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RESUMO

A Coordenagdo de Ciéncia do Sistema Terrestre do INPE, visando a
consolidacdo de uma linha de pesquisa em Biogeoquimica Ambiental,
implantou, a partir de 2010, facilidades para analise e preparacdo de amostras
ambientais e desenvolvimento de tecnologias afins, o Laboratorio de Aerossois,
Solu¢des Aquosas e Tecnologias. Este laboratorio foi implantado para dar
suporte, prioritariamente, as pesquisas relacionadas aos temas: Quimica da
atmosfera, Transferéncias de espécies quimicas nas Interfaces de
Ecossistemas, Estudos da qualidade de corpos de agua interiores e costeiros e
Tecnologias Ambientais bem como deposicdo e emisséo de espécies quimicas
em diferentes escalas geograficas e ambientes. O objetivo deste documento é
estabelecer e uniformizar as normas para validacdo de todos os métodos
analiticos a serem criados e/ou adaptados no Laboratério de Aerossois,
Solugbes Aquosas e Tecnologias.






VALIDATION OF ANALYTICAL METHODS - LABORATORY AEROS OLS,
AQUEOQOUS SOLUTIONS AND TECHNOLOGIES - LAQUATEC

ABSTRACT

The Earth System Science Center at the National Institute for Space Research,
aiming the consolidation of the Environmental Biogeochemistry research line,
since 2010 is implementing laboratory facilities for environmental samples
preparation and analysis and development of related technologies, the
Laboratory of Aerosols, Aqueous Solutions and Technologies. This laboratory
was deployed to support prioritarily the researches on themes related to:
atmospheric chemistry, chemical species transfers though ecosystem
interfaces, studies on continental and coastal water bodies quality, chemical
species emission and deposition at different geographical scales as well as
environmental technologies. The purpose of this document is to establish and
standardize the validation procedures for all analytical methods to be developed
and/or modified on the Laboratory of Aerosol Aqueous Solutions and
Technologies premises.
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1 Considerag0Oes gerais

As empresas, universidades e institutos de pesquisas bem como 0rgaos
reguladores no Brasil e de outros paises exigem, cada vez mais, a validacao de
metodologias analiticas e, para tanto, a maioria deles tem estabelecido
documentos oficiais com diretrizes a serem adotadas no processo de

validacao.

O desenvolvimento destas metodologias analiticas, bem como a implantacéo
das mesmas, exige um processo de avaliagdo que estime sua eficiéncia. Esse

processo € denominado validagéo.

A literatura dispde de varios trabalhos que relatam a validacdo de métodos
analiticos. Algumas definicdes sobre validacdo podem ser encontradas, dentre
elas (Perez, 2010):

“A validacdo deve garantir, através de estudos experimentais, que o método
atenda as exigéncias analiticas, assegurando confiabilidade dos resultados.”
ANVISA (ANVISA, 2003)

“Validacédo € o processo de definir uma exigéncia analitica e confirmar que o
método sob investigacdo tem capacidade de desempenho consistente com o
que a aplicacao requer.” (Eurachem Working Group, 2005).

“Confirmacao por testes e apresentacdo de evidéncias objetivas de que
determinados requisitos sdo preenchidos para um dado uso intencional.”
ISO/IEC17025 (ABNT, 2003).

A validacdo de métodos assegura a credibilidade destes durante o uso

rotineiro, sendo algumas vezes mencionado como “o0 processo que fornece



uma evidéncia documentada de que o método realiza aquilo para o qual é

indicado para fazer” (USP).

“Avaliacdo sistemética de um procedimento analitico para demonstrar que esta
sob as condi¢des nas quais deve ser aplicado” (WHO).

Portanto, a validacdo deve garantir, através de avaliagcdes experimentais, que o
método atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas, com confiabilidade,

comparabilidade e rastreabilidade nos resultados.

Existem dois tipos de validacdo: a validacdo laboratorial, que consiste nas
etapas de validacdo dentro de um anico laboratorio e é utilizada nas etapas
preliminares do desenvolvimento de um método e na publicacdo de artigos
para revistas cientificas, sem a verificacdo da reprodutibilidade; a validagédo
completa envolve todas as caracteristicas de desempenho e estudo

interlaboratorial.

Neste documento foi considerada somente a validagdo laboratorial no
Laboratério de Aerossois, Solucdes Aquosas e Tecnologias - LAQUATEC,
validando métodos ndo normalizados, desenvolvidos pelo proprio laboratério ou
para métodos normalizados usados fora do objetivo para o qual foram

desenvolvidos.

Segundo o INMETRO (2010), depois de cumpridas todas as etapas de
validacdo, & apropriado elaborar um procedimento operacional para que o
método possa ser implantado de maneira clara e sem ambiglidades. A
elaboracdo destes procedimentos operacionais é também uma das atribuicdes
do LAQUATEC.

Para alcancar as exigéncias de uma validacdo é necessario que o método

apresente 0s parametros adequados a analise como: especificidade,



linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de qualificacéo e exatidao.
Material de referéncia e/ou padrfes de trabalho (para os quais a identidade e o
teor sejam comprovados) também deve ser utilizada durante a validacao

desses métodos.
A seguir sdo apresentados os detalhes destes parametros de validagao.



2 Parametros de Validagao

O método sera considerado validado desde que sejam avaliados os parametros

relacionados a segquir:

*Especificidade e Seletividade

sLinearidade
sIntervalo de trabalho

*Precisao

*Limite de deteccao (sensibilidade)

Limite de qualificacao
*Exatidao

*Robustez

Dependendo do tipo de andlise, os parametros a serem calculados, durante o

processo de validacdo, podem variar de acordo com o tipo de ensaio como

mostrado na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 — Pardmetros de validacdo conforme o tipo de anélise

Parametros Tipo de Ensaio
Determinacao Andlise
Analise Qualitativo do d’e' Propf“?dades
Componente especies Fisicas
Principal Traco
Precis&o N N
Estabilidade/Seletividade N \ N \
Tendéncia e N N N
Recuperacao
Robustez N N N N
Sensibilidade/
Linearidade e Intervalo \ v \
de Trabalho
Limite de deteccéo N \
Limite de Quantificacdo \

Fonte: In-House Method Validation — A guide for Chemical Laboratories

LGC/VAM, 2003.




Para a garantia da qualidade analitica dos resultados, todos os equipamentos
utilizados na validacdo devem estar devidamente calibrados e os analistas
devem ser qualificados e adequadamente treinados. O método analitico devera
ser reavaliado sempre que houver mudancas no mesmo, porém devendo-se

considerar a natureza das mesmas.

2.1. Especificidade e Seletividade

Geralmente, uma amostra consiste dos analitos a serem quantificados e de
outros componentes que podem provocar efeito na medi¢do, mas que nao se

guer quantificar.

A especificidade e a seletividade estdo relacionadas ao evento da deteccao.
Método especifico € aquele que produz resposta para apenas um analito em
meio de outros componentes, enquanto que um método seletivo produz
respostas para varios analitos, distinguindo-os uns dos outros além de

quantifica-los.

2.1.1. Testes de Especificidade

Os testes de especificidade necessitam de uma pesquisa cuidadosa e do
conhecimento disponivel na area de aplicacéo, para que se encontrem todos

0S componentes a serem testados.

Como exemplo, para técnicas cromatograficas, além das comparacdes visuais
de cromatogramas, diferentes parametros devem ser calculados nos
cromatogramas para descrever a especificidade do método. Os parametros
mais importantes séo: resolucédo, retencdo relativa (fator de separacao), fator
de capacidade (fator de retencado), fator de simetria e numero de pratos
tedricos. (Eith, 2006).



Para exemplificagdo dos parametros de validacdo, os parametros serdo
calculados para o método Anions 1, utilizado no LAQUATEC para a
quantificacdo de anions presentes em solu¢cdes aquosas por Cromatografia

I6nica (IC)

Para a construcao da curva de calibracéo feita para um volume de injecao de
110,67 pL (método Anions 1), foi preparada uma solugdo composta (contendo
todos os anions de interesse), com valor de concentragcdo mais alto, e a partir
desta foram feitas diluicbes, totalizando sete padrées de concentracdes
diferentes (incluindo a agua purificada tipo Il, padrdo 1). Na Tabela 2.2 séo
apresentados os valores teoricos para as concentracdes de cada analito a ser

pesquisado.

Tabela 2.2 - Concentracoes (umol.L'™) das solucdes padrdo de anions para calibracdo
do método Anions 1 no IC.

Concentracéo Média ( umol.L ™)

Padrbes Fluoreto Cloreto Nitrato Sulfato
1 0 0 0 0
2 1,05 1,13 0,645 0,625
3 2,63 2,82 1,61 1,56
4 5,26 5,63 3,23 3,12
5 10,5 11,3 6,45 6,25
6 21,1 22,5 12,9 12,5
7 52,6 56,3 32,3 31,2

As injecOes das sete solucdes padrao foram analisadas no Cromatografo 16nico
850 Professional IC, da Metrohm, com trés repeticbes para cada solucéo
padrao.

As caracteristicas de operacdo do equipamento durante a injecdo dos padrdes

foram:

*Volume de injecdo 110,67 uL;
*Canal: Condutividade;

*Tempo de andlise: 11 minutos;



eIntegracao: Automatica;

*Tipo de Coluna: Metrosep A Supp 5 100/4.0;

*Composicao do Eluente:3,2 mM de Na,COs; 1,0 mM de NaHCO3
«Fluxo: 0,700 ml.min%;

*Pressao: 5,18 MPa;

e Temperatura: 25,5 C.

Na Tabela 2.3 sdo apresentados os valores das concentracdes médias,
adquiridas das inje¢cOes em triplicata para cada solu¢ao padrao dos analitos.

Tabela 2.3 - Média das concentracées (umol.L™) das injecbes em triplicata.

Concentracéo Média ( umol.L ™)

Padrdes Fluoreto Cloreto Nitrato Sulfato
1 0 0 0 0
2 1,09 1,45 0,584 0,756
3 2,72 3,40 1,77 1,62
4 5,31 5,92 3,62 3,49
5 10,4 10,8 6,28 6,04
6 20,8 21,3 12,5 11,9
7 52,7 56,9 32,4 31,4

Na Figura 2.1 sao apresentados 0s cromatogramas para cada valor de
concentracédo dos padrbes. Observa-se que os picos para cada analito tém o
mesmo valor de tempo de retencdo para valores de concentracdo de padrdes

diferentes, comprovando visualmente a especificidade do método.
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Figura 2.1 - Cromatogramas para cada concentracdo de solucdo padrdo de — (a)
Padréo 1; (b) Padréo 2; (c) Padréo 3; (d) Padrédo 4; (e) Padréao 5; (f): Padréo 6 e (g):
Padréo 7.

2.1.2. Testes de Seletividade

Existem casos em que a matriz da amostra pode ter componentes que
interferem no desempenho do detector selecionado, porém sem causar um

sinal visivel no teste de especificidade.



A seletividade pode ser testada comparando-se os coeficientes angulares das
curvas de adicao padrao. Isto € feito a partir de dois grupos de amostras com a
mesma adicdo de analito para cada nivel de concentracdo. Um grupo inclui a
matriz da amostra (contendo um nivel basico do analito) e o outro grupo ndo
inclui a matriz de amostra. Se os coeficientes angulares destas duas curvas de
regressao linear forem os mesmos, o Unico efeito de matriz presente € a

interferéncia natural causada pelo nivel basico do analito.

Em relacdo ao método Anions 1, cuja matriz ndo possui deteccdo da
concentracdo dos analitos a serem pesquisados, uma vez que € a propria agua
pura tipo Il, serdo comparados os coeficientes angulares das regressdes
obtidas a partir das injecdes dos padrbes 2 e 3 de concentracdo de cada
analito, como mostrado nos graficos da Figura2.2. Na Tabela 2.4 sé&o
apresentados os coeficientes angulares das curvas de adicdo padrdo, para

cada nivel de cada analito.

Através da andlise da Figura 2.2 e dos coeficientes angulares apresentados na
Tabela 2.4, verifica-se que os coeficientes angulares destas duas curvas de
regressao linear sdo os mesmos, tendo como Uunico efeito de matriz a
interferéncia natural causada pelo nivel basico do analito, 0 que demonstra a

seletividade do método Anions 1.
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Concentrag&o (umoliL) Concentragéo (umol/L)

Figura 2.2 — Graficos com as comparacdes entre os coeficientes angulares das
regressoes obtidas a partir das inje¢des dos padrdes 2 e 3.

Tabela 2.4 — Regressdes Lineares para teste de seletividade.

Analitos

Regressao linear

Padrao 2

Padrdo 3

Fluoreto

0,03*x

0,03*x

Cloreto

0,02*x

0,02*x

Nitrato

0,03*x

0,03*x

Sulfato

0,06*x

0,06*x
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3 Linearidade, Funcao da Resposta ou Curva de Calib  racéo

Linearidade é a capacidade de um método analitico em produzir resultados que
sejam linearmente proporcionais a concentracdo do analito nas amostras, em
uma dada faixa de concentragdo. A quantificagdo requer que se conheca a
dependéncia entre a resposta medida e a concentracdo do analito (ABNT,
2003).

A linearidade é obtida por padronizacéo interna ou externa e formulada como
expressdo matematica usada para o célculo da concentracdo do analito a ser

determinado na amostra real.

A curva de calibracdo apresenta os dados estatisticos de intersecdo, da
equacao de regressao linear, o coeficiente de correlagéo ou de determinacao e
a concentracdo estimada das solu¢des padrdo. Por isso, é necessaria uma
quantidade suficiente de solu¢cbes padrdao para a definicAo adequada entre a
concentracdo e a resposta (Brito, 2003) Por se tratar de um método para uso
cientifico, recomenda-se que o calculo seja feito com no minimo de 5 valores
de concentragéo, que estes estejam dentro de um intervalo definido, em geral

do analito a ser determinado no conjunto de amostras.

A equacdo da reta que relaciona as duas varidveis € representada pela

Equacéo 3.1:

Y =a*x+b (3.2)

Onde:

y = resposta medida (area do pico, etc.);
X = concentracao;

a = coeficiente angular= sensibilidade;

b = interse¢&o com o eixo y, quando x = 0.
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A linearidade de um método pode ser observada pelo grafico dos resultados
dos ensaios em funcdo da concentracdo do analito ou entdo calculada a partir
da equacdo da regressdo linear, determinada pelo método dos minimos
guadrados.

O coeficiente de correlagéo linear (R) é freqientemente usado para indicar o
quanto a reta pode ser considerada adequada como modelo matematico, ou
seja, a linearidade pode ser demonstrada pelo coeficiente de correlacdo da
curva de calibracdo, que nao deve ser estatisticamente diferente de 1,
observando-se que a inclinacdo da reta seja diferente de zero. No caso,

segundo Brito (2003) considera-se:

R=1 Correlacao Perfeita
0,91<R<0,99 Correlacao Fortissima
0,61<R<0,90 Correlacao Forte
0,31<R<0,60 Correlagdo Média
0,01<R<0,30 Correlacéo Fraca
R=0 Correlacéo Nula

A seguir sdo apresentados nas Figuras 3.1 até 3.4 os graficos dos resultados
das injecBes feitas durante a calibracdo do método Anions 1, para cada analito
de interesse. Esses graficos sdo gerados automaticamente do software Magic
Net IC, instalado no computador ligado ao cromatégrafo ibnico 850

Professional IC.
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Fluoreto (Anions Mitrito-Nitrato)

(HS/cm) x min

1.2 7

0,8 1

04 1

0,0

T T T T T T T T T T T T 1
50 10,0 150 200 250 300 350 400 450 500 umoliL

LT3 T3 3 A =4 53251E-3 + 233682E4= @
Relative standard deviation. . - . . o o . o L L L L. 1091771 %
Correlation coefficient . _ _ _ . 0,999963
Sample type Index Conc. “olume Area ldent Date Used
Standard 1 1 0000 11067 n.od.  Aguai1A  2011-01-04 144749 UTC-2 used
Standard4 1 5265 11067 0,143 P4anions 2011-01-04 154445 UTC-2 used
Standard5 1 10,530 110,67 0.274 P3anions 2011-01-04 16:30:17 UTC-2 used
Standard 3 1 2,632 11067 0,076 PSdnions 2011-01-0509:19:28 UTC-2 used
Standard & 1 21,060 110,67 0,542 P2dénions 2011-01-05 10:33:09 UTC-2 used
Standard 7 1 52650 110,67 1,369 P1Anions 2011-01-05 12:01:16 UTC-2 used
Standard2 1 1,053 110,67 0,033 P6E Anions 2011-01-05 12:39:46 UTC-2 used

Figura 3.1 — Resultado da curva de calibracdo para o fluoreto, gerado pelo software
Magic Net IC.

Cloreto (Anions Nitrito-Nitrato)

(pSfem) x min

1,2 1

0,8 1

0,4 1

0,0

T T T T T T T T T T T T T 1
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 S50 umoliL

LT o 3 A= -00103786 = 27417TEA= @
Relative standard deviation. _ . . . - o . . .. o ... e e e eeaaaaan 5020673 %
Comelation coefficient . - - _ . . . Lo L L i e e o e e e e eeee e 0,998351
Sample type Index Conc.  Volume Area  Ident Date Used
Standard 1 1 0,000 110,67 n.d.  Agua1d  2011-01-04 144749 UTC-2  used
Standard 4 1 5635 110,67 0,169 P4anions 2011-01-04 15:44:45 UTC-2 used
Standard 5 1 11,270 110,67 0,317 P3anions 2011-01-04 16:30:17 UTC-2 used
Standard 3 1 2817 11067 0,094 PS5dnions 2011-01-0509:19:28 UTC-2 used
Standard & 1 22540 110,67 0,635 P2dnions 2011-01-05 10:33:09 UTC-2 used
Standard 7 1 56,350 110,67 1,716 P1Anions 2011-01-05 12:01:16 UTC-2 used
Standard 2 1 1,127 110,67 0,033 PG Anions 2011-01-05 12:39:46 UTC-2 used

Figura 3.2 — Resultado da curva de calibracdo para o cloreto, gerado pelo software
Magic Net IC.
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Nitrato (Anions Nitrito-Nitrato)

(pSfem) x min
0,80 1
0,60
0,40 o
0,20
0,00 H
T T T T T T T T T 1
0,0 40 8,0 12,0 16,0 20,0 240 280 320 ymolL
=1 Lo A= -1 02F93E-3+ 2 87281E-4% @
Relative standard deviation. . . . _ - _ . . o L . ..... 2924622 %
Comelation coefoIent . _ - . . L L e e e e e e e e e e eee e 0,999786
Sample type Index Conc.  Volume Area  |dent Date Used
Standard 1 1 0000 1067 n.od Agua 1A 2011-01-04 144749 UTC-2  used
Standard4 1 3226 11067 0,111 P4anions 2011-01-04 154445 UTC-2 used
Standard 5 1 6452 11067 0,199 P3anions 2011-01-04 16:3017 UTC-2 used
Standard 3 1 1,613 110,67 0,055 PSdénions 2011-01-0509:19:28 UTC-2  used
Standard & 1 12,800 110,67 0,397 P2dnions 2011-01-05 10:33:09 UTC-2  used
Standard 7 1 32,260 110,67 1,029 P1Anions 2011-01-0512:01:16 UTC-2 used
Standard2 1 0645 11067 0,018 PEAnions 2011-01-05 12:3%:46 UTC-2 used

Figura 3.3 - Resultado da curva de calibracdo para o nitrato, gerado pelo software
Magic Net IC.

Sulfato (Anions Nitrito-Nitrato)

(HSicm) x min
18
0,8
0,0
I T T T T T T T T
0.0 40 8.0 12,0 16,0 20,0 240 280 320 ymolL
Funetion: - . o L L L L L e e e e e i A= -8 41344E-3 + 6,1292TE4x
Relative standard deviation. _ _ . . _ _ o L . L L o 3,380282 %
Comelation coefficient . _ _ _ L L L L e e e e e eme e 0,559611
Sample type Index Conc.  Volume Area  ldent Date Used
Standard 1 1 0000 11067 n.d.  Agua 1A 2011-01-04 144749 UTC-2 used
Standard 4 1 3123 110,67 0223 P4 anions 2011-01-04 15:44:45 UTC-2  used
Standard 5 1 6,244 110,67 0402 P3anions 2011-01-04 16:30:17 UTC-2 used
Standard 3 1 1,611 110,67 0,102 PS5 dnions 2011-01-05 09:19:28 UTC-2 used
Standard & 1 12,490 110,67 0,802 P2dnions 2011-01-05 10:33:09 UTC-2 used
Standard 7 1 31,230 110,67 2,124 P1 Anions 2011-01-05 12:01:16 UTC-2 used
Standard 2 1 D624 110,67 0,043 PG Anions 2011-01-05 12:39:46 UTC-2 used

Figura 3.4 - Resultado da curva de calibracdo para o sulfato, gerado pelo software
Magic Net IC.
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Através dos valores das areas dos picos e da concentracdo média de cada
analito e nivel de concentracdo, podemos tracar os graficos dos resultados das
injecbes em funcdo da concentracdo do analito, mostrados a seguir na
Figura 3.5. Além disso, na Tabela 3.1 € apresentado um resumo contento 0s
coeficientes de correlacdo e a equacéo da regressao linear (determinada pelo

método dos minimos quadrados) de cada analito.

Grafico area x Concentragéo de Fluoreto Gréfico Area x Concentragdo de Nitrato

y =0,0259x + 0,0046

y = 0,0318x - 0,0009
2
. RP=1

Area (uS/cm*min)
°
S

Area do Pico (uS/om * min)
o
&3

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 0 4 8 12 16 20 24 28 32

Concentragéo de Fluoreto (umol/L) Concentragdo de Nitrato (umol/L)

Gréfico Area x Concentragéo Cloreto Gréafico Area x Concentragéo de Sulfato

IS
>

IS
~

y = 0,0303x - 0,0104

R'=1

Area do pico (uS/cm * min)
°
s

o
=

o

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

o
@

Concentragao Cloreto (umol/L)

Area (uS/cm*min)

¥ = 0,0678x - 0,0083
R=1

8 12 16 20 24 28 32

Concentragéo de Sulfato (umol/L)

Figura 3.5 — Resultado das injegbes em fungéo das concentragdes de cada analito e

suas respectivas regressoes lineares.

Tabela 3.1 - Coeficientes de correlacdo e regressao linear para cada analito.

Analitos Coeficiente de Correlacado (R) Regressao Linear
Fluoreto 1 0,0259x — 0,035
Cloreto 1 0,0305x — 0,009
Nitrato 1 0,0318x — 0,001
Sulfato 1 0,0678x — 0,0067
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4 Intervalo de Trabalho

Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentracdes do

analito ou valores da propriedade no qual o método pode ser aplicado.

No limite inferior da faixa de concentracéo, os fatores limitantes sédo os valores
dos limites de deteccdo e de quantificacdo. No limite superior, os fatores

limitantes dependem do sistema de resposta do equipamento de medicao.

A faixa linear é definida como a faixa de concentracfes na qual a sensibilidade

pode ser considerada constante e é normalmente expressa nas mesmas

unidades do resultado obtido pelo método analitico.

Geralmente, os analistas primeiramente definem o intervalo de trabalho (com
base no valor de concentracéo do analito que desejam analisar) e depois, partir
da curva de calibracdo, determinam se a relacédo entre o sinal e a concentracéo
é linear (Brito, 2003).

A principio, sdo necessérios varios pontos de calibracdo, de preferéncia maior
ou igual a cinco, para determinar o intervalo de trabalho. A faixa de trabalho e a
faixa linear podem ser diferentes para cada tipo de amostra, devido ao efeito
das interferéncias provenientes da matriz. Na se¢cdo E deste documento
apresenta-se um discussao sobre o limite de deteccdo com os limites de
deteccdo para cada analito de interesse do método Anions 1 e indicando-se

como ele pode ser calculado.

4.1 .Erros indeterminados

Os erros indeterminados sédo aquele de origem nédo detectada. Mesmo com a
eliminacao de todas as fontes de erros determinados, verifica-se uma pequena
flutuacdo presente em medidas sucessivas. Essa flutuacdo € causada pelos
erros indeterminados (Baccan, 2000).
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Admitindo-se que se possa medir uma grandeza infinitas vezes sem que
existam erros determinados, a distribuicdo desses resultados apresentaria
valores de desvios padrdao com uma distribuicdo simétrica conhecida como
Distribuicdo de Gauss, Figura 4.1.

I
1
I
]
I
I
t
I
]
1
1
I
|
|
|
I
1

grandeza da variével, X

v
)=

desvio, X, -

o -1l _-_

u
L

-2 -4 o] | 2
Xi- K

Figura 4.1 — Distribuicdo de Gauss (Baccan, 2000) onde X; é a variavel de interesse, |
€ o valor médio dessa grandeza e ¢ € o0 desvio padrdo da amostra.

Assim, os erros indeterminados seguiriam a curva normal de distribuicdo como
mostrado na Figura 4.1 e analise estatistica dessa curva apresenta o seguinte
resultados (Baccan, 2000):

*68% das medidas estardo no intervalo y+1o
*95% das medidas estardo no intervalo y+20

*99,7% das medidas estardo no intervalo u+30

Os limites que encerram cada uma dessas areas sao chamados limites de
confianca. O intervalo coberto pela area € o intervalo de confianca. As
expressdes utilizadas para o calculo desses limites sdo mostradas na
Tabela4.1 onde o € o0 desvio padrdo da amostra. Na Tabela 4.2 séo
mostrados os valores calculados para estes limites para 0 método Anions 1 em

(umol.L™), com confianca de 95%.
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Tabela 4.1 — Calculo dos Limites e Intervalos de confianga (%).

Limite de Confianca Intervalo de Confianca Nivel de Confianca
tlo p+lo 68 %
+20 U+ 20 95 %
+30 U+ 30 99,7 %

Tabela 4.2 — Concentracdo média e intervalo de confianca para significancia de 95%,
para cada padrdo, em relacio a cada analito (umol.L™).

Concentracdo Média ( umol.L ™)

Padrbes Fluoreto Cloreto Nitrato Sulfato
1 0+0 00 00 0£0
2 1,09+0,0110 1,45+0,0212 0,584+0,00400 0,756+0,00611
3 2,72+0,0816 3,41+0,0427 1,77+0,0140 1,62+0,0181
4 5,31+0,0519 5,92+0,0157 3,52+0,00200 3,49+0,00987
5 10,4+0,0393 10,8+0,0163 6,28+0,00346 6,044+0,00462
6 20,8+0,259 21,3+0,0370 12,540,286 11,9+0,0374
7 52,7+0,0569 56,9+0,0140 32,4+0,0311 31,4+0,00757
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5 Sensibilidade

A sensibilidade é um parametro que fornece a variacado da resposta em funcao
da variacdo da concentracdo do analito, isto € indica quanto o método é
sensivel a variagbes nas concentragfes. Se o método identificar pequenas
variacdes de concentracdo do analito pode-se dizer que o método é sensivel
até esse nivel de concentracdo. Matematicamente, a sensibilidade pode ser
expressa pelo coeficiente angular da equacao da regressao linear da curva de
calibracdo, conforme a Equacdo5.1 (Brito, 2003), e € determinada
simultaneamente com os testes de linearidade. A sensibilidade depende da
natureza do analito e da técnica de detecgéao utilizada.

dx
S=— 51
ac (5.1)
Onde:
S = sensibilidade;
dx = variacao da resposta;
dc = variacao da concentragéo.

Na Tabela 5.1 sdo apresentados os valores de sensibilidade, para cada analito,

calculados a partir das curvas de calibracéo para o método Anions 1.

Tabela 5.1 - Valores de sensibilidade para cada analito (uS.cm ™.min) /(umol.L ™).

Analito Sensibilidade (uS.cm *.min)/(zmol.L ™)
Fluoreto S=0,0259

Cloreto S=0,0305

Nitrato S=0,0318

Sulfato S=0,0678
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6 Limite de Deteccgao

Quando sao realizadas medidas em amostras com baixos niveis do analito ou
de uma propriedade (analise de traco, por exemplo), € importante saber qual o
menor valor de concentracdo do analito ou da propriedade que pode ser
detectado pelo método.

O limite de deteccéo do equipamento (LDE) é definido como a concentracdo do
analito que produz um sinal de trés a cinco vezes a razao sinal/ruido do

equipamento.

O limite de deteccdo do método (LDM) é definido como a concentracdo minima
de uma substancia medida e declarada com 95% ou 99% de confianca de que
a concentragdo do analito € maior que zero. O LDM é determinado por meio de
analise completa de uma dada matriz contendo o analito (ABNT, 2003;
Nascimento, 2008).

O método analitico deve ser especificado e o LDM 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 LDE deve ser
identificada.

Para determinar os limites para o método Anions 1, para cada analito foram
feitas 3 repeticOes para cada valor de concentragao, assim, o grau de liberdade
é 2.

Na literatura existem vérias formas de calcular estes limites, mas devido a
robustez, os célculos para a determinacdo do LDE e LDM, utilizando o valor t
de Student com teste unilateral (detalhes no Anexo 1) (Montgomery, 2001),
com 99% de confianca e admitindo uma distribuicdo normal dos resultados,

estédo representados nas Equacdes 6.1 e 6.2, respectivamente:
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LDE = X +t*s (6.1)

LDM =t*s (6.2)

Onde:

LDE = limite de deteccao;

LDM = limite de detec¢do do método

X =meédia das intensidades de sinal obtidas para n leituras do branco

s = desvio padrdao da meédia de leituras do branco ou coeficiente linear da

equacdao da curva de calibracao.

Na Tabela 6.1 sdo mostrados os valores dos desvios padrao para cada analito
e para cada faixa de concentracdo, bem como a média dos desvios padréo
para cada analito e o célculo do LDM. Como ndo sao detectados valores
significativos de concentracdo dos analitos no branco, os célculos foram feitos
a partir dos valores obtidos a partir do menor nivel de concentracéo.

Tabela 6.1 - Calculo do desvio padrdo e do Limite de Detecgdo (umol.L ™).

Desvio Padrdo e LDM ( pmol.L ™).

Padrédo Fluoreto Cloreto Nitrato Sulfato
1 0 0 0 0
2 0,00551 0,0106 0,00200 0,00305
3 0,0408 0,0214 0,00700 0,00907
4 0,0260 0,00757 0,00100 0,00493
5 0,0196 0,00814 0,00173 0,00231
6 0,129 0,0185 0,145 0,0187
7 0,0284 0,00700 0,0155 0,00379
Média do Desvio 0,0357 0,0104 0,0246 0,00598
LDM 0,0384 0,0737 0,0139 0,0213

21




7 Limite de Quantificacéo

O Limite de Quantificacdo € a menor concentracdo do analito que pode ser
determinada com um nivel aceitavel de exatiddo e precisdo. Pode ser
considerado como sendo a concentracao do analito correspondente ao valor da
média do branco mais 5, 6 ou 10 desvios-padrdo. Algumas vezes € também
denominado “Limite de Determinacao”. Na pratica, corresponde normalmente
ao padrdo de calibragcdo de menor concentracdo (excluindo o branco). Este
limite, apods ter sido determinado, deve ser testado para averiguar se a exatidao
e a precisdo conseguidas s&o satisfatorias. Com relacdo ao método Anions 1,
os limites de quantificacdo foram considerados como sendo a concentragao do
analito correspondente a média do branco mais 10 vezes o desvio padréo, para

cada analito, representados pela Equacéo 7.1:

LQ = X +10* s (7.1)

Onde:
LQ = Limite de quantificacao
X =média das intensidades de sinal obtidas para n leituras do branco

s = desvio padrdo da média das leituras do branco.

Os valores dos limites de quantificacdo foram calculados a partir do menor
valor de concentracdo (umol.L™") do método Anions1 e sdo mostrados na
Tabela 7.1.

Tabela 7.1 - Calculo do limite de quantificagio (umol.L ™).

Limite de Quantificacdo ( pmol.L ™)

Fluoreto Cloreto Nitrato Sulfato
Desvio padrdo médio 1,09 1,45 0,584 0,756
Concentracdo média 0,0357 0,0104 0,0246 0,00598
LQ= X+ 10s 1,45 1,55 0,830 0,816
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8 Exatidao e Tendéncia

A exatiddo de um método é definida como sendo a concordancia entre o
resultado de um ensaio e o valor de referéncia aceito como convencionalmente
verdadeiro. Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatiddo de um
método sdo, entre outros: uso de materiais de referéncia, participacdo em
comparacoes interlaboratoriais e realizacdo de ensaios de recuperacao. A
exatiddo, quando aplicada a uma série de resultados de ensaio, implica numa

combinacédo de componentes de erros aleatorios e sistematicos.

A determinacdo da tendéncia total com relagdo aos valores de referéncia
apropriados é importante no estabelecimento da rastreabilidade aos padrdes
reconhecidos. A tendéncia pode ser expressa como recuperacdo analitica,

valor observado
valor esperado’

definida como

Esta tendéncia deve ser corrigida ou demonstrada ser desprezivel, mas em
ambos os casos, a incerteza associada com a determinagdo da tendéncia

permanece como um componente essencial da incerteza global.

Segundo a ANVISA (Brasil, 2003), a exatiddo deve ser determinada apos o
estabelecimento da linearidade, do intervalo linear e da especificidade do
mesmo e pode ser expressa pela relacdo entre a concentragdo meédia
determinada experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente,

Equacéo 8.1:

concentraéo médiaexperimental
concentraéotedrica

Exatidao=

*100 (8.1)

Para os valores experimentais adquiridos durante a constru¢cdo da curva de
calibracdo (método Anions 1), a exatiddo (%) calculada € apresentada na
Tabela 8.1.
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Tabela 8.1 — Valores de Exatiddo (%) do método para o método Anions 1

Exatidao (%)

Padréo Fluoreto Cloreto Nitrato Sulfato
1 100 100 100 100
2 96,4 71,7 90,51 78,9
3 96,7 79,1 95 96,3
4 99,2 105,03 90,9 88,4
5 99,01 95,64 97,32 96,77
6 99,13 94,31 97,30 95,65
7 99,8 100,96 99,5 99,3

8.1.Materiais de Referéncia ou Certificados (MRC)

Sempre que possivel, os materiais de referéncia certificados devem ser
utilizados no processo de validacdo de um método de ensaio. Um MRC possui
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 reconhecidos e confiaveis.

Na avaliacdo da exatidao utilizando um material de referéncia, os valores
obtidos pelo laboratorio (média e o desvio padrdo de uma série de analises em
replicata) devem ser comparados com os valores certificados do material de
referéncia. Para esta comparagdo podem ser utilizados diversos critérios de

deciséo, entre os quais:

¢ Erro relativo;

» Teste de hipoteses;

 Indice z (z Score), e

* Erro normalizado.

O calculo para tais critérios pode ser orientado pela ABNT (2003). Nos

processos de comparacdo, caso ndo ocorra resultados satisfatorios, deve ser
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efetuado um plano de acdes corretivas para verificar as causas e reavaliar o

ensaio.

8.2.Recuperacao

A recuperacdo do analito pode ser estimada pela andlise de amostras
adicionadas com quantidades conhecidas do mesmo (spike). O analito pode
ser adicionado as amostras em pelo menos trés diferentes concentracdes, por
exemplo, préximo ao limite de deteccdo, proximo a concentracdo maxima
permissivel e em uma concentragdo proxima a meédia da faixa de uso do
método. A limitacdo deste procedimento é a de que o analito adicionado néo

esta necessariamente na mesma forma que o presente na amostra.

O estudo de recuperacdo consiste na adicdo de solugbes com diferentes
concentracbes do analito de interesse, seguida pela determinacdo da
concentracdo do analito adicionado. E também chamado de processo de

fortificacdo (Figura 8.1).

- -

’ g W O
Maior nivel de fortificagfo

. . - - - - -
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/.. —r _ — 1 |—

(- [ 1

W o W . . Menor nivel de fortificago
Solugho de Fortificagio Fortificagfo da amostra

Figura 8.1 - Processo de fortificacdo de amostras.
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A quantidade percentual recuperada pelo processo pode ser calculada através
da Equacéo 8.2. Mais detalhes sobre este topico pode ser encontrada em Brito
(2003).

Re C% - [Valorobtido ~ Valorreal] * 100 (81)

valor

real
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9 Precisao

A precisdo de um meétodo analitico € o parametro que avalia a proximidade
entre as medidas experimentais na mesma amostra. Geralmente & expresso
com desvio-padrdo, variancia ou coeficiente de variacdo (CV) de diferentes
medidas.

Ambas repetitividade e reprodutibilidade sdo geralmente dependentes da
concentracdo do analito e, deste modo, deve ser determinada para um
diferente nimero de concentragbes e, em casos relevantes, a relacdo entre
precisdo e a concentragdo do analito deve ser estabelecida. O coeficiente de
variacdo (CV%) ou desvio padrao relativo (DPR) pode ser mais util neste caso,
pois foi normalizado com base na concentracdo e deste modo ele é
praticamente constante ao longo da faixa de interesse, contanto que esta nao

seja muito grande, podendo ser calculado pela Equacgéo 9.1:

- loe]

DPR% ~*100 (9.1)

Onde:
DP = desvio padréo;

CMD = concentracdo média determinada

Os valores dos coeficientes de variagdo ou desvio padréo relativo — DPR (%)
para o método Anions 1 sédo apresentados na Tabela 9.1.
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Tabela 9.1 - Calculo do DPR (%) para verificagdo da precisdo do meétodo, para o
método Anions 1.

Desvio Padréo Relativo - DPR —(%)

Padrao Fluoreto Cloreto Nitrato Sulfato
1 0 0 0 0
2 0,78 0,714 0,342 0,396
3 0,952 0,232 0,0522 0,339
4 0,489 0,134 0,0284 0,158
5 0,188 0,0757 0,0276 0,0382
6 0,621 0,0852 1,15 0,155
7 0,0539 0,0124 0,0479 0,0102
Média do DPR 0,441 0,179 0,236 0,157

9.1.Repetitividade

E o grau de concordancia entre os resultados de medi¢bes sucessivas de um
mesmo analito, efetuadas sob as denominadas condi¢cdes de repetitividade:
mesmo procedimento de medicdo; mesmo observador; mesmo instrumento
usado sob mesmas condi¢cdes; mesmo local, e repeticdes em curto espaco de
tempo.

A repetitividade 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 adicdo ao branco em varias

concentracdes na faixa de trabalho.

9.1.1. Limite de Repetitividade — “r’

A partir do desvio padrao dos resultados das andlises e sob condigbes de
repetitividade, € aconselhavel calcular o limite de repetitividade “r’ que capacita
0 analista a decidir se a diferenca entre analises de duplicatas de uma amostra,
determinada sob condi¢des de repetitividade, é significativa.

O limite de repetitividade (r) é calculado pelas Equacdes 9.2 e 9.3.

28




r=t,J/2*S (9.2)
Ou, para um nivel de significancia de 95%
r=28*S, (9.3)

Onde:

r = limite de repetitividade

Sr = desvio-padrao de repetitividade associado aos resultados considerados;

Para o método Anions 1, os valores dos limites de repetitividade (umol.L™) para

a curva de calibracdo sdo mostrados na Tabela 9.2.

Tabela 9.2 - Calculo do limite de repetitividade.

Limite de repetitividade ( pmol.L %)

Padréao Fluoreto Cloreto Nitrato Sulfato
1 0 0 0 0
2 0,0154 0,0296 0,00560 0,00855
3 0,114 0,0598 0,0196 0,0254
4 0,0727 0,0212 0,00280 0,0138
5 0,0550 0,0228 0,00485 0,00647
6 0,362 0,0519 0,405 0,0524
7 0,0797 0,0196 0,0435 0,0106
Média do limite de repetitividade 0,0999 0,0293 0,0688 0,0167

9.2.Reprodutibilidade

E o grau de concordancia entre os resultados das medi¢cbes de um mesmo

analito, efetuadas sob condi¢bes variadas de medigé&o.

Embora a reprodutibilidade n&o seja um componente de validagdo de método

executado por um unico laboratério, € considerada importante quando um
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laboratério busca a verificagdo do desempenho dos seus métodos em relagédo

aos dados de validac&o obtidos por meio de comparacéo interlaboratorial.

A partir do desvio padrao obtido sob condi¢Bes de reprodutibilidade € 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 condi¢cdes

de reprodutibilidade é significativa.

9.2.1. Limite de Reprodutibilidade — “R”

Do mesmo modo que para a repetitividade, o limite de reprodutibilidade (R) é

dado pelas Equacdes 9.4 e 9.5:

R=t v/2*S, (9.4)

Ou, para um nivel de significancia de 95%

R=28*S, (9.5)

Onde:

R = limite de reprodutibilidade

Sr = variancia de reprodutibilidade associada aos resultados considerados,
para cada laboratorio;

9.3.Precisao Intermediaria

A precisdo intermediaria, também denominada de reprodutibilidade interna,
refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma amostra, amostras idénticas ou
padrdes, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério, mas definindo

exatamente quais as condicdes a variar (uma ou mais), tais como:
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. Diferentes analistas;

. Diferentes equipamentos;

. Diferentes tempos.

Essa medida de precisdo € reconhecida como a mais representativa da

variabilidade dos resultados em um laboratorio e, como tal, mais aconselhavel.

Dependendo da andlise e do tipo de aplicacdo do estudo da precisdo
intermediaria, existem varios métodos para determinagdo e controle desse
parametro de qualidade, tal como através de grafico de controle de amplitude,
que podera ser aplicado para replicatas de amostras e para padroes estaveis

ao longo do tempo;

9.4.Comparacéao da Precisédo entre métodos

Considerando a exatiddo dos métodos adequada, quando se pretende avaliar
se dois métodos (A e B) tém diferencas significativas entre si, em termos de
precisdo, pode-se recorrer ao teste F.

O teste F tem como base o calculo da razdo entre as variancias dos dois
métodos, colocando-se a maior no numerador, de modo que a razao seja maior

ou igual a um, segundo a Equacéo 9.6:

2
I:calculado = %g (9 . 5)

Em seguida, € comparado o valor obtido com o valor tabelado de F.
Se F, <F

calculado — ' tabelado?

os dois métodos nao apresentam diferencas significativas

entre si, relativamente as suas precisodes.
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10 Robustez

A robustez de um método de andlise mede a sensibilidade que o método
apresenta de pequenas variagbes. Um meétodo diz-se robusto se revelar
praticamente insensivel a pequenas variacdes que possam ocorrer quando

esse esta sendo executado.

A avaliacdo da robustez pode ser realizada durante o desenvolvimento do
meétodo a ser analisado. Nestes testes sédo aplicados experimentos estatisticos
que avaliam os efeitos das alteragcfes em diferentes varidveis do método. Na
Tabela 10.1 estdo relacionados os principais parametros que podem resultar

em variacdo na resposta do método.

Tabela 10.1 — Determinacado da robustez do método analitico.

Estabilidade das solu¢fes analiticas

Preparo das Amostras ~
P *Tempo de retencéo

*Variacdo do pH da solucao
Espectrofotometria *Temperatura
«Diferentes fabricantes de solventes

*Variacao do pH da fase movel
*Variacao da composicao da fase movel
e Temperatura

*Fluxo

Cromatografia Liquida

«Diferentes lotes ou fabricantes de colunas
Cromatografia Gasosa *Temperatura
*Velocidade do gas de arraste
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11 Documentagéo de Métodos Validados

Com a finalidade de rastrear os processos de validacdo de um método, todos
os dados relevantes nesse processo tais como o0 planejamento, o0s

experimentos e os resultados obtidos, devem ser documentados e registrados.

Depois do processo de validacdo, € importante o desenvolvimento do
procedimento operacional, de forma que o0 método validado possa ser

implantado sem ambigtidades.

E preferivel que, ao se escrever um método de andlise, as informacbes sejam

descritas, tanto quanto possivel, na ordem em que o usuario vai precisar delas.

Convém que um procedimento de andlise seja coerente, claro, correto e tao
completo quanto necessario, dentro dos limites estabelecidos pelo seu campo
de aplicacdo. Na padronizacdo do formato dos métodos validados, sugere-se
utilizar a ABNT ISO/IEC Diretiva — Parte 3, a Norma ISO 78/2, além dos
requisitos da NBR ISO/IEC 17025 para a sistemética de controle de
documentos do laboratorio.
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Anexo 1

11. Percentage Points of the ¢ Distriburion®
@

FU Al A5 i A5 A28 A1 05 TH25 S A0S

1 325 1000 3078 6314 12,706 31821 G3G6ST 12731 31831 63662
2 2HD Ela  1ERs 2930 4303 6,565 0425 14085 .36 31.594
3 ATT 65 1638 2353 3182 4,541 5.841 T.453 102132 12,924
4 271 741 15331 21 2778 AT dale 5598 TA73 a.610
3 26T 2T 14Te 2015 2.571 3365 40532 4. 773 5893 6,569
i) Jes 727 1440 1%43 0 2447 3043 3000 4317 5.008 505G
) T 11 1415 LB95 2365 2008 3450 4019 4. TRS 5,408
i 262 G 1,307 1LEa0 2.306 2506 3358 3.833 4501 5,041
b 26l 0 1.3RY 1833 2262 2821 3.250 3.690 4397 4,781
10 2600 700 1LA72 0 1812 2238 2784 11e9 3.581 4144 4 587
11 _26db BET 1363 1.7%% 2301 2,718 3,106 3497 4025 4,437
12 250 B/05 1356 1782 2179 681 1055 3428 3050 4318
] 259 A% 1350 1771 20600 2650 3012 3372 3.552 4221
14 254 Be2 1345 1761 2145 2.624 2877 3.326 3787 4,140
15 258 691 1341 1753 2031 2602 2947 3286 3733 4073
16 J58 &G0 1337 1746 201200 2583 2421 3,252 3686 4,015
17 257 ARS 1,333 L7400 20110 2.567 2808 3222 3646 3.065
18 25T L83 1330 1734 2.1 2552 2878 3197 3610 3922
19 257 GRA 1328 1.7 2083 2539 286l 3174 3570 3883
20 257 437 1325 1725 2086 2528 2845 3153 3552 3850
21 257 L3613 1721 20RO 2518 241 3135 357 1519
22 256 AR& 1AM L7170 o4 2508 1R19 3119 3505 3,792
23 256 645 1319 1714 69 2500 2RO7 3004 485 1,767
24 ] ] SRS LL31R 1.7 2064 2.492 2,747 3.081 3467 1,745
25 285 BR4 1316 L7008 2060 24ES 2TED 3078 3450 325
26 156 4684 1315 1L.706 2056 2479 2. T19 1,067 3.435 37a7
27 256 684 L3140 LT3 2052 21473 2771 3.057 3421 EN L
2K A% A83 1313 L7010 2048 2467 2763 3.047 3408 3674
29 LA56 683 L1311 1.699 2045 2462 2756 XN 1,306 3659
30 256 68 1310 L1697 2042 2457 2750 3030 3385 3646
40 255 681 1303 1684 2021 2423 2704 2971 3307 3551
& 254 A7% 1.2%% 1671 2000 2300 2660 24015 3232 3.460
120 As4 0 6TT 1289 L6538 La#n 2358 2617 2 BaD 3160 1373
o A5% 0 474 1 2B 1645 L9l 2.3 2576 2807 000 3,291

¥ = degrees of freedom.
* Adapted with permission from Biocmerribe Tabler for Statisticians, Vol 1, 3rd editien, by E. 5. Pearson and
H. O, Hartley, Cambridge University Press, Cambridge, 1966
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