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1. Introducéo

Ensaio de proficiéncia (EP) € o uso de comparacg@es interlaboratoriais com o objetivo de avaliar a
habilidade de um laboratorio 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
sisteméatica de ensaios; possibilidade de tomada de a¢fes corretivas e/ou preventivas; avaliacao da
eficiéncia de controles internos; determinacdo das caracteristicas de desempenho e validacdo de
métodos e tecnologias; padronizagdo 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 participacdo nestes ensaios principalmente de provedores
internacionais, sdo normalmente muito elevados, o que inviabiliza, em muitos casos, a participacao

de um laboratério em um niimero maior de ensaios.

A presenca de micotoxinas em alimentos tem sido correlacionada a varias patologias humanas, e
as autoridades de saude no mundo todo tem implementado a¢des para diminuir a ingestdo dessas

substancias pela dieta.

AFM1 é um metabdlito toxico formado como produto da biotransformacédo da aflatoxina B1 em
mamiferos, podendo ser encontrado como contaminante em leite. Devido a toxicidade, alto
potencial de contaminagédo e consumo, principalmente por criancas, a presenca de AFM1 em leite
tem sido regulamentada em diversos paises. No Brasil, o limite aceitavel de AFM1 em leite em pé
foi fixado em 5 pg.kg™. Esse fato reflete a importancia da utilizacdo de metodologias analiticas

confiaveis para determinagcdo de AFM1 em leite para assegurar a qualidade das medicdes.

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

susceptiveis a esse tipo de contaminagéo.

Assim, a realizacdo de programas de ensaio de proficiéncia no Brasil é fundamental para o aumento
da confiabilidade dos resultados das medi¢cdes aqui realizadas, trazendo maior confiangca aos

resultados emitidos, facilitando o comércio internacional e prevenindo barreiras técnicas.

Este relatério tem como objetivo apresentar os resultados da avaliagdo de desempenho dos
laboratoérios participantes no Ensaio de Proficiéncia para Determinagdo de Micotoxinas em
Alimentos, 102 Rodada — Aflatoxina M1 em Leite em P06, seguindo as diretrizes da ABNT NBR
ISO/IEC 17043.
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2. Objetivos

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

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

e A aflatoxina M1 deverd ser identificada e quantificada pelos laboratérios participantes nas
amostras de leite em po recebidas empregando a metodologia analitica utilizada em sua rotina;

e A partir daqueles resultados, o desempenho dos laboratérios participantes para o ensaio
proposto sera avaliado;

e Subsidios serao, entéo, fornecidos aos laboratérios para a identificacédo e solu¢do de problemas.

3. Producéo dos Itens de Ensaio

Os procedimentos de preparo dos itens de ensaio e as andlises foram realizados no Departamento
de Quimica / Laboratério de Alimentos / Setor de Residuos e Contaminantes - Laboratério de
Residuos de Micotoxinas do INCQS/FIOCRUZ. A metodologia analitica empregada segue 0s
requisitos da norma ABNT NBR ISO/IEC 17025.

3.1. Escolha da Matriz

O leite € 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 Itens de Ensaio, Faixa de Concentracdo Esperada e a Homogeneidade
O preparo dos itens de ensaio, a faixa de concentracdo esperada e a avaliacdo da
Homogeneidade estao descritos no relatério da 5 Rodada — Aflatoxina M1 em Leite em PO —
EP MIC 05/13.

3.3. Estabilidade dos Itens de Ensaio

Estudos de estabilidade de curta e de longa duracdo foram realizados para os itens da 5?2
Rodada. O estudo de curta duracdo foi conduzido no modelo isécrono na temperatura de 40°C
(Lamberty, Schimmel e Pauwels, 1997), enquanto o estudo de longa duracéo foi realizado
seguindo o modelo misto (classico e isécrono), na temperatura de armazenamento (4°C). Os
itens mostraram-se estaveis nas condicbes de armazenamento e de transporte. Mais
informacdes podem ser obtidas no relatério da 5* Rodada — Aflatoxina M1 em Leite em P6 — EP
MIC 05/13.

Para esta rodada, os itens preparados em 2013 foram avaliados quanto a sua estabilidade em
dois momentos distintos: Um logo antes do inicio do Ensaio de Proficiéncia e outro uma semana

apos o envio dos resultados por parte dos laboratérios participantes.

A abordagem utilizada para avaliar a estabilidade dos itens foi a descrita por Thomas Lisinger
na Application Note 1 da European Reference Materials (2010). Os resultados obtidos estdo

apresentados no item 5 deste relatorio.
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3.4. Armazenamento e Envio dos Itens de Ensaio
Os itens de ensaio foram armazenados em freezer (temperatura menor que -15°C) até o

momento em que foram enviados aos laboratérios participantes.

Para cada laboratorio inscrito na 102 Rodada do Ensaio de Proficiéncia para Determinacdo de
Micotoxinas em Alimentos — Aflatoxina M1 em Leite em P06, foram enviados 2 (dois) itens de

ensaio.

Os saches foram devidamente identificados com as seguintes informacfes: 0 nimero da
rodada, niumero do lote, 0 item a ser ensaiado e o cédigo da amostra; foram enviados aos

laborat6rios por correio, acondicionados em envelopes de papel revestidos com plastico bolha.

Os laboratérios receberam as informacbes necessarias para realizar o armazenamento
adequado dos itens de ensaio, através do formulario de “Instru¢cdes para Armazenamento e

Preparo dos Itens de Ensaio”, disponibilizado no site do INCQS/EP.

3.5. Recebimento dos Itens de Ensaio
Ao receber os itens de ensaio, os laboratérios foram instruidos a inspeciona-los quanto a
integridade da embalagem e das amostras. As informagdes foram registradas no “Formulario

de Recebimento de Item de Ensaio”.

4. Anélise dos Resultados

4.1. Resultados das Medi¢des dos Laboratorios

Os laboratorios participantes foram orientados a realizar a quantificacdo da aflatoxina nos itens
de ensaio segundo a sua metodologia de trabalho. Além dos resultados analiticos, expressos
em ng.g?, os laboratérios participantes também deveriam informar a recuperacéo (%), os limites
de deteccao e quantificacao e a incerteza, referentes ao método empregado.

As informagBes foram apresentadas no “‘Formulario de Registro de Resultados”. As
informagBes sobre as técnicas e 0s equipamentos utilizados nos ensaios também foram

registradas.

4.2. Estabelecimento dos Valores de Referéncia
Como foi reutilizado um material previamente avaliado em outro Ensaio de Proficiéncia, o valor

de referéncia foi o mesmo obtido no EP MIC 05/13.
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4.3. Andlise Estatistica
Neste topico estdo descritas as analises estatisticas utilizadas para a avaliacao da estabilidade
dos Itens de Ensaio e para a avaliagdo do desempenho dos laboratérios participantes.

4.3.1. Avaliacdo da Estabilidade dos Itens de Ensaio
O documento da European Reference Materials (ERM) descreve uma possibilidade de
comparagdo de um resultado obtido em uma dada medicdo ao valor de um MRC.
Objetivamente, é fornecido um critério matematico para a tomada de decisdo da
“concordancia” entre os valores.
O principio baseia-se na comparacdo entre a diferenca dos valores obtidos levando em
consideracdo as incertezas associadas a medicdo e ao MRC. Em outras palavras,
considera-se uma boa concordancia quando esta diferenga de resultados é menor que a
soma das incertezas expandidas, a saber:

A< U, (1)
Onde:
A,,= Valor absoluto da diferencga entre o valor medido médio e o valor certificado

U, = Incerteza expandida do resultado da medicdo e do valor certificado

Sendo:
A |G = Curel 2
Uy=2Xuy=2X fu,zn+u,%,RC (3)
Onde:
C, = Valor medido médio uZ, = incerteza do resultado da medicdo
Cmrc = Valor certificado uérc = incerteza do valor certificado

Os itens de ensaio foram armazenados na temperatura de referéncia desde o fim do EP
realizado em 2013 assim, algumas consideracdes serdo feitas a respeito destes itens de
ensaio e do Ensaio de Proficiéncia em que ele foi utilizado.

O item de ensaio foi avaliado quanto a sua homogeneidade, utilizando o procedimento
descrito na 1SO 13528. A estabilidade de curta e de longa foi avaliada de acordo com
abordagem da ABNT ISO Guia 35, sendo os itens de ensaios considerados
suficientemente homogéneos e estaveis para o proposito do referido EP.

O valor designado foi obtido utilizando-se a abordagem do algoritmo A (andlise robusta) a
partir dos resultados dos laboratérios participantes. A incerteza associada a este valor
também foi obtida. Ambos os célculos e conceitos estdo descritos na 1ISO 13528.

Assim, considerou-se, para fins de comparacéo e verificacdo da estabilidade do item de
ensaio ao longo deste tempo, que o valor designado € o “valor de referéncia do MRC”

C e gue a incerteza obtida é a “incerteza combinada do MRC” (u 1. Como a
(Cmrc) € 9 MRC

1 ESTE ITEM DE ENSAIO NAO E UM MRC. A CONSIDERAGAO FOI FEITA PARA FINS DE COMPREENSAO.
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incerteza foi obtida a partir dos resultados dos participantes (condicbes de
reprodutibilidade) n&o foram consideradas as incertezas obtidas na avaliacdo da
homogeneidade e das estabilidades.

Trés itens de ensaio, foram analisados em duplicata verdadeira e em trés dias diferentes
com curvas analiticas diferentes.

O valor médio da medicao (C,,) foi obtido das médias de todos os resultados e a

incerteza padrao? foi determinada (u,,).

4.3.2. indice z
Para a qualificacdo dos resultados dos laboratérios, o indice z (z-score, medida da
distancia relativa do resultado da medi¢&o do laboratério em relacéo ao valor designado do

ensaio de proficiéncia) foi calculado de acordo com a Equacéao 4.

z=- 4

Onde x; representa o valor do laborat6rio participante, x* representa o valor de referéncia
e o,, 0 desvio padrdo de Horwitz.

A interpretagéo do valor do indice z esta descrita abaixo:

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

|z| = 3 - Resultado insatisfatorio

5. Resultados da Avaliagao da Estabilidade dos Itens de Ensaio

Como descrito em 4.3.1, foram avaliados 3 itens de ensaio, em duplicata verdadeira, perfazendo

um total de 6 resultados em dois momentos distintos. Um antes do inicio do EP e outro ap6s o

envio dos resultados por parte dos laboratérios participantes.

Os resultados destas andlises em duplicata estdo demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1: Dados gerados na avaliagédo da estabilidade, em ng.g-1.

Antes EP Apos Resultados
Duplicata A Duplicata B Duplicata A Duplicata B
Item 1 0,42764 0,46479 0,39509 0,41198
Item 2 0,33250 0,36730 0,34177 0,43065
Item 3 0,46164 0,46528 0,42450 0,56909
Média £ u 0,420 + 0,023 0,429 £ 0,031

Do relatério do Ensaio de Proficiéncia 52 rodada® temos (todos os valores em ng.g™?):

Cure = 0,465

2 Desvio padrao dividido por raiz de n.

3 Relatdrio EP MIC 05/13

Unre = 0,028

EP MIC 10/18
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Para as analises realizadas antes do EP, temos:
A | Con — Cyrc]=10,420 — 0,465|= 0,04481

Up=2Xuy=2x /u,zn +up, = 2 x /00232 +0,028% = 2 x./0,000543 + 0,000804 =

2x0,03670 = 0,07340

Para as analises realizadas apés o envio dos resultados, temos:

Ap|Cm — Cyre]=10,429 — 0,465|= 0,03582

Uy=2Xuy =2Xx /u3n+u,%mc = 2 x 4/0,0312 40,0282 =

2 x0,041962 = 0,08392

2 X\/0,000957 +0,000804 =

O critério A,,< U, foi obtido em ambos os momentos e os itens de ensaio podem ser

considerados estaveis.

6. Atribuic&o dos Valores de Referéncia

O valor de referéncia relativo a aflatoxina M1 deste ensaio de proficiéncia foi calculado segundo

procedimento descrito na ISO 13528 e estd descrito em detalhes no relatério da 5% Rodada —

Aflatoxina M1 em Leite em P6 — EP MIC 05/13. O valor de referéncia, a incerteza combinada (uc),

o fator de abrangéncia (k) e a incerteza expandida (U) e seu respectivo desvio padrdo estédo

transcritos na Tabela 2.

Tabela 2: Valores de referéncia, incertezas e desvios padrdo, em ng.g™.

Aflatoxina

Valor de Referéncia

uc (VR)

k

U (VR)

Desvio Padrio (on)

M1

0,465

0,028

2,25

0,064

0,102

Como a incerteza combinada do valor de referéncia foi menor que 0,301, segundo a norma 1SO

13528, esta pode ser negligenciada.

7. Avaliacdo do Desempenho dos Laboratorios Participantes

7.1. Laboratérios Participantes

Seis laboratdrios se inscreveram na 102 Rodada do Programa de Ensaio de Proficiéncia para a

Determinacao de Micotoxinas em Alimentos — Aflatoxina M1 em leite em P, e somente 3 (trés)

enviaram os resultados.

Dos laboratérios participantes dois (66,7%) sé@o acreditados na norma ABNT NBR ISO/IEC

17025 para a andlise de aflatoxina M1. Todos os 3 participantes utilizaram metodologias

analitica validadas para a analise em quest&o. A Tabela 6 apresenta a listagem dos Laboratorios

participantes.

EP MIC 10/18
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7.2. Resultados dos Laboratoérios Participantes

Os dados reportados pelos laboratérios participantes foram tratados de acordo com os
procedimentos descritos na ABNT NBR ISO/IEC 17043. As Tabelas 3 e 4 apresentam a técnica
de andlise e a massa de amostra utilizada pelos laboratérios, os resultados dos laboratérios
para a analise de aflatoxina M1, os limites de deteccdo e quantificacdo, a recuperacdo e
incertezas.

O grafico da disperséo dos resultados dos laboratérios para a Aflatoxina deste EP encontra-se
na Figura 1. No gréfico a linha central representa o valor de referéncia e as linhas pontilhadas

em azul a incerteza expandida do valor de referéncia.

7.3. Considerag6es 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 analise do suméario dos resultados

(Tabelas 3 e 4) podemos considerar o seguinte:

7.3.1. Método e Informagdes Sobre a Metodologia

Dos trés laboratorios participantes, dois (66,7%) sdo acreditados na norma ABNT NBR
ISO/IEC 17025 para a determinacdo de micotoxina M1 em leite em p6 e todos relataram
ter a metodologia validada.

A cromatografia em fase liquida foi a técnica de separacdo e quantificacao utilizada por
todos os laboratérios, sendo o detector de fluorescéncia o mais utilizado (dois laboratérios),
enguanto que um laboratério utilizou a espectrometria de massas sequencial. A menor
massa de amostra utilizada foi 5 g e a maior 25g. Lembramos que a massa minima de
amostra informada no formulario de “Instrugées para o Armazenamento e Preparo

dos Itens de Ensaio” foi de 5g. Os volumes de injec&o variaram de 1 & 200 L.

Todos os laboratérios utilizaram coluna C18 na separacgéo e quantificacdo, além da coluna

de imunoafinidade para a limpeza da amostra.

7.3.2. Recuperacdo, Limite de Deteccéo e Limite de Quantificagcéo

Um laboratério (MIC 10/091) néo informou os valores de recuperacéo.

7.3.3. Incerteza

Dois laborat6rios (MIC 10/070 e MIC 10/091) reportaram a incerteza dos seus resultados.

EP MIC 10/18 Pagina 9 de 17



Provedor de Ensaio de Proficiéncia acreditado pela Cgcre de acordo com a norma ABNT NBR ISO/IEC 17043, sob o nUmero PEP0006

Tabela 3: Método (S=Sim; N=Nao), Massa de Amostra (g), Solvente de Extracéo, Limpeza da Amostra, Técnica de Andlise, Detector, Volume de
Injecdo (Vol. Injecao; uL), Composicao da Fase Mével e Fluxo (mL/min).

L. Método Massa Solvente Limpeza Técnica de Vol. ,
Laboratoério - . Detector . Fase Movel Fluxo
Acreditado | Validado Amostra Extragao Amostra Analise Injecao
MIC 10/027 N S 12 H,O Coluna de IA CL EM/EM 1 MeOH/H,0 0,35
MIC 10/070 S S 25 H,O Coluna de IA CL F 50 H,0/i-CsH;0H/AcCN 1
MIC 10/091 S S 5 H,O Coluna de IA CL F 200 MeOH/AcCN 1

AcCN = Acetonitrila; MeOH = Metanol; H20 = Agua; i-CsH-OH = Alcool isopropilico; IA = Imunoafinidade; CL= Cromatografia Liquida; EM/EM = Massas-Massas

e F = Fluorescéncia.

Tabela 4: Resultados por andlise (ng.g?), Limite de Deteccéo (ng.g?), Limite de Quantificacédo (ng.g*), Recuperacgéo (%) e Incerteza (U) —

Sumario dos Resultados

Laboratério Item de Ensaio Resultado de M1 Limite de Deteccao Limite de Quantificacdo Recuperagao Incerteza
28 0,3125*

MIC 10/027 T 0,006 0,020 97 NI
36 0,282
03 0,5

MIC 10/070 0,1 0,5 88,16 2,6
32 <0,5
19 1,13

MIC 10/091 0,18 0,25 NI 0,066
30 0,11

1 — Valores médios.

NI = Nao Informado.
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Figura 1: Disperséo dos resultados da Aflatoxina M1 em Leite em P6
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7.4. Calculo do indice z

A avaliacdo de desempenho dos laboratorios participantes, expressa através do indice z
(Equacéao 4), esta apresentada na Tabela 5.

Tabela 5: Valores do indice z obtidos pelos laboratérios participantes.

- . . Aflatoxina M1
Cadigo do Laboratério
Item z-score Item z-score
MIC 10/027 28 -1,4 36 -1,7
MIC 10/070 03 0,3 32 <LD
MIC 10/091 19 6,5 30 -3,4

NT = N&o Testado; LD = Limite de Deteccéo; Vermelho = resultado insatisfatorio.

As Figuras 2 e 3 apresentam os resultados de indice z obtidos pelos laboratérios participantes
para a aflatoxina M1, para os dois itens de ensaio deste EP.

A Figura 4 apresenta grafico de dispersdo semelhantes ao de Youden, onde podem ser
verificados os erros sisteméaticos 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 o
pontilhado em amarelo a dos dois resultados questionaveis e a fora do pontilhado amarelo, a dos
dois resultados insatisfatorios. Quanto mais préximo da linha vermelha diagonal, e afastado do

centro, maiores 0s erros sistematicos.
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Figura 2: Grafico de indice z dos laboratorios participantes para a aflatoxina M1, item 1.
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Figura 3: Grafico de indice z dos laboratorios participantes para a aflatoxina M1, item 2.
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Figura 4: Grafico semelhante ao de Youden dos laboratérios participantes para a aflatoxina M1.
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O laboratério MIC 10/070 informou, para o item de ensaio #32, valor <5,0 ng.g™*. Como o valor
de referéncia (ja considerado a incerteza expandida; Tabela 2) da aflatoxina M1 estava acima do
limite de deteccao e abaixo do limite de quantificagdo deste laboratorio, seu resultado pode ser
considerado satisfatorio.

De acordo com os resultados obtidos, dois dos trés laboratérios participantes obtiveram
resultados satisfatérios para todos os seus resultados informados. De um total de seis resultados
reportados, 67,7% foram considerados satisfatorios (quatro resultados) e outros 33,3%
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 acdes corretivas, caso

necessario.

8. Conclusoes

Poucos laboratérios se inscreveram nesta rodada e menos ainda mandaram resultados. Dos
Laboratorios Centrais de Vigilancia Sanitaria somente um participou.

A analise dos dados gerados neste EP sugere:

e Desempenho dos laboratérios: pode-se considerar como razoavel, uma vez que apenas dois

(67,7 %) dos laboratorios participantes obtiveram todos os resultados satisfatorios;

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

a avaliacdo dos resultados;

e Acbes corretivas: para o0s laboratorios que obtiveram resultados insatisfatérios ou
guestionaveis, agdes corretivas devem ser adotadas para o aprimoramento das suas medicdes,
particularmente quando resultados insatisfatérios foram também obtidos em rodada anterior a
esse EP. Uma avaliacdo detalhada, desde o recebimento do material e seu armazenamento,
até o preenchimento do Formulario para Registro dos Resultados, e a avaliacao de todos os

passos da metodologia de analise, serdo importantes para a identificacao dos pontos criticos.

Finalmente, é importante ressaltar que o estabelecimento de a¢bes corretivas e a continua
participacdo em ensaios de proficiéncia desta natureza sao ferramentas de grande contribuigéo

para o aprimoramento das medic¢des realizadas pelos laboratorios.

9. Confidencialidade

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

respeitando-se a confidencialidade dos laboratérios.
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11. Laboratérios Participantes
A lista dos laboratérios que enviaram os resultados a coordenacdo do Programa € apresentada na
Tabela 6.

Tabela 6: Laboratorios participantes da 102 Rodada do Ensaio de Proficiéncia para Determinacao
de Micotoxinas em Alimentos — Aflatoxina M1 em leite em P6.

Laboratdrios Participantes

Centro de Qualidade Analitica LTDA

Instituto Adolfo Lutz
Nucleo de Contaminantes Organicos — Lab de Quimica Bioldgica

TUV SUD SFDK Laboratério de Analises de Produtos Eireli

» Total de participantes: 3 laboratorios.
> O codigo de cada participante néo esti associado a ordem da lista de participantes.
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