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Introducao




Limites dos sistemas analiticos

e Entre as caracteristicas de desempenho dos
sistemas analiticos mais importantes estao aquelas
relacionadas aos limites da capacidade de detectar

e quantificar os analitos.

e Os limites sao fundamentais para aplicacdoes em:

v’ pesquisa

— desenvolvimento e selecao de métodos
v’ decisdes politicas

— comeércio internacional

— saude e seguranca



Limites e inferéncia estatistica

e A teoria dos limites dos sistemas analiticos é
fundamentada em conceitos probabilisticos e em
testes de hipotese estatisticas.

[CURRIE: IUPAC, 1995]

e Muitas vezes, certas premissas sao assumidas com
base na experiéncia acumulada durante o
desenvolvimento e uso do método analitico.

e No entanto, a boa ciéncia de medicao confia em
hipoteses testadas.

[THOMPSON et al: IUPAC, 2002]



Hipdteses Estatisticas

Hipotese nula (H,)

E a hipdtese a ser rejeitada.
Atribui ao acaso a ocorréncia do fenomeno.

Hipotese alternativa (H,)

E a hipdtese de opcdo quando o acaso ndo pode
explicar a ocorréncia do fenomeno.

[DANIEL, 1999]



Tipos de erro nos testes de hipoteses

Situacao real

Decisao H, verdadeira H, falsa

.~ Decisao correta Erro tipo I
Nao rejeita H,
(1- o) p
. Erro tipo | Decisao correta
Rejeita H,
o (1-B)

oo = nivel de significancia do teste

1- [ = poténcia do teste
[DANIEL, 1999]



Tipos de erros nos testes de hipotese

oo = p(Erro tipo |) ou p(rejeitar Ho|Ho é verdadeira)

B = p(Erro tipo Il) ou p(nao rejeitar Ho|Ho é falsa)



Erro Tipo I

e A probabilidade de rejeitar uma hipotese nula quando
esta é verdadeira (Erro tipo |) € denominada a.

a = p(Erro tipo |) ou p(rejeitar H,|H, é verdadeira)

e Em termos praticos, € a probabilidade de uma amostra
ser verdadeiramente conforme, apesar de se obter um
resultado nao-conforme.

Mede a taxa de resultados falsos positivos

[COMISSION DECISION 2002/657/CE]



Erro Tipo IT

e A probabilidade de nao rejeitar uma hipotese nula,
guando esta é falsa (Erro tipo Il) € denominada [.

B = p(Erro tipo Il) ou p(ndo rejeitar H,y|H, é falsa)

e Em termos praticos, € a probabilidade de uma amostra
ser verdadeiramente nao-conforme, apesar de se obter
um resultado conforme.

Mede a taxa de resultados falsos negativos

[COMISSION DECISION 2002/657/CE]




Limite de deteccao




Limite de deteccado

e O limite de deteccao € a menor quantidade de
analito na amostra teste que pode ser
verdadeiramente distinguida de zero.

e Apesar da aparente simplicidade deste conceito, a
determinacao do limite de deteccao é uma questao
complexa:

v’ existem muitos conceitos diferentes
v’ sua estimac3do estd sujeita a grande variacdo

v’ pouco apropriado para inferéncia estatistica

[THOMPSON et al: IUPAC, 2002]



Limite de deteccado

4

e E 2 menor quantidade do analito que pode ser

medida com certeza estatistica razoavel.
[AOAC — PVMC, 1998]

V4

eE a menor concentracao do analito em uma
amostra que pode ser detectada, mas nao
necessariamente quantificada sob as condicoes

estabelecidas do teste.
[NATA, 1997]

e Valor medido, obtido por um dado procedimento
de medicao, para o qual a probabilidade de declarar
falsamente a auséncia de um componente em um
material € B, sendo a a probabilidade de declarar

falsamente a sua presenca.
[VIM, 2008]



Limite de deteccado

e O limite de deteccao do equipamento (LDE) é
definido como a concentracao do analito que produz
um sinal de trés a cinco vezes a razao

sinal/ruido do equipamento.
[INMETRO, 2003]

e O limite de deteccao do método (LDM) é a
concentracao minima de uma substancia medida e
declarada com 95% ou 99% de confianca de que a
concentracao do analito é maior que zero.

[INMETRO, 2003]



Limite de deteccado

e O limite de deteccao, expresso em termos de uma
concentracdao X, , € derivado do menor sinal que
pode ser avaliado com certeza razoavel:

X, =X, + KSy

sendo X, a media de amostras brancas, S, o seu
desvio padrdao e k um fator numérico escolhido de
acordo com o nivel de confianca exigido, geralmente
igual a 3.

[CURRIE: IUPAC, 1995]



Representagdo Grafica do Limite de Detecgdo

Limite Limite de
Yn critico deteccao

<—SB—>

\ 4

< SSB
[MILLER & MILLER, 1993]

y-yp=3,0sg

A: Distribuicao normal das medidas do branco; B: distribuicdo normal das
medidas com média y = P (limite critico); C: distribuicdo normal das
medidas com média y = Q (limite de detecgdo). Quando Q - y; = 3,28 55, a
probabilidade de ocorréncia de erro a (falsos positivos) e de erro  (falsos
negativos) sera de 5%. Para Q - y; = 3,0 s; essa probabilidade é 6,7%.

3,28 = 2(1,64) = 2z o5 3,00 = 2(1,50) = 2z, 933



Resultados abaixo do limite de deteccdo

e Na auséncia de consenso, os analistas expressam
seus resultados abaixo do limite de deteccao de
diferentes maneiras:

v’ ndo detectado (n.d.)

v menor que o limite de detecgdo ( < C,)
v um valor igual a zero

v' uma fragdo arbitraria de ¢, (p. ex. ¢, / 2)

v" 0 valor encontrado com a indicacdo de sua incerteza

[RCS/AMC Technical Brief, 2001]



Resultado analitico

O problema da expressdo
'ndo detectado’

—————— ‘Valor real’

Lab A
Lab B

@

[RCS/AMC Technical Brief, 2001]



O problema da expressado
'menor que o limite de detecg¢do

e O resultado nao pode ser incorporado em uma
avaliacao estatistica simples, como no calculo de uma

média.

e Ao serem omitidos dos calculos, estes resultados vao
influenciar de maneira tendenciosa as estatisticas
descritivas.

e N3ao auxiliam nas situacdes confirmatorias como a do
problema dos laboratorios A e B.

Cra<C<Cpp




O problema da expressdo em

funcgdo

e Adotar um va

é solucao me

de 'um valor arbitrario’

or arbitrario qualquer Cc,, em que

0<cyr<c

hor para substituir ‘o menor que’.

e Mas nao é perfeita, pois nao se tem idéia qual lado
da faixa é o correto.

e |sto pode ter pouca importancia, se os valores
‘menores que’ estao em minoria, mas se estao em
maioria, a escolha pode acabar sendo enganosa.



O valor encontrado com sua
incerteza: a melhor opgdo

e Informar o valor encontrado, acompanhado de sua
incerteza, é claramente o melhor método para
informar os resultados.

e Todas os demais métodos de expressao dos
resultados podem ser deduzidos se os resultados sao
apresentados em funcao do valor encontrado,
acompanhado de sua incerteza.

[RCS/AMC Technical Brief, 2001]



Limite de deteccdo: como determinar?

e Pode ser estimado pela média das leituras de
amostras brancas (N > 20) mais 3 desvios padrao,

expresso em concentracao do analito.
[AOAC — PVMC, 1998]

e Para a validacao de um método analitico, o limite
de deteccdo pode ser estimado como “Branco + 35”
ou “0 + 3s“, considerando a analise de sete ou mais
amostras de branco e de brancos com adicao,

respectivamente.
[INMETRO, 2003]



Limite de detecc¢do: como determinar?

e A estimativa da precisao (s,) deve estar baseada
em pelo menos 6 determinacoes independentes, em
uma matriz tipica sem o analito ou com baixo teor,
sem censurar a ocorréncia de zero ou de resultados
negativos, estimando-se o limite de deteccao como
sendo igual a 3s,,.

[THOMPSON et al: IUPAC, 2002]



Limite de deteccdo: como determinar?

Pure Appl. Chem., Vol. 74, No. 5, pp. 835-855, 2002.
© 2002 IUPAC

INTERNATIONAL UNION OF PURE AND APPLIED CHEMISTRY

ANALYTICAL, APPLIED, CLINICAL, INORGANIC, AND
PHYSICAL CHEMISTRY DIVISIONS
INTERDIVISIONAL WORKING PARTY FOR HARMONIZATION OF
QUALITY ASSURANCE SCHEMES FOR ANALYTICAL LABORATORIES*

HARMONIZED GUIDELINES FOR SINGLE-
LABORATORY VALIDATION OF METHODS OF
ANALYSIS

(IUPAC Technical Report)

It is accordingly recommended that for method validation, the precision estimate used (Sg) should
be based on at least 6 independent complete determinations of analyte concentration in a typical matrix
blank or low-level material, with no censoring of zero or negative results, and the approximate detec-
tion limit calculated as 3S;. Note that with the recommended minimum number of degrees of freedom,
this value is quite uncertain, and may easily be in error by a factor of 2. Where more rigorous estimates

© 2002 IUPAC, Pure and Applied Chemistry 74, 835-855




Medida do “zero de concentracdo”

Resposta

_ﬂ#,////+\\\\xh___ Concentracado
|
I |

0]

«— Resultados —
[RCS/ AMC Technical Brief, 2001]



Efeito da censura de resultados negativos

e Se o0s resultados negativos sao censurados e
convertidos em zero:

v' a média dos resultados terd uma tendéncia positiva
(deslocada para a direita);

v’ a variadncia dos resultados estard sendo reduzida
artificialmente;

e Como consequéncia destes dois efeitos:

v’ a probabilidade do analito ser detectado quando, na
realidade, nao esta presente sera aumentada (aumento
do erro a.).



Convivendo com resultados negativos

e Valores de concentracao realmente sao apenas
positivos ou zero.

e Mas deve ser notado que resultados analiticos nao
sa0 concentracoes, mas estimativas, sujeitas a erro,
das concentracoes reais.

[RCS/AMC Technical Brief, 2001]



Limite de quantificagado




Limite de quantificagdo

e E Util declarar uma concentracdo abaixo da qual o
método analitico nao pode operar com uma
precisao aceitavel.

e As vezes esta precisdo é arbitrariamente definida
como sendo igual a 10% do desvio padrao relativo

(SReI)'

e Qutras vezes considera-se este limite, também
arbitrariamente, como um  multiplo fixo
(tipicamente 2) do limite de deteccao.

[THOMPSON et al: IUPAC, 2002]



Limite de quantificagdo

e A quantidade igual ou maior que o ponto de
concentracao mais baixo na curva de calibracao.

[AOAC - PVYMC, 1998]

e A concentracao mais baixa de um analito que pode
ser determinada com precisao aceitavel (repetitividade)
e exatidao, nas condicoes declaradas do teste

[NATA, 1997]

e E a caracteristica de desempenho que define a
habilidade de um processo de medida quimica
guantificar um analito adequadamente.

[CURRIE: IUPAC, 1995]



Limite de quantificagdo

e E 2 menor concentracdo do analito que pode ser
determinada com um nivel aceitavel de precisao e

exatidao (trueness).
[INMETRO, 2003]

e Limites de quantificacao sao definidos em termos de
um valor especifico de desvio padrao relativo.

[CURRIE: IUPAC, 1995]



Limite de quantificagdo: exatiddo

e S30 normalmente aceitos os seguintes valores de
exatidao para métodos quantitativos, em relacao a um
material de referéncia certificado (ou quando estes nao
forem disponiveis, pela adicao de padrao em amostras

brancas):
Fracao de massa™ Intervalo (%)
c<1,0x10°° 502120
1,0x10°<c<1,0x10° 702110
c>1,0x10° 80a 110

* adimensional: para 1 ug/kg = 1 ppb tem-se c = 10

[Adaptado de COMISSION DECISION 2002/657/CE]



Limite de quantificagdo: precisdo

e O desvio padrao obtido em condicoes de
reprodutibilidade (Sg), ndao deve exceder ao valor
calculado pelas equacdoes de Horwitz (1982) ou de
Thompson (2000). Em condicoes de repetitividade

considera-se um valor de /2 a %/3 do sg.

Fracao de massa*™ G;0ou G, **
c<1,2x10’ o, =0,22¢c
1,2x107 < ¢ < 0,138 oy = 0,02c0849>
c>0,138 o; =0,01c0%>

*para 1 ppm, ¢ = 105 ** 5, de Thompson (c;) ou de Horwitz ().

[Adaptado de COMISSION DECISION 2002/657/CE]



Limite de quantificagdo: dicotomia artificial

e Existe um grau razoavel de seguranca para operar
acima do limite de quantificacao.

e Mas ha uma dicotomia bastante artificial na escala
de concentracao:

v medidas abaixo deste limite ndo s3o destituidas de
conteudo de informacao e

v’ podem ser bem ajustadas ao propdsito de uso.

o E preferivel tentar expressar a incerteza da
medicao como uma funcao da concentracao.

[THOMPSON et al: IUPAC, 2002]
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