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Profa Dra Maria Eugênia Costa Queiroz

VALIDAÇÃO DE MÉTODOS BIOANALÍTICOS

VALIDAÇÃO ANALÍTICAVALIDAÇÃO ANALÍTICA

MINIMIZAR ERROS

OBTENÇÃO DE RESULTADOS
CONFIÁVEIS

VARIAÇÕES ANALÍTICAS
LIMITES PRÉ-ESTABELECIDOS (aceitáveis)

APROPRIADO - FINALIDADE PRETENDIDA

AGÊNCIAS REGULAMENTADORASAGÊNCIAS REGULAMENTADORAS
BRASILBRASIL

Resolução RDC n.27 – ANVISA 17/05/2012
Guia para validação de métodos

analíticos e bioanalíticos

INMETRO, Revisão 01 – março de 2003
Orientações sobre validação de métodos 
de ensaios químicos DOQ- CGCRE – 008

Ministério da Agricultura, Pecuária e
Abastecimento . Secretaria de defesa
Agropecuária - Instrução Normativa

DAS n. 46 - 10 de junho de 2003

Conformidade com 
normas 
internacionais

DELINEAMENTO EXPERIMENTALDELINEAMENTO EXPERIMENTAL

ESCOLHA ADEQUADA DAS AMOSTRASESCOLHA ADEQUADA DAS AMOSTRAS

TEMPO DE COLHEITA DO MATERIALTEMPO DE COLHEITA DO MATERIAL

FAIXA LINEAR OU INTERVALO DINÂMICOFAIXA LINEAR OU INTERVALO DINÂMICO

ESCOLHA DA METODOLOGIA ANALÍTICAESCOLHA DA METODOLOGIA ANALÍTICA

ADEQUAÇÃO DA METODOLOGIAADEQUAÇÃO DA METODOLOGIA
ÀS CONDIÇÕES LABORATORIAISÀS CONDIÇÕES LABORATORIAIS

sangue, soro, plasma ou urina 

LC-MS

LC-MS-MS

CG-MS

CG-MS-MS 
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PADRÕES DE REFERÊNCIA

Fármaco purificado 
ou de elevado grau de pureza 

Devidamente certificado

Analisados por 03 ou mais laboratórios

Farmacopéia Brasileira ou USP
Empresas reconhecidas nacional 

ou internacionalmente *

Armazenamento adequado

- Local fresco, abrigo da luz

- baixa umidade, vedados

- Prazo de validade

identidade e o teor sejam devidamente comprovados 

- Padrões secundários 
desde que seja 
comprovada sua 
certificação, na ausência de 
substâncias químicas de 
referência 

* Possibilitem seu rastreamento

EQUIPAMENTOS
BALANÇA ANALÍTICA, CROMATÓGRAFOS, ...

CALIBRAÇÕES PERIÓDICAS

ANALISTAS 

Qualificados 
Adequadamente treinados 

VALIDAÇÃO ANALÍTICAVALIDAÇÃO ANALÍTICA

SELETIVIDADESELETIVIDADE

LIMITE DE QUANTIFICAÇÃOLIMITE DE QUANTIFICAÇÃO

LINEARIDADE LINEARIDADE –– EFEITO RESIDUALEFEITO RESIDUAL

EFEITO MATRIZEFEITO MATRIZ

EXATIDÃOEXATIDÃO

PRECISÃO INTER E INTRA ENSAIOSPRECISÃO INTER E INTRA ENSAIOS

ESTABILIDADE ESTABILIDADE 

Padrão Interno (PI) 
– composto, 
geralmente com 
características 
estruturais similares 
ao analito, 
adicionado aos 
padrões de 
calibração e 
amostras em 
concentrações 
conhecidas e 
constantes, para 
facilitar a 
determinação do 
analito

PI marcado isótopo 
estável - MS

DEFINIÇÕES
• Amostra branco: amostra de matriz sem adição de analito

e padrão interno

• LIQ: limite inferior de quantificação
• LSQ: limite superior de quantificação

• CQB: 3 x LIQ
• CQM: LIQ - LSQ
• CQA: 75 – 85% - maior conc. Curva

• CQD: > LSQ 
amostra de controle de qualidade de diluição

LIMITE DE DETECÇÃO  (LD) E LIMITE DE DETECÇÃO  (LD) E 
QUANTIFICAÇÃO (LIQ)QUANTIFICAÇÃO (LIQ)

LD – razão sinal/ruído > 3
Sensibilidade do detector

LIQ – razão sinal/ruído > 5
Sensibilidade do método padronizado 

LIQ – exatidão EPR <20%
CV  20 

Menor ponto da curva analítica

CRITÉRIOS PRECONIZADOS
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SELETIVIDADESELETIVIDADE

ENDÓGENOS DA MATRIZENDÓGENOS DA MATRIZ
METABÓLITOSMETABÓLITOS

E  PRODUTOS DE DECOMPOSIÇÃO *E  PRODUTOS DE DECOMPOSIÇÃO *

AMOSTRAS BRANCO DE SEISAMOSTRAS BRANCO DE SEIS
PROCEDÊNCIAS DIFERENTES *PROCEDÊNCIAS DIFERENTES *

RESPOSTA RESPOSTA -- PICOS INTERFERENTES PICOS INTERFERENTES 
NO MESMO NO MESMO trtr ANALITO < 20% (LIQ)ANALITO < 20% (LIQ)

NO MESMO tr PI INFERIORES 5%

CO-ELUIÇÃO DE INTERFERENTES

CRITÉRIOS PRECONIZADOS

CRITÉRIOS PRECONIZADOS

* Condições de estresse: 
luz, calor, umidade, 
hidrólise e oxidação

•04 Plasmas normais

•01 lipêmico

•01 Plasma hemolisado

•Sangue total 

•01 lipêmica 

SELETIVIDADESELETIVIDADE

Typical MRM chromatograms of RGT, RGTB and IS (a) blank plasma, (b) the 
lowest calibration sample (LLOQ), and (c) a plasma sample obtained from a 
rat 6 h after intramuscular injection RGTB microsuspension

SELETIVIDADESELETIVIDADE
Avaliação individual de cada 

fármaco

01 plasma – desprezar

Superior - Refazer a 
amostragem

Metodologia analítica 
deverá ser alterada

SELETIVIDADESELETIVIDADE

HPLC chromatogram of (A) 
extracted blank human 
plasma; (B) extracted
human plasma containing AQ 
and DeAQ at 20 ng/ml 
(LLOQ) with IB-DeAQ; (C)
extracted human plasma 
containing AQ and DeAQ at 
1400 ng/ml with IB-DeAQ.

C.-S. Lai et al. / J. Chromatogr. B 
877 (2009) 558–562
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SELETIVIDADESELETIVIDADE
MEDICAÇÃO DE USO 
CONCOMITANTE

SELETIVIDADESELETIVIDADE
MEDICAÇÃO DE USO 
CONCOMITANTE

LINEARIDADELINEARIDADE LINEARIDADELINEARIDADE

LIQ a 3 ordens de magnitudeLIQ a 3 ordens de magnitude
6 calibradores  (mínimo) n 6 calibradores  (mínimo) n  33

Concentração calibradores Concentração calibradores 15%*15%*

Equação regressão linear  Equação regressão linear  
coeficientes r ou Rcoeficientes r ou R22

Concentração calibradores Concentração calibradores –– CV CV  15%*15%*

calibradores : 20% rejeitados calibradores : 20% rejeitados 
(LIQ e maior concentração)(LIQ e maior concentração)

FAIXA DE AVALIAÇÃOFAIXA DE AVALIAÇÃO

ANÁLISE DE REGRESSÃO LINEARANÁLISE DE REGRESSÃO LINEAR

CRITÉRIOS PRECONIZADOS

Padrão interno

1:1 – ponto central 
da curva

AP/API

1

g/mL *LIQ: CV  20%

Mesma matriz do estudo

y  = a + bx 

Intercepto

com eixo y

(a) 
concentração

Á

R

E

A

Linearidade

Faixa linear

n>3

CV<15%CV<15%

Seis padrões de calibração de 
concentrações diferentes aprovados, 
incluindo o LIQ (CV<15%) e o LSQ
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LINEARIDADE EFEITO MATRIZ BIOLÓGICA
CQB e CQA

4 NORMAIS
2 HEMOLISADA
2 LIPÊMICAS

FMN  =     analito matriz/PI matriz
analito solução/PI solução 

CV < 15%

FMN

FATOR DE 
MATRIZ 
NORMALISADO

MRM transition detecting all 
phosphatidylcholine containing 
phospholipids from PPT samples using 
either (A) methanol or (B) acetonitrile as 
the precipitation solvent. 

TICs of MRM transitions for five 
phospholipids remaining in final extracts 
after sample preparation by (A) acetonitrile 
PPT, (B) reversed-phase polymeric SPE, (C) 
silica-based pure cation exchange and (D) 
mixed-mode cation exchange SPE

Curva analíticaCurva analítica
Análise quantitativaAnálise quantitativa

LIQ a 120% (> conc.)LIQ a 120% (> conc.)
6 calibradores  (mínimo) n = 36 calibradores  (mínimo) n = 3

Avaliar Avaliar carryovercarryover

Concentração calibradores Concentração calibradores 15%*15%*

Equação regressão linear  Equação regressão linear  
coeficientes r ou Rcoeficientes r ou R22

Concentração calibradores Concentração calibradores –– CV CV  15%*15%*

calibradores : 20% rejeitados (4 de 6) calibradores : 20% rejeitados (4 de 6) 
(LIQ e maior concentração)(LIQ e maior concentração)

FAIXA DE AVALIAÇÃOFAIXA DE AVALIAÇÃO

ANÁLISE DE REGRESSÃO LINEARANÁLISE DE REGRESSÃO LINEAR

CRITÉRIOS PRECONIZADOS

*LIQ: CV  20%

PRECISÃO INTER E INTRAPRECISÃO INTER E INTRA
ENSAIOSENSAIOS

Branco referência enriquecidoBranco referência enriquecido
LIQ, CQB, CQM, CQA e CQDLIQ, CQB, CQM, CQA e CQD

n n  55

Interensaios (precisão intermediária):Interensaios (precisão intermediária):

e instrumentaçãoe instrumentação

Interensaios (precisão intermediária):Interensaios (precisão intermediária):
dias consecutivos, analistas diferentesdias consecutivos, analistas diferentes
IntraIntra--ensaio ensaio –– mesmo dia, analista mesmo dia, analista 

e instrumentaçãoe instrumentação

CV CV  15 %*15 %*
RepetitividadeRepetitividade –– intra laboratorialintra laboratorial

Reprodutibilidade Reprodutibilidade –– inter laboratorialinter laboratorial

FAIXA DE AVALIAÇÃOFAIXA DE AVALIAÇÃO

CRITÉRIOS PRECONIZADOS
*LIQ: CV  20%
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PRECISÃO INTER E INTRAPRECISÃO INTER E INTRA
ENSAIOSENSAIOS EXATIDÃOEXATIDÃO

Branco referência enriquecidoBranco referência enriquecido
LIQ, CQB, CQM, CQA e CQDLIQ, CQB, CQM, CQA e CQD

n n  55

EPR (%) = Conc. média exp. EPR (%) = Conc. média exp. –– nominal x 100 nominal x 100 

Concentração nominalConcentração nominal

Exatidão (EPR 15%)Exatidão (EPR 15%)
*LIQ: CV  20%

FAIXA DE AVALIAÇÃOFAIXA DE AVALIAÇÃO

CRITÉRIOS PRECONIZADOS

EXATIDÃO - EPR
Intra e inter corridas

Erro Padrão Relativo

ESTABILIDADE 

3 CICLOS DE CONGELAMENTO
E DESCONGELAMENTO

3 ALÍQUOTAS DE CADA CONCENTRAÇÃO 
(CQB E CQA )

CONGELAMENTO (12 h)
E DESCONGELAMENTO (temperatura ambiente)

Quantificando-se o fármaco após o terceiro ciclo 
SOB CONDIÇÕES DE ENSAIO

Comparar resultados com análises das amostras

recém preparadas

ESTABILIDADE DE CURTA DURAÇÃO

3 ALÍQUOTAS DE CADA CONCENTRAÇÃO 
(BAIXA E ALTA )

ANALISAR SUPERIOR O TEMPO DE BANCADA 
(METODOLOGIA) SOB CONDIÇÕES DE ENSAIO*

ESTABILIDADE DAS SOLUÇÕES PADRÕES
SOB CONDIÇÕES DE ENSAIO* 

(6 h – temperatura ambiente) CV<10%

Comparar resultados com análises das amostras
recém preparadas

*4 a 24 hs

* Soluções padrão 
armazenadas sob 
refrigeração ou 
congelamento, a 
estabilidade 
também deve ser 
avaliada, 
contemplando a 
temperatura e o 
período de 
armazenamento das 
mesmas 

AMOSTRAS NO Auto-injetor
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ESTABILIDADE DE LONGA DURAÇÃO

3 ALÍQUOTAS DE CADA CONCENTRAÇÃO 
(BAIXA E ALTA )

CONGELAMENTO (- 20C, -80ºC)
E DESCONGELAMENTO (temperatura ambiente)

ANALISADAS TEMPOS: ZERO. DOIS, QUATRO
OITO, DEZESEIS DIAS ARMAZENAMENTO

Exceder intervalo de tempo compreendido entre 
coleta da primeira amostra e a análise da última 

CONGELAMENTO: 
- 20° C a – 80° C

CRITÉRIOS PARA AVALIAÇÃOCRITÉRIOS PARA AVALIAÇÃO
ESTABILIDADEESTABILIDADE

As amostras serão consideradas estáveis 

quando não se observar desvio

superior a 15% do valor obtido das 

amostras recém-preparadas, 

com exceção do LIQ, para o qual se aceita 

desvio de até 20%

CONTROLE DE QUALIDADE

CQI do limite inferior de quantificação 

CQ de baixa concentração (CQB):
menor ou igual 3 x LIQ 

CQ de média concentração (CQM):
aproximadamente média entre CQB e CQA 

CQ de alta concentração (CQA): 
75 a 90% da maior concentração da curva de calibração

10% total de amostras do lote 10% total de amostras do lote -- dispostas de maneira aleatóriadispostas de maneira aleatória

* ESTAS AMOSTRAS * ESTAS AMOSTRAS 
QC SÃO SEPARADAS QC SÃO SEPARADAS 
EM ALÍQUOTAS E EM ALÍQUOTAS E 
CONGELADASCONGELADAS

*  VALIDAÇÃO DO *  VALIDAÇÃO DO 
MÉTODO E DURANTE MÉTODO E DURANTE 
O ESTUDOO ESTUDO

* DESVIO * DESVIO  1515% % 
(VALOR NOMINAL)(VALOR NOMINAL)

CONTROLE DE QUALIDADE

DILUIÇÃO DE AMOSTRASDILUIÇÃO DE AMOSTRAS
EM ANÁLISE DEVERÁ EM ANÁLISE DEVERÁ 
SER REALIZADA COMSER REALIZADA COM
A MATRIZ BIOLÓGICAA MATRIZ BIOLÓGICA

ADIÇÃO DE MATRIZ BIOLÓGICA ADIÇÃO DE MATRIZ BIOLÓGICA 
QUANDO NÃO TEM O VOLUMEQUANDO NÃO TEM O VOLUME
DE AMOSTRA PADRONIZADODE AMOSTRA PADRONIZADO

CRITÉRIOS PARA AVALIAÇÃOCRITÉRIOS PARA AVALIAÇÃO
CQCQ

VARIAÇÃO > 15% (VALOR NOMINAL). VARIAÇÃO > 15% (VALOR NOMINAL). 

AS AMOSTRAS CORRESPONDENTES ESTE CONTROLE AS AMOSTRAS CORRESPONDENTES ESTE CONTROLE 

DEVERÃO SER ANALISADAS NOVAMENTEDEVERÃO SER ANALISADAS NOVAMENTE
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