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RESUMO

A validacdo dos métodos de analises em situacbes fora da rotina, em P&D —
pesquisa e desenvolvimento, pode tornar-se um processo de dificil solugdo, em oposicéo
aquelas de rotina, onde as concentracdes sdo conhecidas. Nesta ultima situacdo, o método
analitico € validado e aprovado com simplicidade. Apesar dos elementos de qualidade
basicos para analises em P&D serem os mesmos adotados nas analises de rotina, fatores
como o comportamento imprevisivel da amostra, a composicdo desconhecida da matriz e
interdependéncia com o analito, mesmo a incerteza a respeito da escolha do método
instrumental, requer uma ateng¢ao renovada nos elementos de qualidade existentes. A razéo
pode ser atribuida a imprevisibilidade do procedimento analitico e a extensdo do esforgo
adicional dos elementos de qualidade. As incertezas das analises em P&D requerem uma
cuidadosa consideragcdo do problema, assim como a disponibilidade de técnicas analiticas.
Ao mesmo tempo, devem-se observar o planejamento e organizagdo do trabalho, a
supervisdo do desenvolvimento analitico e a adequacdo dos aspectos — técnico e
organizacional - no trabalho de P&D, a definicdo de responsabilidades e a competéncia do
corpo técnico.

A garantia da qualidade nas industrias farmacéuticas €& estabelecida pelo
desenvolvimento de especificagdes apropriadas para matérias-primas, produtos
intermediarios e produtos finais. A importancia de especificacbes adequadas foi
estabelecida e exemplos foram dados no desenvolvimento de especificacdo tipica para
produtos farmacéuticos, tais como a vacina e matéria prima. Isto incluiu uma discussao dos
tipos de parametros que precisam ser controlados e uma indicacdo dos valores numéricos
ou faixas esperadas para muitos materiais utilizados. A metrologia analitica que necessita
ser aplicada para demonstrar a observancia com as especificagbes foi discutida, com as
implicacdes de desempenho do método para diferenciar variagées na qualidade do produto
e a simples variabilidade analitica.

Esse trabalho foi escrito para laboratérios, com a finalidade de dar um suporte na
implementacédo da validagdo de métodos analiticos e introduzir o conceito de incerteza da
medida nas analises de rotina. O objetivo foi fornecer de uma maneira compreensivel e
pratica a metodologia dos calculos das medidas de incerteza baseados principalmente em
dados de controle de qualidade e de validacao ja existentes.

Exemplos praticos retirados diretamente do Laboratério de Metrologia e Validagao,
FIOCRUZ / Bio-Manguinhos, foram apresentados. Entretanto, o tratamento usado neste

trabalho é genérico e pode ser aplicavel a outros laboratérios quimicos.

Palavras chaves: ensaios, validacao incerteza
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ABSTRACT

Contrary to routine analysis, where the sample matrix and concentration range of the
analyte are known, the analytical method has been validated — the method is fit-to-purpose —
analysis in non-routine situation and in R&D — research and development — may be a
tortuous problem to solve. Although many basic quality elements are the same as in routine
analysis, unknown factors such as unpredictable behavior of the sample, unknown
composition of the matrix and interdependence with the analyte, but (due to the
unpredictability of the analytical procedure and extent of effort ) also additional organizational
quality elements, even uncertainty about the choice of the instrumental method.

The uncertainties in non-routine analysis and R&D require careful consideration of the
problem, requiring available analytical techniques, planning and organization of work,
supervision of the analytical progress and adequate aspects — both technical and
organizational — or non-routine and R&D work and define responsibility and competences of
the personnel.

Assessment and assurance of quality within the field of pharmaceutical manufacture
is established by the development of appropriate specifications for raw materials and
products. The importance of suitable specifications was established and examples were
given for the development of a typical specification for a pharmaceutical drug substance like
as vaccine or raw material. This included discussion of the types of parameters which
needed to be controlled and an indication of the numerical values or ranges expected for
most materials. The analytical metrology which needs to be applied to demonstrate
compliance with the specification were discussed, along with the implications of method
performance necessary in order to distinguish between variations in product quality and
simple analytical variability.

This work is written for analytical laboratories, in order to give support to the
implementation of the validation of analytical methods and the concept of measurement
uncertainty for routine work. The aim is to provide a practical, understandable and common
way of performing measurement uncertainty calculation, based mainly on preexisting quality
control and validation data. Practical examples taken directly from the Laboratério de
Validagdo de Métodos, FIOCRUZ / Bio-Manguinhos were presented and explained.
However, the approach is very general and should be applicable to most testing laboratories

in chemical field.

Key words: methods, validation and uncertainty
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1. OBJETIVO

O laboratério, ao empregar métodos de controle de qualidade de qualquer matéria-
prima, produto intermediario ou produto final, deve se basear em regulamentagées emitidas
por organismos de normalizagdo, que sado organizagbes reconhecidas na sua area de
atuacao, ou em periodicos. Consequientemente, ele deve demonstrar que tem condi¢des de
operar de maneira adequada estes métodos normalizados, dentro das condi¢des
especificas de suas instalagbes, antes de implanta-los. Nesse trabalho foi exemplificada
experimentalmente, através de cinco estudos de caso, a avaliacdo de dados para
verificagdo da capacidade do laboratério de reproduzir o método analitico, ilustrando-os a
com demonstracado da sequéncia do planejamento e parametros necessarios a validagao.

Dos cinco estudos de caso, trés vieram de uma empresa européia, através de uma
transferéncia de tecnologia de producdo de vacinas, para a fabrica em questdo, portanto
tratam-se de métodos ja validados e dois deles ja tinham sido publicados em farmacopéias.
Validar um resultado significa que o procedimento, que incluiu desde as condi¢cdes de
operacado do equipamento até toda a seqiéncia analitica, seja aceito como correto. Para
tanto, é importante enfatizar que qualquer alteragcdo de métodos normalizados, publicados
ou transferidos implica em revalidar o método para que os laboratérios demonstrem que os
meétodos utilizados por eles conduzem a resultados confiaveis, que garantam qualidade,
idoneidade e credibilidade de seus produtos ou servicos. Como os métodos normalizados
sdo métodos validados, nao foi necessario realizar o processo completo de validagao, ja que
nao ocorreram alteragdes significativas dos mesmos.

A escolha dos estudos de casos, dentre todos os métodos ja validados na fabrica,
baseou-se nos problemas que eles apresentaram durante a validagao para os quais foram
sugeridas solugdes. Para todas as validagdes foram elaborados os planos de ensaio e a
seguir foram verificadas as caracteristicas de desempenho dos equipamentos e dos
analistas, a compatibilidade dos equipamentos ao método e a estimativa de incerteza. Para
cada tipo de estudo de caso, de acordo com a sua complexidade, natureza, disponibilidade
de matéria-prima e reagentes, foram aplicados critérios de aceitagcdo de validacao,
consideracdes para estimativa de incerteza e tipos de planos de ensaio diferentes.

O primeiro estudo de caso exemplificou uma revalidacdo de uma analise qualitativa a
qual teve como finalidade verificar a adequacdao de cada equipamento disponivel na
execugdo do método. O segundo e o terceiro estudo de casos demonstraram a importancia
do treinamento dos analistas antes da execucado do ensaio, a necessidade da interpretacéo
e da utilizacdo correta dos certificados de calibragdo dos instrumentos e também a
capacidade de cada equipamento disponivel. Para o terceiro estudo de caso o plano de

ensaio foi elaborado abordando apenas trés analises completas com padrao certificado, ou



seja, o numero de repeticdes foi menor e a conclusdo da validagao foi mais rapida. Para o
quarto estudo de caso, aplicou-se a validacao retrospectiva, com base na exemplificagao de
um método analitico cujos resultados de rotina puderam ser aproveitados; posteriormente
foram construidos os graficos de controle para verificar o desempenho do método. Neste
caso foi possivel observar a falta de sensibilidade da analise aos tipos de amostras
diferentes. No quinto estudo de caso, aplicou-se um plano de ensaio com poucas analises
utilizando padrdes certificados, pois a revalidagao teve como motivo a introdugdo de um
instrumento novo no laboratério. Para tanto verificou-se a conformidade do medidor e o
treinamento dos analistas.

Todos os métodos possuiam procedimento operacional padrao, plano de ensaio para
validacao, instrumentos referentes calibrados, vidrarias calibradas, o que possibilitou a
estimativa de incerteza.

As analises de equivaléncia, utilizando os testes estatisticos como t de Student,
Fisher e analise da varidncia (ANOVA), além das estimativas de incerteza tornaram o
processo de validagdo de métodos analiticos mais objetivo, facil de demonstrar e

implementar.



2. VALIDAGCAO ANALITICA

2.1. Conceituagéo

A validagdo de métodos analiticos & definida por inumeras agéncias reguladoras e
pode-se dizer que este conceito continua evoluindo. Seguem-se a transcricdo de algumas
definigbes:

“Processo pelo qual é estabelecido através de estudos de laboratério, que os parametros
analiticos do método alcangam os requisitos especificos para as aplicacbes analiticas
pretendidas” (USP 27, 2003).

“‘Demonstrar que o método é adequado ao uso pretendido” (NBR ISO/IEC 17025:2005).
“Confirmar que tem competéncia para aplicar o método de modo apropriado, que o0 mesmo
atinge o pretendido e que opera bem sob as condi¢gdes normais de uso” (INMETRO DOQ-
CGCRE-008:2003).

“Validacdo é o processo de definir uma exigéncia analitica e confirmar que o método sob
investigagdo tem capacidade de desempenho consistente com o que a aplicagao requer”
(EURACHEM, 1998).

“A validagao de um método estabelece, através de estudos sistematicos de laboratdrio, que
o método é adequado a finalidade, isto é, suas caracteristicas de desempenho sao capazes
de produzir resultados correspondentes as necessidades de problema analitico” (ANVISA,
2004).

Dentro de um conceito geral, um método analitico pode ser validado
intralaboratorialmente ou interlaboratorialmente. O primeiro método, chamado de validagao
no laboratério, consiste em executar as etapas de validagao dentro de um unico laboratdrio,
seja para validar um método novo que tenha sido desenvolvido localmente ou para verificar
que um método adotado de outras fontes esta bem aplicado. O segundo tipo, chamado de
validacdo completa, envolve todas as caracteristicas de desempenho e um estudo
interlaboratorial que é utilizado para verificar como a metodologia se comporta com uma
determinada matriz em varios laboratérios, estabelecendo a reprodutibilidade da
metodologia e a incerteza expandida associada a metodologia como um todo. No caso de
validacao no laboratério de métodos retirados de fontes normativas ou publicadas, chama-
se de revalidacdo do método (LANCAS, F. M. 2004).

A revalidagdo ndo acontece somente nesse momento, mas também quando ha
entrada de um analista, equipamento, ou fornecedor novo no laboratério. Recomenda-se a
revalidagcdo a cada dois anos caso n&o haja nenhuma alteragdo das condigbes do método
(BARROS, C. B. & HIRATA, Y. S. 2004).



A validacdo de métodos é o processo de estabelecimento das caracteristicas de
desempenho e suas limitagdes, da identificacdo dos fatores de variabilidade e de sua
extensdo, que podem alterar essas caracteristicas. E, portanto o processo de verificagdo se
um meétodo é adequado ao uso. Tornar um método analitico valido para uso é padronizar a
sua execug¢do, visando garantir que 0 mesmo seja realizado sempre com a obtencao de
resultados compativeis com as especificagbes do produto para a segura utilizagdo das
informacgodes geradas (SILVA, A. & CARVALHO, M. 2004).

Como pré-requisitos de validacao, todos os equipamentos analiticos e instrumentos
em questdo sao submetidos a uma prévia calibragcao e ajuste, se necessario, ou qualificacao
quando aplicavel. Padroes de referéncia, com pureza documentada, devem ser usados no
transcorrer do estudo de validac&o. Toda vidraria utilizada deve ser classe A e é desejavel
que os materiais volumétricos sejam certificados individualmente. Os analistas de laboratério
devem ser treinados nas técnicas analiticas para realizar as tarefas de validacao
(NICOLOSI, M. 2003).

2.2. Historico

A importancia da validagdo em analise quimica tornou-se mais acentuada a partir da
constatacdo, na década de setenta, da enorme variabilidade de resultados obtidos em
analise toxicologica de amostras submetidas a estudos interlaboratoriais por 6rgaos do
governo americano (LANCAS, F. M. 2004).

A partir de iniciativas de instituicdes do governo americano, como Food and Drug
Administration (FDA) e a Enviorement Protection Agency (EPA), e a partir de resultados de
estudo para assegurar a integridade dos dados laboratoriais, criou-se o sistema denominado
ISO/IEC-25 (HUBER, 1999).

O principal objetivo dessa organizagao foi a padronizacdo das exigéncias a serem
seguidas pelos laboratérios a fim de demonstrarem competéncia na realizagdo dos servicos,
assim como tornarem os resultados internacionalmente aceitos e passiveis de reproducéo
em outros laboratérios (HUBER, 1999).

A partir dessas normas, cada pais estabeleceu seu proprio programa para assegurar
a qualidade de servigos, entretanto sempre em concordédncia com as normas da
International Standardization Organization e da International Eletrochnical Commission
(ISO/IEC25). Esses programas de garantia de qualidade visaram implementar acées
sistematicas necessarias para prover um servico de adequada confiabilidade de maneira a
satisfazer sua finalidade. A garantia da qualidade e o controle de qualidade se relacionam
aos procedimentos executados no laboratério para garantir o controle do sistema de

medidas. Esses programas introduziram novos conceitos visando a uniformizacédo do



procedimento dos laboratérios envolvidos em programas de garantia de qualidade (HUBER,
L. 1999).

2.3. Regulamentacdes

Uma forte infra-estrutura internacional de medi¢gées tem sido implementada com a
finalidade de eliminar as barreiras técnicas entre os paises, ja que ha necessidade
progressiva de harmonizacdo das diferencas entre os conceitos basicos de qualidade de
tratamentos de dados analiticos a serem comparados. Para atingir este processo de
reconhecimento mutuo, em nivel internacional, devem ser observados requisitos legais, de
certificagdo e de acreditacdo, para a medigdo uma vez efetuada ser aceita em qualquer
pais. As normas internacionais e sistemas da qualidade requerem a validagdo de métodos
analiticos e a documentagdo do trabalho de validagdo, para a obtencdo de resultados
confiaveis e adequados ao uso pretendido. Portanto, existem fortes razbes legais, técnicas e
comerciais, que justificam a validagdo de métodos analiticos. Os métodos analiticos usados
para avaliacdo da qualidade de produtos, tais como: farmacéuticos, alimenticios,
cosméticos, agro-quimicos, estdo sujeitos a varios requisitos legais e normativos. Segundo
do documento gerado pelo Committee of the Good Manufacturing Practice (cGMP), os
métodos de ensaios usados para avaliar a conformidade destes produtos com
especificagdes estabelecidas devem atingir padroes adequados de exatidao, precisao e
confiabilidade (BRITO et. al., 2003).

Com objetivo de prover e facilitar o desenvolvimento de validagdo de métodos
analiticos para utilizagdo e harmonizagao dos conceitos de validagao de métodos analiticos
nos programas de segurangca da garantia da qualidade, grupos internacionais técnicos
publicaram documentos, guias e recomendagdes para serem seguidos como por exemplo: a
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), uma organizagao néo
gorvernamental internacional dedicada ao avango da quimica, redigiu um documento
técnico, um guia para validagdo de métodos analiticos utilizado pela 1SO. Ja a norma
ISO/IEC 17025, uma norma especifica para laboratérios de ensaio e de calibragido
apresenta um item de validagcdo de métodos como um dos requisitos técnicos importantes
na qualidade assegurada dos laboratérios, a United State Pharmacopeia (USP), um
compéndio reconhecido pelo U.S. Federal Food, Drug and Cosmetic Act, contém capitulos
de validacdo de métodos analiticos e ensaios de conformidade do sistema, o grupo de
trabalho EURACHEM desenvolveu os documentos The Fitness for Purpose of Analytical
Methods e Quantifying Uncertainty in Analytical Measurement utilizado como guia na

validagdo e na estimativa de incerteza de métodos analiticos (RIBANI et. al., 2004).



No Brasil, para a industria farmacéutica, ha duas agéncias verificadoras de
competéncia de laboratérios de ensaios: a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) e o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e qualidade Industrial
(INMETRO). Estes orgéos disponibilizam guias para procedimento de validacao de métodos
analiticos como Orientagdes sobre validagcdo de métodos de ensaios quimicos do INMETRO
(DOQ-CGRE-008) que reuniu as principais normas, a fim de auxiliar os laboratérios na
tarefa de demonstrar que um método de ensaio quimico, nas condi¢cdes em que ¢é praticado,
tem as caracteristicas necessarias para a obtengéo de resultados com a qualidade exigida e
o Guia para validagdo de métodos analiticos e bioanaliticos (Resolugdo RE n° 899)
proporciona aos laboratérios analiticos, orientagbes sobre a melhor pratica para o
desenvolvimento de ensaios analiticos quimicos e bioldgicos, sejam eles qualitativos e
quantitativos, de rotina ou pesquisa. Esses documentos ressaltaram a importancia da
qualidade analitica dos resultados como um dos instrumentos fundamentais para protecao e
promocao da saude da populagao (RIBANI et. al., 2004)

A Associagao Brasileira de normas Técnicas (ABNT), uma das agéncias normativas
associadas a ISO, elaborou uma Norma Brasileira (NBR) - Requisitos gerais para a
competéncia de ensaio e calibracdo (ABNT NBR ISO/IEC 17025) como resultado da ampla
experiéncia na implementagdo do ISO/IEC Guide 25. Ela possui todos os requisitos de
laboratérios de ensaio e de calibragdo para atenderem um sistema de gestdo, para serem
tecnicamente competentes e para produzirem resultados tecnicamente validos. Essa norma
atual incorporou todos os requisitos da ABNT NBR 9001 que s&o pertinentes ao escopo de
servigos e calibragido cobertos pelo sistema de gestao do laboratério, porque eles operarao
também de acordo com a série ISO 9000 (ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005)

Todos esses orgaos e normas listados acima exigem a validagcdo de métodos
analiticos como um requisito fundamental no credenciamento para a qualidade visando
demonstrar a competéncia técnica do laboratério. O que se pode observar é que nao ha um
procedimento normalizado que estabelega o modo de execugdo do processo de validagéo
de métodos. Esses documentos sao recomendacgdes, portanto deixa os analistas a

flexibilidade de adapta-los de acordo com o método a ser usado (BRITO et. al., 2003).



3. METODOLOGIA

3.1. Planejamento

De acordo com a organizagcao e estrutura do laboratério, o planejamento da

validagdo analitica deve ser elaborado incluindo todos os seus pré-requisitos,

desenvolvimentos e conclusdes.

No caso de revalidagéo, os itens basicos que a execucéo da validacdo de métodos

deve obter sao:

Definigao da aplicacao, do objetivo e do escopo do método;

Elaboragao do procedimento operacional padrao do método, que € um documento
elaborado pelo analista com as etapas de execugdo do método descritas. Esse
documento deve descrever as informagdes na ordem em que o usuario vai
precisar delas. Nele devem constar: objetivo, responsabilidades, campo de
aplicagao, bibliografias, equipamentos, instrumentos, vidraria, reagentes, célculos,
exemplos de planilhas, critérios de avaliagdo e o tratamento das possiveis nao-
conformidades.

Elaboragcado de um plano mestre de validagcao que organiza as atividades relativas
a validagao, contemplando o planejamento e etapas previstas, apresentando a
relagdo de meétodos analiticos a serem validados e respectivo cronograma, e
estabelecendo responsabilidades a serem seguidas. Nele constam os
procedimentos, equipamentos, responsabilidades e situacbes relacionadas aos
métodos a serem validados;

Verificagdo se das caracteristicas de desempenho do equipamento em fungao do
que é exigido pelo método em estudo, providenciando a elaboragao ou revisdo da
instrugdo de operacgao e a qualificacao do equipamento;

Definicdo dos parametros de desempenho e critérios de aceitagao da validagao;
Desenvolvimento do protocolo de validagdo, um plano que descreve o modo de
execucao a ser adotado e os critérios de aceitagdo para a validacdo de um
determinado método analitico;

Qualificagao dos insumos, por exemplo, padrdes, reagentes e matérias-primas;
Execugao dos experimentos preliminares de validagéo;

Ajuste dos parametros do método e/ou critérios de aceitacao, se necessario;
Execugao de experimentos completos de validagao;

Estimativa de incerteza do método;



e Revisdo do procedimento operacional para execugao do método, na rotina, se
necessario;

e Definicdo dos critérios de revalidagdo (por exemplo, mudangcas de pessoal,
condicbes ambientais, equipamentos, periodicidade, etc); e

¢ Definicado do tipo e frequéncia de verificagdes de controle da qualidade analitica
para a rotina (SILVA, A. & CARVALHO, M. 2004).

3.2. Documentacgao de validacdo analitica

Uma vez cumpridas todas as etapas do processo de validagdo, € importante
documentar os procedimentos de forma que o método possa ser implementado de maneira
clara e sem ambiguidades. A documentacgéo apropriada auxilia na aplicagado consistente do
método, j&4 que, uma vez implantado o método, ele serd sempre executado conforme
descrito; caso contrario o desempenho real do método n&o irad corresponder aquele previsto
nos dados de validagcdao. Documentagbes que registrem etapas da validagdo séao
necessarias também para fins de avaliagao e podem ser exigidas por razées contratuais ou
até mesmo por organismos regulamentadores.

A sistematica de controle de documentos do laboratério deve permitir a retirada de
circulagdo dos documentos obsoletos e emissdo de métodos revisados. As alteragdes
devem ser realizadas somente por pessoas autorizadas.

Cada método analitico e o respectivo produto (matéria-prima, produto intermediario e
produto acabado) corresponderdo a um protocolo de validagdo, que devera possuir objetivo,
detalhes do produto, caracteristicas e especificagbes do analito, nome do método analitico
ou o numero do documento que o descreve, plano de validagao e critérios de aceitacéo
(NICOLOSI, M. 2003).

Na elaboracdo da documentacdo de validagdo, as seguintes etapas devem ser
seguidas:

e Preenchimento das fichas de ensaio. — geralmente, constam no protocolo matriz.

Elas devem ser preenchidas, no exato momento do ensaio, a caneta e com
rasuras legiveis;
e Execucado dos calculos estatisticos em planilhas eletrbnicas validadas para avaliar
os critérios de desempenho do método. O responsavel pela validacdo executa os
calculos e tira as conclusdes pertinentes; e

e Elaboracgio do relatério de validagdo, que reporta os resultados obtidos, incluindo
os critérios de aceitagao atingidos e as conclusdes. Nele devem estar detalhados,
os registros do estudo de validagdo (massa das amostras, reagentes utilizados,

temperatura de analise), os participantes, as documentagbes técnicas, as



condicbes de validagdo, vidrarias, instrumentos e equipamentos utilizados,

resultados, observacgdes, critérios de avaliacdo, ndo-conformidades, concluséo e
declaracao de validagao (ABNT ISO/IEC 17025:2005).

3.3. Caracteristicas de desempenho do método

Os métodos sao classificados, na Tabela 1, de acordo com as aplicagdes, enquanto

que as caracteristicas de desempenho — parametros de validagdo — sdo avaliadas, segundo

a Tabela 2.

Tabela 1: Classificagdo baseada na aplicagdo do método (USP 27, 2003)

Categoria Descricdo Conforme a Aplicacao

| Métodos analiticos para quantificagdo de macrocomponentes em matérias
primas ou ingredientes ativos em produtos acabados.

I Métodos analiticos para determinacéo de impurezas em matérias primas ou
componentes de degradagao em produtos farmacéuticos acabados.
Métodos analiticos para determinacdo de caracteristicas fisico-quimicas em

Il drogas a granel ou em produtos acabados (Exemplo: dissolugéo, tamanho de
particulas, liberagdo da droga).

v Testes de identificacao.

Tabela 2: Pardmetros de avaliagdo de acordo com a categoria do método (USP 27, 2003)

Pars .. |Categoria || Categoria Il - Ensaios | Categoria |Categoria
arametro de Validacao ]
Ensaio | Quantitativo | Qualitativo I v
Exatidao Sim Sim * * Nao
Precisao Sim Sim Nao Sim Néo
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Limite de Deteccao Nao Nao Sim * Nao
Limite de Quantificagéo Nao Sim Nao * Nao
Linearidade Sim Sim Nao * Néo
Faixa Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim Sim -

"pode ser exigido dependendo da natureza do ensaio especifico.
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3.3.1. Especificidade e Seletividade

A especificidade e a seletividade estao relacionadas ao evento da detecgdo. A
especificidade é a capacidade que o método possui de medir exatamente uma substancia
especifica independente da matriz da amostra e de suas impurezas. A especificidade refere-
se a um método especifico para um unico analito e a seletividade refere-se a um método
utilizado para varios analitos com capacidade de distingdo entre eles. Um método seletivo é
composto por uma série de medidas especificas. Nas situagdes onde o sistema é linear tem-

se:

y=Fxx (1)

A medida para o componente k € especifica quando apenas os termos fix (i = 1,...,n) séo
diferentes de zero. Aqui a matriz € chamada de F,.; € 0 valore de y é apenas em fungéo de
somente de x.

Para um método completamente seletivo, cada coluna da matriz F contém somente
um elemento diferente de zero. Trocando-se as colunas pelas linhas, a matriz F passara a
possuir todos os elementos diferentes de zero na diagonal. Essa matriz é chamada de Fg,.
Na pratica situagbes Fgec € Fse contém outros elementos diferentes de zero. Esses
elementos, entretanto, tém consideravelmente valores numéricos menores do que o0s
valores correspondentes a fix (i = 1,...,n). Elementos indesejaveis diferentes de zero do Fgpec
e Fs, podem ser usados para descricdes quantitativas de seletividade e especificidade. A

férmula que descreve o numero de seletividade ¢, para cada coluna j do Fg é:

=" (2)

Portanto, tanto os testes de especificidade quanto os testes de seletividade sao
executados para verificar se ha interferéncia na determinagdo do analito (KATEMAN, G.
1981).

Os testes de especificidade tém como objetivo determinar os componentes que
precisam ser analisados na amostra, assim é necessario definir a matriz bem como os
possiveis interferentes. Para analise quantitativa (teor) e analise de impurezas, a
especificidade pode ser determinada pela comparagao dos resultados obtidos de amostras

enriquecidas com quantidades apropriadas de impurezas e de amostras ndo enriquecidas,
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para demonstrar se o resultado do teste é ou nao afetado por esses materiais (SILVA, A. &
CARVALHO, M. 2004)

Para os testes de seletividade, a matriz da amostra pode conter componentes que
interferem no desempenho da medicdo. Neste caso, podem ser utilizados diversos testes
dependendo da disponibilidade do analito, da matriz sem o analito e de amostras de
referéncia nas concentracdes de interesse. As ferramentas estatisticas como teste F de
homogeneidade de variancias e o teste t (Student) de comparacdo de médias podem ser
aplicados para avaliagdo da seletividade. Partindo-se da hipétese em que a matriz nao afeta
o sinal do analito em niveis de concentracao elevados ou acima da faixa, preparam-se dois
grupos de amostras de teste, um com a matriz e o outro sem a matriz, ambos os grupos
com a concentracao do analito idéntica em cada nivel de concentracao de interesse. Com
os valores obtidos nos dois grupos de amostras calcula-se o teste F e compara-se o valor do
teste F experimental com o valor do teste F tabelado. Se o valor do teste F calculado for
menor que o valor do teste F tabelado, a matriz ndo tem efeito significativo sobre a precisdo
do método, caso contrario a matriz interfere na precisdo do método. O teste t (Student) deve
ser calculado e comparado com o teste f tabelado, caso o valor calculado seja menor que o
valor do teste t tabelado, a matriz ndo tem efeito significativo sobre o ensaio, caso contrario
a matriz tem efeito estatisticamente significante sobre o resultado do ensaio. O teste t de
Student pode ser utilizado como fator decisivo caso o teste F calculado tenha um valor maior
que o teste F tabelado, porém o teste t sempre deve ser calculado independente do
resultado do teste F .

Como o numero de amostras paralelas em cada nivel de concentracao deve ser
maior ou igual a 7 (sete), para permitir o uso adequado dos modelos estatisticos e
proporcionar uma comparagao valida, para revalidacdo, os dados dos ensaios para
avaliagéo da linearidade e da precisdo podem ser aproveitados.

Para métodos em desenvolvimento, a avaliagao da seletividade ou especificidade é o
primeiro passo para validacao (SILVA, A & CARVALHO, M. 2004).

3.3.2. Faixa de Aplicacgéo e Linearidade

A faixa de aplicacdo linear é definida como a faixa de concentragbes na qual a
sensibilidade pode ser considerada constante e sdao normalmente expressas nas mesmas
unidades do resultado obtido pelo método analitico. Para escolher a faixa de trabalho, em
métodos em desenvolvimento, procede-se da seguinte maneira: quando se tem uma
amostra especifica, a concentracdo esperada deve se situar no meio da faixa de trabalho e
quando a concentracdo do analito € desconhecida utiliza-se a faixa de trabalho estudada

para amostras diversificadas. Os valores medidos tém que estar dentro da faixa de trabalho,
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e os valores medidos préximos ao limite inferior da faixa de trabalho devem ser diferente dos
brancos dos métodos (BARROS, C. B. & HIRATA, Y. S. 2004).

A linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os
resultados obtidos s&do diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra,
dentro de um intervalo especificado. Ela é obtida por padronizacido interna ou externa e
formulada como expressdo matematica. A equacao reduzida da linha reta, usada para o
calculo da concentragdo do analito a ser determinado na amostra real, é dada pela

expressao:

y =a+bx (3)

onde, a é o coeficiente linear, b é o coeficiente angular, y é o resultado da analise e x
€ o valor nominal.

O coeficiente de correlacdo linear r é frequentemente usado para indicar a
adequabilidade da curva como modelo matematico porque estima se os pontos
experimentais se ajustam bem a uma reta. Seus valores podem variar de -1 até +1, mas
para avaliacao de linearidade, um valor maior que 0,90 é, usualmente, requerido. Seu valor r

€ definido pela seguinte expressao:

2 A0 =%y = 9)}

r= i (4)

\/{[Z(Xi - *)z}hm . 9)2}

O erro padrdo estimado S, da reta de regressdo linear simples, mede o desvio

meédio entre os valores reais de y; e os valores estimados de §/. Ele informa de modo

aproximado o quanto grande sao os erros de estimativa em relacdo aos dados da amostra.
E medido na unidade de y; e o que se busca é diminuir o valor desse erro. Assumindo que
os desvios sao normalmente distribuidos, pode-se dizer entdo que a 68% de grau de
confianga dos pontos plotados, S, encontra-se dentro de um desvio padrdo variando de -1
até +1:

Sendo os desvios normalmente distribuidos a formula de S, é obtida da definigdo da

variancia da amostra S 2 comn-2 graus de liberdade:

®)
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O erro padrao existira sempre que o poder de explicagao da reta nao for completo. O
valor do erro significa entdo que existem outros fatores que interferem no comportamento de
y além da variavel x.

Depois de obter o Sy, podemos calcular o desvio padrdo do coeficiente angular S, e

o desvio padrao do coeficiente linear Ss:

S
S, = —2 6) e S

T

(7)

Os valores de S, e S, sao utilizados para estimar os limites de confianca, a 95% de
grau de confianga, dos coeficientes angulares e lineares da reta de regresséao linear, da

seguinte maneira:

IC, =a+tS, 8) e IC, =b£tS, (9)

O método pode ser considerado como livre de tendéncias (unbiased), ou melhor,
livre de erros sistematicos significativos, se o intervalo de confianga do coeficiente de
regressao linear IC, contiver a origem (INMETRO, DOQ-CGRE-008:2003).

O estudo da linearidade pode ser realizado preparando-se, pelo menos, solugdes padrao,
em ftriplicata, em cinco niveis de concentragdao, mais o branco de solu¢cdo. Cada uma das
solugbes padrdo deve ser analisada pelo menos trés vezes. No caso de revalidagdo, se
possivel, aproveita-se a curva analitica do método.

A sensibilidade ¢ um parametro que demonstra a variagdo da resposta em funcédo da
concentracdao do analito. Pode ser expressa por b da curva de regressado linear de
calibragdo, e é determinada simultaneamente aos testes de linearidade. A sensibilidade
depende da natureza do analito e da técnica de detecgao utilizada (BARROS, C. B. &
HIRATA, Y. S. 2004).

3.3.3. Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacéo
O limite de deteccdo LD é a menor quantidade do analito presente em uma amostra

que pode ser detectada, porém nao necessariamente quantificada, sob as condigbes

experimentais estabelecidas. O LQ é o menor sinal x que a realmente 1-a (nivel de
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confianga) pode ser considerado como sendo a medigdo de um analito (KATEMAN, G.
1981).

Se o branco de solugao ¢, e a amostra c¢;, onde ¢ € a concentragdo, sdo analisadas
repetidamente, obtém-se os sinais médios das solugdes em branco X e das amostras Xj.

Se a magnitude do sinal x;x é utilizada como critério para presenga do componente, a

probabilidade a que o sinal observado x > x, € causado pela leitura da solugao branca é:
a = [ P, (x)dx (10)
Xk

onde, Py(x) é probabilidade de distribuicao de x, e P,(x) é probabilidade de distribuicdo de x;.
A probabilidade f indica que o sinal observado sera menor do que x, € é causado

pela amostra ¢, é:
B = [P (x)x (11)

onde, a é probabilidade do erro tipo | e 8 é probabilidade de erro tipo Il
Se Py(x) = P(x) e a = 8, entdo xx é o ponto de interseccao de duas probabilidades de
distribuigao.

Portanto, seguindo esse raciocinio, o LD pode ser definido:
X = )_(0 + kO'O (12)

onde, )_(0 € a media dos sinais das solugbes em branco, o,€ o desvio padrdo da
probabilidade de distribuicdo de Py(x) de xo e k o fator fixado por Py(x), referente ao valor de
1-a.

A concentragao derivada do sinal de x é:

Xn + ko
c =20 0
S

onde S, é a sensibilidade, ou seja, o coeficiente angular da reta de regressao linear e k pode

(13)

ser obtido por varios meios.
Quando a probabilidade de distribuicdo de x, € conhecida com confianga suficiente e

provada por ser gaussiana, a e k sdo tabelados. Para validagdo de métodos, utiliza-se, na
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maioria dos casos, o valor de a igual a 0,0013 (1 - a = 99,87%) para um k igual a trés
(KATEMAN, G. 1981).

O LD pode ser calculado de trés maneiras diferentes: método visual, relagao sinal-
ruido e método baseado em parametros da curva analitica. Para testes qualitativos em kits o
método visual é o ideal. Para testes em que o branco da um sinal ou em equipamento ruido,
o calculo pode ser feito verificando a resposta do ruido de fundo usando a solugdo branca e
calculando seu desvio padrao. O desvio padrdo multiplicado-se por trés € uma estimativa da
incerteza da deteccéo.

Para testes em que a solugédo branco ndo da nenhum tipo de resposta, o limite de
deteccdo é determinado diluindo-se as concentragdes do primeiro ponto da curva de
calibracao até o zero, geralmente, sédo sete solugdes. Portanto ele é obtido, multiplicando-se
o desvio padrao do coeficiente linear por trés e dividindo pelo coeficiente angular.

O limite de quantificagdo LQ ou limite de determinagcéo é o menor valor determinado,
em confiabilidade de precisdo e exatidao aceitaveis, para aquela condicao analitica. Para se
obter o LQ utiliza-se o mesmo procedimento da determinacdo do limite de deteccao e
multiplica o desvio padrao determinado por dez.

A diferenga entre os limites LD e LQ é a ordem de grandeza das incertezas
associadas.

Na verdade existem outras estimativas, o importante é selecionar a mais coerente
com a especificagdo do método e reproduzir uma resposta com precisdo. O limite de
deteccdo deve estd na mesma unidade que o resultado final do método (SILVA, A &
CARVALHO, M. 2004).

3.3.4. Exatiddo

A exatidao definida como o grau de concordancia ou a compatibilidade entre os
resultados individuais encontrados e um valor de referencia, quando aplicada a uma série de
resultados de ensaio, implica numa combinagdo de componentes de erros aleatérios e
sistematicos. Normalmente, a exatiddo é a diferenca (erro ou tendéncia) entre a média X de
um grupo de resultado e valor aceito como verdadeiro X (INMETRO, DOQ-CGRE-
008:2003).

Além de ensaios de recuperagao, pode-se obter avaliacdo da exatidao por
comparagdo com outro método equivalente de exatiddo conhecida e por programas
interlaboratoriais.

Além do erro relativo, uma outra ferramenta a ser utilizada nessa avaliagdo € a reta de
regressao linear, ou seja, através do estudo de linearidade pela curva de regresséo linear.

Nesse caso, coloca-se no eixo y a concentragdo obtida do analito e no eixo x a
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concentracao nominal. Calculando os coeficientes angulares e lineares com seus intervalos
de confianga, obtém-se a analise da exatidao pois, o IC, devera conter o um e o /C, devera
conter o zero de origem (BARROS, C. B. & HIRATA, Y. S. 2004).

Na Tabela 3 estao listados os critérios de aceitacdo para exatiddo, recomendados

pela AOAC 2000, de acordo com a ordem grandeza da analise:

Tabela 3: Critério de aceitagao para exatidao (AOAC, 2000)

Concentracao Concentracdo Fracional Recuperacdo média %

100% 1,0 98 — 102
10% 0,1 98 — 102

1% 0,01 97 — 103
0,1% 0,001 95 -105
0,01% 0,0001 90 - 107

1 mg/L 0,000001 80 -110

10 pg/L 0,00000001 60 — 115

3.3.5. Precisao

A precisao é a avaliagao da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra, onde as duas formas mais
comuns de expressa-la sao pelo desvio padrdo S e o desvio padrao relativo ou coeficiente

de variagao CV definidos pelas equacgbes:

(14) e CV == %100 (15)

< || »»

onde, S é expresso na unidade de medida da amostra e CV em percentagem.

A precisao, podendo ser descrita qualitativamente e quantitativamente, € a medida
da dispersdo dos resultados, quando um procedimento analitico é repetido para uma
amostra. Essa dispersdo de resultados pode ser causada por muitas fontes. E comum
descrever a precisdo apenas para fontes de erros aleatérios resultantes a valores que nao
pertencem a uma distribuicdo normal. Antes da analise da precisdo, deve-se avaliar a

distribuicdo dos dados, que n&do sendo normal, o ensaio deve ser repetido.
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3.3.5.1. Repetitividade

Repetitividade é a precisao intra-corrida, ou seja, o grau de concordancia entre os
resultados de medicbes sucessivas, efetuadas sob as mesmas condi¢gdes de medicao.
Todas as medigdes com 0 mesmo procedimento; mesmo analista; mesma instrumentacéo,
dentro de um curto periodo de tempo. A repetitividade pode ser determinada por meio da
analise de padrdes, material de referéncia ou adigdo ao branco de varias concentracdes da
faixa de trabalho. A partir do desvio padrao dos resultados dos ensaios sob condigdo de
repetitividade S,, calcula-se o limite de repetitividade r, definido pela férmula 16, que
capacita o analista a decidir se a diferenga entre analises duplicatas de uma amostra é

significante para um nivel de confianca de 95%.

r=28%S, (16)

Sugerem-se no minimo seis repeticbes independentes para avaliagcdo da
repetitividade (INMETRO, DOQ-CGRE-008:2003).

3.3.5.2. Reprodutibilidade Intralaboratorial

Mais conhecida como precisao intermediaria, a reprodutibilidade intralaboratorial € a
precisao intercorridas, ou seja, refere-se a concordancia entre os resultados do mesmo
laboratoério, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos
diferentes. Para a determinagao da precisao intermediaria recomenda-se um minimo de dois
dias diferentes com analistas diferentes. Existem varios métodos para determinacédo e
controle desse parametro de qualidade, como por exemplo, por meio de grafico de controle
de amplitude, que poderao ser aplicados para replicatas de amostra e para padrdes estaveis
ao longo do tempo. A partir do desvio padrdao ponderado obtido sob condicbes de
reprodutibilidade intralaboratorial Sg, definido pela equacdo 17, é possivel calcular o limite
de reprodutibilidade R, definido pela equacdo 18, o qual permite ao analista decidir se a
diferenca entre os valores da duplicata das amostras analisadas sob condi¢cdes de
reprodutibilidade é significante (INMETRO, DOQ-CGRE-008:2003).

t n

1 -
Sk —\/mz > v -7, F (17)

j=tk=1
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onde: Sg é o desvio padrao ponderado; t é o total de amostras ensaiadas; n é total de

ensaios por amostra; k € o numero da amostra j, k=17; y, € o valor do resultado k para

amostra j; e }7j € a média aritmética das amostras j.

R=196+%S, *+/t (18)

De acordo com ISO 5725-5:1994, um nimero minimo de andlises é exigido para uma

boa estimativa de precisao intermediaria, ou seja:

k(n-1)>15 (19)

3.3.5.3. Reprodutibilidade Interlaboratorial

Reprodutibilidade interlaboratorial, ou seja, o grau de concordancia entre os
resultados obtidos em laboratorios diferentes como em estudos colaborativos. Embora a
reprodutibilidade nao seja um componente de validagao de método executado por um unico
laboratério, € considerada importante quando um laboratério busca a verificacdo do
desempenho dos seus métodos em relacdo aos dados de validacdo obtidos através de
comparacgao interlaboratorial. Ela é geralmente avaliada nos ensaios de proficiéncia entre
laboratérios (INMETRO, DOQ-CGRE-008:2003).

Na Tabela 4 estdo listados os critérios de aceitacdo para preciséo, recomendados

pela AOAC 2000, de acordo com a ordem grandeza da analise:

Tabela 4: Critério de aceitagao para precisdao (AOAC, 2000)

Concentragao Concentragao Fracional CV: % CVRr %
100% 1,0 1,0 2,0
10% 0,1 1,5 2,8

1% 0,01 2,0 4,0
0,1% 0,001 3,0 5,7
0,01% 0,0001 5,0 8,0
1 mg/L 0,000001 10 16

10 pg/L 0,00000001 20 32

Na validagdo analitica € normal a comparacdo entre analistas, tempo (dias),

metodologias e equipamentos, chamados de fatores. Geralmente essas andlises sao
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realizadas com os dados de precisdo. Dentre diversas ferramentas estatisticas utilizadas
para avaliagado da equivaléncia de ensaios, levando-se em consideracdo um fator por vez
(estatistica univariada), existem trés maneiras de comparar grupos de ensaios. Nessas
condigbes, por testes de hipéteses, de acordo com o numero de grupos k: teste F e teste t
Student, para k = 2; e andlise da variancia para k >2 (BARROS, C. B. & HIRATA, Y. S.
2004).

3.3.6. Robustez

A robustez de um método de ensaio mede a sensibilidade que este apresenta em
face de pequenas variagdes. Um método diz-se robusto se revelar ser praticamente
insensivel a pequenas variagdes que possam ocorrer quando este esta sendo executado
(BARROS, C. B. & HIRATA, Y. S. 2004).

Para avaliar a robustez de um método de ensaio precisa-se a recorrer a analises que
permitam a ordenar a influéncia de cada uma das variagdes nos resultados finais, indicando
qual o tipo de influéncia de cada uma dessas variagdes, como, por exemplo, na otimizacao e
no planejamento de experimentos.

A robustez é considerada nos primeiros passos do desenvolvimento do método, mas

para revalidacao ela nao se aplica.
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3.4. Estatistica aplicada a validacdo de métodos

Nesse capitulo serdo apresentadas as ferramentas estatisticas mais aplicaveis na
validagao de métodos analiticos. Antes de verificar qualquer paradmetro analitico, analisa-se
num conjunto de dados se ha algum valor inconsistente com outros membros da série de
dados. Essa avaliacdo de valores dispersos pode identificar causas assinalaveis e
problemas na analise.

A ferramenta estatistica utilizada foi o Grafico de Box que identifica outlier ou
extremos em uma determinada distribuicdo que independe do numero de dados dentro do
conjunto. No Grafico de Box aplica-se o percentil que sao medidas de posicado, onde n é
numero de casos, p € o valor percentual dividido por 100 ( por exemplo, 50/100 = 0.5, para
mediana) e X;+1, € 0 método para o célculo de percentil. Para essa avaliagéo:

a) Coloca-se os valores em ordem crescente.

b) Identifica-se n = nimero de medigdes.

c) Calcula-se ( n+1 )p = j+g (20) para p=0,25 (primeiro quartil - Q1) e para p=0,75
(terceiro quartil - Q3). Onde j sera o numero inteiro correspondente a ordem crescente e 0 g
sera a parte fracionaria utilizando-se apenas no calculo do percentil.

d) Calcula-se o primeiro e o segundo percentil = ( 1-g )x; + g( X;+ 1) (21), onde x; € 0
jésimo termoe o X;.; € 0 jésimo + 1 termo.

e) Subtrai-se o quartil superior (Q3) do quartil infeiror (Q1) = L.

Os valores que estiverem no intervalo de Q3+7,5L (22) e Q3+3L (23) e no intervalo
Q17-1,6L (24) e Q1-3L (24) , serdo considerados outlier podendo, portanto ser aceitos na
populagdo com alguma suspeita. Ja os valores que forem maiores que Q3+3L e menores
que Q7-3L deverdo ser considerados suspeitos de pertencer a populagcdo, sendo

investigada a origem da dispers&o. Tais pontos serdo chamados de extremos.

Q1-3L Q1-1,5L Qf Q3 Q3+15L  Q3+3L
| | | L | | |

Os limites para rejeicao dentro dos critérios, sao:

a) n < 10% de rejeigao: os valores sao rejeitados sem problemas.

b) 10% < n <20% de rejeigao: avaliagcao dos resultados pelo responsavel.

c) n > 20%: nao aceitavel todo conjunto deve ser rejeitado.

Dentro desses limites de rejeicdo, ao rejeitar os outliers, verifica-se, novamente, a
distribuicdo dos dados e persistindo a ndo-normalidade dos mesmos, recomenda-se repetir

O ensaio.
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Em seguida, a normalidade da distribuicdo dos dados devera ser investigada. Nos
ensaios fisico-quimicos, geralmente, todas as distribuicbes sdo normais. Essa verificagdo é
a maneira que os resultados se apresentam em forma de sino. Para uma distribuigao
normal, de média da populacao (M) e de desvio padrao da populagao (o), um intervalo da
média da populagdo * n vezes o desvio padrdao (4 £ no), contém uma porcentagem
conhecida dos valores da populagao, qualquer que seja o valor de n, inteiro ou fracionario.
Em outras palavras, essa equacéao representa a probabilidade de localizar um elemento da
populagdo em um intervalo em torno de p. Na Figura 1, as amostras podem ser descritas
COMO uma curva gaussiana, que € caracterizada pela posicdo da média mais a metade da

curva, proporcional ao desvio padrao. (KATEMAN, G. 1981).

Frequéncia

95%

BIQ%

Pontos de Variabilidade

Figura 1: Representagdo da curva gaussiana de uma distribuicdo normal
(KATEMAN, G. 1981)

A verificagdo da normalidade é um procedimento nao-compulsério, mas é uma
recomendacado essencial para garantia de certas inferéncias. O teste estatistico que
quantifica de forma objetiva a distribuicdo de dados é o Shapiro-Wilk e para maior
confiabilidade, o numero de valores tem que variar de 3 < n < 50 com um nivel de
significancia de 5%.

Na aplicacéo dessa ferramenta estatistica:

a) Ordena-se os valores em ordem crescente

b) Forma-se subtragdes: ( X(+1)-i— Xi ) (26), conforme n seja para ou impar.

O indice j varia 1 a n/2 ou de 1 a n+1/2, conforme n seja para ou impar.

c¢) Forma-se os produtos: ai( X+1)-i — Xi ) (27).

d) Calcula-se a soma: SW =73 ( xi— X )?(28).

e) Calcula-se a razdo: W = SW#SQT (29).

f) Compara-se o valor de W com o valor de W; (95%) fornecido na tabela estatistica.

Se W > W, rejeita-se a hipotese de ndo-normalidade, agora se W < W, aceita-se a

hipotese de ndo-normalidade, a partir dai avalia-se a discrepancia dos resultados e repete-
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se 0 ensaio. Em ensaios robustos, ou seja, repetitivos, certamente obtém-se os mesmos
valores, portanto ndo se aplica a distribuicdo normal porque nao ha dispersao.

Depois, aplicam-se ferramentas estatisticas triviais para todos os parametros

analiticos assim como a média aritmética x que € o resultado da soma de valores dividida
pelo numero de valores de n observagdes independentes. Representa a tendéncia central

mais comum, dado pela férmula:

=z x (30)

Outra ferramenta muito utilizada é a variancia s? que é uma medida de dispersdo, ou
seja, a soma dos desvios quadraticos das observagdes de sua média aritmética dividida

pelo numero de observagdes menos um.

2 Y 31
s = le(Xi-X) (31)

n

Ja o desvio padrdo s € a raiz quadrada positiva da variancia ( g =

(32). Ele supera um sexto da amplitude e ¢é inferior a um ter¢o da mesma (R/6 < s < R/3),

R
portanto, pode ser estimado através da amplitude (s :d—) (33) onde d, é um fator tabelado
2

e R é a amplitude, ou seja, a diferenga entre o maior € 0 menor valor de um conjunto de
observacdes. E uma medida de dispersao, ou seja, largura da distribuicdo normal.

O coeficiente de variagdo CV% ¢é o desvio padrdo relativo, ou seja, a razéo
percentual entre o desvio padrdo e a média de uma amostra que nos permite comparar duas
distribuicdes diferentes. E definido pela férmula:

CV =2 x100 (34)

X

Os testes de hipéteses ou de significancia sao ferramentas estatisticas que permitem
fazer comparacgdes e interpretacdes objetivas a partir de dados experimentais. No entanto,
pelo fato de se basear em amostras, nunca se pode assegurar que a decisdo seja
absolutamente correta. As chamadas hipoteses nulas H, possuem uma afirmag¢do que é

verificada através dos testes. Neste contexto, as seguintes regras sao validas:
e Hjyé sempre uma afirmagéo (positiva), como por exemplo, Ho: X = iL;
e Toda hipdtese nula tem uma hipotese alternativa (H;) que é confirmada se a

hipotese nula é rejeitada. Como por exemplo: Hy: X # f1; Hi: X < ;e Hy:

X> u;
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Cada teste tem validade somente para um certo nivel de confianga (p), definido
para analise. Assim, o teste tem um nivel de significAncia (a ), sendo a = 1 - p.
Geralmente, para validagao e revalidagdo de métodos, usa-se um nivel de
confianga de 0,95 e a = 0,05. O nivel ou grau de confianga (1 - o = p) é
comumente expresso como valor percentual equivalente que € a probabilidade do
intervalo de confianga conter o verdadeiro valor do pardmetro populacional. Para
métodos analiticos, a probabilidade mais utilizada € de 95% ou grau de confianga
mais utilizado é de 0,05 (1-0,95).

¢ A nao rejeigao da hipotese nula nao indica que ela seja verdadeira. Ou seja, para

aquele nivel de confianga, ndo ha diferencga estatisticamente significativa;

Todo teste estatistico pode resultar em um erro de julgamento, pois o nivel de
confianca nunca é de 100%. Sao dois os tipos de erros possiveis: o tipo | ou erro
a que é a rejeicao da hipétese nula quando ela € verdadeira; e o tipo Il ou erro

que € a nao rejeicao da hipotese nula quando ela néo € verdadeira.

Quando o teste pretende verificar se um determinado resultado é maior que, ou

menor que o valor aceito, por exemplo, o teste deve ser monocaudal, com o valor integral de

a deslocado para a direita ou para esquerda na curva gaussiana, respectivamente. Agora,

quando o teste pretende verificar se um determinado resultado € igual a, ou diferente do

valor aceito, por exemplo, o teste deve ser bicaudal, uma vez que a diferenga entre os dois

valores pode estar em um lado ou outro da curva gaussiana, representada abaixo.

As variancias S? de dois grupos, com seus respectivos graus de liberdade

(vy=n-1 e v,=n,-1), podem ser comparadas por meio do Teste F, proposto por

Snedecor, em 1934, em homenagem a Fisher, onde:

F — maior (35)

onde F é a razao entre a maior varidncia e a menor variancia.

Para encontrar o F critico (F;), consulta-se a tabela de distribuicdo de F, de acordo

com os graus de liberdade e o nivel de confianga. O F calculado deve ser comparado com

F.. Comparando-se os testes de hipétese: Hy: S = S,2 e a Hy: S42 # S,% Parao F > F,

rejeita-se a Hyp, onde para o nivel escolhido, a diferenga entre as variancias € significativa.

As médias sao comparadas através de teste t Student. Os trés tipos, apresentados,

pressupéem uma distribuicdo normal dos valores da populacgao:

Média de uma amostra com valor padrao, onde:
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_ X —
Ho: X = u onde, t 5. = T’u (36) para n - 1 graus de liberdade;
Jn
. Média de duas séries de dados independentes, onde:
Ho: Xy — X, =d =0eaH;: S,#S, onde, ¢ _ X1 - Xy (37)

calc

para o menor entre n;- 1 € n,- 1graus de liberdade; e

. Média de duas séries de dados emparelhados, onde:

Ho: d=0 onde, d é a média das diferencgas entre os pares toarc = d+n (38) para numeros
Sq

pares -1 de graus de liberdade (BARROS, C. B. & HIRATA, Y. S. 2004).

O parametro do teste t.,c deve ser comparado com o t critico (f;), encontrado na
tabela de distribuicdo de t de Student, para o nimero de graus de liberdade especificado
para cada caso e para o nivel de significancia a escolhido para avaliagao.

Se t.qc < t;, N80 rejeita-se a hipoétese nula, indicando que, para o nivel de significancia
escolhido, a diferenga nao é suficientemente grande para rejeitar a hipotese nula.

Se t. > 1, rejeita-se a hipotese nula, indicando que, para o nivel de significancia
escolhido, a diferenga entre as médias é significativa.

A analise de variancia, conhecida como ANOVA, possibilita separar e estimar as
diferentes causas de variagdo para mais de dois grupos de comparagao ou seja, verifica se
as médias de dois ou mais grupos sao diferentes.

Considerando esquematicamente um experimento, tem-se:

Tratamentos Efeito

Unidade
Experimental

v
v

Yij

onde y; sdo as observagbes numéricas referente a uma variavel resposta sobre as rt
unidades experimentais. As observagbes y; podem ser acomodadas numa estrutura

conforme a que é apresentada na Tabela 5:
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Tabela 5: Estrutura dos dados para o delineamento com qualquer numero de tratamentos e
repetigdes iguais (RANGEL, C. 2004).

Tratamentos Repeticoes Totais de Médias de
1 2 - r Tratamentos Tratamentos
1 Yiu Yoo o Y Y1 Y1
2 Ya Yo 0 Yo Yo, Y.
: Py, : :
t Yo Yo 0 Yo Ye. Ve
y. y.

Na Tabela 5, y; denota a observagéo da j-€sima repeticdo do tratamento /, onde i =
1, 2, ..., t é o indice de tratamento; j =1, 2, ..., r é o indice de repeticao. Os totais dos

tratamentos sao designados y;. , em que o indice i. (i ponto) significa que as repetigbes j do
tratamento foram somadas. Da mesma forma, y; representa a média (y, /r) do tratamento

i. O total geral é:

y = Z Yii (39)
e a média geral é
y. =2 v /rt=y./rt (40)

No delineamento casual a variacédo total € decomposta em duas partes: a variagao
entre os tratamentos e a variagdo entre as unidades experimentais com o mesmo
tratamento.

Comprova-se algebricamente que:
ZZ(YU -y)’ :rZ(yl._y..)2+ZZ(yij -¥.) (41)
i j i i j

O termo Z(yij —y )® é chamado soma dos quadrados totais SQ Total. Representa
a variagao de todas as observagdes em torno da meédia geral.

O termo rZ(V,—Y,)Z € chamado soma dos quadrados dos tratamentos SQ

Tratamentos ou SQT. Representa a variacdo das médias dos tratamentos em torno da

média geral ou a variagao entre os tratamentos ou devida a tratamentos.

Enfim, o termo Z(yij — yi.)z € chamado soma dos quadrados do erro experimental

SQ Erro ou SQE que representa a variacao dentro dos tratamentos, isto €, a variagcado entre
as unidades experimentais com o0 mesmo tratamento, ou a variagdo devida ao erro
experimental, que nao é de responsabilidade dos tratamentos.

Os trés termos tém, respectivamente, (rt - 1), (t- 1) e t(r — 1) graus de liberdade, de
formaque (rt-1)=(t—-1)+t(r-1).
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Ainda que essas somas dos quadrados possam ser obtidas pelas equacbes dadas, é
preferivel usar equagdes transformadas, mais adaptadas aos procedimentos

computacionais:

2
SQ Total = Zyﬁ—y—i (42)
r
SQ Tratamentos = SQT = &—y—t (43)
r r
SQ Erro Experimental = SQE = SQ Total — SQT (44)

A soma dos quadrados para erro experimental, mesmo que possa ser calculada
diretamente, é determinada mais facilmente por subtragido. Isto, como decorréncia da
equacédo geral de subdivisdo da soma dos quadrados total. Por esta razdo o erro

experimental é também denominado residuo ou discrepancia.
O termo yf/rt é o fator de corregdo, FC. A analise de variancia € estruturada numa

tabela especial denominada tabela da analise de variancia. A Tabela 6 é o modelo geral

para a analise da varidncia de um experimento conduzido no delineamento casual.

Tabela 6 — Modelo geral de analise de variancia (ANOVA) — (RANGEL, C. 2004)

Causas de variacao GL SQ QM F
Tratamentos QMT
t-1 SQT QMT -—
(Entre tratamentos) QME

Erro Experimental
tir—1) SQE QME
(Dentro dos tratamentos)
Total rt-1 SQ Total

Apods o calculo das somas dos quadrados, calculam-se os quadrados médios QMy ,
para tratamentos e QMg para o erro experimental, dividindo as somas dos quadrados pelos
respectivos graus de liberdade.

A hipétese nula Hy que se formula é de que n&o ha diferenca entre as médias dos
tratamentos (Ho: 4, = y, =---= u,). Outras maneiras de formular a hipétese nula s&o as
seguintes: ndo ha diferenca entre os efeitos dos tratamentos ou os efeitos de tratamentos

sdo nulos (Ho:z; =0), ou a varidncia dos efeitos dos tratamentos é igual a zero

(Ho: of =0). O teste da hipétese de nulidade é dado por:
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_ QMTratamentos
QMErroExperimental

(45)

O F calculado é comparado com o dado na tabela de distribuicdo F para (t — 1) e
t(r - 1) graus de liberdade, respectivamente, de tratamentos e do erro experimental. Se for
maior que o dado para o nivel 5%, a diferenga é dita significativa (p < 0,05); sera muito
significativa quando F calculado for maior do que o dado para o nivel 1% (p < 0,01). No caso
de F calculado ser menor do que o tabelado, ndo ha diferenca significativa entre os
tratamentos.

O teste F é essencialmente a comparacao da variancia das médias dos tratamentos
com a variancia do erro experimental. O erro experimental representa a variacdo aleatdria
entre as unidades experimentais com o mesmo tratamento, acrescida das variagbes de
erros de técnicos cometidos durante a conducido do experimento. Se a variagdo entre as
meédias dos tratamentos for semelhante a variacdo do erro experimental, a relagdo sera
aproximadamente igual a unidade. Neste caso, a diferenca entre as médias ndo sera
significativa e podera ser atribuida a variacao de amostragem. Para que a diferenca entre as
médias tenha significancia estatistica, o valor F calculado devera ser bem maior do que a
unidade. Quando isto sucede, a variagdo entre as médias dos tratamentos incluira, além da
variacao do erro experimental, uma variagao devida ao efeito intrinseco dos tratamentos.

Para tanto a avaliacéo de precisao pode de ser feita por ANOVA, ou seja:

e 0 Seonte’ corresponde a variancia de repetitividade; e

e 0 Sene’ corresponde a variancia de reprodutibilidade interlaboratorial.

Outras ferramentas que avalias se um processo de medida esta sob controle
estatistico sdo os graficos de controle que permitem perceber quando os resultados
analiticos passam a ser afetados por uma causa especial de erro; nesse momento, é
necessario procurar, identificar e eliminar a causa especial, para que nao se torne uma fonte
de erro sistematico permanente.

A carta de controle é a representacgao grafica, na qual os valores estao apresentados
sequencialmente. No controle de um procedimento analitico, a distribuicdo normal de
freqiéncia dos resultados normalmente obedece ao modelo gaussiano ou normal, portanto
o grafico empregado para fins de controle de estabilidade de um processo analitico requer o
estabelecimento das condi¢cdes de processo sob controle, ou a certeza de que os resultados
sdo afetados somente por erros aleatérios inerente ao processo e o conhecimento das
caracteristicas do método nessas condicoes, em termos da média e dispersdo dos
resultados.

Por meio de repeticdes, os resultados devem ser distribuidos em varios subgrupos k,

cada um com um numero definido de dados n, de preferéncia constante. Em cada subgrupo,
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€ possivel calcular a média X e a dispersdo dos resultados usualmente calculada como

amplitude R. Para um conjunto de subgrupos é possivel calcular a média das médias ou a

grande média ; e a média das amplitudes R (MONTGOMERY, D. C. 2004).

As repeticdes dentro de um subgrupo devem ser independentes, incluindo todas as
fontes de variagao aleatdria possiveis, tais como: temperatura ambiente, analista, variacao
de corrente elétrica, equipamentos e outros. O material padrdo a ser analisado deve ser
disponivel em quantidade suficiente para durar ndo sé o tempo de estudo inicial, mas
também um periodo relativamente longo de controle, sendo desejavel que permanecga seis
meses ou mais sem perder as caracteristicas.

As figuras 2 e 3 mostram uns tipicos graficos de controle das médias e das
amplitudes para o monitoramento da exatidao e da precisdo do método, respectivamente.
Cada um desses parametros tem os seus valores médios representados no eixo vertical e a

sequéncia das ocasides de analise no eixo horizontal.
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Figura 2: Grafico de controle das médias de Shewart (HIRATA, Y. S. 2002)
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Cada um deles tem uma linha central, X e R, e duas linhas, uma acima e outra

abaixo da linha central, chamadas de limites de controle superior e inferior, LCS e LClI,

respectivamente. Nas cartas médias, esses limites estdo situados a ;J_r3s (46). Ja nas
cartas das amplitudes estao situados ﬁDs (47) e §D4 (48), onde D3 e D, sao coeficientes

tabelados em funcao do desvio padrao das amplitudes e nimero de repeticoes. Os LC dos
graficos das médias representam o intervalo de confianga da grande média em torno de um
valor médio obtido a partir de amostras de tamanho n.

No inicio da implantacdo de um grafico de controle, os limites de controle
preliminares sao calculados a partir de alguns subgrupos, que totalizem 25 a 30 repeticbes
independentes. Os limites de controle definitivos s&do tracados quando existirem cerca de 25
subgrupos, ou cerca de 100 repeti¢cdes. Esses limites definitivos devem ser revistos a cada
25 subgrupos, aproximadamente.

Qualquer ponto fora desses limites é sinal de alerta, para verificar a existéncia de
uma causa aleatéria, identifica-la e elimina-la. Caso um ponto fora dos limites tenha uma
explicacdo conhecida e notificada pelo analista, ele é retirado do grafico com o devido
registro dessa operagao.

A sensibilidade do grafico na deteccdo de causa especial de erro depende do
numero de repeticbes dentro dos subgrupos. Quanto maior for o n, maior sera a
sensibilidade (MONTGOMERY, D. C. 2004).

As principais vantagens dos graficos de controle na aplicacdo de validagao de
métodos é o aparecimento de erros sistematicos, o fornecimento de informagdes quanto ao
status do processo, a permissdo da estimativa de incerteza, o fornecimento de evidéncias
objetivas para a demonstracado da qualidade das medi¢des e o inicio da elaboracdo de uma

forma de manter dados historicos sobre o processo (HIRATA, Y. S. 2002).
3.5. Estimativa de incerteza

Quando se relata o resultado de medi¢cao de uma grandeza fisica € obrigatéria que
seja dada alguma indicagao quantitativa da qualidade do resultado, de forma tal que aqueles
que o utilizam possam avaliar sua confiabilidade. Sem essa indicagdo, resultados de
medi¢do nao podem ser comparados, seja entre eles mesmos ou com valores de referéncia
fornecidos numa especificacdo ou numa norma. E, portanto necessario que haja um
procedimento prontamente implementado, facilmente compreendido e de aceitagdo geral
para caracterizar a qualidade de um resultado de uma medicao, isto €, para avaliar e
expressar sua incerteza; ou seja, laboratdérios de ensaios devem ter e aplicar procedimentos

para estimativa da incerteza de medi¢do. Em certos casos a natureza do método de ensaio
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pode impedir o calculo rigoroso metrologicamente e estatisticamente valido, da incerteza de
medi¢do. Nestes casos o laboratério deve no minimo identificar todos os componentes de
incerteza e efetuar uma estimativa razoavel, de modo a garantir que a forma de reportar o
resultado ndo dé uma impressao errada da incerteza. Estimativa razoavel deve ser baseada
no conhecimento do desempenho do método e no escopo da medicdo, com base em
experiéncias anteriores e dados de validagées (ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005).

Os métodos que necessitam da estimativa da incerteza sao:

e aqueles que emitem resultados quantitativos;

e aqueles que possuem as suas decisdes baseadas em resultados quantitativos; e

e para aqueles em que existem clientes, especificagdes, métodos ou requisitos

legais.

Os métodos que nao requerem a estimativa da incerteza sao:

e aqueles que emitem resultados qualitativos; e

e aqueles com as principais fontes de incerteza indicadas no método de ensaio.

O conceito de incerteza como um atributo quantificavel é relativamente novo na
histéria da medigdo, embora erro e analise de erro tenham sido, ha muito, uma parte da
pratica da ciéncia da medigdo ou metrologia. E agora amplamente reconhecido que, quando
todos os componentes de erro conhecidos ou suspeitos tenham sido avaliados e as
corregdes adequadas tenham sido aplicadas, ainda permanece uma incerteza sobre quéao
corretamente o resultado da medicdo representa o valor da grandeza que esta sendo
medida.

Em geral, uma medicao tem imperfeicbes que dao origem a um erro no resultado da
medicdo. Tradicionalmente, um erro é visto como tendo dois componentes um aleatério e
um sistematico. O erro aleatério presumivelmente se origina de variagdes temporais,
imprevisiveis das grandezas de influéncia. Os efeitos aleatérios sdo a causa de variagdes
em observagdes repetidas do mensurando. Embora ndo seja possivel compensar o erro
aleatério de um resultado de medicao, ele pode geralmente ser reduzido aumentando-se o
numero de observacdes. O erro sistematico, tal como o erro aleatério, ndo pode ser
eliminado, mas pode ser reduzido. Ele tem origem num efeito reconhecido que pode ser
quantificado e, se for significativo com relacdo a exatiddo requerida da medigdo, uma
correcao ou fator de correcdo pode ser aplicado para compensar o efeito. Supde-se que,
apos esta corregao, o valor esperado do erro provocado por um efeito sistematico seja zero.

A incerteza do resultado de uma medicao reflete a falta de conhecimento exato do
valor do mensurando. O resultado de uma medigao, apods corregao dos efeitos sistematicos
reconhecidos, é ainda, tdo somente uma estimativa do valor do mensurando por causa da

incerteza proveniente dos efeitos aleatérios e da correcdo imperfeita do resultado para
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efeitos sistematicos. Na pratica, existem muitas fontes possiveis de incerteza em uma
medigao, incluindo:

e definicdo incompleta do mensurando;

¢ realizacdo imperfeita da definicdo do mensurando;

e amostragem ndao-representativa — a amostra medida pode n&o representar o

mensurando definido;

¢ conhecimento inadequado dos efeitos das condigbes ambientais sobre a medigao

ou medicao imperfeita das condi¢gdes ambientais;

¢ erro de tendéncia pessoal na leitura de instrumentos analdgicos;

¢ resolugéo finita do instrumento ou limiar de mobilidade (deriva do equipamento);

e valores inexatos e padrdes de medicdo e materiais de referéncia;

e valores inexatos de constantes e de outros parametros obtidos de fontes externas

e usados no algoritmo de reducéo de dados;

e aproximagdes e suposi¢cdes incorporados ao método e procedimento de medic¢ao;

e variagbes nas observacbes repetidas do mensurando sob condi¢bes

aparentemente idénticas.

A incerteza € um parametro associado ao resultado de uma medigao que caracteriza
a dispersdo de valores que poderiam ser, razoavelmente, atribuidos ao mensurando. O
parametro pode ser, por exemplo, um desvio padrao, um multiplo dele ou a metade de um
intervalo tendo um nivel de confianga pré-estabelecido. Ela consiste de varios componentes
que podem ser agrupados de acordo com a influéncia do efeito, a natureza e a distribuicao
(INMETRO/ABNT, 2003).

De acordo com o efeito do fator, as incertezas sao classificadas como primarias,
secundarias e terciarias. Elas sao correlacionadas entre si e podem ser eliminadas quando o
seu valor € menor do que 1/3 do maior componente de incerteza. As primarias possuem 0s
efeitos significativos, ao contrario das terciarias que possuem efeito insignificante (BARROS,
C. B. & HIRATA, Y. S. 2004).

Quanto a natureza, ou seja, método utilizado para estimar seu valor numérico, as
incertezas podem ser agrupadas em duas categorias:

e Tipo A — para aquelas que sao avaliadas com auxilio de métodos estatisticos; e

e Tipo B — para aquelas que sao avaliadas por outros meios.

Nem sempre ha uma simples correspondéncia entre a classificagdo nas categorias A
ou B e o carater aleatério ou sistematico. Toda descricdo detalhada da incerteza deve
consistir de uma lista completa de seus componentes e indicar para cada uma o método

utilizado para Ihe atribuir um valor numérico.
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Os componentes classificados na categoria A sdo caracterizados pelas variancias

estimadas S? (ou os desvios padrdo estimados S;) e o nimero de graus de liberdade v,.0

desvio padrao estimado, que € a raiz quadrada positiva da variancia calculada a partir de n

observacgdes independentes qi, € denominado de incerteza padrao u(xi) do Tipo A. A seguir

sdo0 apresentados, a equacdo da variancia experimental S? e desvio padréo experimental S;:

1 < —\2 _ S?
Sz(qk)=—n . (. -d)F (9 e s(@)= # (50)
— 4 k=1

Os graus de liberdade v, da u(xi) sdo iguais a n-1, calculados de n observagdes

independentes.

A incerteza do tipo A pode ser avaliada de diversas maneiras:

com base de dados histéricos com duas ou mais repeticoes;
e com base nos graficos de controle;

e com base em repeticdes na ocasiao da analise;

e a partir dos dados de precisao da ANOVA;

e a partir da curva de calibracao; e

e com base em erros sistematicos.

Os componentes classificados na categoria B sao caracterizados pelos termos uf,

que podem ser considerados como aproximagdes das variancias correspondentes, cuja

existéncia é suposta. Os termos uf podem ser tratados como variancias e os termos u;,

como desvio padrdo. Para uma estimativa X, de uma grandeza de entrada X, que nao

tenha sido obtida através de observagdes repetidas, onde o desvio padrdo estimado é

avaliado por conhecimento cientifico, baseando-se em todas as informagdes disponiveis

sobre a possivel variabilidade de X;. O conjunto de informagdes pode incluir:

e dados de medigdes prévias;
e a experiéncia ou o conhecimento geral do comportamento e propagagédo de
materiais e instrumentos relevantes;

e especificacdes do fabricante;

¢ dados fornecidos com certificados de calibragao e outros certificados; e

¢ incertezas atribuidas a dados de referéncia extraidas do uso de manuais.

O uso adequado do conjunto de informagdes disponiveis para uma avaliagdo do
Tipo B da incerteza padrdo exige o discernimento baseado na experiéncia e no
conhecimento geral, sendo esta um habilidade que pode ser aprendida com a pratica. Deve-

se reconhecer que uma avaliagao do Tipo B da incerteza padrao pode ser tdo confiavel
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quanto uma avaliagao do Tipo A, especialmente numa situacdo de medicdo onde uma
avaliacéo do Tipo A é baseada em um numero comparativamente pequeno de observagoes
estatisticamente independentes (INMETRO/ABNT, 2003).

A classificacdo das incertezas quanto a distribuicdo de probabilidade dos dados, que
determina a probabilidade de uma variavel aleatéria assumir qualquer valor dado ou
pertencer a um dado conjunto de valores, agrupam os componentes em trés categorias:

e distribuicdo normal para incertezas do Tipo A e do Tipo B;

o distribuicdo retangular para incertezas do Tipo B; e

o distribuicio triangular para incertezas do Tipo B.

Para avaliacdo do Tipo B, precisam ser identificadas as distribuicoes de
probabilidade, em funcdo das informagdes das incertezas expressas como intervalo de
confianga, como incerteza expandida ou como informacodes do fabricante.

A distribuicdo normal de uma variavel é identificada quando a incerteza é expressa
como um intervalo a um dado nivel de confianga (90; 95 e 99%). Essa incerteza é expressa

como incerteza expandida, com informagdes do nivel de confianga e fator de seguranca k

(1,64; 1,96 e 2,58). Para obter a incerteza padrdo u,, deve-se dividir a incerteza expandida

U, pelo fator de seguranca k.

A distribuicdo retangular (uniforme e simétrica) com valor esperado da quantidade

X;, onde as contribuicdes sobre os limites ta sem um nivel de confianca, existe na

possibilidade de que valores extremos sao provaveis. Ela é definida como ponto médio da

a
faixa e como desvio padrdo de — (51).

V3
A distribuicdo triangular com valor esperado da quantidade X,, onde as

contribuicdes sobre os limites ta sem um nivel de confianga, existe na possibilidade de que
a

J6

valores extremos s&o improvaveis. Ela é definida como desvio padrdo de (52)

(BARROS, C. B. & HIRATA, Y. S. 2004).

A incerteza padrdo combinada u, deve ser caracterizada pelo valor obtido,

aplicando-se o meétodo usual para combinagao de variancias, ou seja, ela é a raiz quadrada
da soma de todas as variancias.

A incerteza expandida U, também chamada como incerteza global, € uma grandeza
que define um intervalo em torno do resultado de uma medicdo com o qual se espera
abranger uma grande fragdo de distribuicdo dos valores que possam ser razoavelmente

atribuidos ao mensurando. A fracdo k pode ser considerada como a probabilidade de



34

abrangéncia ou nivel de confianga do intervalo, ela € um fator numérico utilizado como
multiplicados da incerteza padrdao combinada de modo a obter uma incerteza expandida.

O resultado de uma medi¢ao é a melhor estimativa do valor do mensurando e de
todos os componentes da incerteza, incluindo aqueles resultantes dos efeitos sistematicos,
como os componentes associados com correcdes e padrdes de referéncia que contribuem
para dispersdo (INMETRO/ABNT, 2003).

Resultado = Média das medidas — Erro sistematico + U (incerteza expandida) (53).

O resultado de uma medicdo segue a incerteza, ou seja, como a expressao da
incerteza possui dois numeros significativos, quando aplicavel, a média do resultado devera
obter o nimero de casas decimais correspondentes aos da incerteza (EURACHEM, QUAM
2000).

3.5.1. Procedimento prético de avaliacdo da incerteza de métodos analiticos

Na primeira etapa, de acordo com o procedimento do método, o mensurando é
especificado, o numero de repeticoes n é definido e a relagdo entre os resultados e os
parametros, dos quais o método depende, é evidenciada. Adicionalmente, descreve-se uma
expressao matematica principal para calcular o resultado com suas unidades de medida.
Estudam-se, também as relagdes matematicas entre as grandezas de entrada e a grandeza
de saida (EURACHEM, QUAM:2000).

Com o desdobramento do procedimento de analise, divide-se o método em
conjuntos:

e amostragem;

e preparo da amostra;

e apresentacdo dos materiais de referéncia certificados para o sistema de medicéo;

¢ calibracdo dos instrumentos / qualificagdo dos equipamentos;

¢ analise (aquisicdo de dados);

e processamento de dados;

e apresentacao dos resultados;

¢ interpretagdo dos resultados; e

e validacdo do método.

Identificam-se todas as correcbes — erros sistematicos — que devem ser aplicados
aos resultados das medicbes para obter a grandeza a ser medida, de acordo com as
condicbes da analise. Além disso, sao reunidos todos os documentos referentes a execucao

do método, tais como: protocolo de validagcdo, certificado de calibragdo de todos os
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instrumentos envolvidos, certificado de qualificacdo do equipamento, certificados dos
materiais envolvidos, memoriais de ensaio.

Na segunda etapa da estimativa os componentes de incerteza sao identificados e
classificados, ou seja, sao listados todos os fatores que podem influenciar o valor do
mensurando, a partir da expressao matematica completa (EURACHEM, QUAM:2000).

As fontes tipicas de incerteza sao:

e amostragem;

e condi¢cdes de armazenamento;

¢ efeitos de instrumentos (calibragao, resolucao, deriva na calibragao);

e pureza do reagente;

e estequiometria assumida;

e condi¢des de medicao (temperatura, umidade, pressao, tempo de analise,);

o efeitos da amostra (estabilidade, robustez);

¢ efeitos computacionais (deriva);

e corregao do branco;

¢ efeitos do operador (variacdo do analista);

o efeitos aleatorios (vidraria); e

e curva de calibragao (ajuste, pontos).

Nos protocolos de métodos validados, destacam-se:

desvio padrao de repetitividade;

desvio padrao de reprodutibilidade;

incertezas relacionadas com as curvas de calibracdo, caso exista no método; e

¢ incertezas relacionadas com os ensaios interlaboratoriais.

Nos certificados disponiveis de calibragao, destacam-se:

e Incertezas, erros ou desvios, k dos certificados de calibracdo de todos os

instrumentos envolvidos dos pontos recomendados.

e Pureza, incerteza, k dos certificados dos padrdes de referéncias.

Depois de listados e relacionados, os fatores sao classificados conforme o seu efeito,
onde os componentes insignificantes sao desprezados, conforme a sua natureza, Tipo A ou
Tipo B, e conforme a distribuicdo da probabilidade, normal, retangular e triangular
(EURACHEM, QUAM:2000).

Na terceira etapa, calcula-se o coeficiente de sensibilidade para as grandezas C;
para cada fonte, que descreve o quanto a estimativa de saida y é influenciada pela
estimativa de entrada X;. Essa estimativa € obtida através da derivada parcial da equagéao
(expressado matematica principal) em relagdo a cada grandeza de entrada.

O procedimento de estimativa de C; é demonstrado a seguir:
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e Escreve-se a expressao matematica do resultado da analise;

e Atribuem-se os valores de entrada X; de cada variavel conforme o determinado

pelo procedimento e calcular o resultado de saida y ;

e Escolhe-se uma grandeza da expressdo matematica e varia-se a mesma para

mais AX+, fixando as outras, para obter y e calcular Ay+ ;

e Varia-se a mesma grandeza escolhida para menos AX-, fixando as outras, para
obter y e calcular Ay-. A variagdo para menos devera ser igual a variagao para

mais em modulo;
e Obtém-se as duas derivadas dividindo (Ay+)/(AX+) (54) e (Ay-)/(AX-) (55);
e Determina-se o C; calculando a média entre as duas derivadas obtidas;

e Calcula-se o C; para todas outras variaveis da funcdo definidas na expressao

matematica principal.

Na verdade os coeficientes de sensibilidades s&o calculados para transformar as
unidades das grandezas de entrada nas unidades de medida principal da grandeza de
saida. Essa transformacdo acontece, multiplicando o C; obtido para cada fator, pela
contribuicédo de incerteza individual correspondente (SOUZA, C. L. 2004).

Calculando-se os graus de liberdade, n-1 para distribuicdo normal e infinito para

distribuicdes triangular e retangular, a incerteza padrdo combinada u, pode ser obtida,

através da propagacgéo das incertezas, que € a raiz quadrada da soma das variancias de

cada fonte na unidade de medida principal. Ou seja:

u, = /Zn:cfuz(xi) (56)
i=1

Antes da estimativa da incerteza expandida U, precisa-se obter o niumero de graus
de liberdade efetivos Veff e o fator de abrangéncia k, de acordo com o intervalo de

confianga.

Os graus de liberdade efetivos sdo graus de liberdade correspondentes a uma dada
probabilidade, geralmente para métodos, de 0,05, usada para calcular U. E os fatores de
abrangéncia sao fatores numéricos utilizados como multiplicadores da incerteza padrao
combinada de modo a obter uma incerteza expandida, geralmente, varia na faixa de dois a
trés (SOUZA, C. L. 2004).
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Ou seja, quando o numero de observagdes n for menor do que dez e a incerteza do
u
Tipo A for maior do que a metade da incerteza padrao combinada (u, > 7°) (57), Veff é

definido pela seguinte equacéo:

Veff = ¢ (58)
i ui(y)*
7 Vi

E o fator de abrangéncia, a 95% de confianga para validagdo de métodos analiticos, é obtido
na tabela de t Student, interpolando os valores de Veff calculados com a probabilidade a de
0,05. Agora, se as condi¢cdes acima nado forem verdadeiras, se os graus de liberdade da

incerteza Tipo A forem muito grande n > 30 ou se a incerteza do Tipo A impactar pouco na
: . Ue . .
incerteza combinada  (us > 7), o Veff, de acordo com a férmula, passa a ser maior que

cem, para um k tabelado igual a dois (SOUZA, C. L. 2004).

A incerteza padrdao expandida U é obtida multiplicando-se a incerteza padréo
combinada u. pelo fator de abrangéncia k para determinagéo da incerteza expandida U com
95% de confianga, de acordo com se seguinte equacgao:

U =Ku (59)

c
Com a média X das n observagdes, mais ou menos a incerteza expandida U para
um k a 95% de confianga, obtém-se o resultado final de uma medigédo (SOUZA, C. L. 2004).
Depois de estimada a U e a obtencao do resultado final de uma analise, a avaliagdo
da conformidade do resultado final e as sugestdes de melhoria do método devem ser
realizadas.
A avaliagdo do resultado final de uma analise sempre estara de acordo com as
necessidades do cliente, mas, geralmente, consideragdes sobre o resultado final em fungéo
do limite de especificagdo sao realizadas da seguinte maneira, ilustrada na figura 2:
e Casos A e E — resultado dentro dos limites, considerando o intervalo da incerteza.
Produto em conformidade com a especificacao.

e Casos B e F — resultado abaixo do LES ou acima do LE/, mas por um valor menor
que Y do intervalo da incerteza. Nao é possivel estabelecer conformidade
baseada em 95% de confianga. Conformidade é mais provavel do que nao

conformidade.
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e Casos C e G — resultado acima do LES ou abaixo do LE/, mas por uma margem
menor que % intervalo da incerteza. Nao é possivel estabelecer conformidade
baseada em 95% de confianca.

e Casos D e H — resultado além dos limites esperados, mesmo considerando o
intervalo de incerteza. Produto nao conforme (EURACHEM, QUAM 2000).

CasoA | CasoB | CasoC | CasoD | CasoE | CasoF | Caso G | CasoH

LES -1

LEI -1

Caso A | Caso B CasoC | CasoD | CasoE | Caso F Caso G | CasoH

X+U<LES X<LES<X+U X-U<LES< X LES<X-U LEI<X-U X-U<LEI<X X<LEI<X+U X+U<LEI

Figura 4: avaliagdo da conformidade do resultado final com a o limite de especificacdo de
um método (EURACHEM, QUAM:2000)

As sugestdes de melhoria do método, diminuindo a incerteza estimada, para menor
impacto no resultado final serdo feitas, também de acordo com as necessidades do
laboratorio. A seguir sdo citadas algumas agdes que podem ser tomadas a fim de diminuir a
incerteza:

¢ levantar todos os certificados possiveis referentes ao método;

e aumentar o numero de determinacdes (n);

e aumentar o numero de pontos na curva de calibragao;

e aumentar a pureza do padrao utilizado;

e calibrar o instrumento no ponto de interesse; e

e utilizar os erros declarados nos certificados, realizando as devidas corre¢cbes para

que nao se tornem fontes de incerteza (EURACHEM, QUAM:2002).

Dependendo da agao a ser tomada, o procedimento operacional padrdao do método
devera ser revisado.

A freqliéncia da estimativa de incerteza para cada método depende das influéncias
dos fatores de incerteza no método e depende das alteragbes das condi¢des de analise. Ou

seja, devera ser levados em consideracdo a cada elaboragdo da curva analitica, a cada
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calibragdo do principal instrumento de analise e a cada revalidacdo do método
(EURACHEM, QUAM:2002).

Quanto a documentagao, é recomendavel um relatério de estimativa de incerteza,
anexando todos os certificados, consideragdes, calculos e resultados. Geralmente esse
relatério € anexado ao protocolo de validagao (EURACHEM, QUAM:2002).
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4. ESTUDOS DE CASOS

4.1. Validacado do controle da eliminacdo do ADH no concentrado do polissacarideo

ativado durante as diafiltrac6es usando o método de filtracdo em gel

4.1.1. Introducéao

A cromatografia compreende um grupo de técnicas analiticas que separam os
componentes de misturas complexas. Nestas técnicas a amostra € transportada por uma
fase movel — gasosa, liquida ou um fluido supercritico. Essa fase mével é, entado, forcada
através de uma fase estacionaria imiscivel fixa, colocada na coluna ou em uma superficie
sélida. As duas fases sido escolhidas de modo que os componentes da amostra se
distribuam entre as fases mével e estacionaria em proporgdes distintas.

Os componentes que interagem mais fortemente com a fase estacionaria movem-se
mais lentamente no fluxo da fase mével. Ao contrario, os componentes que se ligam mais
fracamente a fase estacionaria, movem-se mais rapidamente. Como conseqliéncia dessas
diferencas na mobilidade, os componentes da amostra sdo separados e podem ser
analisados qualitativa e/ou quantitativamente (SKOOG et. al, 2002).

Os métodos cromatograficos podem ser classificados de dois modos:

a) De acordo com o meio fisico no qual as fases estacionaria e mével entram em
contato.

Na cromatografia em coluna, a fase estacionaria é mantida dentro de um tubo
estreito através do qual a fase moével é forgcada a passar sob pressdo. Na cromatografia
planar, a fase estacionaria é suportada sobre uma superficie plana ou nos intersticios de um
papel.

b) De acordo com os tipos de fases mével e estacionaria e com os tipos de equilibrio
envolvidos na transferéncia de solutos entre as fases.

A Tabela 7 mostra de forma resumida a classificacdo dos métodos cromatograficos

em coluna.
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Tabela 7: Classificagdo dos métodos cromatograficos em coluna (SKOOG et. al, 2002).

Classificacao

— Fase Mével —

Método

Fase Estacionaria

Tipo de Equilibrio

Cromatografia liquida
(CL)
— fase mével: liquido

liquido-liquido ou

particao

liquido adsorvido em

um solido

particdo entre liquido

imisciveis

fase liquido-ligado

espécies organicas
ligadas a uma

superficie soélida

particao entre liquidos

e superficie ligada

liquido-sélido ou

adsorgao

solido

adsorcao

troca ibnica

resina de troca-ibnica

troca ibnica

exclusao por tamanho

liquido em intersticios

de solido polimérico

particao / filtracao

Cromatografia gasosa
(CG)

— fase mével: gas —

gas-liquido

liquido adsorvido em

um solido

particdo entre gas e

liquido

fase gas-ligado

espécies organicas
ligadas a uma

superficie soélida

partigao entre liquidos

e superficie ligada

gas-sodlido

solido

adsorcao

Cromatografia com
fluido supercritico
(CFS)

— fase movel: fluido

supercritico —

espécies organicas
ligadas a uma

superficie sélida

particao entre fluido
supercritico e

superficie ligada

A cromatografia de exclusdo por tamanho, também chamada cromatografia por
permeacao ou por filtragdo em gel é uma técnica aplicada na separagdo de misturas de
macromoléculas (moléculas de massa molar elevadas e diferentes). Tem uma grande
aplicagao no isolamento e purificagao de proteinas. Os empacotamentos para cromatografia
de exclusdo por tamanho consistem de particulas pequenas — aproximadamente dez
micrémetros — de silica ou de polimero contendo uma rede de poros uniformes nos quais
moléculas do soluto e do solvente podem se difundir. Enquanto estdo nos poros, as
moléculas estao efetivamente retidas e ausentes no fluxo da fase mével. O tempo médio de
residéncia nos poros depende do tamanho efetivo das moléculas do analito. Moléculas
maiores do que o tamanho médio dos poros da fase estacionaria sdo excluidas e
essencialmente nao sofrem retengao. Essas espécies sdo as primeiras a serem eluidas.
Moléculas com diametros significativamente menores do que os poros podem penetrar ou
permear através da rede de poros e ficar retidas por tempos maiores. Estas sdo as ultimas a

serem eluidas. Entre esse dois extremos, estdo as moléculas de tamanho intermediario cuja
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penetragdo média nos poros da fase estacionaria depende de seus didmetros. Dentro desse
grupo ocorre o fracionamento, que esta diretamente relacionado com o tamanho da
molécula e, em alguma extensido, também com a sua forma. Para cromatografia de
exclusao existe uma correlagao entre o tempo de retencdo de uma molécula e seu tamanho
molecular ou sua massa molar, ou seja, o fenbmeno é puramente fisico, ndo havendo
interacao quimica entre a matriz e a mistura a ser fracionada (SKOOG et. al, 2002).

O volume total (V) de uma coluna empacotada com um polimero poroso ou silica

em gel é dado por:

Vi= Vo + Vi+ (60)

onde V, € o volume ocupado pela matriz sélida de gel, V; € o volume de solvente mantido
nos seus poros e V; é o volume livre fora das particulas de gel.

Considerando que nao ha mistura nem difusdo, o V, pode representar o volume
tedrico do solvente necessario para transportar através da coluna os componentes maiores
que nao penetram nos poros do gel. Entretanto, como alguma mistura e difusdo ocorrem, os
componentes nao-retidos vdo aparecer em uma banda de forma gaussiana com
concentragdo maxima em V,. Para componentes suficientemente pequenos, que
conseguem penetrar livremente nos poros do gel, o maximo da banda aparecera na saida
da coluna em um volume de eluente correspondente a (V;+ V)) (61). Geralmente, V,, Vie V,
sdo da mesma ordem de grandeza. Assim, uma coluna de gel permite a separagdo dos
componentes com diferentes dimensbes presentes em uma amostra, com um minimo de
volume de eluente. Moléculas de tamanho intermediario sdo capazes de se transferir para
uma fracdo K do solvente retido nos poros. O volume de eluigdo (V.) para essas moléculas

retidas é:

Ve=V,+ KV, (62)

que se aplica a todos os solutos na coluna. Para moléculas maiores, que nao
conseguem penetrar nos poros do gel, K= 0 e V= V,. Para moléculas que podem penetrar
em poros disponiveis, K=1e V.= (V,+ V;). Com adsorg¢ao entre as moléculas do soluto e a
superficie do gel, os valores de K podem variar de zero para moléculas maiores, totalmente
excluidas até um para moléculas menores. O intervalo da massa molar util para fases
estacionarias por exclusdo por tamanho é convenientemente ilustrado através de uma curva
de calibragéo, como ilustrada na Figura 5 (SKOOG et. al, 2002).
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Figura 5 — (a) Curva de calibragao. (b) Cromatogramas contendo substancias, com

massas molares diferentes, eluindo em tempos distintos (SKOOG et. al, 2002).

Neste caso, a massa molar que esta diretamente relacionada com o tamanho das
moléculas do soluto é representada graficamente em fung¢ado de Vg, onde Vg é o produto do
tempo de retengéo pela vazao. O limite de exclusdo define a massa molar da espécie além
da qual ndo ocorre retencdo. Todas as espécies com massa molar maior do que o limite de
exclusao sao grandes demais e ndo podem ser retidas e eluem juntas para formar o pico A
no cromatograma mostrado na Figura 5b. O limite de permeagao é a massa molar abaixo da
qual as moléculas do soluto podem penetrar completamente nos poros. Todas as moléculas
com massa molar abaixo desse valor sdo pequenas demais e eluem em uma unica banda,
aqui denominada D. Para valores abaixo do limite de exclusdo, conforme a massa molar
diminui, as moléculas do soluto permanecem gradativamente mais tempo retidos nos poros
da fase estacionaria e, portanto, movem-se de modo progressivamente mais lento. Na
regiao de permeacao seletiva ocorre fracionamento, gerando picos individuais como B e C
no cromatograma da Figura 5b (SKOOG et. al, 2002).

Os métodos de exclusdao por tamanho sido subdivididos em cromatografia por
filtracdo em gel e por permeacdo em gel. A primeira estd baseada em solventes aquosos e
fases estacionarias hidrofilicas. A segunda esta baseada em solventes organicos nao-

polares e fases estacionarias hidrofébicas. Os métodos sao complementares no sentido em
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que se aplicam amostras solUveis em agua e a substancias soluveis em solvente organicos
menos polares (SKOOG et. al, 2002).

4.1.2 Cromatografia de exclusao por tamanho

A cromatografia liquida com o método de exclusdo por tamanho, também chamada
de cromatografia por permeagao em gel ou por filtragdo em gel, € uma técnica aplicada na
separacdo de misturas de macromoléculas de massas molares diferentes, sendo
largamente utilizada no isolamento e purificagdo de proteinas. Esta técnica baseia-se no
efeito de peneira molecular, que é aquele pelo qual moléculas com diferentes dimensbes
sdo seletivamente retidas por um material sélido formado por uma rede tridimensional de
poros com tamanho uniforme. Essa técnica é aplicada na separagao de substancias de
acordo com o tamanho e forma molecular. Numa separagao, as macromoléculas eluem em
fracOes diferentes e por ordem decrescente da sua massa molar, podendo estabelecer-se
relacdbes empiricas entre V, e a respectiva massa molar. Esta relagdo varia para as
diferentes classes de macromoléculas — polissacarideos, proteinas globulares, aminoacidos
(SKOOG et. al, 2002; POP 104240.308, 2004).

4.1.3. Controle da eliminacdo do ADH no concentrado do polissacarideo ativado

durante as diafiltracdes usando o método de filtragcdo em gel

No estudo de caso em questao utilizou-se a cromatografia por filtracdo em gel para o
controle do ADH (dihidrazida do acido adipico) que ¢é utilizado no procedimento de
conjugacao da vacina Haemophilus influenzae tipo b com o toxdide tetanico purificado.
Como o ADH é uma molécula espacadora de seis carbonos, ela é acrescentada ao
polissacarideo, o qual é conjugado depois na presenca de EDAC (1-etil-3(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida — HCI) com o toxdide tetanico purificado. O controle da
quantidade de ADH livre é feito para a otimizacdo do processo, ou seja, para maior indice de
conjugacao e reaproveitamento da matéria-prima (FRASCH, et. al., 2000)

Esse estudo de caso trata da revalidagdo de um método qualitativo com a utilizagcéo
de dois equipamentos (GE, modelo Akta Purifier e Waters, modelo Alliance) e dois analistas.
Nao possui a variagdo da amostragem, ja que as amostras sao retiradas do processo de
producao e avaliadas diretamente no cromatégrafo.

As amostras foram coletadas em sete etapas do processo de conjugacgao, portanto,
com concentragdes de ADH livre diferentes. Além disso, ndo houve interferéncia do analista,

ja que a injecdo das amostras foi automatica, mas houve interferéncia do cromatografo
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porque o tempo de retencao, a resolucao e a sensibilidade variaram entre os equipamentos,
apesar de terem sido utilizados o0 mesmo tipo de coluna e reagentes de um mesmo lote .

As condi¢bes otimizadas para a analise cromatografica foram as seguintes: solugéo
de cloreto de sédio 0,2 mol L™ (1,0 mL/min) como eluente, pré-coluna Tosohass PWyy,
coluna Tosohaas TSK gel 2500 PWxI , detecgédo de UV e volume da injecao de 30 uL (BIO-
MANGUINHOS POP 104240.308, 2004).

4.1.4. Ensaios e resultados

Os certificados de calibragao das micropipetas, das vidrarias, da balanga e de pureza
das amostras foram apresentados; assim como o certificado de qualificacdo do equipamento
a fim de manter a rastreabilidade dos ensaios.

Antes de executar os ensaios de validacéo, o laboratério apresentou protocolos de
avaliagdo dos numeros de pratos tedricos dos dois sistemas cromatograficos que foram
maiores que 10.000 (BIO-MANGUINHOS POP 104240.312, 2004).

Por se tratar de um método qualitativo, a validacdo desse ensaio consistiu na
verificacdo da seletividade e do limite de quantificagdo, conforme a categoria Il preconizada
pela USP 27, 2003.

A avaliagdo dos cromatodgrafos utilizados foi realizada com o estudo da equivaléncia,
da precisao e do limite de deteccao. A partir dos dados obtidos, foi estimado o intervalo de
confianca do tempo de retengdo, mesmo sabendo-se que para métodos qualitativos nao se
estima a incerteza.

Para determinacdo da seletividade separou-se dois tipos de amostras de
polissacarideo com quantidade de ADH diferentes. Dividiu-se as mesmas em dois volumes
iguais, em um deles foram acrescentados 1mL de uma solucdo de ADH de 10 ug mL™.
Preparou-se, em triplicata, os quatro tipos de solugbes de trabalho para injetar no
cromatografo. Cada analista executou esse ensaio uma vez em cada equipamento
disponivel.

A seletividade foi avaliada pelos testes F e f, ja que os mesmos verificam a
equivaléncia entre dois ensaios. De acordo com os resultados apresentados na Tabela 8,
somente para a amostra 1, com maior quantidade de ADH livre, no equipamento 1, nao foi
verificada a diferenca significativa entre os tipos de amostra pura e fortalecida com ADH
livre. Para a amostra 2, com pouca quantidade de ADH livre, houve diferenca significativa
entre os dois tipos de amostras para os dois equipamentos. O teste t foi a ferramenta
estatistica decisiva, porque avaliou a equivaléncia entre os ensaios quanto ao valor absoluto
e, de acordo com os calculos, o equipamento 2 é o Unico que esta apto a ser utilizado nesse

método.
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Tabela 8: Resultados da seletividade do estudo de caso 4.1 (BIO-MANGUINHOS

PROTOCOLO 150/2005, 2005)

Amostra 1 - Equipamento 1/ Analista 1

Amostra Porcentagem de ADH (%) Seletividade
Pura 24,99
Nao
Fortalecida 24,38
Teste F As analises foram equivalentes quanto a precisao.
Teste t As analises foram equivalentes quanto a exatidao.
Amostra 2 - Equipamento 1/ Analista 1
Amostra Porcentagem de ADH (%) Seletividade
Pura 0,34 .
Sim
Fortalecida 7,96
Teste F As analises nao foram equivalentes quanto a precisao.
Teste t As analises nao foram equivalentes quanto a exatidao.
Amostra 1 - Equipamento 1 / Analista 2
Amostra Porcentagem de ADH (%) Seletividade
Pura 23,66 .
Nao
Fortalecida 23,96
Teste F As analises foram equivalentes quanto a precisao.
Teste t As analises foram equivalentes quanto a exatidao.
Amostra 2 - Equipamento 1 / Analista 2
Amostra Porcentagem de ADH (%) Seletividade
Pura 0,13 _
Sim
Fortalecida 6,75
Teste F As analises ndo foram equivalentes quanto a precisao.
Teste t As analises nao foram equivalentes quanto a exatidao.
Amostra 1 - Equipamento 2 / Analista 1
Amostra Porcentagem de ADH (%) Seletividade
Pura 30,16 .
Sim
Fortalecida 36,85
Teste F As analises ndo foram equivalentes quanto a preciséo.
Teste t As analises ndo foram equivalentes quanto a exatidao.
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Tabela 8: Resultados da seletividade do estudo de caso 4.1 (BIO-MANGUINHOS
PROTOCOLO 150/2005, 2005) (continuagao)

Amostra 2 - Equipamento 2 / Analista 1

Amostra Porcentagem de ADH (%) Seletividade
Pura 1,54 .
Sim
Fortalecida 18,43
Teste F As analises foram equivalentes quanto a precisao.
Teste t As analises nao foram equivalentes quanto a exatidao.

Amostra 1 - Equipamento 2 / Analista 2

Amostra Porcentagem de ADH (%) Seletividade
Pura 27,63 .
Sim
Fortalecida 35,21
Teste F As analises foram equivalentes quanto a precisao.
Teste t As analises nao foram equivalentes quanto a exatidao.

Amostra 2 - Equipamento 2 / Analista 2

Amostra Porcentagem de ADH (%) Seletividade
Pura 1,62 .
Sim
Fortalecida 19,44
Teste F As analises nao foram equivalentes quanto a precisao.
Teste t As analises nao foram equivalentes quanto a exatidao.

Utilizando-se os dados obtidos do ensaio de seletividade, foram avaliados a
equivaléncia entre os equipamentos, a repetitividade, a reprodutibilidade intralaboratorial € o
intervalo de confianga com 95% de probabilidade.

Para a equivaléncia entre os equipamentos utilizou-se os testes F e {, ja que foram
utilizados dois equipamentos com as mesmas condi¢cdes de trabalho e simultaneamente.
Como ja havia sido evidenciado, os equipamentos ndo foram equivalentes, ou seja, a
probabilidade da hipotese alternativa de desigualdade entre os equipamento ficou
demonstrada.

Os desvios padrao da repetitividade e da reprodutibilidade foram calculados para a
estimativa do intervalo de confianga num nivel de confianca de 95%, ou seja, levando-se em
consideracao apenas a incerteza do Tipo A do tempo de retencdo. O tamanho da amostra
para avaliacdo da repetitividade foi igual a oito, enquanto que para a da reprodutibilidade foi

igual a vinte e quatro. O ultimo algarismo significativo do intervalo de confianga do tempo de
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retencdo, mostrado na Tabela 9, corresponde a terceira casa decimal, portanto, os

resultados dessa analise deverao ser apresentados, também, com trés casas decimais.

Tabela 9: Resultados de equivaléncia e precisao do estudo de caso 4.1 (BIO-
MANGUINHOS PROTOCOLO 150/2005, 2005)

Repetitividade
Equipamento 1 2
Média (min) 10,40 10,21
Desvio Padrao (min) 0,018 0,015

Reprodutibilidade Intralaboratorial

Analista
Tipo
1 2 Equipamento
Média (min) 10,39 | 10,21 10,30
Desvio Padrao (min) 0,014 | 0,021 0,013
Equivaléncia
Analista
Tipo Equipamento
1 2
Equivaléncia Sim Sim Nao
Intervalo de Confianga
Equipamento 1 2
t (95%) de repetitividade —n =8 2,36462256 2,36462256
t (95%) de reprodutibilidade — n = 24 2,06865479 2,06865479
Intervalo de Confianga (95%) — ICtr + 0,021 min + 0,021 min

Para a verificagao do limite de detecgao preparou-se, em ftriplicata, seis solucdes de

ADH com as seguintes concentragdes: 0; 0,25; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 uyg mL™". Foram coletadas

trés aliquotas de cada solucéo para as medidas.

Aplicando-se 0 método da regressao linear simples, foram calculados os coeficientes

angulares e lineares. Para avaliagdo da curva de calibragdo, foram calculados os

coeficientes de correlagéo e o intervalo de confianga do coeficiente linear.

Avaliou-se, nas curvas analiticas, a auséncia de erro aleatério significativo através do

intervalo de confianga do coeficiente linear, o qual deve conter o zero. Apesar dos

coeficientes de correlacao e de determinagdo resultarem em valores menores que um,
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nenhuma curva analitica apresentou erros aleatérios significativos. Os resultados estédo

descritos na Tabela 10, em unidade de percentual de area.

Tabela 10: Resultados dos limites de quantificacdo e de deteccao do estudo de caso 4.1
(BIO-MANGUINHOS PROTOCOLO 150/2005, 2005)

Equipamento 1

r 0,781 e 0,884 aeb -0,073 e 2,090

IC, -2,27 a 0,806 Presenca de Erro Significativo Nao

LD =0,677 % /LQ =2,053 %

Equipamento 2

r 0,921 e 0,959 aeb -5,611 e 72,859

IC, -29,638 a2 18,417 Presenca de Erro Significativo Nao

LD =0,304% / LQ = 0,920%

Estes resultados indicam que o equipamento 2, que ja havia apresentado o melhor
desempenho na avaliagao da especificidade, apresentou também maior sensibilidade para a
determinacao em questdo. Como o laboratdério necessita analisar amostras com quantidades
baixas de ADH livre, apresentadas nos ensaios de especificidade, inclusive menores do que
o limite de deteccéo do equipamento 1, somente o equipamento 2 devera ser utilizado para

essa determinacao.
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4.2. Validacdo e estimativa da incerteza do método de determinacdo de fésforo por

colorimetria

4.2.1. Introducdao

A absorciometria € um método analitico baseado na propriedade que tém muitas
espécies ibnicas ou moleculares de absorver determinados comprimentos de onda da
radiacao ultravioleta/visivel (UV/VIS). A absorgéo é um processo especifico relacionado com
a estrutura da espécie absorvente e com a probabilidade da transigdo. Apresenta, portanto,
potencial para determinagdes qualitativas e quantitativas (EWING'S ANALITICAL
INSTRUMENTATION HANDBOOK, 2005).

A intensidade da absorgdo nio € diretamente mensuravel, mas ela determina uma
atenuacdo da radiagdo que incide na amostra que pode ser medida e relacionada com a
concentracdo da espécie absorvente. Quando um feixe de radiagdo monocromatica
atravessa uma solucdo contendo uma espécie absorvente, uma parte da energia radiante é
absorvida, a parte restante atravessa o meio. Chama-se de poténcia radiante, a quantidade
de energia transportada por segundo através de uma unidade de sec¢édo transversal. A razao
entre poténcia da radiagdo transmitida (P) e a potencia da radiacdo incidente (Po) é

denominada de transmitancia (T), assim:

T=P/P, (3)

A transmitancia, portanto, representa a fracdo da poténcia da radiagao incidente que
é transmitida pela solugdo (EWING'S ANALITICAL INSTRUMENTATION HANDBOOK,
2005).

Em geral os métodos absorciométricos sdo mais simples e rapidos do que os
metodos gravimétricos e volumétricos, além de apresentarem niveis de sensibilidade muito
superiores. Assim, sdo muito convenientes para determinacbes de amostras contendo
concentragoes de analito relativamente baixas (EWING'S ANALITICAL
INSTRUMENTATION HANDBOOK, 2005).

A lei que rege o processo de absorgcédo de radiagcdo € a Lei de Lambert-Beer, que
estabelece a relagao entre a absorvancia (A), que corresponde ao inverso do log decimal da

transmitancia, e a concentragado da espécie absorvente.

log Po/P = log (1/T)=A= eb.c (4)



51

onde: ¢ € a absortividade molar do analito, b € o comprimento do percurso 6tico e ¢ a
concentracdao da substéncia absorvente (EWING'S ANALITICAL INSTRUMENTATION
HANDBOOK, 2005).

A colorimetria € uma técnica analitica que é aplicada a determinagdo da
concentragdo de substancias coradas, a partir da comparagdo entre a coloragédo de uma
solucdo de concentracdo desconhecida desta substancia corada e a coloragdo de uma
solugcdo com concentragdo conhecida desta mesma substancia. Na colorimetria visual usa-
se luz branca natural ou artificial como fonte de radiacao e as determinagdes sao feitas com
instrumentos simples, chamados colorimetros ou comparadores de cor. Quando se substitui
o olho humano por uma célula fotoelétrica como detector (eliminando-se, assim, os erros
devidos as caracteristicas individuais de cada observador), o instrumento passa ser
designado como colorimetro fotoelétrico. Neste caso, usualmente emprega-se radiacdo
correspondente a um intervalo relativamente estreito de comprimentos de onda obtido pela
passagem de luz branca através de filtros (absor¢do ou interferéncia) que transmitem
somente a regido espectral limitada de interesse; o nome fotdmetro de filtro é utilizado para
designar estes aparelhos. Quando a selegdo do comprimento de onda de trabalho é feita por
meio de monocromadores, que sao dispositivos capazes de dispersar a radiacao
policromatica emitida pela fonte e isolar o comprimento de onda de interesse, o instrumento
é capaz de fornecer informacéo sobre a intensidade da radiacido em fungdo do comprimento
de onda, sendo chamado espectrébmetro. Um espectrofotbmetro é um espectrémetro
equipado com uma ou mais fendas de saida e detectores fotoelétricos que permitem a
determinacgio da razao entre a potencia de dois feixes em fungdo do comprimento de onda,
fundamental para as medidas absorciométricas (EWING'S  ANALITICAL
INSTRUMENTATION HANDBOOK, 2005).

4.2.2. Determinacédo de fosforo por colorimetria

No método de determinacao de fosforo em polissacarideo por colorimetria, o fosfato
reage com o molibdato de amdnio, em meio fortemente acido, para formar um complexo de
fosfomolibdato de amédnio, que é reduzido a azul de molibdénio, cuja intensidade da cor é
proporcional a concentragdo de ions fdsforo presentes na amostra (IN VITRO
DIAGNOSTICA 10027, 2005).

Através de uma curva analitica — absorvancia x concentracdo — construida com
solugdes padrao de fésforo e medida em 820 nm, é determinada a concentragao do analito
na amostra. A concentracao de fosforo, em percentagem massica, € expressa com base na

massa do polissacarideo seco.
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A determinacao de fésforo € um método quantitativo empregado para estimar trago
deste analito em amostras de polissacarideos provenientes de extracbes em proteinas.
Esse ensaio faz parte do grupo de métodos analiticos executados em matéria-prima que
confrmam a qualidade da vacina produzida, de acordo com seu registro (IN VITRO
DIAGNOSTICA 10027, 2005).

Em virtude da complexidade do método, que envolve o preparo de solugdes (meio
acido, reativo de coloracdo, solugcdo padrdao de fésforo de 80 pg/mL, solugdes teste),
contendo etapas com medidas de massa e diluigdes, varios fatores podem interferir na
determinagao, tais como: o treinamento do analista, o uso de micropipetas, a calibragdo da
vidraria e os equipamentos envolvidos: balanga analitica, termobloco e espectrofotdmetro
(Beckman, modelo DU530).

O laboratério possui uma sistematica para minimizar as possibilidades de erros de
analise, executando o método duas vezes, cada uma por um analista diferente, em tempos
distintos. Assim, essa sistematica fica evidenciada como a maneira de confirmar a
interferéncia de cada analista no método (BIO-MANGUINHOS POP 106405.574, 2004).

4.2.3. Ensaios e resultados

A validagcdo desse ensaio consistiu na verificagdo da especificidade, linearidade,
precisdo — repetitividade e reprodutibilidade intralaboratorial, limite de quantificacdo e
exatidao, conforme a categoria |l preconizada pela USP 27, 2003.

A avaliagcdo de equivaléncia entre as analises foi realizada, principalmente, para
verificar o treinamento dos analistas no método, j4 que as condi¢coes de analise foram
idénticas e foram usados as mesmas micropipetas, os mesmos reagentes e 0 mesmo lote
de vacina.

Para a estimativa de incerteza, foram separados todos os certificados envolvendo o
meétodo: calibragdo dos equipamentos, calibragdo de vidraria, calibragdo de micropipetas,
pureza de material. A metodologia de calculo foi a classica, retirada do INMETRO/ABNT,
2003. Todas as fontes de incerteza foram levadas em consideragdo com um nivel de
confianga de 95% de intervalo de confianga.

Para avaliacao da precisdo, prepararam-se seis replicatas de polissacarideo (solugao
teste). De cada réplica foram retiradas trés aliquotas para execucdo de uma medida no
espectrofotbmetro. O analista 1 repetiu essa mesma seqiéncia, no dia seguinte, com trés
lotes de polissacarideo para verificagdo da avaliacido da equivaléncia entre dias e entre
lotes. Para avaliacdo da equivaléncia entre analistas, os quatro analistas restantes

executaram esse ensaio uma vez, no mesmo dia, com o mesmo lote e reagentes.
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De acordo com os resultados da Tabela 11, todos os coeficientes de variacao
ficaram abaixo do limite estabelecido pela AOAC, 2000 na Tabela 4 (< 2% para a
repetitividade e < 4% para a reprodutibilidade), ou seja, 0 método é repetitivo para todos os
analistas e reprodutivel por cada analista. No entanto, pela analise da variancia, os analistas
nao foram equivalentes. Houve equivaléncia entre dias, avaliada pelos testes F e t, pois

somente dois conjuntos de dados, variando-se apenas o dia da determinagéo.

Tabela 11: Resultados de precisdo e equivaléncia do estudo de caso 4.2 (BIO-
MANGUINHOS PROTOCOLO 89/2005, 2005)

Repetitividade
Analista 1 2 3
Lote I 1l I M I 0
Fésforo % 8,18 7,56 8,46 7,03 8,20 7,30
S (%) 0,066 0,082 0,018 0,010 0,032 0,055
CV (%) 0,81 1,1 0,21 0,14 0,38 0,76
r (%) 0,18 0,22 0,049 0,027 0,087 0,15
Analista 4 -
Lote I 1l I I - -
Fésforo % 8,59 7,40 8,50 7,10 - -
S (%) 0,028 0,030 0,0039 0,0039 - -
CV (%) 0,32 0,40 0,046 0,055 --- ---
r (%) 0,076 0,082 0,011 0,11 --- ---
Reprodutibilidade Intralaboratorial
Lote | Lote Il
Fosforo % 8,39 Fosforo % 7,27
S (%) / CV% 0,016 /0,19 S (%) / CV% 0,033/0,46
R (%) 0,070 R (%) 0,15
Equivaléncia
Entre Dias — Analista 1 Sim
Entre Lotes N&o
Entre Analistas N&o

Para a verificagado da linearidade do método, foram preparadas, em triplicata, cinco
solugdes com concentragdes de 1,25; 2,50; 3,75; 5,0 e 10,0 ug mL™" de fésforo, a partir de

uma solugdo-estoque de 80 pg mL™, além da solucédo branco. As medidas foram realizadas
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com trés aliquotas de cada solugao. De acordo com os resultados descritos na Tabela 12, o
método confirmou a linearidade na faixa proposta, pois os coeficientes de correlacdo foram
superiores a 0,99 e o zero ficou contido nos intervalos de confianga dos coeficientes

lineares.

Tabela 12: Resultado de linearidade do estudo de caso 4.2 (BIO-MANGUINHOS
PROTOCOLO 89/2005, 2005)

Linearidade
Curva I I 0
r 0,9999 0,9997 0,9999
a 0,0051 0,0027 0,0063
0,2141 0,2182 0,2026
IC, -0,0122 a 0,0226 -0,0317 a 0,0225 -0,1631 a 0,2253

O procedimento do método (BIO-MANGUINHOS-POP 106040.574) recomenda
preparar uma solug&o branco, contendo todas as solu¢gées — meio acido, reativo de cloragéo
€ agua — menos a amostra, para ajustar o equipamento, portanto a solugao branco, com 0,0
ug mL™" de fésforo, ndo produziu medida de absorvancia. Assim, o limite de quantificacéo foi
calculado a partir da solugdo mais diluida da curva de calibragéo — 1,25 ug mL™" de fésforo.
Preparou-se, em triplicata, sete solugdes de fésforo contendo: 0,05; 0,10; 0,20; 0,40; 0,60;
0,80 e 1,0 yg mL™" mais o branco de solugdo. Das mesmas, retiraram-se trés aliquotas para

efetuar as medidas no espectrofotdmetro e trés curvas analiticas foram construidas.

Tabela 13: Resultados do limite de quantificacdo do estudo de caso 4.2 (BIO-
MANGUINHOS-PROTOCOLO 89/2005, 2005)

Limite de Quantificagéo
Curva I I 0

r 0,9991 0,9992 0,9988
a -0,0060 -0,0055 -0,0069

b 0,2101 0,2104 0,2086
Sy 0,0035 0,0033 0,0041
Sa 0,0010 0,0010 0,0012
LQ 0,50%
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Considerando que o limite de especificagdo da analise é de até 9% de fosforo em
massa seca de polissacarideo, o limite de quantificagao esta aceitavel.

Como ndo havia rotina nesse ensaio, optou-se por uma faixa de quantidade de
fosforo dentro do limite de especificagdo para verificar a exatiddo. Prepararam-se cinco
solugdes, em triplicata, com a quantidade de 1, 2, 3, 4 e 5 ug mL™" de fésforo. Das mesmas,
separaram-se trés aliquotas para as medidas no espectrofotémetro.

Pelos resultados apresentados na Tabela 14, além da recuperagdo por
concentracao, a exatidao foi avaliada através de uma curva de calibragdo — concentragcao
nominal x concentragao obtida. Os resultados obtidos foram bastante satisfatoérios, tendo em
vista que a recuperacao foi de 100%, dentro do critério estabelecido, na Tabela 3, de 97 a
103%, e o zero ficou contido nos intervalos de confianca dos coeficientes lineares das

curvas de calibragao.

Tabela 14: Resultados de exatiddo do estudo de caso 4.2 (BIO-MANGUINHOS
PROTOCOLO 89/2005, 2005)

Exatidao

Dados da Reta da Concentragdo Nominal x Concentracdo Observada

Ensaios I Il I
b/IC, 1,00/ 0,05 1,00/ £0,06 1,00/ £0,05
allC. 10,0002 /40,0044 | -0,0007 / £0,0054 | -0,0007 / £0,0042
Exatidao % 100 100 100
(recuperacgao)

No teste de especificidade, foram aproveitados os dados dos ensaios de limite de
quantificagdo, com a solugdo branco e uma solugdo com concentragdo conhecida de
fésforo, e de repetitividade, com uma solugao teste. A finalidade desses resultados foi
evidenciar, como mostrado na Tabela 15, que ndo ha interferéncia significativa da solugcao

branco e da solucao teste na determinagao do fésforo.

Tabela 15: Resultados da especificidade no estudo de caso 4.2 (BIO-MANGUINHOS
PROTOCOLO 89/2005, 2005)

Especificidade
Ensaios Limite de Quantificagdo (ug/mL) Repetitividade
Amostra Branco Padrao (1 ug/mL) Amostra Lote |
Concentragao (%) 0,03 1,00 8,20
Especificidade Sim
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Na estimativa de incerteza, mostrada na Tabela 16, as contribuicdes de cada fonte
foram estimadas separadamente. Nessa estimativa, as pesagens, as diluigdes e os erros
das micropipetas, da balanca e das vidrarias foram levados em consideracdo. Para
uniformizacao das unidades o C; foi estimado para cada fonte. Para as incertezas do Tipo A,
devido a alta sensibilidade do método em relacdo aos analistas, na reprodutibilidade foi
escolhido o maior desvio padrao como fonte de incerteza e na curva de calibragao, o erro
padrdo estimado entrou como contribuigdo de incerteza. Para incertezas do Tipo B, nas
contribuicbes do preparo da amostra e do padrdo, todos os erros absolutos dos
instrumentos calibrados — vidrarias, balangas, espectrofotdmetro — entraram como fonte de
incerteza, ja que eles nao sao corrigidos na rotina de analise.

Observando-se, ainda, a Tabela 16, nota-se que a maior contribuicdo para a
incerteza expandida do método foi o preparo da curva de calibragao, que envolveu dilui¢des.
Considerando-se a corregcado dos erros absolutos das micropipetas, que normalmente nao
séo realizadas pelo laboratério em questao, o resultado final foi 0,40% de incerteza para um
coeficiente de distribuigdo de 2,57 a 95% de intervalo de confianga. Como o segundo
algarismo significativo da incerteza expandida situou-se na segunda casa decimal, todos os
resultados de analise deverao possuir duas casas decimais.

Esse estudo de caso evidenciou a importancia da elaboragdo de um procedimento
para uniformizar as etapas da determinacdo, a fim de que os analistas executem o ensaio
segundo o mesmo procedimento, ou seja, enfatizou a importancia da verificacdo da
performance de cada analista antes da participacdo na atividade em questao. Isto porque,
para a avaliagao da precisdo, os ensaios foram executados repetidas vezes, tendo sido
observada uma reprodutibilidade satisfatéria para cada analista, apesar dos resultados nao
satisfatérios observados para a reprodutibilidade intralaboratorial. Ja na estimativa de
incerteza do método, ficou evidenciada a importancia das analises dos certificados de
calibragao dos instrumentos e, consequentemente, da correcdo dos erros associados, a fim

de diminuir a incerteza do método.
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Estimativa de Incerteza da Determinagao de Fésforo

Valor
s | Tipo Fonte incerteza + | Unidade Distr. DIV. Ca) u(i) GL V, Veff
Reprodutibilidade (S maior do
1| A |analista) 0,1400 % Normal 2,236 1,000 0,063 2 7,683E-06
2 | A |Curva de Calibracao (ajuste) 0,2109 % Retangular 1,732 1,000 0,122 2 0,0001099
3| B [Preparo da Amostra 0,1300 % Normal 2,000 1,000 0,065
4 [ B |Preparo do Padrao 0,0540 % Normal 2,000 1,000 0,027
5| B |Espectrofotdmetro 0,0280 Abs Normal 2,000 0,950 0,013
Resolucéo do Equipamento
6 | B |(assumida) 0,0001 Abs Retangular 3,464 0,950 | 0,000014
uc Incerteza padrao Combinada 0,15453 4.8
U Incerteza padrdo Expandida em Fdésforo % (95%) k= 2,57 0,40
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4.3. Validacao e estimativa da incerteza do método de determinacéo do polissacarideo

por colorimetria

4.3.1. Determinacao de polissacarideo por colorimetria

Na quantificacdo do polissacarideo por colorimetria pelo método do orcinol ocorre a
reacao de Bial, onde o acido cloridrico, na presencga do cloreto férrico, desidrata primeiro as
pentoses — polissacarideo — e depois as hexoses — orcinol — para condensagdo dos mesmos
e oxidagdo dos grupos cetona livres, a uma temperatura de 100°C, num tempo de 20 min. O
furfural reage com o orcinol formando um complexo verde estavel que absorve em um
comprimento de onda de 669nm (SOTO et. al., 2002).

UH
HLC OH
HC1 " “\_/lL
L
FeCI3 ¢—H + HO
o
HO CH,
OH

Complexo de Coloracao Verde

Crreinol

Figura 6: Reacdo de formagdo do complexo corado — polissacarideo, orcinol e furfural
(SOTO et. al., 2002).

Através da curva analitica — absorbancia x concentragdo — construida com solugoes
padrao de ribose, obtém-se a quantidade de polissacarideo na amostra.

Esse método é importante no controle do processo de producdo de vacinas, por
determinar o conteudo de polissacarideo na matéria-prima, nas amostras de ativacédo e nas
amostras de conjugacdo. Neste estudo, foram obtidos os dados de trés determinacgbes
independentes, duas realizadas por um analista em dias diferentes e uma por outro analista,
com seis replicatas de amostra padrao, trés aliquotas de cada amostra e uma medida de

cada aliquota empregando-se um unico espectrofotdmetro.
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4.3.2. Ensaios e resultados

A validagdo desse ensaio consistiu na verificagdo da especificidade, linearidade,
precisdo — repetitividade e reprodutibilidade intralaboratorial e exatiddao, conforme a
categoria | preconizada pela USP 27, 2003.

A avaliagcdo de equivaléncia entre as analises foi realizada, principalmente, para
verificar o treinamento dos analistas no método, ja que as condi¢cdes de determinagéo foram
as mesmas, ou seja: um unico espectrofotébmetro VIS (Genesys, modelo Spectronic 20), as
mesmas micropipetas e 0s mesmos reagentes.

Para estimativa de incerteza, foram separados todos os certificados envolvendo o
meétodo: calibragdo dos equipamentos, calibracdo de vidraria, calibracdo de micropipetas e
pureza de material. A metodologia de calculo foi a classica, retirada do Guia para Expressao
da Incerteza de Medicdo. Todas as fontes de incerteza foram levadas em consideracao,
com um intervalo de confianga de 95% de intervalo de confianga.

Os critérios de aceitacao foram retirados da AOAC, 2000 e do procedimento analitico
onde a absorvancia da solugdo branco menor devera ser inferior a 0,050 (SILVA, A &
CARVALHO, M. 2004).

Para verificacdo da linearidade foram analisadas as trés curvas analiticas preparadas
em determinacdes independentes. De acordo com a Tabela 17, que apresenta a média dos

resultados das trés curvas, fica comprovada a linearidade do método.

Tabela 17: Resultado da linearidade do estudo de caso 3.3 (BIO-MANGUINHOS
PROTOCOLO 971/2005, 2005)

Linearidade
r 0,9998 A -0,0026
b 0,0594 Absorvancia do Branco 0,007
Syix 0,0109 IC, -0,018 20,013

Para determinar a exatiddo foram preparadas, em triplicata, sete amostras de
concentragdes diferentes de ribose — 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 25,0 ug mL" -
englobando toda a faixa de trabalho do laboratério. Executou-se este ensaio trés vezes.
Com os resultados das medidas de absorvancia das solugdes, foram calculadas as
concentragdes para a avaliagdo da recuperacdo e para a construgcdo da curva analitica —
concentragdo calculada x concentracao nominal. A partir dos resultados mostrados na
Tabela 18 foi possivel confirmar a exatiddo do método, tendo em vista que a recuperacao

média das solucdes da curva foi de 100%, que os coeficientes angulares foram iguais a um
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e os lineares iguais a zero, e que os intervalos de confianga dos coeficientes angulares e

dos lineares continham o um e o zero, respectivamente.

Tabela 18: Resultados de exatiddo do estudo de caso 3.3 (BIO_MANGUINHOS
PROTOCOLO 971/2005, 2005)

Exatidao dos Pontos da Curva de Calibragao
Recuperacao (%)
Ponto D-Ribose Curva 1 Curva 2 Curva 3 Média CV%
(ug/mL)
1 1 109 95 89 98 2,3
2 25 102 97 96 98 2,6
3 5 99 103 100 100 1,7
4 10 97 99 101 99 0,64
5 15 101 100 102 101 0,71
6 20 101 100 101 101 0,58
7 25 99 100 99 99 0,42
Média 100 % 1,3 %
Coeficientes da Curva
Coeficientes Curva 1 Curva 2 Curva 3 Média
b 1,00 1,00 1,00 1,00
a 0,00 0,00 0,00 0,00
Intervalos de Confianga (IC)
Curva Intervalo Linear Intervalo Angular
1 -0,29999 0,29999 0,96596 1,03404
2 -0,12188 0,12188 0,98612 1,01383
3 -0,35459 0,35459 0,95977 1,04023
Média -0,25882 0,25882 0,97063 1,02937

Para a determinacdo da precisao foram separados os resultados das seis solugcbes
padrdo de 758 ug mL™" de polissacarideo, preparadas em triplicata, para cada curva de
calibragdo. O analista 1 executou esse ensaio duas vezes em dias diferentes, para
avaliagao da reprodutibilidade variando o dia (valor maximo para o coeficiente de variacao
igual a 6%). O analista 2 executou esse ensaio uma vez para avaliagdo da reprodutibilidade
variando analista (valor maximo para o coeficiente de variagao igual a 6%). A repetitividade
foi avaliada por ensaio, ja que havia nimero de dados suficiente (limite para o coeficiente de

variagao igual a 3%). A equivaléncia entre dias e analista foi avaliada pelos testes F e t.
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De acordo com os resultados da Tabela 19, a precisao foi verificada porque o CV,
ficou em torno de 1% e o CVk ficou em torno de 1,4%. As comparacdes entre os analistas e
os dias foram equivalentes, confirmando estarem os dois adequadamente treinados para a

execucao do ensaio.

Tabela 19: Resultados de precisdo e de equivaléncia do estudo de caso 3.3 (BIO-
MANGUINHOS PROTOCOLO 971/2005, 2005)

Repetitividade
Parametro Curva 1 Curva 2 Curva 3 Média
Polissacarideo (ug/mL) 708 693 687 696
S - (Mg/mL) 6,9 6,5 7,2 6,8
CV: % 0,97 0,94 1,0 1,0
ra95% - (ug/mL) 19 18 20 19
Reprodutibilidade de Intralaboratorial
Parametro Analista Dia Média
Polissacarideo (ug/mL) 696 700 698
Sk - (ug/mL) 8,2 12 10
CVr% 1,2 1,7 1,4
R a 95% - (ug/mL) 28 33 31
Equivaléncia Sim Sim Sim

Os resultados dos ensaios de linearidade e repetitividade foram aproveitados para
avaliagdo da especificidade. O objetivo desses resultados foi demonstrar que ndo houve
interferéncia significativa do branco na quantificacdo do polissacarideo na amostra € no
padrao (curva de calibragao).

Na estimativa de incerteza, mostrada na Tabela 20, os componentes significativos
foram identificados; portanto, as contribuicdes de cada fonte foram estimadas
separadamente. Nesta estimativa, as pesagens, as diluicbes e os erros das micropipetas, da
balancga e das vidrarias foram levados em consideragao. Para uniformizacdo das unidades o
C,; foi estimado para cada fonte.

Como indicado na Figura 7, a incerteza do espectrofotdmetro foi a que mais
contribuiu para a incerteza total do método e, de acordo com a Tabela 20, a incerteza
padrdo expandida a 95% de confianga para k = 2 corresponde a 21 yg mL™, valor este que

equivale a 3% do valor tedrico do polissacarideo padrao.
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O resultado final da determinacdo deve ser expresso como a média acrescida ou
diminuida da incerteza. Ele deve situar-se dentro da faixa de especificagdo previamente
determinada, devendo ser expresso sem casas decimais.

De acordo com os resultados apresentados, o laboratério em questao esta apto para
executar este método analitico. Porém, como o laboratério trabalha com amostras com
baixas quantidades de polissacarideo, recomenda-se substituir o equipamento por um mais

sensivel.

Contribuigédo das Incertezas Padrao

Resolugdo do Equipamento (assumida) h 0,302

Espectrofotdmetro 9p47

Preparo do Padréo - D-ribose 7- 1,100
Preparo da Amostra | 0,039
Curva de Calibragao (ajuste) | 0,006
Reprodutibilidade 7— 1,768
Repetitividade ;:|1,603

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Incerteza Padrédo (ug/mL)

Figura 7: Contribuigdo das incertezas do estudo de caso 4.3 (BIO-MANGUINHOS
PROTOCOLO 971/2005, 2005)



Tabela 20: Estimativa de incerteza do estudo de caso 4.3 (BIO-MANGUINHOS PROTOCOLO 971/2005, 2005)
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Estimativa de Incerteza para Determinacao de Polissacarideo por Orcinol

Valor
S | Tipo Fonte incerteza + | Unidade Distr. DIV. Ci u(i) GL u(i)*/GL
1| A |Repetitividade 6,8000 ug/mL Normal 4,243 1,000 1,603 17 0,3881877
2 | A |Reprodutibilidade 10,0000 ug/mL Normal 5,657 1,000 1,768 31 0,3150202
3 | A |Curva de Calibracao (ajuste) 0,0109 ug/mL Normal 1,732 1,000 0,006 2 7,842E-10
4 | B |Preparo da Amostra 0,0770 ug/mL Normal 2,000 1,000 0,039
5| B [Preparo do Padrao - D-ribose 2,2000 ug/mL Normal 2,000 1,000 1,100
6 | B |Espectrofotdmetro 0,0190 ug/mL Normal 2,000 1047 9,947
Resolug¢ao do Equipamento

7 | B |(assumida) 0,0005 ug/mL | Retangular 1,732 1047 0,302

uc Incerteza padrao Combinada 10,292 |15957

U Incerteza padrao Expandida (95%) k= 2 21 pMg/mL
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4.4. Validacdo retrospectiva e estimativa da incerteza na medida do pH em agua

ultrapura

4.4.1. Determinacao de pH

A potenciometria € uma técnica analitica baseada na medida de potencial de células
eletroquimicas na auséncia de correntes apreciaveis. As células para medidas
potenciométricas sao formadas por um eletrodo de referéncia e um eletrodo indicador
ligados a um instrumento capaz de medir a diferenca de potencial entre eles (EWING'S
ANALITICAL INSTRUMENTATION HANDBOOK, 2005).

Desde os anos 1930, o modo mais conveniente de determinar o pH tem sido por
medida da diferenga de potencial através de uma membrana de vidro que separa a solugao
do analito de uma solucao de referéncia, com determinada acidez. A célula moderna tipica
para medida de pH é formada por um eletrodo indicador de vidro e de um eletrodo de
referéncia de prata/cloreto de prata ou de calomelano saturado, imerso na solugcéo cujo pH
deve ser determinado. O eletrodo indicador consiste em uma fina membrana de vidro
sensivel ao pH, selada na extremidade de um tubo de plastico ou de vidro. Um pequeno
volume de acido cloridrico diluido e saturado com cloreto de prata esta contido no tubo (em
alguns eletrodos, a solucdo interna é um tampao que contém o ion cloreto). Um fio de
prata/cloreto de prata, em contato com esta solucéo, forma um eletrodo de prata-cloreto de
prata que é conectado a um dos terminais do dispositivo que mede o potencial. O eletrodo
de referéncia é conectado ao outro terminal. A Figura 8 mostra uma representacao

esquematica para a célula para medida de pH (SKOOG et. al., 2002).

Eletrodo de referéncia 1
Eletrodo de vidro

s I -~ N
Agl AgCl (sol. sat.), [CH = 1,0 M|| [HsO*] = a1| membrana de vidro| [HsO*] = a2, [CH = 1,0 M, AgCI (sol sat.)| Ag

5 - _
Soluga_o do ~—
analito

Eletrodo de referéncia 2

Figura 8: Diagrama de uma célula para medida de pH (SKOOG et. al., 2002).

O eletrodo de vidro é uma ferramenta muito versatil para medidas de pH sob
diferentes condicdes. O eletrodo pode ser usado sem interferéncias em solugdes contendo
oxidante e redutores fortes, gases e proteinas; o pH de fluidos viscosos ou mesmo semi-
sélidos também pode ser determinado (SKOOG et. al., 2002).

A utilidade do pH como medida de acidez ou alcalinidade de meios aquosos, a ampla

disponibilidade de eletrodos de vidro comerciais e a recente comercializagdo de pHmetros
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de estado sélido a baixo custo transformaram as medidas potenciométricas de pH numa das
técnicas analiticas mais comuns em toda ciéncia. Assim, é importante que o pH seja
definido de modo a ser facilmente reproduzido ao longo do tempo e nos varios laboratérios
pelo mundo. Assim, é fundamental que o pH seja definido em termos operacionais, isto é,
pelo modo no qual a medida é feita, como forma de garantir que o pH medido por um
profissional seja o0 mesmo que o medido por outro. A definicdo operacional de pH esta
baseada na calibragdo direta do medidor com solugdes padrdao (composigao estabelecida
pelo NIST) seguida da medida do pH da(s) solugdo(bées) desconhecida(s) (AMERICAN
PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 1998).

O pH é uma grandeza que expressa a intensidade da acidez ou da basicidade de um
determinado meio. E definido como logaritmo decimal do inverso da atividade dos ions

hidrogénio na solugdo em estudo (ay.) (SKOOG et. al., 2002).

pH = log (1/au+) = - log ap+ (39)

Para solugdes muito diluidas como, por exemplo, aquelas com forga ibnica menor que 0,1, a

atividade pode ser substituida pela concentragdo molar (SKOOG et. al., 2002).

4.4.2. Determinacao do pH da agua ultrapura

A medida do pH da agua ultrapura é dificil, tendo em vista que a mesma pode se
contaminar rapidamente pelo contato com a atmosfera do laboratério. Além disso, dada a
sua elevada pureza, ela apresenta baixa condutancia, o que provoca instabilidade na maior
parte dos instrumentos de medi¢cao de pH, a excecado daqueles especificamente concebidos
para estas medidas especificas (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 1998)

A agua ultrapura tende a se contaminar com os componentes do meio ambiente tdo
logo seja exposta a atmosfera do laboratério. Assim, uma pequena fragdo do CO, do ar
dissolve-se em agua, estabelecendo um equilibrio que envolve acido carbbnico e ions
hidrogénio, carbonato e bicarbonato. A contaminacdo com ions calcio pode ocorrer nos
laboratérios em que existem revestimentos ou divisérias de gesso, enquanto a
contaminagdo com chumbo pode ocorrer quando a pintura das paredes foi feita com tintas
antigas (pigmentos a base de compostos de chumbo). Outra fonte de contaminacéo pode vir
da frascaria, que ser for de vidro pode determinar a presenca de silica e ions sodio na agua
ultrapura (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 1998).

Por outro lado, a medigédo do pH neste tipo de agua n&o é simples. Os medidores de
pH comuns foram projetados para a medigdo em solu¢des que contém ions dissolvidos.

Quando se introduz um eletrodo de referéncia de calomelano na agua ultrapura, uma célula
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secundaria é criada devido a forte diferenca de concentracbes entre o eletrodo e a solucéao.
Além disso, o cloreto de potassio comeca imediatamente a se difundir a partir do eletrodo
que esta imerso na solucao, criando flutuacdes na medicao.

Neste estudo de caso foi abordado um método quantitativo: a determinagao do pH
nos diluentes de vacinas e na agua ultrapura. Por se tratar de um método simples e de
rotina, os resultados das medi¢des foram utilizados para a elaboragado de cartas de controle
a serem usadas em validagdes analiticas com objetivo de verificar se o processo de
medicdo do pH atende aos niveis de qualidade desejados, bem como de identificar as
principais causas de erros (operador, instrumentos ou solugcbes de trabalho).

Seguindo as etapas necessarias para que a confiabilidade das analises seja atingida,
o laboratério realizou a validacdo do método, a estimativa de incerteza e a participagédo de
ensaios de proficiéncia, além da verificacdo da conformidade do sistema, empregando uma

amostra de referéncia.

4.4 4. Ensaios e Resultados

A validacido dos ensaios consistiu na construgcdo das cartas de controle para
verificacdo da precisao — reprodutibilidade intralaboratorial e da incerteza, como preconizado
pela USP 27, 2003 para métodos quantitativos de determinacado de caracteristicas fisico-
quimicas de uma solugéo (categoria Ill).

A sensibilidade das medicbes a variagdes de temperatura foi compensada pela
autocalibracao das solugdes tampao de pH = 7,0 e pH = 4,0 e com o uso dos sensores de
temperatura dos instrumentos utilizados (Radiometer, modelo VIT90; Quimis e Mettler
Toledo, modelo PMH21).

As medigbes foram realizadas com o maior numero de variagdes possiveis, ou seja,
a cada dia, um analista separou as amostras de trabalho: agua, diluente e solugdes tampé&o.
Atingido o equilibrio térmico com o ambiente, os trés pH-metros eram calibrados com as
solucdes tampéo de pH = 7,0 e de pH = 4,0. Uma aliquota de cada solugao era retirada e as
medidas de pH eram feitas, sob agitacdo constante. Este procedimento foi repetido durante
trinta dias por analistas diferentes.

A partir de trinta resultados, foram construidos os graficos das amplitudes méveis e
das médias para cada amostra de trabalho.

Para o grafico das amplitudes, que verifica a variagdo dentro das medicoes
(precisao), foram calculadas as trinta médias diarias, as amplitudes madveis, a média das
amplitudes e os limites superiores e inferiores de controle. Para o grafico das médias, que

verifica a variacdo da média da medigdo (exatiddo), foram calculadas as trinta médias
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diarias, a média das médias, o desvio padrao das medidas e os limites superiores e
inferiores de controle.

Os limites de controle, de acordo com um subgrupo de uma analise, para o grafico
das amplitudes foi calculado multiplicando-se a média de todas amplitudes por D3 — limite
inferior — e D4 — limite superior, que sao constantes tabeladas de acordo com o niumero de
medidas. Para o grafico das médias, os limites de controle foram calculados a partir da
adicao — limite superior — e da subtracao — limite inferior — da grande média, pelo produto de
trés vezes o desvio padrao calculado.

A Tabela 21 apresenta os resultados para as medi¢cdes realizadas na amostra de
diluente de vacina. Aproveitando-se estes dados, foram construidos os graficos das
amplitudes (Tabela 22 e Figura 9) e das médias (Tabela 23 e Figura 10). A analise dos
resultados indicou que a medicdo do pH nos diluentes atendeu aos niveis de qualidade
desejados, estando sob controle.

A Tabela 24 apresenta os resultados para as medigdes realizadas com a solugao
tampao pH = 7,0. Aproveitando-se estes dados, foram construidos os graficos das
amplitudes (Tabela 25 e Figura 11) e das médias (Tabela 26 e Figura 12). De acordo com os
resultados, a vigésima primeira medicao ficou acima do limite superior de controle, porém,
analisando-se os dados pela distribuicao t de Student, a probabilidade das medicées de pH
que situou-se fora dos limites de controle neste laboratério, com base nessa amostra, foi de
0,028%. Assim, o resultado enquadrou-se dentro dos limites de especificacdo da amostra,
na temperatura de trabalho, ndo havendo portanto, necessidade de intervengdo no
processo. Apenas um resultado fora dos limites de controle ndo invalidou a medi¢cao de pH,
ou seja, a mesma foi considerada dentro do controle para esta solugéo.

De qualquer modo, sempre que forem utilizadas novas solugbes tampao, é
recomendado um novo estudo para manutencao da qualidade das medicoes.

A Tabela 27 apresenta os resultados para as medigdes realizadas com a agua
ultrapura. Aproveitando-se estes dados, os graficos de amplitudes (Tabela 28 e Figura 13) e
das médias (Tabela 29 e Figura 14) foram construidos. A avaliagdo dos resultados indicou
que a medicdo do pH em &agua ultra pura atendeu aos niveis de qualidade desejados,
estando sob controle.

No estudo de caso em questdo foi comprovado que a amostra ndo interfere
diretamente na incerteza da medicdo de pH, ja que antes da leitura o analista calibra o
medidor de pH com solugdes tampado de pH 4 e 7. Essa comparagdo € mostrada nas
Tabelas 30, 31, 32 e 33, nas quais foi estimada uma incerteza para cada tipo de amostra e
uma incerteza sem amostra. As contribuicbes de incerteza do tipo A foram os desvios
padrao retirados dos graficos de controle das médias e as contribuicées do tipo B foram

retiradas dos certificados de calibragdo do material e de pureza dos reagentes.
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Considerando-se k = 2,000, para um intervalo de confianca de 95% de probabilidade,
a incerteza padrao na medida do pH é 0,037. Como pode ser visto na Tabela 34, a mesma
incerteza padrao foi obtida para a solugéo tampao pH 7 (k = 2,000). No entanto, para a
amostra de agua ultrapura este valor foi de 0,041, para k = 1,960.

Como os medidores de pH utilizados somente fornecem resultados com duas casas
decimais, conclui-se que o resultado final da incerteza estimada para medicao de pH, neste
laboratorio, € 0,04 para k = 2,00 a 95% de probabilidade.

A compatibilidade dos resultados do programa de ensaio de proficiéncia, organizado
e gerenciado por uma administradora de aguas, foi avaliada pelo indice Z Score, ou seja, o
desempenho individual. Foram analisados, em duplicata, trés tipos de amostras — acida,
neutra e alcalina. A variancia intralaboratorial do ensaio de proficiéncia foi determinada com
o objetivo de medir o tamanho da variagao entre as medidas realizadas em cada laboratério.
Portanto, de acordo com os resultados da Tabela 35, todos os resultados de medicédo de pH
apresentados pelo laboratério em questao, foram considerados satisfatorios.

Dentre as etapas de garantia do controle de qualidade — validacdo do método,
estimativa de incerteza e participacdo de ensaios de proficiéncia — e de acordo com os
resultados apresentados, o laboratério esta apto para executar as medi¢cées de pH na faixa
acida de medidas.

Depois de determinados os limites de controle, um procedimento de agcdo quando
esses limites forem ultrapassados é pertinente, ou seja, repetir a analise no mesmo
equipamento e em outro equipamento diferente para verificar se o problema é da amostra.
Verificando que o problema é de medicao, efetuar a leitura com um padrao, em mais de um
equipamento, por mais de um analista, para investigar se o problema € do padrdao ou do
analista. Verificando que o problema é do equipamento, retirar o mesmo da rotina e

encaminhar para manutencgao.



Tabela 21: Condi¢des e resultados das medidas de pH da amostra de vacina do estudo de caro 4.4 (BIO-MANGUINHOS PROTOCOLO

2281/2004, 2005)
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Condigbes
Tempo dos Dados 2 leituras a cada dia Tipo de Amostra Vacina
Temperatura (média) 24°C Lote -
Inicio 19/07/2004 Final 31/08/2004
Subgrupos / Medidas de pH
Dia Leituras Dia Leituras Dia Leituras Dia Leituras Dia Leituras
1 6,7/6,7 7 6,8/6,8 13 6,8/6,8 19 6,8/6,8 25 6,8/6,8
2 6,8/6,8 8 6,8/6,8 14 6,7/6,7 20 6,8/6,8 26 -
3 6,8/6,8 9 6,8/6,8 15 6,8/6,8 21 6,7/6,7 27 -
4 6,8/6,8 10 6,7/6,7 16 6,8/6,8 22 6,8/6,8 28 -
5 6,8/6,8 11 6,8/6,8 17 6,8/6,8 23 6,8/6,8 29 -
6 6,8/6,8 12 6,8/6,8 18 6,8/6,8 24 6,8/6,8 30 -
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Tabela 22: Calculos para a construgcdo do grafico de controle das amplitudes para a amostra de vacina no estudo de caso 3.4 (BIO-

MANGUINHOS PROTOCOLO 2281/2004, 2005)

Calculos para o grafico das amplitudes — Amostra: Vacina — Referente a Figura 9

Amplitude Geral 0,0 Numero de Observacoes 25
Desvio Padrao - Constantes D; e D, 0e 3,267
LIC e LSC 0,0e0,0 Valores Fora do Limite -

Gréfico de Controle da Amplitudes - Amostra: Vacina

0,05

—— Média
—LIC
—LSsC
—e— Valores

Amplitudes

0,00 -0-0-0-9-0-0-0-0-0--0-0-0-9-0-0-0-0-0-3-0-3-0-3-0-0-0-0-0-0-0-3-0-0-0-0-0-0-0-0-0-9-0-0-0-0-0 0.0

-0,05
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

N de Leituras

Figura 9: Grafico de controle das amplitudes para a amostra de vacina (BIO-MANGUINHOS PROTOCOLO 2281/2004, 2005).
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Tabela 23: Calculos para a construgao do grafico de controle das médias para a amostra de vacina do estudo de caso 4.4 (BIO-MANGUINHOS
PROTOCOLO 2281/2004, 2005)

Calculos para o grafico das médias — Amostra: Vacina — Referente a Figura 10

Média Geral 6,8 Numero de Observacoes 25

3 X Desvio Padréo (99,75%) 0,12 LIC e LSC 6,67 e 6,90

Valores Fora dos Limites de Controle -

Gréfico de Controle da s Médias - Amostra: Vacina

7,00

6,95

Medida de pH

6,90

6,85

6,80 f—G—&-G:&-G—O—G—O—G—O—G—O—G—RGB r—G:&-G:RG.B r&@-&&wsﬁ rww 6,8

6,75 / v \/ v
6,70 8 6,7 6,7 6,7 6,7

6,65

6,60

1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

N de Leituras

Figura 10: Grafico de controle das médias para a amostra de vacina (BIO-MANGUINHOS PROTOCOLO 2281/2004, 2005)




Tabela 24: Condi¢des e resultados das medidas de pH da solugao tampao pH 7 do estudo de caso 4.4 (BIO-MANGUINHOS PROTOCOLO

2281/2004, 2005)
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Condigbes
Tempo dos Dados 1 leitura a cada dia Tipo de Dados Solugdo de pH 7
Temperatura (média) 24°C Lote -
Inicio 19/07/2004 Fim 04/09/2004
Subgrupos / Medidas de pH
Dia Leituras Dia Leituras Dia Leituras Dia Leituras Dia Leituras
1 6,7/6,7 7 6,8/6,8 13 6,8/6,8 19 6,8/6,8 25 7,0
2 7,0 8 7,0 14 7,0 20 7,0 26 7,0
3 7,0 9 7,0 15 7,0 21 7,1 27 7,0
4 7,0 10 7,0 16 7,0 22 7,0 28 7,0
5 7,0 11 7,0 17 7,0 23 7,0 29 7,0
6 7,0 12 7,0 18 7,0 24 7,0 30 7,0




Tabela 25: Calculos para a construgao do grafico de controle das amplitudes para a solugao tampao pH 7 do estudo de caso 4.4 ( BIO-

MANGUINHOS PROTOCOLO 2281/2004, 2005)

Calculos para o grafico das amplitudes — Amostra: Tampao pH 7 — Referente a Figura 11

Amplitude Geral 0,0069 Numero de Observacoes 30
Desvio Padrao 0,0061 Constantes D; e D, 0e 3,267
LICelLSC 0,000 e 0,023 Valores Fora do Limite 0,1 (subgrupo = 21°)

Gréafico de Controle de Amplitude - Amostra: Tamp&o pH 7

—— Média
—LIC
—LSsC
—e— Valores

0,1300 -

Amplitude

4 0.1

0,0800 -

0,0300 -

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn 00 ) 006606660600080.0

-0,0200
123 456 7 8 9 10111213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

Leitura

Figura 11: Grafico de controle das amplitudes para a solugéo tampéo pH 7 (BIO-MANGUINHOS PROTOCOLO 2281/2004, 2005)
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Tabela 26: Calculos para a construcao do grafico de controle das médias para a solugao tampao pH 7 do estudo de caso 4.4 (BIO-
MANGUINHOS PROTOCOLO 2281/2004, 2005)

Calculos para o grafico das médias — Amostra: Tampao pH 7 — Referente a Figura 12

Média Geral 7.0 Numero de Observacoes 30
3 X Desvio Padrao (99,75%) 0,018 LIC e LSC 6,69 e 7,02
Valores Fora dos Limites de Controle 7,1 (subgrupo = 21°)

Médias

7,15

7,10 +

7,05

7,00 +

6,95 +

6,90

Gréafico de Controle das Médias - Amostra: Tampé&o pH 7

©6797,0

12 3 4 5 6 7 8 9 10111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Leitura

Figura 12: Grafico de controle das médias para a solugédo tampao pH 7 (BIO-MANGUINHOS PROTOCOLO 2281/2004, 2005)
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Tabela 27: Condicdes e resultados das medi¢cdes de pH para a agua ultrapura do estudo de caso 4.4 (BIO-MANGUINHOS PROTOCOLO

2281/2004, 2005)
Condigbes
Tempo dos Dados 1 leituras a cada dia Tipo de Dados Agua Ultrapura
Temperatura (média) 25°C Lote -
Inicio Abril / 2004 Fim Maio / 2004
Subgrupos / Medidas de pH
Dia Leituras Dia Leituras Dia Leituras Dia Leituras Dia Leituras
1 59 7 6,0 13 5,8 19 5,8 25 5,8
2 6,0 8 5,9 14 59 20 59 26 59
3 5,9 9 59 15 5,8 21 5,8 27 57
4 5,9 10 6,0 16 59 22 5,8 28 59
5 5,8 11 59 17 59 23 5,9 29 59
6 59 12 59 18 5,8 24 5,8 30 59
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Tabela 28: Calculos para a constru¢ao do grafico de controle das amplitudes para a agua ultrapura do estudo de caso 3.4 (BIO-MANGUINHOS
PROTOCOLO 2281/2004, 2005)

Célculos do Grafico das Amplitudes — Amostra: Agua Ultrapura — Referente ao Grafico: 13

Amplitude Geral 0,076 Numero de Observacoes 30
Desvio Padrao 0,055 Constantes D; e D, 0e 3,267
LIC e LSC 0,000 e 0,025 Valores Fora do Limite -

Gréfico de Controle das Amplitudes - Amostra: Agua Ultrapura

0,26
0,24 4

Amplitude

022 — Média
0,20 1 —Lc £0,2
0,18 1 —Ls¢

—e— Valores

0,16
0,14
0,12 4

0,10 »—910,1 MO,1 moﬂ M0,1 moﬂ m(M 0.1
0,08 - 0,1

0,06
0,04 |
0,02
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Figura 13: Grafico de controle das amplitudes para a agua ultrapura (BIO-MANGUINHOS PROTOCOLO 2281/2004, 2005)
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Tabela 29: Calculos para a construgao do grafico de controle das mM para a agua ultrapura do estudo de caso 4.4 (PROTOCOLO 2281/2004,

2005)
Célculos para o grafico das médias — Amostra: Agua Ultrapura — Referente a Figura 14
Média Geral 5,9 Numero de Observacoes 30
3 X Desvio Padrao (99,75%) 0,17 LIC e LSC 57e6,0

Valores Fora dos Limites de Controle

Gréfico de Controle das Médias - Amostra: Agua Ultrapura

Médias

5160 S T T T T S T S S O Y YT Bt
123 45 6 7 8 9101112131415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Leitura

Figura 14: Grafico de controle das médias para a agua ultrapura (BIO-MANGUINHOS PROTOCOLO 2281/2004, 2005)




Tabela 30: Estimativa de incerteza para a amostra de vacina do estudo de caso 4.4 (BIO-MANGUINHOS PROTOCOLO 2281/2004, 2005)
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Estimativa de Incerteza para Determinagédo de pH — Amostra: Vacina

s | Tipo Fonte ) Valor Unidade Distr. DIV. Cq) u(i) GL u(i)*/GL
incerteza +
1| A |Vacina 0,040 pH Normal 5,000 1,00 0,00800 24 1,71E-10
2 | B |Resolugao pH-metro 0,010 pH Retangular 3,464 1,00 0,00289
3| B |Solugédo Padrdo 7 0,015 pH Normal 2,000 1,00 0,00750
4 | B |Erronao corrigido tampao 7 0,010 pH Normal 1,000 1,00 0,01000
5| B |Solugdo Padrdo 4 0,015 pH Normal 2,000 1,00 0,00750
6 | B |Erronao corrigido tampao 4 0,010 pH Normal 1,000 1,00 0,01000
7 | B [Deriva de calib tampao 7 assumida 0,005 pH Retangular 1,732 1,00 0,00289
8 | B [Deriva de calib tampao 4 assumida 0,005 pH Retangular 1,732 1,00 0,00289
uc Incerteza padrao Combinada 0,02004 944,54
U Incerteza padrdo da medicéo de pH (95%) 1,96 0,039
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Tabela 31: Estimativa de incerteza para a solugdo tampéao pH 7 do estudo de caso 4.4 (BIO-MANGUINHOS PROTOCOLO 2281/2004, 2005)

Estimativa de Incerteza para Determinagédo de pH — Amostra: Tampao pH 7

s | Tipo Fonte inc:a/rjleozra . Unidade Distr. DIV. Ci) u(i) GL u(i)*/GL
1| A |Tampéo7 0,006 pH Normal 5,477 | 1,00 | 0,00111 29 5,3E-14
2 | B |Resolugao pH-metro 0,010 pH Retangular | 3,464 | 1,00 | 0,00289
3 | B |Solugéo Padrdo 7 0,015 pH Normal 2,000 | 1,00 | 0,00750
4 B [Erro ndo corrigido tampéo 7 0,010 pH Normal 1,000 | 1,00 0,01000
5| B |Solugdo Padrao 4 0,015 pH Normal 2,000 | 1,00 | 0,00750
6 B [Erro ndo corrigido tampéo 4 0,010 pH Normal 1,000 | 1,00 0,01000
7 | B |Deriva de calib tampao 7 assumida 0,005 pH Retangular | 1,732 | 1,00 0,00289
8 B [Deriva de calib tampéo 4 assumida 0,005 pH Retangular | 1,732 | 1,00 0,00289
uc Incerteza padrao Combinada 0,01840 2162992,37
U Incerteza padrao da medicao de pH (95%) k= 2,00 0,037
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Tabela 32: Estimativa de incerteza para a agua ultrapura do estudo de caso 4.4 (BIO-MANGUINHOS PROTOCOLO 2281/2004, 2005)

Estimativa de Incerteza para Determinag&o de pH — Amostra: Agua Ultrapura

s | Tipo Fonte inc:a/rjleozra . Unidade Distr. DIV. Ci) u(i) GL u(i)*/GL
1| A |Agua ultrapura 0,055 pH Normal 5477 | 1,00 [ 0,01004 29 3,51E-10
2 | B |Resolugao pH-metro 0,010 pH Retangular | 3,464 | 1,00 | 0,00289
3 | B [Solugédo Padréo 7 0,015 pH Normal 2,000 | 1,00 [ 0,00750
4 B [Erro ndo corrigido tampéo 7 0,010 pH Normal 1,000 | 1,00 0,01000
5| B [Solugéo Padréo 4 0,015 pH Normal 2,000 | 1,00 [ 0,00750
6 B [Erro ndo corrigido tampéo 4 0,010 pH Normal 1,000 | 1,00 0,01000
7 | B |Deriva de calib tampao 7 assumida 0,005 pH Retangular | 1,732 | 1,00 0,00289
8 B [Deriva de calib tampéo 4 assumida 0,005 pH Retangular | 1,732 | 1,00 0,00289
uc Incerteza padrao Combinada 0,02094 548,02
U Incerteza padrao da medicao de pH (95%) k= 1,96 0,041




Tabela 33: Estimativa de incerteza sem amostra do estudo de caso 4.4 (BIO-MANGUINHOS PROTOCOLO 2281/2004, 2005)
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Estimativa de Incerteza para Determinacédo de pH — Sem Amostra

s | Tipo Fonte inc:a/rjleozra . Unidade Distr. DIV. Ci) u(i) GL u(i)*/GL
1| B |Resolugdo pH-metro 0,010 pH Retangular | 3,464 | 1,00 | 0,00289
2 | B |Solucédo Padrao 7 0,015 pH Normal 2,000 | 1,00 0,00750
3 B [Erro ndo corrigido tampéo 7 0,010 pH Normal 1,000 | 1,00 0,01000
4 | B [Solugdo Padrao 4 0,015 pH Normal 2,000 | 1,00 | 0,00750
5 B [Erro ndo corrigido tampéo 4 0,010 pH Normal 1,000 | 1,00 0,01000
6 | B |Deriva de calib tampao 7 assumida 0,005 pH Retangular | 1,732 | 1,00 | 0,00289
7 | B |Deriva de calib tampao 4 assumida 0,005 pH Retangular | 1,732 | 1,00 0,00289
uc Incerteza padrao Combinada 0,01837
U Incerteza padrao da medigéo de pH (95%) k= 2,00 0,037
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Tabela 34: Resumo dos resultados do Laboratdrio na participacao de ensaios de proficiéncia em medigao de pH do estudo de caso 4.4 (BIO-

MANGUINHOS PROTOCOLO 2281/2004, 2005)

) Faixa Acida Faixa Neutra Faixa Alcalino
Ensaio Data
Z escore Variancia Z escore Variancia Z escore Variancia
1 Janeiro / 2003 Satisfatorio 1,12E-05 N/A N/A Satisfatorio 1,14E-06
2 Junho / 2003 Satisfatorio 1,72E-04 N/A N/A Satisfatorio 6,37E-03
3 Janeiro / 2004 Satisfatorio 2,95E-06 N/A N/A Satisfatorio 3,74E-07
4 Agosto / 2004 Satisfatério 1,53E-05 Satisfatéorio 1,57E-05 N/A N/A
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4.5. Revalidacdo do método analitico de determinacéo de pH

4.5.1. Introducédo

Este estudo de caso contempla um método quantitativo executado no laboratério de
metrologia e validacao. Ele consiste numa revalidacao do método, que foi necessaria devido
a aquisicao de um novo instrumento para medida de pH. Assim, ele pode ser considerado
como um exemplo tipico da necessidade de verificagdo da metodologia analitica devido a
alguma alterag&o na rotina da medicéo.

Foi realizada uma verificacdo da adequacdo do equipamento ao ensaio feito no
laboratério e também da habilidade dos analistas com relagdo a operagéo do equipamento,
através da avaliacdo da precisdo e das equivaléncias dos equipamentos e dos analistas.
Apenas os analistas que haviam participado da primeira validagdo deste ensaio, nesse
laboratério, executaram os ensaios de revalidagdo, ja que o limite maximo de variagao

permitido nas medicdes de pH foi estabelecido na primeira validacao.

4.5.2. Ensaios e resultados

Na verificagdo da adequacdo do equipamento novo ao laboratério foram
selecionados trés tipos de amostra — solugbdes tampéo (pH = 4, pH = 7 e pH = 10), dois
analistas e dois equipamentos — o novo (Metrohm, modelo 781 pH/ion meter) e um antigo
(WTW, modelo ionLab Level 2), no qual o método havia sido validado. Todas as
determinacgdes foram realizadas no mesmo dia.

Na avaliacdo da repetitividade, mostrada na Tabela 35, cada analista separou seis
aliquotas de cada amostra, aguardou o equilibrio térmico com o ambiente e efetuou as
medi¢cdes do pH das solugdes no mesmo momento, nos dois instrumentos disponiveis. A
meédia das médias, entre os dois analistas, de todos os tipos de amostra, do coeficiente de
variagao foi igual a 0,052%, no equipamento | (novo), e a 0,077%, no equipamento Il
(antigo). De acordo com a validagao anterior, na Tabela 36, este valor poderia ser menor ou
igual a média dos coeficientes de variagao resultantes das leituras, das solugbes tampao
(pH = 4, pH =7 e pH = 10), efetuadas no equipamento antigo (Il), ou seja, até 0,17%. Como
as solucdes possuiam o pH conhecido (solugbes tampao), a exatiddo pode ser estimada,
tendo sido encontrado valor igual a 100% para todas as amostras, garantindo, assim, a
qualidade das leituras de pH no laboratério.

Na avaliagdo da reprodutibilidade intralaboratorial, também mostrada na Tabela 37 —
variando o equipamento e o analista — os calculos dos ensaios de repetitividade foram

aproveitados, ja que essa avaliagéo foi realizada dentro de um grupo de ensaios variando
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alguma condigdo possivel na rotina do laboratério. O coeficiente de variacdo de
reprodutibilidade médio foi de 0,23%, igual ao preconizado na validagao anterior.

Para verificagado da repetitividade sistema de medigcdo novo, um analista separou
uma aliquota de cada tipo de amostra e efetuou dez leituras das mesmas. O coeficiente de
variagao obtido, mostrado na Tabela 38, foi igual a 0,0097%, menor do que o determinado
na primeira validagéo, no equipamento antigo, que foi igual a 0,014%.

As equivaléncias foram avaliadas para todas as amostras (pH =4, pH =7 e pH = 10),
empregando-se os dados de precisdo e utilizando-se os testes F e f, pois sO havia dois
grupos de analise (dois equipamentos e dois analistas). De acordo com os resultados
obtidos, aplicados as trés solugbes tampao, os equipamentos | (novo) e Il (antigo) e os
analistas foram equivalentes, ou seja, descartou-se a hipotese da diferenca entre os
mesmos em relagdo a precisdo (repetitividade e reprodutibilidade) e a exatidao,

respectivamente, utilizando os resultados de pH com duas casas decimais



Tabela 35: Resultados de precisao, repetitividade e reprodutibilidade intralaboratorial do estudo de caso 4.5 (BIO-MANGUINHOS

PROTOCOLO 913/2005, 2005)
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Repetitividade

Analista | - Equipamento | (Novo)

Analista Il - Equipamento | (Novo)

Médias (pH 4, 7 e 10)

3,993 /7,007 /9,923

Médias (pH 4, 7 e 10)

3,985/7,009 /9,916

Si/ CV: % 0,0050 / 0,057 Si/ CV: % 0,0040 /0,047
ra (95%) 0,012 ra (95%) 0,012
Exatiddo % (pH 4, 7 e 10) 100/ 100 /99 Exatidao % (pH 4, 7 e 10) 100/ 100 /99
Analista | - Equipamento I Analista Il - Equipamento Il
Médias (pH 4, 7 € 10) 4,008 / 7,008 / 9,889 Médias (pH 4, 7 € 10) 3,997 /7,006 / 9,865
Si/ CV: % 0,0088 /0,11 Si/ CV % 0,0031 /0,044
ra (95%) 0,024 ra (95%) 0,0084

Exatidao % (pH 4, 7 e 10)

100/100/99

Exatidao % (pH 4, 7 e 10)

100/100/99

Reprodutibilidade Intralaboratorial

Variando Equipamento pelo Analista |

Variando Equipamento pelo Analista Il

Médias (pH 4, 7 e 10)

4,000/ 7,007 /9,898

Médias (pH 4, 7 e 10)

3,991 /7,008 / 9891

Sr/CVgr % 0,019/0,25 Sr/CVr % 0,018/0,23
Ra (95%) 0,052 Ra (95%) 0,050
Variando Analista pelo Equipamento | Variando Analista pelo Equipamento Il
Médias (pH 4, 7 e 10) 3,989/7,008 /9,898 Médias (pH 4, 7 e 10) 4,002 /7,007 / 9870
Sr/ CVgr % 0,021/0,24 Sr/ CVg % 0,018/0,22
Ra (95%) 0,056 Ra (95%) 0,043




Tabela 36: Resultados de repetitividade do sistema do equipamento novo (1) do estudo de caso 4.5 (BIO-MANGUINHOS PROTOCOLO

913/2005, 2005)
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Resultados

Media

4,01/6,99/9,15

S

0,00067

Limite de Repetitividade (95%)

0,0018

CVr %

0,0097

Tabela 37: Resultados de repetitividade do equipamento antigo (Il) referentes a primeira validagédo do estudo de caso 4.5 (BIO-MANGUINHOS

PROTOCOLO 913/2005, 2005)

Resultados do Equipamento Il

Parametros
(unidade de pH) 3,78 4,00 6,87 7,00 7,41 10,00
Média 3,758 4,003 6,820 6,980 7,375 9,888
Desvio Padréo 0,0098 0,0103 0,0041 0,0063 0,0123 0,0484
CV % 0,2616 0,2580 0,0599 0,0906 0,1661 0,4890
Repetitividade 0,0000 0,004 0,0000 0,002 0,004 0,025
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5. CONCLUSOES

A prética de validagao é essencial para definir se os métodos desenvolvidos ou
adaptados estdo completamente adequados aos objetivos a que se destinam, a fim de
se obter resultados confidveis que possam ser satisfatoriamente interpretados,
possibilitando o conhecimento das limitacbes e da confiabilidade nas medidas
realizadas nas analises. O método pode ser considerado validado, mesmo que alguns
parametros ndo se enquadrem nos limites estabelecidos na literatura, mas que sejam
criteriosamente conhecidos e, portanto, adequados aos objetivos do laboratorio.
Consequentemente, a validagdo analitica, a estimativa de incerteza, o controle
estatistico do método e a qualificagcdo de equipamentos analiticos fazem parte dos
sistemas de qualidade de laboratérios analiticos.

No primeiro estudo de caso, tendo como uUnica variagdo equipamentos de
diferentes marcas, identificou-se esse fator de alta relevancia. No segundo estudo de
caso, observou-se a importancia do treinamento dos analistas e a corregao dos erros
absolutos dos instrumentos nas andlises de rotina. O terceiro estudo de caso
evidenciou, mais uma vez, a importancia da verificacdo dos equipamentos, porque
nem sempre 0s equipamentos utilizados sdo adequados para sensibilidade do método.
O quarto estudo de caso exemplificou a aplicacado da carta de controle e de estudos
interlaboratoriais na validagcdo de um método. O quinto e Uultimo estudo de caso
confirmou a importancia da avaliagdo do equipamentos utilizados na analises de
rotina.

Os conceitos de validacdo de métodos continuam a evoluir. Assim, esse
trabalho mostrou, através dos cinco estudos de caso, a importancia da revalidacédo dos
métodos antes de sua implantacido no laboratério e da verificagdo da validacdo a cada
vez que chegarem analistas e equipamentos novos no laboratério. Outro aspecto
importante evidenciado foi que a validagcdo analitica, com seus planos de ensaio
diferenciados, deve unir o fator econdmico, a qualidade e ao tempo. Ou seja, um bom
planejamento com poucos ensaios, pouco tempo, englobando todos os parametros de
avaliagdo € recomendavel, principalmente, para ensaios com insumos bioloégicos e

microbiolégicos que séo caros, raros e dificeis de existirem padrdes e placebos.
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6. RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Desenvolvendo os estudos de caso, de acordo com os planos de ensaio,
algumas agbes podem ser tomadas para melhorar as futuras validagbes e
revalidacdes, ou seja:

e Diminuicdo dos numeros de ensaios para validagao;

e Aplicacdo dos graficos de controle, efetuando a leitura de padrbes

certificados para verificagao da estabilidade do sistema;

e A producédo de padrdes secundarios; e

e Aplicacao da analise de riscos dos métodos.

A diminuigdo do numero de ensaios sera sempre um objetivo a ser atingido em
virtude do controle da qualificacdo e/ou calibracdo de equipamentos e/ou instrumentos
e da rotatividade de analistas, fica dificil se a revalidagdo englobar grande numero de
ensaios.

Na aplicagao de graficos de controle por sistema de medi¢cdo, com a utilizagao
de padrdes diminui a necessidade de calibracdo e/ou qualificagao do instrumento e/ou
equipamento. Ainda assim, esses dados podem ser aplicados nas revalidacbes porque
sdo ricos em informacgdes de precisao (reprodutibilidade intralaboratorial) e exatiddo. O
método sob controle estatistico ndo necessita ser revalidado, mesmo diante das
alteracdes das condigdes de equipamento e analista.

A produgdo de padrbes secundarios para os ensaios de validacdo seria
interessante porque, em muitos casos, os parametros ndo sao revistos com
integridade devido a indisponibilidade de padrao certificado. No estudo de caso lli,
meétodo de dosagem, que necessita de um plano de ensaios complexos para avaliar os
critérios de desempenho, o numero de ensaios foi menor do que no estudo de caso Il
porque todos os ensaios foram realizados com padrao secundario. Realizando menos
ensaios, mais rapida e mais econémica sera a revalidacao.

O estudo de analise de risco do método tem como objetivo avaliar o percentual
de falhas que ele pode ter. A probabilidade de erro que o método possui de emitir um
resultado errado. Para tanto, analises estatisticas como a verificagao de distribuicao
de dados, a verificacdo de outlier, a andlise de t Student, a elaboragdo de graficos
serdo aplicadas a dados que pode ser retrospectivos. Contudo, a avaliagdo da
conformidade do sistema com os graficos de controle facilitara esse estudo. O
conhecimento do risco do método aumenta o tempo necessario para revalidacdo de
métodos que nao sofreram nenhuma alteragcdo significativa. Geralmente, as

revalidagdes para métodos sem alteragdes significativas, acontecem a cada dois anos.
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Avaliando a conformidade do sistema medicdo e com o conhecimento de risco
do método, acredita-se que a necessidade das revalidagbes diminuira porque as

consideragdes das alteragbes tornardo menos significativas.
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ANEXOS

Trabalhos apresentados no 13°. Encontro Nacional de Quimica Analitica e 1°.
Congresso Ibero-Americano de Quimica Analitica na Universidade Federal Fluminense
no periodo de 08 a 12 de setembro de 2005, Niterdi, RJ.

1) Validagdo e estimativa de incerteza do método de determinacao de fésforo por
colorimetria
2) Revalidagdo do método analitico de determinagdo de pH associado a troca de

equipamento

Trabalhos apresentados no ENQUALAB 2006 - Congresso e Feira da
Qualidade em Metrologia no periodo de 30 de maio a 01 de junho de 2006, no Centro

de Convengdes Frei Caneca, Sao Paulo, SP.

1) Estimativa da incerteza e validagcao da determinacao colorimétrica do conteudo de
polissacarideo pelo método do orcinol.

2) Validacdo do controle da eliminagcdo do ADH no concentrado do polissacarideo
ativado durante as diafiltragbes usando o método de filtracdo em gel

3) Aplicacdo da carta de controle na validagao retrospectiva e estimativa da incerteza

na medida do pH
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VALIDACAO E ESTIMATIVA DE INCERTEZA DO METODO DE

DETERMINACAO DE FOSFORO POR COLORIMETRIA,
Aderval S. Luna®¥), Cristiane A. Henriques®® e Alaide Aline Xavier Leal™?
(alaide@bio.fiocruz.br)

!Setor de Validacdo Analitica, Laboratério de Metrologia e Validacao, Bio-
Manguinhos, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil
’Programa de Pés-Graduagdo em Engenharia Quimica, Instituto de Quimica,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 20559-900, Brasil

Os métodos oficialmente publicados sdo considerados validados, no entanto, a verificacdo da adequacéo
do mesmo no laboratério em questdo € pertinente, a partir do momento em que é necessario o
conhecimento das variagfes do ensaio: equipamento, fornecedor, analista, micropipeta, padréo e outras. A
validacédo analitica reine todas essas informagdes para estimativa da incerteza do método. A incerteza de
medicdo de um ensaio quimico caracteriza a faixa de valores, dentro da qual o valor real deve se situar,
com um nivel de confianca especificado. Na obtencdo da incerteza relativa de um método, é essencial
assegurar que a estimativa considere explicitamente todas as possiveis fontes de incerteza, avaliando-se
0s componentes significativos, ja que nem todas as fontes interferem diretamente no resultado final. A
incerteza pode ser expressa como um desvio padrdo ou um mdaltiplo do mesmo. Na pratica, a incerteza
demonstra claramente as principais fontes de variagdo que podem ser reduzidas.

Este trabalho apresenta os resultados da validacdo do método de determinacdo colorimétrica de fosforo
nos polissacarideos de Neisseria meningitidis tipo A e de Haemophilus influenzae tipo B e as suas
variacOes para a estimativa de incerteza. A quantidade de fésforo presente no polissacarideo, medida por
espectrofotometria de absor¢do molecular a 820 nm, ndo deve ser menor que 8% m/m no tipo A e deve
estar entre 6,8 € 9,0% m/m no segundo tipo. Nesta validacdo analitica foram definidos os seguintes testes
especificos para serem realizados: especificidade, linearidade, repetitividade, reprodutibilidade
intralaboratorial, limite de quantificacdo e exatiddo. A especificidade foi testada com solugdo branco,
solucdo padrdo e amostras, tendo sido evidenciada de forma satisfatoria. A linearidade foi obtida com os
resultados da curva de calibracdo, em triplicata, sendo adotado como critério de avaliagdo um coeficiente
de correlagdo maior que 0,99 ao mesmo tempo em que o intervalo de confianga do coeficiente linear,
contendo o zero, serviu para demonstrar a falta de evidéncia de erro sistematico. Nas curvas de calibracdo
obtidas, os requisitos foram atendidos. A repetitividade do método foi investigada, por um mesmo
analista, em trés lotes distintos em dias diferentes. Adotou-se como critério de aceitagdo da repetitividade,
um coeficiente de variacdo de, no méaximo, 2%. Os resultados obtidos indicaram um coeficiente de
variacdo entre 0,81 e 1,22%. No ensaio de reprodutibilidade intralaboratorial, foram utilizados cinco
analistas na analise de quatro amostras, com preparacdo independente, sendo considerado aceitavel um
coeficiente de variagdo maximo de 4%. A avaliagdo da equivaléncia por ANOVA mostrou que o fator
analista é importante na execucdo do ensaio, apesar dos analistas apresentarem o coeficiente de variacdo
de repetitividade pequeno (0,19 a 0,46%). O limite de quantificacdo (10*Synce/M) para esta metodologia
indicou um valor igual a 0,50% m/m, onde Syanco € 0 desvio padrdo da solugao branco (n=10)emé o
coeficiente angular da curva de calibracdo. A exatiddo foi avaliada utilizando-se cinco amostras de
polissacarideos com concentragdes conhecidas abrangendo toda a faixa de de trabalho da curva de
calibracdo. Adotou-se como critério de avaliagdo, uma recuperacdo entre 97 e 103% para cada
concentracdo testada. A analise da curva da concentragdo nominal versus a concentracdo observada
indicou um coeficiente angular igual a 1,0000 com uma incerteza, neste parametro, de +0,0458 a +0,0596
para as trés curvas obtidas. A recuperagdo do analito mostrou um intervalo de 100,0 a 100,3%, o que
demonstra a exatiddo da metodologia. A estimativa da incerteza da determinacdo de fosforo abrangeu as
incertezas associadas com a reprodutibilidade do método. Neste caso adotou-se 0 maior desvio padréo do
analista, o ajuste da curva de calibracdo, a preparacdo da amostra e padrfes, o espectrofotbmetro e a
prépria resolucdo do instrumento. Obteve-se uma incerteza expandida para a determinacdo de fosforo
igual a 0,40%.

[1] Orientaces sobre Validacdo de Métodos de Ensaios Quimicos — INMETRO — DOQ-CGRE-008
[2] Guia EURACHEM /CITAC - Determinando a Incerteza na Medicdo Analitica, segunda edicdo.
[3] IN VITRO DIAGNOSTICA S/A CAT.. 10027. Fo6sforo UV. Rev. 04. 2005
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Este trabalho apresenta os resultados da revalidagdo do método analitico de determinagdo do pH em
virtude da aquisicdo de um novo instrumento de medida. O objetivo deste foi verificar se os critérios de
validacdo estabelecidos para um antigo equipamento podiam ser empregados no novo instrumento.

A determinacdo do pH foi realizada com calibrag&o diaria dos equipamentos, os quais foram mantidos em
temperatura ambiente de 20 a 25°C. Foi realizado um ensaio para verificar a equivaléncia dos resultados
fornecidos pelos equipamentos (antigo e novo), sendo as medidas feitas por dois analistas. Foram
preparadas trés amostras diferentes (pH = 4; pH = 7 e pH = 10), com seis aliquotas de cada solugdo sendo
usadas na medida do pH nos dois instrumentos. Procedeu-se a analise da variancia (ANOVA), usando o
programa Statistica versdo 6.0 da Statsoft, para verificar a importancia estatistica dos fatores analista e
equipamento na medida do pH. Os resultados da ANOVA estdo mostrados na tabela 1.

Tabela 1 — Resultados da analise da varidncia

AMCNWA Results: pH (Spreadsheet?)

Effect| df WS df fls F B
Source (F/R) | Effect | Effect | Error|  Error
{1}Analista [ Fixed 1 0000450 B3 6,1358144 0000073 0993193
[21Equipamenta Fixed 1 0003556 B8 B,138144 0000579 0930563
12 Fixed 1 0000002 B8 65,138144 0000000 0999545

S Ee———
De acordo com os resultados relacionados a equivaléncia entre os equipamentos, pode-se afirmar que nédo
existe diferenca significativa entre os mesmos em virtude dos valores de F (inferior ao valor critico) e p
(nivel de significancia, indica um valor elevado de o) para rejeitar a hipotese nula. Portanto, ndo existe
evidéncia para a rejeicdo da hip6tese nula. O mesmo pode ser afirmado para a equivaléncia entre os
analistas e a interacéo entre os fatores: analista e equipamento.
A repetitividade do sistema foi obtida com o equipamento novo, empregando-se trés amostras diferentes
(pH = 4; pH =7 e pH = 10), onde uma aliquota de cada solucdo foi escolhida para a medicdo do pH.
Neste caso, foram feitas dez medidas do pH para cada aliquota. O critério de aceitacdo da repetitividade
usado foi o coeficiente de variacdo deste ensaio ser inferior ou igual aquele obtido na validacdo do
método (CV = 0,97%). Os resultados obtidos para o coeficiente de variacdo oscilaram 0,03 a 0,11%,
portanto inferiores ao do método validado. O Laboratério participou de um exercicio de proficiéncia para
medidas de pH. Foram realizadas quatro rodadas de ensaios, sendo analisadas dois tipos amostras de cada
vez com sete medidas de pH para cada solucéo. O valor real para a medida do pH foi obtido a partir do
certificado de analise da solucdo padréo utilizada. O valor de referéncia, tomado como valor real, possui
rastreabilidade a materiais de referéncia do National Institute of Standards and Technology(NIST). A
compatibilidade entre os resultados de medicgdo foi avaliada pelo indice Z score, ou seja 0 desempenho
individual. A variancia intralaboratorial foi determinada com o objetivo de medir o tamanho da variacdo
entre as medidas realizadas em cada laboratério, fornecendo uma indicacdo da repetitividade.
Tabela 2 — Resultados do ensaio de proficiéncia.

Ensaio Faixa Acida Faixa Neutra Faixa Alcalina

Z escore Variancia Z escore Variancia Z escore Variancia
1 Satisfatorio | 0,00E+00 N/A N/A Satisfatério | 1,33E-04
2 Satisfatério | 5,71E-05 N/A N/A Satisfatorio | 4,89E-05
3 Satisfatorio | 2,20E-05 N/A N/A Satisfatério | 4,18E-05
4 Satisfatério | 1,81E-05 | Satisfatorio | 2,25E-05 N/A N/A

[1] OrientacGes sobre Validacdo de Métodos de Ensaios Quimicos — INMETRO — DOQ-CGRE-008
[2] Guia EURACHEM / CITAC - Determinando a Incerteza na Medicao Analitica, segunda edicao.
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Este trabalho apresenta a validacdo da determinacdo colorimétrica do contetudo de
polissacarideo pelo método do orcinol, assim como a estimativa da incerteza
identificando as suas fontes e propondo a minimizagdo destas. Os parametros
verificados'” foram: especificidade, linearidade, exatiddo, repetitividade do método,
reprodutibilidade intralaboratorial e a equivaléncia. Os parametros de avaliacdo foram
obtidos através de trés analises independentes por dois analistas com seis réplicas da
mesma amostra para cada analise. Adicionalmente, foi estimada a incerteza do método.
A especificidade foi constatada pela medida da solugdo branco ser inferior a 0,050
unidades de absorvancia em 669 nm, enquanto que a linearidade foi obtida com o
emprego de solucdes padrdo de D-ribose com: 0,0; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 25,0
mg I no mesmo comprimento de onda. A curva de calibragdo (n = 3) mostrou um
coeficiente de correlacdo igual a 0,9998 e um intervalo de confianca para o coeficiente
linear [-0,018; 0,013], o que ndo evidencia a presenca de erro sistematico. A exatiddo
foi medida com uma solugéo padréo do polissacarideo PSTH 758 mg I}, encontrando-se
uma recuperacdo média igual a 92%, ao mesmo tempo a exatiddo para os pontos da
curva: concentracao de D-ribose tedrica versus D-ribose experimental foi igual a 100%.
A repetitividade do método obtida pela medida do padrédo do polissacarideo indicou um
coeficiente de variacdo igual a 1,0% para um maximo aceitavel de 3,0%. A avaliacdo da
reprodutibilidade intralaboratorial seguiu a regra da AOAC 2000®, quanto ao nlimero
de andlises [k(n-a) >15]. Para a avaliacdo da reprodutibilidade variando o dia, foram
levadas em consideragdo as analises de um mesmo analista. O coeficiente de variagéo
médio foi igual a 1,4% para um méaximo permissivel de 6%. A equivaléncia entre 0s
analistas foi avaliada por ANOVA, enquanto que a equivaléncia entre os dias foi
avaliada pelos testes estatisticos F e t. As incertezas do preparo da amostra e do padrédo
de D-ribose foram estimadas separadamente, o que incorporou as contribui¢cdes dos
baldes, da balanca, das micropipetas e da pureza do padrdo. A incerteza do
espectrofotbmetro Genesys Spectronic 20 foi a que mais contribuiu para a incerteza
total do método, portanto, se o laboratério tiver a necessidade de usar outro
equipamento, uma nova verificagdo da repetitividade e reprodutibilidade deve ser feita.
A incerteza padrdo expandida (95%) para um k = 2 corresponde a 21 mg I, o que
equivale a 3% do valor teérico do PSTH.

Referéncias bibliograficas
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Este trabalho apresenta a validacdo do controle da eliminacdo do ADH (dihidrazida do
acido adipico) no concentrado do polissacarideo ativado. O método empregado foi
desenvolvido e validado pela GSK™ e implantado em Bio-Manguinhos pelo Convénio
de Repasse Tecnoldgico de Producdo da Vacina Combinada DTP-Hib. Os ensaios
realizados foram para demonstrar que o laborat6rio opera de maneira correta, dentro das
condigdes existentes nas suas instalacfes. As condi¢Oes de analises para o controle de
ADH por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram as seguintes: eluente
(solucdo de NaCl 0,2 mol/l); pré-coluna: Tosohaas PWxy; coluna: Tosohaas TSK gel
2500 PWy__; comprimento da coluna: 300 mm; didmetro da coluna: 7,8 mm; vazdo: 1,0
ml/min; deteccdo: UV (comprimento de onda: 206 nm); volume de injecdo: 30 ul. A
avaliacdo da performance do método foi realizada através da determinacdo do ndmero
de pratos tedricos (N) da coluna cromatogréfica e dos limites de deteccdo (LD) e
quantificacdo (LQ). Os parametros de avaliacdo foram obtidos através de duas analises
de polissacarideos independentes (RD 20 e RD 50) com amostras puras e enriquecidas
com uma solucdo de ADH 10 mg I por dois analistas com trés réplicas da mesma
amostra para cada analise usando dois instrumentos diferentes. O limite de detec¢do foi
obtido com o emprego de solugbes padrdao de ADH com: 0,00; 0,25; 0,50; 1,00; 1,50 e
2,00 mg I". Para o sistema cromatogréafico Pharmacia — GE (Akta Purifier) foram
encontrados: N = 2,74 x 10°, LD = 0,68 mg I e LQ = 2,05 mg I"* enquanto que para o
sistema cromatogréfico Waters (Alliance) foram encontrados: N = 4,04 x 10° , LD =
051 mg I* e LQ = 1,53 mg I"*. A especificidade do teste indicou que o sistema
cromatografico Waters foi eficiente no controle da eliminacdo de ADH para as duas
amostras, enquanto que o sistema cromatografico Pharmacia — GE foi eficiente somente
para a amostra RD 50. A repetitividade do teste foi avaliada pelo tempo de retencdo do
analito, com as amostras puras e enriquecidas, e indicou um coeficiente de variacéo
médio igual a 0,16% para os dois sistemas cromatograficos. A variacdo da
reprodutibilidade, avaliada em termos do tempo de retencdo do analito, para os analistas
indicou um coeficiente de variacdo igual a 0,13% (Pharmacia — GE) e 0,21% (Waters),
respectivamente, enquanto que para os instrumentos o coeficiente de variacdo foi igual a
0,13%. Foi demonstrada a equivaléncia entre os analistas para 0s dois sistemas
cromatograficos utilizados usando os testes estatisticos F e t.
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O objetivo deste trabalho foi assegurar que a medida de pH pelo Laboratério Fisico-
Quimico da Fiocruz esta sendo realizada de forma adequada. Neste contexto, a
aplicacdo da carta de controle tornou-se uma ferramenta estatistica indispensavel nesta
avaliacdo. As medidas de pH foram feitas utilizando-se um titulador volumétrico
Radiometer (VIT90) com eletrodo do mesmo fabricante e um medidor de pH Quimis
com eletrodo Mettler (Toledo). Foram realizadas trinta medidas de pH de cada amostra
(solucao tampédo pH = 7 e agua WFI), em dias diferentes nos dois instrumentos e por
analistas diferentes. A carta de controle das medias foi elaborada para conter: 1 — linha
central = média das medigdes; 2 — limite superior de controle (LSC) = média das
medigdes acrescida do produto da média das amplitudes pela constante As; 3 - limite
inferior de controle (LIC) = média das medigdes diminuida do produto da media das
amplitudes pela constante Asz; 4 — ndmero de grupos (k); 5 — nimero de observacdes
dentro do grupo (n). Para a solucdo tampéo pH = 7, a carta de controle da média indicou
um valor igual a 7,0. Os valores de LIC e LSC encontrados foram: 6,985 e 7,022
respectivamente para k = 30 e n = 1. O valor k = 21 ficou fora do limite especificado.
De acordo com a distribuicdo (t) de Student, a probabilidade das medi¢des de pH sairem
dos limites de controle neste laboratorio, para este tipo de amostra, é de 0,028%. Para a
amostra de agua WFI, a carta de controle da media indicou um valor igual a 5,9. Os
valores de LIC e LSC encontrados foram: 5,7 e 6,0 respectivamente parak =30 e n = 1.
Nenhum valor ficou fora do limite especificado. De acordo com a distribuicdo de
Student, a probabilidade das medi¢des de pH sairem dos limites de controle neste
laboratdrio, para este tipo de amostra, € de 0,030%. As cartas de controle foram
elaboradas usando os pacotes computacionais Microsoft Excel versdo 7.0 e Statistica
versdo 6.0. A incerteza da medicdo do pH (95%; k = 1,96) é de 0,039 unidades de pH
para amostra de vacina contra febre amarela 05 doses, de 0,041 para amostra de agua
WEFI e de 0,037 para amostra da solucdo tampédo pH = 7, portanto as amostras pouco
influenciaram na estimativa da incerteza no resultado final.
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