades fisico-quimicas para a zearalenona.

Formula molecular Massa molecular (g/mol) Cor Ponto de fusao (°C)

C13H2205 318,4 Cristais brancos 164-165

1.2.4. Ocratoxina

A Ocratoxina (OCRA) é um metabdlico secundario derivado dos fungos
Aspergillus ochraceus, A. carbonarius, A. niger e do Penicillium verrucosum.

A Ocratoxina é uma potente nefrotoxina e hepatotoxina com efeitos
teratogénicos, mutagénicos, imunossupressores e classificada pela Agéncia
Internacional de Pesquisa do Cancro como cancerigenos de Classe 2B.

Esta pode ser encontrada em diversos tipos de alimentos como a aveia, cevada,
trigo, café, alimentos de origem animal, peixes, frutos secos, além dos derivados da uva,
como o vinho, uvas-passas e vinagres de vinho, entre outros. A OCRA é mais
comumente encontrada nos paises da Europa e no Canada onde se tem o maior
consumo dos alimentos com base de trigo e cevada. Também é possivel encontrar
OCRA nas carnes de animais que foram alimentados com ra¢des contaminadas.

As suas causas nos animais sao nefrotoxicidade, tumores renais e cancro do

trato urinario. Os efeitos que podem causar nos humanos sdo as doencgas renais,



nefropatia endémica dos Balcas (BEN) e nefropatia intersticial crénica (NIC). Porém os
efeitos nos animais sdo mais acentuados dos que nos humanos®®11:16:17.20-22

O teor maximo permitido pela Comissdo Europeia para estes alimentos varia
entre 0,5 ug/kg e 80 ug/kg, dependendo do tipo de alimento'™. A estrutura quimica da

Ocratoxina esta representada na Figura 4.
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Figura 4 - Estrutura quimica da Ocratoxina

A Ocratoxina apresenta uma solubilidade moderada em solventes polares
organicos (exemplo, metanol e etanol). A sua estabilidade ira depender da atividade da
agua do meio sendo parcialmente degradada em condigdes de cozedura normais’®.

Na tabela 4 encontram-se as suas outras propriedades fisico-quimicas.

Tabela 4 - Propriedades fisico-quimicas para a ocratoxina

Formula molecular Massa molecular (g/mol) Cor Ponto de fusao (°C) uv
Sdlido cristalino 159 ou 169 ou Verde (solugado acida) e
C20H1sCINOg 403,8 . ]
branco, inodoro. 168-173 azul (solugao basica)
1.2.5. Patulina

A patulina € uma micotoxina derivada dos fungos do género Penicillium,
Aspergillus, Paecilomyces e Byssochlamys.

A patulina ocorre principalmente nos frutos, ocorrendo principalmente nas
magas. Outros alimentos que podem apresentar esta micotoxina sdo queijo, feijao,
cereais, milho, amendoim, entre outros. Normalmente, surge nas partes danificadas dos
frutos, sendo que a intensidade da sua difusdo pode ser de até 2 cm em diregao ao
tecido sadio.

Esta micotoxina apresenta atividades antibacteriana, antiviral e anti protozoario,
sendo que somente em 1960 é que esta foi classificada como toxica aos animais e as

plantas apresentando um potencial carcinogénico, mutagénico e teratogénico. Contudo,



segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancro esta é classificada como néo
carcinogénica para os humanos sendo colocada no grupo 3%%16:23.24,
O teor maximo de patulina, permitido pela Comissao Europeia, para estes

alimentos pode ser de 10 pg/kg, 25 ug/kg e 50 pg/kg, dependendo do tipo de alimento™.
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Figura 5 - Estrutura quimica da Patulina

Na Figura 5 esta representada a sua estrutura quimica. A patulina é soluvel em
agua, etanol, acetato de etilo, cloroférmio, acetona, sendo ligeiramente soliuvel em éter
etilico e benzeno, porém insoluvel em éter de petroleo, pentano e hexano. E instavel em
solugdes alcalinas e estavel em meio acido?®.

Na tabela 5 encontram-se as suas outras propriedades fisico-quimicas.

Tabela 5 - Propriedades fisico-quimicas para a patulina

Formula molecular Massa molecular (g/mol) Cor Ponto de fusao (°C)
C7H504 153,1 Solido branco cristalino. 105-108
1.3. Cromatografia?6-2°

1.3.1. Introducéo

A cromatografia € um método fisico-quimico poderoso que pode ser aplicado de
forma ampla e generalizada. E adotado nas separagdes, identificacdes e quantificagdes
de substancias quimicas que estejam presentes em misturas complexas. O método é
realizado através da distribuicdo das substincias entre duas fases, que estdo em
contato. Uma das fases é a estacionaria, enquanto que a outra é a fase moével. A fase
movel pode ser um liquido, um gas ou um fluido supercritico. Ja a fase estacionaria pode
ser um solido ou um liquido. Para o processo de separagao, a mistura passa pelas duas
fases, a estacionaria e a movel, sendo que os constituintes dessa mistura interagem

com as fases através de forgas intermoleculares e idnicas, fazendo a separagédo. A



mistura pode ser separada em varias partes distintas ou ainda ser purificada eliminando-
se as substancias indesejaveis. Assim, cada constituinte da mistura é seletivamente
retido por uma das fases, originando tempos de retencao diferentes.

O cromatograma é a representagao grafica da resposta do detetor em fungéo do
tempo. Os picos cromatograficos que se observam num cromatograma permitem,
através dos respetivos tempos de retencdo, a identificacdo de cada substancia
responsavel por cada pico. Para o estudo quantitativo de cada substancia presente
numa amostra é utilizada a area do correspondente pico cromatografico.

O fator de retencdo € o intervalo de tempo que uma substancia permanece na
fase estacionaria relativo ao tempo que esta permanece na fase mével. Logo, tem-se
que quanto mais tempo uma substancia for retida pela coluna, maior sera o fator de
retencao. Este fator pode ser manipulado de forma a se obter uma melhor separagao
das substancias. Esta manipulagao decorre através da variagao da composi¢ao tanto
da fase estacionaria quanto da fase movel. Os fatores de retengédo das substancias
presentes na amostra devem estar entre 1 e 5, para que o tempo de eluigdo néo seja
muito longo.

A resolugédo de uma coluna cromatografica é a sua capacidade em separar dois
analitos de forma quantitativa. A resolugado é capaz de informar o quanto dois picos
cromatograficos se distanciam um em relacdo a outro, tendo em consideragéo as suas
larguras.

A forma dos picos obtidos nos cromatogramas ira depender do nimero de etapas de
equilibrio existentes na coluna. Logo, quanto maior o nimero de equilibrios mais estreito
sera o pico obtido. Tem-se também que quanto mais equilibrios existir, maior sera a sua

eficiéncia.

1.3.2. Classificagbes da cromatografia

A classificagdo dos diferentes tipos de cromatografia é feita com base em
diversos critérios, sendo os mais comuns, a técnica empregada, o mecanismo de
separacgao e os diferentes tipos de fases.

Um tipo de classificagido € aquele que se baseia em como a fase estacionaria é
utilizada, ou seja, sendo posta em tubo cilindrico ou posicionada sobre uma superficie
planar. Com isso, a cromatografia é subdividida em duas, a cromatografia planar e a
cromatografia em coluna. A cromatografia em coluna consiste de uma fase estacionaria
que é mantida num tubo estreito enquanto que a fase mével é forcada através da coluna

sob presséao ou por gravidade. Na cromatografia planar tem-se que a fase estacionaria
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sera apoiada sobre uma placa plana ou sobre um papel, e com isso a fase movel ira se
deslocar através desta fase por agao da gravidade por capilaridade.

Especificamente para o0 método de cromatografia em coluna tem-se que esta é
subdividida em trés categorias que estdo baseadas na natureza da fase mével. Estas
sdo a cromatografia gasosa (CG), cromatografia liquida (CL) e a cromatografia
supercritica (CS). A cromatografia liquida é subdividida em duas, a cromatografia liquida
classica e a cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Na figura a seguir se encontra as classificagdes da cromatografia, segundo as

formas fisicas.

CROMATOGRAFIA

CRITERIO DE
CLABRIFICAGAD

TECHICA LA MAR M ESLUNA
FARE MOVEL wawmipo ke FLUIGO wiauwinn
I sUrFERCRITICD

FASE l I I 1 I I l 1 I sARE

ESTACIONARIA LiGuiBsd SSLIDD FARE Uapiss  gSUDG FABE ESLIDG FARE ISR BALIBD LA &
LA DA L'TM LiAD & | I I
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CROMATOGRAFIA e cen Y23 enl cas omFL oRE CEFL ki (€] e ELFL an cn

Figura 6 - Classificagcdo de cromatografia pelas formas fisicas

Um dos tipos de classificacdo mais importante € a que consiste no mecanismo
de separagao. Sendo dado por processos fisicos, quimicos ou mecanicos.

Na cromatografia por adsorcao tem-se uma fase estacionaria sélida e uma fase
movel liquida no qual o soluto ira ser adsorvido na superficie das particulas sélidas. A
adsorc¢ao ocorre devido a presenga de grupos ativos na superficie da fase estacionaria.
A cromatografia por particdo contém uma fase estacionaria liquida que esta ligada a
superficie de um suporte sélido. O processo consiste nas diferentes solubilidades dos
componentes da amostra na fase estacionaria. O retorno destes componentes a fase
movel ird depender de suas volatilidades ou da solubilidade nesta fase.

Na cromatografia de troca idénica a fase movel serd um liquido e a fase
estacionaria sera um sélido ligado covalentemente a grupos iénicos. Portanto, os ides
presentes no soluto serdo atraidos para a fase estacionaria por forcas eletrostaticas.

A cromatografia de exclusdo molecular, baseia-se no tamanho das moléculas da

mistura. Logo, moléculas maiores irdo passar mais rapidamente pela coluna do que as
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menores devido a estas penetrarem nos poros da fase estacionaria levando mais tempo
para serem eluidas. Nao havendo interagdes entre a fase estacionaria e o soluto.

Por fim, a cromatografia por afinidade € a mais seletiva. Esta caracteristica, é
devida as interagbes especificas entre uma molécula do soluto com uma que esteja

imobilizada a fase estacionaria.

1.3.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

O presente trabalho tera entdo como foco o uso da cromatografia liquida, mas
especificamente a cromatografia liquida de alta eficiéncia, HPLC.

A cromatografia liquida sempre teve como principio desde o seu inicio até os
dias de hoje, a busca por um melhor desempenho cromatografico e a melhor
reprodutibilidade. Além de analises mais rapidas sem que haja a perda da eficiéncia e
da resolugdo. Inicialmente nos anos 50 utilizavam-se colunas recheadas com particulas
irregulares de dimensdes de 100-200 um, nos anos 60 os tamanhos destas particulas
diminuiram para 40-50 um, e assim também ocorreu nos anos 70, tendo uma dimensé&o
de 10 um. Ja nos anos 80 além de se diminuir o tamanho, estas seriam particulas
esféricas o que melhoraram ainda mais a sua eficiéncia. Os avangos continuaram até
que se obtiveram particulas esféricas porosas de 2,5 um no qual resultou em analises
mais rapidas®. Contudo, conforme se teve a diminuicdo do tamanho destas particulas,
fez-se necessario que os instrumentos acoplados também fossem melhorados para que
se obtivesse resultados adequados®. Foi a partir destas necessidades que surgiu a
cromatografia liquida de alta eficiéncia, no qual se faz uso de altas pressdes e uma fase
estacionaria muito finamente dividida.

A fase estacionaria utilizada no HPLC pode ser de dois tipos dando uma
caracteristica especifica a cromatografia. Portanto, a cromatografia pode ser de fase
normal ou de fase reversa. A de fase normal opera com uma fase estacionaria polar e
com um solvente menos polar, consequentemente tem-se que a forca eluente ira
aumentar conforme se tem a adigcao de solvente mais polar. Na cromatografia de fase
reversa tem-se uma fase estacionaria apolar e o solvente sera polar, sendo este tipo o
mais usual. Portanto, ao contrario da anterior, tem-se que a for¢a eluente ira aumentar
conforme se tem a adi¢cdo de um solvente menos polar. O fato de a fase reversa ser a
mais usual é devido a esta eliminar a cauda que pode vir a existir nos picos presentes
nos cromatogramas, e pelo fato de ser insensivel as impurezas polares que estejam
presentes no eluente.

Como em toda técnica, o HPLC apresenta algumas vantagens e limitagbes. Na

tabela 6 apresenta-se algumas de suas vantagens e limitagdes.
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Tabela 6 - Vantagens e Limitagbes da cromatografia liquida de alta eficiéncia

Vantagens
Menor tempo de analise, separagoes
normalmente realizadas em poucos minutos.
Alta resolugao, analise de misturas
complexas (ex.: urina)
Resultados quantitativos, analises

quantitativas de facil execugao.

Boa sensibilidade, andlises de nanogramas

e picogramas.

Versatilidade, aplicada para compostos
organicos e inorganicos, amostras liquidas,

solidas, idbnicas e covalentes.

Automatizacao, sistema de injecao

automatico, integracao das areas e etc.

Limitacoes
Alto custo da instrumentacgao, altos precos do
equipamento.

Alto custo de operacgao, alto custo das fases
movel e estacionaria e das colunas.
Dificil analise qualitativa, nao € um método
para identificacao.

Falta de detetor universal sensivel, ndo se tem
um detetor que seja simultaneamente universal e
sensivel.

Necessidade de experiéncia no seu
manuseio, para se obter o maximo de
aproveitamento do sistema, é necessario que o

operador tenha uma grande experiéncia com ele.

O HPLC pode funcionar com base em cinco tipos diferentes de mecanismos, que

sao provenientes de cinco tipos diferentes de fase estacionaria.

Ha a cromatografia liquido-sdlido (CLS), em que seu mecanismo consiste na

competicado entre as moléculas da amostra e da fase moével em ocupar os sitios ativos

na superficie da fase estacionaria.

O mecanismo de separagcao presente na cromatografia liquido-liquido (CLL),

consiste nas diferentes solubilidades que as substancias na amostra apresentam nas

fases movel e estacionaria.

A cromatografia liquida com fase ligada (CLFL) para alguns autores tem como

mecanismo a particdo, ou seja, uma técnica liquido-liquido. Enquanto que para outros

autores, esta tem como mecanismo a adsor¢do, uma vez que a fase estacionaria

apresenta influéncia de grupos polares.

O mecanismo de separagdo presente na cromatografia por exclusao (CE),

consiste na separacao de acordo com o tamanho efetivo das moléculas.

Por fim, a cromatografia idénica (Cl) tem o seu mecanismo baseado na permuta

de ides. Pois, a fase estacionaria normalmente é constituida por uma resina de

poliestireno mesclada com divinilbenzeno, a qual sado ligados grupos iénicos.
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Para uma correta utilizagdo de uma determinada técnica cromatografica é

necessario ter em conta certas propriedades, tais como: massa molecular, solubilidade,

estrutura e etc da substancia presente na amostra a ser analisada. Na figura 7 tem-se
um guia para a melhor escolha do sistema a ser utlizado.
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Figura 7 - Guia para escolha do melhor sistema cromatografico, considerando as caracteristicas da substancia
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1.3.3.1. Instrumentagcao do HPLC

A parte instrumental do HPLC esta dividida em 6 partes que s&o: reservatorio da
fase movel, a bomba, o injetor, a coluna, o detetor e o sistema de tratamento de dados.

Na figura 8 encontra-se uma ilustragao de um equipamento de HPLC.

1.3.3.1.1. Reservatorio da fase movel

Um HPLC pode ser constituido por um ou mais reservatorios de vidro com uma
capacidade de 500 ml, ou mais. Os solventes a serem utilizados devem estar livres de
gases e de particulas indesejadas, para tal é feito mais comummente o uso de filtragao
a vacuo para a remocao destes.

A eluicao pode ser dada de duas formas, por gradiente ou por elui¢cao isocratica.
A eluicdo por gradiente utiliza dois ou mais solventes que possuem uma polaridade
significativamente diferente entre si. A razao entre estes solventes varia de forma
continua ou numa série de etapas. Ja a eluigdo iscocratica é feita com o uso de um
solvente ou de uma mistura, de forma constante. Instrumentalmente se tem uma valvula
que é responsavel por introduzir os solventes em proporgoes pré-estabelecidas que

podem variar continuamente.

1.3.3.1.2. Bomba

Os requisitos necessarios para que uma bomba de cromatografia liquida possua
um bom desempenho sao: 1) suportar altas pressdes que devem rondar por volta dos
420 atm (aproximadamente 6000 psi); 2) o fluxo de saida deve ser estavel e sem
pulsacdes para que nao haja ruido de fundo no detetor; 3) a vazao do fluxo ndo deve
ser muito alta nem muito ampla de forma que se possa obter uma boa reprodutibilidade,
a gama ideal esta entre os 0,1 a 10 ml/mim; 4) a reprodutibilidade relativa entdo deve
ter uma vazao de 0,5 % ou mais; 5) o volume a ser deslocado deve ser constante para
que se possa obter uma melhor andlise quantitativa e qualitativa e 6) deve apresentar
certa resisténcia quanto a corrosao por diversos tipos de solventes.

Existem varios tipos de sistema de bombagem, sendo trés tipos os principais.
Tem-se os de seringa acionada por rosca, a bomba reciproca € a bomba pneumatica
de pressao constante. As bombas de seringa sado pouco usadas devido a sua pequena
capacidade (~250 ml). Contudo, apresentam uma saida livre de pulsacdo em que a sua
vazao é facilmente controlada. Ja as bombas pneumaticas s&do simples e de baixo custo.
Consistem num reservatério maleavel que é pressurizado por um gas comprimido.

Porém, apresentam uma pressao de saida limitada e as vazdes sao dependentes das
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viscosidades dos solventes. Além de também n&o poderem ser usadas para o modo de
eluicdo por gradiente. Por fim, tem-se a bomba reciproca que é a mais utilizada devido
a apresentar um volume interno pequeno e uma alta pressao de saida. Além também,
da possibilidade do uso da elui¢gao por gradiente, das vazdes serem constantes e serem

independentes da viscosidade do solvente?’3!,

1.3.3.1.3.  Injetor

Ha diversas formas de injegdo no HPLC, sendo os mais comuns os de valvulas
manuais ou os injetores automaticos. As valvulas manuais consistem em 6 vias e 2
posigdes que irdo permitir o loop (alga de amostragem) ser preenchido pela amostra,
seja total ou parcialmente. Em seguida a valvula é girada de forma a permitir que o loop
seja introduzido na linha cromatografica, posicionando-a entre a bomba e a coluna. Ja
os sistemas de injecao automatico podem consistir em diversos tipos de arranjos, como,
por exemplo, um em que a agulha da amostragem esta integrada ao loop. Esta é a mais
comum de ser utilizada uma vez que apresenta uma maior velocidade de injecao além

da reducéo do efeito de memdria3?.

1.3.3.1.4. Coluna

As colunas utilizadas em HPLC costumam ser constituidas por tubos de aco
inoxidavel com um comprimento na faixa de 10 a 30 cm e com um didmetro interno entre
2 e 5 mm. Os recheios que constituem as colunas normalmente apresentam particulas
de didmetro entre os 3 e 10 um e sao constituidas normalmente por particulas de silica.
Contudo, particulas de alumina, polimeros porosos e resinas de troca idnica também
sdo comummente utilizadas.

E na coluna cromatografica que se da o processo de separagdo das substancias
presentes numa amostra. Portanto, a sua escolha deve ser feita com cautela e tendo
em consideragdo o tipo de amostra a ser analisada. Além disto, o tipo de preenchimento
que a constitui e as suas caracteristicas fisicas (como comprimento, material, didmetro
interno) também devem ser levadas em consideragéo®'.

Umas das suas desvantagens sédo o alto custo e a facil degradagédo pela
adsorcéo irreversivel das impurezas que provem das amostras e dos solventes. Uma
forma entao criada para minimizar tal problema, é o uso de uma pequena pré-coluna
que é posta na entrada da coluna principal. Esta deve ser constituida similarmente a
coluna analitica utilizada. Porém os tamanhos das particulas devem ser maiores de

forma a minimizar a queda de pressao. Esta pré-coluna tem como finalidade além de
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aumentar a vida util da coluna analitica, de realizar a remog¢ao de material particulado e

de contaminantes dos solventes.

1.3.3.1.5. Detetor

Os detetores utilizados no HPLC sao diversos, sendo o mais comum o de
ultravioleta. Este é usado devido a apresentar um baixo custo, insensivel a variagdes
pequenas de fluxo e de temperatura e compativel para gradientes de solventes. Este
tipo de detetor é constituido por uma lampada de excitagao, um filtro ou uma rede de
difragdo e um divisor de feixe de luz. O divisor ira dirigir cada um dos feixes resultantes,
com uma igual intensidade, a cada uma das duas células de detegao que irdo incidir
sobre um fotodetetor. Contudo, a sua desvantagem ¢é a sua seletividade, pois ndo pode
ser utilizado na determinag&o de compostos como lipidios, carboidratos e polimeros?°.

Outros tipos de detetores sdo o de indice de refragdo diferencial, que sao
considerados universais, ou seja, podem ser utilizados para qualquer espécie de
amostra. O de condutividade elétrica é mais utilizado na cromatografia idnica,
apresentando uma alta sensibilidade e seletividade®'.

Especificamente para este trabalho, foi utilizado o detetor de fluorescéncia, que
possui além das vantagens do ultravioleta, possui uma maior sensibilidade e
especificidade. O seu funcionamento consiste em uma |lampada de excitagédo (de
espectro de bandas ou continuo) que emite um feixe de luz no qual passa por um filtro ou
uma rede de difragdo. Este feixe € incidido sobre a amostra excitando-a, originando a
emissao de um feixe de luz ao retornar ao seu estado fundamental. A emissao deste feixe
€ dirigida a um filtro ou monocromador, que seleciona o comprimento de onda emitido,
fazendo-o incidir no fotodetetor. Este converte a emissao em sinal de corrente elétrica e

assim digitalizado para processamento e analise dos dados.

1.3.3.1.6. Sistema de tratamento de dados

O sistema de tratamento de dados é um componente de fundamental
importancia. Pois ele ira transformar os sinais obtidos pelo detetor nos cromatogramas
onde se consegue retirar diversas informagdes. Como por exemplo, o tempo de
retencdo, a altura do pico, a area e a linha de base. E feito o uso de softwares e
interfaces para que se possa obter tais informacdes além de poder controlar todo o

funcionamento de cada componente, como a bomba, o injetor e o fluxo aplicado®'.



17

Amostrador automatico
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Injator de amostras

Valvula 6 vias

—= (Clrculagdo; Fase M&veff

Scolventes

I Detector |Ex.: UV-VIS)

Bomba Solvente B~
Bomba Solvente A

Coluna cromatografica

Coletor de fragdes
Vials com a5 freghes

Descarte

Misturador
Valvula Saletors
\ Dagaseificador
Bomba de Alta Pressda — Purga

Figura 8 - Componentes de um equipamento HPLC. Retirado do artigo Fundamentos de Cromatografia liquida (HPLC)
2019 — Gilson Siqueira.

1.4. Cromatografia de imunoafinidade (IAC)

A cromatografia de imunoafinidade (IAC) faz parte do grupo de cromatografia
liquida, sendo uma subcategoria da cromatografia por afinidade. Esta apresenta como
fase estacionaria um anticorpo seletivo imobilizado especifico para uma determinada
substancia. E feito o uso de um agente biolégico para a purificacdo ou a andlise seletiva
de uma determinada substancia. Os anticorpos utilizados podem ser de dois tipos,
monoclonais ou policlonais. Os monoclonais séo anticorpos obtidos a partir da clonagem
de uma unica célula-mae sendo produzidos como uma resposta a um antigeno
especifico. Os policlonais sao anticorpos obtidos de diferentes linfécitos B que
consequentemente ira reagir com varias areas do antigeno®*34.

A IAC apresenta ser uma técnica especifica e seletiva tendo como vantagens o
fornecimento de extratos limpos, com resultados precisos e exatos. Possui um menor
uso de solventes perigosos, redugcédo das etapas de purificagdo e do tempo total de
analise. Além de ter uma interacdo especifica entre o anticorpo e o analito. Suas
desvantagens sdo o alto custo, ser de unico uso e a desnaturacdo dos anticorpos na
presenca de solventes organicos'?3536,

Devido a estas vantagens apresentadas a IAC vem sendo muito utilizada nas
analises de micotoxinas. A utilizacdo da-se pela adicdo gradualmente do extrato a
coluna. O analito de interesse entdo ira se ligar seletivamente ao anticorpo e as

impurezas serao percoladas. De seguida é feito a passagem de uma solugédo que pode
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ser um solvente ou uma mistura de solventes para a eluicdo da micotoxina a ser
determinada. A escolha da solugao de eluicdo deve ser feita com cuidado, devido aos
anticorpos desnaturarem na presenca de solventes orgénicos. Portanto, deve ser
utilizado uma solugdo com pouco ou nenhum solvente organico'3. Na figura 9

encontra-se uma ilustragdo de como é o processo da cromatografia por imunoafinidade.

Adicdo da
amostra

Lavagem Eluicao

Il

] L]
e fau
1 LI

o L=

Il Il I

Figura 9 - Funcionamento da cromatografia de imunoafinidade

1.5. Técnicas de extracao

A extragao pode ser definida como um processo de separacao tendo como base
as diferencas de afinidade. Pode-se dizer que é a transferéncia de um soluto, que esta
presente em uma fase, para uma outra fase. Pode-se distinguir este processo entre

duas classes de extragdo, a extragéo solido-liquido e a liquido-liquido®’.

1.5.1. Extragao sélido-liquido

Este tipo de extracdo é baseado no processo de dissolugdo de um ou mais
componentes presentes na mistura sélida por um solvente liquido. O seu mecanismo
consiste na penetragao do solvente no sdlido e a dissolugao dos elementos. Ha também
o transporte dos solutos do interior das particulas solidas para a sua superficie por
difusdo. O objetivo desta extragao € extrair a maior quantidade possivel de soluto sendo
utilizado uma quantidade limitada de solvente de forma a obter um extrato concentrado.

A extragdo solido-liquido é a técnica mais utilizada para a extracdo de
micotoxinas nos mais diversos tipos de alimentos. Os solventes utilizados irdo depender
do analito a ser extraido. Porém, a maioria das micotoxinas s&o soluveis em solventes
polares e insoluveis em solventes apolares. Logo, os solventes ou as suas misturas

mais comuns sdo o acetonitrilo, acetona, cloroférmio, diclorometano, acetato de etilo,
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metanol e agua. O uso de agua como um dos solventes tende a ter uma eficiéncia

melhor de extragdo devido a esta aumentar a penetragéo do solvente no material®6-7.

1.5.2. Extracgao liquido-liquido

7

A extracao liquido-liquido € um processo de separagdo que se baseia na
transferéncia de um soluto de um solvente para outro. Sendo que os dois solventes
utilizados devem ser imisciveis ou parcialmente misciveis um com o outro. Esta extragao
também é conhecida como partigdo. Um dos solventes comummente utilizado € a agua
ou uma mistura aquosa e o outro solvente € um liquido organico ndo polar. Neste tipo
de extracdo também contém uma etapa de mistura, seguida por uma etapa de
separagao de fases. Assim, embora a mistura vigorosa seja favoravel a transferéncia do
extrato de um solvente para o outro, ela também pode prejudicar na separacao de fases
ao formar emulsdes®’.

Um parémetro importante a ter em conta € o tempo de extragao, pois este deve
ser controlado para que se possa obter uma quantificagdo precisa. Apds a extracao é
recomendado realizar uma centrifugagdo ou uma filtracdo do extrato, antes de ser

realizada a etapa de clean-up®.

2. Validagdo do método3844

A validacao de um método analitico tem como finalidade a comprovacgao de que
um determinado método aplicado é exato, preciso, reprodutivel e confiavel. Ou seja,
realizar uma validagdo € garantir que o método aplicado ira fornecer resultados
confiaveis e consistentes com os valores de referéncia. Esta deve ser realizado sempre
que o método utilizado for modificado, seja por alterar alguma técnica ou por uso de
algum equipamento diferente. Também é realizado quando se é aplicado um novo
meétodo.

O processo de validagao de um método consiste no estudo de parametros que
€ dividido em duas partes, a avaliagao direta e indireta. Na avaliagao indireta se tem os
estudos dos seguintes parametros, especificidade/seletividade, curvas de calibragao,
sensibilidade, limiares analiticos, linearidade, precisao, repetibilidade, reprodutibilidade,
precisdo intermédia, exatiddo e robustez. Ja na avaliagdo direta se tem o uso de

materiais de referéncia certificados, ensaios interlaboratoriais e testes comparativos'-

18
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2.1. Especificidade/Seletividade

A seletividade de um método é quando este pode detetar e distinguir o analito
de interesse numa amostra complexa sem que haja interferéncia dos outros
componentes. A amostra a ser analisada pode conter compostos que interferem na
medigdo. Os interferentes presentes poderdo aumentar ou diminuir o sinal obtido*®.

A especificidade é quando o método é capaz de diferenciar o analito dos outros
componentes presentes na amostra, ou seja, garantir que determinado valor medido
provém do analito em estudo.

Um meio de se determinar a seletividade/especificidade de um método é através
de ensaios de recuperacdo utilizando uma série de amostras em duplicado e em
condicdo de repetibilidade. O método entdo pode ser classificado como
seletivo/especifico quando se obtém as taxas de recuperagdo as mais proximas de

100%, obtidas a partir da seguinte equagéo:

% Recuperagéo — valor experimental x 100 (1)

valor tedrico

O valor tedrico é obtido a partir da seguinte equacao:

Concentracdo final x fator de diluicao

Valor tedrico =
massa de toma

(2)

Uma forma de se constatar a existéncia de um desvio significativo nos resultados

obtidos, € a partir do teste de t-student no qual se aplica a seguinte equacao:

_ G-wVN

N

t (3)

Em que x € o valor médio de %, J € o valor esperado, 100%, N € o niumero de
casos e s 0 desvio padrao. O valor tca € comparado com o twp para n - 1 graus de
liberdade em diferentes niveis de confianga“.

Para o caso especifico das Aflatoxinas G1, G2, B1 e B2, o Regulamento (UE) N°
519/2014 da Comissdo de 16 de maio de 2014*, especifica a % de recuperagio
recomendada para cada aflatoxina. Na Tabela 7 encontra-se as percentagens de

recuperacgao recomendada de acordo com a gama de concentragdes.
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Tabela 7 - Valores recomendados pelo Regulamento (UE) N° 519/2014 da Comisséao de 16 de maio de 2014 para a
recuperagdo

Aflatoxina Gama de concentragdo Valor recomendado
< 1,0 ug/kg 50 a 120 %
G2, G1,B2 e B1 1 —10 pg/kg 702110 %
>10 ug/kg 80 a 110%

2.2. Quantificagao

O método pode ser quantificado através das seguintes determinagdes, adicao
padrdo, padréo interno e curva de calibracdo. Nas empresas costuma-se empregar o
uso da curva de calibragdo, uma vez que é um processo simples de ser aplicado.
Portanto, sera feito o uso da construgao da curva de calibragdo para a quantificagdo do

presente método.

2.2.1. Curva de calibragao

A construgcdo de uma curva de calibragcido é realizada com o propdsito de se
observar a linearidade do método, ou seja, verificar se a resposta de um equipamento
possui uma relagao proporcional com a concentracdo da amostra dentro de um intervalo
especifico. E entdo obtido uma equacédo do género y = a + bx, em que a é a ordenada
na origem e b é o declive da reta. Também ¢é obtido o coeficiente de correlagao linear,
r, que tem um intervalo entre -1 e 1. Quanto mais proximo de 1 ou de -1 for o valor de r
maior a probabilidade de se obter uma correlacao linear entre as variaveis consideradas.

Para saber se 0 método € linear, é realizado diversos tipos de testes como a
analise do valor do coeficiente de correlagcdo, o teste de RIikilt, teste das areas

normalizadas e pela norma ISO 8466-1.

2.2.1.1. Teste de Rikilt

O teste de Rikilt ira analisar a linearidade em cada ponto da curva de calibragao.
O calculo é feito a partir da razado Ry determinado para cada concentragao. Depois é
feita uma média na qual é atribuido o valor de 100%. Em seguida, é feito o célculo da
percentagem correspondente para cada valor Ryx. Os resultados obtidos ndo devem
apresentar um desvio superior a 10%, ou seja, tem de estar entre 90% e 110%. Caso

contrario os valores devem ser retirados e de seguida realizado novamente o teste.
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Teste das areas normalizadas

No teste das areas normalizadas é feita uma comparagao entre as areas obtidas

experimentalmente com as areas teodricas obtidas através da equacdo da curva de

calibragido. Para a razdo que mais se aproximar de 1 é considerado este um valor de
referéncia, C100. Para tal é utilizado a seguinte equacao:

A
Area normalizada = 100 x 4 (4)
C100

Em que Aie C; é a area e a concentragcdo em cada ponto € A € a area
experimental na concentragao considerado como referéncia.

Os resultados entao obtidos devem estar compreendidos dentro do intervalo de
85% a 115% para ser considerado a existéncia de linearidade.

2.2.1.3. Norma ISO 8466-1

Pela norma ISO 8466-1 ¢ feita o calculo com base na seguinte equagao:

()

Em que DS? ¢ a diferencga das variancias calculada pela equag3o:

DS*=(N—-2)xS5 — (N—3)xS) (6)

em que N & o nimero de padrbes da calibragéo, Sy e S,z séo os desvios padroes
X
residuais.

nao linear.*'

O valor obtido de PG é comparado com o valor tabelado da distribuicdo F de
Snedecor / Fisher. Para PG < F a funcao é considerada linear, para PG > F a funcao é

2.2.2. Limiares analiticos

Para a determinacgao dos limiares analiticos é feito a determinacao dos limites
de detegao e de quantificagao.
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2.2.2.1. Limite de detecao

O limite de detegédo (LD) é a menor quantidade de analito que esta presente
numa determinada amostra que pode ser detetada, sob as condi¢gbes experimentais
estabelecidas.

A analise é realizada através de solugbes com concentragdes previamente
conhecidas e decrescentes do analito, até o de menor concentragao que seja detetavel.

Assim, para uma calibracéo linear, o LD pode ser determinado através da

seguinte equagao:

LD = x (7)

Em que Sy € o desvio padrao residual da curva de calibragao, dada pelo método

dos minimos quadrados, e b é o declive da curva de calibragao.

2.2.2.2. Limite de quantificagao

O limite de quantificagdo (LQ) é a menor quantidade de analito presente numa
amostra que se pode quantificar com exatidao e precisao aceitaveis, sob as condicbes
experimentais estabelecidas. Para certificar que este limiar apresenta ser exato e
preciso é necessario realizar um teste de confirmagao. Este é feito pela analise de
padrées internos, sob condi¢cdo de precisdo intermédia, cuja concentragcdo deve ser
préxima ou igual ao limiar de quantificagao.

Assim, para uma calibragcio linear, o LQ pode ser determinado através da

seguinte equacéo:

LQ = % (8)

Em que Sy € o desvio padrao residual da curva de calibracido, dada pelo método

dos minimos quadrados, e b é o declive da curva de calibracgao.
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2.2.3. Sensibilidade

A sensibilidade de um método é determinada através da sua capacidade em
diferenciar duas concentragbes proximas de um analito, com um determinado nivel de

confianga. Esta pode ser determinada através da seguinte equacgao:

__dx
T dc

Em que dx é a variagdo da resposta e dc é variacdo da concentracao.

Porém, para o caso de a curva de calibragao ser um modelo linear, é considerado
a sensibilidade constante ao longo de toda a gama de trabalho. Portanto esta sera igual
ao declive desta curva para o intervalo de concentragao considerado.

A sensibilidade ir4 depender nao somente do analito em estudo, mas também

da técnica a ser utilizada.

2.3. Precisao

A precisao do método ira avaliar a dispersao dos resultados obtidos de uma série
de analises independentes, que sao repetidas sobre uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrdes, em condigdes definidas. A precisdo pode ser dividida em 3
niveis, a repetibilidade, reprodutibilidade e precisao intermédia.

A precisdo pode ser determinada através do calculo do desvio padrao relativo

(DPR) ou do coeficiente de variacdo (CV%), que é dado pela seguinte equagéo:

DPR =22 x 100 (10)
CMD

Em que DP ¢é o desvio padrdao e CMD é a concentragao média determinada.

2.3.1. Repetibilidade

A repetibilidade é obtida quando se realiza sucessivas medi¢gdes de um analito
sob as mesmas condi¢des num curto intervalo de tempo. Estas condi¢cbes sdo, 0 mesmo
laboratério, mesmo analista, mesmo equipamento, tipos de reagentes e solugdes.

Para a sua determinacao, ¢é realizada uma série de analises (n>10) sobre uma
mesma amostra nas referidas condigdes. O limite de repetibilidade corresponde ao valor

maximo aceitavel para uma diferenga absoluta entre duas analises, em que para isto, é
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preciso estar sob condigbes de repetibilidade, para um nivel de confianga de 95%. Este

limite & determinado da seguinte forma:
r=txvV2xS, (11)

em que S,; é o desvio padrao de repetibilidade associada aos resultados considerados
e t é o valor critico da distribui¢ao t-student, com um nivel de significaAncia de 0,05 e com
n-1 graus de liberdade.

E considerado também o coeficiente de variagdo de repetibilidade (CV,) para

cada nivel de concentracao que é dado da seguinte forma:

CV. = f{— x 100 (12)

m

Em que S,; € o desvio padrdo de repetibilidade e X,, é a média dos valores

considerados.

2.3.1.1. Teste de Grubbs

O teste de Grubbs é realizado para que se possa saber a existéncia de valores
discrepantes numa série de resultados. O teste é determinado através da seguinte

equacao:

(13)

Em que Xs é o valor suspeito, Xm € o valor médio e S é o desvio padrao. O valor de Gtab
é obtido considerando um nivel de confianga de 99% com n graus de liberdade.

Para Gea < Giab, tem se que o valor suspeito ndo é discrepante considerando o
grupo de dados. Para Gea = Giab, tem se que o valor suspeito € discrepante considerando
o grupo de dados e com isso deve ser descartado. Logo o teste deve ser realizado
novamente.

Um outro teste que € utilizado para se averiguar a homogeneidade das

variancias dos resultados obtidos, € o teste de Cochran.
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2.3.1.2. Valores de Horrat

Dado nao haver outro método para comparar os resultados da precisao, é feito
0 uso de valores tedricos de repetibilidade, por exemplo, a partir da equacgéao de Horwit,
de forma a se avaliar a aceitabilidade dos resultados para a precisdo do método. Para

tal sdo utilizados os valores da Horrat obtidos pela seguinte equagao*®:

DPR (CV) dos resultados experimentais

HO

" DPR, previsto da equacio de Horwitz

(14)

Em que DPR; sera dado pela equacdao de Horwitz que é estabelecido para

qualquer tipo de método:
DPR, = 2(1~0510g0) (15)

Em que C sera a fragdo de massa como exponencial de 10 (por exemplo, 1 ug/g
=10%).
Os valores de Horrat encontrados devem ser inferiores a 2 para que o método

utilizado seja considerado adequado.

2.3.2. Reprodutibilidade

A reprodutibilidade é realizada através de ensaios interlaboratoriais em que se
utiliza uma mesma amostra, mesmo método e mesmo analito. Outras condi¢cdes sao
variadas como, operadores, equipamentos, e tempo de realizagao.

A determinacéo é feita através da analise de uma amostra feita por n laboratorios
diferentes. O limite de reprodutibilidade sera aquele no qual apresenta um valor abaixo
do que se deve situar a diferenga absoluta entre dois resultados de ensaio, obtidos nas
condigdes referidas, cujo nivel de confianga seja de 95%.

A reprodutibilidade tem associada um valor de varidncia que pode ser

determinado através da seguinte equagao:

Sk =Sti + Sh (16)
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Em que Sg? é a variancia da reprodutibilidade, Sii? € a variancia interlaboratorial
(variancia dos erros sistematicos), Si? é a variancia da repetibilidade (variancias dos

erros aleatorios).

2.3.3. Precisao intermédia

A precisao intermédia avalia a precisdo sobre a mesma amostra ou padroes,
utilizando um mesmo método no mesmo laboratério, mas tendo definido quais as
condi¢cdes a serem variadas. Estas condicdes podem ser: diferentes dias, diferentes
analistas e diferentes equipamentos.

Este tipo de analise é reconhecido como o que mais representa a variabilidade
dos resultados num laboratdrio, portanto, € o mais aconselhavel a ser utilizado.

A sua determinacdo pode-se dar de diferentes formas. Com o uso da carta de
controlo de amplitudes ou através de n medicdes em replicado, duplicado ou em ensaio
unico, sobre uma amostra em condi¢des pré-definidas.

Ao realizar a determinagao por n=2 medicoes é feito 0 uso da seguinte equagao:

. 1
Si = |—=* X5 (j1 — ¥j2)? (17)

Em que Si é o desvio padrdo de precisdo intermédia, t € o nimero de amostras
ensaiadas, j € o nimero da amostra, y;; € o primeiro resultado obtido para a amostra
j e yj, € o segundo resultado obtido para a amostra j.

O limite da precisao intermédia pode ser obtido a partir da seguinte
equacgao, sendo expressa em percentagem:

Si*2,8
T'l' = —

* 100 (18)

Em que Si é o desvio padrdo e X € a média da média dos valores obtidos.

2.4, Exatidao

A exatidao de um método ira avaliar a concordancia entre os valores obtidos a
partir de ensaios experimentais e o valor de referéncia, o verdadeiro. Contudo, para este

parametro deve-se ter em conta a jungao dos erros sistematicos e dos erros aleatérios
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de uma série de resultados de ensaio. Para se avaliar € usado diversos tipos de
processos, tais como o uso de materiais de referéncia certificados e ensaios

interlaboratoriais.

2.4.1. Materiais de referéncia certificados (MRC)

Os materiais de referéncia certificados (MRC) possuem um valor de
concentragao certificado e com uma incerteza associada. Devido a isto, sao
comummente utilizados no processo de validacdo de um método de modo a se avaliar
desempenho do laboratério através da comparagdo entre o valor obtido
experimentalmente e o valor certificado. Para o caso do valor experimental ndo se
encontrar dentro do intervalo considerado deve-se realizar uma avaliagdo com as
possiveis causas e com isso elimina-las.

Para se avaliar os resultados obtidos se tem 4 processos mais comummente
utilizados, que sao o erro relativo, o teste de hipéteses, o fator de desempenho Z e o
erro normalizado.

O material de referéncia utilizado neste trabalho foi o corn flour. Os limites
inferiores e superiores de concentragao para cada aflatoxina sao estabelecidos pelo

fabricante. Na Tabela 8 esta representado estes limites.

Tabela 8 - Limites de referéncia para cada aflatoxina no material de referéncia

Aflatoxina | ;mite inferior (ug/kg) Limite superior (ng/kg)
G2 3,5 4,5
G1 3,3 4.8
B2 2,8 3.8
B1 2,9 42

2.4.2. Ensaios interlaboratoriais

Os ensaios interlaboratoriais podem ser realizados de diversas formas
dependendo do objetivo que se deseja, como, por exemplo o ensaio interlaboratorial de
aptiddao e o ensaio interlaboratorial de normalizagcdo. O primeiro tem como objetivo
avaliar os laboratérios participantes através da exatidao, ja o segundo tem como objetivo
avaliar a repetibilidade e a reprodutibilidade de um método de um laboratério com os

outros laboratorios*!.
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3. Objetivo

O presente trabalho tem como por objetivo a validagdo do método analitico para a
determinagéo de micotoxinas, as aflatoxinas, por HPLC-fluorescéncia, método adotado
na empresa MérieuxNutriSciences - Portugal. A confiabilidade dos resultados obtidos
sera certificada através de diversos parametros, tais como a precisdo, exatidao,
sensibilidade, especificidade entre outros.

O trabalho tinha como objetivo o estudo além das aflatoxinas a da Zearalenona.
Contudo por motivos de forca maior, somente foi possivel realizar o estudo das

aflatoxinas.

4. Materiais, reagentes, solucdes e equipamentos

4.1. Materiais
v Recipiente de plastico
v' Espatula
v" Proveta de vidro de 250 ml e 500 ml
v' Matraz
v’ Filtro de plastico
v' Papel de filtro - VWR 474
v" Papel filtro de microfibra de vidro — VWR 691
v' Reservatério de vidro para colunas de imunoafinidade (10 ml) —

Poulten&Graf

Colunas de Imunoafinidade para Aflatoxinas — R-Biopharm
Unidade de filtragdo a vacuo

Micropipeta (Eppendorf)

Seringa de plastico

Tubo Falcon — Sarstedt AG & Co (15 ml)

Vial &mbar — VWR 1,5 mi

AN NN N N

4.2. Reagentes e solugdes

Cloreto de sédio, NaCl — VWR Chemicals (99,9%)
Metanol — Honeywell (99,9%)

Acetonitrilo — Honeywell (99,9%)

lodo cristalino — Sigma Aldrich (99,8%)

ANEANEANA
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v' Solugdo de extragdo composta por Metanol/Agua (70:30)

v' Reagente de derivatizagdo pds coluna constituido por 0,5 g de lodo com
10 ml de metanol para 1L de solu¢do. Homogeneizado por agitagéo por
cerca de 2 horas e de seguida realizada a filtragdo a vacuo.

v Foram preparados 2 L de fase moével constituida de uma mistura
Agua/Metanol/Acetonitrilo numa proporgéo de 3:1:1, sendo esta solugéo
filtrada sob vacuo para a retirada de gases.

v' Padréao para aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 — Sigma Aldrich (G2 98,5%; G1
99,7%; B2 99,0% e B1 99,0%)

No preparo das solucdes padrdes foi utilizado uma ampola de 2,00 ml contendo
as seguintes concentragbes de aflatoxinas: G2 — 20,84 ug/ml, G1 — 20,85 ug/ml, B2 —
20,77 ug/ml e B1 — 20,69 ug/ml. Para o preparo da solugao padrao 1 é transferido todo
o conteudo da ampola para um balao volumétrico de 100,0 ml e aferido com metanol.
Esta solugéo apresenta as seguintes concentragdes das aflatoxinas: G2 — 0,417 ug/ml,
G1-0,417 ug/ml, B2 — 0,415 ug/ml, B1 — 0,414 pg/ml. A solugéo padrao 2 é preparada
a partir da solugéo padrao 1 com um volume de 500 yl em um baldo volumétrico de 10
ml aferido com uma solug¢ao de agua:metanol (50:50). As concentracdes das aflatoxinas
nesta solugao sao: G2 — 20,84 ng/ml, G1 — 20,85 ng/ml, B2 — 20,77 ng/ml, B1 — 20,69
ng/ml.

Para a elaboracdo da curva de calibracdo foram utilizadas 7 solugbes padrao
preparadas com volumes adequados da solugao padrao 2 diluidos para um volume final
de 5,00 ml. Na Tabela 9 encontram-se os volumes utilizados da solu¢do padrédo 2 e as

concentragoes finais das aflatoxinas na solugéo padrao.

Tabela 9 - Volume medido da solugdo padrdo 2 e concentragéo final de cada aflatoxina em cada
solugao padrao

Aflatoxinas (ng/ml)

Volume (ml) G2 G1 B2 B1
0,025 0,104 0,104 0,104 0,104
0,050 0,209 0,209 0,209 0,209
0,125 0,521 0,521 0,521 0,521
0,25 1,043 1,043 1,043 1,043
0,50 2,085 2,085 2,085 2,085
1,25 5213 5213 5213 5,213

2,5 10,425 10,425 10,425 10,425
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4.3. Equipamentos

v

v

v

v
v
v
v
v
v
v
v
v

Misturador equipado com copo de ago inox — WaringLaboratory
Bomba peristaltica - ISMATEC
Balanca eletronica de precisao — Metller Toledo

HPLC (Agilent Technologies Série 1200) com os seguintes elementos

Bomba HPLC

Sistema de injegdo automatico com um loop de 300 pL.

Sistema de derivatizagdo pos-coluna constituido por uma
segunda bomba nao peristaltica, uma peca T, um tubo em PTGE
ou ago inox com comprimento de 3000 mm a 5000 mm e um
didametro interno de 0,5 mm, e um banho de agua regulado a
70°C.

Fluxo de iodo de 0,4

Modo isocratico

Coluna analitica C18 (250 mm x 4 mm e porosidade de 10 um)
Detetor de fluorescéncia com um comprimento de onda de
excitacdo de 365 nm e um comprimento de onda de emisséo de
435 nm.

Tempo de analise de 25 min.

5. Procedimentos

5.1. Procedimento para a determinacao das aflatoxinas

O procedimento adotado pela empresa para a determinacao das aflatoxinas nos

alimentos foi adaptado da norma ISO 16050*° e descreve-se da seguinte forma.

5.1.1. Massa de toma e Extragcao

Numa balanga analitica, € pesado num recipiente de plastico cerca de 25 g de

amostra com mais 5 g de NaCl (Figura 10). A contaminacao é aplicada de forma

homogénea sobre o alimento. E realizada entdo a transferéncia para um copo

misturador de ago inox sendo o recipiente lavado com 125 ml da solugdo de extracao

metanol/agua (70:30). A homogeneizacdo desta mistura é feita por 3 min em alta

velocidade (Figura 11).
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Figura 10 - Pesagem da amostra Figura 11 - Homogeneizagdo da amostra

5.1.2. Filtrac&o

Apods a homogeneizagao realiza-se uma primeira filtragdo com o uso de um filtro
de papel. De seguida é retirado 15 ml do filtrado para outro matraz sendo adicionado 30
ml de agua desionizada e realizada a homogeneizagao. Realizada a filtragem desta

mistura com o uso de um filtro de microfibra de vidro (Figura 12).

Figura 12 - Processos de filtragéo e diluicdo

5.1.3. Purificacao

Para o processo de purificacao, é utilizado a coluna de imunoafinidade. Nela foi
presa uma seringa de vidro e este conjunto é colocado na bomba peristaltica. Apds a
coluna estar pronta é transferido 10 ml do filtrado. Apds passar estes 10 ml do filtrado é

realizado a limpeza com duas por¢des de 10 ml de agua desionizada (Figura 13).
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Figura 13 - Processo de purificagdo com o uso da coluna de imunoafinidade

5.1.4. Eluicédo

Terminada a passagem de agua, a coluna é retirada da bomba peristaltica e
colocada num tubo Falcon. E realizada a eluigdo das aflatoxinas com 1 ml de metanol
seguido de 1 ml de 4gua desionizada. A solucao obtida € homogeneizada manualmente
e vertida para um vail de 2 ml.

O fator de diluigdo para este processo € dado a partir do seguinte calculo:

FD = 125(V4) x 45(V2) x 2(V3) /10 (Va)/15 (Vs) = 75

Em que Vi é o volume de solvente utilizado na extracédo, V2 volume total da
diluigdo realizada. Vs € o volume da eluigao final, V. € o volume do segundo filtrado que

¢é transferido para a coluna de imunoafinidade. E o Vs é volume do primeiro filtrado.

5.2. Procedimento para o ensaio da repetibilidade

Para a repetibilidade, o procedimento adotado foi descrito no item 5.1. Realizou-
se um conjunto de 10 ensaios para os seguintes alimentos: carnico, alheira, conserva
de peixe, bebida de soja, azeite, massa, prato cozinhado, chocolate, concentrado de
tomate, whisky, alimento infantil, gelado, café. Também foi efetuada a determinacao das
aflatoxinas na amostra de referéncia, corn flour.

Todos os alimentos foram fortificados com uma quantidade especifica de cada
aflatoxina. Na Tabela 10 encontra-se o volume adicionado em cada alimento, bem como

a respetiva solugao padrao utilizada.
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Tabela 10 - Aliquota adicionada a cada alimento para a determinagdo da repetibilidade

Alimento
Carnico
Alheira

Conserva de peixe
Bebida de soja
Azeite
Massa

Prato cozinhado

5.3.

Volume
600 pL solugao padrao 1
1750 uL solucéo padrao 1
750 pL solugao padrao 2
1000 uL solucao padrao 2
1000 uL solucéo padrao 1
750 pL solugao padrao 1

2000 pL solugao padrao 2

Alimento
Chocolate
Concentrado de tomate
Whisky
Alimento infantil
Gelado
Café

Volume
500 pL solugao padrao 1
1500 uL solugao padrao 1
60 pL solugao padrao 2
400 pL solugdo padrao 2
1250 uL solucéo padrao 1
5000 pL solugado padréo 2

Procedimento para o ensaio da precisao intermédia

Para a precisao intermédia foram analisados 3 tipos de alimentos diferentes em

duplicado no decorrer de 5 dias. O procedimento adotado foi o que consta no item 5.1.

Os alimentos analisados foram: pistachio, farinha de milho e amendoim.

5.4.

Procedimento para o ensaio da recuperagao

Este ensaio foi realizado através da contaminacao de 8 alimentos diferentes em

quadruplicado. Na Tabela 11 encontra-se qual solugdo padrdo é utilizada em cada

alimento. O procedimento adotado foi o que consta no item 5.1. Os alimentos analisados

foram: alimento infantil, whisky, alheira, massa, azeite, bebida de soja, concentrado de

tomate e prato cozinhado.

Tabela 11 - Aliquota adicionada a cada alimento para a determinagdo da recuperagdo

Alimento
Alheira
Concentrado de tomate
Azeite

Massa

Volume
1750 uL solugdo padrao 1
1500 pL solugdo padrao 1
1000 pL solugao padréao 1
750 uL solugao padrao 1

Alimento
Bebida de soja
Whisky

Alimento infantil

Prato cozinhado

Volume
1000 pL solugao padrao 2
60 pL solugao padrao 2
400 pL solugao padrao 2
2000 pL solucao padrao 2



6. Resultados

6.1. Quantificagao

6.1.1. Curva de calibragcao
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A partir da andlise feita dos padrbes estabelecidos na Tabela 9, foram obtidos

os dados da Tabela 12. Este processo foi realizado para cada dia de analise, sendo

abaixo apresentados os dados obtidos num dia. No anexo 2 encontra-se as curvas de

calibragao para os outros dois dias.

Tabela 12 - Dados para realizagado da curva de calibragdo para cada aflatoxina

Aflatoxina G2
Concentragio (ng/ml) Area
0,104 387,769
0,208 568,301
0,521 1427,623
1,042 2814,881
2,084 5899,722
10,42 28161,344

Aflatoxina B2

Concentragao (ng/ml) Area
0,104 1468,908
0,208 2183,966
0,519 5597,092
1,039 11203,752
2,077 22502,108
5,193 55741,633
10,385 109322,302

Aflatoxina G1

Concentragao (ng/ml) Area
0,104 304,559
0,208 443,892
0,521 1103,049
1,042 2162,835
2,085 4593,948
10,425 21988,743

Aflatoxina B1

Concentragao (ng/ml) Area
0,103 843,972
0,207 1276,91
0,517 3141,818
1,035 6466,117
2,069 12834,879
5,173 32443,83
10,346 64413,359

30000
25000
20000
15000
10000

5000

Area

Aflatoxina G2

y =2697,9x+ 77,735
R?=0,99991

Concentragdo (ng/ml)

6 8 10 12

Figura 14 - Curva de calibragao para a aflatoxina G2
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Figura 15 - Curva de calibragdo para a aflatoxina G1
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Na Figura 14 esta representada a curva de calibragéo para a aflatoxina G2 que

tem a seguinte equagéo da reta y = 2697,9x + 77,735. Possui um R? de 0,99991 e um

coeficiente de correlacao linear de 0,99995. Na Figura 15 encontra-se a curva de

calibragéo para a aflatoxina G1 que apresenta a seguinte equacéao da reta y = 2106,4x
+49,469. O R? obtido foi de 0,99990 e o coeficiente de correlagdo linear de 0,99995.

Area

120000
100000
80000
60000
40000
20000

Aflatoxina B2

y = 10531x + 342,44
R%=0,99990

0 2 4 6 8 10 12
Concentragdo (ng/ml)

Figura 16 - Curva de calibragdo para a aflatoxina B2
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Aflatoxina B1

70000
60000 y =6228,5x + 39,386
50000 R? =0,99997

40000
30000
20000
10000

Area

0 2 4 6 8 10 12

Concentragdo (ng/ml)

Figura 17 - Curva de calibragéo para a aflatoxina B1

Na Figura 16 esta representada a curva de calibragcdo para a aflatoxina B2 que
tem a seguinte equagéo da reta y = 10531x + 342,44. Obtido um R? de 0,99990 e um
coeficiente de correlagdo linear de 0,99995. Na Figura 17 encontra-se a curva de
calibragao para a aflatoxina B1 que apresenta a seguinte equacgao da reta y = 6228,5x
+ 39,386. O R? obtido foi de 0,99997 e o coeficiente de correlacgéo linear foi de 0,99999.

Verifica-se que os valores obtidos para o coeficiente de correlacgao linear, r, de
todas as curvas de calibracado das aflatoxinas sao muito proximos de 1,0. Isto expressa
uma boa correlacao entre as duas variaveis utilizadas, a area do pico e a concentragao
da aflatoxina. Os valores obtidos para o R? de todas as aflatoxinas, também
apresentaram estar préoximos de 1,0. Portanto, pode-se dizer que este modelo linear se
ajusta ao conjunto de dados.

No anexo 1 encontram-se os cromatogramas obtidos para o padrdo de
concentragcao mais baixa e para o padrao de concentragcao mais alta. Observa-se que
os picos das aflatoxinas tém tempos de retencdo similares aos registados no
cromatograma da amostra de referéncia.

A partir destes resultados, foram realizados os testes da area normalizada, teste

de Rikilt e o teste pela norma ISO 8466-1, para se verificar a linearidade do método.

6.1.1.1. Teste da area normalizada

Para o teste da area normalizada foram obtidos os resultados apresentados nas
Tabelas 13 e 14, sendo ja realizado o ajuste com a retirada de valores fora do limite
permitido. Estes limites estdo compreendidos entre os 85% e 110%. Como os resultados
se encontraram dentro do limite permitido, significa que a curva de calibragdo possui

linearidade.



Concentragao

(ng/ml)
0,208
0,521
1,042
2,084
10,42

Concentragao

(ng/ml)
0,208
0,521
1,042
2,085
10,425

Concentragao

(ng/ml)
0,208
0,519
1,039
2,077
5,193

10,385

Concentragao

(ng/ml)
0,207
0,517
1,035
2,069
5,173

10,346

6.1.1.2.

Tabela 13 - Teste da area normalizada para as aflatoxinas G2 e G1

Aflatoxina G2

Area experimental
(Ae)
568,301
1427,623
2814,881
5899,722
28161,344

Area tedrica

(At)
638,8982
1483,3409
2888,9468
5700,1586
28189,853

Aflatoxina G1

Area experimental
(Ae)
443,892
1103,049
2162,835
4593,948
21988,743

Area tedrica

(At)
487,6002
1146,9034
2244,3378
4441,313
22008,689

Ae/At

0,89
0,96
0,97
1,04
1,00

Ae/At

0,91
0,96
0,96
1,03
1,00

Tabela 14 - Teste da area normalizada para as aflatoxinas B2 e B1

Aflatoxina B2

Area experimental

(Ae)
2183,966
5597,092
11203,752

22502,108
55741,633
109322,302

Area

tedrica (At)

2532,888
5808,029
11284,149
22215,327
55029,923
109706,88

Aflatoxina B1

Area experimental

(Ae)
1276,91
3141,818
6466,117
12834,879
32443,83
64413,359

Teste Rikilt

Area
tedrica (At)
1328,6855
3259,5205
6485,8835
12926,1525
32259,4165
64479,447

Ae/At

0,86
0,96
0,99
1,01
1,01
1,00

Ae/At

0,961
0,964
0,997
0,993
1,006
0,999
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Area
normalizada
101,09
101,39
99,96
104,75
100,00

Area
normalizada
101,18
100,38
98,41
104,46
100,00

Area
normalizada
99,74
102,45
102,43
102,92
101,97
100,00

Area
normalizada
99,08
97,61
100,35
99,64
100,74
100,00

Para o teste de Rikil foram obtidos os resultados apresentados na Tabela 15,

sendo ja realizado também o ajuste com a retirada de valores fora do limite permitido.
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Estes limites estdao compreendidos entre os 90% e 110%. Como se tem os resultados
também dentro dos limites permitidos para todas as aflatoxinas, tem-se uma curva

linear.

Tabela 15 - Teste de Rikilt aplicado as aflatoxinas G2, G1, B2 e B1

Aflatoxina G2

Concentragao (ng/ml) Area experimental (Ae) R(y/x) %
0,208 568,301 2732,22 99,66
0,521 1427,623 2740,16 99,95
1,042 2814,881 2701,42 98,54
2,084 5899,722 2830,96 103,26
10,42 28161,344 2702,62 98,58
Média 2741,48 100
_ Aflatoxina G1
Concentragao (ng/ml) Area experimental (Ae) R(y/x) %
0,208 443,892 2134,10 100,29
0,521 1103,049 2117,18 99,50
1,042 2162,835 2075,66 97,54
2,085 4593,948 2203,33 103,54
10,425 21988,743 2109,23 99,12
Média 2127,90 100
Aflatoxina B2
Concentragao (ng/ml) Area experimental (Ae) R(y/x) %
0,208 2183,966 10499,84 93,88
0,519 5597,092 10784,38 96,43
1,039 11203,752 10783,21 96,42
2,077 22502,108 10833,95 96,87
5,193 55741,633 10733,99 95,98
10,385 109322,302 10526,94 94,13
Média 10693,72 100
Aflatoxina B1
Concentragao (ng/ml) Area experimental (Ae) R(y/x) %
0,207 1276,91 6168,65 99,51
0,517 3141,818 6077,02 98,03
1,035 6466,117 6247,46 100,78
2,069 12834,879 6203,42 100,07
5173 32443,83 6271,76 101,17
10,346 64413,359 6225,92 100,43
Média 6199,04 100
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6.1.1.3. Teste norma ISO 8466-1

Para o teste feito pela norma ISO 8466-1 foram obtidos os resultados
apresentados na Tabela 16. E considerado um valor de F de 5,05 com 5% de
probabilidade. Os valores de PG para todas as aflatoxinas sdo menores que o valor de

F. Logo, tem-se que as respetivas curvas de calibragédo sao lineares.

Tabela 16 - Resultados obtidos para o teste da norma ISO 8466-1

Aflatoxinas DS? S%; PG
G2 -3,92 x10" 8,55 x10'® 4
G1 -1,46 x10" 3,18 x10'® 4
B2 -7,44 x10"® 1,68 x10'° 4
B1 -8,97 x10"® 2,02 x10'® 4

Com base nos resultados obtidos pelos trés testes realizados, teste da area
normalizada, teste de Rikilt e a norma ISO é possivel confirmar a linearidade de cada
curva de calibracao. Isto é possivel através das percentagens obtidas, em que estas
encontraram-se dentro do intervalo estabelecido para cada teste. Por isso, conclui-se

que o método apresenta linearidade.

6.1.2. Limiares analiticos

A partir dos resultados relatados na Tabela 12 e com o auxilio das equacgbes 7 e
8 foi possivel obter o valor para o limite de detecdo e o valor para o limite de

quantificagao para cada aflatoxina. Estes resultados estdao apresentados na Tabela 17.

Tabela 17 - Resultados obtidos para os limites de detecdo e quantificagcdo

Aflatoxina Sy/x b LD (ng/ml) LQ (ng/ml)
G2 117,35  2697,91 0,144 0,435
G1 94,17 2106,38 0,148 0,447
B2 426,70 10531,25 0,134 0,405
B1 134,33  6228,54 0,071 0,216

6.1.3. Sensibilidade

Como a curva de calibragdo mostrou ser uma fungao linear, a sensibilidade do

método sera constante ao longo de toda a gama de trabalho e com isso, sendo igual ao
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declive da reta. Logo, a sensibilidade para cada aflatoxina esta representada na Tabela

18.

Tabela 18 - Resultados obtidos para a sensibilidade de cada aflatoxina
Afla Equacéao da reta Sensibilidade
G2 y =2697,91x + 77,735 2697.,9
G1 y = 2106,38x + 49,469 2106,4
B2 y=10531,25x + 342,44 10531
B1 y = 6228,54x + 39,386 6228,5

6.2. Exatiddo — Analise da amostra de referéncia

Os resultados obtidos para a analise da amostra referéncia (MRC), do corn flour,

encontraram-se dentro do intervalo estabelecido pelo fabricante. Na Tabela 19

encontram-se os resultados obtidos para os 3 dias de analise. Na Tabela 20 encontra-

se o erro relativo e os valores de t-student. Para o erro relativo obtiveram-se

percentagens abaixo dos 20%. Para o teste t-student, uma vez que t calculado € menor

que o t tabelado, ndo se tem uma diferencga significativa entre o valor médio e o valor de

referéncia. Portanto, conclui-se que o método mostrou ser exato para a determinagao

das micotoxinas.

A detecdo dos picos das aflatoxinas pelo cromatograma efetuou-se através dos

tempos de retencao para cada uma. As aflatoxinas G2, G1, B2 e B1 possuem um tempo

de retengao cerca de 11,6 min; 13,9 min; 15,8 min e 19,2 min, respetivamente, como

pode ser visto na Figura 18.

Figura 18 - Cromatograma obtido para a amostra de referéncia com os respetivos picos das aflatoxinas G2, G1, B2 e B1
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Tabela 19 - Resultados obtidos para a amostra de referéncia nos 3 dias de andlise

18/10/2019
Massa  Aflatoxina Area Resultado (pg/kg)
G2 2307,83 4,32
G1 1677,35 3,88
Corn Flour 13,095
B2 5635,78 3,15
B1 3042,23 2,84
25/10/2019
Massa Aflatoxina Area Resultado (ug/kg)
G2 1912,52 3,83
G1 1687,81 4,38
Corn Flour 13,33
B2 5780,98 2,91
B1 3769,28 3,37
05/11/2019
Massa  Aflatoxina Area Resultado (pg/kg)
G2 2101,47 4,29
G1 1638,73 4,36
Corn Flour 13,072
B2 5718,51 3,35
B1 3394,43 3,44

Tabela 20 - Erro relativo e valores de t-student para a amostra de referéncia.

Aflatoxina  Resultados (ug/kg) Xm  ER (%) S tc tr (o = 0,05)
G2 432 3,83 429 415 7,85 0,275 2,228
G1 3,88 4,38 4,36 4,21 12,36 0,283 3,630 4303
B2 3,15 291 335 3,14 12,02 0,220 2,647 ’
B1 284 337 344 322 1092 0,328 1,672

6.3. Especificidade/Seletividade

Para o estudo da especificidade/seletividade do método realizou-se o ensaio de
recuperagcdo. Nas tabelas 21-24 encontram-se as respetivas solugbes padroes
utilizadas para cada alimento, os valores experimentais obtidos e os tedricos e a % de

recuperagao. Para a obtencao destes resultados fez-se uso das equacgoes 1 a 3.
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Alimento . . . Bebida Cocen. de Prato
Amostra infantil Whisky Alheira Massa Azeite de Soja Tomate cozinhado
Aflatoxina G2
Concentragao do
20,84 20,84 417 417 417 20,84 417 20,84
padrao (ng/ml)
Volume adicionado
0,40 0,60 1,75 0,75 1,00 1,00 1,50 2,00
(ml)
Valor experimental
0,30 0,44 29,37 11,55 15,68 0,73 22,14 1,56
(ng/kg)
Concentragao final
0,111 0,167 9,730 4,170 5,560 0,278 8,340 0,556
(ng/ml)
Valor teérico (ug/kg) 0,33 0,50 29,19 12,51 16,68 0,83 25,02 1,67
% Recuperagao 90,0 88,0 100,6 92,3 94,0 87,0 88,5 93,3
% Média 91,70
Desvio Padrao (%) 4,42
CV (%) 4,83
tcal 5,30
Tabela 22 - Resultados obtidos para o ensaio de recuperagéo da aflatoxina G1
Alimento . . . Bebida Cocen. de Prato
Amostra infantil Whisky Alheira Massa Azeite de Soja Tomate cozinhado
Aflatoxina G1
Concentragéao do
20,85 20,85 417 417 417 20,85 417 20,85
padrao (ng/ml)
Volume
0,40 0,60 1,75 0,75 1,00 1,00 1,50 2,00
adicionado (ml)
Valor real (ug/kg) 0,33 0,42 25,23 11,01 14,66 0,68 22,75 1,33
Concentragao
0,111 0,167 9,730 4,170 5,560 0,278 8,340 0,556
final (ug/ml)
Valor teérico
0,33 0,50 29,19 12,51 16,68 0,83 25,02 1,67
(ng/kg)
% Recuperagao 99,7 84,4 86,4 88,0 87,9 81,2 90,9 79,7
% Média 87,29
Desvio Padrao (%) 6,21
CV (%) 7,11
5,79

tcal
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Para a aflatoxina G2, a percentagem de recuperagdo das aflatoxinas nos
alimentos (Tabela 21) apresenta valores dentro dos limites recomendados. A
percentagem média de recuperacao foi de 91,70% com um desvio padrao de 4,42%.
Além de um baixo valor do desvio padrao, o coeficiente de variagdo também apresentou
um baixo valor. Com isso, pode-se dizer que as percentagens de recuperagdo das
aflatoxinas para cada alimento mostraram ser homogéneas. Considerando um t
tabelado de 5,41 para 99,9% de confianga, o teste t de student, revelou um t calculado
de 5,30. Logo, tem-se um t calculado < t tabelado o que leva a concluir que n&o ha
diferenca significativa entre o valor médio e o valor de referéncia.

As mesmas conclusdes podem ser tomadas para a aflatoxina G1, com base nos
resultados apresentados na Tabela 22. A percentagem média de recuperacgao foi de
87,29% com um desvio padrao de 6,21%. Além de um baixo valor do desvio padrao, o
coeficiente de variacdo também apresentou um baixo valor. Para o teste t de student
neste caso, é considerado um t tabelado de 6,08 com 99,95% de confianga. O t
calculado obtido foi de 5,79, logo também nao ha uma diferenga significativa entre o

valor médio e o valor de referéncia.

Tabela 23 - Resultados obtidos para o ensaio de recuperagédo da aflatoxina B2

Alimento . . . Bebida Cocen. de Prato
Amostra infantil Whisky Alheira Massa Azeite de Soja Tomate cozinhado
Aflatoxina B2
Concentragdo do
20,77 20,77 415 415 415 20,77 415 20,77
padrao (ng/ml)
Volume
0,40 0,60 1,75 0,75 1,00 1,00 1,50 2,00
adicionado (ml)
Valor real (ug/kg) 0,29 0,41 27,54 10,77 15,00 0,65 19,91 1,23
Concentragao
0,111 0,166 9,683 4,150 5,533 0,277 8,300 0,554
final (ug/ml)
Valor teérico
0,33 0,50 29,05 12,45 16,60 0,83 24,90 1,66
(ng/kg)
% Recuperagao 87,3 82,3 94,8 86,5 90,4 78,5 80,0 73,7
% Média 84,18
Desvio Padrao (%) 6,85
CV (%) 8,14

tcal 6,53
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Alimento . . . Bebida Cocen. de Prato
Amostra infantil Whisky Alheira Massa Azeite de Soja Tomate cozinhado
Aflatoxina B1
Concentragédo do
20,69 20,69 414 414 414 20,69 414 20,69
padrao (ng/ml)
Volume
0,40 0,60 1,75 0,75 1,00 1,00 1,50 2,00
adicionado (ml)
Valor real (ug/kg) 0,27 0,3775 23,3875 10,325 13,915 0,68 20,06 1,1975
Concentragiao
0,110 0,166 9,660 4,140 5,520 0,276 8,280 0,552
final (ug/ml)
Valor teérico
0,33 0,50 28,98 12,42 16,56 0,83 24,84 1,66
(Hg/kg)
% Recuperagao 81,6 76,0 80,7 83,1 84,0 82,2 80,8 72,3
% Média 80,09
Desvio Padrao (%) 3,94
CV (%) 4,92
tcal 14,30

Na Tabela 23 tem-se as percentagens de recuperagéo obtidas para a aflatoxina

B2 que apresentaram estar dentro dos limites recomendados pelo regulamento. A
percentagem média obtida foi de 84,18% e um desvio padrao de 6,85%. O coeficiente
de variacdo também apresentou um baixo valor, com 8,14 concluindo-se entdo que os
dados obtidos apresentaram ser homogéneos. No teste t de student, o t tabelado
considerado é de 7,89 com um a de 0,0001. O t calculado foi de 6,53, logo ndo ha uma
diferenca significativa entre o valor médio e o valor de referéncia.

Na Tabela 24 estdo apresentadas as percentagens de recuperacéo obtidas para
a aflatoxina B1 que se encontram dentro dos limites estabelecidos pelo regulamento. A
percentagem média obtida foi de 80,09% e um desvio padrao de 3,94%. O coeficiente
de variacdo também apresentou um baixo valor, com 4,92. Portanto, os dados obtidos
apresentaram ser homogéneos. No teste t de student, o t tabelado considerado é de
15,77 com um a de 0,000001. O t calculado foi de 14,30, logo ndo ha uma diferenga
significativa entre o valor médio e o valor de referéncia.

Com base em todos estes resultados para as aflatoxinas, é possivel verificar que
0os ensaios de recuperacdo se encontram dentro dos limites estabelecidos pelo

regulamento, logo o método apresenta ser seletivo/especifico.
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6.4. Precisao
6.4.1. Repetibilidade

A partir dos resultados obtidos foi possivel calcular a concentracdo do analito
para cada um dos ensaios (ng/ml), o valor médio, o desvio padrao, o coeficiente de
variacao (%) e o limite relativo da repetibilidade (%). Foi aplicado o teste de Grubbs aos
resultados obtidos para cada alimento para verificar a existéncia de valores discrepantes
em relagcédo ao conjunto de dados. Em alguns casos somente foi necessario realizar o
teste uma unica vez, tendo como resultado aceitavel. Porém, em outros, ao realizar o
teste verificou-se a necessidade de se descartar alguns valores, sendo ent&o realizado
novamente o teste tendo como resultado aceitavel. Nas Tabelas 25 — 32 encontram-se

estes resultados.

Tabela 25 - Resultados obtidos para a repetibilidade da aflatoxina G2 (em ng/mL nos ensaios)

Aflatoxina G2
Alimento

Matriz Café Gelado infantil Whisky Carnico Conserva de peixe
Ensaio 1 0,21 5,33 0,08 0,14 2,88 0,09
Ensaio 2 0,19 5,27 0,09 0,14 2,42 0,12
Ensaio 3 0,20 0,11 0,14 0,10
Ensaio 4 0,19 5,69 0,10 0,15 2,54
Ensaio 5 0,15 5,29 0,07 0,15 2,14 0,11
Ensaio 6 0,15 5,47 0,09 0,12 2,88 0,12
Ensaio 7 0,18 5,37 0,09 0,15 2,47 0,11
Ensaio 8 0,18 5,37 0,09 0,14 2,28 0,08
Ensaio 9 0,15 5,00 0,08 0,13 2,15 0,12

Ensaio 10 0,18 4,91 0,11 0,14 2,11 0,07
Valor médio 0,18 5,30 0,09 0,14 2,43 0,10
Pa%f;;'?% ) 0,021 0,221 0,011 0,008 0,281 0,016

CV (%) 11,86 417 12,34 5,67 11,55 15,43

LRR (%) 32,88 11,57 34,20 15,71 32,03 42,76

Condigao Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel
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Tabela 26 - Resultados obtidos para a repetibilidade da aflatoxina G2 (em ng/mL nos ensaios) - Continuagdo

Aflatoxina G2

Matriz Aleira Massa Azeite dB:giodjz Ctgrr]:a;\t(ie Chocolate co:irnar:: do
Ensaio 1 9,40 3,78 5,19 0,22 6,31 1,79 0,43
Ensaio 2 9,92 3,72 5,15 0,26 6,92 2,06 0,40
Ensaio 3 10,39 3,55 4,92 0,26 6,89 2,16 0,40
Ensaio 4 9,12 3,81 5,43 0,24 7,40 2,17 0,46
Ensaio 5 9,71 3,37 5,21 0,16 7,00 2,33 0,50
Ensaio 6 9,05 3,98 4,83 0,18 7,23 2,20 0,49
Ensaio 7 9,40 3,71 5,22 0,23 7,03 2,18 0,58
Ensaio 8 9,09 3,83 5,24 0,21 8,04 1,96 0,48
Ensaio 9 3,64 4,97 0,16 6,80 2,01 0,44
Ensaio 10 8,53 3,85 5,09 0,16 6,58 1,95 0,51

Valor médio 9,40 3,72 513 0,21 7,02 2,08 0,47
Pa%fzzi?% ) 0,517 0,164 0,169 0,038 0,448 0,148 0,052

CV (%) 5,50 4,41 3,29 18,41 6,38 7,11 11,11
LRR (%) 15,24 12,23 9,13 51,04 17,69 19,71 30,80
Condicgao Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel

Nas Tabelas 25 e 26 sdo apresentados os resultados para a aflatoxina G2 para
os alimentos analisados. Nas duas tabelas & possivel notar que os valores do coeficiente
de variacao foram inferiores ao limite de repetibilidade relativo. Estes dados apresentam
na sua grande maioria serem homogeéneos, ou seja, 0s valores mostraram ser pouco
dispersivos em relagédo ao valor medio.

Os resultados para a aflatoxina G1 s&o apresentados nas Tabelas 27 e 28 para
os alimentos analisados. As mesmas conclusdes feitas para a aflatoxina G2 podem ser
feitas para a aflatoxina G1, pois nas duas tabelas é possivel notar que os valores do
coeficiente de variagdo também foram inferiores ao limite de repetibilidade relativo.
Portanto, apresentam ser na sua grande maioria homogéneos, ou seja, os valores

mostraram ser pouco dispersivos em relacido ao valor médio.
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Tabela 27 - Resultados obtidos para a repetibilidade da aflatoxina G1 (em ng/mL nos ensaios)

Aflatoxina G1

Alimento Conserva de

Matriz Café Gelado Whisky Carnico

infantil peixe
Ensaio 1 0,85 4,96 0,10 0,14 2,60 0,06
Ensaio 2 0,79 4,84 0,11 0,14 2,03 0,11
Ensaio 3 0,76 0,12 0,07
Ensaio 4 0,79 5,25 0,10 0,14 2,10
Ensaio 5 0,70 4,83 0,09 0,13 1,64 0,08
Ensaio 6 0,76 5,13 0,09 2,50 0,09
Ensaio 7 1,03 4,91 0,11 0,13 2,14 0,11
Ensaio 8 0,95 4,98 0,11 0,14 1,83 0,06
Ensaio 9 0,75 4,51 0,08 0,13 1,70 0,08
Ensaio 10 0,94 4,56 0,13 0,14 1,64 0,04
Valor médio 0,83 4,89 0,10 0,14 2,02 0,08
Pa%:g;iz% , o001 0,226 0,014 0,004 0,336 0,022
CV (%) 12,18 4,63 13,30 2,86 16,62 27,76
LRR (%) 33,76 12,83 36,88 7,93 46,08 76,96
Condigao Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel

Tabela 28 - Resultados obtidos para a repetibilidade da aflatoxina G1 (em ng/mL nos ensaios) - Continuagdo

Aflatoxina G1

Matriz Aleira Massa Azeite (?:g'gjz ctzr:étie Chocolate co:i:\ar:: do
Ensaio 1 8,10 3,50 4,96 0,21 6,83 1,86 0,43
Ensaio 2 8,64 3,57 4,40 0,22 7,17 2,20 0,38
Ensaio 3 8,82 3,51 4,28 0,23 7,28 2,19 0,39
Ensaio 4 7,57 3,65 5,07 0,19 7,74 2,19 0,44
Ensaio 5 8,32 3,33 4,88 0,18 7,12 2,39 0,44
Ensaio 6 7,68 3,76 4,35 0,19 7,48 2,37 0,45
Ensaio 7 7,95 3,55 4,85 0,25 7,12 2,31 0,42
Ensaio 8 7,68 3,65 4,72 0,22 8,13 2,02 0,44
Ensaio 9 3,41 4,51 0,16 7,06 2,05 0,39
Ensaio 10 6,76 3,69 4,60 0,15 6,57 2,08 0,40

Valor médio 7,95 3,56 4,66 0,20 7,25 2,17 0,42
Pa%ﬁ;;'z,/o ) 0,586 0,124 0,260 0,029 0,420 0,157 0,025

CV (%) 7,38 3,47 5,59 14,61 5,79 7,27 6,00

LRR (%) 20,45 9,61 15,49 40,50 16,06 20,15 16,64

Condigéo Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel
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Para a aflatoxina B2, os resultados obtidos encontram-se nas Tabelas 29 e 30.
Os valores do coeficiente de variagao apresentados nas duas tabelas sao inferiores a
20% e estéo abaixo do limite de repetibilidade relativo. Esta baixa percentagem traduz-
se em dados homogéneos e com pouca dispersdo em relagao ao valor médio. Nota-se

também que o desvio padrao esteve abaixo de 1,0 para todos os alimentos.

Tabela 29 - Resultados obtidos para a repetibilidade da aflatoxina B2 (em ng/mL nos ensaios)

Aflatoxina B2

Matriz Café Gelado Ai:rfg?qrtlitlo Whisky Carnico Con:;r)’(\;a B
Ensaio 1 0,56 5,28 0,08 0,13 2,69 0,16
Ensaio 2 0,50 5,33 0,07 0,14 2,73 0,17
Ensaio 3 0,48 0,10 0,13 0,16
Ensaio 4 0,46 5,65 0,09 2,76
Ensaio 5 0,36 5,33 0,07 0,13 0,14
Ensaio 6 0,39 5,52 0,09 2,81 0,16
Ensaio 7 0,38 5,31 0,09 0,13 2,65 0,15
Ensaio 8 0,43 5,44 0,09 0,13 2,75 0,14
Ensaio 9 0,40 4,95 0,07 0,13 2,73 0,14
Ensaio 10 0,42 4,96 0,10 0,13 2,78 0,13

Valor médio 0,44 5,31 0,09 0,13 2,74 0,15
Pa%‘:g;';’% ) 0,059 0,218 0,010 0,003 0,045 0,014

CV (%) 13,47 4,10 11,91 1,89 1,66 9,49

LRR (%) 37,33 11,38 33,01 5,23 4,59 26,30

Condigao Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel
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Tabela 30 - Resultados obtidos para a repetibilidade da aflatoxina B2 (em ng/mL nos ensaios) - Continuagao

Aflatoxina B2

Matriz Aleira Massa Azeite dB:giodjz Ctgrrl:;;\tze Chocolate co:irnar:ca) do
Ensaio 1 8,76 3,56 5,05 0,20 1,45 0,37
Ensaio 2 9,28 3,52 4,73 0,21 6,33 1,70 0,37
Ensaio 3 9,63 3,58 4,51 0,24 6,42 1,72 0,34
Ensaio 4 8,99 3,56 5,13 0,19 6,51 1,74 0,40
Ensaio 5 9,07 4,91 0,15 6,38 1,84 0,40
Ensaio 6 8,03 3,55 4,74 0,15 6,45 1,83 0,40
Ensaio 7 8,37 3,53 5,00 0,22 6,54 1,81 0,39
Ensaio 8 8,09 3,62 5,04 0,20 1,55 0,41
Ensaio 9 3,50 4,94 0,13 6,51 1,65 0,40
Ensaio 10 8,22 3,68 4,96 0,14 6,43 1,61 0,42

Valor médio 8,72 3,57 4,90 0,18 6,45 1,69 0,39
Pa%fzzi?% ) 0,536 0,050 0,177 0,036 0,067 0,120 0,022

CV (%) 6,15 1,41 3,61 19,42 1,04 7,13 5,70
LRR (%) 17,03 3,91 10,00 53,83 2,88 19,76 15,80
Condicgao Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel

Para a aflatoxina B1, os resultados obtidos encontram-se nas Tabelas 31 e 32.
As conclusbes a serem feitas para esta aflatoxina sdo as mesmas que foram feitas para
a aflatoxina B2. Portanto, o valor do coeficiente de variagao ficou abaixo dos 20% e
abaixo do limite de repetibilidade relativo. Esta baixa percentagem traduz-se em dados
homogéneos e com pouca dispersao em relagdo ao valor médio. Nota-se também que

0 desvio padrao esteve abaixo de 1,0 para todos os alimentos.
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Tabela 31 - Resultados obtidos para a repetibilidade da aflatoxina B1 (em ng/mL nos ensaios)

Aflatoxina B1

Matriz Café Gelado Aillirfr:;rtlitlo Whisky Carnico Con:;;vea iE
Ensaio 1 0,71 4,88 0,08 0,12 2,36 0,14
Ensaio 2 0,69 4,98 0,08 0,11 2,42 0,15
Ensaio 3 0,62 0,09 0,11 0,17
Ensaio 4 0,65 5,29 0,08 0,14 2,36
Ensaio 5 0,64 5,08 0,08 0,12 2,55 0,10
Ensaio 6 0,67 5,16 0,09 2,23 0,13
Ensaio 7 0,63 5,08 0,08 0,12 2,31 0,12
Ensaio 8 0,63 5,33 0,08 0,12 2,34 0,11
Ensaio 9 0,69 4,68 0,07 0,12 2,30 0,10
Ensaio 10 0,67 4,66 0,10 0,12 2,34 0,10

Valor médio 0,66 5,02 0,08 0,12 2,36 0,12
Pa%:g;iz% ) 002 0,226 0,009 0,008 0,084 0,023

CV (%) 4,32 4,51 10,45 6,63 3,56 18,99
LRR (%) 11,98 12,50 28,96 18,37 9,86 52,63
Condigao Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel

Tabela 32 - Resultados obtidos para a repetibilidade da aflatoxina B1 (em ng/mL nos ensaios) - Continuagdo

Aflatoxina B1

Matriz Aleira Massa Azeite (?:g'gjz ctzr:étie Chocolate co:i:\ar:: do
Ensaio 1 7.48 3,44 4,70 0,20 6,09 1,40 0,34
Ensaio 2 7,91 3,39 3,92 0,21 6,40 1,58 0,37
Ensaio 3 8,21 3,44 3,82 0,22 6,49 1,60 0,32
Ensaio 4 7,58 3,46 4,76 0,21 6,55 1,65 0,42
Ensaio 5 7,69 3,19 4,66 0,17 6,32 1,73 0,39
Ensaio 6 6,83 3,27 4,35 0,18 6,32 1,65 0,38
Ensaio 7 7,03 3,42 4,49 0,24 6,64 1,73 0,38
Ensaio 8 6,85 3,46 4,64 0,24 7,09 1,46 0,40
Ensaio 9 3,23 4,45 0,15 6,65 1,52 0,37
Ensaio 10 6,86 3,48 4,40 0,13 6,47 1,54 0,39

Valor médio 7,38 3,38 4,42 0,20 6,50 1,58 0,38
Pa%ﬁ;;'z,/o ) 0,484 0,101 0,304 0,036 0,251 0,103 0,027

CV (%) 6,55 3,00 6,88 18,36 3,86 6,49 7,13

LRR (%) 18,16 8,33 19,08 50,89 10,71 17,99 19,76

Condigéo Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel Aceitavel
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Pelo facto de nao haver outro método para comparar os resultados da precisao,

utilizam-se valores tedricos de repetibilidade, por exemplo, a partir da equacao de

Horwit, de forma a se avaliar a aceitabilidade dos resultados para a precisdo do método.

Para tal é utilizado os valores da Horrat que é dado pela equagao 14.

Com o auxilio dos resultados das Tabelas 25 a 32, obtém-se os valores para o

DPR: e para o HO.. que sao apresentados na Tabela 33. Como se vé, os valores para

HO: sao inferiores a 2, logo os resultados obtidos para a repetibilidade sao considerados

adequados para este método®°.

Tabela 33 - Resultados obtidos para o CV (%), DPRr e HOr para as aflatoxinas G2, G1, B2 e B1, na repetibilidade

Matriz DPRr Afla

Café
Gelado

Alimento
infantil

Whisky
Conserva
de peixe
Carnico
Alheira
Massa

16 G2

Azeite
Bebida de
Soja
Cocen. de
Tomate
Chocolate

Prato
cozinhado

CV (%)

11,86
4,17

12,34
5,67
15,43

11,55
5,50
4,41
3,29

18,41
6,38
7,11

11,11

HO:

0,74
0,26

0,77
0,35
0,96

0,72
0,34
0,28
0,21

1,15
0,40
0,44
0,69

Afla

G1

6.4.2. Precisao intermédia

CV (%)

12,18
4,63

13,30
2,86
27,76

16,62
7,38
3,47
5,59

14,61
5,79
7,27
6,00

HO:

0,76
0,29

0,83
0,18
1,74

1,04
0,46
0,22
0,35

0,91
0,36
0,45
0,38

Afla

B2

cv

(%)
13,47
4,10

11,91
1,89
9,49

1,66
6,15
1,41
3,61

19,42
1,04
7,13
5,70

HO:

0,84
0,26

0,74
0,12
0,59

0,10
0,38
0,09
0,23

1,21
0,06
0,45
0,36

Afla

B1

cv
(%)
4,32
4,51

10,45
6,63
18,99

3,56
6,55
3,00
6,88

18,36
3,86
6,49
7,13

A partir dos resultados apresentados na Tabela 34, onde se encontra a

concentracao para cada duplicado correspondente a cada aflatoxina de cada alimento

estudado, foram calculados o desvio padrdo, o coeficiente de variagao e o limite da

precisado intermédia.

HO:

0,27
0,28

0,65
0,41
1,19

0,22
0,41
0,19
0,43

1,15
0,24
0,41
0,45
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Tabela 34 - Resultados obtidos para a precisao intermédia das aflatoxinas G2, G1, B2 e B1. Resultados obtidos para o
calculo do valor de Horrat.

Amostra Aflatoxina G2 Aflatoxina G1 Aflatoxina B2 Aflatoxina B1
Ensaio A Ensaio B Ensaio A Ensaio B Ensaio A Ensaio B Ensaio A Ensaio B
0,74 0,77 1,65 1,60 1,46 1,51 7,60 7,92
0,92 0,93 1,76 1,76 1,82 1,87 9,32 9,41
Pistacho 0,78 0,78 1,54 1,52 1,55 1,6 8,11 8,24
0,82 0,88 1,56 1,67 1,61 1,75 8,27 8,99
0,78 0,88 1,46 1,63 1,60 1,78 7,89 8,72
0,95 0,92 0,94 0,92 1,52 1,47 1,64 1,70
Farinha de 1,05 1,05 0,98 0,98 1,67 1,66 2,13 2,14
milho 1,07 1,10 1,00 1,06 1,70 1,73 1,90 1,99
1,05 1,11 0,98 1,04 1,68 1,76 1,96 2,04
1,05 1,12 0,95 1,00 1,70 1,78 1,89 1,96
1,41 1,53 2,10 2,25 1,29 1,40 5,03 5,36
1,69 1,69 2,50 2,52 1,67 1,66 6,03 6,06
Amendoim 1,68 1,73 2,38 2,49 1,58 1,61 5,90 6,12
1,62 1,59 2,33 2,31 1,52 1,49 5,81 5,75
1,62 1,64 2,19 2,21 1,53 1,53 5,65 5,50
Desvio padrao 0,038 0,055 0,055 0,227
Coeficiente de 1,08 1,11 113 1,41
variagao (%)
Limite da
precisao 3,04 3,11 3,16 3,94
intermédia (%)
DPRr 16
HOr 0,07 0,07 0,07 0,09

Com base nos valores obtidos na Tabela 34, os valores para o desvio padrao
mostraram ser baixos, ou seja, apresentaram uma dispersao baixa com relagéo ao valor
esperado. O mesmo pode ser dito para o coeficiente de variagdo que apresentou valores
por volta dos 1%, que é um valor muito baixo tendo em conta o fator do tempo (dias
distintos) que pode afetar o desempenho do método.

Para a precisdo intermédia também se calculou o valor de Horrat, como
mostrado na Tabela 34. Os valores obtidos também sao inferiores a 2, portanto estes
resultados obtidos sao considerados adequados para este método.

A partir de todos os resultados obtidos para a repetibilidade e para a precisao
intermédia, pode-se dizer que o0 método mostrou ser preciso. Tanto na repetibilidade
quanto na precisao intermédia é possivel se observar um valor baixo tanto do coeficiente

de variagdo quanto do desvio padrdo quanto do valor de Horrat.
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7. Conclusao

A realizacdo da validagdo de um método é de extrema importancia para um
laboratorio, pois certifica que os métodos utilizados neste fornecem resultados
confiaveis. Portanto, ao analisar uma amostra qualquer no qual se suspeita a presenca
de substancias perigosas para a saude, como, por exemplo, as micotoxinas, é preciso
ter a certeza que o método utilizado ira fornecer um resultado correto e ndao um falso
negativo.

A validacdo deve ser feita sempre que um método sofrer algum tipo de
modificacao, seja por alterar alguma técnica ou por uso de algum equipamento diferente.
Também é realizada a validagao quando € aplicado um novo método.

Para a validagao do método da determinacao das aflatoxinas em alimentos,
realizada na presente empresa, obtiveram-se o0s resultados apresentados
anteriormente.

Para a analise da amostra de referéncia foi possivel observar que os resultados
obtidos estavam dentro do intervalo certificado pelo fabricante. O que mostra que o
método além de eficiente, é exato para a determinagédo da micotoxina.

A curva de calibragao obteve um coeficiente de correlagao linear muito préximo
de 1,0, o que expressa uma boa correlagdo entre as variaveis estabelecidas. Pelos
testes feitos, Rikilt, area normalizada e norma ISSO 8466-1, chega-se a conclusido de
que o método apresenta linearidade.

No estudo da repetibilidade é visto que os valores do coeficiente de variagao
para cada aflatoxina mostraram ser pouco dispersivos em relagao ao valor médio. Isto
deve-se a estes apresentarem baixos valores de percentagens. Comparando-se estes
valores com os valores tedricos obtidos pela equacdo de Horrat, se conclui que os
resultados obtidos para a repetibilidade sdo adequados para o método aplicado. O
mesmo pode ser dito para o estudo da precisao intermédia.

No estudo da recuperagdo obteve-se percentagens acima dos 70%. As
percentagens obtidas encontraram-se dentro do limite recomendado pelo regulamento.
Portanto, o método mostra-se ser especifico/seletivo para as aflatoxinas.

Apos realizado a analise de todos os parametros da validagdo, chega-se a uma
conclusao a respeito do método adotado. O presente método entdo, apresentou ser
seletivo/especifico, com linearidade, exato e preciso. Portanto o método adotado pela
empresa mostra-se ser adequado para a determinacdo de micotoxinas em varios

alimentos.
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8. Planeamento futuro

Devido ao estagio ter sido suspenso por alguns meses por conta da pandemia

Covid-19 presente neste ano de 2020, nao foi possivel realizar a validagdo do método

para a determinacao da Zearalenona nos alimentos. Contudo, o planeamento para a

sua validacdo consistia nos seguintes quesitos:

Escolha da mistura de solventes mais adequada para a extragao;
Confirmacéo dos limites de detecao e de quantificagao;
Estudo da repetibilidade;

Estudo da precisao intermédia;

YV V VYV V V

Ensaios de recuperacéo.

Os alimentos a serem estudados seriam: preparado para pudim, sobremesa,

chocolate, pizza, folhado, farinha lactea, puré, racao, bolacha, cereal, farinha, pao,

concentrado de tomate e fruto seco.

YV V V V V VYV VY

Y VY

O método a ser validado consistia no seguinte processo:

Pesagem de 55 g da amostra com 5 g de Cloreto de Sédio (NaCl);

Solvente de extracdo, Acetonitrilo/Agua (60:40) com volume de 150 ml;
Extracao realizada por 4 min com o uso de agitadores;

Filtracao com papel de filtro (V+);

Diluicao, 10 ml do filtrado num balao volumétrico de 50 ml perfeito com agua;
Filtracao com papel de microfibra de vidro (V2);

Clean-up com o uso da coluna de imunoafinidade, eluindo todo o filtrado (V2), de
seguida 20 ml de agua;

Eluigdo, 2 x 460 pl Actonitrilo + 160 pl Metanol + 920 ul Agua;

Analise por HPLC com detetor de fluorescéncia.

Este método seria validado devido a alterac&o na parte da eluicéo, visto que no

método antigo era feito a eluigdo com 4 ml de metanol, seguido da evaporagao por azoto

e diluicdo com a fase movel. Esta alteracao seria feita para que fosse reduzido o gasto

de gas azoto.

A validagdo do método consistia na determinagdo dos seguintes parametros:

andlise da amostra de referéncia, curva de calibracdo, limites de detecdo e de

quantificagao, linearidade, sensibilidade, especificidade/seletividade, repetibilidade e

precisédo intermédia.
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