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• Avaliações: 

– Teoria:  09/05 (P1); 11/07 (P2) = média (1:1) 

• Prof. Emanuel Carrilho inicia em 16/5 

• Experimental: 

– Q-pré; Q-pós; 1 relatório (relatos sucintos); projeto => Pesos 
(1*:1*:3:5) 

• Nota final: Média da Teoria e Prática (1:1) 

– OBS: Nota deve ser maior do que 5,0 na Teoria para obter-se a 
aprovação (no caso de nota inferior a 5,0 na Teoria, será lançada 
apenas a nota da Teoria para fechamento da disciplina no 
JupiterWeb).
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Bibliografia - Holler et al.,. Princípios de 
Análise Instrumental.  
6ª Ed.; Bookman; 2009

Objetivos - Apresentar os fundamentos e as 
aplicações analíticas de métodos baseados em 

técnicas espectroscópicas de análise

Bibliografia complementar 

• Análise Química Quantitativa 

–Daniel C. Harris 

• Fundamentos de Química Analítica 

–Skoog, West, Holler, Crouch



O que é a Química Analítica? 

E a Análise Instrumental?



A Ciência das Medições Químicas

Murray, Analytical Chemistry 1991



A Ciência das Medições Químicas

Skoog, D.A., et al., Fundamentals of 
Analytical Chemistry. 8 ed. 2004

A ciência das Medições Químicas

Skoog, D.A., et al., Fundamentals of Analytical Chemistry. 8 ed. 2004 



A Ciência das Medições Químicas

Skoog, D.A., et al., Fundamentals of 
Analytical Chemistry. 8 ed. 2004



Por que estudá-las? 

Qual a diferença entre: 

“O Analista” e “O Químico-Analítico”? 

• Cammann, Fresenius’ Journal of Analytical Chemistry, 
1992



Qual a diferença entre: “O Analista” e “O Químico-Analítico”? 

 

 
Cammann, K., Analytical Chemistry ? today's definition and interpretation. Fresenius' 

Journal of Analytical Chemistry, 1992. 343(11): p. 812-813.



Validação de métodos analíticos

Conceitos importantes
•Analito - 


•Matriz 


•Amostra = Analito + Matriz


•Interferente  


•Branco


•Background / sinal de fundo


•Análise


•Determinação



Validação de métodos analíticos

Conceitos importantes
• Technique: 

“... is any chemical or physical principle that can be used to study an analyte.” Harvey 

“The principle upon which a group of methods is based.” 
 Fifield and Kealey

• Method: 

“... is the application of a technique for the determination of a specific analyte in a 
specific matrix.” 

Fontes: 
David Harvey, Modern Analytical Chemistry, McGraw Hill, 2000. 
F.W. Fifield and D. Kealey, Principles and Practive of Analytical Chemistry, Chapman & Hall, 4th 
ed, 1995



Validação de métodos analíticos

Conceitos importantes
• Procedure: 

“... é um conjunto de instruções escritas detalhando como aplicar um método a uma amostra 
específica, incluindo informações sobre amostragem adequada, manuseio de interferentes e 
validação de resultados…”

• Protocol: 

“... is a set of stringent written guidelines detailing the procedure that must be followed if 
the agency specifying the protocol is to accept the results of the analysis.” 

            Fonte: David Harvey, Modern Analytical Chemistry, McGraw Hill, 2000.



Validação de métodos analíticos

O Processo Analítico 

1. Definir o Problema  

2. Obter uma amostra representativa  

3. Preparar a amostra  

4. Fazer a medição  

5. Calcular o resultado 



Validação de métodos analíticos

1. Definir o problema 

• Qual a informação necessária?  
• O que se deseja saber sobre a amostra?  
Fatores que influenciam o método analítico:  
   -Habilidades / treinamento do analista  
    -Técnicas e instrumentos a serem usados 
     - Sensibilidade e precisão requeridos 
       - Custo e orçamento disponível 
         - Tempo disponível para a análise   
           - Urgência para os resultados 
              - O tipo de amostra e.g. Método EPA p/ água subterrânea aplicado a água de esgoto



Fonte: Flávio Leite, Validação em Análise Química, Ed. Átomo, 5ª ed., 2008.



2. Obter uma amostra representativa

• Sólido, líquido ou gás

• Homogêneo ou heterogêneo

2. Obter uma amostra representativa

• Sólido, líquido ou gás

• Homogêneo ou heterogêneo



“Investigar biomarcadores de 
doenças mentais é o foco de nosso 
laboratório. Mas o principal achado 
deste estudo é que essa fração de 
proteínas abundantes não deve ser 
descartada nesse tipo de análise”, 
disse Costa.

http://agencia.fapesp.br/metodo-criado-por-brasileiros-facilita-descoberta-de-marcadores-para-detectar-doencas/32613/



2. Obter uma amostra representativa 

• Amostragem: 

       • Amostra bruta (“gross sample”) 
                   gross sample => sample (laboratory) => analysis sample 

       • Combinação de amostras -> gross sample (maior a partícula, maior a amostra) 
                • “Statistics of sampling ” 

       • Redução de tamanho para amostra de laboratório 
                 • Quarteamente, trituração 

        • Fluidos biológicos / particularidades de cada amostra 
                    • Tipo de amostra: sangue, urina, tecidos, outros 

                    • Jejum 

                    • Frações separadas: sangue total, plasma, soro, papa de hemácias 

                    • Anticoagulantes, aditivos para coagulação



2. Obter uma amostra representativa 

• Decomposição / estabilidade: 

       • Temperatura, tempo, conservantes, pH 
                    

       • Adsorção nas paredes do frasco (traços)



3. Preparar a amostra 

• Quantidade de amostra analisada (massa, volume): 

    Exemplos: 2 gramas de leite em pó, 80 µL de plasma 

• Replicatas 

• Amostras orgânicas e inorgânicas 

   • Abertura (trituração, dissolução, digestão) 

        Digestão: oxidação úmida de compostos orgânicos  

• Extração (exemplos: SPE e LLE) 

• Brancos (especialmente para traços e ultra-traços)      



4. Fazer a medição 

• Escolha da técnica e método 

   • Clássicas 

   • Instrumentais 

      • Absolutas - independe de calibração 

      • Relativas => calibração   

5. Calcular o resultado 

      • Absolutas 

      • Relativa 

       • Precisão (replicatas)



Validação de um método
1. Tipos de erros

1. Grosseiros (devem ser totalmente evitados)
2. Determinados / sistemáticos => bias / viés (tendência) – operador, reag. e equip., método analítico
3. Indeterminados / aleatórios (random or accidental) => distribuição (gaussiana)

2. Algarismos significativos e operações (propagação de erros)

3. Standard Reference Materials (SRM) / MRC ou padrão de referência

4. Quality Control Charts (cartas de controle de qualidade)
• 1 em 20 para +/- 2,0 x SD 1 em 100 para +/- 2,5 x SD

5. Testes de significância: teste F, teste t etc

6. Rejeição de resultados: teste Q, teste de Grubbs

7. Parâmetros importantes:
• Seletividade (e o conceito de sensibilidade)
• Limites de detectabilidade e quantificação
• Linearidade (calibração)
– método LLS (m, b, sy, sb, sm; r) – pontual, multi, compatibilização, adições de padrão 
• Precisão / intervalo de confiança
• Exatidão
• Robustez
• Parâmetros de aceitabilidade



Fonte: Flávio Leite, Validação em Análise Química, Ed. Átomo, 5ª ed., 2008.

Gráficos / cartas de controle



http://bdtd.ibict.br/vufind/Record/UFJF_94164a972a45701c36316674fc74a6d7
https://repositorio.ufjf.br/jspui/handle/ufjf/1447 -> texto completo

Rodrigues, Mônica de Cássia. Aplicação de Cartas de Controle nas Análises de Rotina do Laboratório de 
Qualidade do Leite da Embrapa Gado de Leite. Diss. Mestrado. UFJF. 2015.



http://bdtd.ibict.br/vufind/Record/UFJF_94164a972a45701c36316674fc74a6d7
https://repositorio.ufjf.br/jspui/handle/ufjf/1447 -> texto completo

Rodrigues, Mônica de Cássia. Aplicação de Cartas de Controle nas Análises de Rotina do Laboratório de 
Qualidade do Leite da Embrapa Gado de Leite. Diss. Mestrado. UFJF. 2015.



http://bdtd.ibict.br/vufind/Record/UFJF_94164a972a45701c36316674fc74a6d7
https://repositorio.ufjf.br/jspui/handle/ufjf/1447 -> texto completo

Rodrigues, Mônica de Cássia. Aplicação de Cartas de Controle nas Análises de Rotina do Laboratório de 
Qualidade do Leite da Embrapa Gado de Leite. Diss. Mestrado. UFJF. 2015.

Exemplos de limites de controle:

(a) Processo sob controle

(b) Processo fora do controle

(c) Processo com periodicidade

(d) Processo com estratificação

(e) Processo com tendência decrescente

(f) Processo com tendência crescente.

http://bdtd.ibict.br/vufind/Record/UFJF_94164a972a45701c36316674fc74a6d7
https://repositorio.ufjf.br/jspui/handle/ufjf/1447 -> texto completo

Rodrigues, Mônica de Cássia. Aplicação de Cartas de Controle nas Análises de Rotina do Laboratório de 
Qualidade do Leite da Embrapa Gado de Leite. Diss. Mestrado. UFJF. 2015.

Exemplos de limites de controle:

(a) Processo sob controle

(b) Processo fora do controle

(c) Processo com periodicidade

(d) Processo com estratificação

(e) Processo com tendência decrescente

(f) Processo com tendência crescente.
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entre o analito e a matriz e quando é difícil encontrar um padrão 
interno adequado.31 Este método consiste na adição de diferentes 
concentrações do analito à matriz, que já contém uma quantidade 
desconhecida do mesmo. A adição deve ser feita antes do processo 
de tratamento da amostra. A concentração do analito na matriz bio-
lógica é determinada pela extrapolação da reta, definida pelas demais 
concentrações analisadas (Figura 2c).31,35

Considerando que, em geral, os métodos bioanalíticos utilizam 
etapas de tratamento com significativa manipulação da amostra (por 
exemplo, extração, diluição, centrifugação, concentração, etc), na 
maioria das vezes utiliza-se a padronização interna para a elaboração 
da curva de calibração.

Construção e avaliação de modelos de regressão
Para que um método bioanalítico por HPLC seja adequadamente 

validado e os dados gerados sejam confiáveis, é essencial obter uma 
curva de calibração bem elaborada e interpretada.8,36 As concentrações 
dos analitos são determinadas por meio de regressões obtidas a partir 
das curvas de calibração e, embora em alguns casos seja necessária a 
utilização de calibração não-linear, normalmente se opta pela regres-
são linear, por sua maior simplicidade e aplicabilidade.1,37

A elaboração de um modelo de regressão pressupõe a existência 
de um conjunto de pontos que apresentam uma tendência regular e 
que podem ser representados por uma função matemática, que normal-
mente é escolhida através de um processo de ajuste conhecido como 
método dos mínimos quadrados. Portanto, estabelece-se a tendência 
da variável dependente (y) em função da variável independente (x) 
que, para uma regressão linear, pode ser expressa como y = ax + b, 
onde a é o coeficiente angular da reta e b seu intercepto com o eixo 
y (ou coeficiente linear). 

Na construção da curva de calibração, para cada concentração 
avaliada (xi) é obtida uma determinada área/altura de banda croma-
tográfica (yi), resultando então em um conjunto de N pontos carac-
terizados pelas coordenadas (xi, yi), a partir dos quais se estabeleceu 
y = ƒ(x). Para cada valor de xi, pode-se estimar um valor para y, 
denominado yest. O método de mínimos quadrados sugere que yest 
seja obtido de tal forma que a diferença em relação ao conjunto de 
dados experimentais (yi) seja mínima, ou seja:

 (2)

sendo SQr a soma dos quadrados dos resíduos obtidos entre os 
valores experimentais e estimados.38 Para um entendimento mais 
pormenorizado dos cálculos matemáticos que envolvem a constru-
ção da regressão por mínimos quadrados, podem ser consultadas as 
refs. 39 a 42.

O coeficiente de correlação r, variável entre -1 e +1, representa o 
nível de erro em relação ao sinal analítico e a qualidade de ajuste da 
equação à curva de calibração. Em muitos casos, o conceito estatístico 
de r é mal interpretado, sendo utilizado como critério de aceitação da 
linearidade da regressão para muitos analistas. Porém, mesmo quando 
se obtém valores de r próximos a 1 ou -1, é possível que a regressão 
não seja linear ou que o modelo de regressão linear proposto não 
atenda a faixa de concentração estabelecida.37,39

Pode-se verificar se a equação de regressão linear é estatistica-
mente significativa através dos seguintes testes: ajuste do modelo 
linear, validade da regressão, eficiência da regressão e eficiência 
máxima.

Teste de ajuste do modelo linear
A curva de calibração é construída pela análise de pelo menos 

6 concentrações ao longo da faixa de trabalho, com replicatas para 
cada concentração. É importante que as repetições de análises sejam 
realizadas a partir de replicatas autênticas, ou seja, cada resposta 
instrumental (área/altura de banda) deve ser o resultado da repetição 
de todo o processo de análise da amostra, desde sua preparação ini-
cial, não sendo suficiente apenas reintroduzir a mesma amostra no 
sistema cromatográfico.1,2

A média dos valores encontrados para cada concentração é 
o valor aceito e o desvio padrão da média é calculado para cada 
concentração, portanto, as incertezas (erros aleatórios) não são 
representativas para a curva de calibração como um todo, pois se 
tratam de incertezas pontuais. A dispersão das medidas (valores de 
y) deve ser independente da concentração do padrão de calibração, 
seguindo uma distribuição normal, propriedade conhecida como 
homoscedasticidade.36-40 Porém, quando o intervalo de concentração 

Figura 2. Métodos de padronização para curva de calibração. a) padrão 
externo; b) padrão interno e c) adição de padrão

Curva de calibração (linearidade) 

Modelo matemático que estabelece uma relação entre a 
resposta instrumental e a concentração do analito; 

Métodos de padronização - melhor exatidão possível, além de 
um elevado nível de precisão; 

• Padronização externa 

• Padronização interna 

• Padronização por adição de padrão

Cassiano et al., Química Nova, 2009.



Precisão e exatidão  

 Principais critérios utilizados para julgar a 
qualidade de um método análítico 

Cassiano et al., Química Nova, 2009.

Cassiano et al.1026 Quim. Nova

Precisão e exatidão (bias)

A precisão e a exatidão determinam os erros de uma medida 
analítica e são os principais critérios usados para julgar a qualidade 
de um método bioanalítico.

Precisão
A precisão de um método bioanalítico é a medida dos erros 

aleatórios e representa a proximidade dos resultados obtidos a partir 
de medidas independentes de amostragens múltiplas de uma amos-
tra homogênea.1,2 Este é um importante parâmetro que possibilita 
decidir se o método bioanalítico é confiável ou não para o objetivo 
da análise.

A precisão pode ser expressa como uma estimativa do desvio 
padrão (s) ou desvio padrão relativo (DPR), também conhecido como 
coeficiente de variação (CV%), de uma série de repetições da mesma 
amostra, em diferentes preparações:2,6,7

 (7)

 (8)

onde xi é o valor individual de uma determinação, x é a média arit-
mética das determinações e N é o número de determinações. 

A precisão deve ser avaliada de três maneiras:2 através da repetibi-
lidade (precisão intra-dia); precisão intermediária (precisão inter-dias) 
e reprodutibilidade (precisão inter-laboratorial).

Repetibilidade (precisão intra-dia) 
Define a precisão do método em repetir, em um curto intervalo 

de tempo, os resultados obtidos nas mesmas condições de análise, ou 
seja, com o mesmo analista, com o mesmo equipamento, no mesmo 
laboratório e fazendo uso dos mesmos reagentes.

A repetibilidade não deve ser confundida com a análise da 
precisão instrumental ou repetibilidade de injeções de uma mesma 
amostra.44 É importante ressaltar que a precisão do método avaliada 
através da repetibilidade é investigada pela análise das amostras con-
trole de qualidade preparadas em replicatas para cada concentração, 
enquanto que a precisão instrumental avalia uma seqüência de, no 
mínimo, 10 injeções de uma única amostra.31

Precisão intermediária (precisão inter-dias)
Define a habilidade do método em fornecer os mesmos resultados 

quando as análises são conduzidas no mesmo laboratório, mas em 
diferentes dias, por diferentes analistas e diferentes equipamentos. 
Para a determinação da precisão intermediária, recomenda-se um 
mínimo de 2 dias diferentes com analistas diferentes2 e, na maioria 
das validações bioanalíticas, adotam-se três dias não consecutivos.

Reprodutibilidade (precisão inter-laboratorial)
O termo é utilizado para demonstrar a precisão entre laboratórios. 

Os resultados são obtidos usando o mesmo método e mesmas amos-
tras em diferentes laboratórios, diferentes analistas e equipamentos. 
No entanto, é possível avaliar a reprodutibilidade parcialmente, onde 
somente alguns dos fatores citados são modificados. Neste caso, as 
variáveis avaliadas devem ser registradas.

O termo reprodutibilidade é freqüentemente utilizado erro-
neamente para expressar as análises conduzidas em um mesmo 
laboratório, ou seja, para expressar a precisão intermediária, o que 
deve ser evitado.

De acordo com Hartmann et al.,8 a investigação interlaboratorial 
não é necessária em estudos bioanalíticos quando a precisão interme-

diária foi previamente avaliada ou, ainda, quando o método não será 
utilizado por diferentes laboratórios. A ANVISA2 também não exige 
que a reprodutibilidade seja avaliada para a concessão de registros.

De acordo com as diretrizes do ICH,45 a precisão deve ser investigada 
com o uso de amostras certificadas ou, quando isto não é possível, podem 
ser empregadas amostras preparadas artificialmente, ou seja, amostras 
biológicas adicionadas com o padrão. Similarmente, o FDA1 recomenda 
que as amostras para a validação do método (padrões de calibração e 
amostras controle de qualidade) sejam preparadas na própria matriz e 
que os padrões sejam de referência analítica, com conhecida identificação 
e pureza. Três tipos de padrões de referência podem ser adotados:1 (1) 
amostras padrões certificadas (por exemplo, USP); (2) padrões de referên-
cia obtidos comercialmente e, (3) outros materiais de pureza conhecida, 
como os obtidos sinteticamente por laboratórios analíticos, desde que os 
materiais tenham sido previamente caracterizados e identificados.

Dentro desta última classificação descrita pelo FDA,1 entende-se 
que produtos naturais obtidos a partir de extratos de plantas também 
podem ser utilizados como padrões de referência e, da mesma forma 
que os padrões obtidos sinteticamente, estes compostos devem ser 
purificados, caracterizados e identificados.

No trabalho realizado por Beltrame et al.46 o extrato hidroalco-
ólico preparado de Trichilia catigua foi inicialmente purificado por 
cromatografia contra-corrente. Posteriormente, a fração clorofórmica 
foi purificada por extração em fase sólida e cromatografia semi-
preparativa. Este procedimento permitiu a obtenção do composto 
Cinchonain )b puro, que foi caracterizado e posteriormente utilizado 
para a quantificação deste mesmo composto em formulações herbais 
vendidas como Catuaba, no Brasil.

Exatidão (bias)
A exatidão representa a concordância entre os resultados obtidos 

pelo método e os valores nominais, aceitos como referência.1,2

A exatidão de um método bioanalítico é a medida dos erros 
aleatórios e sistemáticos (bias).8 No entanto, o termo exatidão é 
freqüentemente empregado para descrever somente os erros siste-
máticos do método em questão e é melhor expresso com o desvio 
em porcentagem bias do valor de referência:13

 (9)

onde xi é o valor de concentração experimental e x é o valor de con-
centração nominal da determinação.

É importante salientar que, na validação de métodos bioanalíticos, 
a exatidão é obtida através da aproximação de resultados, ou seja, 
devido à impossibilidade de se trabalhar com amostras certificadas 
do analito na matriz de interesse, as amostras padrão são obtidas 
pela adição do analito na amostra branco. Desta forma, a exatidão é 
determinada para cada concentração dos três controles de qualidade 
através da concordância das concentrações medidas e nominais do 
analito na amostra adicionada.13

Assim como a precisão, a exatidão também é um parâmetro 
que permite julgar a confiabilidade do método bioanalítico e deve 
ser investigada após a determinação da seletividade, linearidade e 
precisão do método analítico.1

Os guias do FDA1 e da ANVISA2 preconizam que a precisão e a 
exatidão devem ser investigadas pela análise de, no mínimo, 3 con-
troles de qualidades (CQ) analisados em 5 replicatas de preparo de 
amostras, com níveis de concentrações baixa (CQB), média (CQM) 
e alta (CQA) em relação ao intervalo de concentração da curva de 
calibração.

As amostras controle de qualidade devem ser preparadas na mes-
ma matriz biológica para a qual o método foi desenvolvido.15 Desta 

Exatidão 
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Precisão e exatidão (bias)

A precisão e a exatidão determinam os erros de uma medida 
analítica e são os principais critérios usados para julgar a qualidade 
de um método bioanalítico.

Precisão
A precisão de um método bioanalítico é a medida dos erros 

aleatórios e representa a proximidade dos resultados obtidos a partir 
de medidas independentes de amostragens múltiplas de uma amos-
tra homogênea.1,2 Este é um importante parâmetro que possibilita 
decidir se o método bioanalítico é confiável ou não para o objetivo 
da análise.

A precisão pode ser expressa como uma estimativa do desvio 
padrão (s) ou desvio padrão relativo (DPR), também conhecido como 
coeficiente de variação (CV%), de uma série de repetições da mesma 
amostra, em diferentes preparações:2,6,7

 (7)

 (8)

onde xi é o valor individual de uma determinação, x é a média arit-
mética das determinações e N é o número de determinações. 

A precisão deve ser avaliada de três maneiras:2 através da repetibi-
lidade (precisão intra-dia); precisão intermediária (precisão inter-dias) 
e reprodutibilidade (precisão inter-laboratorial).

Repetibilidade (precisão intra-dia) 
Define a precisão do método em repetir, em um curto intervalo 

de tempo, os resultados obtidos nas mesmas condições de análise, ou 
seja, com o mesmo analista, com o mesmo equipamento, no mesmo 
laboratório e fazendo uso dos mesmos reagentes.

A repetibilidade não deve ser confundida com a análise da 
precisão instrumental ou repetibilidade de injeções de uma mesma 
amostra.44 É importante ressaltar que a precisão do método avaliada 
através da repetibilidade é investigada pela análise das amostras con-
trole de qualidade preparadas em replicatas para cada concentração, 
enquanto que a precisão instrumental avalia uma seqüência de, no 
mínimo, 10 injeções de uma única amostra.31

Precisão intermediária (precisão inter-dias)
Define a habilidade do método em fornecer os mesmos resultados 

quando as análises são conduzidas no mesmo laboratório, mas em 
diferentes dias, por diferentes analistas e diferentes equipamentos. 
Para a determinação da precisão intermediária, recomenda-se um 
mínimo de 2 dias diferentes com analistas diferentes2 e, na maioria 
das validações bioanalíticas, adotam-se três dias não consecutivos.

Reprodutibilidade (precisão inter-laboratorial)
O termo é utilizado para demonstrar a precisão entre laboratórios. 

Os resultados são obtidos usando o mesmo método e mesmas amos-
tras em diferentes laboratórios, diferentes analistas e equipamentos. 
No entanto, é possível avaliar a reprodutibilidade parcialmente, onde 
somente alguns dos fatores citados são modificados. Neste caso, as 
variáveis avaliadas devem ser registradas.

O termo reprodutibilidade é freqüentemente utilizado erro-
neamente para expressar as análises conduzidas em um mesmo 
laboratório, ou seja, para expressar a precisão intermediária, o que 
deve ser evitado.

De acordo com Hartmann et al.,8 a investigação interlaboratorial 
não é necessária em estudos bioanalíticos quando a precisão interme-

diária foi previamente avaliada ou, ainda, quando o método não será 
utilizado por diferentes laboratórios. A ANVISA2 também não exige 
que a reprodutibilidade seja avaliada para a concessão de registros.

De acordo com as diretrizes do ICH,45 a precisão deve ser investigada 
com o uso de amostras certificadas ou, quando isto não é possível, podem 
ser empregadas amostras preparadas artificialmente, ou seja, amostras 
biológicas adicionadas com o padrão. Similarmente, o FDA1 recomenda 
que as amostras para a validação do método (padrões de calibração e 
amostras controle de qualidade) sejam preparadas na própria matriz e 
que os padrões sejam de referência analítica, com conhecida identificação 
e pureza. Três tipos de padrões de referência podem ser adotados:1 (1) 
amostras padrões certificadas (por exemplo, USP); (2) padrões de referên-
cia obtidos comercialmente e, (3) outros materiais de pureza conhecida, 
como os obtidos sinteticamente por laboratórios analíticos, desde que os 
materiais tenham sido previamente caracterizados e identificados.

Dentro desta última classificação descrita pelo FDA,1 entende-se 
que produtos naturais obtidos a partir de extratos de plantas também 
podem ser utilizados como padrões de referência e, da mesma forma 
que os padrões obtidos sinteticamente, estes compostos devem ser 
purificados, caracterizados e identificados.

No trabalho realizado por Beltrame et al.46 o extrato hidroalco-
ólico preparado de Trichilia catigua foi inicialmente purificado por 
cromatografia contra-corrente. Posteriormente, a fração clorofórmica 
foi purificada por extração em fase sólida e cromatografia semi-
preparativa. Este procedimento permitiu a obtenção do composto 
Cinchonain )b puro, que foi caracterizado e posteriormente utilizado 
para a quantificação deste mesmo composto em formulações herbais 
vendidas como Catuaba, no Brasil.

Exatidão (bias)
A exatidão representa a concordância entre os resultados obtidos 

pelo método e os valores nominais, aceitos como referência.1,2

A exatidão de um método bioanalítico é a medida dos erros 
aleatórios e sistemáticos (bias).8 No entanto, o termo exatidão é 
freqüentemente empregado para descrever somente os erros siste-
máticos do método em questão e é melhor expresso com o desvio 
em porcentagem bias do valor de referência:13

 (9)

onde xi é o valor de concentração experimental e x é o valor de con-
centração nominal da determinação.

É importante salientar que, na validação de métodos bioanalíticos, 
a exatidão é obtida através da aproximação de resultados, ou seja, 
devido à impossibilidade de se trabalhar com amostras certificadas 
do analito na matriz de interesse, as amostras padrão são obtidas 
pela adição do analito na amostra branco. Desta forma, a exatidão é 
determinada para cada concentração dos três controles de qualidade 
através da concordância das concentrações medidas e nominais do 
analito na amostra adicionada.13

Assim como a precisão, a exatidão também é um parâmetro 
que permite julgar a confiabilidade do método bioanalítico e deve 
ser investigada após a determinação da seletividade, linearidade e 
precisão do método analítico.1

Os guias do FDA1 e da ANVISA2 preconizam que a precisão e a 
exatidão devem ser investigadas pela análise de, no mínimo, 3 con-
troles de qualidades (CQ) analisados em 5 replicatas de preparo de 
amostras, com níveis de concentrações baixa (CQB), média (CQM) 
e alta (CQA) em relação ao intervalo de concentração da curva de 
calibração.

As amostras controle de qualidade devem ser preparadas na mes-
ma matriz biológica para a qual o método foi desenvolvido.15 Desta 

Fonte: Flávio Leite, Validação em Análise Química, Ed. Átomo, 5ª ed., 2008.



Limites de detecção 

Método visual 

É utilizado para determinar o limite de detecção utilizando a matriz com adição de concentrações conhecidas da substância de interesse, de 
tal modo que se possa distinguir entre ruído e sinal analítico pela visualização da menor concentração visível (detectável). Este procedimento 
também pode ser feito através do instrumento utilizando parâmetros de detecção no método de integração. 

Método da relação sinal-ruído 

Este método pode ser aplicado somente em procedimentos analíticos que mostram o ruído da linha de base. Para determinar a relação sinal-
ruído, é feita a comparação entre a medição dos sinais de amostras em baixas concentrações conhecidas do composto de interesse na 
matriz e um branco (matriz isenta do composto de interesse) destas amostras. Assim, é estabelecida uma concentração mínima na qual a 
substância pode ser facilmente detectada. A relação sinal-ruído pode ser de 3:1 ou 2:1, proporções geralmente aceitas como estimativas do 
limite de detecção. 

Método baseado em parâmetros da curva analítica 

O limite de detecção (LD) pode ser expresso como: 

 

onde s é a estimativa do desvio padrão da resposta, que pode ser a estimativa do desvio padrão do branco, da equação da linha de 
regressão ou do coeficiente linear da equação e S é a inclinação ("slope") ou coeficiente angular da curva analítica 

Ribani et al., Química Nova, 2004.



Limites de quantificação 

Ribani et al., Química Nova, 2004.

Os mesmos critérios de LD podem ser adotados para o LQ, utilizando a relação 10:1, ou seja, o LQ pode ser 
calculado utilizando o método visual, a relação sinal-ruído ou a relação entre a estimativa do desvio padrão da 
resposta (s) (que pode ser a estimativa do desvio padrão do branco, da equação da linha de regressão ou do 
coeficiente linear da equação) e a inclinação da curva analítica (S), em níveis próximos ao LQ, a partir da equação: 
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concentrations in the sample coming into the laboratory, i.e. the laboratory sample (i.e. the 
sample as received in the laboratory). This may be in contrast with  the instrument working 
range which refers to the analyte concentrations in the test portions or test solutions actually 
measured (e.g. a solution injected into a gas chromatograph). 

 
 

3.2.4 Ruggedness/Robustness 
In any method there will be certain steps which, if not carried out sufficiently carefully, will 
have a severe effect on method performance. These steps should be identified and their 
influence on method performance can be evaluated using a ruggedness (robustness) test.  This 
involves making deliberate variations to the method, and investigating the subsequent effect 
on performance. One general issue is cross-contamination 

3.2.5 Measurement uncertainty 
The expanded measurement uncertainty is normally what the laboratory reports to the 
customer. The expanded uncertainty provides an interval within which the value of the 
measurand is believed to lie with a high level of confidence (normally 95 %). If the laboratory 
has participated in proficiency testing the claimed uncertainty can be verified by comparing 
the difference between  the result of the laboratory and the assigned value. This difference 
should be less than the expanded uncertainty at that concentration level in 19 cases out of 20. 
 

3.3  Performance parameters – Qualitative methods 
Qualitative analysis can be defined as “Classification according to specified criteria”. In 
every case, a decision can be made only if the properties of interest meet specified criteria. In 
analytical chemistry and related disciplines, the ‘criteria’ are understood to relate, in general, 
to information about the presence, composition and/or structure of materials. A qualitative 
method would normally give three possible results, positive, negative or inconclusive. The 
validation menu will therefore be different from a quantitative method. For single laboratory 
validation of qualitative methods we recommend the EU report MEQUALAN [6]. Below is 
given a short description of the different parameters on the validation menu. 
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Figure 3 A calibration curve showing instrument response (indication) versus concentration; the 
measurement interval, linear range, LOQ and LOD are identified. The triangle illustrates the 
calculation of the sensitivity or the slope of the calibration curve (=Δindication/Δconcentration). 
Figure reproduced from ref [3] by permission of Eurachem. 

https://enfsi.eu/wp-content/uploads/2017/06/Guidance-QCC-VAL-002.pdf
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EXTRA  -- Água para Análises Químicas

Referência: Cienfuegos, F. & Vaitsman, D. Análise Instrumental, DEDALIS_IQSC: 543.08  C487a

• Contaminantes:

1ª classe: solutos inorgânicos

2ª classe: solutos orgânicos

3ª classe: partículas e colóides

4ª classe: bactérias, fungos e vírus

5ª classe: gases

• Especificações ASTM: D1193



https://www.astm.org/DATABASE.CART/HISTORICAL/D1193-99.htm



EXTRA  -- Água para Análises Químicas

Referência: Cienfuegos, F. & Vaitsman, D. Análise Instrumental, DEDALIS_IQSC: 543.08  C487a

• Tecnologias de purificação:

• Destilação

• De(s)ionização

• Osmose reversa

• Eletrodeionização contínua

• Microfiltração

• Ultrafiltração

• Carvão ativado

• Radiação UV
https://www.wotol.com/product/others/1808445


