! Coordenacéo Geral de Acreditacéao

ORIENTACAO SOBRE VALIDACAO DE
METODOS ANALITICOS

Documento de carater orientativo

DOQ-CGCRE-008

Revisao 09 — JUN/2020




REV. PAGINA

DOQ-CGCRE-008 09 2/30

SUMARIO

1. Objetivo

2. Campo de Aplicacéao

3. Responsabilidade

4. Historico das Revisdes

5. Documentos Complementares
6. Documentos de Referéncia
7. Siglas

8. Definicbes

9. Introducéo

10. Validacéo

11. Documentacdo de métodos validados
ANEXO A - Relacéo dos participantes na elaboragcdo deste documento.

1 OBJETIVO
Este documento tem como objetivo auxiliar os laboratérios de ensaio 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.

Este documento ndo pretende abordar todas as técnicas aplicaveis a validacdo de métodos analiticos,
cabendo ao laboratério buscar aguela que mais se aplica ao estudo em questao.

Este documento foi desenvolvido de acordo com as diretrizes internacionais e contém aplicacdes sobre
0s requisitos da acreditagdo. Caso o laboratério siga estas orientacdes, atenderd aos respectivos
requisitos; caso contrario, o laboratério deve demonstrar como é assegurado o seu atendimento. As nao
conformidades constatadas numa avaliagdo sdo registradas contra o requisito da acreditacdo e nao
contra este documento orientativo, porém as orientagdes deste documento serdo consideradas pelos
avaliadores e especialistas.

2 CAMPO DE APLICACAO

Este documento aplica-se a Dicla, aos laboratérios acreditados ou postulantes a acreditacdo e aos
avaliadores e especialistas na area de laboratérios de ensaios.

3 RESPONSABILIDADE

A responsabilidade pela revisdo deste documento é da Dicla.

4 HISTORICO DAS REVISOES

Revisdo | Data Itens revisados

8 ABR/2020 - Reviséo do DOQ para atender ao Mod-Cgcre-004

- Incluido capitulo 6 Documentos de Referéncia no lugar da Bibliografia.
9 JUN/2020 - Corrigidas as referéncias no item 9.
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5 DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

Aplicam-se as ultimas edi¢cdes dos seguintes documentos:

Massart, D.L., Handbook of chemometrics and qualimetrics. Data
handling in science and technology v 20A-20B. 1997, Amsterdam ;
New York: Elsevier. v. <1-2 >.

Miller, J.N. and J.C. Miller, Statistics and chemometrics for analytical
chemistry. 6th ed. 2010, Harlow: Prentice Hall. xvi, 278 p.

NATA. Technical Note 17: Guidelines for the validation and verification
of quantitative and qualitative test methods. National Association of
Testing Authorities, Australia, 2013.

ABNT NBR ISO/IEC 17000 | Avaliacdo de conformidade — Vocabulario e principios gerais.

ABNT NBR ISO/IEC 17025 | Requisitos Gerais para a Competéncia dos Laboratérios de Ensaio e
de Calibragéo.

ABNT NBR ISO/IEC 17043 | Avaliagdo da conformidade — Requisitos gerais para ensaios de
proficiéncia.

DOQ-Cgcre-020 Definicdes de Termos Utilizados nos Documentos Relacionados a
Acreditacdo de Laboratorios, Produtores de Materiais de Referéncia e
Provedores de Ensaios de Proficiéncia.

Eurachem Guide 2014 The Fitness for Purpose of Analytical Methods — A Laboratory Guide to
Method Validation and Related Topics. Magnusson, B. and U.
Ornemark (Ed.)

ISO 5725-2:2019 Accuracy (trueness and precision) of measurement methods and

results - Part 2: Basic method for the determination of repeatability and
reproducibility of a standard measurement method.

ISO 5725-3:2001 Accuracy (trueness and precision) of measurement methods and
results - Part 3: Intermediate measures of the precision of a standard
measurement method.

NIT-Dicla-026 Requisitos para a Participacdo de Laboratorios em Ensaios de
Proficiéncia.
NIT-Dicla-030 Rastreabilidade Metrolégica na Acreditagdo de Organismos de

Avaliagdo da Conformidade e no Reconhecimento da Conformidade
aos Principios das BPL.

VIM 2012 Vocabulério Internacional de Metrologia: conceitos fundamentais e
gerais e termos associados, 12 Edicdo Luso Brasileira, Duque de
Caxias, Inmetro, 2012.

6 DOCUMENTOS DE REFERENCIA

¢ AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION. Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater, 21st ed. Washington, 2005.

e AOAC (Association of Official Analytical Chemists). AOAC Official methods of analysis. Appendix D:
guidelines for collaborative study procedures to validate characteristics of a method of analysis.
Washington: AOAC, 2002.

e AOAC International, Official methods of analysis of AOAC International, in Guidelines for Standard
Method Performance Requirements (Appendix F). Gaithersburg: AOAC International, 2016.

e ASTM E178:2002 Standard Practice for Dealing With Outlying Observations.
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BARRET, V.; LEWIS, T. Outliers in statistical data. 3 ed. New York: John Wiley, 1994. 604 p.

BELSLEY, D.A.; KUH, E.; WELSCH, R.E. Regression diagnostics: identifying influential data and
sources of collinearity. New York: Wiley, 1980. 292 p.

BROWN, M.B.; FORSYTHE, A.B. Robust tests for the equality of variances. J. Am. Stat. Assoc., V.
69, p. 364-367, 1974.

BRUCE, P.; MINKKINEN P.; RIEKKOTA M.L. Practical Method Validation: Validation Sufficient for an
Analysis Method. Mikrochim. Acta. 128, 93-106. 1998.

COCHRAN, W. G. The distribution of the largest of a set of estimated variances as a fraction of their
total, Ann. Eugenics, 11, 47, 1941.

EAL.- P11. Validation of Test Methods - General principles and concepts. EAL European cooperation
for Accreditation of Laboratories. 1997.

EC (2002) Commission decision 2002/657/EC of 12 august 2002 implementing council directive
96/23/EC concerning the performance of analytical methods and the interpretation of results. Off. J.
Eur. Commun.: L221, p. 8-36.

EURACHEM Guide: The Fitness for Purpose of Analytical Methods — A Laboratory Guide to Method
Validation and Related Topics. Magnusson, B. and U. Ornemark (Ed.), 2014.

GARFIELD, F.M. Quality Assurance Principles for Analytical Laboratories. AOAC. Arlington. 1997.

GREEN, J.M. A Practical Guide to Analytical Method Validation. Analytical Chemistry. 1996. (68)
305A-309A

GRUBBS, F. E.; BECK, G. Extension of sample sizes and percentage points for signicance tests of
outlying observations. Technometrics, 14:847-856, 1972.

GRUBBS, F. E. Procedures for detecting outlying observations in samples. Technometrics, v. 11, p.
1-21, 1969.

HORWITZ, W. Evaluation of Analytical Methods Used for Regulation of Food and Drugs. Analytical
Chemistry, 54 (1982) 67A

HUBER, Ludwig, Validation and Qualification in Analytical Laboratories. Interpharm Press. 1999.

ICH: Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology, in Q2(R1). ICH Harmonised
Tripartite Guideline: London, 2005.

ISO 5725-1:1994. Accuracy (trueness and precision) of Measurement Methods and Results - Part 1.
General principles and definitions.

ISO 5725-2:1994(1998). Accuracy (trueness and precision) of Measurement Methods and Results -
Part 2. basic method for the Determination of Repeatability and Reprodutibility of a Standard
Measurement Method.

ISO 5725-3:1994(2001). Accuracy (trueness and precision) of Measurement Methods and Results -
Part 3: Intermediate Measures of Precision of a Standard Measurement Method.

ISO 5725-4:1994. Accuracy (trueness and precision) of Measurement Methods and Results - Part 4:
Basic Methods for the Determination of the Trueness of a Standard Measurement method.

ISO 5725-6:1994(2001). Accuracy (trueness and precision) of Measurement Methods and Results -
Part 6: Use in Practice of Accuracy Values.

IUPAC; HORWITZ, W. Protocol for the design, conduct and interpretation of method-performance
studies. Pure &Appl. Chem., 67(2): 331-343, 1995.
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KELLY, P.C. Outlier detection in colaborative studies. J. Assoc. Off. Anal. Chem., v. 73, p. 58-64,
1990

LEVENE, H. Robust tests for equality of variances. In: OLKIN, I.; GHURYE, S.G.; HOEFFDING, W.;
MADOW, W.G.; MANN, H.B. (Ed.) Contributions to probability and statistics. Stanford: Stanford
University Press, 1960. p. 278-292.

LGC / VAM — In-House Method Validation - A Guide for Chemical Laboratories. 2003.

RELACRE. Guia Relacre 13. Validacdo de Métodos Internos de Ensaio em Analise Quimica.
Portugal. 2000.

SERGENT, M. Statistical design: Chemometrics, number 25 of the series ‘Data handling in science
and technology’, R. E. Bruns, I. S. Scarminio and B. de Barros Neto, Elsevier, Amsterdam, 2006,
ISBN 978-0-444-52181-1, xx + 412 pp. Journal of Chemometrics, v. 21, n. 12, p. 635-635, 2007.

SOUZA, S.V.C.; JUNQUEIRA, R.G. A procedure to assess linearity by ordinary least squares
method. Analytica Chimica Acta, Vol. 552, issue 1-2, November 2005, p. 25-35.

TAYLOR, J.K . Quality Assurance of Chemical Measurements. Lewis Publishers, 1987.

THOMPSON, M. Recent trends in inter-laboratory precision at ppb and sub-ppb concentrations in
relation to fitness for purpose criteria in proficiency testing. Analyst, v.125, p. 385-6, 2000.

Thompson, M., S.L.R. Ellison, and R. Wood, Harmonized guidelines for single-laboratory validation
of methods of analysis - (IUPAC technical report).Pure and Applied Chemistry, 74(5): p. 835-855,
2002.

WEISBERG, S. Applied linear regression. New York: Wiley, 1985. 324 p.

WOOD, R., How to validate analytical methods. Trends in Analytical Chemistry, v. 18, n. 9, 10
September 1999, pp. 624-632(9).

7 SIGLAS

ABNT  Associacao Brasileira de Normas Técnicas

AOAC Association of Official Analytical Chemists (Associacdo de Quimicos Analiticos Oficiais)
ASTM  American Society for Testing and Materials (Sociedade Americana de Ensaios e Materiais)
Cgcre  Coordenacéo Geral de Acreditacdo

CMD  Concentracado Média Determinada

Ccv

Coeficiente de Variacdo

Dicla Divisédo de Acreditacdo de Laboratérios
DOQ Documento Orientativo da Qualidade

DP

Desvio Padrao

DPR Desvio Padrao Relativo

ER
En
IEC
ISO

Erro relativo

Erro normalizado

International Electrotechnical Commission (Comissao Eletrotécnica Internacional)
International Organization for Standardization (Organizacdo Internacional para Normalizag&o)

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry (Unido Internacional de Quimica Pura e

LD
LQ

Aplicada)
Limite de Deteccéo
Limite de Quantificag&o

MRC Material de Referéncia Certificado
NBR Norma Brasileira

NIT
VIM

Norma Inmetro Técnica
Vocabulario Internacional de Metrologia
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8 DEFINICOES

Para o propésito deste documento, sdo adotadas as definicdes contidas no documento DOQ-Cgcre-
020, nas normas ABNT NBR ISO/IEC 17000 e ABNT NBR ISO/IEC 17025 e no VIM. Algumas delas
seguem abaixo:

e Validacdo € a confirmacdo por exame e fornecimento de evidéncia objetiva de que os requisitos
especificos para um determinado uso pretendido sdo atendidos (ABNT NBR ISO/IEC 17025, item
3.9);

e Validacao é a verificacdo (ABNT NBR ISO/IEC 17025, item 3.8) na qual os requisitos especificados
sdo adequados para um uso pretendido (VIM, item 2.45);

e Verificacdo é o fornecimento de evidéncia objetiva de que um dado item satisfaz requisitos
especificados, como, por exemplo, a confirmagéo de que as propriedades relativas ao desempenho
Ou aos requisitos legais sao satisfeitas por um sistema de medicédo (VIM, item 2.45).

9 INTRODUCAO

O laboratério deve atender aos requisitos da ABNT NBR ISO/IEC 17025 para a selecao de métodos de
ensaios (item 7.2.1), desenvolvimento de métodos de ensaio pelo laboratorio (item 7.2.2), utilizagéo de
métodos ndo normalizados (item 7.2.2.1) e validagéo de métodos (item 7.2.2).

E fundamental que os laboratérios disponham de meios, critérios e objetivos para comprovar, por meio
da validacdo, que os métodos de ensaio que executam conduzem a resultados confiaveis e adequados
a qualidade pretendida.

O laboratorio, ao empregar métodos normalizados, necessita demonstrar que tem condi¢cdes de opera-
los de maneira adequada, dentro das condi¢Bes especificas existentes nas suas instalagfes antes de
implanta-los. Para os métodos normalizados, o laboratério deve obrigatoriamente estudar os parametros
descritos nos itens deste documento, referentes a recuperacdo/tendéncia (10.2.5) e precisédo (10.2.6)
em toda a faixa de trabalho, LD e LQ (10.2.3 e 10.2.4), desde que os parametros de validacdo estejam
declarados nos métodos em questao e estejam adequados ao uso pretendido. Muitas vezes, esse
estudo é chamado de verificagcdo. Se o método normalizado mudar, a verificagdo deve ser repetida.

Se um método existente for modificado para atender aos requisitos especificos ou um método
totalmente novo for desenvolvido, o laboratério deve se assegurar de que as caracteristicas de
desempenho do método atendam aos requisitos para as operacdes analiticas pretendidas. Para
métodos modificados (normalizados ou ndo) ou desenvolvidos pelo laboratério, existe uma série de
parametros a serem avaliados para garantir a adequacdo do método ao uso pretendido. Este
documento apresenta 0s parametros mais comumente utilizados no processo de validagdo. O
laboratorio deve definir os pardmetros de validacdo que melhor evidenciem a adequacdo do método ao
uso pretendido.
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10 VALIDACAO

Com o objetivo de confirmar que os métodos sdo apropriados para o uso pretendido, o laboratério deve
validar:

¢ Meétodos nao normalizados;

* Métodos criados/desenvolvidos pelo préprio laboratério;

* Métodos normalizados usados fora dos escopos para os quais foram concebidos;
* Ampliacbes e modificacbes de métodos normalizados.

A validagéo deve ser suficientemente abrangente para atender as necessidades de uma determinada
aplicacdo ou area de aplicacdo. O laboratério deve registrar 0s resultados obtidos, o procedimento
utilizado para a validacdo e uma declaracdo de que o método € ou ndo adequado para 0 uso
pretendido.

O processo de validacdo de um método deve estar descrito em um relatério de validacéo, e os estudos
para determinar os parametros de validacdo devem ser realizados com equipamentos e instrumentos
dentro das especificagdes, funcionando corretamente e calibrados.

Do mesmo modo, o responsavel pela realizacdo dos estudos deve ser competente na area e precisa ter
conhecimento suficiente sobre o trabalho, sendo capaz de tomar as decisdes apropriadas durante a
realizacdo do mesmao.

10.1 Planejamento e execuc¢do da validagéo
No planejamento e execugdo da validacdo, sugere-se a seguinte sequéncia de trabalho:

* Definir objetivo e escopo do método;

* Definir os parametros de desempenho;

* Definir os critérios de aceitacdo para cada parametro de desempenho;

* Verificar se as caracteristicas de desempenho dos equipamentos estdo compativeis com o exigido
pelo método em estudo;

* Qualificar os materiais, por exemplo, padrées e reagentes;

* Planejar os experimentos de validag&o, incluindo o tratamento estatistico a ser utilizado;

* Realizar os experimentos de validacéo;

* Realizar a andlise critica dos resultados obtidos, considerando os critérios de aceitagéo;

* Concluir se 0 método é adequado ao uso pretendido.

Os resultados devem estar documentados e registrados de modo organizado e facilmente acessiveis.
10.2 Paréametros de desempenho

Os parametros de desempenho devem estar claramente descritos no procedimento e relatério de
validacdo e devem incluir, quando aplicavel:

* Seletividade

* Linearidade / Faixa de trabalho / Faixa linear de trabalho / Sensibilidade
* Limite de Deteccéo (LD)

* Limite de Quantificagédo (LQ)

* Tendéncia/Recuperagéo

* Precisao (repetibilidade, preciséo intermediaria e reprodutibilidade)
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Robustez (*)

(*) A robustez é um procedimento opcional, normalmente realizado previamente a valida¢cdo do método,
na etapa de otimizagéo.

Os parametros que necessitam ser calculados durante o processo de validacdo podem variar de acordo
com o tipo de ensaio, conforme Tabela 1.

Tabela 1 — Parametros de validacado conforme o tipo de ensaio

R Tipo de ensaio
Parametros — —
Qualitativo Quantitativo

Seletividade v v
Linearidade / faixa de trabalho / Faixa N
linear de trabalho / Sensibilidade

Limite de deteccao v v
Limite de quantificac&o v
Tendéncia / recuperacdo \
Precisdo v
Robustez (*) (*)

(*) pardmetro opcional

Nota 1 - Dependendo da faixa de concentracao do analito, pode ndo ser necessaria a determinacao
dos limites de detecg¢édo e de quantificacdo. Por exemplo, quando a faixa de trabalho estiver muito
acima do LQ tipico para o método a ser validado.

Nota 2 - Os métodos estatisticos empregados neste documento baseiam-se no pressuposto de que
toda variagcdo, seja ela associada a amostra (homogeneidade) ou ao processo de medicéo, é
aleatéria e segue a distribuicdo de probabilidade de Gauss (também conhecida como distribuicdo

normal). Caso contrario, uma pesquisa mais aprofundada sera necessaria.

Nota 3 - Para os métodos qualitativos, a abordagem para determinacao da seletividade, do LD e da
robustez pode obedecer a pardmetros estatisticos e probabilisticos diferentes dos empregados para
métodos quantitativos, conforme indica a literatura. Este documento ndo aborda métodos estatisticos
especificos para esses problemas; para tanto, deverd ser elaborado um documento especifico ou
métodos especificos para problemas qualitativos que serdo incluidos em uma préxima revisdo deste
documento.
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10.2.1 Seletividade

Seletividade € o grau em que o método pode quantificar o analito na presenca de outros analitos,
matrizes ou de outro material potencialmente interferente (AOAC, 2002). Um método que produz
respostas para Vvarios analitos, mas que pode distinguir a resposta de um analito da de outros, é
chamado seletivo.

Experimentos para avaliagdo da seletividade descritos na literatura sobre validacdo de métodos
analiticos envolvem ensaios com padrdes ou materiais de referéncia, amostras com e sem 0 analito,
além da avaliacado da capacidade de identificacdo do analito de interesse na presenca de interferentes
(Tabela 2). Quando nao héa disponibilidade de interferentes, alguns autores sugerem a avaliagdo da
habilidade de medicdo do analito por diferentes métodos, técnicas ou por meio de variagbes nas
condi¢des instrumentais.

Se a seletividade ndo for assegurada, a linearidade, a tendéncia e a precisdo estardo seriamente
comprometidas.

Tabela 2 — Avaliacdo da seletividade

Procedimento Demonstrar Comentarios

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

Habilidade do método em estudo de | Evidéncias necessarias para
identificar e dosar o analito na dar suporte e gerar
presenca de interferentes. confiabilidade suficiente.

Efeito de interferentes - a presenca | Se alteram resultados,
de interferente acentua ou inibe a aperfeicoar o método ou
detecc¢édo ou quantificacdo do analito | selecionar outro mais
de interesse. adequado.

b) Analisar amostras contendo
varios possiveis interferentes na
presenca do analito de interesse.

A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no desempenho da medicdo. Esses
interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal, comprometendo o resultado. Adicionalmente, a
magnitude desse efeito também pode depender da concentracdo. Logo, no estudo de seletividade é
necessario verificar também a existéncia de efeito de matriz.

O procedimento adotado para o estudo do efeito de matriz depende da disponibilidade do analito, da
matriz sem o analito e de amostras de referéncia nas concentracdes de interesse. Alguns modos como
esse estudo pode ser conduzido estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 - Estudo de efeito de matriz

Caso Procedimento Hipoteses Teste estatistico | Conclus8es

Matriz sem o | Preparar dois grupos de | 1) a matriz ndo Teste F Se o teste F (Snedecor)

analito amostras de teste, um afeta a precisdo (Snedecor) de nao for significativo, a

disponivel ou | com a matriz e o outro do analito nos homogeneidade matriz ndo causa um efeito

um grupo sem, ambos os grupos niveis de de variancias, por | sobre a precisao, por nivel

satisfatorio com a concentracdo do | concentracfes nivel de de concentracao.

de amostras | analito idéntica em cada | estudados concentracéo

de referéncia | nivel de concentragéo €

disponivel de interesse. Deve-se € Se o teste t (Student) ndo
testar toda a faixa de 2) a matriz ndo Teste t (Student) | for significativo, a matriz
estudo (baixa, média e afeta o sinal do de comparacéo ndo causa um efeito sobre
alta), com no minimo 3 analito nos niveis | de médias, por o resultado, por nivel de
replicatas por nivel de de concentra¢des | nivel de concentracao.
concentracao. estudados concentracéao

Matriz sem o | Preparar duas curvas A matriz ndo Teste t para Comparam-se as

analito ndo analiticas, que interfere na inclinagbes das inclinagdes (coeficiente s

disponivel contenham a mesma inclinacéo da curvas. angulares) das curvas

adicéo de analito para
cada nivel de
concentracdo. Uma
curva é preparada com
adicdo de analito na
matriz da amostra (que
ja contém um nivel do
analito) e a outra curva
analitica ndo inclui a
matriz de amostra.
Devem ser preparados,
no minimo, 5 niveis de
concentracdo com 3
replicatas por nivel.

curva de adicéo
padrao.

Este mesmo
procedimento
também pode ser
aplicado no caso
acima.

analiticas. Se as
inclinagcbes dessas duas
curvas de regressao linear
nao diferirem
significativamente, ndo ha
efeito de matriz, o que
pode ser observado
graficamente pelo
paralelismo aproximado
das duas curvas. Caso
contrario, a curva analitica
deve ser preparada na
matriz. Os dados obtidos
nesse procedimento podem
ser usados para estudo da
linearidade.

Nota 1 - Essas replicatas devem ser preparadas de modo independente.

Nota 2 - Caso haja efeito de matriz, a linearidade, a precisdo e a tendéncia/recuperacao também
deverdo ser estudadas na matriz.

Nota 3 - E necessario esclarecer que o teste t (Student) é aplicavel quando a distribuicdo dos
resultados ou das medicbes pode ser modelada pela distribuicdo de probabilidade de Gauss
(também conhecida como distribuicdo normal). Pode-se verificar essa condi¢cao graficamente ou por
gualquer teste especifico como, por exemplo, o teste de Shapiro-Wilk. Ressalte-se que os testes de
hipoteses, incluindo o teste t (Student), ndo sdo adequados se forem poucas as repeticdes. No
entanto, esse é o teste atualmente mais utilizado em validag¢do. Assim, recomenda-se, sempre que
possivel, adotar um numero maior de repeticbes por nivel estudado ou pesquisar a distribuicao
adequada para a situacao que se tenha.




REV. PAGINA

DOQ-CGCRE-008 09 11/30

10.2.2 Linearidade/Faixa de trabalho/Faixa linear de trabalho/Sensibilidade

Linearidade de um procedimento analitico € a sua habilidade (dentro de uma dada faixa) em obter
resultados os quais sao diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra (ICH, 2005).

Faixa de trabalho de um procedimento analitico é o intervalo entre a menor concentracdo e a maior
concentracao de analito na amostra para o qual se demonstrou que o procedimento analitico tem um
nivel aceitavel de preciséo, exatidao e linearidade (ICH, 2005).

Faixa linear de trabalho € por inferéncia a faixa de concentracdo do analito em que os resultados do
método s&o proporcionais a concentragdo do analito (Eurachem guide, 2014).

Sensibilidade analitica € a mudanca na resposta do instrumento que corresponde a uma mudanca na
guantidade medida (Eurachem guide, 2014). E a inclinagdo da curva analitica.

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

No limite inferior da faixa de concentragéo, o fator limitante € o valor do limite de quantificagdo (LQ). No
limite superior, os fatores limitantes dependem do sistema de resposta do equipamento de medicéo.

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

Na Figura 1, estédo representados os parametros de desempenho descritos neste item.

Figura 1 - Exemplo tipico de uma curva analitica com a identificacdo dos parametros de
desempenho “Faixa de trabalho”, “faixa linear de trabalho”, “Sensibilidade”, “LD” e “LQ” (Fonte:
Eurachem Guide 2014)

44— Faixa de trabalho ——m
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£ * trabalho
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Concentracdo dos padries usados para calibracao
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A quantificagéo requer que se conhega a relagdo entre a resposta medida e a concentragéo do analito.
A linearidade é obtida por padronizacdo interna ou externa e formulada como expressdo matematica
para o calculo da concentracdo do analito a ser determinado na amostra real. A equacao da reta que
relaciona as duas variaveis é:

y =a+ bx Q)
Onde:
y: resposta medida (sinal instrumental como absorbancia, altura ou area do pico, etc.);
X: concentracgao;
a: coeficiente linear (interse¢cdo com o eixo y, quando x = 0);

b: coeficiente angular (inclinacdo da curva analitica = sensibilidade).

Os coeficientes da equacgéo de reta sédo calculados através das equacgdes abaixo:

a:—zy‘ —anxi = ¥ —bx @)

L 206 =50, - 9)
2. (% =%)’

3)

Onde:
X; : valores individuais de concentracgéo;

: valores individuais de sinal instrumental;

: média de valores de x (concentracao);
: média de valores de y (sinal instrumental).

< X <

O método é mais sensivel quando pequenas variagfes de concentragdo resultam em maior variagdo na
resposta, ou seja, maior inclinagao (b).

Sao necessarios varios niveis de concentracdo uniformemente distribuidos na faixa de trabalho
pretendida (no minimo cinco), para construir a curva analitica. O namero de replicatas analisadas de
cada concentracao deve ser de no minimo trés, e, preferencialmente, com os niveis de concentracdo
analisados em ordem aleato6ria (Thompson, 2002).

A linearidade de um método ndo pode ser observada apenas por meio do grafico dos resultados de
resposta em funcéo da concentracdo do analito. Antes de fazer a regresséo linear, deve ser verificada a
auséncia de valores aberrantes (em inglés, outliers) para cada nivel de concentracdo e a
homocedasticidade (igualdade das variancias) dos dados.

A verificacdo da auséncia de valores aberrantes pode ser feita pelo teste de Grubbs (ISO 5725-3,1994 e
ISO 5725-2, 1994) ou com base nos residuos padronizados Jacknife (SOUZA e JUNQUEIRA, 2005) e a
homocedasticidade, isto €, homogeneidade da variancia dos residuos pelos testes de Cochran
(ISO 5725-3:1994), de Levene (SOUZA e JUNQUEIRA, 2005) ou de Brown-Forsythe (SOUZA;
JUNQUEIRA, 2005).
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Se o sistema for homocedastico, calcular a equacéo da regressao linear simples usando o método dos
minimos quadrados ordinarios ndo ponderados. Caso seja heterocedastico, calcular a equacédo da
regressao linear simples usando o método dos minimos quadrados ordinarios ponderados. E importante
ressaltar que o comportamento heterocedastico pode ser causado por procedimentos analiticos
inadequados ou realizados com pouco rigor. Nesse caso, o recomendado é investigar essa situacdo e
aplicar acbes corretivas pertinentes, porque o método pode voltar a apresentar comportamento
homocedastico.

Calcular os coeficientes do modelo da regresséao linear simples, os residuos (residuo é a diferenca entre
o valor observado e o valor calculado pela equacdo da reta de regressédo para cada valor de x) e 0
coeficiente de correlacdo linear (r). Esse ultimo € um bom indicativo do quanto a reta pode ser
considerada adequada como modelo mateméatico, porém nao é conclusivo. Desse modo, devem ser
avaliados os residuos para verificar essa adequacao.

Os residuos devem ser representados graficamente e observado se ha comportamento aleatério. Caso
se observe alguma tendéncia no grafico de residuos, pode haver indicio de que o modelo linear seja
inadequado.

Deve-se também avaliar a linearidade por meio do teste F (também conhecido como F-Snedecor) na
analise da variancia (ANOVA) da regressao.

Algumas curvas analiticas ndo demonstram comportamento linear, mesmo apds qualquer
transformacédo. Nesses casos, 0 comportamento pode ser descrito por uma outra fungdo que modele a

relacdo entre a concentracdo do analito e a resposta medida.

Na Tabela 4, esta um resumo das etapas para determinacao da faixa linear de trabalho.

Tabela 4 - Resumo das etapas para determinacdo da Faixa Linear de Trabalho

N° Replicatas

Matriz

Procedimento

Etapa (1):

1 (uma) por nivel

- Branco com adicéo de
concentracdes variadas do analito
ou

- Branco da amostra com adicao de
concentracdes variadas do analito

Objetivo: Selecéo da faixa de trabalho. Identificar
inicialmente, por observacgéao visual, a faixa linear
aproximada e os limites superior e inferior da faixa de
trabalho

- Colocar no eixo x as concentra¢des do analito e no
eixo do y as respostas das medi¢des.

- Ir para a etapa (2)

Etapa (2)

> 3 (trés) por nivel

- Materiais de referéncia (diferentes
concentracdes), na faixa
selecionada

ou
- Branco da amostra com adicdo de
concentracdes variadas do analito,
na faixa selecionada

QObs.: preparar diferentes
concentracdes de modo
independente e ndo aliquotas da
mesma solucdo mae

Usar no minimo 5 niveis de
concentracio

Obijetivo: confirmar a linearidade na faixa de trabalho
selecionada.

- Colocar no eixo x as concentrac6es do analito e no
eixo do y as respostas das medic¢des.

- Verificar a existéncia de valores aberrantes que
possam interferir na regresséo.

Verificar a homocedasticidade da distribuicdo dos
dados.

Aplicar a regressdo linear adequada e calcular o
coeficiente de correlagéo (r).

Com base na estimativa dos residuos, construir um
gréfico e avaliar a tendéncia. A distribuicdo aleatoria
em torno da linha reta confirma a linearidade.
Tendéncias sisteméaticas indicam a néo linearidade.

Nota 1 - Branco = 4gua reagente;
Nota 2 - Branco da amostra = matriz da amostra sem o analito de interesse.
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10.2.3 Limite de Deteccéao (LD)

Limite de deteccdo (LD) de um procedimento analitico individual € a menor quantidade de analito na
amostra que pode ser detectada, mas nao necessariamente quantificada sob as condigbes
estabelecidas para o ensaio (ICH, 2005; NATA, 2013).

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

A importancia dessa determinacdo e os problemas associados a ela advém do fato de que a
probabilidade de deteccdo ndo muda rapidamente de “0” para “1” quando seu limiar é ultrapassado.

O limite de deteccido para um procedimento analitico pode variar em funcéo do tipo da amostra. E
fundamental assegurar-se de que todas as etapas de processamento do método analitico sejam
incluidas na determinacgéo desse limite de detecg¢éo, também é importante para ensaios qualitativos.

Existem diversos modos de se calcular o limite de deteccdo. S&o apresentadas a seguir algumas
dessas abordagens.

10.2.3.1 Avaliacao/Percepcéao visual
Baseia-se na percepcao da resposta da concentragdo do analito ou da propriedade observada.

O limite de deteccéo € determinado pela analise de amostras com concentra¢des conhecidas de analito
ou por valores de propriedades conhecidos e pela definicho de um nivel minimo em que o
analito/propriedade pode ser detectado com confianca.

Normalmente séo realizadas sucessivas diluicdes até se encontrar a menor concentracdo/menor valor
de propriedade que pode ser diferenciado do branco.

10.2.3.2 Relagéo Sinal/Ruido

Essa abordagem s6 pode ser aplicada em procedimentos analiticos que apresentem ruido de linha de
base.

A relagdo sinal/ruido é determinada pela comparacdo dos sinais medidos de amostras com baixas
concentragcdes conhecidas do analito e dos ruidos dos brancos de amostras, definindo-se a
concentracdo minima em que o analito pode ser detectado com confianga. Uma relacdo sinal/ruido de
3:1 ou 2:1 é geralmente considerada aceitavel para a estimativa do limite de detecc&do. E importante
ressaltar que a regido do ruido do branco deve ser a mesma do sinal medido.



REV. PAGINA

DOQ-CGCRE-008 09 15/30

10.2.3.3 Estimativa a partir da curva analitica

10.2.3.3.1 Método simplificado

O limite de deteccédo (LD) pode ser estimado pela equacao (4):
LD=33s/b (4)

Onde: s = desvio padrao da resposta do branco
b = inclinacdo (coeficiente angular) da curva analitica

Nota 1 - Esse método fornece melhores resultados ao nivel de tragos. Em altas concentracdes, esse
método estima valores de LD acima dos reais.

Nota 2 - Quando o branco nédo gera sinal, pode-se adotar para o valor de “s” o desvio padrdo do menor
nivel da curva analitica.

Nota 3 - A inclinagdo “b” pode ser estimada por meio da curva analitica do analito construida na
avaliacdo da linearidade.

10.2.3.3.2 Método completo

Essa abordagem utiliza sy/x, obtido pela equagéo (6) no lugar de sg na estimativa do limite de deteccéo,
na equacéo (5):

LD =yp+ 3sB (5)
Onde:
ys: sinal do branco
sg: desvio padrao do branco

(6)

Onde:
S,/x - desvio padrao residual;
y; : valor individual de sinal instrumental (resposta);

¥, : valor da resposta predita pela equagdo da curva analitica;
N : nimero de medicdes.

O valor do coeficiente linear da curva analitica pode ser usado como sinal do branco yg, que € uma
estimativa mais exata do valor de yg do que uma simples medi¢cdo do branco. O valor obtido para LD
esta em termos de resposta e deve ser convertido para concentracdo através da equacgao de regressao
da curva analitica.

Por exemplo, se um método qualquer onde os valores de coeficientes angular e linear séo
respectivamente 1,93 e 1,52, e o valor de syx € de 0,4329, tem-se:

LD = 1,52 + 3 x 0,4329, ou seja, 2,82 em termos de resposta. Usando a equacéo de regresséo, o LD
equivale a 0,67 pg/mL (Fonte: Miller & Miller, 2010).
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10.2.3.4 Estimativa pelo desvio padréo do branco
10.2.3.4.1 Branco de amostra

O branco de amostra é a matriz sem o analito de interesse. O limite de deteccdo (LD) pode ser
estimado pela equacao (7):

LD= X+t 11,-S (7)
Onde:

X : média dos valores dos brancos da amostra;
t: abscissa da distribuicdo de Student, dependente do tamanho da amostra e do grau de confianca;
s: desvio padrdo amostral dos brancos da amostra.

Nota 1 - A média e o desvio padrdo amostral dos brancos da amostra sdo dependentes da matriz.

Nota 2 - Véalido somente quando os valores dos brancos apresentarem um desvio padrdo amostral
diferente de zero.

10.2.3.4.2 Branco da amostra com adicdo da menor concentracéo aceitavel do analito
O limite de deteccédo (LD) pode ser estimado pela equacao (8):

LD=0+t ;. ,.S 8)

sendo:
t: abscissa da distribui¢cdo de Student, dependente do tamanho da amostra e do grau de confiancga;
s: desvio padrédo amostral dos brancos da amostra, com adi¢ao.

Nota - A “menor concentragdo aceitavel’ é aquela tida como a concentragao mais baixa para a qual um
grau de incerteza pode ser considerado satisfatorio.

E fundamental que avaliacbes independentes sejam realizadas em amostras com concentragio igual ao
limite de deteccéo determinado.

O numero de replicatas muito elevado pode superestimar o limite de deteccéo; por essa razéo, esse
namero (n) deve expressar a rotina do laboratério.

Por exemplo, no caso de se analisar 7 aliquotas, tem-se 7-1 = 6 graus de liberdade de uma matriz de
branco da amostra com adicdo da menor concentracdo aceitavel do analito. Para esses graus de
liberdade, o valor de t unilateral, para 99% de confianca é 3,143. O LD sera igual a 3,143 vezes o desvio
padrdo amostral.

10.2.3.5 Estimativa por meio de curva de desvios padréo

Nessa abordagem, séo preparadas solugbes com adicdo de concentracdes variadas do analito ao
branco, préximas ao LD que se supde para o método. O LD pode ser determinado pela andlise de 7
replicatas de amostra em pelo menos 3 concentracfes distintas, sendo a menor concentracao
razoavelmente proxima de zero. Um grafico de concentracédo versus desvio padrdo de cada nivel é
construido e, entdo, extrapolado para estimar o desvio padrédo a concentragdo “zero” (sg). O LD do
método é considerado como b+3s,, onde b é o valor médio da amostra do branco (NATA, 2013).
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10.2.3.6 Consideracdes sobre o LD

O método analitico deve ser especificado e o LD 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 LD deve ser identificada.

Uma vez estabelecido o LD por uma das abordagens citadas ou outra abordagem contida em
documentos nacionais ou internacionais reconhecidos, esse deve ser confirmado por meio da analise
de amostras independentes no mesmo nivel de concentracao/propriedade do LD. Quando cabivel,
adota-se um nuamero de 6 replicatas (Massart, 1997). Caso alguma das replicatas ndo seja detectada,
significa que o LD determinado pode ter sido subestimado, devendo o mesmo ser reavaliado.

10.2.4 Limite de Quantificagéo (LQ)

O limite de quantificagdo (LQ) de um procedimento analitico individual € a menor quantidade do analito
na amostra que pode ser quantitativamente determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis (ICH,
2005).

Na pratica, corresponde normalmente ao padrdo de calibragdo de menor concentracdo (excluindo o
branco). Esse limite, apds ter sido determinado, deve ser testado com amostras independentes no
mesmo nivel de concentracdo/propriedade do LQ, para averiguar se a recuperacdo/tendéncia e a
precisdo conseguidas sdo satisfatérias. Quando pertinente, adota-se um nuamero de 6 replicatas. O
limite de quantificag@o é importante para métodos quantitativos.

Existem diversos modos de se calcular o limite de quantificacdo. Sao apresentadas a seguir algumas
dessas abordagens.

10.2.4.1 Avaliacéo / Percepc¢éo visual
Baseia-se na percepcao da resposta da concentragdo do analito ou propriedade observada.

O limite de quantificacdo é geralmente determinado pela andlise de amostras com concentragdes
conhecidas dos analitos ou valores de propriedades conhecidos e pelo estabelecimento de um nivel
minimo em que o analito pode ser quantificado com recuperacgdo/tendéncia e precisao aceitaveis.

Normalmente séo realizadas sucessivas diluicdes até se encontrar a menor concentragdo/menor valor
de propriedade que pode ser quantificado com confianga.

10.2.4.2 Relagéo Sinal/Ruido

Esta abordagem s6 pode ser aplicada em procedimentos analiticos que apresentem ruido de linha de
base.

A relacdo sinal/ruido é determinada pela comparacao dos sinais medidos de amostras com baixas
concentragcdes conhecidas do analito e dos ruidos dos brancos de amostras, definindo-se a
concentracdo minima em que o analito pode ser detectado com confianga. A relacdo sinal/ruido tipica
para a estimativa do limite de quantificacdo € de 10:1. Também podem ser adotadas relacdes
sinal/ruido de 6:1 e 5:1, em funcdo do método. E importante ressaltar que a regiéo do ruido do branco
deve ser a mesma do sinal medido.
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10.2.4.3 Estimativa a partir da curva analitica
O limite de quantificacdo (LQ) pode ser estimado pela equacéo (9):
LQ=10s/b 9)
Onde:
s: desvio padréo da resposta do branco

b: inclinacdo (coeficiente angular) da curva analitica

Nota 1 - Esse método fornece melhores resultados ao nivel de tracos. Em altas concentracdes, este
método estima valores de LQ acima dos reais.

Nota 2 - Quando o branco ndo gera sinal, pode-se adotar para o valor de “s” o desvio padrdo do menor
nivel da curva analitica.

Nota 3 - A inclinagdo “b” pode ser estimada por meio da curva analitica do analito construida na
avaliacdo da linearidade.

10.2.4.4 Estimativa pelo desvio padrao do branco

10.2.4.4.1 Branco de amostra
O limite de quantificacdo (LQ) pode ser estimado pela equagéo (10):

LQ= X +10.s (10)

Onde:

X : média dos valores dos brancos da amostra;
s: desvio padrao amostral dos brancos da amostra.

Nota 1 - A média e o desvio padrdo amostral dos brancos da amostra sao dependentes da matriz.

Nota 2 - Vélido somente quando os valores dos brancos apresentarem um desvio padrdo amostral
diferente de zero.

Nota 3 - A IUPAC prop6e o valor “10” como valor padrdo da equacdo (10) (Massart, 1997). Pode-se
adotar também os valores “5” ou “6” em fung&o do rigor analitico exigido.

10.2.4.4.2 Branco da amostra com adi¢cdo da menor concentracdo aceitavel do analito
O limite de quantificagcdo (LQ) pode ser estimado pela equacéo (11):
LQ=0+10s (11)

Onde:
s: desvio padrao amostral dos brancos da amostra, com adi¢ao.

Nota 1 - A “menor concentragao aceitavel” é aquela tida como a concentragdo mais baixa para a qual
um grau de incerteza pode ser considerado satisfatorio.

Nota 2 - A IUPAC propbe o valor “10” como valor padréo da equagao (11) (Massart, 1997). Pode-se
adotar também os valores “5” ou “6” em fungao do rigor analitico exigido.
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10.2.4.5 Estimativa por meio da curva de desvios padréo

Nesta abordagem, sdo preparadas solu¢cdes com adicdo de concentracdes variadas do analito ao
branco, proximas ao LD/LQ que se supfe para o método. O LQ pode ser determinado pela analise de 7
replicatas de amostra em pelo menos 3 concentracBes distintas, sendo a menor concentracao
razoavelmente proxima de zero. Um grafico de concentracdo versus desvio padrdo de cada nivel é
construido e, entdo, extrapolado para estimar o desvio padrao a concentragao “zero” (So). O LQ do
método é considerado como b+10so, onde b € o valor médio da amostra branco (NATA, 2013).

10.2.4.6 Consideracdes sobre o LQ

O LQ pode ser determinado a partir do LD, porém o mais apropriado é determinar o LD a partir do LQ
por meio da equagéo (12):

LD=LQ/3,3 (12)

O método analitico deve ser especificado e 0 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.

Uma vez estabelecido o LQ por uma das abordagens citadas ou outra abordagem contida em
documentos nacionais ou internacionais reconhecidos, esse deve ser confirmado experimentalmente
por meio da analise de amostras independentes no mesmo nivel de concentracdo/propriedade do LQ.
Quando cabivel, adota-se um numero de 6 replicatas (Massart,1997) e deve-se avaliar se a
concentracdo do LQ tem precisdo e recuperacdo aceitaveis, calculando-se a recuperacédo (%) e o
coeficiente de variacdo (%). Caso essa concentracdo estimada como LQ n&o atenda a preciséo e a
recuperacao desejadas, significa que o LQ esta subestimado e nova estimativa deve ser realizada com
concentracdes maiores.

A concentragdo do LQ € sempre igual ou maior ao primeiro ponto da curva analitica. Para a analise em
nivel de tracos, é recomendado adotar o LQ como a concentracdo mais baixa da curva analitica. Nesse
caso, € importante incluir um controle no método, em concentracdo equivalente ao LQ, para
acompanhar o desempenho nessa concentracdo e fornecer dados para a reestimacéo periddica do
mesmo com os dados de controle.

Nota - Para estimar o LQ de um método, andlises devem ser realizadas em amostras, incluindo todas
as etapas do procedimento analitico (NATA, 2013). No caso em que o método de medicao tiver etapa
de concentracdo, em amostras com resultados abaixo do LQ, o laboratério deve expressar claramente o
fator de concentracéo na expressao do resultado (<LQ) em amostras reais.

Exemplo: Um método cujo LQ é 1,0 mg/L e a amostra analisada foi pré-concentrada 10 vezes, sendo a
leitura da amostra abaixo de 1,0 mg/L, o resultado devera ser expresso como: < 0,1 mg/L considerando
o fator de concentragéo de 10 vezes.

10.2.5 Tendéncia/Recuperacao
Os processos normalmente utilizados para avaliar a tendéncia de um método séo, entre outros: uso de
materiais de referéncia certificados (MRC), participacdo em comparacdes interlaboratoriais, comparacéo

com método de referéncia (ou método validado) e realizagéo de ensaios de recuperagao.

A tendéncia, quando aplicada a uma série de resultados de ensaio, implica numa combinacdo de
componentes de erros aleatorios e sistematicos.
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7

A determinagdo da tendéncia com relagdo aos valores de referéncia apropriados € importante no
estabelecimento da rastreabilidade aos padrées reconhecidos.

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

valorobserado, 4 g9, (13)
valorespeado

Esta tendéncia deve ser corrigida ou demonstrada ser desprezivel, mas, em ambos o0s casos, a
incerteza associada a determinacdo da tendéncia permanece como um componente essencial da
incerteza global.

Nota - A exatiddo é avaliada numericamente por meio da tendéncia.
10.2.5.1 Materiais de referéncia certificados

Sempre que disponiveis, os materiais de referéncia certificados (MRC) devem ser utilizados no
processo de validacdo de um método de ensaio. Um MRC tem um valor de concentracdo, ou outra
grandeza, para cada parametro, e uma incerteza associada. E muito importante, portanto, que o
fornecimento desses MRC seja realizado por organismos competentes conforme estabelecido na NIT-
Dicla-030.

O uso correto dos MRC consiste na sua andlise para avaliar o desempenho do método. Na avaliacdo da
tendéncia utilizando um material de referéncia certificado, os valores obtidos pelo laboratdrio — média e
0 desvio padrdo amostral de uma série de ensaios em replicata — devem ser comparados com 0s
valores certificados do material de referéncia. Para essa comparacdo podem ser utilizados diversos
critérios de decisao, entre os quais:

e erro relativo, e
e erro normalizado.

Quando o valor obtido ndo estiver dentro do intervalo da regido de aceitacdo para o valor certificado, o
laborat6rio deve procurar as causas desse desvio e procurar elimina-las.

10.2.5.1.1 Erro relativo (ER)

Um modo de avaliar a exatiddo do método € por meio do célculo do erro relativo (ER), expresso em
percentagem conforme a equacéo (14):

ER = % 100 (14)

\
Sendo:
Xiap = valor obtido ou média aritmética de valores obtidos experimentalmente

Xy = valor admitido como verdadeiro (valor certificado do MRC)
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10.2.5.1.2 Erro normalizado

Quando o laboratério calcular a incerteza expandida do seu resultado (Uia), 0 valor verdadeiro (Xy) deve
estar dentro do intervalo (Xip. * Ua). Quando isso n&o acontece, esse intervalo pode estar
subestimado. Nesses casos, é empregado o conceito de erro normalizado (En):

E — (Xlab B Xv)
" Jul +U?2

ref

(15)

Onde:
Urer: incerteza associada ao MRC.
Se | En| £ 1, considera-se que o resultado do laboratorio é adequado.

10.2.5.2 Ensaios de recuperagéo

A recuperacdo 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 concentrac6es (baixa, média e alta) da faixa de uso do método.

A limitacdo deste procedimento é a de que o analito adicionado ndo estd necessariamente na mesma
forma que a presente na amostra. A presenca de analitos adicionados em uma forma mais facilimente
detectavel pode ocasionar avaliagbes excessivamente otimistas da recuperacao.

A recuperacdo € calculada segundo a equacao (16):

C,-C
Recuperagdo (%) = {1(:—2} x100 (16)
3
Onde:
C1: concentracdo do analito na amostra fortificada.
C2: concentracdo do analito na amostra néo fortificada.
C3: concentracao do analito adicionado a amostra fortificada.

E importante que os laboratérios estabelecam critérios de aceitacdo para recuperacio, de preferéncia
seguindo as orientagfes normativas da legislagcéo aplicavel as areas de atividades, como, por exemplo,
meio ambiente. Normalmente, os critérios estdo atrelados ao nivel de concentracdo. Na Tabela 5,
temos, como exemplo, os critérios sugeridos pela AOAC.

Tabela 5 - Critério de aceitacéo para recuperacao

Analito, % Fracdo Méssica (C) Unidade Recuperagao média, %
100 1 100% 98 — 102
10 101 10% 98 — 102
1 102 1% 97 — 103
0,1 103 0,1% 95 — 105
0,01 10+ 100 ppm (mg/kg) 90 — 107
0,001 105 10 ppm (mg/kg) 80-110
0,0001 106 1 ppm (mg/kg) 80— 110
0,00001 107 100 ppb (ug/kg) 80 -110
0,000001 108 10 ppb (ug/kg) 60 -115
0,0000001 10° 1 ppb (pg/kg) 40 -120

Fonte: AOAC, 2016
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10.2.5.3 Comparagdo com método de referéncia

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 € estudar o grau de proximidade
dos resultados obtidos pelos dois métodos, ou seja, avaliar a exatiddo do método em processo de
validacdo com o de referéncia.

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

Existem vérias técnicas para comparar os resultados obtidos por dois métodos de ensaio, entre as
quais: testes de hipétese e planejamento de experimentos.

No teste de hipotese, primeiramente aplica-se o Teste F para avaliar se as variancias sao
estatisticamente iguais ou diferentes. O teste t (Student) é utilizado em seguida para verificar se as
médias dos resultados de dois métodos podem ser consideradas estatisticamente iguais.

10.2.6 Precisao

Normalmente determinada para circunstancias especificas de medicdo e as trés maneiras mais comuns
de expressa-la sdo por meio da repetibilidade, precisdo intermediaria e da reprodutibilidade, sendo
usualmente expressas pelo desvio padréo e coeficiente de variagao.

O coeficiente de variagdo (CV, usualmente expresso em %), também conhecido como desvio padrao
relativo (DPR), é calculado da seguinte forma (equacéo 17):

CV=DPR=(DP/CMD) x 100 a7
Sendo:
DP é o desvio padréo;
CMD é a concentragdo média determinada.

10.2.6.1 Repetibilidade

A condicao de repetibilidade de medicao, de acordo com o VIM (2012), é a condi¢cdo de medi¢cdo num
conjunto de condigfes, as quais incluem o mesmo procedimento de medicédo, 0s mesmos operadores, 0
mesmo sistema de medicdo, as mesmas condicbes de operacdo e o mesmo local, assim como
medicdes repetidas no mesmo objeto ou em objetos similares durante um curto periodo de tempo.

A repetibilidade pode ser expressa quantitativamente em termos da caracteristica da dispersao dos
resultados e pode ser determinada por meio da andlise de padrdes, material de referéncia ou adi¢do do
analito ao branco da amostra, em varias concentracdes na faixa de trabalho.

As repeticdes devem ser independentes, ou seja, incluir todas as etapas de preparo do processo de
medicao. Para avaliar a repetibilidade do método, o nimero minimo de repeticées para cada nivel de
concentracao varia de acordo com diferentes documentos de validacdo, mas tipicamente sdo entre 6 e
15 por material usado no estudo. Considerando-se a dificuldade de estimar um desvio padréo confiavel
a partir de poucas repetigbes, é admissivel que os valores calculados a partir de varios pequenos
grupos de repeticdes possam ser agrupados para se obter estimativas com nameros suficientes de
graus de liberdade (Eurachem, 2014). E importante testar as concentrages baixa, média e alta da faixa
de trabalho.

Nota - Na avaliacdo da precisdo, quanto maior o niumero de replicatas, melhor é avaliacdo da dispersao
do método.
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10.2.6.1.1 Critérios de aceitacdo para repetibilidade

E importante que os laboratérios estabelecam critérios de aceitacdo para o desvio padrdo relativo
(DPR), também chamado de coeficiente de variagdo (CV), obtido sob condi¢bes de repetibilidade, de
preferéncia seguindo as orientacdes normativas da legislacdo aplicavel as areas de atividades, como,
por exemplo, meio ambiente. Normalmente, os critérios estdo atrelados ao nivel de concentracdo. Na
Tabela 6 temos, como exemplo, os critérios sugeridos pela AOAC.

Tabela 6 - Critério de aceitacéo para repetibilidade

Analito % Fracdo Massica (C) Unidade DPR, %
100 1 100% 1,3
10 101 10% 1,9
1 102 1% 2,7
0,1 103 0,1% 3,7
0,01 104 100 ppm (mg/kg) 5,3
0,001 105 10 ppm (mg/kg) 7,3
0,0001 106 1 ppm (mg/kg) 11
0,00001 107 100 ppb (pg/kg) 15
0,000001 108 10 ppb (ng/kg) 21
0,0000001 10° 1 ppb (ug/kg) 30

Fonte: AOAC, 2016
10.2.6.2 Precisao intermediaria

A precisao intermediaria, de acordo com o VIM (2012), refere-se a precisao avaliada sob condi¢cbes que
compreendem o mesmo procedimento de medigdo, o mesmo local e medi¢cdes repetidas no mesmo
objeto ou em objetos similares, ao longo dum periodo extenso de tempo, mas pode incluir outras
condi¢des submetidas as mudancas. Nesse estudo, deve-se definir exatamente quais condi¢cdes serdo
variadas (uma ou mais), tais como:

* diferentes analistas;
» diferentes equipamentos;
» diferentes tempos.

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

Na maioria dos casos, o valor de precisao intermediaria é funcéo do nivel de concentracdo do ensaio e

0 seu calculo é efetuado, preferencialmente, a partir dos resultados obtidos, apés eliminacdo dos
resultados discrepantes. A visualizacao grafica dos valores também pode ser (til para identifica-los.

Dependendo do ensaio e do tipo de aplicacdo do estudo da precisdo intermediaria, existem varios
métodos para determinacdo e controle desse parametro, tais como:

* por meio de grafico de controle do desvio padréao, que podera ser aplicado para replicatas
de amostras e para padrfes estaveis ao longo do tempo;
* por meio da equacgéo (18):

. e
SPjx) = \/m ZZ(yjk - yj)z (18)

j=1 k=1

Spi(j,k) = desvio padréo de precisdo intermediaria;
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t = total de amostras ensaiadas (n&o confundir com o t de Student);
n = total de ensaios efetuados por amostra;

j=n°daamostra, j=1,t

k = n°do ensaio da amostraj, k=1, n

yik = valor do resultado k para a amostra |

y; = representa a média aritmética dos resultados da amostra j.

Nesse caso, a determinagcdo da precisdo intermediaria é feita por meio de t valores de n ensaios de
amostras ou padrdes. A precisao intermediaria baseia-se na dispersado entre ensaios. E recomendado
que o valor “t (n-1)”, seja, pelo menaos, igual a 15.

Quando n = 2, a equacao (18) toma a forma da equacao (19):

. 1 <
Sl(j,k) :\/2—1-;()/1'1_3/1'2)2 (19)
Sendo:

Yo = primeiro resultado obtido para a amostra j;

Yi2 = segundo resultado obtido para a amostra j

Um meétodo simplificado para estimar a precisdo intermediaria baseia-se na execu¢éo de n medi¢des (n
> 15), em condi¢des predefinidas, sobre:

* Uma mesma amostra;
» amostras supostamente idénticas;
* padrdes

A estimativa da precisdo intermediaria Si (), neste caso, € dada pela equacao (20):

S :\/ﬁ;(yk - Yy (20)

em que Si (j,k) € o desvio padréo de precisdo intermediéria relativo a esse grupo, onde os simbolos
relativos as condicdes intermediarias de precisdo podem aparecer entre parénteses (Ex: Si (T.O)
significa tempo e operadores diferentes). Esse método revela-se menos eficiente quando comparado
com os anteriores.

Sendo:
n = n° de ensaios efetuados por amostra ou padrao;
yk = cada resultado obtido;
y = representa a média aritmética de cada resultado obtido.

O desvio padrédo da precisao intermediaria é a dispersao mais realista do método, podendo ser usado
para calculo de incerteza de medigéo.
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Nota - E uma boa préatica metrologica avaliar se alguma condic&o testada influencia significativamente o
valor do desvio padrdo da precisdo intermediaria. Para avaliar se 0s grupos testados (ex: analistas
diferentes) sdo considerados estatisticamente semelhantes, os resultados dos estudos efetuados sob
condicbes variadas podem ser comparados pelos testes F e t ou pela=ANOVA.

10.2.6.3 Reprodutibilidade

Embora a reprodutibilidade ndo seja um componente de validacdo de método executado por um Unico
laboratério, € considerada importante quando um laboratério busca a verificagdo do desempenho dos
seus meétodos em relagdo aos dados de validag&o obtidos por meio de comparacgéo interlaboratorial.

10.2.6.3.1 Critérios de aceitacdo para reprodutibilidade

E importante que os laboratérios estabelecam critérios de aceitacdo para o desvio padréo relativo obtido
sob condi¢cBes de reprodutibilidade, de preferéncia seguindo as orientagcdes normativas da legislagédo
aplicavel as areas de atividades, como, por exemplo, meio ambiente. Normalmente, os critérios estdo
atrelados ao nivel de concentracdo. Na Tabela 7 temos, como exemplo, os critérios sugeridos pela
AOAC.

Tabela 7 - Critério de aceitacdo para reprodutibilidade

Analito, % Fracdo Massica (C) Unidade DPR predito, %
100 1 100% 2
10 101 10% 3
1 102 1% 4
0,1 103 0,1% 6
0,01 104 100 ppm (mg/kg) 8
0,001 10° 10 ppm (mg/kg) 11
0,0001 10° 1 ppm (mg/kg) 16
0,00001 107 100 ppb (ug/kg) 22
0,000001 108 10 ppb (ug/kg) 32
0,0000001 1079 1 ppb (ug/kg) 45

Fonte: AOAC, 2016

Uma boa pratica € avaliar se o desvio padrdao experimental da reprodutibilidade estd compativel com o
desvio padrdo predito pela equacdo de Horwitz, modificada por Thompson, que é baseada na
concentracao c do analito:

- parac>0,138 =0=0,01¢c9° (21)
- para 1,2x10 " <¢ > 0,138 = 6 =0,02 ¢ 084% (22)
-parac<1,2x10” =0=002c (23)

A Tabela 8 apresenta um resumo da determinacdo da repetibilidade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade.
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Tabela 8 - Repetibilidade, Precisdo Intermediaria e Reprodutibilidade

Analisar: Padrdes, materiais de
referéncia ou amostras
fortificadas a varias
concentracdes ao longo da
faixa de trabalho

Repeticdes
(independentes)

O que calcular a
partir dos dados?

Comentéarios

Determinar o desvio

a) Mesmo analista, equipamento, >6 ~ Determinar o desvio padrao
L . = padrdo amostral (s) Lo
laboratério, periodo curto amostral da repetibilidade
_ de cada ~
(repetibilidade) ~ de cada concentracao.
concentracdo
b) Analistas e equipamentos Determinar o desvio | Determinar o desvio padrao
diferentes, mesmo laboratério, 26 padrdao amostral (s) | da reprodutibilidade
periodo estendido (precisédo de cada intralaboratorial de cada
intermediéria) concentracao concentracao.
. . | Determinar o desvio padrao
. . Determinar o desvio S
¢) Analistas, equipamentos e >6 da reprodutibilidade

laboratérios diferentes, periodo
estendido (reprodutibilidade)

padrdo amostral (s)
de cada
concentracdo

interlaboratorial de cada
concentragao.

Requer estudo colaborativo

Fonte: Eurachem, 2014

O Laboratério deve realizar o maior numero de repeticdes técnica e economicamente viaveis, pois se o
namero de repeti¢des for reduzido, as conclusdes, para uma determinada confiabilidade, podem néo ter
utilidade pratica ou o erro maior que o admissivel.

10.2.6.4 Limites de preciséo

A partir do desvio padrdo s € util calcular os limites de precisdo. Isso permitird ao analista decidir
guando ha uma diferenca significativa, a um determinado nivel de confianca, entre os resultados de
andlises duplicadas de uma amostra obtida sob condi¢gbes especificadas. O limite de repetibilidade (r) é
calculado conforme a equacéo (24):

M=ty 10y V2 .S (24)

Onde o fator /2 reflete a diferenca entre 2 medicdes, t € o valor da abscissa da distribuicdo t (Student)
bilateral para determinado niumero de graus de liberdade (relacionados a estimativa do s;) e nivel de
confianga. Para graus de liberdade relativamente altos, t é aproximadamente igual a 2 para 95,35% de
confianga; assim, o limite de repetibilidade é frequentemente aproximado como:

r=28.s (25)
O limite de precisao intermediaria e limite de reprodutibilidade (R) sé@o calculados de maneira similar,
substituindo s; por s e sg, respectivamente (Eurachem, 2014).

10.2.6.5 Avaliacéo da aceitabilidade das caracteristicas de precisdo de um método de analise

No caso de ndo haver métodos com 0s quais possam ser comparadas as caracteristicas de preciséo,
entdo, valores tedricos de repetibilidade e reprodutibilidade podem ser calculados a partir da equacao
de Horwitz. A forma mais adequada é o uso dos valores da HORRAT (HORwitz RATIo) para avaliar a
aceitabilidade das caracteristicas de precisdo de um método.
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O valor de HORRAT é dado por:

DPR) derivado do estudo colaborativo (26)
DPR) previsto da equagéo de Horwitz

Assim, HOg, o0 valor HORRAT para reprodutibilidade, é o valor do desvio padrao relativo (DPR ou CV)
da reprodutibilidade dividido pelo valor do desvio padrédo relativo (DPR ou CV) da reprodutibilidade
calculado a partir da equacéo de Horwitz, na concentragcédo de interesse.
10.2.6.5.1 Interpretacao
Se os valores de HORRAT forem menores ou iguais a 2, os valores da reprodutibilidade dos métodos
podem ser considerados satisfatorios. Os laboratérios devem se assegurar de que 0os métodos que eles
empregam atendem a esse critério.
10.2.6.5.2 Célculo do valor de Horwitz
O valor de Horwitz é derivado da equacao de Horwitz, que estabelece para qualquer método:

DPRg = 2 (1-0,510gC) (27)
E que este valor independe da matriz/analito. Os principais valores estdo na Tabela 9:

Tabela 9 - Valores de Horwitz

Raz&o de Concentracéo PDPRg
1 (100%) 2
101 2,8

102 (1%) 4
103 5,6
104 8
10° 11
106 (ppm) 16
107 23
108 32
10° (ppb) 45

10.2.7 Robustez

A robustez de um método analitico € a capacidade do método em né&o ser afetado por pequenas
variagdes nos parametros de execucdo do método. A robustez fornece uma indicagédo da confianga do
método durante uma aplicacéo rotineira (Eurachem, 2014).

A robustez é um parémetro opcional dentro dos estudos de validacdo, muitas vezes estando mais
associado a estudos de otimizacdo. Para determinar a robustez de um método de ensaio, pode-se
recorrer ao planejamento de Youden (2002/657/EC) ou de Plackett-Burman (Sergent, 2007), por
exemplo. Trata-se de um estudo que permite ndo sé avaliar a robustez do método, como também
ordenar a influéncia de cada uma das varia¢des nos resultados finais, indicando qual o tipo de influéncia
de cada uma dessas variacdes. Convém salientar que quanto maior for a robustez de um método, maior
serd a confianca desse relacionamento a sua precisao.
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10.2.8 Comparacgdes Interlaboratoriais

A norma ABNT NBR ISO/IEC 17043 faz distingdo entre o uso de comparacfes interlaboratoriais para
ensaios de proficiéncia para a determinacdo do desempenho do laboratorio, 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 avaliacdo dos resultados das comparacfes interlaboratoriais, sao utilizadas ferramentas
estatisticas, como, por exemplo, o escore z.

Nos processos de comparacao interlaboratorial, caso ndo se alcancem as condigfes satisfatorias, deve
ser efetuado um plano de agles corretivas para verificar as causas e reavaliar o ensaio. A NIT-Dicla-
026 estabelece os requisitos para a participagéo de laboratérios acreditados em ensaios de proficiéncia.

10.2.8.1 Escore z (z-score)

O indice z é também um modo de avaliar o desempenho do laboratério em comparactes
interlaboratoriais.

(Xlab — xv)
S

Z= (28)

Onde:
Xiap: valor obtido pelo laboratério;
Xy: valor admitido como verdadeiro;
s: desvio padrao do ensaio de proficiéncia.

A avaliacéo é feita com o seguinte critério de deciséo, de acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17043:

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

10.2.9 Acompanhamento do desempenho do método validado

Apobs validado o método, é preciso implantar procedimentos de controle de qualidade para acompanhar
o desempenho do método na rotina laboratorial. Dentre os procedimentos que podem ser utilizados,
estdo o uso de materiais de referéncia certificados (MRC), materiais de referéncia secundarios,
participacdo em comparacdes interlaboratoriais, realizacdo de ensaios replicados, reensaio de itens
retidos entre outros (ABNT NBR ISO/IEC 17025, item 7.7).

Nota 1 - E importante que esses controles contemplem os principais parametros da validagdo, como
recuperacao/tendéncia, preciséo e limites de detecc¢ao/quantificacao.

Nota 2 - Os controles de qualidade podem ser acompanhados ao longo do tempo por meio de gréaficos
de controle, se pertinente.
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10.2.10 Revalida¢do do método
10.2.10.1 Alteracdo no desempenho do método

O método validado devera ser acompanhado na rotina laboratorial por meio de procedimentos de
controles de qualidade, conforme estabelecido no item 7.7 da norma ABNT NBR ISO/IEC 17025. Se
esses controles demonstrarem uma perda de desempenho do método, e se as acdes corretivas
aplicadas ndo forem suficientes para manter o desempenho esperado, o método devera ser revalidado
de forma a se conhecer seu novo desempenho.

10.2.10.2 Alteragao no procedimento analitico do método

Quando forem efetuadas alteracdes no procedimento analitico, o laboratério deve fazer uma avaliacdo
estatistica para saber se a alteracdo causa impacto no resultado do ensaio. Essas diferencas podem
ser avaliadas, por exemplo, por meio dos testes F e t, comparando-se com o método original. Caso as
alteracdes sejam significativas, 0 método devera ser revalidado. A extensédo dessa validacdo devera ser
estabelecida conforme o impacto causado pela alteracdo, avaliando-se no minimo os parametros
recuperacao/tendéncia, preciséo e limites de detec¢do/quantificacéo.

11 DOCUMENTAGAO DE METODOS VALIDADOS

Todos os dados relevantes no estudo de validagdo de um método como o planejamento, experimentos
e resultados obtidos, devem ser documentados e registrados de modo a possibilitar a rastreabilidade de
todo o processo. Documentacdes que registrem etapas da validacdo sdo necessarias também para fins
de avaliagdo e podem ser exigidas por razdes contratuais ou até mesmo por organismos
regulamentadores.

Depois de cumpridas todas as etapas do processo de validagdo, é importante elaborar o procedimento
operacional de modo que o método possa ser implementado de maneira clara e sem ambiguidades. A
documentacdo apropriada auxilia na aplicacdo consistente do método, possibilitando sua execucao
conforme descrito; caso contrario, o desempenho real do método nao ira corresponder aquele previsto
nos dados de validacdo. Portanto, a documentagédo deve minimizar a introducao de variagdo acidental
no método.

Os métodos documentados formam uma parte importante do sistema da qualidade do laboratério e
devem estar sujeitos a um controle eficaz de documentos, assegurando desse modo que somente
métodos e procedimentos validados sejam utilizados. O método documentado deve informar quando foi
autorizado para uso.

Convém que a documentacédo seja clara, precisa e concisa, dentro dos limites estabelecidos pelo seu
campo de aplicacdo. Um formato padronizado assegura que nenhum ponto importante seja esquecido,
gue as informacgdes a serem incluidas no procedimento sejam fornecidas sempre na mesma ordem e
que qualquer assunto desejado possa ser encontrado rapidamente.

IANEXO A
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ANEXO A — RELAGAO DOS PARTICIPANTES NA ELABORAGCAO DESTE DOCUMENTO

De forma a auxiliar os laboratérios de ensaios, especialmente os postulantes a acreditacao, na tarefa de
validar os métodos por eles desenvolvidos, a Divisdo de Acreditacdo de Laboratérios (Dicla) da Cgcre
reuniu a sua Comissao Técnica de Quimica (CT-05), congregando os especialistas, a seguir listados,
que dedicaram um tempo de suas atividades a elaboracéao e revisdo deste documento.

A Dicla agradece pela contribuigédo prestada no apoio ao fortalecimento da atividade de acreditagdo de
laboratorios.

Emisséo e revisédo 01: Hélio Lionel (in memoriam) Especialista em Quimica do Petréleo; S6nia Elisa
Pereira (Coordenadora do trabalho) - Instituto Nacional de Tecnologia / INT; Suzana Saboia de Moura
- INMETRO / Dicla; Eduardo Castello Branco T. Guimaraes - UERJ / LABCON; Margareth Westin D.
de Azevedo - CETEC / Fundacdo Centro Tecnolégico de Minas Gerais; Lina Yamachita Oliveras -
CIENTEC / RS; Tania Barreto Simdes Corréa - EMBRAPA / CTAA; Alfredo Rodrigues de Oliveira -
Hidroquimica; Vanderléa de Souza - INMETRO / DQUIM; Albert Hartmann - Millennium Chemicals;
Lucia Helena Noanta de Souza - PETROBRAS / CENPES; Vera Harcar - Rede de Tecnologia do Rio
de Janeiro; Sérgio Motta - SENAI / CETIND; Kikue Higashi - Especialista em Quimica Ambiental;
Paulo Afonso Lopes da Silva - Ph. D., Estatistico; Reginaldo Ramos - Especialista em Quimica
Ambiental; Walderez Bindilatti - Quimica

Membros do Grupo Técnico responsavel pela revisdo 02: Eduardo Castello Branco T. Guimaraes —
(Coordenador do trabalho) - UERJ / LABCON; Akie Kawakami Avila - FIOCRUZ / Biomanguinhos;
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