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Parte 01 - Introducao e requisitos gerais

1.0 Propdsito

Definir os procedimentos para verificacdo/confirmacdo de desempenho de métodos
normalizados, validacdo de métodos ndo normalizados, calculo da incerteza com base
nestes resultados (quando aplicavel) e ferramentas para controle de qualidade
intralaboratorial dos resultados na rotina.

Este Manual foi elaborado com o objetivo de estabelecer parametros e critérios de
aceitacdo aplicaveis a validacdo de métodos analiticos e a rotina analitica dos
laboratérios publicos e privados que pertencem ou desejam pertencer a Rede Nacional
de Laboratérios Agropecuarios (que compreendem os Lanagros e laboratérios
credenciados).

A validacao, verificacdo de desempenho, célculo de incerteza e controle de qualidade
intralaboratorial, segundo os requerimentos deste Manual, visa garantir a qualidade
metrolégica dos resultados analiticos, conferindo-lhes rastreabilidade, comparabilidade
e confiabilidade.

2.0 Escopo

Este Manual aplica-se as areas abaixo relacionadas, as quais pertencem a Diviséo de
Ensaios Quimicos da Coordenagdo Geral de Apoio Laboratorial que
compreende:

Area de Identidade e Qualidade de Alimentos - IQA:
e Fisico-Quimica de Bebidas e Vinagres - BEV
e Fisico-Quimica de Produtos de Origem Animal e Agua — POA
e Fisico-Quimica de Produtos de Origem Vegetal — POV

Area de Identidade e Qualidade de Insumos - IQI:
Agrotoxicos e Afins — AGR

Fertilizantes e Afins — FER

Medicamentos Veterinarios e Afins — MEV
Fisico-Quimica de Alimentos para Animais — ALA

3.0 Responsabilidades

Os parametros e critérios descritos neste documento devem ser observados por todos
os laboratorios que realizam ensaios pertencentes a Rede Nacional de Laboratorios
Agropecudrios, atuantes nas areas mencionadas no item 2.0.

Laboratérios que pretendam solicitar credenciamento ou ampliacdo de escopo nessas
areas também devem atender aos requerimentos presentes neste Manual.
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Alteracdes nos procedimentos de validacdo, parametros e critérios estabelecidos
poderdo ser necessarios devido a especificidade de determinados métodos de ensaio
ou peculiaridades do laboratorio. Nestes casos, modificacbes poderdo ser
consideradas desde que sejam adequadamente justificadas, garantindo sua
consisténcia cientifica e conceitual com os principios deste Manual e o néo
comprometimento da rastreabilidade, da comparabilidade e da confiabilidade dos
resultados analiticos gerados.

3.1 Evitando Contaminacao

O laboratério e as é&reas afins (recepcdo, armazenamento de amostras,
armazenamento de reagentes, lavagem de vidrarias e instrumentos, sala de preparo e
extracdo, descarte em geral) necessitam ser planejados tendo em vista diminuir ao
maximo a possibilidade de contaminacdes.

Procedimentos operacionais devem ser escritos de forma a padronizar todas as
operacOes realizadas, contemplando desde a recepcao das amostras até a emissao
dos resultados. Sempre que possivel, o fluxo de amostras, instrumentos, reagentes e
vidrarias deve ser unidirecional.

Reagentes e solugbes de altas concentracdes devem ser manipulados em locais
distintos daqueles onde sdo preparadas as solu¢cbes de baixa concentracdo. Na
impossibilidade deve ser demonstrada, por intermédio de controles, a auséncia de
contaminagéo cruzada.

Especial atencdo deve ser dispensada ao sistema de exaustédo utilizado, de forma a
minimizar os riscos de contaminacao.

O controle de insetos e roedores, no laboratdrio e em suas proximidades, somente
podera ser efetuado se devidamente autorizado pelo responsavel do laboratério e
deve ser feito sob seu controle, de preferéncia, sem a utilizagdo de substéncias
quimicas volateis ou altamente impregnantes.

Artigos de borracha, plasticos e lubrificantes sdo fontes frequentes de interferéncia e
devem ser usados com cautela. Quando necessério, o selamento de recipientes deve
ser feito com PTFE — Politetrafluoroetileno (teflon) ou silicone.

3.2 Padrdes de Trabalho (Analiticos), de Referéncia e MRC

Na validagdo devem ser utilizados materiais/padroes de referéncia certificados,
produzidos por produtores acreditados na ISO GUIA 34. Caso os materiais/padrbes
certificados ndo estejam disponiveis podem ainda ser empregados materiais de
referéncia internos, amostras fortificadas ou ainda amostras com valores conhecido.
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A utilizacdo de material/padrao de trabalho é permitida, desde que o material/padréo
de trabalho seja, devidamente, rastreavel a um material/padréo de referéncia, que por
sua vez tenha sido calibrado com um MRC.

Os Materiais de referéncia certificados — MRC, materiais/padroes de referéncia,
padrdes de trabalho (analiticos) e demais padr6es devem ser armazenados em local
seco, quando necessario protegido da luz, de preferéncia em baixas temperaturas e
sempre sob condigbes controladas e monitoradas, visando diminuir as taxas de
degradacdo, contaminacdo ou perdas por evaporacdo. As condicbes de
armazenamento prescritas pelos fornecedores dos MRC e demais padrdes devem ser
estritamente observadas.

3.3 Rastreabilidade de Padrdes de Trabalho (Analiticos)

Os padrbes de trabalho (analiticos) devem possuir rastreabilidade sobre seu uso,
qualidade, procedéncia e origem.

As seguintes informac¢des devem constar para a correta rastreabilidade:

Cddigo de identificacdo (CAS);
Identificacdo da substancia (IUPAC, DCB/DCI, nome comum);
Procedéncia;

Origem;

Prazo de validade;

Pureza;

Andlises suplementares;
Quantidade adquirida;

. Quantidade utilizada e destinagéao;
10. Quantidade restante;

11. Responsével pelas informacdes.

CeoNohwWNE

3.4 Preparacdao, Uso e Armazenamento de Solugdes Padréo

O processo de preparacdo das solucbes padrdo deve ser devidamente registrado,
identificando os componentes e as respectivas quantidades. As solucdes devem ser
devidamente rotuladas e datadas, acondicionadas em recipientes adequados e
hermeticamente fechados, para evitar perdas de solventes volateis e contaminacoes, e
armazenadas a temperatura adequada seguindo orientages do produtor.

Recomenda-se que a preparacdo das solucdes padrdo deve ser baseada em sua
massa, usando balancas com resolucdo de pelo menos 0,1 mg para massas de até
100mg e 0,01mg para massas inferiores a 100 mg, deve-se evitar pesar massas de
padrdes inferiores a 10 mg. A massa de tara (do recipiente de pesagem) nunca deve
ser inferior a 0,1g, massa (carga) minima de calibracdo das balancas analiticas, que
sdo balancas da classe | (Portaria Inmetro n® 236 de 1994), pois elas ndo podem ser
calibradas abaixo de cem vezes a sua divisdo de verificacao.
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Recomenda-se que logo apdés o0 seu preparo e acondicionamento em frasco
adequado, as solucbes padrdo sejam pesadas. Recomenda-se que essa pesagem
seja refeita antes e apoés a utilizagédo de qualquer volume dessas solugdes. As datas e
valores dessas pesagens e 0s nomes dos técnicos que prepararam ou utilizaram a
solucdo padrdao devem ser anotados para controle (cadeia de custddia).

Solucdes padrdo estoque (de referéncia) e de trabalho armazenadas devem ser
comparadas com solu¢des recém preparadas, para se averiguar se ha diferencas nas
concentracdes, e desta forma estabelecer o prazo de validade de utilizacao.

O estabelecimento dos prazos de validade deve fazer parte dos procedimentos de
validacdo do método analitico, caso o laboratério opte em trabalhar com
armazenamento de solugbes. Admite-se que a determinacdo do prazo de validade
seja conduzida de forma concorrente a rotina analitica.

O laboratério, para preparo de solu¢gbes padrdo, deve avaliar quanto a necessidade
em ser climatizado e garantir que todas as operacdes sejam realizadas sob uma faixa
de temperatura previamente estabelecida.

3.5 Reagentes e suas Solucbes

As especificagcbes técnicas dos reagentes analiticos devem ser compativeis com a
finalidade de seu uso, de forma a evitar a ocorréncia de contaminagfes e/ou
interacdes que venham interferir na qualidade dos resultados analiticos.

Os reagentes devem ser preferencialmente armazenados em suas embalagens
originais, nas condi¢cfes preconizadas pelo fabricante. O laboratério deve manter
controle efetivo sobre o estoque e validade dos reagentes.

3.6 Recepcdo, Armazenamento e Preparacdo de Amostras

As amostras recebidas no laboratério devem ser avaliadas em relacdo aos aspectos
de inviolabilidade e adequabilidade do recipiente de contencédo, identificacao,
conservacdo e quantidade encaminhada. Estando as amostras de acordo com o0s
requisitos de recepcdo, elas devem ser cadastradas e receber um cédigo, numérico ou
alfanumérico, ao qual serdo rastreaveis, no minimo, as seguintes informacoes:

Origem;

Data de recepcéo;

Estado de conservacéo;
Quantidade;

Tipo de amostra (especificacdo).

arwpdE
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Apbs a recepcdo, as amostras devem ser encaminhadas para a preparacao, antes da
analise, ou armazenadas de acordo com as suas peculiaridades e requisitos
especificos.

3.7 Desenvolvimento e Otimizagdo do Procedimento Analitico

O desenvolvimento e a otimizagdo de um procedimento analitico ndo constituem sua
validacdo e sim a precedem, como mostrado na Figura 01. No entanto, quando feito
pelo laboratério, essas atividades trazem muita expertise na execucdo do
procedimento analitico e muitas informacdes Uteis para o planejamento e conducéo da
validacéo.

A validacdo de um procedimento analitico sem sua prévia otimizacdo intralaboratorial,
pode resultar no ndo atendimento dos requisitos de validacdo e perda de tempo,
trabalho e recursos do laboratorio.

A otimizacao interna do procedimento analitico inclui as calibragfes dos instrumentos
de medic¢bes, a verificagdo (qualificagdo) da adequagédo dos instrumentos de medi¢des
e das instalacbes do laboratério ao procedimento analitico. A verificacdo da
adequacédo dos reagentes e demais insumos analiticos, o treinamento dos analistas,
etc.

Na otimizagdo do procedimento analitico é feito um estudo dos efeitos dos diversos
fatores experimentais que podem afetar o resultado analitico, procurando-se
estabelecer as condi¢bes experimentais que produzam um resultado com exatidao e
precisdo adequados ao propésito de uso do resultado analitico.

O procedimento de otimizacdo pode usar os planejamentos fatoriais seqiienciais, a
metodologia de andlise de superficie de respostas (Barros Neto; Scarminio; Bruns,
2007); (Ellison; Barwick; Farrant; 2009); (Massart; 1997); (Miller; 2005) ou os
algoritmos ou métodos SIMPLEX (Barros Neto; Scarminio; Bruns, 2007); (Massart;
1997); (Miller; 2005); (Algoritmo Simplex; 2010). As informacdes obtidas durante a
otimizacdo do procedimento analitico constituem um estudo prévio de sua robustez.

Quando for necessario desenvolver um procedimento analitico para uma combinacao
analito-matriz (um dado analito em uma dada matriz) de interesse, recomenda-se por
iniciar uma pesquisa quanto a disponibilidade de algum procedimento ja desenvolvido
para aquele analito, ou outra substancia com propriedades quimicas semelhantes, na
matriz de interesse ou em uma matriz semelhante. Caso exista, pode ser utilizado
esse procedimento sem alteracfes para a andlise de um MRC, ou uma amostra de
controle, ou uma matriz branca fortificada, da combinac&o analito-matriz de interesse.
Desta maneira é avaliada a veracidade e a precisdo, i.e., a exatiddo, desse
procedimento. Caso a exatiddo do procedimento original ndo atenda ao proposito de
uso, sdo necessarias alteracdes desse procedimento visando sua adaptacdo a
combinagédo analito-matriz de interesse.
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Durante o desenvolvimento e otimizacdo de um procedimento analitico, especial
atencdo deve ser dada a algumas de suas etapas, como discutido a seguir:

1. No processo de extracdo, digestdo ou abertura a aliquota de amostra

utilizada deve ser totalmente desintegrada, excetuando os casos onde isto
ndo € necessario ou é inapropriado (e.g. determinacdo de residuos
presentes em superficies).

Durante o processo de concentracdo, especial atencdo deve ser dada a
etapa de evaporacéo do solvente,devido ao fato que alguns analitos podem
ser perdidos por arraste. A temperatura de evaporacdo deve ser a mais
baixa possivel e um pequeno volume de solvente, com alto ponto de
ebulicdo, deve ser utilizado de forma a minimizar o arraste. Ndo se
recomenda o uso de corrente de ar, devido a possibilidade de
contaminacéo, oxidacdo e introducédo de umidade no sistema.

A estabilidade do analito sob o processo de extracdo, no extrato e sob a
temperatura do injetor automatico, deve ser considerada e demonstrada
durante o desenvolvimento do método. Caso disponivel, a estabilidade do
analito podera ser demonstrada por intermédio da apresentacdo de
trabalhos cientificos publicados, os quais deverédo ser anexados ao relatério
de validagéo.

3.8 Validacéo de Procedimentos Analiticos

A validacdo € um estudo experimental e documentado que objetiva demonstrar que o
procedimento analitico avaliado é adequado a finalidade proposta, de forma a
colaborar coma confiabilidade dos resultados obtidos.

E essencial que a validagdo seja realizada sobre o procedimento analitico exatamente
da forma que ele sera executado na rotina do laboratdrio.

O planejamento, a preparagdo e a execucao da validagdo, devem seguir protocolos de
validagdo detalhados contemplando:

L

© ©o N o

Adequacéo ao uso pretendido: finalidade e &mbito de aplicacéo;
Responsavel técnico do projeto;

Pessoal técnico envolvido com as respectivas responsabilidades;
Identificac&o das Unidades, equipamentos/instrumentos utilizados;

Procedimento Operacional Padrdao (POP) inicial de execucdo do procedimento
analitico para pré-validacao;

Parametros de desempenho e critérios de aceitagdo (com referéncia);
Experimentos de pré-validacéo e de validacao propriamente dita;
Caracteristicas de desempenho dos equipamentos/instrumentos;

Qualificacdo dos materiais (padrbes, reagentes, amostras, aliquotas, entre
outros);
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10. Realizacao dos experimentos da pré-validacdo: dados (registros) e conclusao;
11. Realizacdo dos experimentos da validacao: Dados (registros) e concluséo;
12. POP final e definitivo para a execugao do procedimento analitico na rotina;

13. Relatério Final de Validacdo, destacando a informacdo se o método é
adequado ao uso pretendido.

Em se tratando de método normalizado, € necessério a verificagdo de desempenho,
desta maneira, devem ser avaliados parametros de validacdo na extensdo necessaria
com o intuito de demonstrar que os procedimentos preconizados atendem aos critérios
de aceitacdo estabelecidos neste Manual.

Caso sejam realizadas alteragcdes no procedimento normalizado, a validacdo devera
ser conduzida na extensao necessaria.

Ap6s o término dos estudos de validagéo, o laboratério deve deixar IMEDIATAMENTE
DISPONIVEIS (o que significa produzir e deixar copia impressa pronta para ser
entregue ao MAPA quando solicitado) os seguintes documentos, 0s quais
compreendem o “Pacote de validacado” do laboratério:

1. O procedimento de validacdo empregado pelo laboratério nos estudos, escrito
na forma de POP ou outro documento padronizado do Sistema de Gestéo da
Qualidade do laboratério;

2. O respectivo relatério de validacdo. Neste relatério devem estar claramente
descritos os parametros de validagcdo estudados e os resultados obtidos, bem
como uma avaliagdo sobre o cumprimento dos critérios de aceitacao para cada
um dos parametros estudados. Salienta-se que o relatério de validagdo néo se
resume apenas aos dados brutos, razdo pela qual se recomenda a utilizacdo
do modelo de relatério de validacdo estabelecido pela CGAL/SDA;

Todos os dados brutos referentes a cada um dos ensaios e parametros estudados
durante a validacao e constantes do respectivo relatério devem ser mantidos seguros
e prontamente disponiveis para apresentacdo quando requeridos.

Um fluxograma geral, mostrando as etapas de desenvolvimento e otimizagdo do
procedimento, sua validagéo, utilizagdo na rotina de analises e controle estatistico, é
mostrado na Figura 01.
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INiCIO

Desenvolver o procedimento

analitico.
v
Otimizar o procedimento
analitico.
% Sim
Reotimizar o Validaggo do
procedimento analitico —> procedimento analitico
otimizado. Rever
'y critérios de
validagdo. *
Parar o uso do ~
Nao
procedimento na
rotina.
Procedimento Nio
validado
\ 4
O procedimento
Sim . ~
analitico ndo pode ser
usado na rotina.
Causa do Utilizag3o do
descontrole . .
procedimento analitico [«
encontrada. ti
Procedimento narotina.
novamente

sobre controle. .

Durante a rotina:
1. Fazer controles
periédicos com
amostras de
controle.

2. Construir cartas de
controle.

Procurar a causa da
falta de controle
estatistico do
procedimento.

Procedimento

sob controle
estatistico Sim

C ™

Figura 01. Delineamento experimental - Fluxograma das etapas basicas de desenvolvimento,
validagdo e controle na rotina de um procedimento de analise quimica.

* Desde que os critérios de aceitacao legais estabelecidos sejam atendidos.
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3.9 Conducdes do Processo de validacao e verificacado/confirmacgéo de
desempenho

A validacdo de um procedimento analitico constitui uma importante ferramenta da
garantia da qualidade de um sistema de gestdo da qualidade laboratorial. Entre as
diversas ferramentas que colaboram com o sistema de gestdo da qualidade destacam-
se: 0 controle de qualidade interno, a participacdo em ensaios interlaboratoriais
colaborativos e/ou de proficiéncia, culminando com a acreditacdo (ou credenciamento)
do laboratério para o escopo que inclui o procedimento analitico validado, Figura 02
(Souza, 2007).

Para minimizar a carga de trabalho do processo de validagcéo, recomenda-se que seja
adotado um planejamento cuidadoso e estatisticamente consistente, que permita
combinar ensaios de forma a determinar diferentes pardmetros de validacdo em um
mesmo experimento.

Os experimentos de veracidade e precisdo podem ser combinados se um MRC ou
outro material de referéncia ou padrao adequado for utilizado nas andlises quimicas,
para o levantamento desses parametros.

Se o laboratorio optar por determinar a repetitividade associada a cada combinagéo de
instrumentos analiticos, analistas, entre outras, o conjunto desses dados também pode
ser levado em consideracdo na estimacao da precisdo intermediaria (reprodutibilidade
intralaboratorial).
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CREDENCIAMENTO MAPA

Ensaios interlaboratoriais

Cartas de controle

> Validaggo %

Procedimento e sistema
analitico. Escopo.

Incerteza de
medicao.

Adequagdo ao
propésito de uso.

Resultado Analitico
confidvel, rastreavel e
comparavel

Figura 02. A validacdo de um procedimento analitico no contexto do sistema de
gestdo da qualidade de um laboratério. Adaptado de Souza (2007).

3.10 Rastreabilidade metrol6gica

A busca da rastreabilidade metrologica de resultados de ensaios laboratoriais € uma
necessidade para garantia da confiabilidade de resultados. Dentre as ferramentas
aplicadas para obtencéo desta rastreabilidade, podemos destacar o Ciclo de Garantia
da Qualidade Analitica (Olivares; Antunes, 2012), conforme apresentado na Figura 03.

A abordagem deste ciclo pode ser aplicada para qualquer unidade laboratorial. No
entanto, é necessario considerar algumas caracteristicas especificas como, por
exemplo, para as areas de IQA e IQI, nas quais inicialmente devem ser observadas as
orientacfes descritas na Parte 02 - Item 01.
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Figura 03. Ciclo de Garantia da Qualidade Analitica (Olivares; Antunes, 2012)
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Parte 02 — Validacdo de métodos para as areas IQA
(Identidade e Qualidade de Alimentos) e IQI (Identidade
e qualidade de insumos)

1.0 Introducéo:
1.1 Campo de Aplicacao

Esta parte se aplica aos ensaios quantitativos das areas BEV, POA, POV, AGR, FER,
MEV e ALA. Destaca-se que para algumas &reas ou ensaios, existem algumas
particularidades as quais estdo descritas no anexo B deste documento. Desta
maneira, deve-se aplicar a “Parte 02" para as areas supracitadas, considerando,
quando aplicavel, as informacdes adicionais do anexo B.

1.2 Validacéao e Verificagdo/Confirmacdo de desempenho (itens 5.4.2 e 5.4.5 da
ISO/IEC 17025:2005)

Considerando a existéncia de laboratérios que operam com métodos normalizados e
novos métodos desenvolvidos, destaca-se:

¢ Para ensaios com métodos normalizados ou ja validados por um Laboratério oficial:
O ciclo (AQAC — Figura 03, Parte 01) aplica-se no emprego da verificacdo/confirmacao
de desempenho de métodos normalizados de analise, que tenham resultado
satisfatério em Ensaio de Proficiéncia ou de Material de Referéncia ou de estudo
colaborativo, conforme definido no Anexo A;

e Para novos meétodos desenvolvidos: O ciclo aplica-se para a validagdo
intralaboratorial de novos métodos conforme definido no Anexo A.

1.3 Calculo de Incerteza (item 5.4.6 da ISO/IEC 17025:2005)
Com base nos resultados de validacdo ou verificagdo/confirmagéo de desempenho, a
incerteza é calculada com base nas abordagens “validation based” e “bottom up”.

1.4 Controle de Qualidade (item 5.9 da ISO/IEC 17025:2005)

Quando os métodos séo utilizados em rotina, € necessaria a avaliacao periédica dos
mesmos para Vverificar se estes ainda produzem resultados confidveis e
metrologicamente rastreaveis. Existem inimeras ferramentas para este propésito, no
entanto, um requisito minimo é discutido no item 3.4.

2.0 Objetivos

De acordo com a ISO/IEC 17025:2005 destaca-se a obrigatoriedade na validagdo de
métodos. Apesar de esta validacdo ser aplicada para métodos ndao normalizados, a
verificacdo/confirmacdo de desempenho dos métodos normalizados também é
obrigatéria, pois segundo o item 5.4.2 da ISO/IEC 17025:2005, € necesséria a
confirmacédo de que o laboratério tem condicdo de operar adequadamente métodos
normalizados antes de implantar os ensaios ou as calibragoes;

Considerando as exigéncias da ISO/IEC 17025:2005, este procedimento tem por
objetivo fornecer ferramentas e critérios para avaliar métodos normalizados e validar
métodos ndo normalizados. Os resultados da validag&do ou verificagdo/confirmagéo de
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desempenho sao utilizados para célculo de incerteza atendendo também ao requisito
5.4.6 da norma;

Como ultimo requisito para aplicagdo do Ciclo de Garantia da Qualidade Analitica
(AQAC - Figura 03, Parte 01) e obtencdo da rastreabilidade metrolégica dos
resultados, sdo sugeridos requisitos minimos de Controle da Qualidade discutidos no
item 3.4.

3.0 Procedimentos

3.1 Verificacao/confirmacao de desempenho:

Avaliar as informacdes existentes do método normalizado com base no Anexo A
(seguindo as setas de linha cheia na ordem superior da figura para inferior). Os
métodos elegiveis de serem verificados por este Manual sdo aqueles que:

e Apresentam resultado satisfatério de EP e/ou;

e Apresentam resultado satisfatério no ensaio de MRC: essa avaliacdo pode
ser realizada considerando o resultado obtido mais o seu limite de confianca
(conforme Figura 01) ou incerteza de medicdo comparando com os valores
declarados no certificado do MRC (devendo haver uma interseccdo entre as
faixas de resultados);

Xxt, sN\n

Figura 01 — Avaliacéo do valor do MRC (Miller, 2005)
Onde:
X = média das replicatas referentes & analise do MRC
t=t de Student para n numeros de replicatas
n= ndmero de replicatas (no minimo 5)

S= desvio padréo para numero de n replicatas

e Apresentam resultados satisfatérios no estudo colaborativo/interlaboratorial
(os estudos colaborativos devem ser planejados de forma tecnicamente e
economicamente viavel, sendo avaliado por ferramentas estatisticas
apropriadas);

3.2 Validagéao intralaboratorial:

Avaliar as informacgfes existentes do método com base no Anexo A (seguindo
as setas de linha tracejada na ordem inferior da figura para superior).

Conforme o Anexo A, quando nédo existir teste de proficiéncia para o método,
pode ser utilizado o MRC (essa avaliacdo pode ser realizada considerando o resultado
obtido mais o seu limite de confianca (conforme Figura 01) ou incerteza de medicdo
comparando com os valores declarados no certificado do MRC). Caso também n&o
exista MRC, deve apresentar resultado satisfatério em estudo colaborativo.
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3.2.1 Calculos e critérios
3.2.1.1 Linearidade e faixa de trabalho

o “Linearidade é a habilidade de um método analitico em produzir resultados que
sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito em amostras em
uma dada faixa de concentragdo” (Inmetro, 2011). A faixa de trabalho
compreende as concentragdes em que a linearidade for atingida, definindo-se,
assim, a curva de calibracéo correspondente;

o Para avaliacdo da linearidade (quando aplicavel ao método), inicialmente deve
ser definida a faixa de trabalho. Esta faixa j& pode estar definida pelo proprio
método normalizado ou pode ser definida pelo analista, com base na faixa de
concentracdo do analito que se espera encontrar ou avaliar.

3.2.1.1.1 Procedimentos

o Realizar a fortificagdo (na matriz, extrato da matriz, &gua reagente ou conforme
orientacdbes do método) em no minimo, cinco niveis de concentragdo,
preferencialmente equidistantes, com pelo menos 03replicatas de leitura ou
amostras com preparo independente;

o Quando aplicavel, a concentracdo alvo do analito (como por exemplo: limite
legal; valor garantido do fabricante; entre outros) deve se situar no centro da
faixa de trabalho;

o Construir a curva de calibragcdo utilizando a média das replicatas para cada
ponto;

o Calcular o r (coeficiente de correlacdo) e os residuos (diferenga percentual entre
cada resposta e o valor predito na curva de calibracdo) para cada ponto
(replicata).

3.2.1.1.2 Critérios de aceitabilidade

° r>0,99;

o Inspecao visual da linearidade da curva e os residuos individuais ndo devem ser
maiores que + 20%. Até um valor de residuo acima deste limite em cada nivel
pode ser aceito por um teste de outlier (quando pelo menos for utilizado 5
replicatas por nivel), como, por exemplo, Teste de Grubbs, conforme Figura 02 e
Tabela 1, desde que o r> 0,99.

G- valor suspeito — X|
S

Figura 02— Calculo de outlier segundo Grubbs

Onde:

X= média dos valores

s= estimativa do desvio padréo destes valores

Pagina 16 de 38



Tabela 1-Valores Criticos de G (P=0,05)

1,715
1,887
2,020
2,126
2,215
10 2,290

© 0o N o O

O nédo atendimento dos critérios acima implica na necessidade em refazer a
curva em todos os niveis ou de reavaliar a faixa primeiramente estabelecida,
testando entdo uma faixa mais adequada;

Alguns procedimentos analiticos ndo demonstram linearidade mesmo apés
qualquer tratamento. Nesses casos, a resposta analitica pode ser descrita por
uma fungdo que modela a concentragdo do analito na amostra.

3.2.1.2 Seletividade

A seletividade é a extensdo na qual um procedimento analitico pode determinar
analito(s) particular(es) em mistura(s) ou matriz(es) sem a interferéncia de outros
componentes de comportamento semelhante.

3.2.1.2.1 Procedimentos

A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no desempenho
da medig&o. Os interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal, e a magnitude
do efeito também pode depender da concentracao (Inmetro, 2011). Estes efeitos
devem ser avaliados por meio de um estudo.

Experimentos para avaliacdo da seletividade descritos na literatura sobre
validagcdo de métodos analiticos envolvem ensaios com padrées ou materiais de
referéncia, amostras com e sem o analito, além da avaliacdo da capacidade de
identificacdo do analito de interesse na presenca de interferentes. Quando néo
h& disponibilidade de interferentes, alguns autores sugerem a avaliagdo da
habilidade de medicdo do analito por diferentes métodos, técnicas ou por meio
de varia¢des nas condi¢des instrumentais (Inmetro, 2011).

3.2.1.2.2 Critérios de aceitabilidade
Se a seletividade néo for assegurada (por dados experimentais ou da literatura),
a linearidade, a exatidao e a precisdo podem ser seriamente comprometidas.

3.2.1.3 Preciséo (repetitividade) / Exatidao

Precisdo é o grau de concordancia entre os resultados obtidos nas mesmas
condigbes operacionais (mesmo analista, mesmo equipamento, etc.) no menor
intervalo de tempo possivel. Pode ser utilizado Material de Referéncia, amostra
de rotina, amostra fortificada;
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Os estudos de repetitividade podem ser realizados utilizando os dados do estudo
de recuperacédo (amostra fortificada);

Quando a amostra a ser utilizada apresentar concentracdo conhecida do analito
de interesse (como por exemplo, MR, MRC ou amostra fortificada), é possivel
avaliar a exatidao pela diferenca percentual do valor predito com a média dos
resultados do estudo de preciséo.

3.2.1.3.1 Procedimentos

O laboratério deve realizar o maior numero de repeticbes técnica e
economicamente viaveis (Inmetro, 2011), com no minimo dois niveis(ou duas
amostras distintas, quando ndo for possivel obter dois niveis de concentracao) e
5 replicatas por nivel, considerando, por exemplo, as faixas de trabalho
aplicaveis, concentracdes de interesse, Limites de Quantificacao;

Quando o método de ensaio ndo apresentar curva de calibragdo, o menor nivel
de concentracdo avaliado serd adotado como LQ; desta maneira esta
concentracdo deve ser adequadamente escolhida dentro das necessidades do
laboratério;

Calcular o Coeficiente de Variagdo das 5 replicatas por nivel,

Quando a amostra a ser utilizada apresentar concentracdo conhecida do analito
de interesse ou valor da propriedade medida, avaliar a exatidao pela diferenca
percentual do valor predito com a média dos resultados do estudo de preciséo.

3.2.1.3.2 Critérios de aceitabilidade

Considerar a equacao de Horwitz, utilizando a concentragdo média (na amostra
ou extrato da amostra) do estudo de precisdo para cada nivel de concentragéo;
O valor de Horwitz é derivado da equacdo de Horwitz, que estabelece para
qualguer método:

DPRI’ - 2 (1-0,5 Iog C)

Figura 03. Equacéo de Horwitz (Miller, 2005)

Onde:

C = concentracao do analito na amostra ou padrdo

DPRr = desvio padrdo das repeticdes;

Quando Horwitz ndo for aplicavel (quando s&do avaliadas medidas de
propriedade como pH, condutividade, densidade, entre outros), deve ser adotado

CV £ 20%;

Quando for avaliada a exatiddo, a diferenga percentual do valor predito com a
média dos resultados do estudo de precisdo deve ser < 20%.
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3.2.1.4 Precisao intermediaria

E o grau de concordancia entre os resultados obtidos em condicdes
operacionais diferentes (analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes ou
dias diferentes);

Quando for realizado pelo mesmo analista, recomenda-se um intervalo de tempo
superior a 24h.

3.2.1.4.1 Procedimentos

Realizar no minimo dois estudos de repetitividade (considerando todas as
condicBes diferentes existentes no laboratorio). Calcular o CV para cada um dos
dois niveis (definidos no estudo de repetitividade).

3.2.1.4.2 Critério de aceitabilidade

Considerar a equagédo de Horwitz;

Quando Horwitz ndo for aplicavel (quando s&do avaliadas medidas de
propriedade como pH, condutividade, densidade, entre outros), deve ser adotado
CV < 20%;

3.2.1.5 Limite de quantificacéo
3.2.1.5.1 Procedimentos

Para procedimentos analiticos que apresentam ruido na linha de base, o LQ
pode ser determinado pela concentracdo do analito que fornece um sinal 10
vezes maior que o sinal da linha de base (relagéo sinal/ruido 10:1) (ICH, 2005);
O LQ também pode ser estimado considerando-se 10 vezes o desvio padrdo da
concentracdo obtida para a amostra branca. Para ambos os casos deve ser
demonstrado que o método apresenta exatidao e precisdo para o LQ estimado;
Na pratica, o LQ corresponde normalmente ao padrdo de menor concentracdo
utilizado na curva de calibragdo (Inmetro, 2011);

Em alguns casos onde a concentracdo € inversamente proporcional ao sinal
analitico (como por exemplo, na andlise de fosforo por espectrometria), 0 LQ
serd o ponto de maior concentracdo e menor sinal analitico;

Quando o método de ensaio ndo apresentar curva de calibragdo, o menor nivel
de concentragéo avaliado pelo estudo de “Precisdo (repetitividade) / Exatidao”
serd adotado como LQ; desta maneira esta concentragdo deve ser
adequadamente escolhida dentro das necessidades do laboratério.

Para amostras as quais sdo analisadas diluidas, os valores da curva nao irdo
representar diretamente a concentragdo da amostra. Desta maneira a
concentracdo do padrdao de menor concentragdo nao sera o LQ, sendo
necessario recalcular com base na diluicao.

Em alguns casos o calculo do limite de quantificacdo pode n&o ser aplicado,
devendo ser demonstrado que o laboratério tem capacidade em analisar as
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amostras dentro de uma faixa de trabalho (como por exemplo, para ensaios de
pH, condutividade, turbidez, entre outros);

3.2.1.5.2 Critérios de aceitabilidade

O LQ deve ser coerente com os limites regulatérios estabelecidos, corroborando
com a adequacgdo do método ao propoésito pretendido.

3.2.1.6 Teste de robustez

o O teste de robustez visa a avaliar alterac6es das condicdes experimentais, as
quais podem ser expressas como uma lista dos materiais da amostra, das
substancias a analisar, das condicbes de armazenamento, das condicOes
ambientais e/ou de preparacao da amostra em que o método pode ser aplicado
tal como apresentado ou com pequenas alteracdes especificas. Quando as
variagbes destas condicdes ndo afetarem significativamente os resultados da
andlise, o método é considerado robusto para as condi¢des avaliadas.

o Aplicar quando necessario para avaliar a variabilidade dos resultados frente as
variagdes do método;

3.2.1.6.1 Procedimentos

o Para avaliagdo da robustez, pode ser aplicado o planejamento experimental
fracionério de Youden;

o Selecionar no maximo 07 parametros para serem avaliados;

o Variar o valor de cada parametro (dentro de uma faixa de interesse);

o Caso ndo seja possivel escolher 07 parametros, repetir parametros de maneira
que sejam estabelecidos sempre 7 fatores;

o Aplicar o teste de Youden (Youden; Steiner, 1975);

o Para o teste de robustez, analisar amostras na concentragdo mais baixa do
estudo da precisdo intermediaria.

3.2.1.6.2 Critério de aceitabilidade (Manual de Garantia da Qualidade
Analitica, 2011)

o De posse dos valores dos efeitos e ou contrastes do planejamento fatorial
realizado, é necessario verificar se o valor de algum efeito/contraste principal ou
de interagdo de segunda ordem, demonstrado como significativo, € maior que
trés vezes o desvio-padrdo da precisdo intermediaria (no mesmo nivel de
concentracdo) sR do procedimento analitico (Atencdo: essa comparacdo é com
SR e ndo com CV).
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3.3 Calculo de incerteza de medi¢ao (abordagens “bottom up” e “validation
based”)

o Recomenda-se ser calculado com base no desvio padrdo da precisdo
intermediaria. Quando aplicavel, calcular também com base no desvio padrédo
residual da curva de calibragdo, nas incertezas dos equipamentos e solugbes
padréo (principalmente quando as concentracdes destas solu¢des se relacionam
diretamente com o resultado da analise, como no caso da analise titrimétrica)
que afetam diretamente o resultado final (a incerteza calculada com base nos
resultados de validacdo € denominada como abordagem “validation based’
enquanto que o calculo com base em todas as fases do método de ensaio
incluindo as incertezas dos equipamentos € denominado abordagem “bottom
up’);

o Os calculos podem ser executados utilizando o Guia Eurachem-CITAC (2013);

o A seguir sdo apresentadas orientacdes para calculo de incerteza dos parametros
supracitados.

3.3.1. Incerteza da Linearidade (curva de calibragéo)

o Calcular conforme as férmulas estabelecidas na Figura 04, Figura 05 e Figura
06:

Sy = (c;—C)’
j=1

Figura 04 — Equacéo para calculo do desvio padrdo residual (Sxx) segundo guia Eurachem/Citac

>[A, - (B, + Bc))T

n-—2

S =

Figura 05 — Equacdo para calculo do desvio padrao residual (S) segundo guia Eurachem/Citac

)2
Incerteza = - 1+1+ (G, —-C)
1 p n S

XX

Figura 06 — Equacdo para calculo de incerteza das variagdes aleatérias em y segundo guia
Eurachem/Citac
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Onde:

B
p
n
Co
C

Al

Ci

BO

= Coeficiente angular;

= Numero de medi¢bes para determinar a concentracao dos analitos;
= Numero de medi¢cBes para construcao da curva de calibracéao;

= Resultado de concentragdo da amostra analisada;

= Valor médio dos diferentes niveis de concentragao da curva;

= A enésima medicdo de area do enésimo padrdo da curva (onde Aj =
Cj.B1+B0);

= Concentra¢do do enésimo padrao da curva;

= Ponto de intercepgédo do eixo das ordenadas.

Para o calculo da incerteza da curva de calibracdo, deve ser considerado
guantas replicatas de andlise é realizada durante a rotina analitica para definicao
do valor de p;

Para escolha de CO, deve se considerar as necessidades do laboratério,
podendo este valor ser definido como:

1. O ponto de menor sinal analitico (sendo o de maior incerteza segundo
Horwitz);

2. O ponto da curva que representa a concentracdo alvo do analito, ou valor
mais proximo deste (como por exemplo: limite legal; valor garantido do
fabricante; entre outros);

3. O resultado encontrado da amostra.

3.3.2 Incerteza da precisdo intermediéaria

Calcular a incerteza pela somatdéria do desvio padréao (Figura 07) calculada nos
dois niveis de concentragdo estudados.

Figura 07 — Calculo de Desvio Padrédo

Somar as incertezas para os dois niveis de concentracao utilizando a Equacéo
da Figura 08:

U, (Y(P,G-)) = YU(P)? +u(q)? +...

Figura 08 — Calculo para somatdria das incertezas de dois niveis de concentracéo
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Onde:
u (y(p,q)= soma das incertezas
u(p), u(q) etc = valores de cada incerteza a ser somada

3.3.3 Incerteza de equipamentos

o Para o célculo da incerteza referente aos equipamentos € necessario avaliar as
informacdes disponiveis dos mesmos. Com base nestas informacdes, calcular a
incerteza padrao conforme exemplificado na Tabela 2.

Tabela 2 — Informag®es e divisores para célculo da incerteza de equipamentos

Valor do divisor para calculo da

Informacao disponivel . ~
incerteza padréo

Incerteza expandida expressa no Dividir pelo valor de K expresso no
certificado de calibracéo. certificado.

Vidraria que ndo apresenta certificado de
calibragdo, mas apresenta classe de
tolerancia.

Dividir por raiz de 6 considerando uma
distribui¢éo triangular.

Equipamento que n&o apresenta
certificado de calibragdo, mas apresenta
classe de tolerancia.

Dividir por raiz de 3 considerando uma
distribuicéo retangular.

3.3.4 Incerteza de solucdes

o Para o calculo de incerteza das solugdes padrdo, principalmente quando as
concentracdes destas solucdes se relacionam diretamente com o resultado da
analise, como no caso da analise titrimétrica, & necessario o calculo da incerteza
desta solucao para ser considerada na incerteza final;

o Quando a solucdo adquirida apresentar certificado com o valor de sua incerteza
declarada, dividir esta incerteza pelo valor de expansao K para ser considerada
no calculo final;

. Quando for necessario preparar a solucao, devem ser considerados o0s
equipamentos para sua preparacdo (como balancas, micropipetas e baldo
volumétrico);

o Caso a solucéo seja padronizada em laboratoério, considerar os equipamentos e
0 desvio padrdo dos resultados da padronizacao;

o As abordagens para célculo da incerteza de solugbes s@o apresentadas na
Figura 09.
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Solucdo adquirida
com certificado

Solucdo preparada em laboratdrio

Solucdo padronizada em laboratério

. B

. B

. B

Dividir pelo valor
de IIKII

Considerar as incertezas dos
equipamentos para sua
preparacao (como balancas,
micropipetas e baldo
volumétrico). Converter estas
incertezas em incerteza padrao
(segundo orientacGes da Tabela
02). Combinar as incertezas
conforme Figura 08.

Considerar as incertezas dos
equipamentos para sua
padroniza¢do (como balangas,
micropipetas e baldo volumétrico).
Converter estas incertezas em
incerteza padrao (segundo
orienta¢Oes da Tabela 02).
Considerar também a incerteza
referente ao coeficiente de variagdo
(%CV) das replicatas de resultados
da padronizagdo (minimo de 5). Os
resultados da %CV devem ser
divididos por 100 e inseridos
combinados com as outras fontes de
incerteza pela equacdo da Figura 08

Figura 09 — Abordagens para calculo da incerteza de solugfes

3.3.5 Célculo daincerteza combinada e expandida

Quando for calculada a incerteza da linearidade e precisdo intermediaria, a soma
para obter a incerteza combinada deve ser realizada conforme Figura 08 (as
incertezas devem estar na mesma unidade de medida, caso se apresentem em
unidades diferentes, converter cada incerteza em incerteza percentual de seu
mensurando e realizar o célculo);

Para calculo da incerteza expandida, utilizar o valor de T Student com 4 graus de
liberdade e 95% de nivel de confianca (2,78).

3.4 Controle de qualidade

Apés um método ser validado ou verificado/confirmado o desempenho e
calculada a incerteza, devem ser aplicados controles de qualidade
intralaboratorial durante a rotina;

Entre as diferentes amostras de controle, recomenda-se a utilizacdo de Material
de Referéncia, amostras fortificadas ou as proprias amostras de rotina
analisadas em duplicata que devem ser analisadas para cada batelada de
amostras;

As amostras de controle devem ser avaliadas por cartas de controle;
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o Entre os diferentes tipos de cartas de controle, podem ser aplicadas as cartas de
controle das médias — Shewhart (Konieczka; Namiesnik, 2009) ou amplitude
(Funk; Dammann; Donnevert, 2007) conforme apresentado a seguir.

3.4.1 Cartas de controle das médias (Shewhart) (Konieczka; Namiesnik, 2009)

Analisar entre 10 e 20 amostras;

Eliminar os outliers por testes estatisticos apropriados;

Calcular a média e desvio padrao dos resultados;

Realizar um teste de hipbtese sobre a diferenca estatistica insignificante entre o

valor obtido e o esperado utilizando um teste T (Figura 10);

Caso t calculado for menor que o tabelado, plotar a carta;

o Marcar o numero consecutivo de resultados no eixo X do gréfico e os valores
das caracteristicas observadas no eixo y;

o Marque uma linha central no grafico correspondendo ao valor de referéncia (CL);

o Tracar 02 linhas paralelas acima da linha central e duas abaixo, correspondendo
a +2S (upper warning limit - UWL e lower warning limit - LWL) e +3S (upper
action limit-UAL e lower action limit - LAL);

o Com a carta preparada continuar a inserir os dados de controle e avaliar

conforme Tabela 03;

Figura 10 — Teste T

Onde:

Xm = Média dos resultados
U = Valor predito

SD = Desvio Padréo

n = Namero de replicatas

Tabela 03 — Condi¢Bes para avaliacdo da carta de Shewart

Caso um resultado seja adicionado dentro da faixa WL, este valor

o € considerado aprovado;

Valores obtidos entre a faixa AL e WL sao aceitos, no entanto ndo

02 podem ser mais que 02 em 20 determinacdes;

Caso um resultado seja encontrado fora do limite de AL, ou caso
03 existam Q7 valores consecutivos criando uma tendéncia (acima ou
abaixo), deve ser realizada uma avaliagdo do método;

03 valores consecutivos entre AL e WL podem indicar problemas

04 es
Nno ensalo,

02 valores consecutivos entre AL e WL, do mesmo lado da média

e podem indicar problemas no ensaio;

06 10 valores consecutivos do mesmo lado da linha média.
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3.4.2 Cartas de controle de amplitude (Funk; Dammann; Donnevert, 2007)

. Analisar entre 10 e 20 amostras em duplicata;

o Calcular a amplitude relativa (diferenca entre os resultados divididos pela média
e multiplicados por 100) para cada duplicata;

o Considerar que em alguns ensaios a amplitude relativa ndo € diretamente
proporcional a concentracdo da amostra. Nestes casos, pode se estudar 0 uso
de mais de uma carta de controle contemplando diferentes niveis;

o Eliminar os outliers dos resultados de amplitude por testes estatisticos
apropriados;

. Calcular a média da amplitude;

o Marcar o nimero consecutivo de resultados no eixo X do grafico e os valores
das caracteristicas observadas no eixo y;

o Marque uma linha central no grafico correspondendo ao valor de referéncia;

o Tracar 02 linhas paralelas acima da linha central e duas abaixo, correspondendo
a: Limite superior de aviso (média da amplitude x 2,809); Limite inferior de aviso
(média da amplitude x 0,039); Limite superior de acdo (média da amplitude x
3,267); Limite inferior de acdo (média da amplitude x 0,000);

o Com a carta preparada, avaliar amostras em duplicata na rotina (conforme
frequéncia estabelecida segundo as necessidades de cada unidade) e continuar
a inserir os dados de controle avaliando conforme Tabela 04;

Tabela 04 — Situacdes fora de controle para avaliagdo da carta de amplitude

01 Valor acima do Limite superior de acao;

07 valores consecutivos criando uma tendéncia (acima ou

02 abaixo);

03 07 valores consecutivos acima da amplitude média.

Pagina 26 de 38



Anexo A

Fluxograma 1. Validag&o, verificagdo/confirmacdo de desempenho

Avaliagdo de desempenho

(Métodos Normalizados — seguir setas “cheias”)

NAO
- - iste ensaio de proficiéncia?
r = Exist io d ficiéncia?
1 ' - | e e e oo ‘
|
I : sim | :
I | |e il v l,
1 1 Apresenta resultado Apresenta Material de NAO Estudo
| L satisfatorio? Referéncia? »| Colaborativo/lnterlaboratorial (€™ T
| — ] 1
I SIM ! : !
I 4 3y I
1 Apresenta resultado Apresenta resultado nao | |
| satisfatorio? satisfatorio? 1
I SIM
1 siM sIM
| =
I Sim sim
A
|

PRECISAO (REPETITIVIDADE) | EXATIDAO

i t

PRECISAO INTERMEDIARIA

Teste de ROBUSTEZ (Aplicar quando necessario
para avaliar variabilidade dos resultados frente a
variagées no métedo, como por exemplo:
reagentes, tipos de matrizes etc)

t ! NAD t
| O ensaio permite o estudo da —Iﬂb
1 , Linearidade? e —
|
sm 1]
LINEARIDADE ‘

Nota: Quando forem obtidos

resultados

Validagdo

{Métodos Nao Normalizados - seguir setas “tracejadas”)

SELETIVIDADE

insatisfatérios de Ensaio de
Proficiéncia, ensaios de MRC ou estudos colaborativo/interlaboratorial deve ser
aplicado o procedimento de Controle de trabalho ndo-conforme.
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Anexo B

Especificidades quanto a validacao,
verificacao/confirmacao de desempenho, calculo de
incerteza de medicéao e controle de qualidade
intralaboratorial para métodos especificos do IQA e IQI
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Area MEV/IQI
B.1 DETERMINAQAO DE TEOR DE MEDICAMENTOS VETERINARIOS

Abaixo estdo descritas as especificidades para a determinacéo de teor de ativos de
medicamentos veterinarios em formulagdes comerciais. Sempre que houver alguma
divergéncia entre esse anexo e o texto principal ou mesmo algum critério diferente,
este texto é prioritario em relacéo ao texto principal por se tratar de um procedimento
cromatogréfico especifico.

Conformidade do sistema analitico

No caso de procedimentos cromatogréaficos, deve-se tomar as precaucdes necessarias
para garantir qgue o sistema analitico esteja apto para realizar as analises a que se
propde.

Procedimento:

Deve-se garantir, no minimo, os parametros de resolucdo entre picos, fator de
assimetria e nimero de pratos tedricos, conforme estabelecido pela Farmacopeia
Americana.

Critério de aceitabilidade:

Fator de simetria do pico: entre 0,9 e 1,2

Numero de pratos tedricos: = 2000

Resolucéo entre picos: =2 2,0

Seletividade

Procedimento:

Em geral, a verificagdo da seletividade de um procedimento cromatografico deve
garantir que o pico de interesse seja atribuido a um s6 componente. Para garantir a
pureza do pico, pode-se utilizar detectores de arranjo de fotodiodos, espectrometros
de massas ou colunas cromatograficas com polaridades diferentes.

Além disso, deve-se garantir que todos o0s reagentes usados durante o0 processo
analitico ndo interferem no sinal do pico de interesse.

Critério de aceitabilidade:

Comprovacéo de que ndo ocorra coeluicdo com os picos de interesse.
Linearidade

Procedimento:

O estudo da linearidade deveré ser realizado utilizando curvas de adi¢cdo-padréo.
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O 1° ponto da curva pode ser a amostra diluida na concentracao definida pelo método
e 0s pontos subsequentes a amostra diluida adicionada de padrao. A curva deve ter
no minimo cinco niveis de concentracdo, com pelo menos seis replicatas de preparo.
Construir a curva de calibracdo, calcular o r (coeficiente de correlagéo) e os residuos
para cada ponto.

Avaliar a distribuicdo dos residuos e verificar a existéncia de outliers (como, por
exemplo, teste de Grubbs, Jacknife ou outros).

Critério de aceitabilidade:

r=0,99

Sempre que se confirme a presenca de outliers, o ponto experimental deve ser
retirado e o teste € refeito. Pontos experimentais podem ser retirados em até no
maximo 22,2%.

O néo atendimento dos critérios acima implica na necessidade de refazer a curva em

todos os niveis.

Precisdo (repetitividade) e precisao intermediaria

Como a concentracdo de interesse sempre sera o primeiro ponto da curva de adigcdo-
padréo, a precisdo pode ser avaliada somente neste ponto. Para este estudo, podem
ser utilizados os mesmos dados da linearidade.

Procedimento:

Conforme descrito no texto principal.

Critério de aceitabilidade:

Considerar os critérios estabelecidos na equacéo de Horwitz.

Limite de quantificagao
Procedimento:

Conforme descrito no texto principal.

Robustez
Procedimento:

Conforme descrito no texto principal.
Incerteza de Medicéao

Procedimento:

Conforme descrito no texto principal.
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Rotina Analitica: Curva de Adicdo Padrdo e Amostras de Controle de Qualidade
(ACQ)

Todos os procedimentos adotados na rotina analitica deverdo ser respaldados pelos
estudos de validacéo do procedimento.

A curva de adicdo-padrao utilizada na rotina deve conter pelo menos cinco niveis,
devendo ser elaborada conforme estudada na validagdo do procedimento.

Produtos com a concentracdo ja determinada ou padrfes internos podem ser
utilizados como ACQs e devem ser adicionados em toda batelada analitica.

O laboratorio deve, obrigatoriamente, fazer uso de cartas controle para monitorar as
ACQs, conforme descrito no texto principal.

Bibliografia:

USP, 2014. United States Pharmacopeia, 37nd ed, Rockville: United States Pharmacopeial
Convention; 2013.

MAPA, 2011. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Guia de Validagéo e
Controle de Qualidade Analitica: Farmacos e Contaminantes em Produto para Alimentagéo
Animal e Medicamentos Veterinarios. Secretaria de Defesa Agropecuaria, Brasilia, 2011.
NIST/SEMATECH e-Handbook of Statistical Methods,
http://www.itl.nist.gov/div898/handbook/eda/section3/eda35hl.htm.

GRUBBS, F. Procedures for Detecting Outlying Observations in Samples. Technometrics,
11(1), 1-2, 1969.

HORWITZ, W. Protocol for the design, conduct and interpretation of method-performance
studies. Pure Appl. Chem., 67, 331-343, 1995.
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Area POA/IQA
B.2 ANALISE DE HISTAMINA PARA CONTROLE DE PESCADO E SEUS
DERIVADOS

Utilizar os critérios de aceitabilidade dos parametros previstos na INSTRUCAO NORMATIVA
N° 25, DE 2 DE JUNHO DE 2011. Para os parametros que ndo possuirem critérios
estabelecidos, aplicar aqueles constantes na Parte 02 deste Manual.
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Anexo C

Glossario: Definicdes, Vocabulos, Termos, Siglas e
Abreviacdes
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¢ Validacao é a confirmacdo por exame e fornecimento de evidéncia objetiva de que
0s requisitos especificos para um determinado uso pretendido sdo atendidos (item
5.4.5.1 — ISO/IEC 17025:2005);

¢ Avaliagdo de desempenho é a confirmagdo de que o laboratério tem condicdo de
operar adequadamente métodos normalizados antes de implantar os ensaios ou as
calibragBes. Se o método normalizado mudar, a confirmacdo deve ser repetida (item
5.4.2 — ISO/IEC 17025:2005);

e Ensaio de proficiéncia (EP) é a determinacdo de desempenho de ensaio de
laboratérios, através de comparacdes interlaboratoriais;

e Comparagéao interlaboratorial — organizacédo, desempenho e avaliacdo de ensaios
Nnos mesmos itens, ou em itens de ensaio similares, por dois ou mais laboratérios de
acordo com condi¢cfes predeterminadas;

¢ Material de referéncia (MR) — material ou substéancia que tem um ou mais valores de
propriedades que sdo suficientemente homogéneos e bem estabelecidos, para ser
usado na calibracdo de um aparelho, na avaliacdo de um método de medi¢cdo ou
atribuicdo de valores a materiais;

¢ Material de referéncia certificado (MRC) — material de referéncia, acompanhado por
um certificado, com um ou mais valores de propriedades, e certificado por um
procedimento que estabelece sua rastreabilidade a obtencéo exata da unidade na qual
valores da propriedade sdo expressos, e cada valor certificado € acompanhado por
uma incerteza para um nivel de confianca estabelecido;

¢ Precisdo — normalmente determinada para circunstancias especificas de medicdo e
as trés formas mais comuns de expressa-la sdo: por meio da repetitividade, precisao
intermediaria e da reprodutibilidade, sendo usualmente expressas pelo desvio padrédo
e coeficiente de variagdo. O coeficiente de variacdo (CV, usualmente expresso em %),
também conhecido como desvio padrao relativo (DPR);

¢ Precisdo (repetitividade) — as condi¢des de repetitividade podem ser caracterizadas
utilizando: Mesmo procedimento de medi¢do; mesmo observador; mesmo instrumento
usado sob mesmas condi¢gbes; mesmo local, e repeticdes no menor espago de tempo
possivel. A repetitividade pode ser expressa quantitativamente em termos da
caracteristica da dispersao dos resultados e pode ser determinada por meio da andlise
de padrbes, material de referéncia, amostra de concentracdo conhecida ou adi¢cdo do
analito ao branco da amostra, em varias concentracdes na faixa de trabalho;

¢ Precisao intermediaria — de acordo com a ISO 5725-3, refere-se a precisao avaliada
sobre a mesma amostra, amostras idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo método,
no mesmo laboratoério, mas definindo exatamente quais as condi¢des a variar (uma ou
mais), tais como: diferentes analistas; diferentes equipamentos; diferentes tempos.
Esta medida de precisao representa a variabilidade dos resultados em um laborat6rio.
Na maioria dos casos, o valor de precisdo intermediaria € fungdo do nivel de
concentracdo do ensaio e o seu calculo é efetuado, preferencialmente, a partir dos
resultados obtidos, apés eliminacdo dos resultados discrepantes. A visualizacédo
gréfica dos valores também pode ser Util para identifica-los;

e Linearidade — corresponde a capacidade do método de fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia (analito) em exame;

e Incerteza de medicdo — de acordo com o VIM trata-se de um parametro ndo negativo
que caracteriza a disperséo dos valores atribuidos a um mensurando, com base nas
informaces utilizadas, ou seja, este ndo possui influéncia contraproducente definindo
uma faixa para o resultado obtido de acordo com as praticas metodoldgicas utilizadas
A incerteza de medicdo compreende componentes provenientes de efeitos
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sistematicos, tais como componentes associadas a corre¢cdes e valores atribuidos a
padrBes, assim como a incerteza definicional. Algumas vezes nao sdo corrigidos
efeitos sistematicos estimados; em vez disso sdo incorporadas componentes de
incerteza de medic&o associadas;

e Limite de deteccdo (LD) — € a menor quantidade de um analito que pode ser
detectado em uma amostra, mas nao necessariamente quantificado como um valor
exato;

¢ Limite de quantificacdo (LQ) — € a menor quantidade de um analito que pode ser
guantitativamente determinada em uma amostra com adequada precisdo e exatidao;

e Robustez — susceptibilidade de um procedimento analitico a alteracdes das
condi¢cdes experimentais, as quais podem ser expressas como uma lista dos materiais
da amostra, das substancias a analisar, das condigcbes de armazenamento, das
condicbes ambientais e/ou de preparacdo da amostra em que o método pode ser
aplicado tal como apresentado ou com pequenas alteragbes especificas.
Relativamente a todas as condi¢cdes experimentais que possam, na pratica, estar
sujeitas a variagbes (por exemplo, estabilidade dos reagentes, composi¢cdo da
amostra, pH, temperatura), devem ser indicadas quaisquer altera¢des susceptiveis de
afetar os resultados analiticos (Manual de Garantia de Qualidade Analitica, 2011);

¢ Incerteza de medicdo — pardmetro ndo negativo que caracteriza a dispersédo dos
valores atribuidos a um mensurando, com base nas informacdes utilizadas. (VIM,
2012);

e Abordagem “validation based” — €& baseada em estudos de validacdo inter e
intralaboratérios (preciséo, exatiddo, robustez). O célculo é geralmente baseado no
desvio padrao das informacdes disponiveis (Olivares, 2012);

e Abordagem “bottom up”- € baseado na identificacdo, quantificacdo e combinacéo de
todas as fontes individuais de incerteza. Geralmente € uma abordagem mais
complexa, pois considera todas as fontes de incerteza do método analitico. Este
calculo é aplicado utilizando principalmente a incerteza dos equipamentos
volumétricos (ex. Frascos volumétricos e micropipetas, balancas e outros instrumentos
que requerem calibracdo, os quais geralmente apresentam suas incertezas

expandidas expressas em seus certificados de calibragéo) (Olivares, 2012).
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