GUIA DE
Validacao e
Controle de

Qualidade
Analitica

A‘A

Farmacos em Produtos
para Alimentacao Animal e
Medicamentos Veterinarios

A‘A‘A

CGAL/SDA

Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento







Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
Secretaria de Defesa Agropecuaria

Guia de Validacao e Controle de
Qualidade Analitica

Farmacos em Produtos para Alimentacao
Animal e Medicamentos Veterinarios

Promover o desenvolvimento sustentayetl
e a competitividade do agronegocio em
beneficio da sociedade brasileira

Brasilia - DF



© 2011 Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento.
Todos os direitos reservados. Permitida a reproducao desde que citada a fonte.
A responsabilidade pelos direitos autorais de textos e imagens desta obra é do autor.

Tiragem: 1.100
19 edicao - Ano 2011

Elaboracao, distribuicao e informacoes:
MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO

Secretaria de Defesa Agropecuaria - SDA
Coordenacao Geral de Apoio Laboratorial - CGAL
Esplanada dos Ministérios, Bloco D, Anexo B, sala 440
CEP 70043-900 - Brasilia - DF

Telefones: (61) 3218-2535

www.agricultura.gov.br
E-mail: cgal@agricultura.gov.br
Central de Relacionamento: 0800 704 1995

Equipe Técnica do Projeto:

Coordenacao: Angelo de Queiroz Mauricio

Concepcao e Desenvolvimento Marcelo Claudio Pereira

Consultoria e Revisao Técnico-Cientifica: Welington Ferreira de Magalhaes (UFMG),
Contribuicdo: Luiza Cristina Albuquerque Cazarim

Apoio: Rede Nacional de Laboratorios Agropecudrios
Coordenacao Editoria: Assessoria de Comunicacao Social

Impresso no Brasil/Printed in Brazil

Catalogacao na Fonte
Biblioteca Nacional de Agricultura — BINAGRI

Brasil. Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento.

Guia de validacao e controle de qualidade analitica : fArmacos em produtos
para alimentacdo e medicamentos veterinarios / Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento. Secretaria de Defesa Agropecudria. — Brasilia :
Mapa/ACS, 2011.

72 p.

ISBN 978-85-7991-053-1
1. Alimentacdo animal. 2. Medicamento. 3. Controle de qualidade. 4.
Analise quimica. |. Secretaria de Defesa Agropecudria. Il. Titulo. Ill. Titulo:

Farmacos em produtos para alimentacao e medicamentos veterinrios.

AGRIS Q55, L70
CDU 636.084.41



SUMARIO

1. Introducéo

2. Validacéao

3. Plano Mestre de Validacao

4. Revalidacao do Procedimento Analitico

5. Classificacao dos Ensaios Segundo sua Finalidade e
Parametros Minimos que devem ser avaliados de acordo
com a Categoria do Ensaio Analitico

6. Parametros de desempenhos e Critérios de Aceitacao
6.1 Seletividade
6.1.1 Procedimento de determinacao da Seletividade
6.2 Efeito Matriz
6.2.1 Procedimento de determinacao de Efeito Matriz
6.2.2 Avaliagao do Efeito Matriz
6.2.3 Critérios de aceitacao do Efeito Matriz
6.3 Linearidade (Curva de Calibracao)

10
10
13
14

17
17
17
20
20
22
27
27



6.3.1 Procedimento de determinacao da Linearidade
6.3.2 Citérios de Aceitacéo da Linearidade
6.4 Precisao
6.4.1 Procedimento de Determinacao da Repetitividade

6.4.2 Procedimento de Determinacao da Reprodutibili-
dade Intermediaria ou Reprodutibilidade Intralaboratorial

6.4.3 Critérios de aceitacao da Precisao
6.5 Limite de Deteccao
6.6 Limite de Quantificagéo

6.6.1 Procedimento de Determinacao do Limite de
Quantificacao

6.7 Veracidade/Recuperacao

6.7.1 Determinacao da Veracidade/Recuperacao

6.7.2 Critérios de aceitacao da Veracidade/Recuperacao
6.8 Robustez

6.8.1 Procedimento da determinacao da Robustez
6.9 Estudo de Estabilidade

6.9.1 Estabilidade dos Analitos nas Amostras

28
29
31
32
33

35
37
38
38

38
40
44
45
46
49
50



6.9.2 Estabilidade dos Analitos nas Solu¢des Padrao
7 Incerteza de Medicao

7.1 Determinacéo da Incerteza Padrao Combinada e da
Incerteza Expandida

7.2 Reportando a Incerteza Expandida

8. Verificacao de Desempenho de Procedimentos Normali-
zados (Farmacopeéicos e Outros Aceitos Oficialmente pelo
MAPA)

8.1 Aplicacao e Requisitos Minimos

9. Rotina Analitica: Curvas de Calibragédo e Amostras de
Controle de Qualidade (ACQs)

10. Expressao do Resultado Final
11. Referéncias Bibliograficas

51
52
53

64

65

65

66

68
70






1. Introducao

O objetivo deste Guia é estabelecer os parametros
de desempenho e os requisitos de aceitacao minimos que
devem ser atendidos para que um determinado procedi-
mento analitico seja considerado validado. Neste docu-
mento também sao apresentados procedimentos minimos
de controle da qualidade, que devem ser observados du-
rante a rotina analitica.

Desenvolvido para ser utilizado como uma referén-
Cia normativa sucinta e pratica, este Guia é direcionado a
validacao de procedimentos analiticos destinados ao: con-
trole de qualidade de medicamentos veterinarios; controle
de qualidade de farmacos em produtos para alimentacao
animal (utilizados como veiculo na administracao de medi-
camentos) e para a determinacao de farmacos como con-
taminantes em racdes (monitoramento de contaminacao



cruzada). No entanto, considerando a abordagem abran-
gente utilizada neste Guia, nada impede que este seja apli-
cado também a procedimentos destinados a determinacao
de pureza de farmoquimicos e aos estudos de deplecao de
residuos em matrizes de origem de origem animal.

Devido ao fato de ser um documento sucinto, pode
ser que o profissional que esteja trabalhando com este
Guia sinta necessidade de maiores esclarecimentos sobre
alguns tépicos abordados. Neste caso, recomendamos que
as duvidas sejam dirimidas por intermédio do Manual de
Garantia da Qualidade Analitica, que é um documento
elaborado de forma mais pormenorizada e consonante
com os requisitos estabelecidos neste documento.

Elaborado para ser seguido obrigatoriamente pelos
laboratérios da Rede Nacional de Laboratérios Agropecudri-
0s, que atuam na area de Medicamentos Veterinarios e
Produtos Afins, este Guia também é uma ferramenta Util aos



laboratérios de controle de qualidade da indUstria farmacéu-
tica veterinaria, uma vez que estabelece os parametros de
desempenho e os critérios de aceitacao que serao aplicados
aos procedimentos analiticos pelos quais os produtos veter-
inarios serdao analiticamente monitorados (andlise fiscal).

Alteracoes nos procedimentos, parametros e crité-
rios estabelecidos poderao ser necessarios devido a es-
pecificidade de determinados procedimentos analiticos ou
peculiaridades do laboratério. Nestes casos, modificacoes
poderdao ser consideradas desde que sejam adequada-
mente justificadas, garantindo sua consisténcia cientifica
e conceitual com os principios deste Guia e 0 nao com-
prometimento da rastreabilidade, da comparabilidade e da
confiabilidade dos resultados analiticos gerados.
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2. Validacao

A validacao de determinado procedimento analitico
objetiva demonstrar que o mesmo é adequado aos obje-
tivos propostos, ou seja, que os parametros de desempen-
ho avaliados atendem aos critérios de aceitacao preconiza-
dos. Trata-se de é um estudo experimental e integralmente
documentado.

A validacao visa garantir a qualidade metroldgica dos
resultados analiticos, conferindo-lhes rastreabilidade, com-
parabilidade e confiabilidade para a tomada de decisoes.

3. Plano Mestre de Validagao

A validacao de procedimento analitico deve ser
demonstrada por intermédio de ensaios de laboratério
com padrdes e amostras similares ou idénticas aos produ-
tos que serao analisados rotineiramente.



Para o planejamento e a execucao da validacao de
um procedimento analitico deve-se, primeiramente, classi-
fica-lo em uma das categorias elencadas na Tabela 1.

Em seqguida, usando a Tabela 2, os parametros mini-
mos de desempenho analitico que serao estudados devem
ser determinados, conforme a categoria atribuida ao en-
saio analitico.

O planejamento, a preparacdo e a execucao da
validacao devem sequir protocolos detalhados, devendo o
laboratério manter os sequintes documentos e registros:

1. Plano de estudo para a validacao, o qual deve
contemplar os sequintes elementos:

a. Finalidade e ambito de aplicacao;

b. Responsavel técnico do projeto;

c. Pessoal técnico envolvido e suas respectivas
responsabilidades;

11
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d. Identificacdo das Unidades, equipamentos/
instrumentos utilizados;

e. Procedimento Operacional Padrao (POP) de
validacao aplicavel;

f. Parametros de desempenho a serem estuda-
dos e seus respectivos critérios de aceitacao;

2. Experimentos de pré-validacdo (desenvolvi-
mento e a otimizacao de um procedimento analitico);
3.  Experimento de validacao;

4. Caracteristicas de desempenho dos equipa-
mentos/instrumentos;

5. Qualificacao dos materiais (padroes, reagen-
tes, amostras, aliquotas, entre outros);

6. Dados (registros) e conclusao da pré-validacao;

7. Dados (registros) e conclusao da validacao;



8. POP para a execucao do procedimento analiti-
CO na rotina;

9. Relatério Final de Validacéao.

4. Revalidacao do Procedimento Analitico

O procedimento analitico deve ser revalidado nos
seguintes casos:

¢ Mudancas na composicao do produto acabado, que
possam interferir na resposta do procedimento analitico;

e Alteracoes nos procedimentos analiticos e/ou espe-
cificacdes dos insumos/equipamentos/instrumentos.

LIS I



5. Classificacao dos Ensaios segundo sua
Finalidade e Parametros Minimos que devem
ser avaliados de acordo com a Categoria do
Ensaio Analitico.

Nas tabelas abaixo, os ensaios fisico-quimicos fo-
ram agrupados em categorias distintas e, posteriormente,
para cada categoria sao indicados os parametros minimos
de desempenho que devem ser avaliados durante a vali-
dacao do procedimento analitico.

14



Tabela 1

Classificacdo dos ensaios sequndo sua finalidade

Categoria

Finalidade do Teste

Testes quali-quantitativos para a
determinacdo do principio ativo em
medicamentos veterinarios, matérias—
primas, produtos para alimentacao
animal e matrizes de origem biolégicas.

Testes quali-quantitativos para a
determinacao de impurezas e produtos
de degradacdo em medicamentos
veterinarios e matérias-primas e
ensaios limite.

Testes de desempenho (e.g.: dureza,
friabilidade, viscosidade).

Testes de identificacao para ingrediente
ativo (e.qg.: identificacao de substancia
por espectroscopia no infravermelho).

Testes quali-quantitativos para
determinacdo de tracos de farmacos
em racao (contaminacao cruzada).

LIST—



Tabela 2
Parametros que devem ser estudados na validacao do proce-
dimento analitico, de acordo com sua finalidade e categoria

Seletividade  Sim Sim Sim * Sim  Sim
Linearidade  Sim Sim Nao * Ndo Sim
Precisao Sim Sim Nao Sim Nao Sim
Limite de * N&o Sim * Sim  Sim
Deteccao
Limite de * Sim Nao * Ndo Sim
Quantificacdo
Veracidade/ Sim  Sim * * Ndo Sim
Recuperacao
Robustez Sim  Sim Sim Nao Nao Sim

* Pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.

160



6. Parametros de Desempenho e Critérios
de Aceitacao

6.1 Seletividade

Seletividade é a propriedade de um sistema de me-
dicao, utilizado com um procedimento de medicao especi-
ficado, segundo a qual o sistema fornece valores medidos
para um ou varios mensurandos, tal que os valores de cada
mensurando sejam independentes uns dos outros ou de
outras grandezas associadas ao fendbmeno, corpo ou subs-
tancia em estudo.

6.1.1 Procedimentos de Determinacao da Seletividade

Os procedimentos utilizados para demonstrar a se-
letividade vao depender do objetivo desejado da analise.
Em geral, a verificacao da seletividade do procedimento
analitico deve ser realizada a partir da comparacao entre

17



0s sinais (resposta instrumental) advindos da leitura da amos-
tra processada e do analito de interesse, em solucao aquosa
Ou organica.

Para analise qualitativa (teste de identificacao) é
necessario demonstrar a capacidade de selecdo entre
compostos com estruturas relacionadas, que podem es-
tar presentes. Isto deve ser confirmado pela obtencao de
resultados positivos (preferivelmente em relacao a material
de referéncia conhecido) em amostras contendo o analito,
comparativamente com resultados negativos obtidos com
amostras que nao contém o analito, mas sim compostos
estruturalmente semelhantes.

Para analise quantitativa (teor) e analise de impure-
zas, a seletividade pode ser determinada pela comparacao
dos resultados obtidos de amostras (farmaco ou medica-
mento) contaminadas com quantidades apropriadas de
impurezas ou excipientes e amostras nao contaminadas,
para demonstrar que o resultado do teste nao é afetado

18



por esses materiais. Quando a impureza ou o padrao do
produto de degradacao nao estiverem disponiveis, pode-
-se comparar os resultados do teste das amostras conten-
do impurezas ou produtos de degradacao com os resulta-
dos de um segundo procedimento bem caracterizado (por
exemplo metodologia farmacopeica ou outro procedimen-
to validado). Estas comparacdes devem incluir amostras
armazenadas sob condicdes de estresse (por ex. luz, calor
umidade, hidrolise acida/basica, oxidacao).

Em procedimentos cromatograficos, deve-se tomar
as precaucdes necessarias para garantir a resolucdo, ade-
guada separacao (pureza) dos picos cromatograficos. A uti-
lizacdo de testes de resolucdo de pico (por exemplo, com
auxilio de detector de arranjo de fotodiodos ou espectrome-
tria de massas) é interessante para demonstrar que o pico
cromatografico é atribuido a um s6 componente.

LIS



6.2 Efeito Matriz

Efeito Matriz é um estudo de seletividade que obje-
tiva averiguar possiveis interferéncias causadas pelas subs-
tancias que compdem a matriz amostral gerando, basica-
mente, fendmenos de diminuicdo ou ampliacéo do sinal
instrumental ou resposta instrumental.

O estudo de efeito matriz é imprescindivel quando
se deseja trabalhar com uma curva de calibracao do anali-
to em solvente, ou seja, com uma curva de calibracao nao
matrizada.

6.2.1 Procedimento de determinacdao do Efeito Ma-
triz:

Preparar uma curva de calibracdo do analito puro
em solvente (CCAS) com no minimo 5 niveis | de concen-
tracao (I =5);

20



Analisar, usando a CCAS, amostras elaboradas no
minimo em 3 niveis de fortificacdo. Um minimo J de 6 ré-
plicas (J > 6) por nivel de fortificacdo de:

a. Analito em solvente puro (amostra nao matrizada);
b. Analito em extrato da matriz branca (amostra
matrizada).

Apos as analises replicadas dessas fortificacoes, re-
alizadas usando a CCAS, proceder a avaliacao dos resulta-
dos das concentracdes do analito obtidas nas fortificacoes
analisadas como indicado.

Caso o laboratério ndo disponha de amostras
brancas para a obtencao do extrato da matriz branca,
procedimentos alternativos poderao ser usados para a
determinacao do efeito matriz (e.g.: determinacao da
concentracao do analito pelo método de adicao-padrao
versus a determinacdo da concentracdo do analito utili-

21



zando curva de calibracdo em solvente puro). Entretanto,
a curva de adicao-padrao devera conter no minimo cinco
niveis de concentracao e o numero de replicatas por nivel
devera ser, no minimo, igual a seis réplicas independentes.

Uma vez identificada a presenca de efeito matriz, o
método de adicao-padrao deve ser empregado.

6.2.2 Avaliacao do Efeito Matriz

Utilizando os dados obtidos dos experimentos,
usando a CCAS, de anéalise do analito em solvente e dos
extratos de matriz fortificados, deve-se aplicar o teste F
(Fischer-Snedecor), de homogeneidade de variancias, para
verificar se as variancias das amostras nao-matrizadas
e matrizadas podem ser consideradas estatisticamente
iguais, em cada nivel i de fortificacéo.

Para tanto, aplica-se os seguintes calculos para
cada nivel i de concentracao (fortificacdo) comparando-se
amostras nao-matrizadas com aquelas matrizadas:

22



(Equacao 01)
Onde:

2
S;1 e §;1 530 as variancias das replicatas das
amostras nado-matrizadas e matrizadas, em cada
nivel de concentracdo, com a maior variancia no
numerador.

Uma vez calculado o F, deve-se obter o valor critico
t.abelado de F . oyuye COM v, =n —12>5graus dg
liberdade no numeradore v, ,=n,,—-12>5 graus de li-
berdade no denominador. Adotar um nivel de significancia

o= 0,05 (5%) ou nivel de confianca 1 - 0o =0,95 (95%).

Se em um dado nivel de concentracéo i o valor de
F . formenorqueo F as variancias desse nivel

calc,i crit, o, VL1, VL2,

23
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de concentracao podem ser consideradas iguais, ou seja, a
matriz ndo tem efeito importante sobre a precisdo do pro-
cedimento nesse nivel de fortificacdo i considerado. Nes-
te caso, os desvios-padrao desses dois grupos de analises
podem ser agrupados e a igualdade das médias dos dois
conjuntos de amostras pode ser testada com a distribuicao
t de Student: comparacao das médias de concentracao do
nivel i.

Desse modo, calculam-se:

1. xi1 e xio = médias das concentracdes do ana-
lito em amostras “com matriz” (extrato matriz for-
tificado) e “sem matriz” (analito puro em solvente
puro), respectivamente, em cada nivel de concen-
tracdo (fortificacao);

2.s, es, = desvios-padrao das concentracdes do
analito no i-ésimo nivel de fortificacdo;

3. O valor da estatistica t . :

calc,i



tcalc,i
1 1
s —+—
n, N
(Equacao 02)
Onde:
§2 = (nl _l)ylz +(n2 _1)g22
(2, +n,-2) (Equacdo 03)
Sendo: n, en,_ sdo os numeros de replicatas
nas amostras 1 e 2 (ndo matrizada e
matrizada ou vice-versa).
O valor critico tabelado de t_, ., € obtido, para

cada nivel i, a partir da tabela da distribuicao de Student
para(v=n,, +n,,—2)graus de liberdade e nivel de signi-
ficancia o = 0,05 (5%) ou nivel de confianca 1 - 0o =0,95
(95%,).

Se em um dado nivel de concentracéo i o valor de
F . formaiorqueoF as variancias nao podem ser

calc,i crit,, o,V1,V2,
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consideradas estatisticamente iguais no nivel de fortifica-
cao i considerado. Verifica-se entdo o efeito de matriz com
a distribuicao t de Student, usando a seguinte equacao:

Xil — Xi2

1 |
s —+—
Ry i
’ ™/ (Equacao 04)

Neste caso, para a obtencao do valor critico tabela-
dot_ . ., onumero de graus de liberdade, para cada nivel

I, éigual a:

2 2
S/ %
n;,

2
”i,z) )

2 2
2

2
2 2
Si,l S/
n;, n;,
+

n, +1 n, +1

4

cale,i —

Vv, =

(Equacao 05)



6.2.3 Critérios de Aceitacao do Efeito Matriz

Se o valor de t , calculado pela Equacao 02 ou
pela Equacao 04, conforme o caso, for menor que o t

.y, Pode-se concluir que a matriz ndo afeta o ensaio no
i-ésimo nivel de fortificacao.

Se o valor de t_ , calculado pela Equacao 02 ou
pela Equagao 04, conforme o caso, for maior que o t_,
.y, Pode-se concluir que a matriz tem um efeito estatisti-
camente significante sobre o resultado.

Para aceitacdo da ndo existéncia de efeito matriz,
nao deve haver efeito matriz em nenhum nivel de concen-
tracdo das fortificacoes.

6.3 Linearidade (Curva de Calibracao)

Linearidade é a capacidade de o procedimento pro-
duzir resultados diretamente proporcionais a concentracao
do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado.

2r
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A faixa de trabalho linear da curva de calibracéo
deve, necessariamente, contemplar a faixa de concentra-
cao esperada para a amostra de ensaio. Sempre que pos-
sivel, o valor esperado para a amostra de ensaio deve se
situar em torno do centro da curva de calibracéo.

6.3.1 Procedimento de Determinacao da Linearidade

O numero de niveis de concentracao das solucoes
padrao de calibracao, designado por |, deve ser no mini-
mo cinco, | > 5.

Cada i-ésimo nivel de concentracao deve ter sua
solucao preparada independentemente no minimo trés
vezes, J > 3. Isso resultara em um numero total N de so-
lugbes de calibracao independentes iguala N =1x J.

Cada uma das N_solucoes de calibracao deve ser
medida (injetada, apresentada) no instrumento de me-
dicdo analitica um nuimero L de vezes. Isso resultard em
um numero total de leituras da resposta instrumental
iguala N =IxJxL=N xL SelL=1entdoN =N,



Recomenda-se que o numero total de respostas ins-
trumentais N, seja igual ou superior a 30 (N, > 30)

Todas as N, leituras instrumentais devem ser feitas
aleatoriamente.

Os ajustes das curvas de calibracdo nao devem ser
forcados a passar pela origem.

6.3.2 Critérios de Aceitacao da Linearidade

Se os desvios-padrao de repetitividade da resposta
instrumental em cada nivel de concentracao, s, da curva
de calibracdo nao forem estatisticamente iguais, sugerindo
heteroscedasticidade, significa que os dados da calibracao
devem ser tratados pelo método dos minimos quadrados
ponderado — MMQP.

No caso de homoscedasticidade podem ser usados
ambos os métodos dos minimos quadrados — MMQO ou
o MMQP. Observacao: O MMQO é um caso particular do

29
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MMQP assim no caso de homocedasticidade ambos os mé-
todos levam ao mesmo resultado.

Em ambos os casos, MMQO e MMQP, os parame-
tros da reta de calibracao, o intercepto e a inclinacao,
devem ser estimados, assim como suas incertezas (des-
vios padrao), s, es,, respectivamente, e a covariancia,

s%, =cov(a,b) , entre eles.

A qualidade da curva de calibracao e de sua linearida-
de sera avaliada através da inspecao visual do grafico da reta
de calibracao e do grafico de residuos gerados pela regres-
sao linear. Os pontos experimentais deverao estar proximos
e aleatoriamente distribuidos ao redor da reta ajustada. Os
pontos no grafico dos residuos deverao estar aleatoriamente
distribuidos ao redor do eixo X, nao apresentando nenhum
comportamento regular ou tendéncia funcional.

Quando o MMQO for usado, o teste t indicado na
referéncia Miller e Miller 2005 sobre o coeficiente de corre-



lacdo ou determinacao podera ser usado para estabelecer
a adequacao da curva de calibracao.

Para maiores detalhes consultar o “Manual de Garantia
da Qualidade Analitica”, publicado pelo MAPA/SDA/CGAL.

6.4 Precisao

Precisdo é a estimativa da dispersao de resultados
entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma
amostra, amostras semelhantes ou padroes, em condicoes
definidas.

As trés maneiras de expressa-la sao por meio da re-
petitividade, da precisao intermediaria (ou reprodutibilida-
de interna ou intralaboratorial) e da reprodutibilidade.

A reprodutibilidade de um procedimento analitico
somente pode ser estimada através da participacao de um
ensaio interlaboratorial colaborativo.

1 I
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6.4.1 Procedimento de Determinac¢ao da Repetitividade

Para se determinar a repetitividade deve-se preparar
e analisar um conjunto de amostras constituidas de matri-
zes brancas fortificadas, no minimo em trés niveis de con-
centracao, com as substancias a analisar.

Para cada nivel, a analise deve ser realizada em,
pelo menos, seis réplicas independentes.

Calcular a concentracao determinada para cada
amostra replicada.

Calcular as concentracbes médias, os desvios-pa-
drao de repetitividade (s) e os coeficientes de variacao de
repetitividade (%) das amostras fortificadas em cada nivel
de concentracao.

Calcular, por nivel, a concentracao média, o desvio-
-padrao de repetitividade (s) e o coeficiente de variacao (CV)
para as amostras fortificadas em cada nivel de concentracao.



Caso o laboratério nao disponha de amostras bran-
cas, podera fazer uso do método de adicdo-padrdo. Neste
caso, a curva de adicao-padrao devera ter no minimo 5
niveis de concentracao e ser realizada, em pelo menos, seis
réplicas independentes.

6.4.2 Procedimento de Determinacao da Reproduti-
bilidade Intermediaria ou Reprodutibilidade Intra-
laboratorial

Para determinar a reprodutividade intermediaria ou
reprodutividade intralaboratorial deve-se preparar e ana-
lisar um conjunto de amostras constituidas de matrizes
brancas fortificadas, no minimo em trés niveis de concen-
tracdo, com as substancias a analisar.

Para cada nivel, a andlise deve ser realizada em, pelo
menos, seis réplicas independentes.

33



3

Repetir estes passos pelo menos mais duas vezes em
dias diferentes, variando sempre que possivel os operado-
res, 0s instrumentos, as condicdes ambientais, lotes de re-
agentes e solventes, entre outros fatores experimentais.

Calcular a concentracao detectada para cada amos-
tra replicada.

Calcular a concentracao média os desvios padrao
de reprodutibilidade (Sy) e os coeficientes de variacdao para
cada nivel de concentracdo das amostras fortificadas.

Caso o laboratério nao disponha de amostras bran-
cas, podera fazer uso do método de adicdo-padrao. Neste
Caso, a curva de adicao-padrao devera ter no minimo cinco
niveis de concentracao e ser realizada, em pelo menos, seis
réplicas independentes.



6.4.3 Critérios de aceitacao da Precisao

Em condicoes de repetitividade, o coeficiente de va-
riacao deve tipicamente situar-se abaixo de dois tercos dos

valores apresentados na Tabela 3, conforme a concentracao.

No caso de analises repetidas de uma amostra em
condicoes de reprodutibilidade intralaboratorial, o coe-
ficiente de variacdo intralaboratorial da média nao deve
exceder aos valores especificados na Tabela 3.

Precisao estimada em Funcao da Concentracao do
Analito no Produto/Matriz.
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Tabela 3

Coeficiente maximo admitido, de acordo com a concentracdo
do analito

C < 1 magkg 35

1 mag/kg < C < 10 mg/kg 30

10mg/kg < C < 100mg/kg 20

100 mg/kg < C < 1000 mag/kg 15

1000 mg/kg < C < 10000 mg/ 10
kg

10 mg/kg < C < 100 mg/kg 7.3

100 mag/kg < C < 1000 mg/kg 5,3

1000 mg/kg < C < 10000 mg/ 3,7
kg

10 g/kg < C < 100 g/kg 2,7

100 g/kg < C < 1000 g/kg 2,0




6.5 Limite de Deteccao

Limite de Deteccdo do equipamento é definido
como a concentracao do analito que produz um sinal de
trés vezes a razao sinal/ruido do equipamento.

Para a determinacao do Limite de Deteccao deve-se:

1. Diluir o padrao, a critério do analista, até um
nivel de concentracao minima detectavel;

2. Injetar em triplicata e calcular o valor médio;

3. Estimar a concentracdo correspondente a
um sinal que equivalha a trés (3) vezes o
ruido.

T
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6.6 Limite de Quantificacao

Limite de Quantificacao do procedimento analitico
é definido como o nivel mais baixo de concentracdo no
qual foi demonstrado que os critérios de veracidade e pre-
cisao foram atendidos, desde que a relacao sinal/ruido seja
superior a seis (S/R >6).

6.6.1 Procedimentos de Determinacdo do Limite de
Quantificacao

Para estimativa do limite de quantificacdo devera ser
utilizadas amostras brancas fortificadas, no caso de obser-
vada a presenca de efeito matriz; ou padrdo em solucéao,
no caso de demonstrada a auséncia de efeito matriz.

6.7 Veracidade/Recuperagao

O vocabulario internacional de metrologia define a
veracidade como: “grau de concordancia entre a média



de um numero infinito de valores medidos repetidos e um
valor de referéncia”.

A veracidade é a concordancia entre a média de
um numero suficientemente grande de resultados de um
ensaio e o valor de referéncia aceito convencionalmente
como verdadeiro.

A veracidade esta inversamente relacionada ao erro
sistematico ou a correcao ou ao fator de correcao.

A recuperacao mede a tendéncia total do procedimen-
to analitico e, portanto, é uma expressao de sua veracidade.

Nao se deve confundir a recuperacao com a eficién-
cia de extracao ou de digestao da amostra. A recuperacao
tem por objetivo corrigir o resultado da analise dos erros
sistematicos oriundos dos efeitos de extracao ou digestao
e das perdas advindas de todas as etapas da marcha ana-
litica, realizadas até a leitura da resposta instrumental, tais
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como, limpeza (clean-up), diluicbes ou pré-concentracao,
derivatizacbes, secagens, etc.

Para tanto, pode-se usar o fator de recuperacao,
frec, que é um fator de correcao, e é, portanto, um fator
multiplicativo; ou usar uma correcao de recuperacao, Cec,
gue é uma parcela aditiva.

Recomenda-se fortemente que seja utilizado na de-
terminacao analitica um Padrao Interno (composto, geral-
mente com caracteristicas estruturais similares ao analito,
adicionado aos padrdes de calibracdo e amostras em con-
centracdes conhecidas e constantes, para facilitar a deter-
minacao do analito).

6.7.1 Determinacao da Veracidade/Recuperagao
A determinacao da veracidade deve ser feita por in-

termédio de ensaios de recuperacao utilizando-se material
de referéncia certificado - MRC. Caso nao haja MRC dis-



ponivel, a determinacao da recuperacao deve ser feita por
intermédio de matriz branca fortificada.

Para determinar a veracidade/recuperacao deve-se
analisar 6 réplicas de material de referéncia certificado —
MRC ou de amostra/matriz branca, antes e ap6s fortifica-
cao com os padroes de calibracao, em no minimo 3 niveis
de concentracao.

Quando a recuperacao é obtida a partir de fortifica-
cOes de matriz branca, o fator de recuperacao fec é calcu-
lado através da equacao:

C,-C
£ =—L—"x100

ad

(Equacao 06)
Onde:

C, = concentracdo medida apos fortifica-
cao da matriz branca;

A
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C, .= concentracao medida na matriz branca
nao fortificada, i.e., antes da fortificacao; e

C_, = concentragao do analito puro adicio-
nado a matriz branca.

Quando a recuperacao é obtida a partir do uso do
MRC, o fator de recuperacao é calculado através da equacao:

Cme
frec,MRC = C—d x 100

MRC (Equacao 07)

Onde:
C, .4 = concentracdo medida na analise do
MRC;

C,;rc = Cconcentracao declarada no certifi-

cado do MRC.



Dependendo se o estudo de determinacao da recu-
peracao foi feito com MRC ou com Matriz branca fortifica-
da, a correcao de recuperacao Cpo € calculada através das
sequintes equacoes, respectivamente:

Crec = C”f + Caa - ' (Equacao 08)

Crec,MRC =Circ = C e (Equacao 09)

O fator de recuperacao médio, ou a correcao de re-
cuperacao média, e o coeficiente de variacao (CV) devem
ser calculados em cada nivel de concentracdo do estudo
de veracidade/recuperacao.

Sempre que na rotina analitica for utilizada curva de
calibracdo em solvente (CCAS), os resultados deverdo ser
corrigidos pela recuperacao.
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6.7.2 Critérios de aceitacao da Veracidade/Recuperacao

A veracidade do procedimento medida pela Equa-
cao 06 ou Equacao 07 deve estar compreendida nos in-
tervalos especificados na Tabela 4 ao redor de 100%, de
acordo com as respectivas concentracdes. Excepcional-

gue devidamente justificados.

Tabela 4
Faixa de Aceitacdao do Fator de Veracidade/Recuperacao

Concentracao (C)

mente, valores fora das faixas poderao ser aceitos desde

Intervalos (%)

C < 1 pgkg 50a 120

1 ug/kg < C < 10 pag/kg 70a 110

10 pg/kg < C < 100pg/kg 80a 110
100 pag/kg < C < 1000 pg/kg 80a 110
1000 pg/kg < C < 10000 pg/kg 80a 110
10 mg/kg < C < 100 mg/kg 90 a 107
100 mg/kg < C < 1000 mg/kg 95 a 105
1000 ma/kg < C < 10000 mg/kg 97 a 103
10 g/kg < C < 100 g/kg 98 a 102
100 g/kg < C < 1000 g/kg 98 a 102
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6.8 Robustez

O estudo da robustez de um procedimento analitico
procura avaliar o quao sensivel o resultado analitico é as
variacdes nas condicdes experimentais do procedimento
analitico.

Esse estudo deve ser realizado demonstrando a
estabilidade do procedimento sob diferentes condicdes
(tempo, temperatura, pH, entre outras), diferentes fabri-
cantes de insumos, colunas cromatograficas entre outras
variacoes.

Todas as possiveis variacdes de condicdes experi-
mentais, que podem ocorrer durante a rotina analitica, de-
vem estar respaldadas pelos estudos de robustez do proce-
dimento analitico e seus efeitos estimados.
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6.8.1 Procedimento de Determinacao da Robustez

As etapas do estudo de robustez sao:

1. Identificar os possiveis fatores que possam in-
fluenciar os resultados.

2. Variar levemente cada fator em pelo menos dois
niveis (tratamentos). Essas variacbes devem ser da
mesma ordem daquelas que podem ocorrer duran-
te 0 uso do procedimento analitico na rotina.

3. Realizar um teste de robustez utilizando a abor-
dagem classica variando um fator de cada vez, ou
utilizando a abordagem do planejamento fatorial
completo ou fracionario. Essa ultima abordagem
é preferivel, uma vez que exige menor nimero de
experimentos sendo mais rapida, eficiente e eco-
ndémica.




4. ldentificados na etapa anterior os fatores que
tém efeitos mais significativos sobre o resultado da
medicdo analitica, um novo estudo mais detalhado
é realizado apenas com esses fatores mais signifi-
cantes de forma a estabelecer a faixa de variacao
aceitavel desses fatores que ndo comprometa a ve-
racidade e a precisao o resultado analitico.

5. Os fatores que afetam significativamente o re-
sultado analitico e as faixas permitidas de suas va-
riacbes devem ser explicitamente identificados no
procedimento de analise, ressaltando-se os cuida-
dos especiais com esses fatores.

Caso seja verificado através do estudo de robustez
qgue a funcao resposta do procedimento analitico ndo é
influenciada ou é fracamente influenciada por pequenas
variacoes dos fatores, as condicoes experimentais, o pro-
cedimento analitico é classificado como: “Procedimento
Analitico Robusto e adequado para as andlises de rotina”.

ar
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Nesse caso, relatar apenas as restricdes de variabi-
lidade das condicdes experimentais que mais influenciam
no resultado analitico, estabelecendo as suas variacoes
permitidas para uso do procedimento analitico na rotina.

Caso seja verificado através do estudo de robustez
gue a funcao resposta do procedimento analitico é forte-
mente influenciada por pequenas variacdes dos fatores, as
condicdes experimentais, o procedimento analitico podera
ser classificado em uma das seguintes classes:

1. "Procedimento Analitico Ndo Robusto e inade-
qguado para as analises de rotina”.

2. "Procedimento Analitico de Uso Restrito”. Nes-
se caso deverao ser detalhadamente relatadas as
restricoes de variabilidade e de controle das condi-
coes experimentais que serao permitidas para uso
do procedimento analitico.



3. “Procedimento Analitico Nao Robusto e inade-
guado para as analises de rotina” na faixa de varia-
cao estudada dos fatores de influéncia.

6.9 Estudos de Estabilidade

A estabilidade dos analitos deve ser demonstrada
simulando as condicbes as quais o laboratério submete as
amostras e os padroes.

Os estudos de estabilidade podem ser realizados de
forma concorrente aos ensaios de rotina.

Admite-se um padrédo como estavel quando for ob-
servada uma degradacao maxima de até 2%, em relacao a
uma referéncia recém-preparada analisada.

9
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6.9.1 Estabilidade dos Analitos nas Amostras

O estudo visa a demonstrar a estabilidade dos anali-
tos nas matrizes no periodo entre o recebimento da amos-
tra e o inicio da andlise. Aplica-se as amostras de origem
animal (tecidos e urina), uma vez que para os medicamen-
tos e racoes, a estabilidade do analito ja deve ter sido rea-
lizada por ocasiao do registro.

O periodo de tempo estudado deve ser superior ao
tempo maximo previsto de armazenamento para o inicio
da analise da amostra.

6.9.2 Estabilidade dos Analitos nas Solu¢des Padrao

A estabilidade das solucbes padrao deve ser demons-
trada sempre que nao houver alguma referéncia prévia para
0 seu prazo de validade.



A estabilidade da solucao padrao deve ser estudada
nas condicoes e no periodo de armazenamento nos quais a
solucao padrao é armazenada no laboratério.

Recomenda-se comparar a resposta instrumental ge-
rada por uma solucao padrdo armazenada com a resposta
instrumental gerada por uma solucao padrao recém prepa-
rada (a partir de um padrao dentro do prazo de validade).

O estudo deve ser realizado em todos os tipos de so-
lucao padrao partindo da solucao padrao estoque, passan-
do pela solucao padrao intermediaria, até a solucao padrao
de trabalho.

Caso o estudo de estabilidade seja feito em uma so-
lucao diluida, essa estabilidade pode ser considerada para
solucbes mais concentradas, desde que ambas sejam ar-
mazenadas sob mesmas condicoes.
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7. Incerteza de Medicao

A incerteza de medicao é um parametro nao nega-
tivo que caracteriza a dispersao dos valores atribuidos a
um mensurando, com base nas informacdes utilizadas.

A incerteza final do resultado de uma medicao, re-
sultado de uma combinacao das incertezas de multiplas
fontes, é chamada de Incerteza Padrao Combinada, repre-
sentada pelo simbolo p (y). Onde y representa 0 mensu-
rando, o resultado analitico.

Em quimica analitica, para a maioria dos fins, deve-
-se usar uma incerteza expandida, U. A incerteza expan-
dida da um intervalo dentro do qual se cré encontrar-se o
valor do mensurando, com um maior grau de confianca.
U é obtido pela multiplicacédo da incerteza padrao combi-
nada, pc(y), por um fator de abrangéncia k. A escolha do
fator k é baseada na probabilidade de abrangéncia deseja-
da e no grau de liberdade efetivo da incerteza combinada.



Para a maioria das aplicacdes a probabilidade de
abrangéncia é de 95%, k é 2.

7.1 Determinacao da Incerteza Padrao Combinada e
da Incerteza Expandida

Para se calcular a incerteza deve-se utilizar a me-
todologia Top-Down, considerando apenas as fontes de
incerteza principais: a incerteza de reprodutibilidade intra-
laboratorial, y__, a incerteza da recuperacao, M e a

repro recup’

incerteza de calibracao do instrumento analitico, p

calib®

Para se calcular a incerteza, proceder da seguinte
forma:

1. Medir seis réplicas de amostra de MRC ou de matriz
branca fortificada em cada um dos trés niveis de con-
centracdo (baixa, média alta) da faixa de trabalho;
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2. Calcular os desvios padrao de reprodutibilidade in-
tralaboratorial s =p__ das concentracdes das

: repro,! repro,l . } )
replicatas em cada um dos trés niveis de concentra-
cao. Essa é uma estimacao da incerteza do Tipo A;

Se o resultado final da concentracao for corrigido
pela recuperacao, entao a incerteza da medicao da corre-
¢ao de recuperacao, p ., = p(C ), sera aproximada pela in-
certeza da reprodutibilidade intralaboratorial, .. =5 -

Se uma faixa para a correcao de recuperacao, C_,
ou para o fator de recuperacao, f_, € permitida e o resulta-
do nao é corrigido pela recuperacao, entao a incerteza da
recuperacao é feita por uma estimacao do Tipo B através
da Equacao 10 ou da Equacao 11, respectivamente.

Crecmax - Crec min

Hree = 2\/§ (Equacao 10)




u — 2(ﬁ’ecmax — ﬁ’ecmin)
- \/g(ﬁecmax + recmin) (Equagéo 11)

A incerteza da calibracdo do instrumento analitico,
H_,depende dos valores da prépria concentracao do ana-
lito calculada (estimada, interpolada) na curva de calibra-
Gao, ¢, .., dasincertezas (desvios padrao) do intercepto,
s., e dainclinacdo, s, assim como da covariancia entre
elas, cov(a,b). Esses trés Ultimos valores sao obtidos atra-
vés do método dos minimos quadrados ordinario, MMQO,
ou ponderado, MMQP, conforme mostrado no Guia de Va-
lidacdo do PNCRC. Assim, p_.. é dado pela Equacao 12.

calib

s*(RI., )/ k+s*a)+c’

( - anos ec? (b) + 2¢ 401 COVIa,b)
Ueatip\Canaicc) = bz

(Equacao 12)
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Usando a Equacao 13 calcula-se a incerteza pa-
drdo combinada da concentracdo do analito na amostra
de ensaio U(Cana|), combinando-se as fontes de incerteza de
amostragem, de reprodutibilidade intra-laboratorial, de re-
cuperacao e da calibracao do instrumento analitico:

2 2 2 2
Au(canal ) = '\/Auamostragem + Aurepro + (CreCAureC) + (Ccalibucalib) =

C
2 2 2 anal
= M(Canal ) = Auamostragem + Aurepro + (CreC:urec) + Uealip
analCC

(Equacao 13)

Onde:
C,, € a concentracdo do analito na
amostra de ensaio;

C,.cc € aconcentracao do analito in-
terpolada na curva de calibracao;
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Hepo € @ incerteza de reprodutibilidade
obtida dos dados de participacdo em
ensaios colaborativos (reprodutibilidade)
ou dos dados de precisao intermediaria

Horecne (OU reprodutibilidade intralabora-
torial), conforme sua disponibilidade;

., € aincerteza devida a previsao da
concentracao do analito na curva de ca-
libracao;

Hep € @ incerteza associada a estima-
cao ou com a faixa permitida da recu-
peracao, conforme o resultado seja cor-
rigido ou nao corrigido por ela, respec-
tivamente;

v é a incerteza devida ao proces-
amostragem

so de amostragem que leva a amostra
que chega ao laboratério. Ela é a maior
fonte de incerteza do resultado analiti-

of
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co, mas é em geral desconhecida. Nesse
Caso assumir o valor zero e reportar que
a incerteza declarada nao leva em consi-
deracao a incerteza de amostragem;

Coip = Coraf Coce € O coeficiente de sen-
sibilidade para a incerteza de calibracao
obtido da equacao do mesurando escri-
ta como uma funcéo da concentracéo
do analito interpolada na curva de cali-
bracdo. Esse coeficiente de sensibilida-
de decorre do fato de que as unidades
de concentracao da curva de calibracao
podem nao ser as mesmas do resulta-
do final, assim como da existéncia de
outras medicoes (massas, volumes, etc)
além da resposta instrumental do ins-
trumento de medicao analitica;



C. € o coeficiente de sensibilidade as-
sociado ao fator de correcao da recupe-
racao FC = 1/f , e nesse caso é igual
ecC rec ] B 7
a concentracao do analito nao corrigida
pelo fator de recuperacéo, ¢ =c_ .
Se na equacao do mensurando for usa-
do uma correcao de recuperacéao, C_,
e nao o fator de correcado da recupera-
cao, FCrecup, esse coeficiente de sensibili-
dade sera unitario, ¢ = 1 em unidades
de c

anal’

RI_ . € aresposta instrumental (absor-
vancia, area de pico, tensao elétrica,
etc) para a solucao da amostra de en-

saio injetada no instrumento analitico;

K é o numero de replicatas independen-
tes de analise da mesma amostra de en-
saio desde a extracao/abertura/digestao
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da amostra de ensaio até sua leitura no
instrumento analitico.

Para se calcular a Incerteza Padréao Combinada Ex-
pandida deve-se utilizar a Equacao 14, abaixo:

U =u(c, ,) x k (Equacio 14)

anal

Exemplo de Calculo de Incerteza

Consideremos o exemplo da analise do metal cad-
mio em uma dada amostra por absorcao atbmica. Os da-
dos da curva de calibracao (ver Exemplo A.5 do Guia EU-
RACHEM de calculo de incerteza e também o Guia de
Validacdo do PNCRC) ajustados pelo MMQP levou aos se-
guintes valores para os parametros da reta de calibracao:
o =3,4276 103 s =4,090"10% b=2,555488 " 10" kg/mg,
s, = 1,3984 107 kg/mg e cov(a,b)=-4,1109 " 10”7 kg/mg.
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A faixa para o fator de recuperacao permitida para
o ensaio é de 90% a 110%, ou f =09ef =1,1.

recmin recmax

Uma dada amostra foi analisada duas vezes K = 2,
dando uma resposta instrumental média Rl = 0,19,
com desvio padrao de s(RI_ ) =3,5271"107.

0S

mos

A concentracao do analito na curva de calibracéo é,
portanto, ¢ __ .. =0,73009 mg/kg.

A solucao de abertura da amostra passou por uma
pré-concentracao antes de sua leitura na absorcao atomi-
ca, tal que 100 ml da solucao de abertura foi evaporada
até atingir 10 mL. Logo houve um fator de pré-concen-
tracao de 10 vezes. Logo a concentracao do analito na
amostra de ensaio € ¢ __ = 0,07009 mg/mol. Nesse nivel
de concentracao do analito na amostra, a incerteza de re-
produtibilidade interna do procedimento é estimada em
u._ =s_=3,6504x 102 mg/kg.

repro repro
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Com base nesses dados obtemos que a incer-
teza combinada da concentracdo de Cd na amostra é
u/(c, ) =0,005669 mg/kg, conforme mostrado nos calcu-
los a sequir (notar a coeréncia das unidades de medicao).
Esse resultado é insignificantemente (0,35%) menor que o
valor u(c )= 0,005689 mg/kg encontrado levando em
conta todas as demais incertezas de pesagem de medicao
de volume em um calculo de incerteza pela metodologia

Bottom-Up ou ISO GUM.

Calculando a concentracdo do analito na amostra:

o e xy __019-34276x10°
anal = =analcc = /10~ 2,555488 x 107 kg / mg

0,1=

=0,73009mg/kg x 0,1 = 0,073009mg/kg

Usando a Equacao 11:

2x(11-09) _2x02 qcs0g

e T B (140,07 B x2?




Usando a Equacao 12:

{35271 x107%)*/2+ (4,090 x 10~*)* +(0,73009)"...
e (2,555488 x 10™)?

1
% (1,3984 x 107%)* +2 x 0,73009 x (-4,11x 107) %
(2,555488 x 107"y

=(1,047383x10™* ng/ng)% =1,023417 mg/kg
Usando a Equacao 13:

wC,) = {(Omg/kg (3,6504 x 10 mg/kg)’ +.

(0,073009mg/kg x 0,057735)* +

(0,073009mg/kg

%
1,0234 x 102 mg/kgpt =
%70,73009mg/kg *107* mg/ g)}

{0mg/kg)2+(36504x10 mg/kg)’ +(4,2152 x 107 mg/kg)*...
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e+ (1,0234 x 107 mg/kg)z}% _

{O mg*/kg® +1,3325 x 107 mg?/kg® +1,7768 x 10~ mg®/kg* ...

+1,0473x10°° mgz/kgz}%

[3214x10° mgz/kgz}% -0,0056692mg/kg

7.2 Reportando a Incerteza Expandida

O resultado x deve ser expresso juntamente com a
incerteza expanda U, calculada usando um fator de abran-
géncia k=2.

Desta forma, o resultado deve ser expresso da se-
guinte forma: “(Resultado): (x £U) (unidades)”.

Periodicamente, recomenda-se que a incerteza seja
recalculada e reavaliada por intermédio do uso das ACQs.



8. Verificacao de Desempenho de Proce-
dimentos Normalizados (Farmacopéicos e ou-
tros oficializados pelo Mapa)

A verificacdo de desempenho de um determina-
do procedimento normalizado consiste em um processo
experimental documentado que objetiva comprovar se o
procedimento avaliado opera adequadamente dentro das
condicdes analitica do laboratério.

A verificacdo de desempenho de um procedimento
normalizado é uma “validacao simplificada”.

8.1 Aplicacao e Requisitos Minimos

A verificacdo de desempenho é aplicavel aos proce-
dimentos normalizados desde que nao seja feita nenhu-
ma alteracdao nos procedimentos, especificacdes e técnica
analitica descritas na norma.

Dentro deste contexto, a avaliacao de desempenho
consiste em determinar basicamente:
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|. Veracidade/recuperacao;
Il. Precisao.

Esses dois parametros de desempenho avaliados
deverdo atender aos critérios de aceitacdo estabelecidos
neste Guia.

Na determinacao da veracidade/recuperacao e da
precisdo, a curva de calibracdo devera conter no minimo
cinco niveis de concentracao. A veracidade/recuperacao e
a precisao devem ser determinadas em trés niveis de con-
centracao (baixa; média; alta), cada nivel deve ser analisa-
do, no minimo, em seis réplicas.

9. Rotina Analitica: Curvas de Calibragao,
Curva Adicao-Padrao e Amostras de Controle
de Qualidade (ACQs)

Todos os procedimentos adotados na rotina analiti-
ca deverao ser respaldados pelos estudos de validacao do
procedimento.



A curva de calibracao ou a curva de adicao-padrao
utilizada na rotina deve conter pelo menos cinco niveis,
devendo ser elaborada conforme estudada na validacdo
do procedimento.

Os valores de veracidade/recuperacao obtidos pe-
las ACQs devem estar dentro dos limites estabelecidos
na Tabela 4 e na Tabela 3, quando aplicavel, de acordo
com as respectivas concentracdes. Caso contrario, a corri-
da analitica devera ser invalidada.

Produtos com a concentracao ja determinada ou
padroes internos podem ser utilizados como ACQs.

Toda batelada analitica deve obrigatoriamente ser
adicionada de ACQs, preferencialmente, os niveis de con-
centracao das ACQs devem, periodicamente, ser alterna-
dos entre baixa, média e alta concentracao.

O laboratério deve, obrigatoriamente, fazer uso de
cartas controle para monitorar as ACQs.
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Adicionalmente, a cada seis meses, os laboratérios
deverao realizar uma verificacdo de desempenho (internal
check samples) por intermédio de amostras rigorosamen-
te elaboradas e distribuidas para serem analisadas junto
com as amostras da rotina analitica. O objetivo é estabe-
lecer um controle interno e independente, ou seja, sem o
conhecimento prévio dos analistas diretamente envolvidos
nas analises.

10. Expressao do Resultado Final

Os resultados das andlises de amostras de ensaio de
rotina oriundos de curvas de calibracao obtidas a partir de
padroes de calibracao de analitos puros em solucao, ou a
partir de extrato de matriz branca fortificado com o anali-
to, devem ser corrigidos pela recuperacao obtidos naquela
batelada de analises, no nivel de concentracao mais proxi-
mo do resultado da amostra analisada.



A correcao de recuperacao ou o fator de recupera-
cao médios, da batelada de analises no nivel de concen-
tracao mais proximo do resultado da amostra de ensaio,
devera sempre ser relatado no certificado oficial de ensaio,
juntamente com o resultado da medicao.

O resultado final deve ser reportado junto com a
incerteza da medicao.
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