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• Embalagem
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Aflatoxinas – EN 12955:1999 e 14123:2003

Estudo de caso



Estudo de Casos
Aflatoxinas

As aflatoxinas, são micotoxinas produzidas por fungos do género 
Aspergillus. Merecem especial atenção por parte da indústria dos 
alimentos e do público em geral porque apresentam uma alta 
toxicidade quer para o homem quer para os animais constituindo uma 
preocupação mundial. Os bolores do género Aspergillus, mais 
propriamente as espécies Aspergillus flavus e Aspergillus
parasiticus, são susceptíveis de elaborar essas substâncias 
extraordinariamente tóxicas durante o crescimento quando as 
condições são favoráveis.



Estudo de Casos
Aflatoxinas

Isto acontece quer no campo, na colheita, no carregamento, no 
transporte (terrestre e marítimo), no armazém, na embalagem, no local 
de venda, no restaurante, e até em casa onde o produto aguarda para 
ser consumido. As aflatoxinas podem permanecer no alimento após a 
morte do fungo que as produz, podendo apresentar-se em alimentos 
onde não são verificadas alterações visíveis. Elas são mutagénicas, 
carcinogénicas e altamente tóxicas para grande número de animais. 



Estudo de Casos
Aflatoxinas

A sensibilidade ao tóxico varia grandemente de espécie para 
espécie, dependendo da idade, sexo, condições nutricionais do 
animal, nível de dosagem, frequência e composição da dieta. 

Embora o orgão mais afectado seja o fígado, no qual produzem 
alterações tumorais e tecidulares, podem também ser afectados 
outros orgãos. 



Estudo de Casos
Aflatoxinas

Podem ser encontradas várias aflatoxinas nos produtos alimentares, 
sendo as mais importantes e mais vulgarmente conhecidas as B1, 
B2, G1 e G2. A aflatoxinaB1 é de todas as aflatoxinas conhecidas a 
mais importante em termos de ocorrência e toxicidade.
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Estudo de Casos
Aflatoxinas – Avelãs



1.Homogeneização da amostra

2.Extracção

3.Diluição e filtração

4.Purificação (imunoafinidade)

5.Separação por HPLC

5. Derivatização e quantificação – fluorescência

Estudo de Casos
Aflatoxinas - EN 12955:1999 e EN 14123:2003



Estudo de Casos
Aflatoxinas - Purificação por imunoafinidade



Estudo de Casos
Aflatoxinas –Controlo de qualidade dos resultados 

Controlo de Qualidade Externo

- Participação em Ensaios Interlaboratoriais

Controlo de Qualidade Interno

- Realização de ensaios em duplicado

- Realização de ensaios de recuperação

- Controlo das curvas de calibração

- Validação do LQ
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Padrão Aflatoxinas

G2

B2

G1 B1
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G2

B1

G2Amostra de Avelã –
América Central

B1 ?
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-Amostra dopada

G2

B1
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Ensaio de recuperação



Estudo de Casos
Aflatoxinas

A amostra de avelã apresenta um teor de G2 muito superior ao 
limite máximo legal, não sendo detectadas G1, B2 e B1
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Amostra de Avelã -
Europa

G2



Estudo de Casos
Aflatoxinas

A amostra de avelã apresenta um teor de G2 muito superior ao 
limite máximo legal!



Estudo de Casos
Aflatoxinas

Causas possíveis

-Factores climatéricos e/ou geográficos?

-Más condições de transporte?

-Mau armazenamento?

- Problema da matriz/metodologia?



Estudo de Casos
Aflatoxinas

Causas possíveis

-Factores climatéricos e/ou geográficos

ano excepcionalmente chuvoso, mas proveniente de 
produtores diferentes e países distantes!

-Más condições de transporte/ Armazenamento

a empresa afirmava que se havia certificado que tudo 
estava conforme!



Estudo de Casos
Aflatoxinas

A amostra de avelã 
apresenta um teor de 
G2 muito superior ao 
limite máximo legal

O que se passa?

Amostra de Avelã –
Europa Leste
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Causas possíveis

Problema no ensaio?

Controlo da qualidade externo
Todos os interlaboratoriais OK

Controlo da qualidade interno -Revisão
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- Comparação dos cromatogramas obtidos nos diferentes ensaios 
sobre a amostras de avelãs

Similares 
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- Contaminação ?

Branco OK
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- Recuperação ?

Recuperação OK

85%

85%96%

82%
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- Separação cromatográfica?                 nova coluna de HPLC

Padrão Amostra

Ex: G2 Tempo de retenção = 7,80 min.

Separação OK



Estudo de Casos
Aflatoxinas

-Problema na coluna de imunoafinidade?

cumpre  todos 
critérios         

EN 12955:1999 
e 14123:2003   

Apenas  2 marcas de colunas no mercado, ambas 
credíveis!



Estudo de Casos
Aflatoxinas

-Problema na coluna de imunoafinidade?

Trigo OK, Milho OK, Cevada OK, Pistáchios OK, Figos OK, 
Amendoins OK, Especiarias OK, Nozes OK, Cajus OK, Arroz 
OK, Uva Passa OK, Alimentos Compostos OK,  etc…

Problema na coluna de imunoafinidade para a avelã?
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?
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Utilização de coluna imunoafinidademarca 2

Amostra de Avelã -
Europa

Resultados 
diferentes!

G2 ausente
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-Problema na coluna de imunoafinidademarca 2?

Branco OK
Recuperação OK

cumpre  EN 12955:1999 e 14123:2003   



Estudo de Casos
Aflatoxinas

?



Estudo de Casos
Aflatoxinas

Estamos perante um problema de coluna de afinidade, pois as 
colunas usadas pelo laboratório retêm interferentes existentes neste 
tipo de matriz !
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Conclusão

Mesmo cumprindo todos os requisitos de garantia da qualidade, 
podem surgir anomalias, as quais podem falsear os resultados. 



Validação de métodos desenvolvidos pelo laboratório para 
a determinação de mercúrio e selénio usando um sistema 
multicomutado MCFIA, com detecção por EAA-VF e 
EAA-GH, respectivamente.

Estudo de Casos 
Hg EAA-VF e Se EAA-GH



EAA-VF

hHatch and Ott, Anal. Chem. 40 (1968)



EAA-VF

Hg(II) Hg0
Redutor

(Sn2+; BH4
-)

AAS 
(λ=253.7 nm)(Ar; N2)



EAA-GH

hHolak W., Anal. Chem. 41 (1969)



EAA-GH

AAS 
(λλλλ= 196.0 nm)

Se(IV) SeH2
(BH4

-) (Ar; N 2)



Reis et al, ACA 293(1994)129.

Multicomutação (MC)

Válvula solenoide de 3 vias da NResearch Inc.



Multicomutação (MC)

Solenoid valveAspiração
Pump

Solenoid valvePropulsão Pump

Detector

Detector



Vantagens

� Miniaturização dos sistemas de fluxo;

� Melhoramento das condições de mistura entre reagentes e 

amostra;

� Reduzido consumo de reagentes e amostra;

� Minimização da produção de efluentes;

� Flexibilidade.

Limitações

�Escassez de equipamento disponível comercialmente (interfaces 

electrónicas e software);

�Falta de robustez das válvulas

Multicomutação (MC)



Equipamento
AA

E

B2

SGL
B1

R

T

A

RC

ArV1

V2

V3

T: solução transportadora HCl 3% v/v (Hg) e HCl 10% v/v (Se); R: solução redutora NaBH4 0.2% m/v em 
NaOH 0.05% m/v; A: Soluções padrão/amostra; RC: reactor, 30 cm (Hg) e 100 cm (Se); Ar : árgon 70 mL
min-1 (Hg) e 100 mL min-1(Se); AA : espectrofotometro de absorção atómica; V1-V3: válvulas solenoides; SGL: 
separador gás-liquido; B1,B2 : Bombas peristálticas; E: esgoto.



Validação 
Determinação de Selénio 

• Especificidade

– Inerente ao método instrumental – EAA-GH

• Exactidão

– MRC´s

• Precisão

– Precisão intermédia 

• Gama trabalho

– Teste de F de Snedecor-Fisher

• Linearidade

– ISO 8466/1

• Limiares analíticos

– Brancos



Validação
Determinação de Selénio

Método Desenvolvido 
 (MCFIA)

Gama de trabalho, µg L
-1

0 - 10 
(Fexp = 1,0 ; Fcrit.(95%) = 9,3)

Modelo Linear
(  Fexp = 0,14 ; Fcrit.(95%) = 2,66)

LD, µg L
-1
 (X0 + 3S0; n = 20) 0,3

LQ, µg L
-1
 (X0 + 10S0; n = 20) 1,0

C.V.r, % 2,1 (2,81 µg L
-1
)

2,7
 
(521 µg kg

-1
)

Recuperação MRC 
a
, % 89,3 - 112,2

Incerteza, % 11
a
 MRC: Sea Lettuce (CRM 279); Spinach leaves (SRM 1570ª);  Surface Water (SPS-SW2); 

   Tr-218 (Inter 2000);  Dogfish (DORM-2); Pig Kidney (CRM 186); Bovine Liver (CRM 185). 



Validação 
Determinação de Hg

Método Desenvolvido Método Acreditado

 (MCFIA) (FIA)

Gama Linear, µg L
-1

0 - 20 0 - 20

LD, µg L
-1
 (X0 + 3S0; n = 20) 0,24 0,15

LQ, µg L
-1
 (X0 + 10S0; n = 20) 0,65 0,41

C.V., % 2,7 (1,6 µg L
-1
) 4,7 (1,6 µg L

-1
)

5,8
 
(8,1 µg L

-1
) 1,7

 
(8,1 µg L

-1
)

Calibração, 
a 
y = mx + b

declive 0,068 (±0,005) 0,056 (±0,003)

ord. origem 0,002 (±0,002) 0,014 (±0,014)

(n = 7) (n = 7)

Coeficiente correlação 0,9995 0,9998

Recuperação, % 90,7 - 99,8 91,1 - 99,8

Incerteza, % 12 10
a Média e desvio padrão dos valores dos parâmetros da curva de calibração obtidos em 7 dias (n =7)



Validação 
Determinação de Hg

t exp. = 0,012; tcrit.(95%) = 2,209 - 30012

(amostras emparelhadas)(µg kg-1)

teste t Student Gaman

Validação do método desenvolvido (MCFIA) por comparação com o 

método acreditado do laboratório (FIA)



Obrigada!


