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1. Introducéo

Ensaio de proficiéncia (EP) é o uso de comparacdes interlaboratoriais com o objetivo de avaliar a
habilidade de um laboratério em realizar um determinado ensaio ou medicdo de modo competente e
demonstrar a confiabilidade dos resultados gerados. Em um contexto geral, o ensaio de proficiéncia
propicia aos laboratorios participantes: avaliacdo do desempenho e monitoracdo continua; evidéncia
de obtencao de resultados confiaveis; identificacdo de problemas relacionados com a sistemética de
ensaios; possibilidade de tomada de agfes corretivas e/ou preventivas; avaliacdo da eficiéncia de
controles internos; determinacdo das caracteristicas de desempenho e validacdo de métodos e
tecnologias; padronizacdo das atividades frente ao mercado e reconhecimento de resultados de

ensaios, em nivel nacional e internacional.

Com a crescente demanda por provas regulares e independentes de competéncia pelos organismos
reguladores e clientes, o ensaio de proficiéncia é relevante para todos os laboratérios que testam a
gualidade de produtos. Embora o numero de provedores de ensaios de proficiéncia na area de
alimentos seja grande, principalmente de provedores internacionais, 0s custos cobrados para a
participacdo nestes ensaios sdo, hormalmente, muito elevados, o que inviabiliza, em muitos casos, a

participacdo de um laborat6rio em um nimero maior de ensaios.

Micotoxinas sdo um grupo de substancias formadas como metabdlitos secundarios de fungos,
destacando-se a classe das chamadas aflatoxinas devido ao potencial téxico e de contaminacdo de
alimentos. Uma avaliagdo dos niveis residuais destas substancias em produtos agricolas é
extremamente importante, pois pode ser um indicativo de que as boas préticas agricolas nao estejam

sendo seguidas.

Uma variedade de micotoxinas pode ser encontrada na maioria dos alimentos, em concentragcdes
muito baixas (da ordem de pg/kg), portanto, a identificacdo e a quantificacdo destas substancias nas
diversas matrizes torna-se extremamente complexa. Nao obstante, é crescente a exigéncia no
mercado internacional quanto a niveis de residuos de contaminantes em alimentos, cada vez mais
reduzidos. No Brasil, os niveis de contaminacdo das aflatoxinas Bl, B2, G1 e G2 sdo

regulamentados em alimentos, incluindo amendoim.

Este relatério apresenta os resultados da avaliacdo de desempenho dos laboratoérios participantes da
segunda rodada do Ensaio de Proficiéncia promovido em parceria pela Diretoria de Metrologia
Cientifica e Industrial (Dimci) do Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Industrial (Inmetro) e pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da

Fundacéo Oswaldo Cruz (Fiocruz), para a determinacdo de micotoxinas em alimentos.
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2. Objetivos

O objetivo deste EP é fornecer aos laboratorios participantes uma ferramenta efetiva para verificar
sua competéncia nos ensaios de identificagdo de micotoxinas em alimento, utilizando suas
metodologias de rotina. Este EP também contribui para:

* monitorar o desempenho continuo dos laboratérios de andlise de residuos de micotoxinas em
alimentos;

» identificar problemas na metodologia aplicada pelo laboratério participante e iniciar acdes
corretivas;

e aumentar a confianca nos resultados das medicdes dos laboratdrios participantes;

e apoiar os laboratérios na solicitacdo da acreditacdo ou sua manutencdo segundo a
NBR ISO/IEC 17025.

3. Preparo e Envio dos Itens de Ensaio

Os procedimentos de amostragem, preparo dos itens de ensaio e andlise foram realizados no
Laboratério de Residuos de Micotoxinas do INCQS/FIOCRUZ.

3.1. Preparo do Amendoim

A amostra foi preparada pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade e Saude (INCQS) a
partir de um lote de amendoim adquirido no comércio da cidade do Rio de Janeiro em 2008. O
amendoim sem pele, 2,0 kg, utilizado no preparo do material, foi moido por 20 min em moinho
GEIGER com a mesma quantidade de agua, a qual foi fortificada com as aflatoxinas. A lama
preparada (slurry) foi entdo seca em estufa, triturada e a farinha resultante passada por peneira
com 1,68 mm de poro. O material foi novamente seco em estufa, homogeneizado e dividido em
aliquotas de 50 + 5 g que foram envasados a vacuo em saches, formando cada sache um item de
ensaio. Estes foram armazenados em freezer (-15 C), até 0 momento de serem enviados aos

laborat6rios participantes.

3.2. Homogeneidade e Estabilidade dos Itens de Ensa io
Foram separados aleatoriamente cinco itens de ensaio representativos do conjunto preparado
para o teste de homogeneidade. A amostra de amendoim de cada item de ensaio foi dividida em

duas partes, que foram analisadas de forma independente.

Para o estudo de estabilidade, os itens de ensaio contendo o amendoim, reservados para este
estudo, foram avaliados em cinco periodos diferentes, compreendidos entre o preparo do item de

ensaio pelo laboratério e o periodo final de entrega dos resultados.
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Os testes estatisticos foram feitos segundo a ISO GUIDE 35 e a norma ISO 13528, e os

resultados obtidos nos testes estao apresentados nos itens 5.1 e 5.2 deste relatério.

3.3. Envio dos Itens de Ensaio

Para cada laboratério inscrito na 12 Rodada do Ensaio de Proficiéncia para Determinagédo de
Micotoxinas em Alimentos foi enviado um item de ensaio contendo cerca de 50 g de amendoim.
Estes foram enviados por via aérea em uma caixa de isopor com gelo seco e devidamente

lacrada.

3.4. Instru¢Bes de Uso do Material para o Ensaio de  Proficiéncia
As instrucdes de uso do material relativo ao ensaio de proficiéncia foram enviadas junto com os

itens de ensaio, aos laboratorios inscritos na Rodada.

4. Andlise dos Resultados

4.1. Resultados das medi¢Bes dos laboratérios

Os laboratorios receberam um item de ensaio contendo amostra de amendoim e foram orientados
a proceder conforme a rotina do laboratério. Além dos resultados analiticos, expressos em pg/kg,
os laboratérios participantes informaram também a recuperacdo (%), o limite de deteccdo e o
limite de quantificacdo, inerentes ao método empregado.

Os laborat6rios foram orientados também a prestarem algumas informagfes relevantes, atraves
do Formulério de Envio de Resultados, sobre as técnicas e 0s equipamentos utilizados nos

ensaios.

4.2. Estabelecimento dos valores designados

As técnicas de estatistica robusta sdo utilizadas para minimizar a influéncia que resultados
extremos podem ter sobre estimativas de média e desvio-padrdo. Sendo assim, a Coordenacéo
deste Ensaio de Proficiéncia adotou como valor designado para as medidas de Aflatoxinas B1,
B2, G1, G2 e total aqueles oriundos do calculo da estatistica robusta apresentado no item 5.6 da
Norma ISO 13528, que é uma norma especifica de métodos estatisticos para uso em EP por
comparac0les interlaboratoriais. Seguindo os critérios desta norma, os valores designados foram
obtidos pela média robusta dos resultados emitidos por todos os laboratorios participantes que
reportaram valores acima dos limites de quantificag &0', que trabalharam com o minimo de
259, e pelo INCQS, conforme os procedimentos estatisticos descritos no item 4.3.5 deste

relatério.

1 - . - = -

Os laboratérios foram orientados a reportarem os seus resultados corrigidos pela recuperacdo. Portanto, os laboratérios que de
alguma forma declararam ou mencionaram que ndo corrigiram seus resultados pela recuperacgdo, ndo foram considerados no
célculo dos valores designados.
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4.3. Anélise Estatistica
Neste tOpico estdo descritas as analises estatisticas utilizadas para a obtengdo dos valores
designados, para a avaliagdo da homogeneidade e da estabilidade das amostras, assim como

para a avaliagdo do desempenho dos laboratérios participantes.

4.3.1. Analise de Residuos

A analise de residuos foi empregada para avaliar a estabilidade das amostras de amendoim
em relacdo aos valores de referéncia das concentragdes das micotoxinas utilizados neste EP.
A analise de residuos consiste em estimar a variancia dos valores utilizados na regressao
linear e observar se os valores de concentracdo apresentam alguma tendéncia, através da
ferramenta estatistica de analise de variancia (ANOVA). Caso a inclina¢cédo da reta ou a néo-

linearidade ndo forem significativas, a amostra € considerada estavel.

4.3.2. Avaliagdo da Homogeneidade dos Itens de Ensa i0

A Norma I1SO 13528:2005 no item 4.4, anexo B, fornece procedimentos para avaliar se as
amostras do EP estdo adequadamente homogéneas e estveis para o propésito do ensaio.
Esta norma oferece ainda a possibilidade de incluir o desvio padrdo devido a
heterogeneidade das amostras, no desvio padrdo de avaliacdo de proficiéncia. O
procedimento abordado pela norma ISO 13528 para avaliacdo da homogeneidade dos itens
de ensaio encontra-se resumidamente descrito a seguir:

Primeiramente, deve-se selecionar aleatoriamente um nimero g de amostras do lote de itens
de ensaio preparado, onde g = 10, retirar duas porcdes de teste de cada item de ensaio e
realizar a andlise de todas as porc¢des (2g) de forma aleatdria, completando todas as séries
de medicdo sob condicbes de repetitividade. Este nimero pode ser menor se dados
adequados estdo disponiveis por analises de homogen eidades prévias em amostras
similares preparadas pelo mesmo procedimento

Calcular a média, x;, entre as duas porgdes de teste (x;; € X;»), para cada amostra, e em
seguida, calcular a media geral, X, definida como a média das médias de cada amostra. A
partir destes valores, calcular o desvio padrdo das médias das amostras, s, conforme a
Equacédo 1. Definir as diferencas entre as por¢des de teste, w,, também para cada amostra, a

partir da Equacao 2.

S = (X, ~X)*/(g 1) 1)

W = X3 = Xz )
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A partir dos valores definidos acima, calcular o desvio padrdo dentro das amostras s, € 0

desvio padrao entre as amostras s, conforme as Equacgdes 3 e 4, a seguir:

Sw =4 > wl( 2g) 3)
Ss =4/Sx2—(Sw?2/2) (4)

As amostras podem ser consideradas adequadamente homogéneas para este ensaio de

proficiéncia, se o critério definido na Equacéo 5 for atendido:

Ss<03s* (5)

Onde, s” é o desvio padrdo para avaliagcédo de proficiéncia, que neste EP foi obtido através

da equacdo de Horwitz (4.3.3), para cada micotoxina estudada.

Caso este critério ndo seja alcancado, a norma I1SO 13528 permite ainda a incluséo da
variagdo existente entre as amostras, no desvio padrdo para avaliacdo de proficiéncia,

conforme a Equacéo 6:

0 = /01?2 + Ss? (6)

Esta inclusdo permite que possiveis variacdes na homogeneidade entre os itens de ensaio
com relacdo aos valores de concentracdo, ndo influenciem diretamente na avaliacdo de
desempenho do laboratério participante do EP. Contudo, inicialmente deve ser verificada a

possibilidade de melhorias no processo de preparo das amostras.

4.3.3. Desvio Padrao para Avaliacdo de Proficiéncia

Nesta rodada de ensaio de proficiéncia o desvio padrdo para avaliacdo de proficiéncia dos
laboratérios participantes foi calculado por um modelo geral, conforme item 6.4 da norma
ISO 13528:2005. O modelo adotado nesta avaliacdo para o célculo do desvio padréo esta
fundamentado no modelo de Horwitz, (Horwitz 1980) (Equacéo 7), que expressa a precisdo

interlaboratorial em termos de um desvio padrao de reprodutibilidade.

0, = 002c°8% (7)

Onde : ¢ é o nivel de concentracdo expresso em fracdo massica e dy é o desvio padrao de

Horwitz.
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Estudos colaborativos conduzidos recentemente mostraram que em rodadas em que a
concentracdo do analito esta abaixo de 100 ppb, o desvio padrdo de reprodutibilidade
encontra-se sistematicamente abaixo do previsto pela equagcdo de Horwitz. Com base
nestes estudos, Thompson (Thompson, 2000) sugeriu uma modificacdo da equacdo de
Horwitz levando em consideracdo os niveis de concentragdo do analito expressos em fracao

massica, conforme as Equacdes 8, 9 e 10:

o =022 , sec<1,2x10" (8)
0 =00 se1,2x10'<c<0,138 9)
0=00I%, sec>0,138 (10)

Onde : c € o nivel de concentracdo expresso em fracdo massica e o é o desvio padrao de

Horwitz modificado.

4.3.4. indice z

Para a qualificacdo dos resultados dos laboratérios, o indice z (z-score) foi calculado
representando uma medida da distancia relativa do resultado da medicdo do laborat6rio em
relacdo ao valor designado do ensaio de proficiéncia. O indice z foi calculado conforme

apresenta a Equacao 11.

_ yi - yref

o

z
(11)

Onde: y; representa o valor do laboratério participante, y..s representa o valor designado e o,

0 desvio padrao de Horwitz modificado.

A interpretacéo do valor do indice z esta descrita abaixo:

|z| < 2 - Resultado satisfatorio
2 < |z| < 3 - Resultado questionavel

|z] 2 3 - Resultado insatisfatorio
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4.3.5. Andlise Robusta

A Norma ISO 13528 € um documento complementar a ISO GUIA 43 e fornece os métodos
estatisticos a serem empregados nos ensaios de proficiéncia. Este documento descreve a
andlise robusta envolvendo o emprego da estimativa do algoritmo A para o célculo do valor
designado e do desvio padrdo. Neste EP, somente o valor designado foi calculado através da
andlise robusta, sendo o desvio padréo estimado através das equacgdes derivadas do modelo
geral de Horwitz (item 4.3.4).

Inicialmente, todos os valores objetos da andlise (valores dos laboratérios participantes e do
INCQS) foram colocados em ordem crescente. A seguir, foram calculados os valores da

mediana de x; (x*) e do desvio padréo (s*), conforme as Equactes 12 e 13.

x* = mediana de x; (12)

s* =1,483 x med‘xi - x*‘ (13)

Onde: med é a mediana; x; valor de concentracéo reportado pelo laboratorio.

Em seguida, foi calculado o valor de F; segundo a Equacéo 14, e a partir da estimativa de F;,
calculou-se o novo valor inferior (concentragdo inferior), e 0 novo valor superior

(concentracdo superior), através das Equacdes 15 e 16.

F = 15s* (14)
Novo Valor Superior = x* + F (15)
Novo Valor Inferior = x* - F; (16)

Os novos valores, superior e inferior, foram comparados a cada um dos resultados individuais
dos laboratérios participantes, e os que estavam acima do valor superior ou abaixo do valor
inferior foram descartados, ou seja, foram considerados valores dispersos ou discrepantes e
substituidos pelos novos valores superiores e inferiores. Este procedimento compreende a um
cicloou Ciclo O .
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Iniciou-se um novo ciclo, a partir do calculo da média robusta (x*)? e do desvio padrdo (s) dos
novos valores encontrados, e a seguir calculou-se o novo desvio padréo robusto (s*)®. O novo

valor de s* foi calculado pela Equacgéo 17:

S*=1,134's (17)

Em seguida, calculou-se novamente o valor de F;, os novos valores superiores e inferiores,
conforme descrito, respectivamente, nas Equacdes 15, 16 e 17, sendo os valores
discrepantes substituidos pelos novos limites. Este procedimento corresponde a outro ciclo

ou Ciclo 1.

O ciclo é reiniciado até o momento em que os valores da nova média robusta (x*) e do novo
desvio padréo robusto (s*) convergirem, ou seja, até que ndo haja nos ciclos, diferenca entre
eles. Neste momento o ciclo é finalizado e 0s novos valores de x* e s*, que sdo o0s valores da

média robusta (valor designado do EP) e do desvio padréo robusto.

5. Resultados da Avaliagdo da Homogeneidade e Estab ilidade

5.1. Avaliacdo da Homogeneidade

Apesar dos esfor¢os para assegurar a homogeneidade do item de ensaio preparado para um EP
e outros estudos interlaboratoriais, estes materiais possuem geralmente um determinado grau de
heterogeneidade. Quando este material é dividido em amostras e distribuido aos laboratorios,
estas apresentam uma pequena variacdo na composicdo entre elas. Este estudo tem como
objetivo determinar, através do procedimento descrito no item 4.3.2 deste relatorio, se a variagao
na composi¢cdo entre as amostras distribuidas € suficientemente pequena para o objetivo do

Ensaio de Proficiéncia.

Para o teste de homogeneidade foram separados, aleatoriamente, 5 itens de ensaio* contendo
cada um aproximadamente 50 g de amostra, representativas dos itens de ensaio preparados.
Para cada item de ensaio foram realizadas duas andlises completas produzindo, para cada

analito, dois resultados (A e B), conforme dispostos na Tabela 3.

2 Na ISO 13528 quando se inicia o Ciclo 1, x* passa a ser denominado como média robusta, uma vez que advém de um

algoritmo robusto.

% Na ISO 13528 quando se inicia o Ciclo 1, s* passa a ser denominado como desvio padr&o robusto, uma vez que advém de um

algoritmo robusto.

* Optou-se por 5 amostras pois a quantidade de itens de ensaio preparada era pequena. Com isto, abriu-se a possibilidade de
mais laboratérios participarem deste EP. Estudos prévios, com outro lote preparado da mesma maneira, indicavam uma

homogeneidade adequada.
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Tabela 3: Dados gerados no teste de homogeneidade

. AFLATOXINA
i Amases | B1(ugka) | B2 (ugke) | Gl(ugke) | Ga(ugkg) | Total (ugkg)
A B A B A B A B A B

1 267 | 244 | 098 | 0,93 | 2,10 | 2,29 | 0,77 | 0,83 | 6,51 | 6,49

2 253 | 2,62 | 0,97 | 0,99 238 | 246 | 0,80 | 0,80 | 6,69 | 6,88

3 248 | 2,31 | 0,94 | 0,91 222 | 2,11 | 0,712 | 0,72 6,36 | 6,06

4 236 | 249 [ 0,92 | 0,96 | 2,26 | 2,37 | 0,85 | 0,76 | 6,40 | 6,58

5 2,29 2,38 | 0,92 | 0,92 214 | 2,38 | 0,74 | 0,81 6,09 | 6,49

Os resultados obtidos, para os valores de desvio padréo entre as amostras (Ss) e para o valor do

limite 0,3*s*, para as Aflatoxinas do estudo, estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Resultado dos testes de homogeneidade

Aflatoxina S s 0,3*s* Resultado
Bl 0,073 0,162 Homogeneidade Suficiente
B2 0,018 0,062 Homogeneidade Suficiente
G1 0,068 0,150 Homogeneidade Suficiente
G2 0,022 0,051 Homogeneidade Suficiente
Total 0,183 0,426 Homogeneidade Suficiente

Conforme observado na Tabela 4, todos os valores de desvio padréo entre as amostras (Ss), para
as micotoxinas deste estudo foram menor do que o limite 0,3*s*, equivalente a aproximadamente
um terco do desvio padrdo para avaliacdo de proficiéncia. Assim, de acordo com estes resultados,
os itens de ensaio foram considerados suficientemente homogéneos com relacdo aos valores de

concentracao das Aflatoxinas.

5.2. Avaliacdo da Estabilidade

Para assegurar que as amostras utilizadas no ensaio de proficiéncia estavam estaveis no periodo
do ensaio, foi realizado um estudo de estabilidade. Este estudo visa identificar se ha uma
reprodutibilidade nas determina¢des da micotoxina ao longo do tempo. A avaliacdo foi realizada
utilizando-se a andlise de residuos da regressao linear.

Os dados obtidos pelo INCQS/Fiocruz para o estudo de estabilidade da amostra encontram-se na
Tabela 5.

Péagina 11 de 31



Relatério Final do Ensaio de Proficiéncia para Determ

inacdo de Micotoxinas em Alimentos — 12 Rodada

Tabela 5: Dados obtidos para o estudo de estabilidade

AFLATOXINAS

Data da Bl B2 G1 G2 Total
andlise
Ha/kg Média Ha/kg Média Ha/kg Média Ha/kg Média Ha/kg Média
2,47 0,95 2,22 0,78 6,41
30/09/2009 2,46 0,94 2,27 0,78 6,45
2,45 0,94 2,32 0,78 6,50
2,36 1,02 2,40 0,74 6,52
10/02/2010 2,47 1,03 2,40 0,69 6,60
2,58 1,05 2,40 0,64 6,68
2,38 1,01 2,36 0,91 6,66
15/03/2010 2,42 1,00 2,28 0,91 6,61
2,46 0,99 2,20 0,90 6,55
2,22 1,00 2,01 0,74 5,97
24/05/2010 2,19 0,98 2,03 0,74 5,94
2,16 0,97 2,05 0,74 5,92
2,40 0,95 2,30 0,88 6,53
01/06/2010 2,32 0,91 2,26 0,82 6,32
2,24 0,87 2,22 0,77 6,10

As Tabelas de 6 a 10 apresentam os resultados obtidos na estimativa da variancia dos valores

utilizados na regressao linear segundo a ISO GUIDE 35.

Tabela 6: Andlise de regressao para o Aflatoxina B1

ANOVA — AFLATOXINA B1

Gl SQ MQ F
Regresséao 1 0,020655194 0,020655194 1,822563243
Residuo 3 0,033999139 0,011333046
Total 4 0,054654333
Coeficientes Erro padrdo Stat t valor-P
Intersecédo 2,496533788 0,103081829 24,21895114 0,000154293
Variavel X 1 -0,000425039 0,000314838 -1,350023423 0,269832573
Tabela 7: Andlise de regressao para o Aflatoxina B2
ANOVA — AFLATOXINA B2
Gl SQ MQ F
Regresséo 1 0,000122655 0,000122655 0,039807441
Residuo 3 0,009243587 0,003081196
Total 4 0,009366242
Coeficientes Erro padrdo Stat t valor-P
Interseco 0,965276231 0,053748757 17,95904297 0,000376526
Variavel X 1 3,27533E-05 0,000164162 0,199518023 0854615393
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Tabela 8: Andlise de regresséao para o Aflatoxina G1

ANOVA — AFLATOXINA G1

Gl SQ MQ F
Regresséo 1 0,006403797 0,006403797 0,28709313
Residuo 3 0,066916935 0,022305645
Total 4 0,073320732
Coeficientes Erro padrao Stat t valor-P
Intersecéo 2,317777994 0,144615943 16,02712634 0,000528263
Variavel X 1 -0,000236664 0,000441694 -0,535810722 0,629267711
Tabela 9: Analise de regressao para o Aflatoxina G2
ANOVA — AFLATOXINA G2
Gl SQ MQ F
Regresséo 1 0,000222118 0,000222118 0,025086011
Residuo 3 0,026562818 0,008854273
Total 4 0,026784937
Coeficientes Erro padrdo Stat t valor-P
Intersecéo 0,774807123 0,091114025 8,503708665 0,003415362
Variavel X 1 4,40764E-05 0,000278285 0,158385641 0,884214106
Tabela 10: Analise de regressao para o Aflatoxina TOTAL
ANOVA — AFLATOXINA TOTAL
Gl SQ MQ F
Regresséo 1 0,039110716 0,039110716 0,450292396
Residuo 3 0,260568795 0,086856265
Total 4 0,29967951
Coeficientes Erro padrdo Stat t valor-P
Intersecéo 6,554395135 0,285370685 22,96800438 0,000180778
Variavel X 1 -0,000584873 0,000871594 -0,671038297 0,550240647

Os resultados obtidos do tratamento estatistico dos dados gerados mostraram que, o valor de P

calculado foi maior do que 0,05 (nivel de confianca de 95 %) em todas as Micotoxinas deste EP,

podendo-se concluir que ndo houve diferenca significativa entre os valores e, dessa forma, os

itens de ensaio sdo considerados estaveis nas condi¢cdes de estudo.
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6. Atribui¢cdo dos Valores Designados

Os valores designados relativo as Aflatoxinas empregada neste ensaio de proficiéncia foram
calculados segundo procedimento estatistico descrito no item 4.3.5, e os desvios padrdes para
avaliacdo de proficiéncia foram obtidos pela equagcdo modificada baseadas no modelo de Horwitz,
conforme o item 4.3.3. Os valores designados com seu respectivo desvio padréo estdo apresentados
na Tabela 11.

Tabela 11: Valores designados e desvios padrdes

Micotoxina Valor designado ( pg/kg) Desvio Padréo ( o) (ng/kg)
Aflatoxina B1 1,901 0,418
Aflatoxina B2 0,855 0,188
Aflatoxina G1 2,064 0,454
Aflatoxina G2 0,658 0,145

TOTAL 5,619 1,236

7. Avaliacdo do Desempenho dos Laboratérios Partici pantes
7.1. Laborat6rios Participantes
Dezoito laboratorios, limite méaximo estipulado no Protocolo, se inscreveram na 12 Rodada do
Programa de Ensaio de Proficiéncia para a Determinagdo de Aflatoxinas em Amendoim e
dezesseis (89 %) enviaram os resultados. Destes dez laboratorios, sete (44 %) eram acreditados

para este escopo.

7.2. Resultados dos Laboratorios Participantes

Os dados reportados pelos laboratérios participantes do ensaio de proficiéncia foram tratados de
acordo com os procedimentos descritos na ABNT ISO/IEC Guia 43-1. A Tabela 12 apresenta os
resultados dos laboratérios para a analise da amostra fortificada, a recuperacéo e os limites de

deteccao e quantificacao.
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Tabela 12: Resultados por andlise (Res; pg/kg), Recuperagéo (Rec; %), Limite de Deteccgédo (LD; pg/kg) e Limite de Quantificagéo (LQ; pg/kg).

_ Aflatoxinas
Cadigo dos B1 B2 Gl G2 TOTAL
Laboratorios
Res. Rec. LD LQ Res. Rec. LD LQ Res. Rec. LD LQ Res . Rec. LD LQ Res.
11.1/02 0,25 - - - 0,12 - - - 0,12 - - - 0,10 - - - 0,59
11.1/06 6,46 - 0,5 1 2,64 - 0,5 1 5,11 - 0,5 1 ND - 0,5 1 14,21
11.1/19 2,07 | 92,50 | 0,50 0,96 1,60 |103,89| 0,21 0,42 2,68 | 8581 | 0,58 1,15 2,28 [103,70| 0,30 0,59 8,63
11.1/23 1,01 | 77,23 | <1,00 | 1,00 0,5 78,00 | <0,50 | 0,50 1,01 | 77,34 | <1,00 | 1,00 0,49 | 77,00 | <0,50 | 0,50 3,01

11.1/27 @ 2,2 96 1,0 15 <10 96 0,5 1,0 2,0 96 1,0 15 <10 96 0,5 1,0 <50

11.1/31 @ 1,34 75 0,03 0,06 0,54 78 0,01 0,02 1,16 77 0,01 0,02 0,48 83 0,01 0,01 3,54

11.1/35 - - - - - - - - - - - - - - - - 5,89
11.1/45 © 225 | 101 | 0,30 | 0,40 | 0,90 99 0,28 | 0,33 | 2,66 81 0,33 | 044 | 0,555 71 0,29 | 0,36 6,36
11.1/49 1,74 89 0,2 15 | 0,69 93 006 | 05 | 1,46 90 0,2 1,5 | 0,58 88 0,06 | 05 4,47
11.1/52 1,64 90 0,7 21 | 0,79 85 0,5 15 | 4,70 89 0,6 1,8 | 1,43 86 0,5 1,5 8,56
11.1/58 ND 70-110 - 2 ND 70 -110 - 2 ND 70 -110 - 2 ND 70 -110 - 2 -
11.1/63 2,7 - 0,5 1 1,1 - 0,5 1 35 - 0,5 1 <1 - 0,5 1 7.3
11.1/66 @ - - - - - - - - - - - - - - - - 8,166
11.1/77 ® 268 | 73,7 | 01 02 | 1,04 | 80,3 | 01 0,2 | 3,45 60 0,1 02 | 1,11 | 642 | 01 0,2 8,28
11.1/84 © 1,69 80 0,1 05 | 1,08 82 0,1 0,2 | 2,00 78 0,2 0,8 | 0,66 71 0,1 0,4 5,43
11.1/98 2,0 88 0,5 1,0 0,5 77 0,3 1,0 1,4 88 0,5 1,0 0,5 77 0,3 1,0 4,4
INCQS 2,32 70 063 | 1,05 | 0,91 77 0,18 | 0,31 | 2,26 85 069 | 1,15 | 0,82 71 0,38 | 0,65 6,32

ND = Né&o detectado

(1) Para Aflatoxina Total => Rec.= 96; LD=3,0; LQ=5,0;
(2) Para Aflatoxina Total => Rec.=77,

(3) Para Aflatoxina Total => Rec.= 88; LD=0,28; LQ=0,33;
(4) Para Aflatoxina Total => Rec.= 87-102; LD=3; LQ=4;
(5) Para Aflatoxina Total => Rec.= 69,5; LD=0,1; LQ=0,2;
(6) Para Aflatoxina Total => Rec.= 79;
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Nesta rodada de EP os laboratérios foram orientados a reportarem também alguns parametros

relativos a valida¢do do método empregado.

Analisando a Tabela 12, podemos verificar que alguns laboratérios ndo reportaram os valores de

recuperacao, de LD e LQ para a andlise de Aflatoxinas.

Os laboratérios PEP 11.1/06, 11.1/35 e 11.1/58 tém sua metodologia validada, porém néo
apresentaram todos o0s seus parametros de validacdo conforme apresentado no formulario de

envio de resultados.

Quanto aos valores de recuperacdo reportados, todos os laboratérios encontraram um valor de

recuperacao dentro da faixa aceitavel pelo Codex (Codex Alimentarius, 2003).

O gréfico de disperséo dos resultados dos laboratorios participantes encontra-se nas Figuras de 1
a 5. Nestes graficos, a linha central representa o valor designhado, e as linhas pontilhadas, azuis e
vermelhas representam, respectivamente, os intervalos do desvio padréo (Y. + 0), de duas vezes

o desvio padrao (Y + 20) e de trés vezes o desvio padrao (Y = 30).
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Ha/kg

Resultados dos Laboratarios
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Figura 1: Gréfico dos resultados dos Laboratorios para a Aflatoxina B1
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Figura 2: Grafico dos resultados dos Laboratorios para a Aflatoxina B2
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Figura 3: Gréfico dos resultados dos Laboratorios para a Aflatoxina G1
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Resultados dos Laboratdrios
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Figura 4: Gréfico dos resultados dos Laboratorios para a Aflatoxina G2
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Figura 5: Grafico dos resultados dos Laboratorios para Aflatoxina Total
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A partir de uma andlise visual dos graficos de dispersdo pode-se observar a incompatibilidade de
alguns laboratorios que obtiveram resultados fora do limite de trés vezes o desvio padrdo com
relacdo aos demais. Para a qualificacdo dos resultados dos laboratérios foram calculados os

indices z (z-score).

7.3. Célculo do indice z
A avaliacdo de desempenho dos laboratorios participantes e do INCQS, expressa atraves do

indice z (Equagéo 12), esta apresentada na Tabela 13.

Tabela 13: Valores do indice z obtidos pelos laboratérios participantes da
12 Rodada do EP de Micotoxinas.

Cédigo do Aflatoxinas

Laboratério B1 B2 Gl G2 TOTAL
11.1/02 -3,9 -3,9 -4,3 -3,9 -4,1
11.1/06 10,9 9,5 6,7 ND 7,0
11.1/19 0,4 4,0 1,4 11,2 2,4
11.1/23 2,1 -1,9 -2,3 -1,2 2,1
11.1/27 0,7 * -0,1 * *
11.1/31 -1,3 1,7 -2,0 -1,2 -1,7
11.1/35 NT NT NT NT 0,2
11.1/45 0,8 0,2 1,3 -0,7 0,6
11.1/49 -0,4 -0,9 -1,3 -0,5 -0,9
11.1/52 -0,6 -0,3 5,8 5,3 2,4
11.1/58 ND ND ND ND NT
11.1/63 1,9 1,3 3,2 * 1,4
11.1/66 NT NT NT NT 2,1
11.1/77 1,9 1,0 3,1 3,1 2,2
11.1/84 -0,5 1,2 -0,1 0,0 -0,2
11.1/98 0,2 -1,9 -1,5 -1,1 -1,0
INCQS 1,0 0,3 0,4 1,1 0,6

* Valores menores que o limite de quantificagéo
NT = ndo testado

ND = n&o detectado.

Azul = resultado questionavel

Vermelho = resultado insatisfatorio

As Figuras de 6 a 10 apresentam os resultados de indice z obtidos pelos laboratérios participantes

desta rodada.
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AFLATOXINA Bl

11,1402 11.1/23 11.1431 11.142 11.1/84 11.1/48 11.1/98 111419 11427 11.1/45 INCOS MATFT 11.1/83 11.1/06

Codigo dos Laboratdrios

Figura 6: Grafico de indice z dos laboratérios participantes para Aflatoxina B1
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AFLATOXINA B2

11.1/02 11.1423 11.1/98 11,1431 11.1/48 11.1/52 11.1/45 NCQs MAFT 11.1/84 11.1/483 111419 11.1/06

Codigo dos Laboratdrios

Figura 7: Grafico de indice z dos laboratérios participantes para Aflatoxina B2
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AFLATOXINA G1

11,1402 11.1/23 11.1431 11.1/58 11.1/49 11827 11.1/84 NCQS 11.1445 11.1419 M7 11.1/83 11.1/52 11.1/06

Codigo dos Laboratdrios

Figura 8: Grafico de indice z dos laboratorios participantes para Aflatoxina G1
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AFLATOXINA G2

11.1402 111431 11.1423 11.1/98 11.1/45 11.1/49 11.1/84 NCQs M7 11.1/52 111418

Codigo dos Laboratdrios

Figura 9: Grafico de indice z dos laboratorios participantes para Aflatoxina G2
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AFLATOXINA Total

1102 111425 11.1431 11.1/98 11.1/48 M.1/84 11,1535 INCOS 11.1/45 11.1/43 1M.me 11177 11.1/82 111418 11.1/06

Codigo dos Laboratdrios

Figura 10: Grafico de indice z dos laboratorios participantes para Aflatoxina Total
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Os resultados reportados como < LQ ou ndo detectado, em que efetivamente o valor designado do
agrotoxico encontrava-se entre o Limite de Quantificacdo (LQ) e o Limite de Detecc¢éo (LD), foram

considerados satisfatdrios.

Assim, de acordo com os resultados obtidos, onze (69 %) dos dezesseis laboratérios participantes
obtiveram resultados questionaveis ou insatisfatorios para, pelo menos, uma aflatoxina analisada. De
um total de sessenta e um resultados reportados (incluindo ND e < LQ), aproximadamente 63%
foram considerados satisfatérios (quarenta e cinco resultados), 10% foram considerados

questionaveis (sete resultados), e 27% insatisfatorios (dezenove resultados).

Cabe salientar que o indice z € apenas um indicativo do desempenho do laboratério, cabendo a cada

laboratorio participante fazer a sua interpretacdo e implementar as acdes corretivas, caso necessario.
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8. Conclusdes
A organizacgdo do ensaio de proficiéncia para determinacdo de micotoxinas em alimento se constituiu
num trabalho da parceria estabelecida pelo Inmetro e INCQS/Fiocruz, com o intuito de promover a

melhoria da qualidade das medic¢des realizadas em alimentos no pais.

Através de uma analise criteriosa dos dados gerados neste EP, podemos chegar as seguintes

conclusdes gerais:

Cinco (31 %) dos dezesseis laboratorios que enviaram resultados obtiveram resultados satisfatérios
em todas as determinacdes. Se levarmos em consideracdo somente a legislacao brasileira (soma de
aflatoxinas em amendoim; RDC n° 274), este numero sobe para oito (50 %) laboratérios. Devemos
considerar também que a concentracdo total de aflatoxinas na amostra € bem inferior ao
estabelecido na legislacdo brasileira, 20ppb (RDC n°® 274). Contudo, € importante a quantificacdo em
separado das micotoxinas, visto que além deste limite para o somatdrio de aflatoxinas A e G, alguns

paises ja estipulam um limite maximo de Aflatoxina B1.

Para os laboratérios que obtiveram resultados insatisfatorios ou questionaveis, acdes corretivas
podem ser adotadas para o aprimoramento das suas medicfes. Uma avaliacdo detalhada, desde o
recebimento do material e seu armazenamento, até o preenchimento do Formulério para Registro
dos Resultados, e a avaliacao de todos os passos da metodologia de analise, serd importante para a

identificacdo dos pontos criticos.

O estabelecimento de a¢des corretivas e a continua participacdo em ensaios de proficiéncia desta
natureza sdo ferramentas de grande contribuicdo para o aprimoramento das medicdes realizadas

pelos laboratérios.
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10. Laboratérios participantes

A lista dos laboratorios que enviaram os resultados a coordenacdo do Programa é apresentada na
Tabela 14.

E importante ressaltar que a numeracdo da tabela € apenas indicativa do nimero de laboratérios

participantes na Cl, ndo estando, em hipotese alguma, associada a identificagdo dos laboratérios na

apresentacgéo dos resultados.

Tabela 14: Laboratérios participantes da 12 Rodada do Ensaio de Proficiéncia para Determinagéo de

Micotoxinas em Alimentos.

Instituicdo
1. | A3Q Laboratorios Ltda
2. | Cerelab Laborato6rios Quimicos Ltda
3. | Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz — ESALQ/USP
4. | Eurofins do Brasil Analises de Alimentos Ltda
5. | Fundacéao de Ciéncia e Tecnhologia — CIENTEC
6. | Fundagéo Ezequiel Dias
7. | Fundagé&o Nucleo de Tecnologia Industrial do Ceara
8. | Instituto de Tecnologia de Alimentos
9. | Instituto de Tecnologia do Parana
10, JLA Brasil Laboratério de Andlise de Alimentos Ltda
11, LAB TEC Laborat6rio de Analises Quimicas Ltda
12| Laboratorio Nacional Agropecuério — LANAGRO-MG
13, Nestle Brasil Ltda
14| SFDK Laboratorio de Analise de Produtos Ltda
15| SGS do Brasil Ltda
16. Universidade de Brasilia

* Total de participantes: 16 laboratérios
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