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VALIDAÇÃO INTRALABORATORIAL DE MÉTODO PARA DETERMINAÇÃO DE
AFLATOXINA M1 EM LEITE POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA1
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1 – INTRODUÇÃO
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2 – MATERIAL E MÉTODOS

2.1 – Reagentes
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2.2 – Equipamentos

@�� 	(����	��
����������
�� �
#��� �)����
#��)�
�"���
�I	�� ���N83O�$��&
��#����
��)���*+
�P���

'�N�8O� �	��#:��)�� �
#4���� D���#�	���� A�N�'O
�#
��
4��
#�=H�Q#
������GN-�O��	����<	�#
����)
�?�������	#�DD��	(�����
��
��7������	�	#�;#�
�	
#	)���#��
#N>N���	)#��
#�R	S�	���Q��B�#����13O�	��	��
�#
�
�<	�#
��&������=H�H��:4	���3��O�	4��
#��
#�#
�
���%#�
�'T�&��A/N���O��������/$	#$��&��
#�
#���
��

2.3 – Amostras
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2.4 – Otimização do método
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2.4.1 – Etapa de extração
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2.4.2 – Etapa de purificação
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2.4.3 – Etapa de detecção e quantificação
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2.5 – Procedimento analítico
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2.5.1 – Extração
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2.5.2 – Purificação
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2.5.3 – Cromatografia em camada delgada
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2.6 – Validação do método otimizado
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2.6.1 – Linearidade e limite de detecção do equi-
pamento
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2.6.2 – Especificidade, exatidão, precisão, limi-
tes de detecção e quantificação do método

I
#�� #	������
�� 	����
�� �
��
��#��� �#���������
	��	��
�����������
��
��*+
����#+
���#���4�����
*+
��	�

X 	��	���������	� 
�� ���������	� �
�"�
�
� 	��	�
�	#���#�	 ����	�	��	������	��	�
�������
��	����
�	#	��	�����#	�	�*���	�
��#
���
�
�	��	���#	�
�	��	�������#��� ,�E.O

X 	 ����+
������������	������	#	�*��	��#	�
�4��
#�
$���
�
�	�
�4��
#� #	����
�������
������#��� ,�E.��(�	� �
�
	 �#	���� 	� �	#
���	��
#�	���)	��	� #	���	#��
*+
O

X �#	���+
�
��������	#�+
��	���4	#�
��4��
#	�������
4������� 	� �
#�
� ���"���� �
�� 4��
#	�� 
$���
�
,�E.��	 �#	����	��	#
���	��
	����	��	��	�4�#���
*+
O

X ����	��	��	�	�*+
���
##	��
��	��	���	�
#��
��
�	��#�*+
��
�������
������#���(�	��
�	��	#���	��
����������
��:4	���	��
�����*��	��	�������
�,�E.O

X ����	��	� (���������*+
�� �
##	��
��	��	� ��	�
#
�
��	��#�*+
� �
� ������
� �����#��� (�	� �
�	� �	#
�	�	#������	��:4	����
����	#��
����	��64	����	
	 ����+
�	��#	���+
�,�E.�

@���:4	����	��
��	��#�*+
�	������
���
#�����E8O
���-O� ���1O� ���-� 	� ��1-µ)>?�� 	� ����
� #	�	��*5	��� 	
����-µ)>?�	�����3µ)>?��	��#���#	�	��*5	��

2.6.3 – Valores de referência
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2.7 – Análise estatística
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3 – RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 – Otimização do método

3.1.1 – Etapa de extração

�����
#�
#�*+
��
���
#
�%#�
��
#��)���*+
�	�������
�
��
��	#�
#��	��#���)�*+
��+
�)�#�������
�"�
�
�$
�
#	���	#�*+
��	�
���#	�	�����
����#	��	��	��#�*+

���� ���	���I
#��
$������#	���	#�*5	���	�E���W��

�
	����	��	��	�4�#��*+
��	�E���W���#����6���	�4������	
�	����2W��
��
	����	��	��	� 4�#��*+
��	�8���W���#�
��6���	� �	����
"�#����

K�����
#�
#�*+
�	�#	)���
��������&
�4	��
#��
*+
��	�	���+
�	�������
��#����
�(�	���
���$����
�
���
���������	�������6���	������
��#��(�	��
���
��:4	�
(���������#���#	�	��
��#	���	#�*+
��	�-3�-W������6���
�	�4������	�28�3W�����	����
"�#����

9	�����
#��������
#�
#�*+
��
#��)���*+
��)�"���
����
����
������4���
��	#�)�#�����
�$
��#	���	#�*+
��

"�
�
�� �	� �
#�*+
��	� 	���+
�� ��"��	� �#���#��	
�	���� �
#���	� ���
#�
#�*+
����� ����	�� (�	� ��

��#���	����������@��4��
#	���	��
#�	���)	��	�#	���
�	#�*+
�
$���
���
#���	�1���W�	�13��W���
��
	�����
	��	���	�4�#��*+
��	�����W�	�����W����#�������6���	�
4������ 	� �	����
"�#����� #	��	���4�	��	�

3.1.2 – Etapa de purificação
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3.1.3 – Etapa de detecção
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3.2 – Validação do método otimizado

?��	�#����	����#	��
������	����	#�	#�����������
�#���� �
��
$�	#4���������� ���	����1E��)�����1E��)��	
�����
 ����!��� ��#�� ��� ��#4��� ��$	������ �� ��6���	
�	����
"�#������
��
	����	��	���	��	�	#���*+
����	�
#�
#	�� �� ��11��� @� ����	� �	� �	�	�*+
� �
� ���#+
� �	

Concentração C artucho de sílica Cartucho de Florisil Coluna de Florisil 

(µg/L) R (%) CV (%) R (%) CV (%) R (% ) CV (%)V 

0,10 90,0
a,x

 0,0 80,0
b,y

 0,0 95,0
a,x

 0,0 

0,14 100,0
a,x

 0,0 87,5
a,y

 0,0 95,2
a,x,y

 8,7 

0,19 100,0
a,x,y

 0,0 90,0
a,y

 0,0 103,3
a,x

 19,6 

0,40 100,0
a,x

 0,0 96,7
a,x

 3,0 100,0
a,x

 0,0 

Gl obal 9 7,5
x

 4,6 88,5
y

 7,2 98,4
x

 10,2  

 

Concentração Cartucho de sílica Cartucho de Florisil Coluna de Florisil 

(µg/L) R (%) CV (%) R (%) CV (%) R (%) CV (%)V 

0, 10 85,2
a,b,x

 2,5 94,3
a,x

 1 5,5 80,6
b,y

 4,5 

0, 14 7 1,0
b,y

 5,2 83,5
a,x

 1 2,8 104,0
a,x

 22,6 

0, 19 9 5,6
a,x

 13,9 94,9
a,x

 7,0 99,2
a,x

 18,2 

0, 40 9 6,7
a,x

 4,6 85,8
a,x

 1 8,7 105,8
a,x

 10,9 

Global  87,1
x

 14,3 89,6
x

 1 3,3 97,4
x

 17,6 
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4 – CONCLUSÕES
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Experimento Integr ação por altura 

R (%) 

Integração por área 

R (%) 

1 98 ,8 101,4  

2 108,6  96,2 

3 112,9  92,6 

4 92 ,4 96,7 

5 95 ,5 90,8 

6 107,3  110,7  

7 90 ,3 85,4 

8 92 ,4 95,6 

9 111,5  99,8 

10  101,0  101,3  

Média das recuperações (%) 101,1  97,0 

Coeficiente de variação (%) 8 ,4 7,1 

 

Volume de solução 

trabalho aplicado 

(µL) 

Massa de aflatoxina 

cor respondente (ng) 

CV (%) CV médios (%) 

 

4 0,3880  1,1  

1,8  

4,4  

6,5  

1,4  

1,0  

2,7 

5 0,4850  13,8 

5,6  

13,5 

6,2  

13,7 

5,9  

9,8 

10  0,9700  41,1 

6,9  

12,5 

10,3 

12 ,2  

12,6 

15,9 

CV médio global (%)  9,5   

 

Concentração Análise vi sua l Anál ise den sit ométrica 

(µg/L ) R (%) CV (%) R (%) CV (%)V 

0, 045  89,6
a

 9,8 86,6
a

 9,8 

0,07 84,2
a

 8,6 85,2
a

 3,6 

0,09 91,7
a

 5,1 94,6
a

 8,7 

0,37 99,0
a

 2,3 105,2
a

 9,6 

0,97 98,0
a

 2,8 86,7
a

 13,9 

Gl obal 92,5 8,3 91,7 12,2 
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