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DEFINIÇÃO
DE VALIDAÇÃO

Validação é?

A avaliação sistemática de um método por meio de 
ensaios experimentais de modo a confirmar e fornecer 

evidências objetivas de que os requisitos específicos para 
seu uso pretendido são atendidos.

(RDC 166/2017 – Anvisa)



CARACTERÍSTICAS
DE PERFORMANCE

Validação de métodos analíticos:

• Especificidade/seletividade

• Exatidão

• Precisão

• Linearidade/Faixa

• Limite de Detecção/Quantificação

• Robustez



PARÂMETROS
DE VALIDAÇÃO

• Especificidade / Seletividade

– Especificidade: “Um método que produz 
resposta para apenas um analito é chamado 
específico.”

– Seletividade: “Um método que produz respostas 
para vários analitos, mas que pode distinguir a 
resposta de um analito da de outros, é chamado 
seletivo.”



ESPECIFICIDADE/
SELETIVIDADE

• Impurezas

–Orgânicas, inorgânicas, etc.

–Substâncias relacionadas

–Produtos de degradação

• Na ausência de SQR das impurezas

–Hidrólise Ácida

–Hidrólise Básica

–Degradação térmica

–Oxidação



ESPECIFICIDADE/
SELETIVIDADE

■Inibidores da ACE (produtos de degradação: 

dicetopiperazina), peptídeos

■Ácido Láctico

■Lactama, produtos de 

policondensação

■Lactona, produtos de 

policondensação

CICLIZAÇÃO

■Aminoácidos

■Ácidos 

Hidroxicarboxílicos

■Formas Farmacêuticas com excipientes 

contendo grupos hidroxi (etanol, glicerol, 

macrogols, etc)

■Éster + álcool

■Éster hidróxi

■Éster + Amina

■Éster aminoácido

■ÁlcoolALCOÓLISE

■Ésteres

■Lactonas

■Amidas

■Lactamas

■Ácido Acetilsalicílico

■Ácido Ascórbico, Pilocarpina

■Lidocaína, Peptídeos

■Antibióticos beta-lactâmicos, Benzodiazepínicos

■Glicosídeos

■Ácido + álcool ou fenol

■Ácido hidróxi

■Ácido + Amina

■Aminoácido

■Álcool e/ou fenol

■ÁguaHIDRÓLISE

■Ésteres

■Lactonas

■Amidas

■Lactamas

■Éteres

TIPO DE REAÇÃO          CAT.     PROD. DE DEGRADAÇÃO       EXEMPLOS



ESPECIFICIDADE/
SELETIVIDADE

■Pilocarpina → Isopilocarpina

■Tetraciclina → Epitetraciclina

■Ácido ou 

Base

EPIMERIZAÇÃO

■Cisplatina■Cis → Trans

■Trans → Cis

■LuzISOMERIZAÇÃO 

CIS-TRANS

■Eserina → Eserolina → Rubreserina

■Corticosteróides

■Ácido Ascórbico → Ácido Desidróxiascórbico

■Corticosteróides → 17-Cetoesteróides

■Álcool Benzílico

■Fenotiazinas sulforadas

■Fenotiazinas sulforadas

■Quinonas, Polímeros

■Peróxidos, Aldeídos

■α-Dicetonas

■Cetonas

■Aldeídos e Ácidos 

Carboxílicos

■Aminóxidos

■Sulfóxidos, Sulfonas

■O2OXIDAÇÃO

■Fenóis

■Olefinas

■Eno-dióis

■α-Cetóis

■Álcoois 

Aromáticos

■Aminas

■Tioéteres

TIPO DE REAÇÃO          CAT.     PROD. DE DEGRADAÇÃO       EXEMPLOS



PARÂMETROS
DE VALIDAÇÃO

• Exatidão (Acurácia)

–Definida como sendo a concordância 
entre o resultado de um ensaio e o valor 
de referência aceito como 
convencionalmente verdadeiro



EXATIDÃO
(ACURÁCIA)

• Materiais de Referência Certificados

–Amostras simuladas (placebo)

–Recuperação (“spike”)

• Comparações interlaboratóriais

• Comparação de métodos



TESTES
t-STUDENT

H0: igualdade vs. H1: diferença

• Teste t simples

• Teste t para duas médias

H0: diferença vs. H1: equivalência

• TOST (Two One-Sided Test)

 Formulados para rejeitar H0



• Amostras simuladas (Placebo)

Placebo

Adição de 
quantidade 
conhecida 
de SQR

Determinar 
recuperação 

da 
quantidade 
adicionada

EXATIDÃO: MATERIAL DE 
REFERÊNCIA CERTIFICADO

𝑅𝑒𝑐 =
𝐶𝑜𝑛𝑐. 𝐸𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙

𝐶𝑜𝑛𝑐. 𝑇𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑎
× 100



EXATIDÃO: 
TESTE t PARA 1 AMOSTRA

Rec = 99,5%

H0:  = 100
H1:   100

→ Stat

 → Estatísticas Básicas

  → Teste t para 1 amostra...

t =
𝑅𝑒𝑐 − μ

ൗ
s

n

102 99

101 97

100 98

Exatidão do método



EXATIDÃO: 
TESTE t PARA 1 AMOSTRA



102101100999897

X
_

Ho

Rec

Boxplot de Rec
(com Ho e intervalo de 95% de confiança t  para a média)

EXATIDÃO: 
TESTE t PARA 1 AMOSTRA



• Adição de padrão (“spike”)

Amostra

Adição de 
quantidade 
conhecida 
de SQR

Determinar 
recuperação 

da 
quantidade 
adicionada

EXATIDÃO: MATERIAL DE 
REFERÊNCIA CERTIFICADO

𝑅𝑒𝑐 =
𝐶𝑜𝑛𝑐. 𝐴𝑑. −𝐶𝑜𝑛𝑐. 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒

𝐶𝑜𝑛𝑐. 𝑇𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑎
× 100



EXATIDÃO:TESTE t 
PARA DUAS AMOSTRAS

H0: a - c = 10
H1: a - c  10

→Stat

    → Estatísticas Básicas

        → Teste t para 2 amostras...

𝑡 =
𝑋𝑎 − 𝑋𝑐 − 10

𝑠𝑜
2 1

𝑛1
+

1
𝑛2

𝑋𝑐 =  95,0 𝑋𝑎 =  104,7

97 94

96 95

 95 93

Amostra controle

106        103

105        106

104        104

Amostra adicionada

𝑅𝑒𝑐 =
104,7 − 95,0

10
× 100 = 97,0%



EXATIDÃO:TESTE t 
PARA DUAS AMOSTRAS



Amostra controleAmostra adicionada
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Boxplot de Amostra adicionada; Amostra controle

EXATIDÃO: TESTE t 
PARA DUAS AMOSTRAS



PARÂMETROS
DE VALIDAÇÃO

• Precisão

–Precisão é um termo geral para avaliar a 
dispersão de resultados entre ensaios 
independentes, geralmente expressa 
como desvio padrão ou desvio padrão 
relativo.



REPETIBILIDADE, PRECISÃO
INTERMEDIÁRIA E 
REPRODUTIVILIDADE

Precisão

✓Mesmo analista
✓Mesmo equipamento
✓Mesmo tempo

✓Diferentes analistas
✓Diferentes equipamentos
✓Diferentes tempos

Repetibilidade

Precisão
Intermediária

Reprodutibilidade ✓Diferentes laboratórios



REPETIBILIDADE, PRECISÃO
INTERMEDIÁRIA E 
REPRODUTIVILIDADE

Repetibilidade 



REPETIBILIDADE, PRECISÃO
INTERMEDIÁRIA E 
REPRODUTIVILIDADE

Repetibilidade 



PRECISÃO:
ANÁLISE DE VARIÂNCIA

101,8

99,2

100,7

Lab 1

99,0

98,9

98,5

Lab 2

100,1

102,0

100,6

Lab 3

101,4

99,7

101,3

Lab 4



PRECISÃO:
ANÁLISE DE VARIÂNCIA

Fonte g.l.  SQ       QM  F

Between k-1  

Within nk-k

Total  nk-1

𝑆𝑄𝑊 = 𝑆𝑄𝑇 − 𝑆𝑄𝐵

𝑆𝑄𝐵 𝑆𝑄𝐵

𝑘 − 1

𝑆𝑄𝑊

𝑛𝑘 − 𝑘

𝑄𝑀𝐵

𝑄𝑀𝑊

𝑆𝑄𝑇



REPETIBILIDADE E 
PRECISÃO INTERMEDIÁRIA



REPETIBILIDADE E 
PRECISÃO INTERMEDIÁRIA

𝑠𝑅𝑒𝑝𝑒 = 𝑄𝑀𝐸𝑟𝑟𝑜

𝑠𝑅𝑒𝑝𝑒 = 0,913 = 0,96

𝑠𝑃𝐼 = 𝑄𝑀𝐸𝑟𝑟𝑜 + 𝑄𝑀𝐷𝑖𝑎

𝑠𝑃𝐼 = 0,913 + 2,927 = 1,96
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Gráfico de Intervalos de Resultado versus Laboratorio
IC de 95% para a Média

O desvio padrão combinado foi usado para calcular os intervalos.

REPETIBILIDADE E 
PRECISÃO INTERMEDIÁRIA
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2

1

9876543210

Valor-p 0,221

Valor-p 0,680

Comparações Múltiplas

Teste de Levene
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Teste para Igualdade de Variâncias: Resultado versus Laboratorio
Intervalos de comparação múltipla para o desvio padrão, α = 0,05

Se os intervalos não se sobrepuserem, os desvios padrão correspondentes serão significativamente diferentes.

REPETIBILIDADE E 
PRECISÃO INTERMEDIÁRIA



PRECISÃO:
ANOVA 2-FATORES

98,8

99,9

99,5

Analista 1

Equipamento A

100,6

99,6

101,3

Analista 2

Equipamento A

98,2

99,1

98,9

Analista 1

Equipamento B

100,6

101,1

101,0

Analista 2

Equipamento B



REPETIBILIDADE E 
PRECISÃO INTERMEDIÁRIA

81,4%

1,6%

12,9%

4,1%



Analista

Equipamento

21

BABA
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Gráfico de Intervalos de Resultado
IC de 95% para a Média

Os desvios padrão individuais foram usados para calcular os intervalos.

REPETIBILIDADE E 
PRECISÃO INTERMEDIÁRIA



Analista Equipamento

2

1

B

A

B

A

6543210

Valor-p 0,431

Valor-p 0,742

Comparações Múltiplas

Teste de Levene

Teste para Igualdade de Variâncias: Resultado versus Analista; Equipamento
Intervalos de comparação múltipla para o desvio padrão, α = 0,05

Se os intervalos não se sobrepuserem, os desvios padrão correspondentes serão significativamente diferentes.

REPETIBILIDADE E 
PRECISÃO INTERMEDIÁRIA



REPETIBILIDADE E 
PRECISÃO INTERMEDIÁRIA



REPETIBILIDADE E 
PRECISÃO INTERMEDIÁRIA



Exato
Preciso

Inexato
Preciso

Exato
Impreciso

Inexato
Impreciso

EXATIDÃO (ACURÁCIA)
X PRECISÃO DO MÉTODO



PARÂMETROS
DE VALIDAÇÃO

• Linearidade / Faixa linear

–Capacidade do método de demonstrar 
que os resultados são diretamente 
proporcionais à concentração do analito 
na amostra, dentro de um intervalo 
especificado



NOÇÕES DE
REGRESSÃO?

• Função de X que explica Y

• Método dos mínimos quadrados

• Regressão linear simples: Y = a + bX



REGRESSÃO
LINEAR SIMPLES

1412108642

16

14

12

10

8

6

4

2

0

Método dos mínimos quadrados

Y = α + βX + ε



LINEARIDADE:
REGRESSÃO LINEAR SIMPLES

0,180

0,177

0,183

80 ug/mL

0,294

0,286

0,291

90 ug/mL

0,397

0,403

0,400

100 ug/mL

0,514

0,510

0,509

110 ug/mL

0,621

0,624

0,618

120 ug/mL



LINEARIDADE:
REGRESSÃO LINEAR SIMPLES

Minitab

→ Stat

 → Regressão

  → Gráfico de Linha Ajustada

→ Stat

 → Regressão

  → Regressão

    → Ajustar Modelo de Regressão



LINEARIDADE:
REGRESSÃO LINEAR SIMPLES
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Gráfico de Dispersão de Resposta versus Concentração

LINEARIDADE:
REGRESSÃO LINEAR SIMPLES



LINEARIDADE:
REGRESSÃO LINEAR SIMPLES
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Teste para Igualdade de Variâncias: Resposta versus Concentração
Intervalos de comparação múltipla para o desvio padrão, α = 0,05

Se os intervalos não se sobrepuserem, os desvios padrão correspondentes serão significativamente diferentes.

LINEARIDADE:
REGRESSÃO LINEAR SIMPLES



PRESSUPOSIÇÕES
BÁSICAS

1. Homocedasticidade

2. Independência dos dados

3. Distribuição normal



LINEARIDADE: REGRESSÃO 
LINEAR SIMPLES

1022

934

1117

0,1%

2987

3026

2934

0,3%

5014

4978

4989

0,5%

7004

7004

6992

0,7%

10005

10009

9998

1,0%



LINEARIDADE: REGRESSÃO 
LINEAR SIMPLES
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Gráfico de Dispersão de Resposta versus Concentração

LINEARIDADE: REGRESSÃO 
LINEAR SIMPLES



LINEARIDADE: REGRESSÃO 
LINEAR SIMPLES
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Valor-p 0,006

Valor-p 0,126
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Teste para Igualdade de Variâncias: Resposta versus Concentração
Intervalos de comparação múltipla para o desvio padrão, α = 0,05

Se os intervalos não se sobrepuserem, os desvios padrão correspondentes serão significativamente diferentes.

LINEARIDADE: REGRESSÃO 
LINEAR SIMPLES



REGRESSÃO POR MÍNIMOS
QUADRADOS PONDERADOS

Pesos usualmente utilizados

1

𝑋

 
1

𝑋2 

  
1

𝑌

   
1

𝑌2 

    
1

𝑠2 

     
Τ1 𝑠𝑖

2

𝑛 σ𝑖
𝑛 Τ1 𝑠𝑖

2



LINEARIDADE: REGRESSÃO 
LINEAR SIMPLES



LINEARIDADE: REGRESSÃO 
LINEAR SIMPLES



ADEQUAÇÃO DO
AJUSTE LINEAR

1. Significância da regressão

2. Análise dos resíduos

3. Erro puro e falta de ajuste

4. Coeficiente de determinação (R2)



REGRESSÃO POR 
MÍNIMOS QUADRADOS

Análise visual

Linear Não Linear

Homocedástico Heterocedástico

MMQO

ANOVA

Significância

Resíduos

MMQP

Tratamento 
matemático

Atende?

ANOVA

Significância

Resíduos

Atende?



PARÂMETROS
DE VALIDAÇÃO

• Limite de Detecção / Quantificação

–Detecção: menor quantidade de analito 
presente na amostra que pode ser 
detectada

–Quantificação: menor quantidade de 
analito presente na amostra que pode 
ser quantificada



LIMITE DE DETECÇÃO 
LIMITE DE QUANTIFICAÇÃO

Resposta

Concentração

Desvio (sa)

Y = a + bX



PARÂMETROS
DE VALIDAÇÃO

• Robustez

–É a medida de capacidade do método em 
resistir a pequenas e deliberadas 
variações dos parâmetros analíticos.



ROBUSTEZ DO
MÉTODO ANALÍTICO

✓Variação de pH

✓Temperatura

✓Diferentes fabricantes 

de solventes

✓Variação do 

comprimento de onda

✓Variação de pH da FM

✓Variação da 

composição da FM

✓Temperatura

✓Diferentes colunas

✓Fluxo da FM

✓Temperatura

✓Diferentes colunas

✓Velocidade do gás de 

arraste

✓Modo de injeção

✓Variação de pH e 

composição do meio

✓Temperatura e tempo 

de incubação

✓Volume da camada 

inoculada

✓Tipo e concentração 

do inóculo

✓Pré-difusão / Pré-

incubação

Espectrofotometria          Cromatografia Líquida      Cromatografia Gasosa     Doseamento biológico 



VALIDAÇÃO DO
MÉTODO ANALÍTICO

Nas condições 
otimizadas

• Especificidade/seletividade

• Linearidade

• Exatidão

• Precisão

• LD/LQ (quando aplicável)

• Faixa

• Robustez

Na região de operação 
do método (MODR)

• Exatidão

• Precisão



ESTRATÉGIAS
DE CONTROLE

Devem ser estabelecidas considerando:

• O conhecimento obtido durante a etapa de 
desenvolvimento e validação (MODR);

• Pode incluir carta controle de parâmetros críticos 
(resolução entre picos, tempo de retenção, etc.);

• Garantia de boa relação entre o propósito do método e 
a sua performance (atendimento ao ATP).



MELHORIA
CONÍNUA

Definição do 
ATP

Características 
de 

performance

Seleção da 
técnica 
analítica

Análise de 
risco

Desenvolvimento

e validação do 
método analítico

(DoE => MODR)

Estratégias de 
controle
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