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POR QUE VALIDAR?

Erros sistematicos
Erros que a principio podem ser eliminados Ou
aplicar fatores de correcao, desde que
constantes. Ex: erros instrumentais, erros
proveniente de impurezas, erros de operagao e
Por que erros de método.

validar Erros

Erros nao-sistematicos

Diminuir ou controlar fatores que levam . _
] . ] o nao conhecidas exatamente, em geral
a imprecisao ou inexatidao dos

resultados operador. Ex.: umidade, temperatura,
iluminacgao.

Erros devido a variagdes ao acaso, de causas

irregulares e pequenas e de dificil controle do



RESUMO

“Avaliacao sistematica de um método por

meio de ensaios experimentais de modo a

confirmar e fornecer evidéncias objetivas

de que os requisitos especificos para seu
uso pretendido sao atendidos”

Resolucdao RDC n°® 166/2017



ESCOLHA DO GUIA

| Métodos qualitativos e/ou '

quantitativos;
forense, alimentos,

_industria.

Tipo de amostra
(biolbgica, nao
biolégica); A N V I SA

. i = I A .
. instrumentag&o analitica. — o |— Agéncia Nacional
‘ N de Vigilancia Sanitaria

Finalidade
da analise

Tipo de
analise

(@) UNODC

‘}4?-‘—1’/ United Nations Office on Drugs and Crime

No final, muito dos parametros de validacdo sao semelhantes



PARAMETROS DE VALIDACAO

% & O

SELETIVIDADE LINEARIDADE EXATIDAO

¢ 4

EFEITO MATRIZ LIMIARES ANALITICOS ROBUSTEZ CONFORMIDADE

PRECISAO




EARIDABE:

-\CURVA ANALITICA/ -

/

/)
./;
')



LINEARIDADE

- Linearidade € a capacidade de o procedimento produzir
- resultados diretamente proporcionais a concentracdo do
B analito na amostra, dentro de um intervalo especificado.

Esse intervalo, ou faixa de trabalho da curva, contempla a
faixa de concentracao em que a linearidade, precisao e
exatidao foram atingidas, definindo-se assim, a curva
analitica correspondente.



CURVA ANALITICA

250

= = N
o U1 o
o o o

Area do pico

Ul
o

intervalo dinamico

A

Faixa de trabalho
(intervalo linear)

50 100 150
Concentragao / ug mL

v

200

Observagdes importantes:

1.

Nao incluir amostras branco na curva
(se trata do rufdo na linha-base do instrumento):

0 menor ponto da curva, na pratica, costuma
ser o limite de quantificacdo (LIQ).

Deve-se construir a curva na mesma matriz
proposta para o estudo!



CURVA ANALITICA

Area do pico / mUA.min

200

180
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y =1,823x + 4,811 ,-'.
R2 = 0,9959 .
)
® Solvente 9
® Matriz . .
. ..“
s *
R A
O T —12819x + 2,9342
o ¥ R2 = 0,9976
O
20 40 60 80 100

Concentracao / umol L1

Observagdes importantes:

3.

Deve-se construir a curva na mesma matriz
proposta para o estudo!



COMO QUANTIFICAR?

- METODOS DE PADRONIZACAO -



ADICAO DE PADRAO

Concentragao Area
N /’ A1
Camostra |:>
A As -
N s A2 8 A4_
Camostra+1 |:> A g- A
e 3
[ Amostra } o
' N (¢ O A
desconhecida Coroines ,:> A, g A
A Aamostra
An N R
Calmostra+n I:> A y= 0 CA1 CA2 CAS CA4
Camostra Concentracéo

Obs.: Usado quando for dificil ou impossivel fazer uma copia da matriz da amostra.



PADRONIZACAO EXTERNA

Concentraco Area

N

( A Curva analitica
N = Al
\ y A, A
C2 => \ As |-

Area do pico

$
—
P

A, i j | i
e | = A C, C, C C. G
Concentragcao

Obs.: Simples e efetivo, mas pode sofrer variacdes que impactem negativamente a curva



PADRONIZACAO INTERNA

Concentragéo Area
A li A0 ’
e Ar Ag .
c c ‘ o Curva analitica
1 IS o)
A é As/As [
o
1D
N ’ _’5
Ay As S Ay/As -
C, Cis ‘ 3
<
\ /
A3 AIS (:% A2/A|8 B
C3 CIS §
-g A1/A|S
o
N / <L
An As P | i
C. G ‘ C, C, C; C, Cs
Concentracao do analito

Obs.: Indispensavel em métodos bioanaliticos para quantificacdo de substancias em amostras “complexas”



PADRONIZACAO INTERNA

Como escolher um padrao interno?
« Deve possuir propriedades quimicas similares ao analito:;
« Nao deve estar presente na amostra a ser analisada:

« Ndo deve interferir na analise quimica (sinal, tempo de retencdo, etc)



VANTAGENS = PADRONIZACAO INTERNA

- NAO € afetado por inconsisténcias do volume de injecdo ou recuperacdo
- DIMINUI diferenca dos erros aleatorios e sistematicos entre amostras e padrées

X x
10 uL
injected
IS IS
X X
9 uL
injected \M

Cx/Cis

100%
Extracéo

66%
Extracéo



COMO AVALIAR A
LINEARIDADE?

DE ACORDO COM A ANVISA/MAPA



LINEARIDADE

PARAMETRO

Proposta

Niveis de concentracdo / réplica

O que avaliar por inspecao visual?

O que avaliar matematicamente?

ANVISA / ICH

2012 / 2023

Quantificar substancias em amostras
bioldgicas

6 / triplicata = total de 18 pontos, usando
padrao interno

Equacdo da reta, precisdo (DPR < 15%) e
exatiddo (EPR * 15%)

MAPA / ANVISA

2015 /7 2017

Quantificar substancias em insumos
farmacéuticos, medicamentos e afins

5/ triplicata = total de 15 pontos

Curva analitica e distribuicdo dos residuos

Equacao da reta, coeficiente de correlacao
(r>0,99), além de exatiddo (EPR + 20%) dos
pontos



ORGANIZANDO OS DADOS

100,0
100,0
200,0
200,0
400,0
400,0
600,0
600,0
1000,0
1000,0

9596,00
18207,00
18217,00
2541700
28950,00
28810,00
28505,00
28950,00
45999,00
44748,00

7885,00
14684,00
8227,00
11213,00
7987,00
7603,00
5085,00
5102,00
4981,00
4996,00

1,22
1,04
2,21
2,27
3,62
3,79
561
507
923
8,96

1. Colocar os valores de concentracao e
resposta analitica (area do pico) em
colunas, como no exemplo. Todos 0s
valores devem ser plotados em um unico
grafico para o ajuste linear, ou seja,
havera somente UMA equacdo de reta.

y = 27,346x + 16898
R2=10,9177

y =35,599x + 9627,7

R% =0,9321



ORGANIZANDO OS DADOS

2. Ndo plotar a curva analitica com os valores médios (média) das replicatas!

100,0
100,0
200,0
200,0
400,0
400,0
600,0
600,0
1000,0
1000,0

9596,00
18207,00
18217,00
25417,00
28950,00
28810,00
28505,00
28950,00
45999,00
44748,00

7885,00
14684,00
822700
11213,00
7987,00
7603,00
5085,00
5102,00
4981,00
4996,00

1,22
1,04
2,21
2,27
3,02
3,79
561
507
9,23
8,96

200

400

y =31,472x + 13263

R2=0,9395

600

800

1000



CONSTRUINDO UMA CURVA

r ™)
100,0 9596,00
100,0 18207,00
200,0 18217,00
200,0 2541700
400,0 28950,00
400,0 28810,00
600,0 28505,00
600,0 28950,00
1000,0 45999,00

. 1000,0 4474800

7885,00

14684,00

8227,00

11213,00

7987,00
7603,00
5085,00
5102,00
4981,00
4996,00

1,22
1,24
2,21
2,27
3,62
3,79
561
507
923
8,96

1. Inserir = Graficos = Dispersdo
2. Com os dados selecionados, adicionar a “Linha de tendéncia”.

50000
45000

=

£ 40000

2 35000

£ 30000

£ 25000

©

S 20000

S 15000

o
£ 10000

5000
0

Padronizagao Externa

..... B
o . 0
@ .
®.® y = 31,472x + 13263
Rz =0,887
© (inadequado)
200 400 600 800 1000

Concentracao / ng mL



CONSTRUINDO UMA CURVA

100,0
100,0
200,0
200,0
400,0
400,0
600,0
600,0
1000,0
1000,0

9596,00
18207,00
18217,00
2541700
28950,00
28810,00
28505,00
28950,00
45999,00
44748,00

7885,00
14684,00
8227,00
11213,00
7987,00
7603,00
5085,00
5102,00
4981,00
4996,00

1,22
1,24
2,21
2,27
3,62
3,79
561
507
923
8,96

Aa/Api / mAU.min

10,00
9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

Padronizacgao Interna

3
(7
y = 0,0087x + 0,3806
® R2 =0,9982
° (adequado)
0 200 400 600 800 1000

Concentracao / ng mL



A CURVA E VALIDA?

100,0
100,0
200,0
200,0
400,0
400,0
600,0
600,0
1000,0
1000,0

Y =0,0087x + 0,3806 =» X, = (Y-0,3806)/0,0087

1,22
1,24
2,21
2,21
3,62
3,79
561
567
9,23
8,96

Xe

(estimado)

96,1
98,8
211
217
373
392
601
608
1018
986

Critério de aceitabilidade: EPR + 15%

Ei (X — Xe)

-3,9
-1,2
11
17
-27
-8

18
-14

EPRx

-39
-1,2
5
8
-7
-2
0,1
1
2
- |

DPRy

DPR =< 15%

Residuo

25,0
20,0
15,0
10,0

5,0

0,0
-5,0

-10,0
-15,0
-20,0
-25,0
-30,0

Grafico de residuos

Valor ajustado



A CURVA E VALIDA?

| | [ LT
1A ‘,1 ! ; ﬁ a N&o adequado
%qt,w AL #n Rk &Ji\” LMM f ﬁﬁ

S—

'Mw h MW M Adequado

i

Il rl
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CONCENTRACAO DA

AMOSTRA

Area Analito

Amostrarep 1
Amostrarep 2
Amostrarep 3

; (Y,, — 0,3806)
70,0087
" = Concentragao Média
Area Pl Razao (ng mL"") (ng mL"")
4800 7,92 866
5000 7,70 841 867
4650 8,15 893

Desvio Padrao
(ng mL")



NO RELATORIO

- O QUE VOCES DEVEM FAZER -

DE ACORDO COM 05



QUAIS DADOS APRESENTAR?

1. Tabela contendo os dados de area e concentracao da curva analitica.
2. Tabela contendo os dados de area das amostras desconhecidas.

3. Plotar a curva analitica utilizando todos os pontos (5 niveis em duplicata = 10 pontos).
- Nao adicionar a resposta da amostra na curva!

4. Realizar o ajuste linear, mostrando a equacao da reta e o coeficiente de correlagao (r).
- Indicar na forma y = mx + b, com valor de r e ndo R2

5. Demonstrar a concentracao da amostra por meio da média e desvio-padrao associados.
Ex.: C(midazolam) = (5,4 + 0,4) g/L

- Média e desvio padrao dos valores de concentracao obtidos para cada uma das réplicas.

- Atencdo para os algarismos significativos!



LIMIARES ANALITICOS:

- LD, LIQ ELSQ -



RECAPITULANDO A LINEARIDADE...

£ Curva analitica Maior nivel de Conc.:
€ As/As [ -
o >Ts Limite Superior de Quantificagdo (LSQ)
§_A4/A|S B
8
8 As/As -
<
9 |
w
185 AJAs I X Menor nivel da curva:
P] £ Limite Inferior de Quantificagdo (LIQ)

| | i
/\ Concentracao do analito

O padrao interno se encontra NA MESMA
CONCENTRACAO em todas as amostras.

PORTANTO, o intervalo linear compreende

as concentragdes do LIQ ao LSQ.



LIMIARES
ANALITICOS

Limite de deteccao

Menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém, nao
necessariamente quantificado [como um valor exato],
sob as condicdes experimentais estabelecidas.

Limite de quantificacao

Menor quantidade do analito em uma amostra que
pode ser quantificada com precisao e exatidao
aceitaveis sob as condicOes experimentais
estabelecidas.




COMO AVALIAR OS
LIMITES (LD E LIQ)?

DE ACORDO COM A ANVISA/MAPA



LIMIARES ANALITICOS

COMO FAZER?

Dependendo se o método é instrumental ou n3o, diferentes recomendacdes sao feitas

— Estimativa a
Avaliacdo/ . .
Limit . Relagdo partir da
Imites Percepgao sinal/ruido curva
LD e LQ visual

analitica



LIMIARES ANALITICOS

AVALIACAO VISUAL

Normalmente sao realizadas sucessivas diluicoes até se encontrar a menor concentracao que

pode ser diferenciado do branco.

I “ W 9O »J&w—;\ .
<

Concentragdo Limite analitico

——




LIMIARES ANALITICOS

Aplicavel em procedimentos que apresentem ruido de linha de base, devendo-se atentar que

a regiao do ruido do branco deve ser a mesma do sinal medido.

Sample run

AN

|
/\w,,

|

/\

~ 05H

|

W

Baseline

SN

Critérios
LD de 3:1 ou 2:1

LQ de 10:1 ou 6:1

2H Altura do sinal

h  amplitude do ruido




LIMIARES ANALITICOS

Aplicavel em procedimentos que apresentem ruido de linha de base, devendo-se atentar que
a regiao do ruido do branco deve ser a mesma do sinal medido.

=
oo
1

LIQ LD

=
o
|

Critérios

SN 11,8 SIN 11,4

'I' T
3.0 3.3 3.5 3.8 4.0 4.3 45 4.8 50 53 55
Tempo / min

=]
I
L

LD de 3:1 ou 2:1

Absorbancia / mAU
=
T
|

LQ de 10:1 ou 6:1

=
o]
|

Branco



LIMIARES ANALITICOS

ESTIMATIVA A PARTIR DA CURVA ANALITICA

Limite de Detecc¢ao Limite de Quantificagao

3,3:0 100
m m

LD

onde m é a inclinacdo da curva analitica e o o desvio padrdao, podendo ser
obtido de trés formas:

. Desvio padrao do intercepto com o eixo Y de, no minimo , trés curvas
analiticas contendo concentragcdes do menor nivel da curva;

Il. Desvio padrao residual, Syw da linha de regressao;

lIl.  Estimativa de ruido do branco [no minimo 6 amostras]



LIMIARES ANALITICOS

ESTIMATIVA A PARTIR DA CURVA ANALITICA

—e Regressio Linear (Y =mx +h) N=30
m m | + |
%200 x5 0,0040 0.0000
= b£Sb 0,0013 + 0,0020
e 150 I 09993 Syvx 00972
< A PR
s Syx: desvio padrio residual q ua | usa r’)
10,0
g
O 50 10-0 3,3:0
x — )
LQ = LD =
0.0 niervalo de predigao m UL
LIQ: 12,5 ng mL" 0 2000 A000 0 T 600D
Concentragao
S/N 118 f Limiares analiticos
' SIN 11.4 Faixa de trabalho 12,5 - 5000 |
Limite de Detec¢do 1.61
Limite de Quantificacdo 487
Mivel de confianca (o) =003

SIN 4,39

OBS.: Deve-se ter cuidado e bom senso ao utilizar os parametros obtidos pela
curva analitica, pois trata-se apenas de uma ESTIMATIVA




PRECISAO E EXATIDAO

- DISPERSAO E ACURACIA -



EXATIDAO E PRECISAO

Exatidao é o grau de
concordancia entre um valor
medido e um valor verdadeiro.

Precisao é a proximidade dos
resultados obtidos por
repetidas afericoes de
multiplas aliquotas de uma
unica fonte de matriz.

Erro sistematico

Tendéncia 4—]

>

Valor de
referéncia

-4
Variabilidade

Erro aleatoério




EXATIDAO E PRECISAO

Exatidao € o grau de concordéancia entre um valor medido e um valor verdadeiro.

Precisao é a proximidade dos resultados obtidos por repetidas afericdes.

PRECISAO: NAO PRECISAO: SIM PRECISAO: NAO PRECISAQ: SIM
EXATIDAO: NAO EXATIDAO: NAO EXATIDAO: SIM EXATIDAO: SIM



COMO AVALIAR A
EXATIDAO E PRECISAO?

DE ACORDO COM A ANVISA/MAPA



EXATIDAO E PRECISAO

COMO FAZER?

Preparar padrdes de concentracdao conhecida (Controles de Qualidade), na matriz pretendida e
em replicatas, de no minimo 3 concentracdes ao longo da faixa de trabalho. De preferéncia,
utilizar concentracdes diferentes dos pontos utilizados na curva de calibracao.

Anvisa RDC 166/17 e MAPA

cQB cam CQA

3xLIQ Média 758k
!



EXATIDAO

Anvisa RDC 27/2012

Erro Padrao Relativo

(Cexperimental _ Cnominal)

EPR = -100%

Cnominal

Expressa o afastamento entre o valor real e o
valor esperado

Critério: EPR t 15-20%

Anvisa RDC 166/2017 e MAPA

Cexperimental

R = - 100%

Cnominal

Expressa a tendéncia de sub- ou
superestimacao do valor real com o esperado

Critério: 80 — 110%



EXATIDAO

Critérios de aceitacao
(MAPA)

TABELA 4: Recuperagao do analito em fungao da concentracgao.

Concentracao do

analito (%) Razao do analito Unidade Recuperacgao (%)
100 1 100% 08-102
10 10" 10% 08-102
1 10°° 1% 97-103
0,1 10° 0,1% 95-105
0,01 10™ 100 ppm 90-107
0.001 10° 10 ppm 80-110
0,0001 10° 1 ppm 80-110
0,00001 107 100 ppb 80-110
0,000001 10°° 10 ppb 60-115
0,0000001 10 1 pbb 40-120




PRECISAO

Desvio Padrao Relativo
(Coeficiente de variagao)

DPR(CV) = =< - 100%

oL

Expressa a dispersao dos dados

Critério: DPR < 15-20%
(Anvisa RDC 27/2012)

MAPA

Tabela 3
Coeficiente maximo admitido, de acordo com a concentracao
do analito
Concentracao (C) Coeficiente de Variacao
(%)
C <1 mg/kg 35
1 mg/kg < C < 10 ma/kg 30
10mg/kg < C < 100mg/kg 20
100 mag/kg < C < 1000 mag/kg 15
1000 mg/kg < C < 10000 mg/ 10
kg
10 ma/kg < C < 100 ma/kg 7.3
100 mg/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

&




DYNESTTVFELI,

LEANDRO OKA-DUARTE
LEANDRO.OKA@USPBR



mailto:LEANDRO.OKA@USP.BR

	Slide 1: Validação analítica
	Slide 2: Por que validar?
	Slide 3: Resumo 
	Slide 4: Escolha do guia
	Slide 5: Parâmetros de validação
	Slide 6: LINEARIDADE: - curva analítica -
	Slide 7: Linearidade
	Slide 8: Curva analítica
	Slide 9: Curva analítica
	Slide 10: COMO QUANTIFICAR? - Métodos de padronização -
	Slide 11: ADIÇÃO DE PADRÃO
	Slide 12: Padronização externa
	Slide 13: Padronização INTERNA
	Slide 14: Padronização INTERNA
	Slide 15: Vantagens - padrONIZAÇÃO interna
	Slide 16: COMO AVALIAR A LINEARIDADE?
	Slide 17: LINEARIDADE
	Slide 18: ORGANIZANDO OS DADOS
	Slide 19: ORGANIZANDO OS DADOS
	Slide 20: Construindo uma curva
	Slide 21: Construindo uma curva
	Slide 22: A CURVA É VÁLIDA?
	Slide 23: A CURVA É VÁLIDA?
	Slide 24: CONCENTRAÇÃO DA AMOSTRA
	Slide 25: No relatório - O QUE VOCÊS DEVEM FAZER -
	Slide 26: QUAIS DADOS apresentar?
	Slide 27: LIMIARES ANALÍTICOS: - LD, LIQ e LSQ -
	Slide 28: RECAPITULANDO a linearidade...
	Slide 29: LIMIARES ANALÍTICOS
	Slide 30: COMO AVALIAR OS LIMITES (LD e LIQ)?
	Slide 31: LIMIARES ANALÍTICOS
	Slide 32: LIMIARES ANALÍTICOS AVALIAÇÃO VISUAL
	Slide 33
	Slide 34
	Slide 35
	Slide 36
	Slide 37: precisão e exatidão - DISPERSÃO E ACURÁCIA -
	Slide 38: EXATIDÃO e PRECISÃO
	Slide 39: EXATIDÃO e PRECISÃO
	Slide 40: COMO AVALIAR a exatidão e precisão?
	Slide 41: EXATIDÃO e PRECISÃO
	Slide 42: EXATIDÃO
	Slide 43: EXATIDÃO
	Slide 44: precisão
	Slide 45: ありがとうございました。

