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Métodos Quimicos: Sdo procedimentos empregados para IDENTIFICAR
(Analise Qualitativa) e/ou QUANTIFICAR (Analise Quantitativa) compostos
guimicos:

Analise qualitativa

A andlise qualitativa € empregada quando se pretende determinar ou
identificar as espécies ou elementos quimicos presentes numa amostra,
podendo ser eles atbmicos ou moleculares.

Analise quantitativa

A analise quantitativa € empregada para se determinar a quantidade de
uma espeécie ou elemento quimico numa amostra. Sendo utilizada para a
determinacédo de concentracdes, volumes ou massa exata da substancia,
atraves de técnicas de: gravimetria, volumetria, instrumentais, entre outras
€ expressa por resultados numericos dos componentes da amostra.
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*Métodos Instrumentais em quimica analitica foram desenvolvidos a partir
do inicio do século XX, baseados em propriedades como condutividade
elétrica, emissao ou absorcdo de luz dos analitos presentes em um
composto.

*Técnicas de separacdo, determinacdo e quantificacdo das espécies
quimicas passaram a ser conhecidas como METODOS DE ANALISE
INSTRUMENTAL e foram favorecidas pelos dispositivos tecnologicos
eletronicos e capacidade de processamento dos computadores.

A maioria dos equipamentos analiticos modernos possuem ou estao
conectados a um ou mais dispositivos eletrbnicos sofisticados capazes de
detectar e registrar dados relativos aos analitos
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Um meétodo quantitativo € baseado na resposta do sistema de
deteccéo do instrumento ao sinal gerado pela espécie quimica de
interesse presente na amostra em estudo, comparado com aquele
gerado por um produto que tem esta mesma espécie quimica de
iInteresse presente em uma concentracao conhecida de declarada
(Padréao Analitico).

A resposta geralmente € um sinal eletronico que gera um pico de
intensidade, cuja area € calculada atraves de um software de
aquisicao de dados do instrumento, fornecendo um valor
NUMErico aos sinais que representam a espeécie.

Assim sdo quantificados os sinais gerados pelas técnicas de
HPLC, CFG, AA, ICPlasma, dentre outras.
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Até as décadas de 80 e 90, um laboratério desenvolvia um
metodo analitico baseando-se principalmente na resposta
linear do detector a diferentes concentracées do analito em
uma faixa de interesse. Se fosse razoavel, o0 método era
aceito sem maiores questionamentos, muitas vezes
descrito apenas como uma receita de bolo. Porém algumas
guestdes comecaram a ser levantadas, em especial duas:

« Como asseguro que o resultado obtido € verdadeiro?

« Se outro laboratorio for utilizar meu meétodo, sera que
conseguira reproduzir os resultados que obtive?

Para responder essas questOes preciso VALIDAR meu
metodo
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Definicdo: Validar um método é testar o seu desempenho, de acordo com
critérios estabelecidos, tendo como objetivo confirmar se ele € apropriado para o
uso pretendido.

O laboratoério deve validar:

*Métodos nao normalizados

*Métodos criados/desenvolvidos pelo proprio laboratorio

sMétodos normalizados usados fora dos escopos para os quais foram criados

Ampliacdes ou modificacbes em metodos normalizados
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 Deve haver um procedimento que descreva o
processo de validacao e cada estudo deve ser
planejado atraves de um Plano ou Protocolo de
estudo.

« O Ilaboratorio deve utilizar equipamentos
adequados e calibrados ou qualificados, quando
aplicavel.

e O responsavel pelo estudo deve ser
competente na area, sendo capaz de tomar
decisOes apropriadas durante a realizacao do
estudo.
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Documentos de referéncia:

« INMETRO DOQ-CGCRE-008 RO3 - Orientacao Sobre Validacao de
Métodos Analiticos, fev/2010

« ANVISA: RE 899 de 29 de maio de 2003 - GUIA PARA VALIDACAO
DE METODOS ANALITICOS E BIOANALITICOS
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Como validar?

Os parametros de validacao devem estar claramente
declarados no procedimento documentado e incluir, quando
aplicavel:

» Seletividade/Especificidade

* Linearidade

 Faixa de trabalho e Faixa linear

* Limite de deteccao

* Limite de quantificacao

» Tendéncia/recuperacao

* Precisao (repetitividade, precisao intermediaria e
reprodutibilidade)

* Robustez
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Figura 1 — Parametros de validacédo conforme o tipo de ensaio

Tipo de ensaio

Parametros Qualitativo Determinagao do Analise Propriedades

componente (ou | de elementos Fisicas

analito) em maior menores e

teor(1) Tragos (2)

Precisao v \ v
Seletividade v v \ v
Tendéncia / recuperagao v v v
Robustez v v v vV
Sensibilidade / v v v
linearidade / faixa de
trabalho
Limite de detecgéo v v
Limite de quantificagéo \

Fonte: In-House Method Validation - A guide for Chemical Laboratories LGC / VAM, 2003
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(1) Dependendo da faixa de concentracdo do analito pode n&o ser
necessaria a determinacdo dos limites de deteccdo e de
guantificagdo, como por exemplo: determinacao de sacarose em
balas e determinac&o do teor de gordura em carnes, por exemplo,
componentes maiores com concentracao entre 1 a 100%.

(2) S&o considerados como de menor teor, concentracdes entre 0,01 e
1% e como “tracos”, os elementos em concentracido abaixo de

0,01%
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15—
SELETIVIDADE/ESPECIFICIDADE

A matriz da amostra pode conter componentes gque interferem no desempenho da
medicdo. Os interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal, e a magnitude do efeito
também pode depender da concentracéo.

Assim, verifica-se se 0 método é seletivo ou especifico para o analito de interesse, ou
seja, se a resposta do instrumento ao se aplicar o método néo sofre interferéncia de
outros componentes da matriz.

Como avaliar a seletividade?

1) Analisar um branco de reagentes, analisar o padrao, analisar a amostra com e sem 0
analito de interesse (placebo). Caso o placebo nao seja disponivel fazer acréscimo
controlado de padréao sobre a amostra.

2) Avaliar a amostra na presenca de interferentes, ou seja, introduzir elementos que
provoquem “stress”
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Avaliacao de Seletividade

Procedimento

Demonstrar

Comentarios

a) Fazer a analise com a
amostra e materiais de
referéncia pelo método em
estudo e outros métodos
validados.

Habilidade do método em estudo de identificar
e dosar o analito na presenca de interferentes.

Evidéncias necessarias para dar
suporte e gerar confiabilidade
suficiente.

b)  Analisar  amostras
contendo varios interferentes
suspeitos na presenga do
analito de interesse.

Efeito de interferentes - a presenca de
interferente acentua ou inibe a deteccdo ou
quantificacdo do analito de interesse.

Se alteram resultados,
aperfeicoar o método ou
selecionar outro mais adequado.
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Agente Condicoes

Ex: Exposicdo da embalagem priméria a Luz Fluorescente comum
Luz e Exposicao a Luz UV B-Fluorescente banda larga por um periodo
de tempo definido

Ex: 60°C na embalagem priméaria por um periodo de tempo

Temperatura definido

30°C / 75% UR na embalagem primaria por um periodo de tempo

Umidade definido

Adicdo solucao alcalina NaOH 0,1M por um periodo de tempo

Agente Alcalino definido

Agente Acido Adicao solucao acida HCI 0,1M por um periodo de tempo definido

Adicao de solucdo de H,O, 5% v/v por um periodo de

Agente Oxidante tempo definido.
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-m metodo é especifico quando ha uma boa (>9) probabilidade de ser a espécie
pesquisada
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SELETIVIDADE/ESPECIFICIDAD
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b2 O fator de assimetria, T “tailing factor’, € uma
medida de simetria de pico, sendo que valores de
T=1,0 referem-se a picos perfeitamente simetricos.
O wvalor de T pode variar aleatoriamente
bl b2 dependendo da assimetria do pico. Com valores de
T < 1,0 observa-se que o0 pico apresenta uma
assimetria frontal, e com valores de T > 1,0 uma
assimetria distal. A variacdo da assimetria influi no
reconhecimento instrumental do inicio e final do
sinal cromatografico (derivada 1° e derivada 2°),
responsavel pela variabilidade da area integrada.
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I ———
INTEGRACAO DE AREA

Begins or
ends on
Baseline

precisao havera variabilidade em funcao da

P = Baseline Penetration V= Valley
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.
LINEARIDADE - CURVAS

CURVA PADRAO: sucesséo crescente ou decrescente de pontos obtidos da relacéo entre a
concentracdo da espécie padrdo pela sua intensidade de sinal proveniente do sistema de
deteccao

CURVA DE CALIBRACAO: ¢ utilizada com a finalidade de se obter o ajuste. Neste caso o
padrao e definido pelo fabricante ou instituicbes que zelem pela qualidade.

Na realidade o que se busca € a RESPOSTA do sistema de deteccao do sistema a
grandeza introduzida do analito.

CURVA DE RESPOSTA: é utilizada com a finalidade de se obter comparacao analitica para a
quantificagcdo. Busca linearidade dinamica. Aplica-se na curva de resposta a relacdo
sinal/concentracao a fim de verificar a linearidade (relacao direta ou regressao linear)
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LINEARIDADE
PR CURVA DE RESPOSTA
/ ““‘
) y=ax + b
/ ‘¢“‘
o7 .
X

Coeficiente Angular : expressa a inclinacéo da curva aos eixos

Coeficiente Linear: expressa a interseccao da curva aos eixos

Coeficiente de Correlacao: expressa arelacédode xay
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e ————————————
LINEARIDADE

4sinal
Variabilidade dos FR = Fator de Linearidade

Fator de Resposta (FR) = relacdo

: ~ Fator de Linearidade < a 2% , pode-se
sinal / concentracéo

considerar a relagdo como sendo linear.

Fator de Linearidade > que 2% , neste caso
deve-se utilizar da regressao linear

> concentracdo

Coeficiente de Correlacédo (r): Pode-se estabelecer o nivel da relacédo entre duas variaveis através do
coeficiente de correlagéo o qual denotamos por “r’, que varia de -1 a 1.

Coeficiente de Determinacao (r?): Obtido elevando-se “r’ ao quadrado e varia de 0 a 1.
Assim se uma relacdo possui coeficiente de correlacdo 0,80 entdo (0,80)? = 0,64 que multiplicado por
100% = (64%) indica que a variacao dos y, sao explicadas em 64% pela relacdo com x.

Ser=0,40r? = 0,16 ou 16%, ou seja, a variagdo dos y, é explicada em 16% pela variagéo de x.

Quanto mais proximo de 1 for o valor de r?, melhor sera a reta descrita pela regressao linear dos pontos.
Normalmente procuram-se obter retas com r= 0,99
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R ——————————
LINEARIDADE

A maioria dos equipamentos de medicao existentes estabelece a sua faixa
dinamica linear. E necessario, entretanto, verificar até que ponto a faixa de
concentracao do analito coincide com a faixa dinamica linear e assegurar
gue nenhum outro fenbmeno tenha impacto indesejavel na resposta.

A quantificacdo requer que se conheca a dependéncia entre a resposta
medida e a concentracdo do analito. A linearidade € obtida por
padronizacao interna ou externa e formulada como expressdao matematica
usada para o calculo da concentracdo do analito a ser determinado na
amostra real. A equacao da reta que relaciona as duas variaveis é:

y = ax+b
sendo:
y = resposta medida (absorbancia, altura ou area do pico, etc.);
X = concentracao;
a = inclinacéo da curva analitica = sensibilidade;
b = intersecao com o eixo Yy, quando x = 0.
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O método € mais sensivel quando pequenas variacbes de concentracao
resultam em maior variacao na resposta, ou seja, maior inclinacao (a).

Em geral, serdo necessarios varios niveis de concentragcdo, no minimo
cinco, para construir a curva analitica. O numero de replicatas em cada
nivel de concentracdo deve ser o0 mais proximo possivel daquele
empregado na rotina do laboratorio.

A verificacdo da auséncia de valores discrepantes pode ser feita pelo teste
de Grubbs (ISO 5725-3,1994 e ISO 5725-2, 1994) ou de residuo Jacknife
(SOUZA; JUNQUEIRA, 2005) e a homocedasticidade, isto ¢,
homogeneidade da variancia dos residuos pelo teste de Cochran

(ISO 5725-3:1994) ou teste de Levene (SOUZA; JUNQUEIRA, 2005) ou o
teste de Brown-Forsythe (SOUZA; JUNQUEIRA, 2005).

Alguns procedimentos analiticos ndo demonstram linearidade mesmo apdés
gualquer transformacéo. Nesses casos, a resposta analitica pode ser descrita
por uma funcdo que modela a concentracao do analito na amostra.
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I
CURVA DE RESPOSTA - PREPARO

1- Por diluicdo da “solucao -méae”

- definir a concentragcao estimada ou esperada.

- preparar a “solugcdo-méae” com o dobro da concentracéo estimada ou esperada.
- por diluicdo obter os pontos de acordo com a tabela que se segue:

ponto ( eixo X) concentracao
5 solucdo mae
4 80% da solucdo méae
3 50% da solucdo méae
2 30% da solucdo méae
1 10% da solucdo mae

2- Por preparacéo de cada ponto
Cada ponto da curva é preparado individualmente. Neste caso evita-se 0 erro de obtencéo
da “solucdo-mée”. Os valores podem ter como base a tabela acima.
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e
AVALIANDO A CURVA DE RESPOSTA

A - BRANCO

Sempre que possivel a amostra ou 0 branco desta amostra deve ser a base para os valores de uma
curva, tanto para a adicdo como para a diluicdo. Obtido os pontos da curva de resposta,
podem-se definir regras de qualidade para a curva.

B - A CURVA

1) A curva deve ter no minimo 5 pontos, incluindo o menor valor (menor valor mensuravel
ou o0 menor valor de interesse para a quantificacdo) e o maior valor.

2) Podem-se excluir pontos da curva, mas deve-se manter 5 pontos. O menor e o maior
devem permanecer.

3) Deve-se evitar excluir dois pontos seqguenciais.

Nota: nesta situacao para se ter 5 pontos, deve-se elaborar a curva com no minimo 6
pontos, supondo-se a possibilidade de rejeitar um deles.
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1
AVALIANDO A CURVA DE RESPOSTA

C) EXCLUSAO DE PONTOS

Um ponto da curva pode ser excluido dependendo do estudo e caso seja previsto em protocolo (lembrando que o ponto
excluido pode ser o valor mais proximo do valor verdadeiro). Um dos motivos da exclusdo ou ndo exclusdo do ponto é a sua
influéncia sobre a concentracao a ser analisada. Algumas instituicdes definem valores numéricos para a excluséo, por exemplo:
VariagOes acima de 15% entre o valor da concentracdo obtida para a concentracdo de preparacdo (conc.=massa/volume do
baldo volumeétrico) seria um motivo de exclusdo. Exemplo:

Pto. Conc.Tebrica Conc.Real Replicata 1 Variagdo R1 Replicata 2 Variagdo R2
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (%) (mg/L) (%)
1 0,50 0,52 0,75 1442 0,44 84,6
2 1,00 0,98 1,02 104,1 0,97 98,9
3 1,50 1,53 1,48 96,7 1,55 101,3
4 2,00 2,10 2,30 109,5 1,77 84,2
5 2,50 2,45 2,38 97,1 2,65 108,1
6 3,00 3,20 2,70 84,3 3,05 95,3
7 3,50 3,60 3,50 97,2 3,68 102,2

Concentragdo Tedrica: é a ideal planejada
Concentragdo Real: é a obtida pela relagdo massa pesada do padrao/volume do baldo volumétrico
Variacdo: medida da relac&o entre o valor da replicata/concentracéo real
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TESTE DE GRUBBS

Rejeita valores em relacédo a estimativa do desvio-padrao. Este teste observa
valores dispersos andmalos maiores ou menores gue aparecem no grupo de
medidas.

Para aplicacao do teste de Grubbs, utiliza-se a amplitude em relacao a média:
1. Colocar os valores obtidos em ordem crescente

2. Determinar a media aritmeética

3. Determinar a amplitude do maior (maior valor - média)

4. Testar o maior valor do conjunto segundo a equacao:

G = (Xmaior B X)
S

S = desvio padréo
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5. Testar o menor valor do conjunto segundo a equacéao:

G = (X_ Xmenor)
S
6. Comparar os valores de G com os valores criticos a 95% de confianca
NUmero de resultados (n) G (95%)
3 1,155
4 1,481
5 1,715
6 1,887
7 2,020
8 2,126
9 2,215
10 2,290

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal



Minicursos CRQ:IV -2010

Validacao e Protocolos em Analises Quimicas

7. Se Gcalculado>GtabeIado 0 maior valor € rejeitado €, se Gcalculado<GtabeIado 0
maior valor €, por enquanto, aprovado.

8. Se o0 maior valor for rejeitado, determinar a nova amplitude e testar o
menor valor da serie. Se o maior valor nao for rejeitado testar o menor
valor da série.

9. Repetir o processo até que o maior e 0 menor valores sejam aceitos

http://www.graphpad.com/quickcalcs/GrubbsHowTo.cfm
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A A(crescente) A B B(crescente) B
7,08 7,07 Med:7,13 8,16 7,89 Med:8,18
7,19 7,08 S=0,05 8,08 8,01 S=0,306
7,12 7,09 8,29 8,03
7,09 7,11 9,00 8,08
7,16 7,12 8,03 8,10
7,14 7,14 8,01 8,13
7,07 7,14 8,13 8,13
7,14 7,16 7,89 8,16
7,23 7,19 8,13 8,29
7,11 7,23 8,10 9,00
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Produto A
Analisando o maior:

G=(7,23-7,13)/(0,05)=0,1/0,05=2,0 G peado 95=2,290
Maior aprovado

Analisando o menor:

G=(7,13-7,07)/(0,05)=0,06/0,05=1,2 G pejado 95=2,290
Maior aprovado

Exercicio: Fazer o mesmo para o produto B
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Faixa de Trabalho e Faixa Linear

Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentracdes do
analito ou valores da propriedade no qual o método pode ser aplicado.

Todo experimento de determinacdo da faixa de trabalho € iniciado pela
escolha de uma faixa preliminar. A faixa de trabalho deve cobrir a faixa de
aplicacao para a qual o ensaio vai ser usado e a concentracdo mais
esperada da amostra deve, sempre que possivel, se situar no centro da
faixa de trabalho.

No limite inferior da faixa de concentracao, o fator limitante € o valor do limite
de quantificacdo. No limite superior, os fatores limitantes dependem do
sistema de resposta do equipamento de medicao.
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Faixa de Trabalho e Faixa Linear

Dentro da faixa de trabalho pode existir uma faixa de resposta linear e
dentro desta, a resposta do sinal tera uma relacéo linear com o analito ou
valor da propriedade. A extensédo dessa faixa pode ser estabelecida

durante a avaliacao da faixa de trabalho.

area

Concentracao
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Faixa de Trabalho e Faixa Linear

Como definir a faixa de trabalho?
*Depende dos objetivos do método.

Normalmente o meétodo indica o valor alvo de concentracdao a ser
determinada. Este valor é determinado como 100% (meio da curva) e
trabalha-se com as solucdes mais concentradas e diluidas para obter os
outros pontos.

eFaixas comuns:
*90% a 110%
*80% a 120%
*50% a 150%
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Etapa 2: 27

Etapa 3: 27
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Matriz

*Branco (agua reagente) com concentracdes
variadas do analito ou;

*Placebo da amostra com concentragdes variadas
do analito;

*Preparar diferentes concentragdes de modo
independente e n&o a partir de uma solugéo mae.

*Materiais de referéncia de diferentes
concentragdes na faixa linear ou;

*Placebo da amostra com concentragdes variadas
do analito na faixa linear

Placebo da amostra com concentragfes variada
do analito, préximas ao LD

Objetivos e Procedimentos

Objetivo: Identificar a faixa linear aproximada
e os limites superior e inferior da faixa de
trabalho.

*Graficar colocando no eixo X as concentracdes e
No eixo y as respostas;

*Ir para a etapa 2

Objetivo: Determinar a faixa de trabalho e
confirmar a linearidade;

*Graficar colocando no eixo X as concentracdes e
Nno eixo y as respostas;

*Verificar visualmente a existéncia de pontos
dispersos que possam interferir na regressao;
*Calcular o coeficiente de regresséo linear;
*Calcular e construir o grafico dos valores de
residuos. A distribuicéo aleat6ria em torno da
linha reta confirma a linearidade;

*Ir para a etapa 3

Objetivo: Determinar o LQ (limite de
guantificacdo), que efetivamente forma o
l[imite mais baixo da faixa de trabalho
*Expressar o LQ como a concentracao mais baixa
do analito que pode ser determinada com um
nivel aceitavel de incerteza.
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DETECTABILIDADE

A DETECTABILIDADE normalmente é confundida em analise instrumental com a SENSIBILIDADE

DETECTABILIDADE

1- E o quanto o sistema de detec¢do do sistema analitico consegue “enxergar”

2- E a quantidade minima da espécie quimica em massa que o0 sistema analitico consegue mensurar
3-Um equipamento possui alta detectabilidade, quando consegue “enxergar’” uma quantidade

minima da funcdo ou espécie em questao.

A detectabilidade de um equipamento que mede:
A B
0,19 possui menor detectabilidade que  0,01g
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—eeeee
DETECTABILIDADE

Exemplo de Detectabilidades de Instrumentos
(consideracéo geral, pois depende da molécula e do meio)

CFG/FID = 0,5 mg/litro
CFG/ECD = 0,1 ugllitro
GC/MS/SIM = 5 pugllitro
LC/MSMS = 0,1 ng/mL

ICP = 1 pgllitro
HPLC = 0,1 mgl/litro

Exemplos:

1- Qual a detectabilidade do tolueno quando ha deteccdo na analise de 0,2 microlitros de uma
solucao aquosa a 0,5 mg/kg.
0,5mg/kg=0,5mg/litro=0,5ug/mL=0,5ng/uL. Como a detectabilidade foi para 0,2 uL

0,5ng 2 1uL
x =2 0,2uL x =0,1 ng de detectabilidade

2 - Se 0,5 pL de amostra introduzida num GC/MS/SIM a massa detectada é de 2,5 picogramas (pg)
Se o split for 1:50 a massa sera 0,05 pg = 50 fentogramas
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Limite de Deteccéo (LD)

Quando sao realizadas medidas em amostras com baixos niveis do analito
ou de uma propriedade, como por exemplo, analise de tracos, € importante
saber qual o menor valor de concentracao do analito ou da propriedade que
pode ser detectado pelo meétodo.

O limite de deteccao para um procedimento analitico pode variar em funcao
do tipo da amostra. E fundamental assegurar-se de que todas as etapas de
processamento do método analitico sejam incluidas na determinacao desse
limite de deteccao.

Para a validacao de um metodo analitico, € normalmente suficiente fornecer
uma indicacao do nivel em que a deteccao do analito pode ser distinguida
do sinal do branco/ruido.
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Determinacao de Limite de Deteccao (LD)

Existem diversas formas de se calcular o limite de deteccédo. Abaixo sdo apresentadas algumas
destas metodologias.

Matriz Célculos Observacoes
Branco da amostra LD=X+t(n-1).s A média e o desvio-padrdo amostral
sendo: dos brancos da amostra séo
X = média dos valores dos brancos da amostra; dependentes da Matriz. Valido
t € a distribuicdo de Student, dependente do somente quando os valores dos
tamanho da amostra e do grau de confianca e, brancos apresentarem um desvio
s = desvio-padréo amostral dos padrao amostral diferente de zero.
brancos da amostra.
Branco da amostra com a LD=0+t(n-1).s A “menor concentracdo aceitavel” é
menor concentracao sendo: aquela tida como a concentracao
aceitavel de analito t = distribuicdo de Student, dependente do mais baixa para a qual um grau
tamanho da amostra e do grau de confianca e, aceitavel de incerteza pode ser
s = desvio-padréo amostral dos brancos da alcancado.
amostra, com adigao.
Branco da amostra e LD = 3 x relacao sinal/ruido E calculado como sendo
Branco da amostra com correspondente a concentragdo que
diferentes concentragdes de produziria um valor do sinal medido
analito 3 vezes maior do que o nivel de
ruido médio medido com a solugao
do branco.
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LD PARA A RE 899 - ANVISA

No caso de metodos instrumentais (HPLC, CG, absorcao atdbmica), a estimativa do
limite de deteccao pode ser feita com base na relacéo de 3 vezes o ruido da linha de
base. Pode ser determinado pela equacao,

DP,x3
C

1.1 =

em que: DPa é o desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3
curvas de calibracdo construidas contendo concentragcdes do farmaco proximas ao
suposto limite de quantificacdo. Este desvio padrédo pode ainda ser obtido a partir da
curva de calibracdo proveniente da analise de um numero apropriado de amostras do
branco; IC é a inclinagao da curva de calibrac&o.
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E fundamental que avaliagbes independentes sejam realizadas em
amostras com concentracao igual ao limite de deteccao determinado.

O numero de replicatas muito elevado pode superestimar o limite de
deteccao, por isto, este numero (n) deve expressar a rotina do laboratorio.

E recomendado um minimo de 7 replicatas para a determinacgdo do LD.

Por exemplo, no caso de se analisar 7 aliquotas, temos 7-1 = 6 graus de
liberdade de uma matriz de branco da amostra com adicao da menor
concentracao aceitavel do analito. Para esses graus de liberdade, o valor de
t unilateral, para 99% de confianca € 3,143. O LD seraigual a 3,143 vezes o
desvio padrao amostral.
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[
DISTRIBUIQAO “t” DE STUDENT

Valores de't
Niveis de confianca
g bgggjed&- 1 75% 80% 85% 90% 05% | 975% | 99% | 99.5% | 99.75% | 99.9% | 99.95%
1 1000 | 1376 | 1963 | 3078 | 6314 | 1271 | 3182 | 6366 | 1273 | 3183 | 6366
2 0816 | 1061 | 1386 | 1886 | 2920 | 4303 | 6965 | 9.925 | 1400 | 2233 | 3160
3 0765 | 0978 | 1250 | 1638 | 2353 | 3182 | 4541 | 5841 | 7453 | 1021 | 1292
4 0741 | 0941 | 1190 | 1533 | 2132 | 2776 | 3747 | 4604 | 5508 | 7173 | 8610
5 0727 | 0920 | 1156 | 1476 | 2015 | 2571 | 3365 | 4032 | 4773 | 5803 | 6.869
6 0718 | 0906 | 1134 | 1440 | 1943 | 2447 | 3143 | 3707 | 4317 | 5208 | 5.950
7 0711 | 0896 | 1119 | 1415 | 1895 | 2365 | 2998 | 3499 | 4020 | 4785 | s5.408
8 0706 | o8ss | 1108 | 1397 | 1860 | 2306 | 2896 | 3355 | 3833 | 4501 | 5041
9 0703 | 0883 | 1100 | 1383 | 1833 | 2262 | 2821 | 3250 | 3600 | 4207 | 4781
10 0700 | 0879 | 1003 | 1372 | 1812 | 2228 | 2764 | 3169 | 3581 | 4144 | 4587
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Limite de Quantificacao

Algumas vezes é tambem denominado “Limite de Determinacao”. Na pratica,
corresponde normalmente ao padrédo de calibracao de menor concentracao
(excluindo o branco). Este limite, apos ter sido determinado, deve ser testado
com amostras independentes, para averiguar se a tendéncia e a precisao
conseguidas sao satisfatorias.

Matriz Determinacgéo

Branco da amostra LOQ=X+5s50uLQ=X+6so0oulLQ=X+10s
onde:
X = média dos valores dos brancos
s = desvio-padrao amostral dos brancos

Branco com adicao de - Medir, uma vez cada replicata independente, a cada nivel de
concentracOes variadas do analito, concentragao.
proximas ao LD - Calcular o desvio-padrao amostral “s” do valor do analito, para

cada concentracgao.
- Fazer o gréafico “concentracdo” versus “s”, e atribuir um valor para
0 LQ, por inspecao.
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LQ PARA A RE 899 - ANVISA

O limite de quantificacdo € estabelecido por meio da analise de solucbes
contendo concentracdes decrescentes do farmaco até o menor nivel
determinavel com precisdao e exatiddo aceitaveis. Pode ser expresso pela
equacao:

DP,x10
IC

LQ =

em que: DPa é o desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3
curvas de calibracao construidas contendo concentracdes do farmaco proximas
ao suposto limite de quantificacao. Este desvio padrao pode ainda ser obtido a
partir da curva de calibracao proveniente da analise de um apropriado numero
de amostras do branco; IC € a inclinagao da curva de calibracéo.
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O metodo analitico deve ser especificado e o LQ para
cada analito deve ser expresso nas unidades
apropriadas, de acordo com o preconizado no metodo
analitico. A matriz da amostra usada para determinar o
LQ deve ser identificada.

Para a analise em nivel de tracos, é recomendado adotar
o0 LQ como a concentracdo mais baixa da curva analitica.
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Tendéncia/Recuperacéo

Os processos normalmente utilizados para avaliar a tendéncia de um
metodo séo, entre outros:

*uso de materiais de referéncia certificados (MRC);

sparticipacao em comparacgoes interlaboratoriais;
srealizacao de ensaios de recuperacao.

A tendéncia, quando aplicada a uma série de resultados de ensaio, implica
numa combinacdo de componentes de erros aleatdrios e sistematicos.

A determinacdo da tendéncia com relacdo aos valores de referéncia
apropriados é importante no estabelecimento da rastreabilidade aos padrbes
reconhecidos.

A tendéncia pode ser expressa como recuperacao analitica, definida como:

valor obtido

x100%
valor esperado

A exatiddo pode ser avaliada numericamente através da recuperacao.
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T
RECUPERAGAO

A recuperacao do analito pode ser estimada pela analise de amostras
fortificadas com quantidades conhecidas do mesmo (spike). As amostras
podem ser fortificadas com o analito em pelo menos trés diferentes
concentracdes: baixa, media e alta, da faixa de uso do método.

A limitacao deste procedimento é a de que o analito adicionado nao esta
necessariamente na mesma forma que a presente na amostra. A presenca de
analitos adicionados em uma forma mais facilmente detectavel pode
ocasionar avaliacdes excessivamente otimistas da recuperacao.
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Arecuperacao é calculada segundo:

Cl_CZ

3

Recuperacéo (%) = ( ) x100%

Sendo:

C1 = concentragao do analito na amostra fortificada,

C2 = concentragao do analito na amostra néo fortificada,

C3 = concentracao do analito adicionada a amostra fortificada.

Exemplo: Sobre uma amostra de bolacha adicionou-se 1000 Ul de palmitato de retinol.
Apos 5 analises (extracao e quantificacao) por HPLC encontrou-se a media de 800 Ul.
Qual foi a % de Recuperagao?

Recuperacéo =( 800/1000 ) x 100% = 80%

Pode-se utilizar:

1- Outra substancia para monitorar a extracao

2- Utilizar a técnica de Padréo Interno (relacéo de sinais) para minimizar o erro entre
analistas ou variacdes na injecao.
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RECUPERACA

1- Monitor de extraiéo

Monitor analito

mesma \ \

guantidade

Sinal 1000 5000 Sinal 500 5000 Sinal 5000 5000
1 mg do

5 mg do

Padrao interno ativo

~a

1 mg do Ativo
Padréo /4 extraido

interno

Sinal 500 2000 Sinal 500 1000
Rel= 2000/500= 4 = 5 mg do ativo Rel=1000/500=2= 2,5 mg do ativo
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PRECISAO

‘Qual a finalidade da Precisao?. garantir que as medidas nao

foram realizadas ao acaso, que ela possa ser repetida e
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PRECISAO

A Preciséo sempre tera distorcoes de medida, pois envolvera sempre uma
variedade de fatores para gerar erros:

- corrente elétrica

- formacéao de base do analista na forma de operacéao e interpretacao

- reagentes de lotes ou fabricantes diferentes

- estado emocional do analista

- iluminacéo do ambiente de trabalho

- variabilidade intrinseca do equipamento ( estabilidade ou tempo de estabilizacao)
- necessidade analitica para obter a destreza do primeiro resultado

- diluicbes, derivacgoes, aliguotas, temperatura ambiente e de armazenamento
- transportes envolvidos até a realizagcdo da amostra

- limpeza do material analitico e de coleta

- contaminacoes alfa ( nao reconhecidas pelo uso constante )

- outras
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Precisao

Normalmente determinada para circunstancias especificas de medicao e as
trés formas mais comuns de expressa-la sao: por meio da repetitividade,
precisdo intermediaria e da reprodutibilidade, sendo usualmente expressas
pelo desvio padréo e coeficiente de variagao.

O coeficiente de variacao (CV, usualmente expresso em %), também

conhecido como desvio padrao relativo (DPR), €& calculado da seguinte
forma:

DP

CV (%) = DRP = x100

média

Sendo:
DP = desvio-padrao;
C.cgia = CONcentragcao média determinada
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Repetitividade

As condicOes de repetitividade podem ser caracterizadas utilizando:
* Mesmo procedimento de medicao;

 Mesmo observador;

* Mesmo instrumento usado sob mesmas condicoes;

 Mesmo local, e

* RepeticOes no menor espaco de tempo possivel.

A repetitividade pode ser expressa quantitativamente em termos da
caracteristica da dispersao dos resultados e pode ser determinada por meio
da andlise de padrbes, material de referéncia ou adicdo do analito a branco
da amostra, em varias concentracdoes na faixa de trabalho.
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Precisao intermediaria

A precisao intermediaria, de acordo com a ISO 5725-3, refere-se a precisao
avaliada sobre a mesma amostra, amostras idénticas ou padrdes, utilizando
0 mesmo metodo, no mesmo laboratorio, mas definindo exatamente quais
as condicOes a variar (uma ou mais), tais como:

 Diferentes analistas;
 Diferentes equipamentos;
* Diferentes tempos.

Esta medida de precisao representa a variabilidade dos resultados em um
laboratorio.

Na maioria dos casos, o valor de precisao intermediaria € funcdo do nivel de
concentracdo do ensaio e 0 seu calculo é efetuado, preferencialmente, a partir
dos resultados obtidos, apds eliminacdo dos resultados discrepantes. A
visualizacéo grafica dos valores tambéem pode ser util para identifica-los.
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Dependendo do ensaio e do tipo de aplicacdo do estudo da precisao
intermediaria, existem varios métodos para determinacdo e controle desse
parametro, tais como:

*Por meio de grafico de controle do desvio padrao, que podera ser aplicados
para replicatas de amostras e para padrdes estaveis ao longo do tempo;

*Por meio de expressfes matematicas que apresentem resultados numéricos e
criterios de aceitacao definidos.

Um meétodo simplificado para estimar a precisao intermediaria baseia-se na
execucao de n medicoes (n = 15), em condi¢cOes pré-definidas, sobre:

e Uma mesma amostra;
e amostras supostamente idénticas;
 padrdes
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A estimativa da precisao intermediaria Si (), neste caso, € dada por:

Slijwy =

em que Si (J,k) € o desvio padrédo de precisao intermediaria relativo a
esse grupo, onde os simbolos relativos as condicOes intermediarias de

precisdo podem aparecer entre paréntesis (Ex: Si (T.O) significa tempo e
operadores diferentes).

Sendo:

n = n° de ensaios efetuados por amostra ou padrao;

yk = cada resultado obtido;

y = representa a media aritmética de cada resultado obtido.
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T ———
EXATIDAO

Na pratica, a Exatidao tem por finalidade, garantir que o valor medido, esteja proximo

do valor declarado.
Na amostragem € garantir que todo o ativo foi quantificado na extensao desejada.

EXATIDAO : qualidade que exprime compatibilidade de valor aceito com valor de
referéncia.

E?plelrllallmento |

. |
Valor Distante )
L/J |u/>Valor Médio | Valor nominal

ACURACIA: é o grau de proximidade de um determinado valor ao valor real ou
conhecido nominal em condi¢cdes determinadas. Pode ser medido em relacéo ao
maior desvio.
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e s
EXATIDAO

Garantir a Exatidao envolve situacoes, hoje dispendiosas em tempo de resposta e ou
custo financeiro, como:

- PADROES ANALITICOS DE REFERENCIA CONFIAVEIS
- ENSAIOS INTERLABORATORIAIS DA METODOLOGIA
- COMPARACOES EM ENSAIOS DE PROFICIENCIA

- RECONHECIMENTO POR ORGAOS CONSIDERADOS COMO
GUARDIOES DA CONFIABILIDADE
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Robustez

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir
a pequenas e deliberadas variacOes dos parametros analiticos. Indica sua

confianca durante o uso normal.

Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se considerar a avaliacao
da robustez. Constatando-se a susceptibilidade do método a variacbes nas
condicOes analiticas, estas deverdo ser controladas e precaucdes devem

ser incluidas no procedimento.
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Testes de Robustez de Acordo com a RE899 - ANVISA

-Estabilidade das solucdes analiticas

Preparo das Amostras Tempo de extracio

-Variacao do pH da solucéo
Espectrofotometria -Temperatura
-Diferentes fabricantes de solventes

-Variacado do pH da fase movel

-Variagcao na composicao da fase movel
Cromatografia Liquida | Diferentes lotes ou fabricantes de colunas
-Temperatura

-Fluxo da fase movel

-Diferentes lotes ou fabricantes de colunas

Cromatografia Gasosa | Temperatura
-‘Velocidade do géas de arraste
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Definidos os Parametros de Validacao € necessario planejar o estudo de
Validac&o de Metodologia Analitica.

Um estudo é dividido em 3 etapas:

1. Plano ou Protocolo de Estudo
2. Etapa Experimental
3. Relatério Final

O conteudo de um plano de estudo e relatorio final depende da finalidade ao
gual o estudo se destina.

Ex: Se for parte integrante de um estudo maior com finalidade de registro de
um produto agro ao IBAMA, deve obedecer a norma BPL (Boas Praticas de
Laboratorio). No Brasil regida pela NIT DICLA 035 do INMETRO.

Se for parte de um estudo de Equivaléncia Farmacéutica para registro de um
farmaco junto a ANVISA, deve obedecer as normas e resolucdes dessa
agéncia.
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PLANO OU PROTOCOLO DE ESTUDO

Todo estudo deve ser planejado antes de seu inicio e esse
planejamento deve ser descrito em POP (Procedimento Operacional
Padrédo), contendo todos os itens necessarios para a conducdo da
etapa experimental, orientando os analistas, e também para atender os
requerimentos dos organismos de avaliacao dos registros.

O plano de estudo deve ser aprovado atraves de assinatura datada do
Diretor de Estudo e verificado quanto a conformidade com as BPLs pelo
pessoal da Garantia da Qualidade

a) Emendas ao plano de estudo devem ser justificadas e aprovadas por
assinatura datada do Diretor de Estudo e mantida junto com o plano de
estudo.

b) Desvios ao plano de estudo devem ser descritos, explicados, dada
ciéncia e datados prontamente pelo Diretor de Estudo e mantido com os
dados brutos do estudo.
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Conteudo do Plano de Estudo

O plano de estudo deve conter, mas nao estar limitado, as seguintes
informacoes:

1. Identificacdo do Estudo, da Substancia Teste e da Substancia de
Referéncia

a) Titulo descritivo;

b) Declaracao da natureza e do proposito do estudo;

c) ldentificacdo da substancia—teste por codigo ou nome (IUPAC, numero
do CAS, etc.);

d) Substancia de referéncia a ser utilizada.
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2 - Informacdes referentes ao Patrocinador e a Unidade Operacional
a) Nome e endereco do patrocinador;

b) Nome e endereco da(s) instalacao(oes) de teste(s) e unidade(s)
teste(s)envolvida(s);

c) Nome e endereco do Diretor de Estudo;

3. Datas

a) A data de aprovacao do plano de estudo por assinatura do
Diretor de Estudo. A data de aprovacao do plano de estudo por
assinatura da geréncia da instalacéo de teste e do patrocinador, se
requerido pelo 6rgédo regulador ou fiscalizador no pais onde o
estudo esta sendo conduzido.

b) As datas propostas para inicio e término do experimento.
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4. Método
Referéncia ao método na qual a vidacdo de baseia, se aplicavel.

5. Outros aspectos (onde aplicaveis)

InformacOes detalhadas do desenho experimental, incluindo uma
descricdo da cronologia do estudo, todos os meétodos, materiais e
condicbes, tipo e frequéncia de analises, medidas, observacbes e
exames a serem realizados e métodos estatisticos a serem utilizados
(sehouver).

6. Reqistros
Uma lista dos registros a serem arquivados, incluindo os dados brutos
originais.
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ANEXO 1 - MODELO DE PLANO DE ESTUDO
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ANEXO 2 — MODELO DE RELATORIO FINAL
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e
PADROES
e

1- PADRAO DE ESPECIE MAJORITARIA
2- PADRAO POR HISTORICO

3- PADRAO RASTREAVEL (CERTIFICADO OU REFERENCIADO)

Alguns fornecedores indicam a validade.
Em alguns casos € necessario consultar.

VALIDADE DO PADRAO

Obtidos a partir do melhor lote de fabricacao.
PADRAO PRIMARIO Comercializados por empresas respeitadas ou
referenciadas. Rastreabilidade das analises e
produtos de origem.

PADRAO SECUNDARIO  Obtidos a partir do padréo priméario
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RASTREABILIDADE

E a capacidade de reconstruir um estudo a qualquer tempo, a
partir dos registros analiticos (dados brutos, calculos), dos
certificados de calibracao / qualificacao dos instrumentos
utilizados, dos registros de utilizacao dos equipamentos, dos
registros de treinamento do pessoal envolvido, plano de estudo,
relatorio final, desvios, emendas, analise critica, e demais
documentos que compOe o trabalho.

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal



Minicursos CRQ:IV -2010

Validacao e Protocolos em Analises Quimicas

ARREDONDAMENTOS E ALGARISMOS
SIGNIFICATIVOS

*Arredondamentos manuais
Pode haver diferencas
*Uso de planilhas eletrbnicas

Ex: Arredondar para 2 casas decimais:
12,238

12,233
12,235
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Exemplo de plano de estudo de validacido de metodologia analitica por HPLC/UV
em formulado farmacéutico na forma de po esteéril injetavel pela técnica de hplc/uv

ESTUDO/ATIVO

PATROCINADOR

RESPONSAVEL

ENDERECO

CODIGO DO ESTUDO

REALIZACAO

(UNIDADE OPERACIONAL)

ENDERECO

INICIO DO ESTUDO

DATAS PREVISTAS

INICIO DOS ENSAIOS
TERMINO DOS ENSAIOS
TERMINO DO ESTUDO

DIRETOR DE ESTUDO

ENDERECO

ANALISTA PRINCIPAL

GERENTE DA UNIDADE

DA GARANTIA DA QUALIDADE

para o ativo dacarbazina

Dacarbazina

XHXXXXXXXXXX XXX XXX

19,0.0.9,.9,0.0.9,0,0.0.9,0,0,0.9,9,0,¢.0.9,0.¢

XHXXXXXXXXXX XXX KX XXXXXXXX

XxXxx-R00

Analitica Comércio e Analises Quimicas Ltda

Rua José da Silva, 12 — Pinheiros — Séo
Paulo/SP — CEP 05409-011

23/ 04/ 2010

23/ 04/ 2010
24/ 04/ 2010
26/ 04/ 2010

XXXXXXXXXXXXX

Rua José da Silva, 12 — Pinheiros — Séo
Paulo/SP — CEP 05409-011

XAXXXXXXXXXX

XHXXXXXXXXXXX

Apoio — Caixa Econdmica Federal



Minicursos CRQ-IV 2010 - Validagdo e protocolos em analises quimicas

1-Objetivo:

2-Principio do Método:

3-ldentidade Quimica:

4-Materiais:

5-Reagentes:

6-Solucbes Preparadas:

Validacdo de metodologia analitica para a determinacdo de teor de
“Dacarbazina”, pela técnica de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC) com deteccdo no ultravioleta (UV) em formulado
farmacéutico.

A amostra é diluida e o ativo é quantificado por HPLC em modo
fase reversa e detec¢do na regido espectral do ultravioleta (UV).

Dacarbazina
Formula molecular: CeHigNeO
Peso molecular: 182,18 g/mol

Balanca analitica

Pipetador automatico 1,0 mL e 5,0 mL
Cémara de Luz

Cémara de Fluxo Laminar
Estufa

pHmetro

Banho ultra-sénico
Membrana de 0,45 micras
Cromatdgrafo Liquido
BalGes volumétricos 10 mL
BalGes volumétricos 25 mL

Baldes volumétricos 50 mL

Acetonitrila
Fosfato de Potassio Monobasico

Acido Fosforico

Hidroxido de Sodio
Acido Cloridrico
Tampéo — Fosfato de Potassio Monobasico

Perdxido de Hidrogénio
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7-Padrao de Referéncia:

) Caddigo Validade
Padréo Fabricante Pureza Lote A
T&E (més/ano)
Dacarbazine USP G-3878 100 % H Corrente na
abertura
8- Amostra
] Fabricacao Validade
Amostra Fabricante Lote A .
(més/ano) (més/ano)
Dac,arbaglr)a ZQOImg XXXX XXXXX 10/2009 10/2011
— P4 Estéril Injetavel

Receber, identificar e armazenar as substancias de acordo com os procedimentos TE TC AM
001, TETC AM002e TETC AM003.

Manusear as substancias com seguranca. Em caso de davida consultar a ficha de MSDS.
Solicitar, ao patrocinador, caso esteja indisponivel. Manter o frasco sempre bem fechado.

9-Condigdes Analiticas:

Coluna:

Fase Mdvel:
Diluente:

Vazdo:

Volume de injecao:
Deteccéo:
Temperatura:
Tempo de Retengdo
Tempo de corrida

Observagéo

CLV -09 Luna C-18 (2) 100" (250 X 4,6 mm) — 5 um

A — Tampéao pH3,0-60 %
B — Acetonitrila grau HPLC — 40 %

Tampdo - Fase Movel - A

1,0 mL/min.

10 pL

Ultravioleta a 323 nm

30°C

Aproximadamente 2,6 minutos
10 minutos

Durante o preparo dos padrGes e amostras, evitar o contato com a luz.

10-Experimental:

10.1 Preparo da solucdo estoque

a) Pesar aproximadamente 20 mg de padrdo de ativo em um baldo de 50 mL;

b) Adicionar ao baldo volumétrico cerca de 20 mL do Diluente deixando em banho
ultra-s6nico por dez minutos;

c) Completar o volume com o diluente e homogeneizar.
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10.2 Preparo das solucdes de trabalho

Aliquotar as solucBes de trabalho em baldo volumétrico de 10 mL para os pontos
correspondentes da curva conforme tabela 01:

Tabela 01: Preparo das solucdes de trabalho

Padréo Aliquota (mL) Volume Final (mL) Concentracdo (mg/mL)
50 % 0,50 10 0,02

75 % 0,75 10 0,03

100 % 1,00 10 0,04

125 % 1,25 10 0,05

150 % 1,50 10 0,06

10.3 Obtencdo da Curva de Resposta

a) Filtrar e injetar as solugdes de trabalho em HPLC nas condicdes analiticas descritas;
b) Plotar a curva de resposta com a concentragdo (mg/mL) versus area do sinal analitico;
c) Trabalhar com coeficiente de correlagéo (r) ndo inferior a 0,99.

10.4 Preparo da Solucdo Amostra

a) Realizar o peso médio da amostra;

b) Pesar aproximadamente 0,24 g da amostra em um baldo volumétrico de 25 mL;

c) Adicionar cerca de 10 mL de diluente. Deixar em banho ultra-sonico por dez minutos,
completar o volume com Diluente e homogeneizar;

d) Aliguotar desta solucéo 0,5 mL e transferir para um baldo volumétrico de 50 mL;

e) Completar o volume com diluente, homogeneizar, filtrar e injetar.

10.5 Calculos

10.5.1 — Célculo da concentracéo do ativo sobre solugdo amostra (mg/mL)

A concentracdo do ativo sobre a solucdo amostra foi calculada utilizando-se a equacdo da reta,
obtida pela inje¢do de cinco padrfes (tabela 1), de acordo com a seguinte equago:

area—b
a

Conc.Ativo =

Onde:
Conc. Ativo = concentracdo do ativo na solugdo amostra (mg/mL);
Area = é&rea correspondente ao ativo no cromatograma;
b = coeficiente linear da curva de calibragéo;
a = coeficiente angular da curva de calibragdo

10.5.2 — Célculo da concentracdo final sobre a amostra (mg/Frasco)

A concentracdo final do ativo sobre a amostra foi calculada utilizando a equacao:
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Conc .Ativo x dil x PM
Massa

Conc .Amostra =

Onde:
Conc. Amostra = concentracéo do ativo na amostra (mg/Frasco);
Conc. Ativo = concentracdo do ativo na solugdo amostra (mg/mL);
dil = Dilui¢do da amostra (mL)
PM = peso médio da amostra (g)
Massa = massa amostra pesada (g)
Frasco = Frasco Ampola

10.5.3 — Calculo da porcentagem de teor

A porcentagem de teor do ativo foi calculada utilizando-a equagdo:

Conc.Amostra x 100
Espec

Teor (%) =
Onde:

Conc. Amostra = concentracdo do ativo na amostra (mg/Frasco);
Espec = especificacdo declarada de ativo na amostra (P6 estéril injetavel - mg/Frasco)
Teor (%) = % de ativo

11-Validacgéo:
Os conceitos de validagdo aqui aplicados expressam os seguintes valores:

11.1  Especificidade/ Seletividade

11.2  Linearidade

11.3  Precisio
11.3.1 Repetibilidade (intra-corrida)
11.3.2 Intermediaria (inter-corrida)

11.4  Recuperacdo

11.5 Intervalo

11.6  Robustez

11.1 Especificidade/Seletividade

A especificidade sera realizada através da analise do padrdo 100 % de cada ativo, da fase movel,
do diluente, da amostra e pela recuperacdo do ativo em solucdo composta de padrdo e amostra
na proporcao de 1:1. Esta solucdo composta serd preparada adicionando-se solucéo padrdo do
ponto equivalente ao de 100% da curva da linearidade sobre solugdo amostra. As amostras serdo
submetidas as condicBGes de estresse para avaliacdo da especificidade / seletividade e serdo
apresentados os resultados em forma de tabelas, como o exemplo abaixo:
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Tabela - Condicdes Estresse

Agente Condicdes
Hidrolise Adicdo de 0,1 mL de sol. de NaOH 0,1 M/mL de solugéo de amostra na
alcalina concentragdo 100 % da curva de resposta — exposicéo 24 horas

Adicdo de 0,1 mL de solugéo de HCI 0,1 M/mL de solucéo de amostra de

Hidrolise acida concentragéio 100 % da curva de resposta — exposicdo 24 horas

Adicdo de 0,1 mL de solugdo H,0, 0,75 % (v/v)/mL de solucéo de amostra

Oxidante de concentracdo 100 % da curva de resposta — exposicdo 24 horas

Exposicao da embalagem priméria & Luz Fluorescente comum/24 horas e
Luz Exposicao a Luz UV B-Fluorescente banda larga-20W/24 horas
(simultaneamente)

Temperatura Exposicdo da embalagem primaria a 60 °C/24 horas (estufa comum)

A Especificidade/Seletividade sera adequada se ndo apresentar interferéncias detectaveis de
outros compostos no tempo médio de eluicdo do ativo nas amostras para o branco, placebo e
apos a aplicacdo dos agentes de estresse.

11.2 Linearidade

Determinar a linearidade em duplicata pelo coeficiente de correlagdo linear, entre as areas do
ativo nos padrdes e as concentracfes correspondentes do composto na curva de resposta.

O critério de aceitacdo a ser considerado é r> 0,99.
As faixas de linearidade a serem ensaiadas estdo descritas no item 10.

Utilizar a equacdo da reta do primeiro dia para o calculo da especificidade / seletividade, da
precisdo (repetibilidade) e da exatid&o.

Para os célculos da precisdo intermedidria, robustez e teor, utilizar a equacdo da reta obtida por
um segundo analista, em uma segunda ocasiéo.

11.3 Precisio

Avaliar a precisdo através do coeficiente de variacdo, determinando a proximidade dos
resultados obtidos em uma série de medidas de uma amostragem mdltipla (determinacéo de teor
em seis preparacdes de amostras, na concentracdo 100 %), em duas ocasifes.

11.3.1 Repetibilidade (intra-corrida)

Obtencdo dos resultados dentro de um curto periodo de tempo com o mesmo analista e mesma
instrumentacédo. Este analista prepara e ensaia seis solu¢es de amostras na concentragédo de 100
% da curva de calibracdo e calcular o CV com os seis resultados obtidos. A precisdo sera
considerada adequada para repetibilidade (intra-corrida) da amostra se apresentar coeficiente de
variagéo inferior a 5,0 % segundo RE 899/03 [2].

11.3.2 Intermedidria (inter-corridas)

Concordancia entre os resultados obtidos com analistas diferentes para doze determinagdes a
100 %, em duas diferentes ocasides. Um segundo analista prepara e ensaia mais seis solucGes de
amostras na concentracdo de 100 % da curva de calibracdo no dia seguinte. Os célculos para
obtencdo do CV (%) sdo realizados com os resultados dos doze ensaios combinados A precisao
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Intermediaria (inter-corrida) da amostra sera considerada adequada se apresentar coeficiente de
variagéo inferior a 5,0 % segundo RE 899/03 [2].

11.4 Recuperacao

Para avaliagdo deste pardmetro, determinar os valores das recuperaces, verificados a partir de
nove determinagBes contemplando o intervalo linear do método analitico, ou seja, trés
concentragdes: baixa (ponto inferior da curva), média (100 %) e alta (ponto superior da curva).
Preparar solugBes em triplicata, a partir de solucdo estoque da substancia referéncia nas
concentragbes 50, 100 e 150 % sobre a solugdo amostra nas mesmas concentracfes
respectivamente na proporcao de 1:1. Para o calculo utilizar a seguinte equacao:

ConcentragdoObtida y

RECUPERACAO = Sttt
ConcentragaoTeorica

100

A recuperacdo sera considerada adequada se apresentar valores entre 90 e 110 %.

11.5 Intervalo

O intervalo serd definido pela faixa de linearidade determinada pelo método e
confirmado pela precisao e exatiddo. Caso 0s parametros estejam aceitaveis, reportar a faixa de
linearidade como o intervalo estabelecido.

11.6 Robustez
Realizar alteraces em dois parametros aplicaveis ao método.

Nota: Os resultados de robustez ndo sdo avaliados como critérios para estabelecimento da validade
de um método analitico. Eles sdo apenas uma indicacdo de que o método é susceptivel ou ndo as
modificages introduzidas. Para este estudo os parametros a serem alterados serdo o fluxo da fase
movel de 1,0 mL/min. para 0,8 mL/min. e a temperatura, de 30°C para 32°C e para que 0 método
seja robusto os resultados de recuperacdo deverao estar dentro da faixa estabelecida para a exatidao
do método.

12-Arquivamento:

Folha de registro de amostras e analises a efetuar;
Cépia do orcamento aprovado;

Documentagdo de informagdes do patrocinador;

Dados brutos, inclusive cromatogramas e 0s registros necessarios para que se componha a
rastreabilidade do estudo;

Plano de estudo;
Cépia do relatério de estudo;

Outros documentos que o D.E. julgar necessarios
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13-Substituicdes:

Nome Cargo / Fungéo Substituto

Analista de Laboratorio

Farmacéutica Responsavel

Gerente da Qualidade

14-Etapas Criticas:
1) Preparo dos padrdes e amostras;

2) Injecdes dos padrdes e amostras.

Nota:

E necesséario que seja monitorada a temperatura do laboratrio de 25°C + 5°C pela equipe
responsavel e durante o preparo dos padrdes e amostras, evitar o contato com a luz, pois estas
observacdes se tratam de etapas criticas no estudo.

15 - Referéncias Bibliograficas:

[1] - Leite, Flavio; Validagdo em Analise Quimica — Editora Atomo — 4% edic&o.
[2] - Resolucéo — RE 899, de 29 de maio de 2003, ANVISA.
[3] - Merck Index - 13" Ed., 2001.

16 — Assinaturas

I
XXXX XX XX XXX
Diretora de Estudo
CRF/SP XXXXXXX

I
XX XX XX XX XXX
Analista Principal
CRQ/SP XXXXXXX

[

KAXXKXX XXX XXX
Gerente da Qualidade
CREA/SP XXXXXXX
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Exemplo de relatdrio final de validagdo de metodologia analitica por HPLC/UV em

ESTUDO/ATIVO

PATROCINADOR

RESPONSAVEL

ENDERECO

CODIGO DO ESTUDO

REALIZACAO

(UNIDADE OPERACIONAL)

ENDERECO

INICIO DO ESTUDO
DATAS PREVISTAS
INICI0 DOS ENSAIOS

TERMINO DOS ENSAIOS
TERMINO DO ESTUDO

DIRETOR DE ESTUDO

ENDERECO

ANALISTA PRINCIPAL

GERENTE DA UNIDADE

DA GARANTIA DA QUALIDADE

formulado farmacéutico na forma de po estéril injetavel pela técnica de hplc/uv para o ativo
dacarbazina

Dacarbazina

XHXXXXXXXXXX XXX XXX

19,0.0.9,.0,0.0.9,0,0.0.9,0,0,0.9,9,0,¢.0.9,0.¢

XHXXXXXXXXXX XXX KX XXXXXXXX

XxXxx-R00

Analitica Comércio e Analises Quimicas Ltda

Rua José da Silva, 12 — Pinheiros — Séo
Paulo/SP — CEP 05409-011

23/ 04/ 2010

23/ 04/ 2010
27/ 04/ 2010
28/ 04/ 2010

XXXXXXXXXXXXX

Rua José da Silva, 12 — Pinheiros — Séo
Paulo/SP — CEP 05409-011

XAXXXXXXXXXX

XHXXXXXXXXXXX
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1-Objetivo:

2-Principio do Método:

3-ldentidade Quimica:

Validacdo de metodologia analitica para a determinacdo de teor de
“Dacarbazina”, pela técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC) com deteccdo no ultravioleta (UV) no formulado farmacéutico
“Dacarzin 200 mg — P0 Estéril Injetavel”.

A amostra é diluida e o ativo é quantificado por HPLC em modo fase reversa
e deteccdo na regido espectral do ultravioleta (UV).

Dacarbazina
Formula Molecular: CgHigNgO
Peso Molecular: 182,18 g/mol

4-Materiais:

] ) Calibragéo Validade

Material Fabricante TAG A A

(més/ano) (més/ano)
Balanca analitica Shimadzu BA-14 11/2009 11/2010
Pipetador automatico Transferpette PP-VAL-01 06/2009 06/2010
Pipetador automatico Transferpette PP-VAL-02 08/2009 08/2010
Cémara de Luz T&E Analitica CDG-01 03/2010 03/2011
Cémera de Fluxo Laminar Grupo Veco FXL-04 10/2009 04/2010
pHmetro Digmed PH- 04 07/2009 07/2010
Estufa Faber-Primar ES-8 04/2009 04/2010
Banho ultra-sénico Sonitech US-04 N/A N/A
Membrana de 0,45 micras Millipore N/A N/A N/A

Cromatdgrafo Liquido Shimadzu HPLC-23 05/2009 05/2010
Laborglas F1604 08/12/09 08/12/10
Laborglas F1619 07/12/09 07/12/10
Laborglas E7520 14/12/09 14/12/10
Laborglas F7021 14/12/09 14/12/10
Laborglas F7008 14/12/09 14/12/10
Laborglas E7658 14/12/09 14/12/10
BalSes volumétricos Laborglas F9240 14/12/09 14/12/10
de 10 mL Laborglas E7608 14/12/09 14/12/10
elm Laborglas F1568 17/07/09 17/07/10
Laborglas G7982 22/05/09 22/05/10
Laborglas E7440 14/12/09 14/12/10
Laborglas E7520 14/12/09 14/12/10
Laborglas E7457 14/12/09 14/12/10
Laborglas E0004 14/12/09 14/12/10
Laborglas E0030 14/12/09 14/12/10
Laborglas F0645 14/12/09 14/12/10
Laborglas FO705 14/12/09 14/12/10
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Baldes volumétricos Laborglas F7094 14/12/09 14/12/10
de 25 mL Laborglas F7195 14/12/09 14/12/10
Laborglas 1567 11/12/09 11/12/10
Laborglas L2524 14/12/09 14/12/10
Laborglas E6399 08/12/09 08/12/10
Laborglas G4446 05/11/09 05/11/10
Laborglas D5548 07/12/09 07/12/10
Laborglas D8332 04/09/09 04/09/10
Laborglas F7216 14/12/09 14/12/10
Laborglas FO705 14/12/09 14/12/10
Laborglas F7216 14/12/09 14/12/10
Laborglas F7248 14/12/09 14/12/10
Masterlabor 5269 14/12/09 14/12/10
Laborglas F7125 14/12/09 14/12/10
Laborglas F7137 14/12/09 14/12/10
Laborglas F7094 14/12/09 14/12/10
Laborglas F7108 14/12/09 14/12/10
Laborglas F7248 14/12/09 14/12/10
Laborglas F7195 14/12/09 14/12/10
Laborglas F7171 14/12/09 14/12/10

L. M. H1268 14/12/09 14/12/10
Laborglas H0399 19/05/09 19/05/10
Laborglas H0426 28/04/09 28/04/10
Laborglas H0376 28/04/09 28/04/10
Laborglas H0329 28/04/09 28/04/10
Laborglas H0364 28/04/09 28/04/10
Laborglas H0535 19/05/09 19/05/10
Laborglas HO0412 28/04/09 28/04/10
Laborglas H0398 19/05/09 19/05/10
Laborglas H0410 28/04/09 28/04/10
Laborglas H0442 28/04/09 28/04/10
Laborglas H1268 21/05/09 21/05/10
BalGes volumétricos Laborglas F5664 14/07/09 14/07/10
de 50 mL Laborglas H 1460 08/03/10 08/03/11
Laborglas H 1667 08/03/10 08/03/11
Laborglas H 8093 08/03/10 08/03/11
Laborglas F5605 14/07/09 14/07/10
Laborglas H1147 19/01/10 19/01/11
Laborglas H1241 22/07/09 22/07/10
Laborglas H1351 21/08/09 21/08/10
Laborglas H1266 21/08/09 21/08/10
Laborglas H1401 21/08/09 21/08/10
Laborglas H1280 21/08/09 21/08/10
Laborglas H1383 21/08/09 21/08/10
Hexis Cientifica 62470 14/12/09 14/12/10
Hexis Cientifica 62478 02/12/09 02/12/10

N/A = N&o se aplica

5-Reagentes:
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) Caddigo Validade
Reagente Fabricante Lote .
T&E (més/ano)
Acetonitrila Tedia L-103 911288R 11/2014
Fosfato de Potassio Monob. Ecibra L-72 18112 07/2012
Acido Fosforico Ecibra L-54 18042 05/2012
6-Solucbes Preparadas:
o Data de .
Solucéo Cadigo Preparo Validade Preparado
T&E A (més/ano) por
(més/ano)
Hidroxido de Sédio 0,1 M EQ -1745 12/2009 08/2010 Patricia
Acido Cloridrico 0,1 M PE-2766 11/2009 05/2010 Priscila
Tampéo - Fosf. Pot. Monob. 6,25 mM V-596 04/2010 05/2010 Vanessa
Peroxido de Hidrogénio 0,75 % V-566 02/2010 08/2010 Vanessa
7-Padréo de referéncia:
. ) Caddigo Validade
Padréo Fabricante Pureza Lote A
T&E (més/ano)
Dacarbazine USP G-3878 100 % H Corrente na abertura
8-ldentificacdo da Amostra:
] Fabricacao Validade
Amostra Fabricante Lote . )
(més/ano) (més/ano)
Dacarbazina 200 mg — XXXX XXXXX 10/2009 10/2011
PG Estéril Injetavel
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9-Condigdes Analiticas — Cromatografia Liquida:

Coluna: CLV -09 Luna C-18 (2) 100" (250 X 4,6 mm) — 5 um
. A - Tampéo pH 3,0 - 60 %

Fase Movel: B — Acetonitrila grau HPLC — 40 %

Diluente: Tampdo - Fase Movel - A

Vazéo: 1,0 mL/min.

Volume de injecao: 10 uL

Deteccéo: Ultravioleta a 323 nm
Temperatura: 30°C

Tempo de Retencdo ~ Aproximadamente 2,6 minutos
Tempo de corrida 10 minutos

Observagéo Durante o preparo dos padrGes e amostras, evitar o contato com a luz.

10-Procedimentos:

10.1 Preparo da solucdo estoque

a) Pesar aproximadamente 20 mg de padréo de ativo em um baldo de 50 mL;

b) Adicionar ao baldo volumétrico cerca de 20 mL do Diluente deixando em banho ultra-sdnico por
dez minutos;

c) Completar o volume com o diluente e homogeneizar.

10.2 Preparo das solucdes de trabalho

Aliquotar as solugbes de trabalho em baldo volumétrico de 10 mL para os pontos correspondentes da curva.

Tabela 01: Preparo das solucdes de trabalho

Padréo Aliquota (mL) Volume Final (mL) Concentracdo (mg/mL)
50 % 0,50 10 0,02
75 % 0,75 10 0,03
100 % 1,00 10 0,04
125 % 1,25 10 0,05
150 % 1,50 10 0,06

10.3 Obtencdo da Curva de Resposta

a) Filtrar e injetar as solugdes de trabalho em HPLC nas condicdes analiticas descritas;
b) Plotar a curva de resposta com a concentragdo (mg/mL) versus area do sinal analitico;
c) Trabalhar com coeficiente de correlagdo (r) ndo inferior a 0,99.

10.4 Preparo da Solucdo Amostra

a) Realizar o peso médio da amostra;
b) Pesar aproximadamente 0,24 g da amostra em um baldo volumétrico de 25 mL;
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c) Adicionar cerca de 10 mL de diluente. Deixar em banho ultra-sdnico por dez minutos, completar o
volume com Diluente e homogeneizar;

d) Aliguotar desta solucéo 0,5 mL e transferir para um baldo volumétrico de 50 mL;

e) Completar o volume com diluente, homogeneizar, filtrar e injetar.

10.5 Calculos
10.5.1 — Calculo da concentracéo do ativo sobre solu¢do amostra (mg/mL)

A concentracdo do ativo sobre a solugdo amostra foi calculada utilizando-se a equacéo da reta, obtida pela
injecdo de cinco padrd@es (tabela 1), de acordo com a seguinte equacgéo:

Conc.Ativo = area—b
a
Onde: Conc. Ativo = concentracdo do ativo na solugdo amostra (mg/mL);
area = &rea correspondente ao ativo no cromatograma;
b = coeficiente linear da curva de calibracéo;
a = coeficiente angular da curva de calibracao

10.5.2 — Célculo da concentracdo final sobre a amostra (mg/Frasco)
A concentracdo final do ativo sobre a amostra foi calculada utilizando a equacéo:

nc .Ati il x PM
Conc .Amostra = Conc .Ativo x dil x

Massa
Onde: Conc. Amostra = concentracdo do ativo na amostra (mg/Frasco);
Conc. Ativo = concentracdo do ativo na solugdo amostra (mg/mL);
dil = Diluicdo da amostra (mL)
PM = peso médio da amostra (g)
Massa = massa amostra pesada (g)

Frasco = Frasco Ampola

10.5.3 — Calculo da porcentagem de teor

A porcentagem de teor do ativo foi calculada utilizando-a equagdo:

Conc.Amostra x100

Teor (%) =
Espec
Onde:
Conc. Amostra = concentracdo do ativo na amostra (mg/Frasco);
Espec = especificacdo declarada de ativo na amostra (P estéril injetavel - mg/Frasco)
Teor (%) = % de ativo
11-Validacgao:

Os conceitos de validagéo aqui aplicados expressam os seguintes valores:

11.1  Especificidade/ Seletividade
11.2  Linearidade
11.3  Precisdo
11.3.1 Repetibilidade (intra-corrida)
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11.3.2 Intermediaria (inter-corrida)

11.4  Recuperacao
11.5 Intervalo

11.6  Robustez

11.1 Especificidade/Seletividade

A especificidade foi verificada através da anélise do padrdo 100% do ativo, da fase mével, diluente, amostra
e pela recuperagéo do ativo em solucdo composta de padrdo e amostra. Esta solu¢do composta foi preparada
na proporcdo de 1.1, adicionando-se solucdo padrdo do ponto equivalente ao de 100% da curva da
linearidade sobre solucdo amostra. Tal adi¢do resultou em um valor médio de recuperacdo de 98,3%. Os
cromatogramas obtidos pelas injecdes da fase mdvel e diluente ndo mostraram sinais analiticos no tempo de
retencdo referente ao pico do ativo. A amostra foi submetida as condigBes de estresse para avaliacdo da
especificidade / seletividade e os resultados sdo apresentados na Tabela 02.

Tabela 02: Resultados obtidos para 0s ensaios de estresse

Diferenca de
Agente Condicoes guantificacdo
(%)
Hidroélise Adicdo de 0,1 mL de sol. de NaOH 0,1 M/mL de solucéo de amostra na 0.6
alcalina concentracdo 100 % da curva de resposta — exposicao 24 horas :
Hidrlise 4cida Adicdo de 0,1 mL de solugdo de HCI 0,1 M/mL de s_o!ugéo de amostra 11
de concentracdo 100 % da curva de resposta — exposicéo 24 horas :
Adicdo de 0,1 mL de solu¢do H,O, 0,75 % (v/v)/mL de solucdo de
Oxidante amostra de concentragdo 100 % da curva de resposta — exposicdo 24 -1,1
horas
Exposicdo da embalagem primaria a Luz Fluorescente comum/24 horas
Luz e Exposicdo a Luz UV B-Fluorescente banda larga-20W/24 horas -7,5
simultaneamente.
Temperatura  Exposicdo da embalagem primaria a 60 °C/24 horas (estufa comum) -10,1

A partir dos resultados para o ativo, conclui-se pela auséncia de interferéncias detectaveis de outros
compostos no tempo médio de eluicdo dos ativos ap6s a aplicacdo dos agentes de estresse.
O que mais se pode concluir?

11.2 Linearidade

A linearidade foi determinada em duplicata pelo coeficiente de correlacdo linear, entre as areas do ativo nos
padrdes e as concentragcdes correspondentes do composto na curva de resposta, mostrados na Tabela 03 e na
Figura 01. Para a elaboragdo da curva conjugada foram utilizadas as areas individuais de injecdes em
duplicata. O critério de aceitacdo considerado foir > 0,99, segundo RE 899/03 [2].

Tabela 03: Resultados obtidos para linearidade — 1° Analista

Padréo Conc. (mg/mL) Area
1283116
50 % 0,02
’ 1287473
75 04 0,03 1897316
1897412
100 % 0,04 2496944
2495128
125 % 0,05 3080158
3076033
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3628063
150 % 0,06
’ 3628915
Coeficiente de correlagéo (r) 0, 9998
Equacdo da Reta y =58090301,98x + 130207,60

Figura 01: Gréfico da curva da Linearidade

Linearidade 1° dia
y =58090301,98x + 130207,60

4000000
0 4 : T T
0,015 0,025 0,035 0,045 0,055

Area

Concentragéo

O coeficiente de correlagédo obtido foi considerado adequado por apresentar R> 0,99.

A equacgdo da reta apresentada na Tabela 03 foi utilizada para o calculo da especificidade / seletividade, da
precisdo (repetibilidade) e da exatiddo. Para os célculos da precisdo intermediaria, estabilidade e estresse
utilizaram-se a equacédo da reta obtida por um segundo analista, em uma segunda ocasiao:

Equacdo da reta obtida na segunda ocasido: y = 57832881,19x + 119107,0
Coeficiente de correlag&o obtido na segunda ocasiéo: (r) = 0, 9999

Conclusao?

11.3 Preciséo
A precisdo foi avaliada através do coeficiente de variagdo, determinando-se a proximidade dos resultados

obtidos em uma série de medidas de uma amostragem multipla (determinacéo de teor em seis preparagdes de
amostras, na concentracdo 100 %), em duas ocasides.

11.3.1 Repetibilidade (intra-corrida) - Obtencdo dos resultados dentro de um curto periodo de tempo com o
mesmo analista e mesma instrumentacao.

Tabela 04: Resultados obtidos para repetibilidade - 1° Analista

Replicata Area iﬂ&g}g:fgf % Teor CV (%)

1 2545998 190,89 95,4

2 2550004 200,88 100,4

3 2546411 200,75 100,4 21

4 2542426 201,21 100,6 '

5 2545806 201,55 100,8

6 2539551 200,21 100,1

Conclusao?
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11.3.2 Intermediaria (inter-corridas) - Concordancia entre os resultados obtidos com analistas diferentes para
doze determinagdes a 100 %, em duas diferentes ocasifes.

Tabela 05: Resultados obtidos para precisao intermediaria

Replicata Area Céﬁnngc/fzzr;;r:::gg)o % Teor CV (%)
1 2545998 190,89 95,4
2 2550004 200,88 100,4
12Analista 3 2546411 200,75 100,4
4 2542426 201,21 100,6
5 2545806 201,55 100,8
6 2539551 200,21 100,1
1 2570259 203,82 101,9 2,1
2 2574695 204,85 102,4
2 Analista 3 2572018 205,04 102,5
4 2562369 204,89 102,4
5 2569479 206,07 103,0
6 2564940 206,19 103,1
Conclusao?

11.4 Recuperacao

Para avaliacdo deste pardmetro, foram determinados os valores das recuperagdes, verificados a partir de
nove determinagBes contemplando o intervalo linear do método analitico, ou seja, trés concentragdes: baixa
(50 %), média (100 %) e alta (150 %). As recuperacdes foram preparadas a partir de solucdo estoque da
substancia referéncia nas concentragdes 50, 100 e 150 % sobre a solugdo amostra. Para o célculo foi
utilizada a seguinte equacao:

ConcentragdoObtida y
Concentracg@oTedrica

100

RECUPERACAO =

Tabela 06: Resultados obtidos para exatidao

Nivel de Conce,nt_ragéo ) Concen_tragéo Recuperagio Média da§
Concentracio Tedrica Area Obtida (%) Recuperacoes

(mg/mL) (mg/mL) (%)
1268002 0,02 97,0

Baixa 0,02 1269094 0,02 97,1 97,2
1273525 0,02 97,4
2521473 0,04 101,9

Média 0,04 2523750 0,04 102,0 101,9
2520053 0,04 101,8
3670360 0,06 100,6

Alta 0,06 3667522 0,06 100,5 100,6
3672960 0,06 100,6

Conclusao?
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11.5 Intervalo
O intervalo foi estabelecido através da faixa de linearidade determinada pelo método e confirmada pela
precisdo e recuperacdo, sendo de 0,02 a 0,06 mg/mL.
11.6 Robustez
Para verificacdo da robustez, foram realizadas modificacdes no fluxo da fase mével de 1,0 mL/min. para 0,8
mL/min. e na temperatura, de 30°C para 32°C, com avaliacdo dos resultados obtidos para a amostra e padréo

nas concentracdes de 100 %. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 07:

Tabela 07: Resultados obtidos para robustez

Concentragéo x . x

Alteraches Amostra Teorica Areas Concentragdo Obida Recuperagao

(mg/Frasco) (%)
(mg/Frasco)

Fluxo 0,8 1 3152871 191,48 93,9
mL/min. 2 903.82 3201222 194,42 95,4
Temperatura 1 ’ 2556107 193,07 94,7
32°C 2 2559015 193,29 94,8

Apos a verificagdo das modificagBes realizadas no método analitico, Diminuindo o fluxo da fase mével de
1,0 mL/min para 0,8 mL/min. e na temperatura, de 30°C para 32°C.
Conclusao?

12-Sumario dos parametros de aceitacéo

Parametros Critérios de Aceitacdo Resultados para o Analito
Auséncia de interferéncias Auséncia de interferéncias
e detectaveis no tempo de retencdo | detectaveis no tempo de retencao
Especificidade - 0 - 0
para o analito na anélise para o analito na anélise
cromatografica cromatografica
L r = 0,9998 (1°dia)
Linearidade r>0,99 .
r =0,9999 (2°dia)
Precisdo
o CV<50% CV=21%
(Repetibilidade da amostra)
Preciséo Intermediaria CV<50% CV=21%
Recuperagio Baixa: 97,2 %
~ e 0
Recuperacéo 90 % 2 110 % Média: 101,9 %

Alta: 100,6 %

13-Considerac0es gerais:
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Consideram-se 0s seguintes fatores para validacao total ou parcial:

a) Fatores que levam a revalidacéo total:
e Uso desta condicdo analitica para outro analito ou outro farmaco de mesmas caracteristicas com
formulacdo indisponivel ou ndo conhecida.
e Uso desta condicdo analitica para analisar um novo analito introduzido na formulacéo.
b) Fatores que levam a revalidagao parcial:
e AlteragBes no sistema analitico

14-Concluséo:
Com os valores para os parametros de validacdo determinados, a metodologia analitica esta validada para a

analise de teor de “Dacarbazina” na amostra de “Dacarbazin 200 mg — P6 Estéril Injetavel”, no intervalo de
0,02 a 0,06 mg/mL para Dacarbazina.
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16 - Assinaturas:

1

XX XX XX XX XXX XX
Diretora de Estudo
CRF/SP XXXXXXXXX

[/
XX XX XX XXX XX XX XXX
Analista Principal
CRQ/SP XXX XXXXXXX

[

), 9,9,9,9,9,9,9.9.9,9.9.9.9,9,9,0.4
Gerente da Qualidade
CREA/SP XXX XXX XX XX XX XXX
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