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Documentos de referéncia:

-ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005: Requisitos gerais para a competéncia
de laboratodrios de ensaio e calibracao.

-DOQ-CGCRE-008: Orientacao sobre validacao de métodos analiticos.
Documento de carater orientativo. Revisao 04, Julho/2011.

-Resolucao RE n. 899 — ANVISA: Determina a publicacao do Guia para
validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos, 29/05/2003. (indicado
para determinacdo qualitativa, semi-quantitativa e/ou quantitativa de
farmacos e outras substancias em produtos farmacéuticos).

-VIM — Vocabulario Internacional de Metrologia, 2012.

-PO-LCQ-1004: Validacao de métodos desenvolvidos no laboratério.
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Objetivos do treinamento

Auxiliar os responsaveis na tarefa de demonstrar que um método
analitico, nas condicdes em que é praticado, tem as caracteristicas
necessarias para a obtencao de resultados com a qualidade exigida.

Mostrar ao responsavel como buscar a forma de validar que mais se
aplica ao estudo em questao.

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP)
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DOQ-CGCRE-008
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VIM 2012

indice alfabético (em portugués)

ajuste 311

ajuste de zaro 312

ajuste dum sistema de medigdo 3.11

dlgebra das grandezas 1.21

amplitude de medigio 4.5

amplitude nominal 4.5

avaliacio do Tipo A 2.28

avaliacio do Tipo A da incerteza de medigio 2.28
avaliacio do Tipo B 2.29

avaliacio do Tipo B da incerteza de medigio 2.29

B
balango de incerteza 2.33
[

cadeia de medicio 3.10

cadeia de rastreabilidade 2 .42

cadeia de rastreabilidade metrolégica 2. 42

calibragio 2.39

calibrador 5.12

classe do exatidio 4 25

comparabilidade metroldgica 246

comparabilidade metrolégica de resultados da

medicio 2.46

compatibilidade metrolagica 2z 47

compatibilidade metroldgica de resultados de

medicio 2.47

comutatividade dum material de referéncia,

comutatibilidade dum material de referéncia 5.15

condigio de fidelidade intermédidria, condicio de

precisio intermediaria 2.22

condicio de funcionamento de referéncia 4.11

condigio de referéncia 4.11

condicdo de regime estavel 4.8

condicio de regime permanente 4.8

condicao de repetibilidade 2.20

condicio de repetibilidade de medicio 2. 20

condigao de reprodutibilidade 2_24

condicio de reprodutibilidade de medicio 224

condigio estipulada de funcionamento 4.9
condigdo limite 4.10

condi¢do limite de funcionamento 4.10

consaervacio dum padrie 5 11

corregio 2.53

curva de calibragio 4_31

D

dado de referéncia 5.16

dado de referédncia normalizado 517
deriva 4.21

deriva instrumental 4 21

detector 3.9

diagrama de calibracio 4.30
dimensao 1.7

dimensio duma grandeza 1.7
dimensional duma grandeza 1.7
dispositive de transferéncia 5.9

E

equacio das grandezas 1.22

equacio das unidades 1.23

equacio de valores numéricos 1.25

erro 2.16

erro alsatdrio 2,19

erro de justeza, tendéncia de medigido 218

arro de justeza instrumental, tendéncia
instrumental 420

arro de medigio 2.16

arro maximo admissivel 4 26

arro maximo permissivel 4 26

ermo maximo lerado 4. 26

erro no ponto de controle 427

erro no zero 4 2§

arro sistematice 217

escala de referéncia convencional 1.29

escala de valores 1.27

escala dum instrumento de medicdo afixador,
escala dum instrumento de medicio mostrador 3.5
escala ordinal 1.28

estabilidade 4.19

estabilidade dum instrumento de medigio 4.19
aexatiddo 213

axatidio de medicio 2.13

F

fator de conversdo entre unidades 124

fator de expansio, fator de abrangéncia 2.38
fidelidade, precis@o 2.15

fidelidade de medicio, precisio de medicisa 2.15
fidelidade intermédiaria, precisdo intermedidria 2.23
fidelidade intermédiiria de medicio, precisio
intermediaria de medigido 2.23

funcao de medicado 2 49

G

grandeza 1.1

grandeza adimensional 1.8

grandeza de base 1.4

grandezra de dimensio um 1.8

grandeza de entrada 2.50

grandeza de entrada num modelo de medicio 2 .50
grandeza de influéncia 252

grandeza de saida 2.51

grandeza de saida num modelo de medicio 2.51
grandeza derivada 1.5

grandeza ordinal 126

grandeza sem dimensao 1.8

H
hierarquia de calibracio 2.40
1

incereza 2_26

incerteza alvo 2.34

incerteza de medicio 2 .26

incerteza de medicio expandida 2 35
incerteza de medigio instrumental 4. 24
incerteza de medicio no zero 4 29
incerteza de medicdo pretendida 2.34
incerteza definicional 2 27

incerteza expandida 2_35

incereza instrumental 4_24

incerteza padrio 2.30

incerteza padrio combinada 2.31
incartezra padrio relativa 2. 32
indicagio 4.1

indicacio do branco 4.2

instrumento de medicio 3.1
instrumento de medicio afixador, instrumento de
medigio mostrador 3.4

instrumento de medicio indicador 3.3
instrumento indicador 3.3

73
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VIM 2012

intervale de abrang@&ncia, intervalo expandido 2_36 rastraabilidade metroldgica a uma unidada 2_.43
intervalo de indicacdes 4.3 rastreabilidade metroldgica a uma unidade de
intervalo de medigio 4.7 medida 2.43
intervalo nominal 4.4 rapatibilidada 2_21
intervalo nominal de indicagdes 4.4 repeaetibilidade de medigao 2.21
IS5 1.6 reprodutibilidade 2. .25
reprodutibilidade de medicio 2 25
L resclucio 4_14
resolugiho dum dispositive mostrador, resolucao
limiar de mobilidade 4_16 dum dispositivo afixador 4.15
limite de deteccio 4. 18 resultado de medicio 2.9

limite de armo 4. 26

M s
%]
salatividade 4 13
manutencas dum padrao 5. 11 saletividade dum sistema de medicao 4. 13
material de referéncia 513 sansibilidade 4. 12
material de referéncia certificado 5.14 saensibilidade dum sistema de medicio 412
medicio 2.1 sensor 3.8
medida materializada 3.6 81116
mensurando, mensuranda 2_3 sistema coeranta de unidades 1.14
N método de medigio 2.5 =i a de gramnd 1.3
meatrologia 2.2 sistema de medicio 3.2
mabilidade 4.16 sistema de unidades 1.13
modelo de medicio 248 Sistema Internacional de Grandezas 1.6
I modelo matematico da medicao 248 Sistema Internacional de Unidades 1.16
MR 5.13 submdltiple duma unidade 1.18
MRC 514
mualtiplo duma unidade 1.17 T
C N tempo de resposta a wmn degrau, tempo de
resposta a un escaldo 4 23
maturaza 1.2 transdutor de medigio 3.7
U naturaza duma grandeza 1.2
o
[=]
unidade 1.9
padrao 5.1 unidade de basa 1.10
padrio de medigio 5.1 unidade de meadida 1.9
padrio de medicio de referéncia 5.6 unidade de medida fora do sistema 1.15
padrao de medi¢gio de trabalha 5.7 unidade dervada 1.11
padrio de medigcio internacional 5.2 unidades dervada coeranta 1.12
S padrio de medicio intrinseco 510 unidade fora do sistema 1.15
padriao de medigio itinerante 5.8
padrio de medicio nacional 5.3 W
padrao de medicio primario 5.4
O padrio de medigio secundaria 5.5 walidagiao 2.45
padrio de referéncia 5.6 wvalor 1.19
padrao de trabalho 5.7 wvalor comvaencional 2.12
padrdo intemacional 5.2 walor convencional duma grandeza 2. 12
S padrao intrinseco 5.10 valor de referéncia 518
padrao itirerante 5.8 walor de referéncia duma grandeza 5.18
padrdo nacional 5.3 wvalor duma grandeza 1.19
padrao primario 5.4 wvalor medido Z2_10
padrao secundario 5.5 walor medido duma grandeza 2.10
- planilka de incerteza 2.33 walor neminal 4.6
principico de medicao 2.4 wvalor numérico 1.20
probabilidade de abrangéncia, probabilidade de walor numérico duma grandeza 1.20
2 expansio 2 3T wvalor wverdadeairo 2_11
procedimento de medicio 2.6 walor wverdadeire duma grandeza 2. 11
procedimento de medigio de referéncia 2.7 wariagio devida a uma grandeza de influéncia 4.22
procedimeanto de meadicSo de referéncia primaéario 2.8 waracidade de medicio, justera de medicio 2. 14
procedimento de medicio primarioc 2.8 weracidade, justeza 2. .14
O propriedade gqualitativa 1.30 warificagio 2. 44
b
R
1 zona morta 4 17
rastreabilidade 2.41
rastraabilidade a uma unidade da meadida 2.43
5 rastreabilidade metroldgica 2. 41
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MAS, O QUE E VALIDACAO?

Segundo o VIM — Vocabulario Internacional de Metrologia, 2012

2.45

Validacao
validation
validation
validacion

Verificagao na qual os requisitos especificados
sao adequados para um uso pretendido.

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP)
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Itens importantes descritos nos
documentos de referéncia:

O processo de validacao de um método deve estar descrito em um
procedimento, e os estudos para determinar os parametros de
validacao devem ser realizados com equipamentos e instrumentos
dentro das especificacbes, funcionando corretamente e
adequadamente calibrados. Os analistas devem ser qualificados e
adequadamente treinados.

-EXEMPLO PRATICO:

-PO-LCQ-1004: Validacao de métodos desenvolvidos no laboratério.

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP)
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Titulo Cadigo Rew.

VALIDA(;;EQ DE METODOS DE ENSAIO DESENVOLVIDOS NO PO-LCQ-1004 05
LABORATORIO

1 Objetivo

Fornecer orientagctes sobre o planejamento e as etapas dos experimentos a serem realizados
para validagao de métodos de ensaio desenvolvidos no laboratério.

2 Campo de Aplicacao

Aplica-se a todos os métodos de ensaio, independente da técnica analitica empregada,
desenvolvidos no Laboratdrio de Caracterizacao Quimica — LCQ, até os métodos normalizados
publicados em normas internacionais, nacionais ou regionais, quando usados fora dos escopos
para os quais foram concebidos ou quando foram ampliados e modificados. Métodos
normalizados ndao necessitam seguir as orientacdes deste procedimento.

3 Definicoes e Abreviaturas

Validagao Verificagao na qual os requisitos especificados sao adequados para um
uso pretendido (VIM 2012).

Erro Sistematico Componente do erro de medicao que, em medicdes repetidas, permanece
constante ou varia de maneira previsivel (VIM 2012). O valor de referéncia
para um erro sistematico € um valor verdadeiro, ou um valor medido de um
padrao com incerteza de medicao desprezavel, ou um wvalor convencional.
O erro sistematico & igual a diferenga entre o erro de medicao e o erro
aleatorio.

Erro Aleatdrio Componente do erro de medicdo que, em medicoes repetidas, varia de
maneira imprevisivel (VIM 2012). O valor de referéncia para um erro
aleatdrio € a média que resultaria de um ndmero infinitc de medicbes
repetidas do mesmo mensurando.

4 Documentos de Referéncia

DOQ-CGCRE-008 Orientagdes sobre validagao de métodos de ensaios quimicos

VIM - 2012 Vocabulario Internacional de Metrologia: conceitos fundamentais e
gerais de termos associados, 1 edigio luso-brasileira.

Chui, QSH. Qualidade em curvas de calibragdo. 17° Congresso Brasileiro de

Engenharia e Ciéncia dos Materiais — CBECIMat, 15-19/11/2006, Foz
do lguacu, PR-Brasil. |

Pimentel, MF; Barros Calibragcao: uma revisao para quimicos analiticos. (1996) Quimica
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MNeto, B. Mowa, 19, 3:268-277.
Vieira, V. Introducido a bioestatistica, 3* edigcao, Elsevier — Editora Campus,
1980.
1de12 |
Ep a S0 o rep 7&0 deste volume cu de parts do mesmo, =ob quaisquer meios, s=m auorizac&o expressa do ipen
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Titule Cadigo Rew.

VALIDAGﬁ-p DE METODOS DE ENSAIO DESENVOLVIDOS NO PO-LCQ-1004 05
LABORATORIO

5. Procedimento
5.1 Condicoes e Recursos necessarios

EPI apropriados: Nao aplicavel.
Materiais: Mao aplicavel.
Equipamentos necessarios: Nao aplicavel.

5.2 Cuidados especiais
- Documentar todas as etapas., desde o planejamento até o término dos ensaios de
validacao, colocando nome do responsavel, técnica utilizada, data e local de realizagao.

5.3 Descricao das atividades

5.3.1 Planejamento da validacao

- Definir a aplicacdo, objetivo e escopo do meétodo desenvolvido;

- Definir os parametros de validac@o e critérios de aceitacao;

- Verificar se as caracteristicas de desempenho do equipamento estao compativeis com o
exigido pelo método em estudo;

- Qualificar os materiais, por exemplo, padrbes e reagentes;

- Planejar os experimentos de validacao, incluindo o tratamento estatistico:

- Executar os experimentos de validacao;

- Definir critérios de rewvalidagdo (por exemplo, mudancgas de pessoal, condigcdes
ambientais, equipamentos, etc.);

- Registrar, de forma adequada, todos os experimentos utilizados para wvalidagao e
revalidacao.

5.3.2 Execucao da validacao
A seguir estdo descritas algumas caracteristicas normalmente utilizadas para a validacao de
um meétodo analitico e que, se realizadas, devem constar no relatéorio de validacao.

5.3.2.1 Seletividade

A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no desempenho da medicao
pelo detector selecionado. Os interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal e a
magnitude do efeito também pode depender da concentragao.

Experimentos para avaliacdo da seletividade, normalmente, envolvem ensaios com padrdes
ou materiais de referéncia, amostras com e sem o analito, além da avaliagdo da capacidade
de identificagao do analito de interesse na presencga de interferentes (vide quadro 2 no
documento DOQ-CGCRE-008). Quando nao ha disponibilidade de interferentes, sugere-se a
avaliagdo da habilidade de medicdo do analito por diferentes métodos. técnicas ou por meio
de variagoes nas condicoes instrumentais.

Preparam-se dois grupos de amostras de teste, um com a matriz & o outro sem, ambos os
grupos com a concentracgao do analito idéntica em cada nivel de concentracao de interesse.

2de 12
E proibida a S0 ou ¢S50 deste volume ou de parte do mesmo, sob quaisquer meios, sem atorizacso expressa do ipen
'Uetiﬁquu a LISTA MESTRA de Documentos do SGI do ipen em
‘Cerifigue-se de gue ecia seja a revis3o vigenbe antes de ullizar este documenio.
Cépias imp e i 3o “Copia Controlada™ ndo =Sc comtraladas & nd&o deven ser ulilizadas com propésilo operacionall
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Itens importantes descritos nos
documentos de referéncia:

No planejamento e execucao da validacao, sugere-se a seguinte
sequéncia de trabalho:

e Definir a aplicacao, objetivo e escopo do método;
e Definir os parametros de validacao e critérios de aceitacao;

e Verificar se as caracteristicas de desempenho do equipamento
estao compativeis com o exigido pelo método em estudo;

e Qualificar os materiais, por exemplo, padrdes e reagentes;

e Planejar os experimentos de validacao, incluindo o tratamento
estatistico, e

e FA70r Nnc QVY\DV‘;MDY\"‘I‘\C
T 1ALl vo CI\l\JCI HniIiIcCi1Iiltvo

M
I
N
I
C
U
R
S
O
S
2
0
1
S5

Os experimentos e os resultados devem ser
documentados e registrados.
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Itens importantes descritos nos documentos de referéncia:

[.aboratério de Caracterizacdo Quimica - LLCQ

PLANEJAMENTO PARA VALIDACAO DE
DETERMINACAO DE CADMIO (Cd) E
CHUMBO (Pb) EM SANGUE POR MEIO
DA TECNICA ICP-MS
(Nexlon 300D — Perkin Elmer)
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- Planejamento de validacao de ensaio

EXEMPLO PRATICO:

SETEMBRO- 014
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Itens importantes descritos nos documentos de referéncia:

Planejamento para validaciio de determinaciio de cidmio (Cd) e chumbo (Pb) em sangue por meio
da téenica ICP-MS.
Laboratdrio de Caraclerizacao Quimica - LCQ

1. Objetivo

Este documenta tem como ahjetivo auxiliar o LCQ na tarefa de demoaonstrar que o métado de
determinagac de cadmio (Cd) € chumbo (Fb) em sangue por meio da técnica de

espectromelria de massas com fonte de plasma indutivamente acoplade {ICP-MS) tem as
caracteristicas necessarias para a abtengio de resultados com a qualidade axigida.
Este planejamento, com base no documento do INMETRO “DOC-CGCRE-008", nao pretende

abordar todas as técnicas aplicaveis a validagdo de métodos analiticos, porém buscou aquelas
que mais se aplicam ao estudo em questédo.

2. Aplicacio

Aplica-se a amostras de sangus humano ou de animal, devidamente acondicionadas e
entregues no laboratério.

As determinacdes serfio realizadas no equipamento especirdmetro de massas com fonte de
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), modelo NexION 300D, Perkim Elmer.

3. Escopo do Método

O metodo baseia-se na diluicdo de quantidade predeterminada de sangue com formacéo de
solugdo em meio EDTA + Triton X-100 e posterior determinagdo de cadmio (Cd) e chumbo
(Pb) por meio da técnica ICP-MS.

4. Planejamento da validacgao

4.1. Definigao dos parametros de validagao

A principio serda definidas as sequintes parametros: seletividade, linearidade, faixa de
trabalho, limite de detecgdo, limite de quantificagdo, tendéncia/recuperacgio, precisdo e
Robustez.

4.2. Planejamento dos experimentos

4.2.1. Seletividade

A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no desempenho da medigdo
pelo detector selecionado. Os interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal e a magnitude
do efeito também pode depender da concentragcao.

Preparar dois grupos de teste, um com a matriz e o outro sem, ambos os grupos devem conter
a concentragdo do analito (s) idéntica em cada nivel de concentracao de interesse. O nimero
de amostras paralelas em c¢ada nivel de concentragio deve ser maior ou igual a 7 (sete).

4.22. Linearidade

A linearidade consiste em construir um curva de calibracdo, com no minimo 5 pontos, para
provar a faixa dindmica linear. A quantificacdo requer que sé conheca a dependéncia entre a
resposta medida € a concentracao do analito. A equacao da reta € utilizada para relacionar as
variaveis: y = a + bx.
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- Planejamento de validacao de ensaio

EXEMPLO PRATICO

SFTEMRRO-MINL
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Itens importantes descritos nos
documentos de referéncia:

Como registrar os experimentos e os resultados:

Relatorio de validacao:

7

E um resumo ou sumario do processo de validacao, contendo a
descricao e todos os dados e resultados obtidos. Deve concluir se os

critérios de aceitacao foram atingidos e relatar as nao

rimmiA nrmac nnerantradnc
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Itens importantes descritos nos
documentos de referéncia:

EXEMPLO PRATICO - RELATORIO DE VALIDACAO

M
I Laboratorio de Caracterizacio Quimica - LCQ Relatirio d Vil do cruain: Determinaciio de mercinrio ol em peincs por mein da besica FLA-CV-AAS
N |
I IXDICE
liem Pigima
C , ; T i
U RELATORIO DE L] lmmsi rcﬁ:rcnm b
VALIDACAOQO DO ENSAIO: 0 Pt vl ;
R 4.2 {'ﬂmmiﬂi.m-ﬂtwmnhﬁ !
S e ﬁnmu::fr;;:: ]
433 Exatidia i
O DETERMINACAO DE i = ;
S MERCURIO TOTAL EM o T i
— PEIXES POR MEIO DA “ iﬁﬂ”l:ﬁ.msﬁ
2 TECNICA FIA-CV-AAS ] i Dl
o e =5 ;
414 Limearidade ]
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Quando realizar a validacao de um método:

Conforme DOQ-CGCRE-008, do Inmetro:

e Métodos nao normalizados;
e Métodos criados/desenvolvidos pelo préprio laboratoério;

e Métodos normalizados usados fora dos escopos para os quais
foram concebidos;

e Ampliacdes e modificacbes de métodos normalizados.
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Quando realizar a revalidacao de um método:

Conforme RE 899/2003, da ANVISA:

e Mudancas na sintese da substancia ativa;
e Mudancas na composicao do produto acabado;

e Mudancas no procedimento analitico.
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Parametros de validacao conforme
o tipo de ensaio

Parametros Tipo de ensaio
Qualitativo | Determinacdo | Analise de | Propriedades

do componente | elementos fisicas

(ou analito) em| menores e

maior teor (1) tracos (2)
Precisdo v v v
Seletividade v v v v
Tendéncia/recuperacdo v v v
Robustez v v v v
Sensibilidade/
linearidade/ faixa de v v v
trabalho
Limite de deteccéo v v
Limite de v
quantificacio

Continua...

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP)




M
I
N
I
C
U
R
S
O
S
2
0
1
S5

Parametros de validacao conforme
o tipo de ensaio

... continuacao

(1) Dependendo da faixa de concentracao do analito, pode nao ser
necessaria a determinacao dos limites de deteccao e de
quantificacao, como por exemplo: a determinacao de sacarose em
balas e determinacao do teor de gordura em carnes, pois sao
componentes maiores com concentracao entre 1 a 100%.

(2) Sao considerados como de menor teor as concentracdes dos
analitos entre 0,01 a 1% e tracos, os analitos em concentracao
abaixo de 0,01%.
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Seletividade e Especificidade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um
composto em presenca de outros componentes tais como
impurezas, produtos de degradacao e componentes da matriz.

Para analise qualitativa (teste de identificacdo) é necessario
demonstrar a capacidade de selecao do método entre compostos
com estruturas relacionadas que podem estar presentes. Isto deve
ser confirmado pela obtencao de resultados positivos
(preferivelmente em relacao ao material de referéncia conhecido).
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Seletividade e Especificidade

Para analise quantitativa (teor) e andlise de impurezas, a
especificidade pode ser determinada pela comparacao dos
resultados obtidos de amostras (analito, farmaco ou medicamento)
contaminadas com quantidades apropriadas de impurezas ou
excipientes e amostras nao contaminadas, para demonstrar que o
resultado do teste nao é afetado por esses materiais. Quando a
impureza ou o padrao do produto de degradacao nao estiverem
disponiveis, pode-se comparar os resultados do teste das amostras
contendo impurezas ou produtos de degradacao com os resultados
de um segundo procedimento bem caracterizado (por exemplo
metodologia farmacopéica ou outro procedimento validado).
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Seletividade e Especificidade

EXEMPLO PRATICO: teste de seletividade para determinacdo de
metais em analise de agua para consumo humano - construcao de
curva de calibracao, contendo os metais a serem determinados, com
agua purificada (Milli-Q, por exemplo) e dgua de torneira.
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Linearidade

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

A quantificacdao requer que se conheca a dependéncia entre a
resposta medida e a concentracao do analito. A linearidade ¢é

obtida por padronizacao interna ou externa e formulada como
expressao matematica usada para o calculo da concentracao do

analito a ser determinado na amostra real. A equacao da reta que
relaciona as duas variaveis é:
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Linearidade

y = a + bx
sendo:
y = resposta medida (absorbancia, altura ou area do pico, etc.);
X = concentracao;
a = intersecao com o eixo y, quando x = 0;
b = inclinacao da curva analitica = sensibilidade.

Em geral, serao necessarios varios niveis de concentracao, no
minimo cinco, para construir a curva de calibracdo. O numero de
replicatas em cada nivel de concentracao deve ser o mais proximo
possivel daguele empregado na rotina do laboratoério.
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Linearidade

Calcular o modelo através da regressao linear, os residuos e o
coeficiente de correlacao linear (r). Este é frequentemente utilizado
para indicar o quanto a reta pode ser considerada adequada como
modelo matematico para o estudo de caso. Uma alternativa para
avaliar a linearidade seria a realizacdao da analise de variancia
(ANOVA) na regressao.

Alguns procedimentos analiticos nao demonstram linearidade
mesmo apods qualquer transformacao. Nesses casos, a resposta
analitica pode ser descrita por uma funcao que modela a
concentracao do analito na amostra.
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Faixa de Trabalho e Faixa Linear

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

Todo experimento de determinacao da faixa de trabalho é
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
concentracao 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 é o valor
do limite de quantificacao. No limite superior, os fatores limitantes
dependem do sistema de resposta do equipamento de medicao.
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Limite de Deteccao (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 método.

O limite de deteccao para um procedimento analitico pode variar em
funcdo 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.
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Existem diversas formas de se calcular o limite de deteccao.

O LD pode ser estabelecido por meio da analise de solucdes de
concentracdes conhecidas e decrescentes do analito, até o menor
nivel detectavel.

No caso de métodos nao instrumentais (titulacdo ou comparacao de
cor), esta determinacdo pode ser feita visualmente, onde o LD é o
menor valor de concentracdo capaz de produzir o efeito esperado)

Pode ainda ser determinado por analises de solucdes branco da
amostra (branco do método), obtendo-se o desvio padrdao das
determinacdes e em seguida, calculado como mostrado no quadro a
seguir.
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Matriz Calculos Observagdes
Branco da amostra ID=X+t ., .8 A média e o desvio-padrao
‘o e amostral dos brancos da
sendo: . amostra sdo dependentes da
A= média dos valores dos|matriz.
brancos da amosra; Valido somente quando os
t & a distrbuicdo de Student, | yalores dos brancos
depen dente do tamanho da apresentarem um desvin-
amosira e do grau de confianca e, | padrao amostral diferente de
s = desvio-padrao amostral dos |zgrg.
brancos da amostra.
Qu
Branco da amostracom | D=0+ 5 A “menor concentragdo
: (o—1, 1) . . .
adicdo da menor cendo: aceitavel” é aquela tida como
mncen!ra;ﬁn aceitavel { = distibuicio de Student, a concentracao mais bﬂl?:E:l
do analito para a qual um grau aceitavel

dependente do famanho da
amostra e do grau de confianca e,
s = desvio-padrdo amostral dos
brancos da amostra, com adicdo.

de incerteza pode ser
alcancado.
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Limite de Deteccao (LD)

Quando utilizada a solucao branco, é recomendado um minimo de 7
replicatas para a determinacao 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 é 3,143. Assim, O LD sera igual a 3,143 vezes o desvio
padrao amostral.

O método analitico deve ser especificado e o LD para cada analito deve
ser expresso nas unidades apropriadas, de acordo com o preconizado
no meétodo analitico. A matriz da amostra usada para determinar o LD
deve ser identificada.
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Limite de Quantificacao (LQ)

Algumas vezes é também denominado “Limite de Determinacao”.
Na pratica, corresponde normalmente ao padrao de calibracao de
menor concentracdo (excluindo o branco). E definido também como
a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser
determinada com precisao e exatidao aceitaveis sob as condicoes
experimentais estabelecidas.

O LQ pode ser estabelecido por meio da analise de solucoes
contendo concentracdes decrescentes do analito (ou fdrmaco) até o
menor nivel determinavel ou solucdoes do branco da amostra.
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Determinacao do Limite de Quantificacao (LQ)

Matriz Determinagdo
10=X+5 ou LO=Y+6s ou LO= X +10s
Branco da amostra O

X = média dos valores dos brancos
& = deswo-padrdo amosiral dos brancos
- Medir, uma vez cada replicala independanie, a cada nivel de
concentracio.

Basca com aﬁ:",':."da - Calcular o desvio-padrdo amostral "s™ do valor do analilo, para cada

concantraghes variadas do concentracao

analito, prooimas ao LD '

- Fazer o grafico “concentracio” versus *s", @ alrbuir um valor para o
LQ), por inspeco.
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Limite de Quantificacao

O método analitico deve ser especificado e o LQ para cada analito
deve ser expresso nas unidades apropriadas, de acordo com o
preconizado no método analitico. A matriz da amostra usada para
determinar o LQ deve ser identificada.

Nota: Para a analise em nivel de tracos, é recomendado adotar o LQ
como a concentracao mais baixa da curva de calibracao.
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Tendéncia/Recuperacao

Os processos normalmente utilizados para avaliar a tendéncia de um
método sao, entre outros: uso de materiais de referéncia
certificados (MRC), participacdo em comparacoes interlaboratoriais
e realizacao de ensaios de recuperacao.

A determinacao da tendéncia com relacao aos valores de referéncia
apropriados é importante no estabelecimento da rastreabilidade aos
padroes reconhecidos.

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

Valor observado + 1009
Valor esperado

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP)



M
I
N
I
C
U
R
S
O
S
2
0
1
S5

Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Materiais de referéncia certificados

Sempre que possivel, os materiais de referéncia certificados (MRC)
devem ser utilizados no processo de validacao de um método de ensaio.

Um MRC possui um valor de concentracao, ou outra grandeza, para cada
pardmetro, e uma incerteza associada. E muito importante, portanto, que
o fornecimento desses MRC seja realizado por organismos reconhecidos
e confiaveis, como por exemplo: INMETRO, NIST, LGC, etc.

O uso correto dos MRC consiste na sua analise para avaliar o
desempenho do laboratdrio. Na avaliacao da tendéncia utilizando um

material de referéncia certificado, os valores obtidos nelo laboratorio —
TTIGWAUN. I UI A = l\-l\-—l wlINIWUA [ | UUMV’ \JJD VUIWVI . J NN UINAWV D \J ITVUNNJIL ULV TV

média e o desvio padrao amostral de uma série de ensaios em replicata —
devem ser comparados com os valores certificados do material de
referéncia.
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Para esta comparacao podem ser utilizados diversos critérios de
decisao, entre os quais:

- erro relativo;
- indice z (z-score), e
- erro normalizado.

Quando o valor obtido nao estiver dentro do intervalo da regiao de
aceitacao para o valor certificado, o laboratdério deve procurar as
causas desse desvio e procurar elimina-las.
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Erro relativo (ER)

Uma forma de avaliar a exatidao do método é por meio do calculo
do erro relativo (ER), expresso em porcentagem por meio da
expressao:

Xlab_X

ER = —. 100

Vv

Sendo:
X, = Valor obtido experimentalmente ou média aritmetica de valores
obtidos

X, = valor aceito como verdadeiro (valor certificado do MRC)
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Indice z (z score)

O indice z é também um modo de avaliar o desempenho do
laboratorio em comparacoes interlaboratoriais.

(Xlab _Xv)

S

7 —

Sendo:

X,,, = valor obtido pelo laboratorio;

X, = valor aceito como verdadeiro;

s = desvio-padrao do ensaio de proficiéncia.
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Indice z (z score)

A avaliacao é feita com o seguinte critério de decisao, de acordo
com a ISO/IEC 17043:2010:

|z| 2 =>resultado satisfatorio;
2 < |z| < 3 =>resultado questionavel;

|z| 3 =>resultado insatisfatério

M
I
N
I
C
U
R
S
O
S
2
0
1
S5

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP)



M
I
N
I
C
U
R
S
O
S
2
0
1
S5

Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Erro normalizado

Quando o laboratorio calcular a incerteza expandida do seu
resultado (U,), o valor verdadeiro (X,) deve estar dentro do
intervalo (X, * U,,). Quando isso ndo acontece, esse intervalo
pode estar subestimado. Nesses casos é empregado o conceito de
erro normalizado (E, ):

E — (Xlab_Xv)
tJUR U

Sendo:

U, = incerteza associada ao MRC

Se |E,|] £ 1, entdo pode ser considerado que o resultado do
laboratorio é adequado.
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Ensaios de recuperacao

A recuperacao do analito pode ser estimada pela analise de amostras
fortificadas com quantidades conhecidas do mesmo analito (spike).

As amostras podem ser fortificadas com o analito em pelo menos trés
diferentes concentracdes: baixa, média e alta, da faixa de uso do
método.

A limitacao deste procedimento € a de que o analito adicionado nao
estd necessariamente na mesma forma que a presente na amostra.

A presenca de analitos adicionados em uma forma mais facilmente
detectavel pode ocasionar avaliacbes excessivamente otimistas da
recuperacao.

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP)



M
I
N
I
C
U
R
S
O
S
2
0
1
S5

Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

A recuperacao é calculada segundo:

C,-C
Recuperacio (%) =|———=[x100
&
Sendo:
C, = concentragdo do analito na amostra fortificada,
C, = concentragao do analito na amostra nao fortificada,

C; = concentragao do analito adicionada a amostra fortificada
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Precisao

A precisao é a avaliacao da proximidade dos resultados obtidos em
uma série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma
amostra e as trés formas mais comuns de expressa-la sao: por meio
da repetibilidade, precisao intermediaria e da reprodutibilidade,
sendo usualmente expressas pelo desvio padrao e coeficiente de
variacao.

O coeficiente de variacdo (CV, usualmente expresso em %), também
conhecido como desvio padrao relativo (DPR), é calculado da
seguinte forma:

_ _ _DP x100
C.V.=DPR= o5

Sendo:
DP = desvio-padrao; CMD = concentracao média determinada
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Repetibilidade

As condicoes de repetibilidade podem ser caracterizadas utilizando:
- Mesmo procedimento de medicao;

- Mesmo observador;

- Mesmo instrumento usado sob mesmas condicoes;

- Mesmo local, e

- Repeticdes no menor espaco de tempo possivel.

A repetibilidade pode ser expressa quantitativamente em termos da
caracteristica da dispersao dos resultados e pode ser determinada
por meio da analise de padroes, material de referéncia ou adicao do
analito a branco da amostra, em varias concentracoes na faixa de
trabalho.
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Limite de repetibilidade (r)

A partir do desvio-padrao dos resultados dos ensaios sob condicao
de repetibilidade é aconselhavel calcular o limite de repetibilidade
(r) que capacita o analista a decidir se a diferenca entre analises
realizadas nas condicoes de repetibilidade é significante.

O limite de repetibilidade (r) é dado por:

F =t V2 O

T Finel, lwx)

Sendo:
S = desvio-padrao amostral associado aos resultados considerados
para cada nivel de concentracao
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Precisao intermediaria

A precisao intermediaria, de acordo com a ISO 5725-3, refere-se a
precisao avaliada sobre a mesma amostra, amostras idénticas ou
padroes, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério, mas
definindo exatamente quais as condicdes a variar (uma ou mais),
tais como:

- diferentes analistas;
- diferentes equipamentos;
- diferentes tempos.

Esta medida de precisao representa a variabilidade dos resultados
em um laboratério.
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Reprodutibilidade

Embora a reprodutibilidade nao seja um componente de validacao
de meétodo executado por um unico laboratdrio, é considerada
importante quando um laboratério busca a verificacao do
desempenho dos seus métodos em relacao aos dados de validacao
obtidos por meio de comparacao interlaboratorial.

A partir do desvio padrao obtido sob condicdes de reprodutibilidade
é possivel calcular o limite de reprodutibilidade (R), o qual permite
ao analista decidir se a diferenca entre os valores da duplicata das
amostras analisadas sob condicdes de reprodutibilidade é
significante.
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Limite de reprodutibilidade (R)
Do mesmo modo que para repetibilidade, o Ilimite de
reprodutibilidade (R), é dado por

R=t J2. Sr

(o=l L=y
Sendo:

Sg = desvio-padrdao associado aos resultados de todos os
laboratdrios

2 2
SE= v Sfab + Sr

Onde:
S..p = Media das variancias dos resultados de cada laboratério
S, = variancia das médias dos laboratodrios
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Comparacao da precisao entre métodos

Consiste na comparacao dos resultados obtidos utilizando um
método a ser validado com os resultados conseguidos por meio de
um método de referéncia validado. O objetivo é estudar o grau de
proximidade dos resultados obtidos pelos dois métodos, ou seja,
avaliar a exatidao do método em processo de validacao com o de
referéncia.

As analises sao efetuadas em replicata, utilizando os dois métodos,
em separado, sobre as mesmas amostras, em toda faixa de
concentracdes em que se pretende validar o método.

Existem varias técnicas para comparar os resultados obtidos por dois
métodos de ensaio, entre as quais: testes de hipotese e
planejamento de experimentos.
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Robustez

A robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade
em resistir a pequenas e deliberadas variacoes dos parametros
analiticos.

Para determinar a robustez de um meétodo de ensaio, pode-se
recorrer ao teste de Youden.

Trata-se de um teste que permite nao so avaliar a robustez do
método, como também ordenar a influéncia de cada uma das
variacoes nos resultados finais, indicando qual o tipo de influéncia
de cada uma dessas variacoes.

Convém salientar que quanto maior for a robustez de um método,
maior sera a confianca desse relacionamento a sua precisao.
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Fatores que podem ser considerados na determinacao da robustez:

Preparo das amostras - Estabilidade das solucdes analiticas

- Tempo de extracao

Espectrofotometria - Variacao do pH da solucao

- Temperatura

- Diferentes fabricantes de solventes

Cromatografia liquida - Variacao do pH da fase movel

- Variacdao na composicao da fase movel

- Diferentes lotes ou fabricantes de colunas

- Temperatura

- Fluxo da fase movel

Cromatografia gasosa - Diferentes lotes ou fabricantes de colunas
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- Temperatura

- Velocidade do gas de arraste
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Discussao dos parametros de validacao
conforme o tipo de ensaio

Comparacoes Interlaboratoriais

A norma ISO/IEC 17043:2010 faz distincdo entre o uso de
comparacoes interlaboratoriais para ensaios de proficiéncia para a
determinacao do desempenho do laboratdorio e para outros
propositos tais como: estabelecer a eficacia e a comparabilidade de
novos métodos de ensaio ou de medicao, acompanhar métodos
estabelecidos e determinar as caracteristicas de desempenho de um
método, geralmente conhecidos como estudos colaborativos.

Para a avaliacao dos resultados das comparacoes interlaboratoriais
também sao aplicaveis os critérios de decisao descritos quando da
analise de materiais de referéncia certificados.

Nos processos de comparacao interlaboratorial, caso nao se
alcancem as condicdes satisfatorias, deve ser efetuado um plano de
acoes corretivas para verificar as causas e reavaliar o ensaio.
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