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1. Introducéo
Ensaio de proficiéncia (EP) é o uso de comparagdes 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 laboratérios participantes: avaliacdo do desempenho e monitoracdo
continua; evidéncia de obtencdo de resultados confiaveis; identificacdo de problemas relacionados
com a sistematica de ensaios; possibilidade de tomada de acbes 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
qualidade de produtos. Além do baixo nimero de provedores de ensaios de proficiéncia na area de
alimentos, os custos cobrados para a participagdo nestes ensaios principalmente de provedores
internacionais, sdo normalmente muito elevados, o que inviabiliza, em muitos casos, a participacéo

de um laboratério em um nimero maior de ensaios.

O consumo de alimentos contaminados por micotoxinas tem sido correlacionado a véarias patologias
humanas, e as autoridades de saude no mundo todo tem implementado acdes para diminuir a

ingestao dessas substancias pela dieta.

A Ocratoxina A (OTA) é um metabdlito secundério produzido, principalmente, por Aspergillus
Ochraceus e Penicillium Verrucosum. A OTA possui potencial carcinogénico, nefrotoxico, e com
propriedades imunossupressoras ao homem e aos animais, tendo sido classificada pela agéncia
internacional de pesquisa em cancer (IARC) como grupo 2B, possivel carcin6geno humano (IARC
1993). Os niveis de contaminagéo dessa substancia em alimentos séo regulamentados em diversos
paises, incluindo o Brasil (BRASIL, 2011).

As investigacfes sobre a incidéncia de micotoxinas em alimentos sdo de suma importancia para
gue esforgcos possam ser concentrados na prevencao e no controle da contaminacéo dos produtos

susceptiveis a esse tipo de contaminagao.

Assim, arealizacdo de programas de ensaio de proficiéncia no Brasil é fundamental para o aumento
da confiabilidade dos resultados das medicdes realizadas pelos laboratorios, trazendo maior
confiabilidade aos resultados emitidos, facilitando o comércio internacional e prevenindo barreiras

técnicas.

Sao apresentados neste relatério os resultados da avaliacdo de desempenho dos laboratérios
participantes no Ensaio de Proficiéncia para Determinacdo de Micotoxinas em Alimentos, 72 Rodada

— Ocratoxina A em Café Torrado, seguindo as diretrizes da ISO/IEC 17043.
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2. Objetivos

O objetivo deste Ensaio de Proficiéncia é fornecer aos laboratérios participantes uma ferramenta

efetiva para verificar sua competéncia nos ensaios de rotina. Portanto:

e Os laboratérios participantes devem identificar e quantificar a Ocratoxina A em café torrado
utilizando metodologia analitica utilizada na rotina;

e Avaliar o desempenho de laboratorios para o ensaio proposto;

¢ Propiciar subsidios aos laboratorios para a identificacao e solugéo de problemas.

3. Producéo dos Itens de Ensaio

Os procedimentos de preparo dos itens de ensaio e as analises foram realizados no Departamento
de Quimica / Setor de Residuos e Contaminantes / Laboratério de Residuos de Micotoxinas do
INCQS/FIOCRUZ. A metodologia analitica empregada nos estudos de homogeneidade,
estabilidade e atribuicdo do valor de referéncia segue os requisitos da norma ABNT ISO/IEC 17025.

3.1. Escolha da Matriz

O café é um produto de grande importancia na balanga comercial do pais e consumido em larga
escala pelos brasileiros, o que torna a escolha relevante no que se refere a vigilancia sanitaria.
Portanto, a sua inocuidade é de suma importancia para que estes ndo venham a causar

prejuizos as exportagdes e riscos a saude do consumidor.

3.2. Preparo dos ltens de Ensaio
O material foi preparado através da homogeneizagdo de café torrado naturalmente
contaminado. A concentragdo de Ocratoxina A nos itens de ensaio preparados encontra-se

préximo a 10 ug kg™.

3.3. Homogeneidade e Estabilidade dos Itens de Ensaio
Foram separados aleatoriamente dez itens de ensaio representativos do conjunto preparado

para o teste de homogeneidade.

Foi realizado somente o estudo de estabilidade de longa duracdo, no modelo misto, com as 4
primeiras analises seguindo-se o modelo isécrono e as duas Ultimas analises de acordo com o
modelo classico, na temperatura de armazenamento (4°C). Esta avaliacéo foi realizada, apds o
preparo das amostras, no periodo compreendido entre 0 envio dos itens de ensaio e 0 prazo

final de recebimento dos resultados pelos laboratérios participantes.

Os testes estatisticos foram feitos segundo a norma ISO 13528 e a ISO GUIDE 35; os resultados

obtidos nos testes estdo apresentados nos itens 5.1 e 5.2 deste relatorio.
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3.4. Envio dos Itens de Ensaio
Para cada laboratério inscrito na 72 Rodada do Ensaio de Proficiéncia para Determinacado de
Micotoxinas em Alimentos — Ocratoxina A em Café Torrado foram enviados dois itens de ensaio,

contendo, cada um, 50 + 2g de café torrado.

Os itens de ensaio foram enviados aos participantes via SEDEX®, rotulados com as seguintes
informacdes: logo do provedor, item a ser ensaiado, codigo da amostra e rodada em questéo.

No documento “Instrugdes para Armazenamento e Preparo dos Itens de Ensaio”, disponibilizado
na pagina da internet do EP, os laboratdrios encontravam todas as informac¢des de como

deveriam proceder com os itens de ensaio.

4. Analise dos Resultados

4.1. Resultados das Medi¢des dos Laboratorios

Os laboratérios receberam dois itens de ensaio contendo café torrado e foram orientados a
proceder como em analises de rotina. Além dos resultados analiticos, expressos em ug.kg?, os
laboratorios participantes foram orientados a informar também a recuperagéo (%), o limite de
deteccéo, o limite de quantificagédo e a incerteza, inerentes ao método empregado, através do
‘Formulério de Registro de Resultados”, bem como outras informacdes relevantes sobre

técnicas e equipamentos utilizados nos ensaios.

4.2. Estabelecimento dos Valores Desighados

Como ndo foi atingido o minimo de 11 resultados validos?, reportados pelos laboratérios
participantes, o valor designado nédo foi calculado a partir das técnicas de estatistica robusta e
sim fornecido pelo INCQS (valor de referéncia). O procedimento adotado no céalculo do valor de

referéncia e de sua incerteza é descrito no Anexo A.

4.3. Andlise Estatistica
As andlises estatisticas utilizadas para a obtencao do desvio padréao utilizado na andlise da
proficiéncia, para a avaliagdo da homogeneidade e da estabilidade dos itens de ensaio, bem

como para a avaliagcdo do desempenho dos laboratérios participantes estdo descritas a seguir.

4.3.1. Andlise de Residuos

A analise de residuos foi empregada para avaliar a estabilidade dos itens de ensaio de
café torrado em relacdo ao valor de referéncia da concentracdo da ocratoxina avaliada
neste EP. Assim, foram estimadas as variancias dos valores utilizados na regressao linear,

observando-se se o valor de concentragdo apresentava alguma tendéncia atraves da

1 Critério 5 do item 12 do protocolo da rodada.
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ferramenta estatistica de analise de variancia (ANOVA). A ocratoxina foi considerada

estavel quando a inclinacdo da reta (ou a ndo linearidade) nao foi significativa.

4.3.2. Avaliacdo da Homogeneidade dos Itens de Ensaio

A norma ISO 13528 (item 4.4, anexo B) foi seguida na avaliagdo da homogeneidade dos
itens de ensaio. Esta norma permite incluir o desvio padréo devido a heterogeneidade das
amostras, no desvio padrdao de avaliacdo de proficiéncia. Um resumo do procedimento
estabelecido na norma ISO 13528 para avaliacdo da homogeneidade dos itens de ensaio

€ apresentado no Anexo B.

4.3.3. Desvio Padréo para Avaliacéo de Proficiéncia

Nesta rodada de ensaio de proficiéncia o desvio padrdo para avaliacdo de proficiéncia dos

laborat6rios participantes foi calculado como recomendado no item 6.4 da norma ISO

13528, isto €, como proposto originalmente por Horwitz, (Horwitz, 1980), onde a preciséo

interlaboratorial é avaliada em termos do desvio padrdo de reprodutibilidade (Equacéo 1).
oy = 0,02¢98495 1)

onde: c é o nivel de concentracao expresso em fracdo massica e o € 0 desvio padrao de

Horwitz.

Adotando-se as modificagfes propostas por Thompson (Thompson, 2000) onde se leva
em consideracdo os niveis de concentragdo do analito expressos em fragcdo massica,

conforme as Equacgdes 2, 3 e 4:

oy = 0,22c, se c < 1,2 x 107 )
oy = 0,02¢%84%5 se 12 x 107 <c < 0,138 3)
oy =0,01¢%% se ¢ >0,138 (4)

onde : ¢ € o nivel de concentragéo expresso em fragdo massica e ¢, € o desvio padréo de

Horwitz modificado.
Assim, para este EP o valor de referéncia da Ocratoxina A foi utilizado no célculo do

desvio padrdo para avaliacdo da proficiéncia.

4.3.4. indice z
Para a qualificacdo dos resultados dos laboratérios, o indice z (z-score, medida da
distancia relativa do resultado da medicao do laboratério em relacdo ao valor designado do

ensaio de proficiéncia) foi calculado de acordo com a Equacéo 5.

Xi—X

zZ= 5
=~ (5)
Onde x; representa o valor do laboratério participante, x* representa o valor de referéncia

e o, 0 desvio padréo de Horwitz.
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A interpretacdo do valor do indice z esté descrita abaixo:

|z| <2 - Resultado satisfatério

2 <|z] <3 - Resultado questionavel

|z| =2 3 - Resultado insatisfatorio

5. Resultados da Avaliacdo da Homogeneidade e Estabilidade dos Itens de Ensaio

5.1. Avaliacdo da Homogeneidade

Para o teste de homogeneidade foram separados, aleatoriamente, 10 itens de ensaio contendo,

amostras representativas do café torrado preparado.

Para cada item de ensaio foram realizadas duas andlises completas utilizando 5g de amostra.

Os resultados obtidos estdo demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1: Resultados do teste de homogeneidade, em pg.kg™.

Ocratoxina A

Amostra
1 2
1 8,44 8,48
2 9,32 8,82
3 7,97 8,65
4 8,43 7,29
5 8,53 7,68
6 6,11 7,79
7 7,91 8,53
8 11,09 8,10
9 8,09 7,97
10 8,43 8,55

A Tabela 2 apresenta os resultados da andlise estatistica do estudo de homogeneidade para a

ocratoxina.

Tabela 2: Sumario das andlises estatisticas para o estudo de Homogeneidade, em (ug.kg™?).

Média

Q)

030

Sx

Sw

Ss

Resultado

Ocratoxina A 8,31

1,83

0,55

0,704

0,863

0,351

Suficientemente Homogéneo

(1) Desvio padrao de Horwitz (modificado por Thompson), correlacionado a concentragdo média das vinte amostras

Desta forma, consideraram-se 0s itens de ensaio suficientemente homogéneos para a finalidade

deste EP em relac&o a concentracdo de ocratoxina presente.

5.2. Avaliacéo da Estabilidade

5.2.1. Estabilidade de Armazenamento

A estabilidade das amostras armazenadas em geladeira (4°C), quanto a flutuacdes

temporais na concentracdo da ocratoxina, foi avaliada no decorrer do EP (Tabela 3). A

avaliacdo foi realizada utilizando-se a analise de residuos da regresséo linear. Os itens de
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ensaio foram considerados suficientemente estaveis para a finalidade deste Ensaio de

Proficiéncia (Tabela 4).

Tabela 3: Resultados do estudo de estabilidade de armazenamento, em ug.kg™.

Dias _ Ocratoxina A '
Replicata 1l Replicata 2
0 7.65 7.35
25 6,78 7,63
50 8,84 6,93
74 8,33 6,73
100 7,54 7,97
126 8,36 8,50

Tabela 4: Andlise de regresséo para a ocratoxina em café torrado, em ug kg™ dias™.

Coeficiente Angular | Erro padrédo Intervglo de conflahga Resultado
Inferior Superior
Ocratoxina A 0,00681 0,00289 -0,00122 0,01485 Estavel

Os resultados obtidos no tratamento estatistico dos dados gerados nos estudos de estabilidade
de armazenamento, e estudos prévios de estabilidade de transporte? a 25 e 50 °C, evidenciaram
gue o valor do intervalo de confianga para o coeficiente angular abrange o valor zero (0), para
um nivel de confianca de 95%. Conclui-se, portanto, que o0s itens de ensaio mostraram-se

suficientemente estaveis nas condicdes estabelecidas nestes estudos.

6. Atribuic&o dos Valores de Referéncia

O valor de referéncia relativo a ocratoxina empregada neste ensaio de proficiéncia foi calculado
segundo procedimento descrito no item 4.2 deste relatério; o desvio padrao para avaliacdo de
proficiéncia foi obtido pelas equa¢cbes modificadas baseadas no modelo de Horwitz, conforme o
item 4.3.3. O valor de referéncia, a incerteza combinada (uc), o fator de abrangéncia (k) e a incerteza

expandida (U) e seu respectivo desvio padrdo estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Valores de referéncia (VR), incertezas e desvios padrdo, em ug.kg?.
Ocratoxina Valor de Referéncia uc (VR) k U (VR) Desvio Padrao (o)
A 8,54 0,14 2,65 0,37 1,88

Como a incerteza combinada do valor de referéncia foi menor que 0,3c0x, esta pode ser

negligenciada.

2 para maiores esclarecimentos, consultar o relatrio do EP de micotoxinas em alimentos, 42 rodada, MIC 04/12, 2012.
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7. Avaliacdo do Desempenho dos Laboratoérios Participantes

7.1. Laboratérios Participantes

Seis laboratérios se inscreveram na 72 Rodada do Programa de Ensaio de Proficiéncia para a
Determinacao de Micotoxinas em Alimentos — Ocratoxina A em Café torrado, e cinco (83,3) dos
participantes enviaram os resultados.

Dos laboratorios participantes, somente um (20,0 %) é acreditado na norma ISO/IEC 17025 na
analise de ocratoxina em café. A maioria dos participantes (quatro, 80,0%) utilizou metodologia

analitica completamente validada para a andlise em questéo.

7.2. Resultados dos Laborat6rios Participantes

Os dados reportados pelos laboratérios participantes dos itens de ensaio foram tratados de
acordo com os procedimentos descritos na ISO/IEC 17043. As Tabelas 6 e 7 apresentam 0s
resultados dos laboratorios para a andlise da ocratoxina, a recuperacao, o limite de deteccao e
o limite de quantificagéo, as técnicas de analise, bem como a massa de amostra utilizada pelos
laboratérios participantes.

Os graficos das dispersdes dos resultados dos laboratérios participantes, para a ocratoxina
deste EP, encontra-se na Figuras 1. Neste gréafico a linha central representa o valor de referéncia

e as linhas pontilhadas em azul a incerteza expandida do valor de referéncia.
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Tabela 6: Método (S=Sim; N=Nao), Massa de amostra (g), Solvente de Extracdo, Limpeza da Amostra, Técnica de Analise, Detector, Volume de Injecao
(Vol. Injecéo; uL) e Composicdo da Fase Movel, Fluxo (uL min't).

Laboratorio Metodo Massa Amostra | Solvente Extracdo | Limpeza Amostra | Técnica de Analise | Detector | Vol. Injecéo | Fase Mdvel | Fluxo
Acreditado Validado

MIC 07/041 S S 5 MeOH + NaHCO3 1A CLAE F 200 C18 -

MIC 07/056 N Em processo 22 MeOH 1A CLAE F 75 C18 1

MIC 07/084 N S 5 MeOH + H,O 1A ELISA - - - -

MIC 07/096 N S 25 MeOH + NaHCO3; 1A CLAE F 20 C18 0,8

MIC 07/134 N S 10 MeOH + NaHCO3 1A CLAE F 50 C18 0,8

MeOH = Metanol; NaHCOs = Bicarbonato de sédio; IA = Imunoafinidade; CLAE = Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e F = Fluorescéncia

Tabela 7: Resultados por analise (Resultado e Incerteza expandida (U); ug kgt) e Parametros: Limite de Deteccdo (ug kg?), Limite de Quantificacéo (ug

kg™?) e Recuperacgéo (%).

OCRATOXINA A

Laboratérios Resultados Parémetros de validacéo
Item N° | [Ocrat A] | Item N° | [Ocrat A] U Limite de Deteccéao Limite de Quantificagcéo Recuperacéao
MIC 07/041 16 2,8 17 2,6 0,42;0,39 0,3 1 80-120
MIC 07/056 06 6,3 12 6,18 - - 1 93
MIC 07/084 09 7,8 14 8,5 0,1 1,9 2 -
MIC 07/096 03 10,13 17 10,89 - 0,1 0,2 84,28
MIC 07/134 11 6,87 15 8,2 - 0,25 0,8 -

N° = nimero; [Ocrat A] = concentracdo de ocratoxina A
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Figura 1: Disperséo dos resultados da Ocratoxina A em café torrado
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7.3. Consideragfes Sobre as Metodologias de Anélise
Nesta rodada de EP os laboratérios foram orientados a reportarem também alguns parametros
relativos a validacdo do método empregado. Assim pela andlise do sumario dos resultados

(Tabelas 6 e 7), podemos considerar o seguinte:

7.3.1. Método e Informagbes Sobre a Metodologia
Dos cinco laboratérios participantes, somente um (20,0 %) é acreditado para esta andlise
nos requisitos da norma ISO 17025 e outros quatro (80,0 %) tem a metodologia

completamente validada.

A cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia foi a técnica de separacgéo e quantificacao
utilizada por quatro (80%) laboratérios, todos utilizaram o detector de fluorescéncia, um

dos laboratério utilizou uma metodologia imunoenzimatica.

A menor massa de amostra utilizada foi de 5g e a maior 25g. Os volumes de injecdo

variaram de 20 & 200 pL.

Todos os que utilizaram a cromatografia como técnica de separacao utilizaram coluna C18
e 0s cinco laboratorios participantes utilizaram coluna de imunoafinidade para a limpeza da

amostra.

7.3.2. Recuperacdo, Limite de Detecc¢do e Limite de Quantificagao
Dois laboratérios (MIC 07/084 e MIC 07/134) néo informaram os valores de recuperacao.
O laboratério MIC 07/056 também néo informou os limites de deteccdo, porém informou

gue a metodologia ainda esta em processo de validacao.
7.4. Célculo do indice z
A avaliacdo de desempenho dos laboratorios participantes, expressa através do indice z

(Equacéo 5), esta apresentada na Tabela 8.

Tabela 8: Valores do indice z obtidos pelos laboratérios participantes.

) . Ocratoxina A
Cdédigo do Laboratério — —
Item N° Indice z Item N° Indice z
MIC 07/041 16 -3,1 17 -3,2
MIC 07/056 06 -1,2 12 -1,3
MIC 07/084 09 -0,4 14 0,0
MIC 07/096 03 0,8 17 1,2
MIC 07/134 11 -0,9 15 -0,2

N° = nimero do item de ensaio; Vermelho = resultado insatisfatério.

As Figuras de 2 e 3 apresentam os resultados de indice z obtidos pelos laboratérios participantes

para a ocratoxina A nos dois itens de ensaio deste EP.
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A Figura 4 apresenta o gréfico de dispersdo semelhante ao de Youden, onde podem ser
verificados os erros sistematicos e/ou aleatérios contribuintes para os resultados do indice z. A
area demarcada em pontilhado azul é a dos dois resultados satisfatorios, a area entre o azul e 0
pontilhado em amarelo a dos dois resultados questionaveis e a fora do pontilhado amarelo, a dos
dois resultados insatisfatérios. Quanto mais proximo da linha vermelha diagonal, e afastado do

centro, maiores 0s erros sistematicos.
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Figura 2: Gréfico de indice z dos laboratérios participantes para a Ocratoxina A, item 1.
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Figura 3: Gréfico de indice z dos laboratérios participantes para a Ocratoxina A, item 2.
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Figura 4: Grafico semelhante ao de Youden dos laboratérios participantes para a Ocratoxina A.
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Assim, de acordo com o0s resultados obtidos, quatro dos cinco laboratérios participantes
obtiveram resultados satisfatérios para os dois itens analisados. De um total de dez resultados
reportados, 80,0% foram considerados satisfatérios (oito resultados) e outros 20,0%

insatisfatérios (dois resultados).

Lembramos que o indice z € apenas um indicativo do desempenho do laboratério, cabendo a
cada laboratério participante fazer a sua interpretacédo e implementar as a¢gdes corretivas, caso

necessario.

8. Conclusobes

A andlise criteriosa dos dados gerados neste EP sugere:
¢ Desempenho dos laboratérios: pode-se considerar como satisfatorio, uma vez que apenas um

(20,0 %) dos laboratérios participantes obteve resultados insatisfatorios;

e Preenchimento do formulério: a maioria dos laboratérios preencheu o mesmo conforme
estabelecido, contudo, alguns campos importantes ainda foram deixados em branco

prejudicando a avaliacdo dos resultados;

e AcOes corretivas: Para os laboratorios que obtiveram resultados insatisfatérios ou
questionaveis, acdes corretivas devem ser adotadas para o aprimoramento das suas medicoes,
particularmente quando resultados insatisfatérios foram também obtidos em rodada anterior a
esse EP. Uma avaliagédo detalhada, desde o recebimento do material e seu armazenamento,
até o preenchimento do Formulario para Registro dos Resultados, e a avaliacdo de todos os

passos da metodologia de andlise, serdo importantes para a identificacdo dos pontos criticos.

7

Finalmente, € importante ressaltar que o estabelecimento de ac¢fes corretivas e a continua
participacdo em ensaios de proficiéncia desta natureza sdo ferramentas de grande contribuigdo

para o aprimoramento das medic¢des realizadas pelos laboratérios.

9. Confidencialidade

Os resultados deste Ensaio de Proficiéncia séo confidenciais, isto €, cada laborat6rio é identificado
por codigo individual que é conhecido apenas por ele e pela Coordenacdo deste Ensaio de
Proficiéncia. Os resultados poderdo ser utilizados em trabalhos e publicagcdes pelo INCQS

respeitando-se a confidencialidade dos laboratérios.
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11. Laboratérios Participantes

A lista dos laboratorios que enviaram os resultados & coordenacdo do Programa é apresentada na
Tabela 9.

Tabela 9: Laboratdrios participantes da 72 Rodada do Ensaio de Proficiéncia para Determinacao de

Micotoxinas em Alimentos — Ocratoxina A em Café Torrado.

Instituicdo

SFDK Laboratério de Analise de Produtos LTDA

Fundagao Ezequiel Dias — FUNED
Laboratoério de Micotoxinas

Instituto de Tecnologia de Alimentos — ITAL
Unidade Laboratorial de Referéncia de Microbiologia

TECAM Tecnologia Ambiental
Laboratério de Microbiologia — Micotoxinas

Centro de Qualidade Analitica
Cromatografia

» Total de participantes: 5 laboratorios
> O codigo de cada participante néo esta associado a ordem da lista de participantes.
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Anexo A — Metodologia para a Atribuicdo do Valor de Referéncia

Processo:

Trés itens de ensaio foram analisados em trés dias distintos. Cada item de ensaio foi
analisado em duplicata. O valor de referéncia da ocratoxina A foi a média aritmética de todos os

resultados.

Analitica:

O procedimento analitico € baseado no método de Pittet, A. e colaboradores (1996) com

modificagBes nas condi¢cdes cromatograficas.

Para o tratamento da amostra, 5 + 0,1g de café torrado foram extraidas com solucdo de
MeOH: bicarbonato de sodio 3% (1:1 v/v). O extrato foi filtrado, uma aliquota diluida em agua e
fitrada em papel de filtro de microfibora. Uma aliquota do filtrado foi eluida em coluna de
imunoafinidade contendo anticorpos monoclonais especificos para a ocratoxina A. A coluna foi
lavada com agua para retirada dos interferentes e em seguida a ocratoxina foi carreada da coluna
com MeOH.

Os extratos das amostras foram analisados por técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de fluorescéncia. A separagado cromatografica ocorreu em uma coluna C18
(5 um, 250 x 4,6 mm) mantida a 40 0C. Os comprimentos de onda do detector de fluorescéncia
foram fixados em Ex.: 336 nm / Em.: 468 nm. O volume de injecdo igual a 20 uL. A razéo de fluxo

da fase moével (acetonitrila : acido acético 2% (1:1 v/v/v)) foi de 1 mL/min.

Incerteza:

A incerteza do valor de referéncia foi calculada considerando como fonte de incerteza
somente a dispersao dos resultados. O fator de abrangéncia foi calculado em funcéo dos graus de

liberdade, para uma confianca de 95%.
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Anexo B — Homogeneidade Segundo a Norma ISO 13528

Primeiro, seleciona-se aleatoriamente um nimero g (onde g = 10) de amostras do lote de itens de
ensaio preparado retiram-se duas porcdes de teste de cada item de ensaio e realizam-se as
andlises de todas as por¢des (2g) de forma aleatoria, completando-se todas as séries de medigéo

sob condicdes de repetitividade.

Calcula-se a média, x:,, entre as duas porcoes de teste (xi1 € X:2), para cada amostra, e em seguida,
calcula-se a media geral, X , definida como a média das médias de cada amostra. A partir destes
valores, calcula-se o0 desvio padrdo das médias das amostras, s, conforme a Equacdo 1 e as

diferencas entre as por¢des de teste, w;, também para cada amostra, a partir da Equagéo 2.

o, = (% —X)?/g-1) @
Wi = ‘Xt,l - Xt,2‘ 2)

A partir dos valores definidos acima, calcula-se o desvio padrao dentro das amostras sy € 0 desvio

padréo entre as amostras ss, conforme as Equacgdes 3 e 4, a seguir:

sw=,/> we/(29) 3
Ss = w/SXZ — (SWZ/Z) 4

As amostras podem ser consideradas adequadamente homogéneas para este ensaio de

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

s.<0,38 ©)

onde, § é o desvio padrdo alvo, obtido através da equacéo de Horwitz (4.3.3), da concentracédo

média da micotoxina no estudo de homogeneidade.

Caso este critério ndo seja alcancado, a norma 1SO 13528 permite ainda a inclusdo da variacédo
existente entre as amostras, no desvio padrdo para avaliacdo de proficiéncia, conforme a Equacgéo
6:

O =+/012+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.

Pagina 20 de 20



Hge

FIOCRUZ INCQS

FIOCRUZ - Fundagao Oswaldo Cruz
INCQS - Instituto Nacional de Controle da Qualidade em Satde

Av. Brasil 4365 ¢ Manguinhos ¢ CEP 21040 900

Rio de JaneiroeRJe Brasil
www.incgs.fiocruz.br



