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_Resumo

A reação de Maillard, responsável pela cor, sabor e aroma dos alimentos, tam-

bém produz substâncias nocivas, como a acrilamida (AA). Esta amida insatu-

rada forma-se quando alimentos ricos em hidratos de carbono, como pão, 

batatas e café, são cozinhados a temperaturas elevadas e humidade baixa. A 

União Europeia classificou a AA como carcinogénica (Categoria 1B), mutagéni-

ca (Categoria 1B) e tóxica para a reprodução (Categoria 2). O presente estudo 

visa validar um método para determinar AA em cereais e derivados e investigar 

a sua presença em diferentes variedades desses produtos. 

Utilizou-se a cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada a um detetor 

de massa (UPLC-MS/MS) com ionização por electrospray positiva (ESI+) para 

detetar e quantificar a AA. O desempenho do método foi validado utilizando 

testes de avaliação externa da qualidade internacionais como testes de profici-

ência (FAPAS) e material de referência certificado (ERM-BD272). Avaliaram-se 

parâmetros como linearidade, limite de deteção (LD), limite de quantificação 

(LQ), precisão, exatidão e incerteza. Os LD e LQ foram de 0,40 µg/L e 1,22 

µg/L, respetivamente, em conformidade com o Regulamento (UE) 2017/2158. 

A curva de calibração mostrou linearidade (R2 >  0,995). 

O método apresentou boas taxas de recuperação (92%-105%) e de preci-

são (desvio padrão relativo (RSD) ≤ 13%), participação satisfatória em en-

saios de comparação interlaboratorial (ECI) (Z-score: 0,69 para Crispbread 

e -0,93 para Biscuit ), assim como bons resultados para o ERM-BD272, de-

monstrando que o método é adequado para a determinação de AA em ce-

reais e derivados. O método foi aplicado a cereais e derivados existentes 

no mercado, incluindo bolacha Maria, pão de trigo, f locos de milho e bola-

chas para bebé, todos recolhidos em Lisboa, Portugal. 

Os resultados de AA das amostras aval iadas, expressos em µg/kg, encon-

tram-se abaixo dos valores legislados pelo Regulamento (EU) 2017/2158. 

Embora os níveis de acri lamida encontrados cumpram os l imites estabele-

cidos pela União Europeia, é necessária uma monitorização contínua da 

sua ocorrência, considerando as incertezas ainda presentes sobre os efei-

tos a longo prazo deste contaminante.

      
      _Abstract

The Mai l lard react ion, responsible for food color, f lavor, and aroma, a lso 

produces harmful substances such as acry lamide (AA). This unsaturated 

amide is formed when carbohydrate-r ich foods such as bread, potatoes, 

and cof fee are cooked at h igh temperatures and low humidi ty. The Euro-

pean Union has c lassi f ied AA as carc inogenic (Category 1B), mutagenic 

(Category 1B), and tox ic for reproduct ion (Category 2). The present study 

a ims to va l idate a method to determine AA in cereals and cereal-based 

products and invest igate i ts presence in d i f fe rent food i tems.

Ultra-per formance l iquid chromatography coupled to mass spectrometry 

(UPLC-MS/MS) with posit ive e lectrospray ionization (ESI+) was used to 

detect and quanti fy AA. The method per formance was val idated using 

international external qual i ty control tests such as prof iciency tests 

(FAPAS) and a cer ti f ied reference mater ial (ERM-BD272). Parameters such 

as l inearity, l imit of detection (LD), l imit of quanti f ication (LQ), precision, 

accuracy and uncer tainty were evaluated. The LD and LQ were 0.40 µg/L 

and 1.22 µg/L, respectively, in compliance with Regulation (EU) 2017/2158. 

The cal ibration curve showed l inearity with an R2 greater than 0.995. 

The method showed suitable recovery rates (92%-105%) and precision (RSD 

≤ 13%), satisfactory participation in interlaboratory comparison (ECI) assays 

(Z-score: 0.69 for Crispbread and -0.93 for Biscuit) and good results for the 

ERM-BD272, demonstrating that the method is suitable for the determination 

of AA in cereals and cereal-based products. The method was applied to 

commercially available products, including Maria biscuits, wheat bread, corn 

f lakes, and baby biscuits collected in Lisbon, Portugal. 

The AA results of the evaluated samples, expressed in µg/kg, are below the 

values   legislated by the Commission Regulation (EU) 2017/2158. Although the 

acrylamide levels found comply with the limits established by the European 

Union, continuous monitoring of its occurrence is necessary, considering the 

remaining uncertainties about the long-term effects of this contaminant.

_Introdução

A acrilamida (AA) é um composto químico que se forma em 

alimentos ricos em hidratos de carbono quando estes são 

cozinhados a elevadas temperaturas e baixa humidade, 

levantando sérias preocupações de saúde pública (1). Este 

composto é classif icado como carcinogénico do Grupo 2A 

pela International Agency for Research on Cancer (2). A 

alimentação é a principal fonte de exposição e os produtos à 

base de cereais são uma das principais fontes de exposição 

à AA, sendo fundamental controlar a sua ocorrência nos 

alimentos para reduzir a exposição alimentar e o risco para 

a saúde humana (3).
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Atualmente, em Por tugal, existe apenas um estudo de expo-

sição realizado, que uti l iza dados de ocorrência fornecidos 

pela Autoridade Europeia para a Segurança dos Alimentos 

(EFSA) (4). Assim, é essencial avaliar a ocorrência de AA nos 

produtos al imentares comercial izados em Por tugal, uti l izan-

do métodos analíticos devidamente val idados por forma a 

garantir a f iabil idade dos dados. 

Embora os efeitos da AA na saúde humana ainda não sejam 

totalmente compreendidos, diversos estudos sugerem riscos 

potenciais. A exposição dietética à AA pode afetar negativa-

mente o crescimento e o desenvolvimento dos recém-nasci-

dos, tendo também sido relatado que este contaminante causa 

efeitos neurotóxicos, podendo levar à neuropatia (5-7). Evidên-

cias indicam uma correlação entre a exposição à AA e o au-

mento do risco de certos tipos de cancro, incluindo cancro 

do pulmão (8), linfático (9), do ovário e endométrio (10). No en-

tanto, alguns trabalhos apresentam opiniões divergentes, su-

blinhando a necessidade de mais estudos para compreender 

plenamente os efeitos da AA na saúde humana (11,12).

A metodologia de Estudos de Dieta Total (Total Diet Study - TDS) 

é amplamente utilizada para avaliar a exposição da população 

a substâncias químicas nos alimentos, sejam elas benéficas ou 

prejudiciais à saúde. Reconhecida pela Organização Mundial 

da Saúde (OMS), esta metodologia, preconiza a avaliação das 

amostras tal como consumidas, servindo como uma ferramenta 

de saúde pública essencial para monitorizar a segurança de ali-

mentos e proteger a saúde da população.

_Objetivos

Este trabalho teve como objetivos: i ) desenvolver e val idar 

um método para a determinação de acr i lamida (AA) em 

cereais e derivados uti l izando a técnica de cromatograf ia 

l íquida de ultra ef iciência acoplada a um detetor de massas 

(UPLC-MS/MS), i i ) aval iar os níveis de AA em diferentes 

produtos disponíveis no mercado por tuguês uti l izando o 

método desenvolvido. 

_Materiais e métodos 

O teor de AA foi determinado por UPLC-MS/MS com modo de 

ionização, ESI+ . O método de extração incluiu o desengordura-

mento com n-hexano, a adição de AA-D3 como padrão interno, 

extração com água, e limpeza com coluna de extração em 

fase sólida. O desempenho do método e as figuras de mérito, 

foram avaliados recorrendo a ferramentas metrológicas como 

um material de referência certificado (MRC) (ERM-BD272 - 

Crispbread) e ensaios de comparação interlaboratorial (ECIs) 

(FAPAS) e pela avaliação de parâmetros como: limite de deteção 

(LD), limite de quantificação (LQ), linearidade, repetibilidade, 

precisão intermédia, exatidão e incerteza. 

O processo de seleção e preparação das amostras para o 

estudo preliminar de monitorização dos teores de AA foi 

realizado de acordo com a metodologia TDS, mas com um 

número inferior de amostras por pool de grupo de alimentos. 

O plano de amostragem abrangeu a recolha de produtos de 

cereais e derivados no mercado, nomeadamente bolacha 

Maria (n=6), pão de trigo (n=6), f locos de milho (n=6) e biscoi-

tos infantis (n=6), adquiridos no comércio local, em 2023, 

em Lisboa, Portugal. Após a recolha foram preparadas pools 

com as 6 amostras recolhidas de cada natureza, levando a 

um total de 4 pools. Estas foram analisadas em triplicado, 

em condições de garantia da qualidade suportadas pelos 

requisitos descritos na norma ISO/IEC 17025:2018 (13). A 

concentração de AA encontra-se expressa, pela média de 

três réplicas ± desvio padrão (DP), em µg/kg. 

_Resultados e discussão 

Neste trabalho apresentam-se os resultados obtidos nos estu-

dos de validação do método desenvolvido para determinação 

do teor de AA em cereais e derivados, e que possibilitaram 

a sua acreditação de acordo com a norma ISO 17025:2018, 

assim como os resultados decorrentes da aplicação do méto-

do a quatro categorias de produtos (bolacha Maria, bolachas 

infantis, pão de trigo e flocos de milho).

A tabela 1 apresenta as f iguras de mérito dos diversos 

parâmetros da val idação do método.   

artigos breves_   n. 4

_ _ 

 
Doutor Ricardo Jorge

Nacional de Saúde_Instituto Observações_ Boletim Epidemiológico

_ www.insa.pt
_ 

Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge, IP

número

37

2025

2ª série



25

A curva de calibração foi estabelecida com base no sinal/ 

ruído (S/N) das transições quantif icadora (m/z 72 > 55) e 

qualif icadora (m/z 72 > 72 ou m/z 72 > 44 ou m/z 72 > 27) e 

dos rácios entre as transições qualif icadora/quantif icadora. 

Foram validadas duas gamas de trabalho, ambas apresen-

tam linearidade das respetivas curvas de calibração e um 

quadrado do coef iciente de correlação (R2) superior a 0,995. 

O LD e LQ do método foram calculados pela curva de cali-

bração sendo de 0,40 µg/L e 1,22 µg/L, respetivamente. A 

exatidão do método foi analisada com recurso a um MRC de 

pão estaladiço (ERM-BD272 - Crispbread ), com um valor de 

referência de 980 ± 90 µg/kg, e a ensaios de recuperação. O 

laboratório obteve um valor médio (n=17) de 954 ± 34 µg/kg, 

o qual está dentro do intervalo do MRC. Foram também ana-

lisados vários alimentos de cereais e derivados (n=7) for tif i-

cados com uma solução padrão de AA para determinar as 

taxas de recuperação, que se situaram, entre 92 e 105%. Os 

estudos de repetibil idade e precisão intermédia do método 

obtiveram resultados satisfatórios, 3,4% e ≤ 13%, respetiva-

mente. O laboratório par ticipou ainda em ECIs, obtendo z-s-

cores dentro dos critérios de aceitação (FAPAS Crispbread: 

z-score = 0,69; FAPAS Biscuit: z-score = -0,93). A incer teza 

expandida do método, considerando um fator de expansão 

de 2, foi de 24%, tendo sido calculada com base em dados 

analíticos de controlo de qualidade interno. 

Os resultados obtidos na val idação do método cumprem os 

requisitos do Regulamento (UE) 2017/2158 da Comissão Eu-

ropeia (14) e da norma ISO 17025:2018, encontrando-se o 

ensaio acreditado desde 2023.

Após a otimização e validação do método, foram analisadas 

amostras de bolacha Maria, bolachas infantis, pão de trigo e 

flocos de milho, as quais foram preparadas na forma de pools. 

No gráfico 1 estão apresentados os resultados obtidos para 

estas amostras.
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Gráfico 1:       Teor de acrilamida (µg/kg) nas matrizes alimentares em estudo.  

Tabela 1:       Figuras de mérito da validação do método para determinação do teor de acrilamida.
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A pool de bolacha Maria apresentou um teor médio de AA de 

72 ± 1 µg/kg. No caso da bolacha Maria, os valores obtidos 

de AA estão abaixo dos níveis de referência da União Euro-

peia (UE) (350 µg/kg) (14). A média da EFSA (201 µg/kg) para 

este tipo de produto é superior ao valor encontrado mas está 

dentro dos limites indicativos da UE, sugerindo que os níveis 

de AA são aceitáveis e seguros para o consumo (3).

No pão de trigo observou-se uma concentração média de AA 

de 29 ± 1 µg/kg. Os valores de AA encontrados estão abaixo 

dos níveis de referência estabelecidos pelo regulamento da 

UE, sendo também inferiores aos valores reportados pela 

EFSA (42 µg/kg) (3,14). Os dados do presente estudo, indi-

cam que o pão de trigo apresenta níveis de AA seguros para 

o consumo humano.

Para os f locos de milho, o teor médio de AA foi de 59,0 ± 0,4 

µg/kg. Os resultados mostram que os níveis de AA encontra-

dos estão abaixo dos valores de referência da UE (150 µg/kg) 
(14). A média reportada pela EFSA para cereais de pequeno-

-almoço (117 µg/kg) mantém-se dentro dos níveis de referên-

cia da UE (3).

As bolachas infantis apresentaram uma concentração média 

de AA de 35 ± 2 µg/kg. Os níveis de AA  encontrados estão 

abaixo dos l imites indicativos da UE (150 µg/kg) e EFSA (111 

µg/kg) para alimentos processados à base de cereais para 

bebés, indicando que estes produtos são seguros para o 

consumo infanti l face à legislação atual (3,14).

Avaliando os valores de AA obtidos nas amostras de cereais e 

derivados analisadas, verificou-se que todos os teores estão 

abaixo do nível de referência estabelecido pela legislação da 

UE 2017/2158 (14).  

Embora existam algumas diferenças entre as médias reporta-

das pela EFSA e os valores encontrados no presente estudo, 

ambos estão abaixo dos níveis de referência da UE, sendo um 

bom indicativo de segurança alimentar.

_Conclusão 

O método anal ít ico proposto foi val idado com sucesso para 

determinar o teor de AA em cereais e derivados, cumprindo 

os requisitos estabelecidos tanto no Regulamento (UE) 

2017/2158 como na norma ISO 17025:2018, estando acredi-

tado pelo Instituto Por tuguês de Acreditação.

Avaliando os valores de AA obtidos nas amostras de cereais 

e derivados, verif icou-se que todos os teores estão abaixo 

do nível de referência estabelecido pela legislação da UE, 

regulamento 2017/2158. Como tal, os produtos analisados ao 

abrigo da atual legislação, são seguros para o consumo da 

população portuguesa. No entanto, considerando a constan-

te evolução da ciência, a alteração dos produtos disponíveis 

no mercado e a alteração nos padrões de consumo, é impor-

tante uma monitorização periódica. Torna-se fundamental 

expandir a monitorização dos teores de AA a outros grupos 

de alimentos, permitindo no futuro a realização de estudos 

rigorosos e f idedignos sobre a exposição a este composto 

químico, e possibilitando uma correlação mais precisa com 

dados epidemiológicos.
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