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Critérios de validação e 
identificação em análises 
por LC-MS/MS

Álvaro J. Santos Neto

Validação em LC-MS(/MS)

• Mesmos critérios que outras técnicas (ex. HPLC):

– Lineariade; Exatidão e Precisão; LD e LQ; Estabilidade; 

Robustez...

– Legislação, exemplos: 

• FDA, Guidance for industry: bioanalytical method validation, 

Drug information branch, 2001

• ANVISA, Guia para validação de métodos analíticos e 

bioanalíticos - RE n° 899, de 29 de maio de 2003

• Especial atenção em LC-MS(/MS):

– Calibração

– Recuperação / Efeito de Matriz

Calibração ponderada

• Dados homoscedásticos / heteroscedásticos

Calibração ponderada

Parâmetros de regressão para curvas de calibração 

com diferentes ponderações

Wi = 1 Wi = 1/x2

Recuperação / Efeito de Matriz

• Modos de avaliação:

– (1) Clássico / Quantitativo

• Avalia Efeito de matriz, Recuperação e Eficiência 

do processo

– (2) Infusão em “Te” / Qualitativo

• Opção para sistemas online

• Avalia o efeito de matriz e a recuperação geralmente 

é calculada como recuperação relativa
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+ F.Móvel
+ fortificação 

com analitos
injeção

(A) - FORTIFICAÇÃO DA FASE MÓVEL

(C) - FORTIFICAÇÃO DA MATRIZ SEGUIDA PELO PROCEDIMENTO DE EXTRAÇÃO

(B) - PROCEDIMENTO DE EXTRAÇÃO SEGUIDO PELA FORTIFICAÇÃO DO EXTRATO

+ Matriz
extração /

prep. am.

+ fortificação 

com analitos injeção

+ Matriz extração /

prep. am.

+ fortificação 

com analitos injeção

Efeito de Matriz

Recuperação

Eficiência

Recuperação / Efeito de Matriz

• Modos de avaliação:

– (1) Clássico / Quantitativo

• Avalia Efeito de matriz, Recuperação e Eficiência 

do processo

– (2) Infusão em “Te” / Qualitativo

• Opção para sistemas online

• Avalia o efeito de matriz

• A recuperação geralmente é calculada como 

“recuperação relativa” em sistemas online

extrato

a
n
a
lit

o
s

MS/MS

Sistema online RAM-LC-MS/MS

MS

Descarte

RAM

Coluna analítica

Injetor

Bomba A

Bomba B

Efeito de matriz na ionização

SANTOS-NETO, A.J., et al. Anal. Chem. 79 (2007) 6359.
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Demonstração do Efeito de Matriz

K. Georgi, K. Boos, Chromatographia 63 (2006) 523.

1- água

2- plasma

3- urina

*- cromatograma

Ausência do Efeito de Matriz

A: TIC

B: MRM da 

desipramina

C: MRM do 

albendazol

SANTOS-NETO, A.J., et al. J. Chromatogr. A, 1189 (2008) 514.

Além do efeito de matriz

Além do efeito de matriz Além do efeito de matriz
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Além do efeito de matriz Além do efeito de matriz

Além do efeito de matriz

Adoption by CHMP ……………………………….. 21 July 2011 

Date for coming into effect  ………...………....…. 1 February 2012

“4.1.8 Matrix effect

...

If this approach cannot be used, for instance in the case of on-line sample 

preparation, the variability of the response from lot to lot should be 

assessed by analysing at least 6 lots of matrix, spiked at a low and at a high 

level of concentration (maximum of 3 times the LLOQ and close to the ULOQ). 

The validation report should include the peak areas of the analyte and of the IS 

and the calculated concentration for each individual sample. The overall CV 

calculated for the concentration should not be greater than 15%.”

Critérios de 
Identificação por 

LC-MS(/MS)
Algumas 

regulamentações

• WADA – World Anti-Doping Agency

• SANCO – Directorate General Health and 
Consumers

• Council Directive European Communities

• Department of Health and Human Services –
Federal Workplace Drug Testing Programs - USA

• CCA – Codex Alimentarius, WHO
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Qualidade da identificação

Falso positivo vs. Falso negativo
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LC-MS/MS – Triplo Quad
Quadrupole Instruments for Quantitative Analysis

Declustering

quadrupole 0 Quadrupole 1

Collision Cell

quadrupole 2
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Triple quadrupole mass spectrometer

Declustering
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Single quadrupole mass spectrometer

Full scan spectra

Single Ion Monitoring (SIM)

Full scan spectra

Single Ion Monitoring (SIM)

Product ion spectrum

Precursor ion spectrum

Neutral loss

Selected Reaction Monitoring (SRM)

Podemos sempre confiar no MRM?

ARUP Laboratories

Alguns critérios adotados
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Alguns critérios adotados

Ex.: betametasona vs. dexametasona

(m/z 345; 49% e 92%, respectivamente)

INTERVALOS DE TOLERÂNCIA PARA A 

ABUNDÂNCIA RELATIVA DOS PICOS DE MS

Alguns critérios adotados

CRITÉRIO DOS 4 PONTOS

Obs: = 4 pontos para moléculas pequenas

> 4 pontos para peptídeos e proteínas

Alguns critérios adotados

15 eV

Alguns critérios 

adotados

10 eV

15 eV

30 eV

Alguns critérios adotados
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