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APRESENTAGCAO




Apresentacao \

Ao longo dos anos nos quais os laboratérios da rede do Ministé-
rio da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (Mapa) tém conduzido seus
trabalhos analiticos, convivemos com diversos cendrios e perspectivas,
enfrentamos vdrios desafios, superamos intimeras adversidades e alcanga-
mos importantes vitdrias.

Contudo, nenhuma vitéria foi tdo significativa quanto a implanta-
¢do dos conceitos referentes a validagdo de métodos de ensaio e garantia
da qualidade analitica nos trabalhos do dia a dia da Rede Nacional de
Laboratérios Agropecudrios no que diz respeito a drea de residuos e con-
taminantes em alimentos.

Durante muito tempo, os procedimentos de validagdo e da garantia
da qualidade dos resultados ficaram dispersos, cada laboratério possuin-
do seus proprios procedimentos em face da vasta gama de guias e docu-
mentos internacionais existentes.

Com a publica¢do deste Manual de Garantia da Qualidade Analiti-
ca, 0 Mapa retine, em um tinico documento didatico e elucidativo, a biblio-
grafia mais atual referente ao assunto, produzindo um guia de referéncia
de alto nivel que aponta as tendéncias e vanguardas em relagdo ao controle
analitico de perigos quimicos.

Este Manual tem por objetivo esclarecer e disseminar conceitos tec-
nicamente consistentes, bem como instruir os laboratérios, de forma clara
e diddtica, sobre como realizar um estudo de validagdo passo a passo e im-
plantar procedimentos de garantia de qualidade de resultados, de modo
a permitir uma avaliagdo objetiva de seu préprio desempenho e de seus
métodos de ensaio.

A implantagdo efetiva dos requisitos e orienta¢des constantes deste
Manual ndo é a maneira mais curta de se fazer as coisas, mas é, sem davi-
da, a garantia inequivoca e inquestiondvel da confiabilidade, qualidade e
competéncia técnica de qualquer laboratério que o utilize.

A todos os que se dedicaram, contribuiram e se empenharam nos
incontédveis esforcos de elaboracdo do Manual de Garantia da Qualida-
de Analitica, agradecemos fortemente. Estejam certos de um trabalho
bem feito.

Angelo de Queiroz Mauricio

/
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PREFACIO




Prefacio \

O resultado de uma medigdo é sempre usado para subsidiar alguma
tomada de decisdo, seja ela a conformidade de um produto ou servico a
alguma especificagdo, ao requisito de alguma norma nacional ou interna-
cional ou a obediéncia a alguma lei. Essa tomada de decisdo pode também
constituir o atendimento a algum contrato ou critério interno ou externo
de qualidade.

No entanto, o resultado de qualquer medicdo estd sempre sujeito
a erros, sejam eles sistemdticos ou aleatérios, os quais resultam na per-
da de sua acurdcia. Nesse sentido, é necessdrio que os laboratérios de
ensaios que realizam tais medi¢des disponham de orientacdes cientificas
e conceitualmente consistentes de como proceder para reduzir os erros
e aumentar a confiabilidade dos resultados das medicGes, reduzindo-se
gradualmente os riscos da tomada de decisdo. Particularmente no caso
das medigOes analiticas, sdo escassas as publicagdes com essas orienta-
¢Oes, especialmente em lingua portuguesa. Soma-se a isso o fato de que
sdo muitas as divergéncias conceituais e as desarmonias de vocabuldrios
entre as publica¢des existentes, sendo que varias ndo apresentam consis-
téncia estatistica e metroldgica.

Considerando a necessidade de se dispor de orienta¢des harmoni-
zadas e cientificamente consistentes dentro do cendrio nacional de con-
trole de residuos e contaminantes em alimentos, assim como a de atender
as crescentes exigéncias de qualidade dos resultados analiticos de nossos
compradores internacionais de alimentos, o Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento (Mapa), por intermédio da Secretaria de De-
fesa Agropecudria (das) e da Coordenagdo-Geral de Apoio Laboratorial
(CGAL), resolveu redigir e publicar este Manual de Garantia da Qualida-
de Analitica. Ele foi elaborado em ampla consondncia com as mais recen-
tes versdes do Vocabuldrio Internacional de Metrologia (VIM) e do Guia
sobre Terminologia em Quimica Analitica do Codex Alimentarius CAC-
-GL72/2009, assim como com os requisitos das normas ABNT ISO/IEC
17025/2005 Requisitos Gerais para a Competéncia de Laboratérios de Ca-
libragdo e Ensaio, ISO 11843-1/1997 Capability of Detection — Part 1: Terms
and Definitions, ISO 11843-2/2000 Capability of Detection — Part 2: Methodo-
logy in the Linear Calibration Case, e série ISO 5725 Accuracy (Trueness and
precision) of method measurements and results.

Assim, o presente Manual foi idealizado e concebido visando for-
necer referéncias conceituais consistentes e pormenorizadas dos critérios
analiticos que devem ser observados pelos laboratérios da Rede Nacional
de Laboratdrios Agropecudrios que prestam servicos ao Plano Nacional (y
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/Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC) em Produtos de Origem
Animal e Vegetal. Entretanto, esta obra ndo se circunscreve somente aos
laboratérios que trabalham com a determinacdo de residuos e contami-
nantes em alimentos, podendo ser aplicada em diversas dreas da atividade
analitica laboratorial.

Elaborado para ser uma ampla fonte de informagdes, o Manual de
Garantia da Qualidade Analitica é dividido em seis partes e 14 anexos,
perfazendo um total de 20 secdes.

A Parte I apresenta os cuidados gerais que devem ser observados
em relagdo a qualidade analitica das instala¢des, ao recebimento e guarda
das amostras e reagentes e ao desenvolvimento, otimizagdo e condugao do
processo de validagdo dos procedimentos analiticos.

A Parte I, juntamente com os anexos nela citados, define e descre-
ve os procedimentos de estimagdo dos pardmetros de validagdo para a
avaliagdo do desempenho de um procedimento analitico, estabelecendo
os critérios minimos de aceitagdo que devem ser atingidos para que um
determinado procedimento analitico seja considerado validado.

A Parte III trata da realizagdo dos estudos de estabilidade, essencial
para que se possa garantir a qualidade do resultado analitico, estimando o
tempo maximo que uma amostra pode aguardar andlise sob determinadas
condig¢oes ou por qual periodo de tempo uma solugdo reagente pode ser
reutilizada sem comprometer o resultado analitico.

A Parte IV contém informacgdes sobre a rotina analitica e os controles
de qualidade analiticos que devem ser utilizados para monitorar as corri-
das analiticas, permitindo que o analista possa prover evidéncias seguras
de que o sistema analitico estd operando sobre controle estatistico de qua-
lidade, dentro de faixas consideradas adequadas ao propédsito de uso.

A Parte V descreve os procedimentos que devem ser observados
para a inclusdo de novos analitos ou matrizes em procedimento ja valida-
dos para outro(s) analito(s) e matriz(es).

A Parte VI abrange as especificidades inerentes a quatro categorias
de analitos: 1) Residuos de Medicamentos Veterindrios; 2) Residuos de
Praguicida (Agrotéxico); 3) Contaminantes Inorganicos; e 4) Micotoxinas.
A proposta é disponibilizar informag&es minuciosas sobre a determinagdo
desses analitos de maneira concentrada, em uma tnica secao.

Em relacdo aos anexos, eles foram elaborados com a finalidade de
complementar as informagdes apresentadas nas se¢des anteriores, facili-
tando o entendimento e a utilizacdo deste Manual. Os anexos I a IX e XII
trazem os detalhes do tratamento estatistico, incluindo planejamentos fa-
\iriais, necessdrios para extrair de forma confidvel as informacgdes contidas
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nos resultados das medic¢oes, e subsidiam estatisticamente as tomadas D
decisGes nos niveis de confianca desejados. O Anexo X traz um extenso
glossdrio dos termos usados no manual, auxiliando na sua leitura. Demos
preferéncia as defini¢des constantes no Vocabuldrio Internacional de Me-
trologia (VIM) ou a aquelas do Codex Alimentarius. Os anexos XI, XIII e
XIV apresentam, respectivamente, a bibliografia, uma relagdo de matrizes
representativas e quadros comparativos deste Manual com outros docu-
mentos e normas nacionais e internacionais, permitindo uma avaliacdo de
suas correspondéncias e respectivas abrangéncias.

Por fim, entendemos que este Manual configura-se como uma
ferramenta ttil a todos que atuam na drea analitica laboratorial, bem
como a estudantes e pesquisadores. No entanto, nenhum documento é
completo e perfeito, assim, criticas e sugestdes de melhoria serdo sem-
pre bem-vindas, para que possamos promover o seu continuo aprimo-
ramento em edi¢Ges futuras.

Marcelo Cldudio Pereira
Welington Ferreira de Magalhdes

/
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PARTE 1

Introducao e Requisitos Gerais




Parte | \

Introducao e Requisitos Gerais

I.1 Objetivo

Este Manual foi elaborado com o objetivo de estabelecer parame-
tros e critérios de aceitacdo aplicdveis a validacdo de métodos analiticos
e a rotina analitica dos laboratérios ptblicos e privados que pertencem
ou desejam pertencer a Rede Nacional de Laboratérios Agropecudrios,
credenciados ou autorizados a realizar andlises para o Plano Nacional de

Controle de Residuos e Contaminantes.

A validacdo dos procedimentos analiticos, segundo os requerimen-
tos deste Manual, visa garantir a qualidade metroldgica dos resultados ana-
liticos, conferindo-lhes rastreabilidade, comparabilidade e confiabilidade.

.2 Responsabilidades

Os parametros e critérios descritos neste documento devem ser
observados por todos os laboratérios pertencentes a Rede Nacional de
Laboratoérios Agropecudrios, credenciados para determinagdo de residu-
os e contaminantes em produto de origem animal e vegetal.

O laboratério que pretenda solicitar credenciamento ou ampliagao
de escopo, na drea de residuos e contaminantes, também deve atender aos
requerimentos presentes neste Manual.

Alteragbes nos procedimentos, parametros e critérios estabelecidos
poderao ser necessdrios devido a especificidade de determinados procedi-
mentos analiticos ou peculiaridade do laboratério. Nestes casos, modifica-
¢Oes poderdo ser consideradas desde que sejam adequadamente justifica-
das, garantindo sua consisténcia cientifica e conceitual com os principios
deste Manual e o ndo comprometimento da rastreabilidade, da compara-
bilidade e da confiabilidade dos resultados analiticos gerados.

I.3 Evitando Contaminacao

O laboratdrio e as dreas afins (recepgao, armazenamento de amos-
tras, armazenamento de reagentes, lavagem de vidrarias e instrumentos,
sala de preparo e extragdo, descarte em geral) necessitam ser planejados
tendo em vista diminuir ao méximo a possibilidade de contaminagdes.
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/ Procedimentos operacionais devem ser escritos de forma a padro-
nizar todas as operagdes realizadas, contemplando desde a recepcdo das
amostras até a emissdo dos resultados. Sempre que possivel, o fluxo de
amostras, instrumentos, reagentes e vidrarias deve ser unidirecional.

Reagentes e solugdes de altas concentragdes devem ser manipula-
dos em locais distintos daqueles onde sao preparadas as soluc¢des de baixa
concentragdo. Na impossibilidade deve ser demonstrada, por intermédio
de controles, a auséncia de contaminacdo cruzada.

Especial atengdo deve ser dispensada ao sistema de exaustao utiliza-
do, de forma a minimizar os riscos de contaminagao.

O controle de insetos e roedores, no laboratério e em suas pro-
ximidades, somente poderd ser efetuado se devidamente autorizado
pelo responsével do laboratério e deve ser feito sob seu controle, de
preferéncia, sem a utilizacdo de substancias quimicas voldteis ou alta-
mente impregnantes.

Artigos de borracha, plésticos e lubrificantes sdo fontes frequentes
de interferéncia e devem ser usados com cautela. Quando necessario, o
selamento de recipientes deve ser feito com PTFE — Politetrafluoroetileno
(teflon) ou silicone.

.4 Padroes de Trabalho (Analiticos),
de Referéncia e MRC

Na validacdo devem ser utilizados materiais/ padroes de referéncia
certificados e homologados pela Farmacopeia Brasileira ou outras insti-
tuigdes competentes, nacionalmente ou internacionalmente reconhecidas.

A utilizagdo de material / padrdo de trabalho é permitida, desde que
o material / padrédo de trabalho seja devidamente rastredvel a um material /
padrao de referéncia, que por sua vez tenha sido calibrado com um Mate-
rial de Referéncia Certificado (MRC).

Os MRC, materiais/padrdes de referéncia, padrdes de trabalho
(analiticos) e demais padroes devem ser armazenados em local seco, quan-
do necessdrio protegido da luz, de preferéncia em baixas temperaturas
e sempre sob condi¢des controladas e monitoradas, visando diminuir as
taxas de degradacdo, contaminagdo ou perdas por evaporagdo. As condi-
¢Oes de armazenamento prescritas pelos fornecedores dos MRC e demais
padrées devem ser estritamente observadas.

N
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.5 Cadeia de Custdédia de Padroes de \
Trabalho (Analiticos)

Os padrdes de trabalho (analiticos) devem possuir cadeia de custé-
dia, para permitir total rastreabilidade sobre seu uso, qualidade, procedén-
Cia e origem.

As seguintes informag¢des devem constar da cadeia de custddia:
1. Cédigo de identificacdo (CAS);

2. Identificacdo da substancia (IUPAC, DCB/DCI, nome comum);
3. Procedéncia;

4. Origem;

5. Prazo de validade;

6. Pureza;

7. Andlises suplementares;

8. Quantidade adquirida;

9. Quantidade utilizada e destinagéao;

10. Quantidade restante;

11. Responséavel pelas informacdes.

I.6 Preparacao, Uso e Armazenamento de
Solug¢des Padrao

O processo de preparagdo das solugdes padrdo deve ser devidamen-
te registrado, identificando os componentes e as respectivas quantidades.
As solugdes devem ser devidamente rotuladas e datadas, acondicionadas
em recipientes adequados e hermeticamente fechados, para evitar perdas
de solventes voldteis e contaminagdes, e armazenadas a temperatura ade-
quada, se possivel entre 10°C e -18°C.

A preparacdo das solugdes padrdo deve ser baseada em sua massa,
usando balancas com resolugdo de pelo menos 0,01 mg, deve-se evitar pe-
sar massas de padrdes inferiores a 10 mg. A massa de tara (do recipiente de
pesagem) nunca deve ser inferior a 0,1 g, massa (carga) minima de calibra-
¢do das balancas analiticas, que sdo balancas da classe I (Portaria Inmetro
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ﬂ’ 236 de 1994), pois elas ndo podem ser calibradas abaixo de cem vezes a
sua divisdo de verificagao.

Recomenda-se que logo ap6s o seu preparo e acondicionamento em
frasco adequado, as solugdes padrdo sejam pesadas. Recomenda-se que
essa pesagem seja refeita antes e apds a utilizagdo de qualquer volume des-
sas solugdes. As datas e valores dessas pesagens e os nomes dos técnicos
que prepararam ou utilizaram a solu¢do padrao devem ser anotados para
controle (cadeia de custddia).

Solugdes padrio estoque (de referéncia) e de trabalho armazenadas
devem ser comparadas com solugdes recém-preparadas, para se averiguar
se hd diferencas nas concentragdes e, dessa forma, estabelecer o prazo de
validade de utilizac¢do.

O estabelecimento dos prazos de validade deve fazer parte dos pro-
cedimentos de validagdo do método analitico, caso o laboratério opte por
trabalhar com armazenamento de solugdes. Admite-se que a determinagéo
do prazo de validade seja conduzida de forma concorrente a rotina analitica.

O laboratério, para preparo de solug¢des padrao, necessita ser clima-
tizado e todas as operagdes devem ser realizadas sob uma faixa de tempe-
ratura previamente estabelecida.

I.7 Reagentes e suas Solug¢des

As especificagdes técnicas dos reagentes analiticos devem ser com-
pativeis com a finalidade de seu uso, de forma a evitar a ocorréncia de
contaminacdes e/ou interagdes que venham interferir na qualidade dos
resultados analiticos.

Os reagentes devem ser preferencialmente armazenados em suas
embalagens originais, nas condi¢des preconizadas pelo fabricante. O labo-
ratério deve manter controle efetivo sobre o estoque dos reagentes.

.8 Recepg¢ao, Armazenamento e Preparacao
de Amostras

As amostras recebidas no laboratério devem ser avaliadas em re-
lagdo aos aspectos de inviolabilidade e adequabilidade do recipiente de
contengdo, identificagdo, conservacgdo e quantidade encaminhada. Estan-
do as amostras de acordo com os requisitos de recepcdo, elas devem ser

N
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cadastradas e receber um cédigo, numérico ou alfanumérico, o qual seb
associado, no minimo, as seguintes informacoes:

1. Origem;

2. Data de recepcao;

3. Estado de conservacao;
4. Quantidade;

5. Tipo de amostra (especificacdo).

Ap6s a recepgdo, as amostras devem ser encaminhadas para a pre-
paracdo, antes da andlise, ou armazenadas de acordo com as suas peculia-
ridades e requisitos especificos.

1.9 Desenvolvimento e Otimiza¢ao do
Procedimento Analitico

O desenvolvimento e a otimizagdo de um procedimento analitico
ndo constituem sua validagdo e sim a precedem, como mostrado na Figu-
ra 1. No entanto, quando feito pelo laboratério, essas atividades trazem
muita expertise na execugdo do procedimento analitico e muitas informa-
¢Oes tteis para o planejamento e condugdo da validacéo.

A validagdo de um procedimento analitico sem sua prévia otimi-
zagdo intralaboratorial pode resultar no ndo atendimento aos requisitos
de validagdo, além de perda de tempo, trabalho e recursos do laboratdrio.

A otimizagdo interna do procedimento analitico inclui as calibracdes
dos instrumentos de medigdes, a verificagdo (qualificacdo) da adequagéo
dos instrumentos de medic¢des e das instala¢des do laboratério ao proce-
dimento analitico, bem como a verificagdo da adequacdo dos reagentes e
demais insumos analiticos, o treinamento dos analistas etc.

Na otimizagdo do procedimento analitico é feito um estudo dos
efeitos dos diversos fatores experimentais que podem afetar o resulta-
do analitico, procurando-se estabelecer as condi¢des experimentais que
produzam um resultado com acuracia adequados ao propésito de uso do
resultado analitico.

O procedimento de otimizagdo pode usar os planejamentos fatoriais
sequenciais, a metodologia de andlise de superficie de respostas [4,14,29,30]
ou os algoritmos ou métodos SIMPLEX [4,29,30,37]. As informagdes obti-
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das durante a otimizagdo do procedimento analitico constituem um estu-
do prévio de sua robustez.

Quando for necessério desenvolver um procedimento analitico para
uma combinac¢do analito-matriz (um dado analito em uma dada matriz) de
interesse, podemos iniciar por pesquisar se existe algum procedimento ja
desenvolvido para aquele analito, ou outra substancia com propriedades
quimicas semelhantes, na matriz de interesse ou em uma matriz semelhan-
te. Caso exista, usamos esse procedimento sem altera¢des para a andlise de
um MRC, ou uma amostra de controle, ou uma matriz branca fortificada,
da combinagdo analito-matriz de nosso interesse. Avaliamos entdo a vera-
cidade e a precisdo, i.e., a exatiddo ou acurdcia desse procedimento. Caso
a exatiddo do procedimento original ndo atenda ao propésito de uso, pro-
cedemos entdo a alteragdes desse procedimento, visando a sua adaptagdo
a combinacdo analito-matriz de nosso interesse.

Durante o desenvolvimento e a otimiza¢gdo de um procedimento
analitico, especial aten¢do deve ser dada a algumas de suas etapas, como
discutido a seguir:

1. No processo de extragdo, digestdo ou abertura a aliquota de
amostra utilizada deve ser totalmente desintegrada durante.
Excetuando os casos onde isso ndo é necessario ou é inapropria-
do (e.g. determinagéo de residuos presentes em superficies).

2. Durante o processo de concentragdo, especial atencdo deve ser
dada a etapa de evaporagdo do solvente, devido ao fato de que
alguns analitos podem ser perdidos por arraste. A temperatura
de evaporacdo deve ser a mais baixa possivel e um pequeno
volume de solvente, com alto ponto de ebuli¢do, deve ser utili-
zado de forma a minimizar o arraste. Nao se recomenda o uso
de corrente de ar, pela possibilidade de contaminagdo, oxidacao
e introducdo de umidade no sistema.

3. Aestabilidade do analito sob o processo de extragdo, no extrato
e sob a temperatura do injetor automético deve ser considera-
da e demonstrada durante o desenvolvimento do método. Caso
disponivel, a estabilidade do analito poderd ser demonstrada
por intermédio da apresentagdo de trabalhos cientificos publi-
cados, os quais deverdo ser anexados ao dossié de validagao.
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[.10 Validacao de Procedimentos Analiticos \

A validacdo é um estudo experimental e documentado que objetiva
demonstrar que o procedimento analitico avaliado é adequado a finalida-
de proposta, de forma a assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos.

E essencial que a validagdo seja realizada sobre o procedimento ana-
litico exatamente da forma que ele serd executado na rotina do laboratério.

O planejamento, a preparacdo e a execucdo da validagdo devem se-
guir protocolos de validagdo detalhados contemplando:

1. Adequagdo ao uso pretendido: finalidade e &mbito de aplicagdo;
2. Responsavel técnico do projeto;
3. Pessoal técnico envolvido com as respectivas responsabilidades;

4. Identificagdo das unidades, equipamentos/instrumentos uti-
lizados;

5. Procedimento Operacional Padrdo (POP) inicial de execugdo do
procedimento analitico para pré-validacao;

6. Parametros de desempenho e critérios de aceitagdo;
7. Experimentos de pré-validagdo e de validagdo propriamente dita;
8. Caracteristicas de desempenho dos equipamentos/instrumentos;

9. Qualificagdo dos materiais (padrdes, reagentes, amostras e ali-
quotas, entre outros);

10. Realizagdo dos experimentos da pré-validagdo: dados (regis-
tros) e conclusao;

11. Realizagdo dos experimentos da validacdo: dados (registros)
e conclusao;

12. POP final e definitivo para a execucdo do procedimento analiti-
co na rotina;

13. Relatdrio final de validagao.

Em se tratando de método normalizado, os pardmetros criticos (ve-
racidade e precisdo) devem ser avaliados com o intuito de demonstrar que
os procedimentos preconizados atendem aos critérios de aceitagdo estabe-
lecidos neste Manual.

/
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/ Caso sejam realizadas altera¢des no procedimento normalizado, a
validagdo devera ser conduzida na extensdo necessdria. No minimo, os
estudos de veracidade e de precisdo deverdo ser realizados.

Ap6s o término dos estudos de validagdo, o laboratério deve deixar
IMEDIATAMENTE DISPONIVEIS (o que significa produzir e deixar cépia
impressa pronta para ser entregue ao Mapa) os seguintes documentos, os
quais compordo o chamado Pacote de Validagdo do laboratério:

1. O procedimento de validacdo empregado pelo laboratério nos
estudos, escrito na forma de POP ou documento padronizado
do laboratodrio;

2. O respectivo relatério de validagdo. Neste relatério devem es-
tar claramente descritos os parametros de validagdo estudados
e os resultados obtidos, bem como uma avaliagdo sobre o cum-
primento dos critérios de aceitagdo para cada um dos parame-
tros estudados. Salienta-se que o relatério de validagdo néo se
resume apenas aos dados brutos, razdo pela qual se recomenda
a utilizacdo do modelo de relatério de validagdo estabelecido
pela CGAL/SDA;

3. Todos os dados brutos referentes a cada um dos ensaios e para-
metros estudados durante a valida¢do e constantes do respec-
tivo relatério.

Um fluxograma geral, mostrando as etapas de desenvolvimento e
otimizagdo do procedimento, sua validagdo, utilizagdo na rotina de andli-
ses e controle estatistico, é mostrado na Figura 1.

Em relacdo a validacdo e garantia da qualidade de procedimentos
analiticos, recomendamos a leitura e consulta das referéncias bibliogra-
ficas [34] e [57] do anexo XIII as quais, por sua relevancia e amplitude,
constituem-se em contribui¢des notdveis a esta drea do conhecimento, bem
como as referéncias [10], [15], [16], [29], [33], [34], [35], [36] e [47].

N
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Figura 1 — Delineamento experimental, fluxograma das etapas basicas
de desenvolvimento, validacdo e controle na rotina de um procedi-

mento de analise quimica
INiCIO

v

Desenvolver o procedimento
analitico

v

Otimizar o procedimento
analitico

v

Validagédo do
procedimento
analitico otimizado.
Ver Figura 3

Reotimizar o
procedimento >
analitico.

I

Parar o uso do
procedimento na
rotina.

*Rever
critérios
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validacao

Procedimento
validado

O procedimento
analitico ndo pode
ser usado na rotina

Causa do sim Utilizagdo do
descontrole procedimento «—
encontrada. analitico na rotina
Procedimento
novamente

sob controle.

Durante a rotina:
1. Fazer controles
periédicos com
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2. Construir cartas
de controle.

}

Procurar a causa da
falta de controle
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procedimento

Procedimento
sobre controle
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Nota: *Desde que os critérios legais de aceitacao estabelecidos sejam atendidos.
Fonte: Adaptado das refs. [15, 34, 57, 58]
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/ .11 Conducdes do Processo de Validagao

A validagdo de um procedimento analitico constitui o primeiro nivel
e primeira ferramenta da garantia da qualidade de um sistema de quali-
dade laboratorial. Os demais niveis do sistema de qualidade e suas fer-
ramentas sdo o controle de qualidade interno, a participagdo em ensaios
interlaboratoriais colaborativos e/ou de proficiéncia, culminando com a
acreditacdo do procedimento analitico validado (Figura 2 [34]).

Para minimizar a carga de trabalho do processo de validacdo, reco-
menda-se que seja adotado um planejamento cuidadoso e estatisticamente
consistente, que permita combinar ensaios de forma a determinar diferen-
tes parametros de validagdo em um mesmo experimento. A Figura 3 mostra
um fluxograma alternativo para a condugdo do procedimento de validagao.

Os experimentos de veracidade e precisdo podem ser combinados
se um MRC ou outro material de referéncia ou padrdo adequado for utili-
zado nas andlises quimicas, para o levantamento desses parametros.

Se o laboratério optar por determinar a repetitividade associada a
cada combinacdo de instrumentos analiticos, analistas, entre outras; o con-
junto desses dados também pode ser levado em consideragdo na estimagéo
da precisdo intermedidria (reprodutibilidade intralaboratorial).

Figura 2 — A validacdo de um procedimento analitico no contexto do
sistema de gestao da qualidade de um laboratoério

CREDENCIAMENTO
Mapa

Ensaios interlaboratoriais

Cartas de controle

Controle estatistico

Procedimento e
sistema analitico.
Escopo. Adequagao
ao proposito de uso

Incerteza de
medicao

Resultado analitico
confiavel, rastreavel e
comparavel

\iﬁte: Adaptado das refs. [34, 59].
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Figura 3 - Conduta do procedimento de valida¢do: delineamento ex-
perimental, fluxograma alternativo das etapas de valida¢ao
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Fonte: Adaptado das refs. [34, 57]
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fortificagdo de matriz
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PARTE 2

Parametros e Critérios de
Aceitacao de Desempenho de
um Procedimento Analitico




Parte Il \

Parametros e Critérios de Aceitacao de
Desempenho de um Procedimento Analitico

II.1 Niveis de Interesse Analitico

Os pardmetros e os critérios de validagdo aplicdveis as determina-
¢des dos analitos (residuos ou contaminantes) devem levar em conside-
ragdo o nivel de concentracdo de interesse, ou simplesmente o nivel de
interesse — limite mdximo permitido ou limite méximo de residuo (L) ou
teor maximo de contaminante (TMC) ou limite minimo de desempenho
requerido (LMDR), ou o limite de quantificagdo (LQ) ou assemelhados —
no qual alguma decisdo serd tomada.

Para as substancias permitidas (toleradas), devem ser levados em
consideracdo os Limites Maximos Permitidos (LMR ou TMC).

Quando ndo houver LMR ou TMC definidos para os analitos permi-
tidos, deve ser tomado como referéncia o valor arbitrado estabelecido nas
normativas publicadas pela drea competente do Mapa.

Para os analitos banidos ou proibidos, os laboratérios devem utilizar
como referéncia — o Limite Minimo de Desempenho Requerido (LMDR)
estabelecido nas normativas especificas.

Quando ndo houver LMDR definido para o método de quantifi-
cacdo do analito banido ou proibido, deve ser tomado como referéncia o
valor arbitrado estabelecido nas normativas publicadas pela drea compe-
tente do Mapa.

Alguns requisitos para técnicas especificas como espectrometria de
massas (EM) devem ser observados durante o processo de validacdo de
um procedimento analitico. Sdo apresentados, a seguir, critérios de desem-
penho aplicdveis a técnica de deteccdo por espectrometria de massas (EM).

/
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/ [I.2 Critérios de Desempenho Aplicaveis a
Deteccao por EM

Os métodos de espectrometria de massas (EM) sdo adequados como
métodos de confirmacdo, quando usados apés separagdo cromatografica.

A deteccdo por espectrometria de massas deve ser realizada com a
utilizagdo de técnicas de EM, tais como: registro de espectro total de massa
(varrimento total); monitoramento seletivo de fons (MIS) ou técnicas EM/
EM como monitoramento de reagdes multiplas (MRM) ou ainda EM/EM
combinadas com modos adequados de ionizagdo.

Quando a determinagdo por EM for efetuada por meio de varrimen-
to total, é obrigatdria a presenca no espectro de no minimo quatro fons com
intensidades relativas > 10% do pico base. Pelo menos quatro fons devem
atender ao critério das tolerancias maximas permitidas de intensidades re-
lativas de fons, expressas em porcentagem, conforme Tabela 1.

Quando a determinacéo for efetuada no modo MIS, o fon molecular
deve, de preferéncia, ser um dos fons diagnésticos selecionados; estes ndo
devem ter exclusivamente origem na mesma zona da molécula. A razédo
sinal/ruido para cada fon diagnéstico deve ser maior ou igual 3:1 e as in-
tensidades relativas de fons devem estar de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1 - Tolerancias maximas permitidas para as intensidades rela-
tivas de ions utilizando diversas técnicas analiticas de espectrometria
de massas

Intensidade relativa Sl lleg) e e BiE,

(% do pico de base) CG-EM (IE) LC/EM, CL_—EM/EM
(relativa)
>50% +10% +20%
20%-50% +15% +25%
10%-20% +20% +30%
<10% +50% +50%

Fonte: Decisdo 2002/657/CE Quadro 4 [10].

Deve-se verificar a variabilidade das intensidades relativas dos fons
no padrdo de calibragdo e amostras fortificadas.

Sempre que os fragmentos forem medidos com outra técnica que
ndo a do varrimento total, deve-se usar um sistema de pontos de identifi-
cacdo (Tabela 2).

Um minimo de quatro pontos de identificagdo é requerido no caso

de confirmacdo de substancias proibidas e um minimo de trés pontos de
identificacdo para substancias com Limite Maximo Permitido estabelecido.

\_
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Tabela 2 — Pontos de identificacdo de acordo com a técnica de espec\
trometria de massas utilizada

Pontos de
Técnica de EM Identificacao
Obtidos por lon
Espectrometria de massas de baixa resolucao 1,0
fon precursor (espectrometria de massa de baixa resolucao) 1,0
Produtos de transicao (espectrometria de massas de baixa resolucao) 1,5
Espectrometria de massa de alta resolucao 2,0
fon precursor (espectrometria de massas de alta resolucéo) 2,0
Produtos de transicao (espectrometria de massas alta resolucao) 2,0

Fonte: Decisao 2002/657/CE Quadro 5 [10].

Obs.: Cada fon s6 pode ser contabilizado uma vez. Nos produtos de transicdo estdo incluidos os produtos de
segunda e de terceira geracao.

A CG-EM com a utilizacao da ionizacao por impacto eletrénico é considerada uma técnica diferente da
CG-EM que utiliza a ionizacao quimica.

Diferentes analitos podem ser utilizados para aumentar o nimero de pontos de identificacdo apenas se
os derivativos resultarem de reacbes com mecanismos diferentes.

A Tabela 3 apresenta exemplos de ntimero de pontos de identifica-
¢do utilizando diferentes técnicas analiticas e suas combinagdes (n = 1).

Tabela 3 — Pontos de identificacdo utilizando diferentes técnicas anali-
ticas e suas combinagdes

m - Pontos de

CG-EM (IE ou IQ) N n

CG-EM (IE +1Q) 2 (IE) + 2 (IQ)

CG._EM () + CG-EM (1Q) 2 2 (Derivativo A) + 2 (Derivativo B) 4

derivativos)

CL-EM N n

CG-EM/EM 1 precursor + 2 fons produtos 4

CL-EM/EM 1 precursor + 2 ions produtos 4

CG-EM/EM 2 fons precursores, cada um com 5
um fon produto

CL-EM/EM 2 fons precursores, cada um com 5
um fon produto

CL-EM/EM/EM 1 precursor, 1 ion produto e:' 2 ions 5,5
produtos de primeira geracao

EM de alta resolucao N 2n

CG-EM e CL-EM 2+2 4

CG-EM e EM de alta resolucao 2 + 1 4

Fonte: Decisdo 2002/657/CE Quadro 5 [10].
Nota:n=1.

Detectores seletivos utilizados em CG ou CL, tais como captura
de elétrons (ECD), fotométrico de chama (FPD), de nitrogénio e fésforo
(NPD), arranjo de diodos (DAD) e de fluorescéncia (FL) s6 oferecem

J
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/seletividade limitada. Seu uso, mesmo em combinag¢do com colunas de
diferentes polaridades, pode fornecer somente evidéncia confirmaté-
ria limitada.

Essas limitagdes podem ser aceitdveis para os residuos frequente-
mente encontrados, especialmente se alguns resultados forem também
confirmados através de uma técnica de detecgdo mais especifica. Tais limi-
tagdes no grau de confirmacgdo devem ser mencionadas ao se apresentar os
resultados da andlise.

A Tabela 4 apresenta exemplos de métodos adequados para andlise
confirmatéria de substancias.

Tabela 4 — Exemplos de métodos adequados para andlise confirmatdria
de substancias

CGoulCeEM Se o nuimero suficiente de ions é monitorado
CL/DAD Se o espectro UV é caracteristico
CL/FL Em combinacdo com outras técnicas

TLC bidimensional (espectro-

; Em combinacdo com outras técnicas
fotometria)

Apenas se combinado com duas ou mais técnicas
de separacao*

Derivatizacao Se esta nao for o primeiro método de escolha
CLl/Imunograma Em combinacao com outras técnicas

CL/UVNVIS (com comprimento
de onda Unico)

CG/ECD, NPD, FPD

Em combinacdo com outras técnicas

Fonte: Codex Alimentarius Commission — Discussion Paper Methods of Analysis for Residues of Veterinary
Drugs in Foods-Cx/Rvdf 10/19/60, April 2010.

Nota: *Outros sistemas cromatogréficos (aplicando fases estaciondrias ou moéveis de diferentes seletividades)
ou outras técnicas.

[I.3 Curvas de Calibracao, Linearidade,
Sensibilidade e Faixa de Trabalho (FT)

Linearidade é a capacidade de o método produzir resultados direta-
mente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um
intervalo especificado.

De uma forma mais geral, a linearidade é a capacidade de o proce-
dimento analitico produzir curvas de calibracdo que podem ser adequada-
mente ajustadas pela equagdo de uma reta (funcéo afim).

A sensibilidade do procedimento analitico é principalmente deter-
minada pelo gradiente, a inclinagdo da curva de calibragdo. Se a curva de
calibragdo é uma reta, a sensibilidade é constante em toda a faixa de traba-
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lho e é determinada, principalmente, pela inclinagdo b da reta de calibD
¢d0. Se a curva de calibracdo ndo é retilinea, entdo a sensibilidade serd a
determinada principalmente pela derivada da curva de calibragdo. Neste
caso, a sensibilidade é varidvel com a concentragdo dentro da faixa de tra-
balho. Um dos fatores que pode reduzir o tamanho da faixa de trabalho é
a reducdo da sensibilidade (inclinagdo) da curva de calibragdo em algum
de seus extremos (o outro fator é a incerteza de medic¢do, como serd discu-
tido na posteriormente na § I1.7.2). Por exemplo, se a curva de calibragdo
é um poliné6mio de segundo grau com concavidade para baixo, entdo a
sensibilidade diminui com o aumento da concentragdo, e pode ocorrer que
acima de uma dada concentragdo a inclina¢do da curva se torne muito pe-
quena, tendendo a zero, formando por exemplo um plateau. Nesse caso
pode ocorrer que a faixa de trabalho v4 do limite de quantificagdo (LQ), em
unidades e de concentra¢do do analito na amostra de ensaio (no dominio
da amostra de ensaio) até uma dada concentracdo maxima, que ainda tem
incerteza de medi¢do menor que a incerteza méaxima aceitdvel (Imax), mas
cuja sensibilidade se tornou inaceitavelmente pequena.

Tendo em vista que o objetivo principal das anélises realizadas para
0 PNCRC ¢ avaliar se as amostras estdo ou nao violadas, a curva de cali-
bragdo deve ser construida de forma que o limite maximo permitido se
encontre preferencialmente préximo da regido central da curva de cali-
bragdo, o centroide, ou préximo do baricentro, dependendo se a curva de
calibragdo é homosceddstica ou heterocedastica, respectivamente.

No caso de substancias banidas, o LMDR deve estar contemplado
na curva de calibragéo.

11.3.1 Procedimento de Estimacao e Critérios de Aceitacao da
Curva de Calibracao e da Linearidade

Trés sdo os tipos possiveis de curva de calibracdo que podem
ser elaboradas:

1. CCAS-Curva de Calibragdo do Analito em Solucédo: construida
a partir dos padrdes de calibracdo do analito puro em solvente.
Este tipo de curva de calibracdo somente poderad ser utilizado se
comprovada a inexisténcia do efeito de matriz.

2. CCMBF - Curva de Calibragdo da Matriz Branca Fortificada:
construida a partir da matriz branca fortificada com os padrdes
de calibragdo do analito puro.

3. CCEMBEF - Curva de Calibragdo do Extrato da Matriz Branca
Fortificado: construida a partir do extrato da matriz branca for-

tificado com os padrdes de calibracdo do analito puro.
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/ De uma forma geral, o planejamento de elaborac¢do da curva analiti-
ca deve contemplar os seguintes critérios:

O ntimero de niveis de concentragdo das solugdes padrao de calibra-
¢do, designado por I, deve ser no minimo cinco, I = 5.

Cada i-ésimo nivel de concentragdo deve ter sua solugdo prepara-
da independentemente no minimo trés vezes, | = 3. Isso resultard em um
ntmero total N de solucdes de calibracdo independente iguala N =1 x].

Cada uma das N_solugdes de calibragdo deve ser medida (injetada,
apresentada) no instrumento de medicdo analitica um nimero L de vezes.
Isso resultard em um niimero total de leituras da resposta instrumental
igualaN =T X]JXL=N XL.SeL=1entioN =N,

1. O namero total de respostas instrumentais N, deve ser igual ou
superior a 30 (N > 30).

2. Todas as Ny leituras instrumentais devem ser feitas aleato-
riamente.

Dessa forma, as curvas analiticas devem ser obtidas a partir de, no
minimo, cinco niveis (I = 5) de concentracio, preferencialmente distribuidos
de forma equidistante, se as respostas instrumentais forem homosceddsticas.

Todos os i-ésimos niveis de concentracdo da curva de calibracdo de-
vem ser preparados em pelo menos trés réplica (J = 3). Cada j-ésima réplica
da i-ésima concentracdo deve ser lida (injetada, inserida, apresentada, co-
locada) no instrumento de medicdo analitica no minimo uma vez (L > 1).

As ] replicatas de cada nivel de concentracdo devem ser replicatas
independentes, e ndo somente subaliquotas de uma mesma solucao de ca-
libragdo. Isso significa que as ] solugdes padrdao de uma mesma concentra-
¢do devem ser preparadas independentemente e injetadas no instrumento
de medicdo analitica L vezes cada (L = 1).

As leituras (medidas instrumentais das solucdes padrdo de calibra-
¢do) devem ser feitas em ordem aleatéria, inclusive as leituras das solugées
padrao de calibracdo de mesma concentracdo, adotando-se os devidos cui-
dados para evitar contaminagdes cruzadas.

Os ajustes das curvas de calibracdo ndo devem ser forcados a passar
pela origem (pelo zero).

Se os desvios-padrao de repetitividade da resposta instrumental em
cada nivel de concentracdo (syi) da curva de calibragdo nédo forem estatisti-
camente iguais, sugerindo heterocedasticidade, significa que os dados da
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calibracdo devem ser tratados pelo Método dos Minimos Quadrados Po)
derados (MMQP) — ver Anexo VI.

No caso de homoscedasticidade podem ser usados ambos os Mé-
todos dos Minimos Quadrados Ordinarios (MMQO) — ver Anexo I — ou o
MMQP. Observagdo: o MMQO ¢é um caso particular do MMQP, assim no
caso de homoscedasticidade ambos 0s métodos levam ao mesmo resultado.

No entanto, como 0 MMQO é um caso particular do MMQP, a utiliza-
¢do deste dltimo é sempre correta e recomendada, eliminando, no caso, a ne-
cessidade de se fazer o teste de homoscedasticidade da curva de calibragdo.

Em ambos os casos, os pardmetros da reta de calibragdo — o inter-
cepto e a inclinagdo — devem ser estimados, assim como suas incertezas
(desvios-padrdo), s, e s, respectivamente, e a covariancia, S5 =cov(a,b),
entre eles.

A faixa linear de trabalho deve compreender os valores de LMR
ou LMDR por meio da equivaléncia funcional estabelecida pela curva
de calibracao.

A avaliagdo dos parametros ajustados da curva de calibragdo, de sua
qualidade e da linearidade deve ser conduzida conforme indicado do Ane-
xo [ ao Anexo VI e nos fluxogramas das figuras 4 e 5.

Caso seja verificado que a curva de calibracdo nao € estatisticamente
bem representada por uma reta (fungdo afim), pode-se proceder ao ajuste
da curva de calibragdo outras fungdes, incluindo os polindmios de ordem
superior a um (curva de calibracdo polinomial). Deve-se evitar polindmios
de graus altos. Polindmios de até terceiro grau devem satisfazer a quase
totalidade das situagdes experimentais.

A solugdo analitica geral para a regressdo de polindmios de grau um
(reta), grau dois (pardbola) ou graus maiores pelos métodos dos Minimos
Quadrados Ordinarios (MMQO) ou Ponderados (MMQP) ou Generali-
zados (MMQG) envolve calculo matricial [29,31,48,49,50,51]. Ela é mais
complexa, mas perfeitamente factivel em qualquer computador pessoal.
Com essa solucdo analitica, além de obter os valores dos parametros ajus-
tados, tem-se também a matriz das varidncias e covaridncias dos parame-
tros ajustados. Os elementos dessa matriz sdo usados na lei de propagagao
das incertezas para se estimar a incerteza de calibragdo na concentragdo do
analito interpolada na curva de calibragao.

/
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ﬂigura 4 — Ajuste da curva de calibracdo da resposta instrumental (RI)
versus a concentragdo das solu¢des padrao de calibragdo. Procedimen-
to para a escolha da regressao pelo MMQO ou pelo MMQP. Estimacao
dos parametros de ajuste suas incertezas e covariancias. Avaliacao da
qualidade dos dados e do modelo ajustado por inspecao visual (grafi-
ca) dos residuos e tratamento de valores extremos (espurios, duvido-
sos, aberrantes, outliers) — Continua na Figura 5

INiClO
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inclinagdo b, dos desvios padréo s, |
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Figura 5 — Avaliacdo da qualidade do ajuste: Teste r para a IinearidaD
entre x e y no caso da reta. Teste de r para a linearidade entrey ey

no caso de ajuste polinomial
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1.4 Seletividade e Efeito Matriz

A seletividade é a extensdo na qual um procedimento analitico pode
determinar analito(s) particular(es) em mistura(s) ou matriz(es) sem a in-
terferéncia de outros componentes de comportamento semelhante. Portan-
to, é a capacidade do procedimento analitico de discriminar entre a subs-
tancia a analisar e substancias anédlogas (isdbmeros, metabdlitos, produtos
de degradacao, substancias endégenas, componentes da matriz, isébaros
e componentes que possam gerar interferéncia poliatdmica, entre outras).

A verificagdo da seletividade do procedimento analitico deve ser
realizada a partir da comparacdo entre os sinais (resposta instrumental)
advindos do processamento da matriz, do extrato/digerido da matriz for-
tificada e do analito puro em solvente.

/
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/ Algumas técnicas instrumentais, como espectrometria de massas aco-
plada a cromatografia, podem ser altamente seletivas, garantindo uma iden-
tificagdo inequivoca do analito e nenhum ou quase nenhum efeito de matriz.

Efeito Matriz é um estudo de seletividade que objetiva averiguar
possiveis interferéncias causadas pelas diversas substancias que compéem
a matriz amostral, gerando, basicamente, fendmenos de diminui¢do ou
ampliagdo do sinal instrumental ou resposta instrumental.

O estudo de efeito matriz ndo necessita ser realizado no caso de se
utilizar uma curva de calibragdo CCMBF E CCEMBFE.

1.4.1 Procedimento de Determinacao do Efeito Matriz

Preparar uma curva de calibracdo CCAS com no minimo cinco ni-
veis [ de concentracdo (I = 5), usando solug¢des padrdo de calibragdo, ndo
matrizadas, de analito puro em solvente puro.

Analisar, usando a CCAS, amostras elaboradas no minimo em trés
niveis de fortificagdo, de tal forma que o limite permitido se encontre pre-
ferencialmente na regido central dos niveis. Um minimo | de seis réplicas
(J = 6) por nivel de fortificagdo de:

1. Analito em solvente puro (amostra ndo matrizada);

2. Analito em matriz branca ou em extrato/digerido de matriz
branca (amostra matrizada).

Ap6s as andlises replicadas dessas amostras matrizadas e ndo matri-
zadas, realizadas usando a CCAS, proceder a avaliagdo dos resultados das
concentra¢des do analito obtidas nas vdrias fortificagdes analisadas como
indicado a seguir.

1.4.2 Procedimentos de Avaliacao e Critérios de Aceitacao do
Efeito Matriz

Utilizando os dados obtidos dos experimentos, usando a CCAS, de
anélise do analito em solvente e dos extratos/ digeridos de matriz bran-
ca fortificados: aplicar o teste F (Fischer-Snedecor), de homogeneidade de
variancias, para verificar se as varidncias das amostras ndo matrizadas e
matrizadas podem ser consideradas estatisticamente iguais, em cada nivel
i de fortificacdo.

Para tanto, aplicam-se os seguintes cdlculos para cada nivel i de
concentragéo (fortificagdo), comparando-se amostras ndo matrizadas com
aquelas matrizadas:
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Onde:

2 2 . A . -
S:, e S;,sdo as variancias das sextuplicatas das amostras ndo ma-
trizadas e matrizadas, em cada nivel de concentrag¢do, com a maior
varidncia no numerador.

Ao mesmo tempo, obtém-se o valor critico tabelado de Fcrit avilvi2,
com v, -1 =5 graus de liberdade no numerador e v , -1=5
graus de hberdade no denominador. Adotar um nivel de mgmﬁcanaa
a = 0,05 (5%) ou nivel de confianca 1 — o = 0,95 (95%).

Se em um dado nivel de concentracio i o valor de F calc,i for menor
que o F crit,a,vi1,vi2, s varidncias desse nivel de concentracdo podem ser
consideradas iguais, ou seja, a matriz ndo tem efeito importante sobre
a precisdo do método nesse nivel de fortificacdo i considerado. Nesse
caso, os desvios-padrao desses dois grupos de andlises podem ser agru-
pados e a igualdade das médias dos dois conjuntos de amostras pode
ser testada com a distribuicdo ¢ de Student: comparagdo das médias de
concentragdo do nivel i.

Desse modo, calculam-se:
1. %1 e Xi2 = médias das concentragdes do analito em amostras
“com matriz” (extrato/digerido de matriz branca fortificado) e
“sem matriz” (analito puro em solvente puro), respectivamente,
em cada nivel de concentragdo (fortificacdo).

2. s, es,, = desvios-padrdo das concentragdes do analito no

i-ésimo nivel de fortificagdo.

3. O valor da estatistica f

cale,i’

Onde:
2 2
o _ (-1 +(n, 1),
(r\,ﬁﬂ,z-z) (3)
. n,, en,,=sdo os nimeros de replicatas nas amostras 1 e 2 (ndo ma-

trizada e matrizada ou vice-versa). J
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K O valor critico tabelado de tcrit,a,v é obtido, para cada nivel i, a
partir da tabela da distribui¢do de Student para (v, = n,; + n,, — 2) graus
de liberdade e nivel de significancia a = 0,05 (5%) ou nivel de confianca
1-a=0,95(95%).

Se em um dado nivel de concentragdo i o valor de Fcalclj for maior
que o F critavil,vi2, as varidncias ndo podem ser consideradas estatistica-
mente iguais no nivel de fortificagdo i considerado. Verifica-se entdo o efei-
to de matriz com a distribuicdo ¢ de Student, usando a seguinte equacao:

)

Neste caso, para a obtencdo do valor critico tabelado tc .. ,ona-

rit, o,V
mero de graus de liberdade para cada nivel i é igual a:

2 2 2
Siq + Sin
n;, n;,
2 2 2
2 2
AN
n;, n; ,
+

n,sl +1 l’ll.’2 +1 (5)

V. =

1

Se o valor de tmlcﬂ- calculado pela eg. (2) ou pela eg. (4), conforme o
caso, for menor que o {4, pode-se concluir que a matriz ndo afeta o
ensaio no i-ésimo nivel de fortificacdo.

Se o valor de f,,, ; calculado pela eq. (2) ou pela eq. (4), conforme o
caso, for maior que o tcrim’\, , pode-se concluir que a matriz tem um efeito
estatisticamente significante sobre o resultado.

Para aceitacdo da ndo existéncia de efeito matriz, ndo deve haver
efeito matriz em nenhum nivel de concentracdo das fortificacdes.

1.4.3 Procedimento Alternativo para Determinac¢ao do
Efeito Matriz

Outro procedimento, mais simples, para verificar a existéncia do
efeito de matriz, consiste em comparar os interceptos e as inclinagdes de
um par de curvas de calibracao.

As curvas de calibracdo devem ser construidas a partir de solugdes
de calibragdo de analito puro em solvente puro (CCAS) e de solugdes de

N
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calibracdo matrizadas obtidas da fortificagdo de extrato/digerido de m)
triz branca (CCEMBF).

Ambas as curvas de calibragdo devem contar com no minimo cinco
(I =5) niveis de concentra¢do, um minimo de trés (J = 3) repreparos inde-
pendentes das solugbes de calibragdo e N, = 30.

As comparag0es estatisticas dos pares de interceptos e inclinagoes
sdo feitas como mostrado na Parte V- Ampliagio do Escopo do Procedi-
mento Analitico Validado: Inclusdo de Analito ou Matriz em Procedimento
Analitico Validado.

Caso os resultados desses procedimentos indiquem a presenca de
efeito matriz, o analito deve ser quantificado na rotina, adotando-se uma
das possibilidades a seguir:

1. Usar solugdes de calibracdo obtidas de material de referén-
cia certificado.

2. Usar solugdes de calibragdo obtidas da matriz branca fortificada
ou extrato de matriz branca fortificado com o analito.

3. Promover mudangas no procedimento analitico de forma a eli-
minar o efeito de matriz, alterando, por exemplo, o pré-trata-
mento da amostra ou a separagdo do analito ou as condi¢des e a
detec¢do do analito.

4. Analisar as amostras de ensaio pelo método de adigdo.

II.5 Veracidade/Recuperacao

O vocabuldrio internacional de metrologia define a veracidade
como: “grau de concordancia entre a média de um nitimero infinito de va-
lores medidos repetidos e um valor de referéncia”.

A veracidade é a concordancia entre a média de um nimero sufi-
cientemente grande de resultados de um ensaio e o valor de referéncia
aceito convencionalmente como verdadeiro.

A veracidade estd inversamente relacionada ao erro sistemético ou a
correcdo ou ao fator de correcéo.

A determinagdo da veracidade deve ser feita por intermédio de
ensaios de recuperagdo utilizando-se material de referéncia certificado —
MRC. Caso ndo haja MRC disponivel, a determinacdo da recuperacao deve
ser feita por intermédio de matriz branca fortificada. Na falta de uma ma-
triz branca pode-se usar uma amostra de ensaio com baixa concentragdo

do analito. J
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/ Nao se deve confundir a recuperagdo com a eficiéncia de extracdo
ou de digestdo da amostra. A recupera¢do mede a tendéncia total do pro-
cedimento analitico e, portanto, é uma expressdo de sua veracidade.

A recuperacgdo tem por objetivo corrigir o resultado da andlise dos
erros sistemdticos oriundos dos efeitos de extracdo ou digestdo e das per-
das advindas de todas as etapas da marcha analitica, realizadas até a lei-
tura da resposta instrumental, tais como limpeza (clean-up), dilui¢des ou
pré-concentracao, derivatizagdes, secagens.

Para corrigir o resultado pela recuperagdo, pode-se usar o fator
de recuperacdo, f,_, cujo inverso é o fator de correcdo de recuperacao,
FC, =1 / f... € é portanto, um fator multiplicativo; ou usar uma corregao
de recuperagao, C,_, que é uma parcela aditiva.

O fator de recuperagéo f, , ou o fator de corregdo da recuperagdo
FC,_ou a corregdo de recuperagdo C, _deve ser inserido na fungéo de me-
dicdo (modelo de medigdo) ou equagdo do mensurando para fins da esti-
magdo da incerteza de medi¢do, mesmo se a corre¢do de recuperagdo nido
for efetuada.

I.5.1 Procedimento de Determinacao da Veracidade/
Recuperacao

Analisar seis réplicas de Material de Referéncia Certificado (MRC)
ou de matriz branca, antes e apds fortificagdo com os padrdes de calibra-
¢do, em no minimo trés niveis de concentracéo (alta, média e baixa).

Para as substancias permitidas, os limites de interesse estabelecidos
(LMR/TMC) devem se encontrar preferencialmente na regido central dos
niveis de concentracdo da curva de calibracgao.

Para as substancias banidas, o LMDR deve estar préximo ao Menor
Nivel Calibrado (MNC).

Quando a recuperagdo é obtida a partir de fortificacdes de matriz
branca, o fator de recuperagéo f,__é calculado pela equagéo:

Cc. —¢C
f;ec =— o XIOO
Cad (6a)
Onde:
° c, = teor medido ap6s fortificagdo da matriz branca;
° c,, = teor medido na matriz branca nao fortificada, i.e., antes
\\ da fortificagdo;
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o c,, = teor do analito puro adicionado a matriz branca. \

Quando a recuperagdo € obtida a partir do uso do MRC, o fator de
recuperacao é calculado por meio da equacao:

C
. “med
ﬁec,MRC - X 100

CMRre (6b)
Onde:
° C,.q = teor medido na anélise do MRC;
] Cyre = teor declarado no certificado do MRC.

Dependendo se o estudo de determinagdo da recuperagdo foi feito
com Matriz branca fortificada ou com MRC, a corregdo de recuperagédo C__
é calculada pelas seguintes equagdes, respectivamente:

Coe =Cy + Cad -G (6¢)

Crec,MRC = C'MRC - Cmed (6d)

Para corrigir o resultado usando o fator de recuperacgao, multipli-
ca-se o resultado ndo corrigido pelo fator de corre¢do de recuperacdo,
igual ao inverso do fator de recuperagdo. Independentemente se o fator
de recuperacao foi obtido através de fortificagdo ou com MRC:

Fcrec - 1 /frec ou FCrec = 1 /frec,MRC (6e>

Calcular o fator recuperagdo médio e/ou a corre¢do de recuperacdo
média e o coeficiente de variagdo (CV) em cada nivel de concentragdo do
estudo de veracidade/ recuperagéo.

1.5.2 Critérios de Aceitacao da Veracidade/Recuperacao

A veracidade do procedimento analitico medida pela eq. (6a) ou
eq. (6b) deve estar compreendida dentro de intervalos especificados por
norma, legislagdo especifica, contrato com o cliente, ou na falta desses,
especificados internamente no laboratério ao redor de 100%, de acordo
com as respectivas faixas de concentragdes. Excepcionalmente, valores
fora das faixas especificadas poderao ser aceitos desde que devidamen-
te justificados.

A Tabela 5 apresenta os critérios de aceitagdo para a veracidade,
aplicdveis a andlise de residuos e contaminantes em produtos de ori-

gem animal.
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ﬂ:\bela 5 — Faixas de Aceitacao do Fator de Recuperacdo acima e abaixo
de 100%

Concentragdo (C) Intervalos (%)

c <1 ugkyg -50 % a +20%
1 ng/kg < c < 10 ng/kg -30 % a+10 %
c =10 ug/kg -20 % a+10 %

Fonte: Decisao 2002/657/CE, Quadro 2.

1.6 Precisao

E a estimativa da dispersdo de resultados entre ensaios independen-
tes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes,
em condig¢des definidas.

As trés maneiras de expressa-la sdo por meio da repetitividade, da
precisdo intermedidria (ou reprodutibilidade interna ou reprodutibilidade
intralaboratorial) e da reprodutibilidade. Sendo que a reprodutibilidade de
um procedimento analitico somente pode ser estimada mediante a participa-
¢do de um ensaio interlaboratorial colaborativo (EC), raramente disponivel.

1.6.1 Repetitividade

E a precisdo intracorrida, ou seja, é o grau de concordancia entre os
resultados de medig¢des sucessivas, efetuadas sob as mesmas condi¢des de
medicéo (ver defini¢des no Anexo X).

1.6.2 Precisdo Intermediaria ou Reprodutibilidade
Intralaboratorial

Também denominada reprodutibilidade interna, refere-se a preci-
sdo intermedidria avaliada sobre a mesma amostra, amostras idénticas ou
padrdes, utilizando o mesmo método, mesmo laboratdrio, mas alterando
algumas condicdes, tais como: dias de andlise, analistas, equipamentos e
condi¢Ges ambientais, entre outras, se necessario.

1.6.3 Procedimento de Determinacao da Repetitividade

Preparar e analisar um conjunto de amostras constituidas de ma-
trizes brancas fortificadas ou de MRCs, no minimo em trés niveis de con-
centragdo, com as substancias a analisar, de tal forma que os limites per-
mitidos se encontrem preferencialmente na regido central dos niveis de
concentra¢do e o LMDR seja contemplado, conforme se trate de substan-

\iias permitidas ou banidas.
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Para cada nivel, a andlise deve ser realizada em, pelo menos, sei“
réplicas independentes.

Calcular a concentragdo determinada para cada amostra replicada.

Calcular as concentragdes médias, os desvios-padrdo de repetitivi-
dade (s,) e os coeficientes de variagdo de repetitividade (%) das amostras
fortificadas em cada nivel de concentragao.

1.6.4 Procedimento de Determinacdo da Precisao Intermediaria
ou Reprodutibilidade Intralaboratorial

Preparar e analisar um conjunto de amostras constituidas de ma-
trizes brancas fortificadas ou de MRCs, no minimo em trés niveis de con-
centragdo, com as substdncias a determinar, de tal forma que os limites
permitidos se encontrem preferencialmente na regido central dos niveis e
concentragdo e o LMDR seja contemplado, conforme se trate de substan-
cias permitidas ou banidas.

Para cada nivel de concentracdo, a andlise deve ser realizada em,
pelo menos, seis réplicas independentes.

Repetir estes passos pelo menos mais duas vezes em dias diferentes,
variando sempre que possivel os operadores, os instrumentos, as condi-
¢Odes ambientais, lotes de reagentes e solventes, entre outros fatores expe-
rimentais. Assim o estudo da precisdo intermedidria constitui-se essen-
cialmente de repetidos estudos de repetitividade em diferentes condi¢des
experimentais dentro de um laboratdério.

Calcular a concentragdo detectada para cada amostra replicada.

Calcular a concentragdo média, os desvios padrao de reprodutibili-
dade (s,) e os coeficientes de variacdo para cada nivel de concentragdo das
amostras fortificadas, combinando todos os resultados de cada nivel.

1.6.5 Critérios de Aceitacao da Precisao

Em condigbes de repetitividade, o coeficiente de variacdo deve tipi-
camente situar-se abaixo de dois tergos dos valores apresentados na Tabe-
la 6 conforme a faixa de concentragdo.

No caso de anélises repetidas de uma amostra em condig¢des de re-
produtibilidade intralaboratorial, o coeficiente de varia¢do intralaborato-
rial da média ndo deve exceder aos valores da Tabela 6.
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ﬂ:\bela 6 — Critérios de Aceitacdo da Reprodutibilidade

Concentragao (c) Coeficiente de Variacdo (CV) (%)

c < 1 ug/kg 35
1 ng/kg < c< 10 ng/kg 30
10 ug/kg < ¢ < 100 ug/kg 20
100 ug/kg < c < 1 mg/kg 15
1 mg/kg < ¢ <10 mg/kg 10
10 mg/kg < c < 100 mg/kg 7.3
100 mg/kg < c < 1 g/kg 53
1 g/kg <c< 10 g/kg 3,7
10 g/kg < c < 100 g/kg 2,7
100 g/kg < c < 1 kg/kg 2,0
Nota: CV = u(c, J)c, . isto & o coeficiente de variacdo € igual a incerteza combinada da concentragao do

analito dividido pela prépria concentragao do analito.

[I.7 Limites de Deteccao (LD), Limite de
Quantificacao, (LQ), Limite de Decisao (CCa)
e Capacidade de Deteccao (CCP)

I.7.1 Limite de Deteccao (LD)

Esse termo é definido no VIM como: “Valor medido, obtido por um
dado procedimento de medigdo, para o qual a probabilidade de declarar
falsamente a auséncia de um componente em um material é §, sendo a a
probabilidade de declarar falsamente a sua presenga” (ver Anexo X).

Essa definigdo é completamente equivalente a definicdo de limite
minimo detectdvel da varidvel liquida de estado da norma ISO 11843 [24,
25] e com a defini¢do de Capacidade de Detec¢do (CCB) para substancias
banidas da Decisdao 2002 /657 /CE [10].

Assim, o valor de CCa calculado no nivel de concentragdo zero
(como no caso de uma substancia banida) é o limite de detec¢gdo, mesmo
para as substancias toleradas, e essa é a abordagem que recomendamos.

1.7.2 Limite de Quantificacao (LQ)

O VIM ndo define esse termo. Vdrias defini¢des e diferentes proce-
dimentos sdo apresentados na literatura e em diferentes normas interna-
cionais (ver Anexo X).

A grande maioria das defini¢des de LQ da literatura é consistente
com a seguinte defini¢do: “O limite de quantificacdo é a menor concentra-

N
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¢do ou teor que pode ser quantificada com a maior incerteza aceitdvel h
Incerteza Méxima Aceitdvel (Imax)”.

Portanto, para se determinar o LQ é preciso estabelecer primeira-
mente, seja por lei ou resolucao legal de organismo normalizador nacional,
por norma nacional ou internacional, por acordo contratual ou informal
com o cliente ou, na falta das alternativas anteriores, por decisdo interna
do laboratério, qual é a Imax para cada combinacédo analito-matriz do es-
copo analitico. Essa abordagem é por critério ou baseada nos riscos.

Para calcular o LQ usando a Incerteza Maxima Aceitdvel, proce-
de-se ao célculo da incerteza da medicdo analitica, conforme mostrado
na secdo 8 — Incerteza de Medicdo Analitica, da Parte 11, para concentrag¢des
cada vez mais baixas do analito, a partir do nivel mais baixo calibrado,
até se encontrar a concentragdo que atinge a Imax.

Esse mesmo procedimento pode ser usado para estabelecer o limite
superior de concentragdo (csup/ImaX), acima do nivel mais alto calibrado, a
partir do qual a Imax é ultrapassada. Lembrar que a incerteza de medigdo
sempre aumenta a medida que nos distanciamos do baricentro da curva
de calibracdo. Dessa forma é possivel estabelecer uma “faixa de trabalho”
usando critérios estatisticos e metrolégicos. Nesse sentido, a faixa de tra-
balho (FT) é estatisticamente definida pelo intervalo de concentracdo den-
tro do qual a incerteza de medicao é inferior ou igual a Incerteza Méxima
Aceitavel (Imax):

LQ < FT < ¢

sup,” max

Os conceitos de limite de decisdo e limite minimo detectdvel da varia-
vel liquida de estado foram introduzidos pela norma ISO 11843 [24,25] com
0 objetivo de propor um método para determinar o limite a partir do qual
um sistema de medicdo pode ser declarado diferente do seu estado bdsico.

1.7.3 Limite de Decisao (CCu) e Capacidade de Deteccao (CCp)

Sao parametros definidos na Decisdo 2002 /657 / CE [10] que medem
o desempenho do procedimento analitico, levando em consideragéo a in-
certeza da medigdo no nivel de concentragdo no qual se toma alguma deci-
sd0, o chamado nivel de interesse.

1.7.4 Procedimento de Determinac¢do do CCa

De acordo com a série de normas ISO 11843 [24,25], os cédlculos do
CCa devem ser realizados, preferencialmente, utilizando a curva de cali-
bragdo adequada para o procedimento analitico, conforme escolha feita

/
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ﬁs secOes 3 — Curvas de Calibragio, Linearidade, Sensibilidade e Faixa de Traba-
lho e 4 — Seletividade e Efeito Matriz, da Parte IL.

I.7.5 Limite de Decisao (CCo) para Substancias Permitidas (o = 5%)

Usando os dados dos pontos de trés curvas de calibracdo, adequa-
das ao procedimento analitico com niveis de concentra¢cdo em torno da
concentrac¢do do limite definido (ver as se¢bes 3 — Curvas de Calibragio, Li-
nearidade, Sensibilidade e Faixa de Trabalho e 4 — Seletividade e Efeito Matriz, da
Parte II) e medidas em trés dias diferentes, calcular:

CCa=LMR + 1, 64xucLMR 7)

Onde:

. CCo: é o valor da concentracdo do analito correspondente ao CCa
nas unidades de concentracdo do resultado final.

o LMR: é a concentra¢do do LMR nas mesmas unidades de concentra-
¢do do resultado final.

] U1 MR: é a incerteza combinada na concentragdo do analito no nivel
do LMR, levando em consideragdo a incerteza de amostragem, se dis-
ponivel; a incerteza de reprodutibilidade intralaboratorial; a incerteza
de recuperacdo e a incerteza de calibragdo no nivel de concentragdo
do LMR obtida da curva de calibracdo conjunta de trés dias.

Para determinar MCL MR procede-se da seguinte forma:

1. Construir uma curva de calibracdo conjunta de trés dias, jun-
tando em uma tinica curva de calibragdo todos os pontos de trés
curvas de calibracdo obtidas em trés dias diferentes, consecuti-
VOS Ou nao.

2. Ajustar a essa curva de calibragdo conjunta de trés dias a reta
de calibragdo pelo MMQO ou MMQP, conforme necessario (ver
secdo 3 — Curvas de Calibragio, Linearidade, Sensibilidade e Faixa
de Trabalho, da Parte II, e Anexo I a Anexo IV ou Anexo VI a
Anexo IX).

3. Calcular l/l . usando uma ou outra das equagdes eq. (A.IV.1a),
eq. (A. IVIb) ou eq. (A.IV.1c) do Anexo IV no caso de ajuste pelo
MMQO; ou as equagdes eq. (A.IX.1a), eq. (A.IX.1b) ou eq. (A.
IX.1c) do Anexo IX no caso de ajuste pelo MMQP. Nessas equa-
coes fazer x* =x, . € V' =V_ . \x Yz © @ resposta instru-

mental calculada para x,,,, na curva de calibracdo conjunta de

N
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trés dias. Também os demais parametros dessas equagdes —N
intercepto, a inclinacdo, suas incertezas ou desvios padrdo e a
covariancia cov(a,b) — sdo aqueles obtidos na curva de calibra-
¢do conjunta de trés dias.

4. Calcular ucLMR = uc(canal) usando a eq.(15) Corpo mostrada
no item 8.2 — Cdlculo da Incerteza pela Metodologia Top-Down,
da Parte II.

5. Usarnaeq.(15) Uronro = Sreprot "

Caso o laboratério ndo queira utilizar os dados da curva de calibra-
¢do conjunta, poderd utilizar o CCa calculado a partir dos resultados de
andlise de pelo menos 20 matrizes brancas fortificadas na concentra¢do do
LMR, por tipo de matriz analisada no escopo do procedimento validado.
Dessa forma, CCa serd calculado por:

CCO{ =LMR + 19 64 X SreproLMR (8>

Onde:

. S o’ € O desvio-padrao amostral das concentragdes determi-
nadas dessa série de 20 andlises no nivel de concentracdo do
LMR, em condigdes de precisdo intermedidria ou reprodutibili-

dade intralaboratorial.

Para obters,, ., podem ser usados os dados do ensaio de repro-
dutibilidade interna do laboratério. A partir desses dados pode-se obter
um modelo matemadtico da reprodutibilidade intralaboratorial em fungdo
da concentragdo, por meio de um ajuste pelo método dos minimos quadra-
dos (linha de tendéncia no Excel).

1.7.6 Limite de Decisao (CCu) para Substancias Banidas (o = 1%)

Usando os dados dos pontos de trés curvas de calibracdo adequa-
das ao procedimento analitico, com niveis de concentracdo em torno da
concentragdo do LMDR definido (ver as sec¢des 3 — Curvas de Calibracdo,
Linearidade, Sensibilidade e Faixa de Trabalho e 4 — Seletividade e Efeito Matriz,
da Parte II), e medidas em trés dias diferentes, calcular:

CCa = 2,33XMCO (9)
Onde:

. CCa: é o valor de concentragdo do analito correspondente ao CCa
nas unidades finais de concentracdo do resultado final.
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/' ucO: é aincerteza combinada na concentracdo do analito no nivel de
concentragdo zero, levando em consideragdo a incerteza de amostra-
gem, se disponivel; a incerteza de reprodutibilidade intralaborato-
rial; a incerteza de recuperacdo e a incerteza de calibracdo no nivel
de concentragdo zero, ou seja, o desvio-padrdo do intercepto obtido
da curva de calibragdo conjunta de trés dias.

Para determinar l/tco procede-se da seguinte forma:

1. Construir uma curva de calibragdo conjunta de trés dias, jun-
tando em uma tnica curva de calibracdo todos os pontos de trés
curvas de calibragdo obtidas em trés dias diferentes, consecuti-
VOS Ou nao.

2. Ajustar a essa curva de calibracdo conjunta de trés dias a reta
de calibragdo pelo MMQO ou MMQP, conforme necessdrio
(ver secdo 3 — Curvas de Calibragio, Linearidade, Sensibilidade e
Faixa de Trabalho, da Parte II, e Anexo 1 a Anexo IV ou Ane-
x0 VI a Anexo IX).

3. Calcular U .. =S obtendo a raiz quadrada do valor da vari-
ancia do intercepto obtida pela eq. (A.1.11) do Anexo L, no caso
de ajuste pelo MMQO, ou da eq. (A.V1.13), do Anexo VI, no caso
de ajuste pelo MMQP.

4. Calcular U , = U (c__ ) usando a eq.(15) como mostrada no
item 8.2 — Cdlculo da Incerteza pela Metodologia Top-Down, da
Parte II. Usar na eq.(15) u,,, =S, upg-

Caso o laboratério ndo queira utilizar os dados da curva de calibragdo
conjunta, poderd utilizar o CCa calculado a partir dos resultados de anélise
de pelo menos 20 matrizes brancas fortificadas na concentragdo do LMDR
ou inferior — o CCa esperado, por exemplo, por tipo de matriz analisada no
escopo do procedimento validado. Dessa forma, CCa serd calculado por:

Cca = 23 33 X Srepr()LMDR (1 O>

Onde:

° S roproLMDE" é o desvio-padrdo amostral das concentra¢des do analito
dessa série de 20 andlises no nivel de concentracdo do LMDR ou in-
ferior, em condigdes de precisdo intermedidria ou reprodutibilidade
intralaboratorial.

Para obter S oproLMDR? podem ser usados os dados do ensaio de repro-
dutibilidade interna do laboratério. A partir desses dados, pode-se obter
um modelo matemadtico da reprodutibilidade intralaboratorial em fungao

da concentragdo, através de um ajuste pelo método dos minimos quadra-

\i)s (linha de tendéncia no Excel).
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I.7.7 Procedimento de Determinacdo do CCj \

De acordo com a série de normas ISO 11843 [24,25], os cdlculos do
CCp devem ser realizados, preferencialmente, utilizando os procedimen-
tos da curva de calibragdo adequada para o procedimento analitico, con-
forme escolha feita nas se¢des 3 — Curvas de Calibracio, Linearidade, Sensibi-
lidade e Faixa de Trabalho e 4 — Seletividade e Efeito Matriz.

1.7.8 Capacidade de Deteccao (CCP) para Substancias
Permitidas (f = 5%)

Uma vez calculado CCa para as substancias permitidas, usando os
dados dos pontos de trés curvas de calibracdo adequadas ao procedimento
analitico, com niveis de concentragdo em torno da concentracdo do LMR
definido (ver as se¢des 3 — Curvas de Calibracdo, Linearidade, Sensibilidade e
Faixa de Trabalho e 4 — Seletividade e Efeito Matriz) e medidas em trés dias
diferentes, calcular:

CCB=CCa+1,64xu,,, =
=LMR +3,28%xu,,, (11)

Onde:

o U 1 MR: € a incerteza padrdo combinada no nivel de concentracdo
do LMR da curva de calibragdo conjunta de trés dias, cujo cédlculo é
mostrado anteriormente.

De acordo com a Figura 3, na Decisdo 2002 /657 / CE [10], naeg. (11), deve-
ria aparecer Uioy @ incerteza padrao combinada da concentragdo do analito na
capacidade de medicdo. Porém, seu valor, particularmente no MMQO, é muito

préximo daquele de u, . que adotamos para simplificar o procedimento.

De forma andloga, caso o laboratério ndo queira utilizar os dados da
curva de calibracdo conjunta, poderd utilizar o CCa calculado a partir dos
resultados de andlise de pelo menos 20 matrizes brancas fortificadas na
concentragdo do LMR, por tipo de matriz analisada no escopo do procedi-
mento validado. Dessa forma, CCp serd calculado por:

CCﬁ = Cca + 17 64 X SremeMR =

= LMR + 3: 28 X SreproLMR (1 2)

Onde:

. S,opror: € © desvio-padrao amostral das concentragdes do analito des-

sa série de 20 andlises no nivel de concentragdo do LMR, em condi-
¢Oes de precisdo intermedidria ou reprodutibilidade intralaboratorialj
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/ De acordo com a Figura 3, na Decisdo 2002/657/CE [10], as ma-
trizes brancas deveriam ser fortificadas no CCa cujo valor é em geral
muito préximo do LMR. Na eq. (12) também deveria aparecer s, ., 0
desvio-padrao de reprodutibilidade intralaboratorial na capacidade de
medigdo. Porém seu valor, particularmente no MMQO, é muito préximo
daquelede s, . que adotamos para simplificar o procedimento.

Paraobters, . podem serusados os dados do ensaio de reprodu-
tibilidade interna do laboratdrio. A partir desses dados pode-se obter um
modelo matemdtico da reprodutibilidade intralaboratorial em fung¢do da
concentracgdo, por meio de um ajuste pelo método dos minimos quadrados
(linha de tendéncia no Excel).

1.7.9 Capacidade de Deteccao (CCP) para Substancias
Banidas (f = 5%)

Uma vez calculado CCa para as substancias banidas, usando os da-
dos dos pontos de trés curvas de calibragdo adequadas ao procedimento
analitico, com niveis de concentragdo em torno da concentracdo do LMDR
definido (ver as se¢des 3 — Curvas de Calibracio, Linearidade, Sensibilidade
e Faixa de Trabalho e 4 — Seletividade e Efeito Matriz), medidos em trés dias
diferentes, calcular:

CCR=CCa+1,64xu, =
=3,97X1/l(,0 (13)

Onde:

o ucO: é aincerteza combinada na concentracdo do analito no nivel de
concentragdo zero, levando em consideragdo a incerteza de amostra-
gem, se disponivel, a incerteza de reprodutibilidade intralaborato-
rial, a incerteza de recuperacdo e a incerteza de calibracdo no nivel
de concentragdo zero, ou seja, o desvio-padrao do intercepto, obtido
da curva de calibragdo conjunta.

Para determinar l/tco procede-se da seguinte forma:

1. Construir uma curva de calibragdo conjunta de trés dias, jun-
tando em uma tinica curva de calibracdo todos os pontos de trés
curvas de calibragdo obtidas em trés dias diferentes, consecuti-
VOS Ou nao.

2. Ajustar a essa curva de calibragdo conjunta de trés dias a reta
de calibragdo pelo MMQO ou MMQP, conforme necessario (ver
secdo 3 — Curvas de Calibragido, Linearidade, Sensibilidade e Faixa
de Trabalho, da Parte II, e Anexo I a Anexo IV ou Anexo VI a

\\ Anexo IX).
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3. Calcular ucalib = Sa obtendo a raiz quadrada do valor da Vari—\
ancia do intercepto obtida pela eq. (A.I.11) do Anexo I, no caso
de ajuste pelo MMQO, ou da egq. (A.V1.13), do Anexo VI, no
caso de ajuste pelo MMQP.

4. Calcular U ,=U (c al) usando a eq.(15) como mostrada no
item 8.2 — Calculo da Incerteza pela Metodologia Top-Down, da Par-
te II. Usar na eq.(15) u

repro = 1 reproLMDR"

Caso o laboratério ndo queira utilizar os dados da curva de calibra-
¢do conjunta, poderd utilizar o CCf calculado a partir dos resultados de
andlise de pelo menos 20 matrizes brancas fortificadas na concentra¢do do
LMDR ou inferior, o CCa, por exemplo, por tipo de matriz analisada no
escopo do procedimento validado. Dessa forma, calcular:

CCL=CCa+1,64xs
=3,97xs

repre oLMDR =

reproLMDR ('] 4)

Onde:

o Somormpr: € O desvio-padrao amostral das concentragoes do analito
dessa série de 20 andlises no nivel de concentracdo do LMDR ou
inferior, em condic¢bes de precisdo intermediaria ou reprodutibili-

dade intralaboratorial.

De acordo com a Figura 3, na Decisdo 2002/657/CE [10] as ma-
trizes brancas deveriam ser fortificadas no CCp cujo valor é em geral
muito préximo e abaixo do LMDR. Também, na eq. (14) deveria apare-
cer s, .oy © desvio-padrdo de reprodutibilidade intralaboratorial na
capacidade de medigdo. Porém seu valor, particularmente no MMQO,
é muito préximo e maior que aquele de s que adotamos para

simplificar o procedimento.

reproLMDR”

Paraseobters, . podem serusados os dados do ensaio de repro-
dutibilidade interna do laboratério. A partir desses dados pode-se obter
um modelo matematico da reprodutibilidade intralaboratorial em fungdo
da concentracdo, mediante um ajuste pelo método dos minimos quadra-
dos (linha de tendéncia no Excel).

1.7.10 Critérios de Aceitacao do CCo e CCS

CCa e CCp devem ser inferiores ao Limite Minimo de Desempenho
Requerido (LMDR), no caso de substancias banidas.

Para as substancias com LMR definidos, CCa e CCP sdo sempre
maiores que o LMR, devendo ser o mais préximo possivel dele. /
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/ CCp ndo deve ultrapassar mais de duas vezes o valor em fracdo da
unidade do CV da Tabela 6, conforme a faixa de concentracao do analito,
multiplicado pelo LMR:

CCP < (1+2x%)xLMR

I1.8 Incerteza de Medicao Analitica (IMA)

O Vocabuldrio Internacional de Metrologia (VIM) [22,28] define a in-
certeza como um “pardmetro ndo negativo que caracteriza a dispersdo dos
valores atribuidos a um mensurando, com base nas informacées utilizadas”.

Alincerteza (precisdo) e a tendéncia (veracidade) constituem as duas
mais importantes caracteristicas (pardmetros) metroldgicas e de qualidade
de um resultado de medicdo, permitindo a comparabilidade e a avaliagdo
da conformidade do resultado de medigdo em relagdo a normas, a limites
legais ou contratuais ou a valores de referéncias [16,18]. Portanto, a incer-
teza é a principal caracteristica metrolégica do resultado de uma medigao
para se estabelecer e se verificar o atendimento ao critério de “adequagdo
ao uso pretendido” [35,36]

A incerteza de medigdo deve ser relatada juntamente com todo re-
sultado de medigdo. Um resultado de medi¢do ndo estd completo se faltar
alguma expressdo de sua incerteza. A ISO 17.025 [23] preconiza que a in-
certeza de medigdo seja avaliada ou que pelo menos seus principais com-
ponentes sejam estimados.

A incerteza final do resultado de uma medicao, obtida de uma com-
binagdo das incertezas de mdltiplas fontes, é chamada de Incerteza Padrio
Combinada, sendo representada pelo simbolo u (y). Onde y representa o
mensurando, o resultado analitico.

As fontes que mais contribuem para a incerteza combinada do re-
sultado analitico sdo:

1. Asincertezas de amostragem, subamostragem e de preparo de
amostras de andlise;

2. A incerteza de reprodutibilidade ou de precisdo intermedidria
(ou reprodutibilidade intralaboratorial), #__ou u

repro prm‘im"

3. A incerteza relacionada com a estimagdo da recuperagdo, caso
o resultado seja corrigido por ela, ou com a faixa permitida de
variagdo da recuperacdo, se o resultado nédo for corrigido pela
recuperacgao, u

recup.
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4. Aincerteza de previsdo da curva de calibracdo do instrumento D
medigéo analitica, u_,. (ver exemplo na Figura 8 e na Figura 9).

A incerteza de previsdo da curva de calibragdo é constituida das in-
certezas devido:

1. A indicagdo da resposta instrumental para a amostra;
2. Ao intercepto da reta de calibragdo;
3. Ainclinacdo da reta de calibracio; e

4. A covariancia entre o intercepto e a inclinagdo da reta de calibragao.

A primeira dessas quatro contribui¢des é a maior delas, enquanto a
covaridncia negativa entre o intercepto e a inclina¢do da curva de calibra-
¢do é a tinica contribuigdo que leva a uma reducado da incerteza combinada
da concentracdo do analito, no caso da curva de calibracdo ser uma reta.

Existem duas metodologias para estimar a incerteza de medigdo,
denominadas de Bottom-Up e Top-Down.

Essencialmente, ndo hd diferencas significativas no processo de cdl-
culo de incerteza dessas duas metodologias. Elas consistem em combinar,
por meio da lei de propagacdo das incertezas, as fontes significativas de
incerteza identificadas para o procedimento de medicdo. A diferenca entre
essas duas metodologias estd no grau de detalhamento e aprofundamento
do célculo e no sentido légico desse calculo

As quatro etapas bdsicas dessas metodologias para o cédlculo da in-
certeza, esquematizadas no fluxograma da Figura 6, sdo:

1. Especificar o mensurando;
2. Identificar as fontes de incerteza;
3. Quantificar ou estimar as incertezas de cada fonte de incerteza;

4. Calcular a incerteza padrao combinada.

A essas quatro etapas bdsicas podemos adicionar outras duas eta-
pas acessorias:

1. Calcular a incerteza expandida; e

2. Realizar uma andlise critica da incerteza de medicdo estimada
e, se necessdrio, sua re-estimacdo ou a de algum componente
significativo.

Na etapa 1 de especificagdo do mensurando, escrevemos a equagdo
do mensurando que relaciona as grandezas de entrada obtidas de medi-
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/gées diretas com a grandeza de saida (ver exemplo na Figura 6). Um deta-
lhado procedimento de medigdo deve ser estabelecido nessa etapa.

Na etapa 2 de identificacdo das fontes de incerteza, recomenda-se a
elaborac¢do um diagrama de causa e efeito ou diagrama de Ishikawa, para
representar visualmente as interagdes das fontes de incerteza identificadas
(ver Figura 8).

A exaustiva andlise do procedimento de medi¢do, um amplo conhe-
cimento cientifico e a experiéncia do processo de medicdo e das caracteris-
ticas fisico-quimicas do mensurando sdo imprescindiveis para o bom éxito
da etapa 2.

Na etapa 3 procede-se a uma valoragdo das incertezas de cada com-
ponente de incerteza elencado na etapa 2.

Para tanto, utiliza-se a estimacdo do Tipo A, baseada na andlise
estatistica de medicdes repetidas feitas durante o processo de medigdo
do mensurando; ou a estimac¢ao do Tipo B, que se baseia em outras in-
formagdes que ndo aquelas utilizadas na estimagdo do Tipo A, tais como
caracteristicas do instrumento de medigdo fornecidas por seu fabricante,
certificados de calibragdo ou de MRC, classe de exatiddo de instrumentos
e padrdes e outras medi¢Ses ndo ligadas diretamente a do mensurando,
como aquelas da validagdo de procedimento analitico.

Na etapa 4 de célculo da incerteza combinada é recomendadvel a ela-
boracdo de uma planilha eletronica de cdlculos, especialmente no caso da
metodologia Bottom-Up, para permitir o uso adequado da lei de propa-
gacdo das incertezas, combinando corretamente os valores das incertezas
padrdo das fontes de incertezas quantificadas na etapa 3 (ver Figura 10).

E recomendével a construgdo de um histograma de causa e efeito
ou histograma de Yshikawa ou de espinha de peixe (ver Figura 9), apre-
sentando as fontes que mais contribuem para a incerteza combinada do
mensurando. Esse histograma auxilia na interpretagéo dos resultados e no
planejamento de melhorias no procedimento de medigdo, bem como na
aquisi¢do de novos equipamentos.
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Figura 6 — Fluxograma das quatro etapas basicas do procedimento de
calculo para a estimacdo da incerteza de medicao

’ Especificar o Mensurando ‘

Declarar claramente o que esta sendo medido, incluindo a equagéo do
mensurando, que é a relacdo matematica entre o mensurando e as grandezas
de entrada das quais ele depende, e o procedimento de medicdo.

As informacdes, quanto a especificacdo do mensurando, devem constar nos
POPs ou em outras descricdes do procedimento analitico.

v

Etapa 2 ’ Identificar as Fontes de Incerteza

v

Listar as possiveis fontes de incerteza. Isso incluira as fontes que contribuem
para a incerteza das grandezas de entrada da equagdo do mensurando
estabelecida na Etapa 1, mas pode também incluir outras fontes, como aquelas
decorrentes de hipdteses quimicas e das grandezas de influéncia.

v

Quantificar as Incertezas ‘ Etapa 3

v

Medir ou estimar a incerteza padrdo associada a cada fonte potencial de
incerteza identificada. Geralmente é possivel estimar ou determinar uma Unica
contribuicdo de incerteza associada a diversas fontes distintas agrupadas entre
elas. E também importante considerar se os dados disponiveis abrangem
suficientemente as fontes de incerteza, e programar cuidadosamente
experimentos e estudos adicionais para assegurar que todas as fontes sejam
adequadamente consideradas e estimadas.

v

’ Calcular a Incerteza Combinada

v

As informacdes obtidas na etapa 3 consistirdo de diferentes contribuicdes quantificadas
para incerteza total, sejam associadas a fontes individuais ou aos efeitos combinados de
diversas fontes. As contribuicdes tém que ser expressas como desvio-padrdo e
combinadas conforme a lei de propagacao das incertezas, para se ter uma incerteza
padrdo combinada. O fator de abrangéncia apropriado pode ser aplicado para se chegar
a uma incerteza expandida.

Consideremos o exemplo da andlise do metal cddmio em uma dada
amostra por absor¢do atdmica. O procedimento dessa andlise consiste basi-
camente na pesagem da aliquota de andlise, abertura da amostra com mistu-
ra de 4cidos a quente, seguida de dilui¢des ou pré-concentragdo da solugdo
de abertura e, finalmente, a injecdo da solugdo diluida no espectrémetro.

Os dados da curva de calibracdo (ver Exemplo A.5 do Guia EU-
RACHEM de cédlculo de incerteza) ajustados pelo MMQP levou aos se-
guintes valores para os pardmetros da reta de calibragdo: a = 3,4276 x 107,
s, = 4,090 x 10*% b = 2,5555 x 10" kg/mg, s, = 1,3984 x 10° kg/mg e
cov(a,b) =-4,1109 x 107 kg / mg.
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/ A faixa para o fator de recuperacdo permitida para o ensaio é de
90% a 110%, ouf, . =09ef =11 Umna dada amostra foi analisada
=0,19,

duas vezes K = 2, dando uma resposta instrumental média RI
) =23,5271 x 10°. A concentra¢do do analito na

com desvio-padrao de s(RI
- = 0,73009 mg/kg (Figura 7).

amos

curva de calibragdo €, portanto, ¢, .

A solucdo de abertura da amostra passou por uma pré-concentra-
¢do antes de sua leitura na absorcdo atdmica, tal que 100 ml da solucdo
de abertura foi evaporada até atingir 10 mL. Logo houve um fator de
pré-concentracgdo de 10 vezes. Logo a concentragdo do analito na amos-
tra de ensaio é ¢, = 0,07009 mg/mol (Figura 7).

al

Nesse nivel de concentracdo do analito na amostra, a incer-
teza de reprodutibilidade interna do procedimento é estimada em
— — -3
oo = Spepro = 36504 X 10° mg /kg.
A Figura 7 mostra a equagdo do mensurando e o célculo da concentra-
¢do do analito na curva de calibragdo e sua concentracdao na amostra de ensaio.

1.8.1 Calculo da Incerteza pela Metodologia Bottom-Up

A metodologia Bottom-Up é aquela preconizada pelo BIPM, pela ISO
e outras institui¢des internacionais de padronizagdo, mediante o Guia para
a Expressdo da Incerteza de Medicao, conhecido como ISO-GUM [38,39].
Ela também é indicada pela EURACHEM [16].

Nessa metodologia, procura-se fazer a combinagdo exaustiva de to-
das as fontes de incerteza do procedimento de medigdo. Partindo-se das fon-
tes de incerteza de todas as medicdes diretas das grandezas de entrada pre-
sentes na equac¢ao do mensurando e das grandezas de influéncia, constréi-se
um diagrama de causa e efeito, como aquele mostrado na Figura 8 para o
exemplo da andlise de cddmio por espectroscopia de absor¢do atdmica.

A Figura 9 apresenta a planilha eletronica (Excel®) detalhada para
combinar as incertezas de todas as fontes de incerteza representadas na
Figura 8. Essa planilha estd disponivel, juntamente com este Manual, no
sitio eletrénico do Mapa na internet.
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Figura 7 - Exemplo de Fun¢do de medicdo ou equacdo do mensurando
para a concentra¢do de um metal determinada pela espectroscopia de
absorcao atomica (EAA)

Canal = Ccalc' + Crec + Crepr()inl = C(ralc‘ X F Creu + Crepr() int =
Canaice %V apere Vian Vi
= xFC +C._ . =
_ V ec )LpVUH“
mhruta n1tam idill idil2
Aamvstm - a x V
b fabert V V
Jdill Jiil2
= X X xFC _+C . =
_ V V ec reproint
Mg = Miarg idil idil2
0,19-3,4276x10~
’ . x100 mL
0,2555488 L/mg I0mL ImL
= X X x1+0=
119,0857 g—-19,0857 g 100 mL ImL
0,73009 mg/Lx100 mL 1  0,73009 mg/Lx0,1 L
- g R S _0,073009 mg/kg
100 g 10 1000 g
Corar Concentracao do analito na amostra de ensaio analisada. Unidades: mg/kg
Cote Concentracao calculada do analito na amostra de ensaio sem correcoes. Unidades: mg/kg
Conaicc Concentragao do analito interpolada na curva de calibracdo. Unidades: mg/L
A osts Absorvancia média da amostra de reinjecao em duplicatas. Unidades: adimensional
a Intercepto da reta de calibragdo obtido do ajuste pelo método dos minimos quadrados pon-
derado. Unidades: adimensional
b Inclinagao da reta de calibracao, sensibilidade, obtida do ajuste pelo método dos minimos
quadrados ponderado. Unidades: L/mg
cov(a,b)  Covariancia entre o intercepto e a inclinacao da reta de calibracao obtida do ajuste pelo mé-
todo dos minimos quadrados ponderado absoluto. Unidades: kg/mg
Vet Volume final da solucéo de abertura/extracao/digestao da amostra. Unidades: mL
My Massa bruta do recipiente de pesagem e da amostra seca. Unidades: g
m. Massa de tara do recipiente de pesagem vazio. Unidades: g
Vi Volume inicial, aliquota, da solucdo de abertura da amostra para sua primeira diluicdo.
Unidade: mL
Vi Volume final da primeira diluicao da solucéo de abertura da amostra. Unidade: mL
Vi Volume inicial, aliquota, da solucdo de abertura da amostra para sua segunda diluicéo.
Unidade: mL
Vi Volume final da segunda diluicao da solucéo de abertura da amostra. Unidade: mL
oot Correcédo nula de reprodutibilidade interna ou de precisao intermediaria. Unidades: mg/kg
cup Fator de correcdo unitario de recuperacao, FC_,, = 1/f,_, se ndo se faz a correcdo pela recuper-
acao, caso contrario ele é diferente de um. Unidade: adimensional

A Dose Semanal Admissivel Proviséria — DSAP de massa corpérea
adotada em 2 de junho de 1995 pelo Comité Cientifico da Alimentagdo Hu-
mana — CCAH é: DSAP = 7 ug/kg http://ec.europa.eu/food/fs/sc/scflreports/

scf_reports_36.pdf.

Isso significa 0, 070 mg para uma pessoa de 100 kg.
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ﬁigura 8 - Exemplo de um diagrama de causa e efeito ou diagrama de
Ishikawa para o calculo de incerteza de uma determinag¢do de Cd por
espectroscopia de absorcao atémica (EAA)

" mg, |
=
Ambiente
mosta
do EAA
Nota: A, . =A, . que aparece na equacdo do mensurando (Figura 7).

Figura 9 — Histograma mostrando a incerteza combinada da concen-
tracdo de Cd determinada por EAA e as suas maiores contribuicdes
positivas, conforme calculado pela planilha mostrada na Figura 8.

0,006

0,005

0,004

0,003

0,002

0 [

Aamostra a b FCrecup Creproint uc(y)

A contribuigdo de incerteza para o fator de correcdo de recuperacgao
foi calculada supondo uma faixa permitida para o fator de recuperagdo de
90% a 110%.

Se essa faixa fosse de 95% a 105% essa contribuigdo passaria a ser
0,0021ng/kg, a segunda maior, e a incerteza combinada de C, , seria
0,0044 mg/kg.
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Figura 10 — Exemplo de uma planilha de calculo de incerteza simples para
a determinacdo de Cd por espectroscopia de absor¢cdo atomica (EAA)

Calibragao, Medigao, ou Ensaio:

Laboratério de Metrologia e Ensaio

Planilha de Calculo de

incerteza de Medicéao

Concetragao de Cd na amostra em mg/kg determinada por Absorg&o Atomica

Técnico: Welington F. de MAGALHAES Servigo num.: 190857 Folha 1/1 Rubrica:
Grandezas de entrada ou de influéncia Fontes de Fungao Densidade de 4o de incerteza: u(y:xi)
incerteza (uncertainty sources) (Probability density function Uncertainty contribution GL[udy:x)] = )
L N s viou [udy)l*vi
Simbolo Valor meio intevalo | ;e Tipo Nome Divisor k | Meerteza padréo | Coef. Sens. | ui(y) =u(yixi) | gL, = v,
declarado u(x) P i il
i ci.u(xi)
Mouta 19,0857 ]
Coai 0,0 0,00021 g B Normal 226 | 9,29204E-05 -0,00073 | 6,78398E-08 9,00E+99 2,35E-129
Cresor 0,0 0,0001 g B Retangular | 1,732051 5,7735E-05 -0,00073 | 4,21515E-08 9,00E+99 3,51E-130
Mbnta 119,0857 g 0,000109396 | -0,00073 | 7,98685E-08 1,50E+100 | 2,70E-129
M Y 19,0857 g
Coai 0,0 0,00021 3 g B Normal 226 | 9,29204E-05 0,00073 6,78398E-08 9,00E+99 2,35E-129
Cresor 0,0 0,0001 g B Retangular | 1,732051 5,7735E-05 0,00073 4,21515E-08 9,00E+99 3,51E-130
Miara 19,0857 g 0,000109396 | 0,00073 7,98685E-08 1,50E+100 | 2,70E-129
Vi | 100,000 mL
Coaiv 0,000 0,08 3 mL B Normal 2 1 0,04 0,00073 2,92034E-05 9,00E+99 8,08E-119
Cuaremp 0,000 0,063 mL B Retangular | 1,732051 | 0,036373067 | 0,00073 2,65554E-05 9,00E+99 5,53E-119
Crepe 0,00E+00 0,05 mL A Normal 1 0,05 0,00073 3,65043E-05 9,00E+00 1,97E-19
Crosor 0 0 3 mL B Retangular | 1,732051 0 0,00073 0 9,00E+99 0,00E+00
Viabert 100,000 mL 0,073641021 | 0,00073 | 5,37642E-05 4,23E+01 1,97E-19
Va7 100,000 mL
Coaity 0,000 0,02 3 mL B Normal 2 0,01 -0,00073 | 7,30085E-06 9,00E+99 3,16E-121
Cartemp 0,000 0,063 mL B Retangular | 1,732051 | 0,036373067 | -0,00073 | 2,65554E-05 9,00E+99 5,53E-119
Crope 0,00E+00 0,004 mL A Normal 1 -0,00073 2,92034E-06 9,00E+00 8,08E-24
Crosor 0 0 A mL B Retangular | 1,732051 0 -0,00073 0 9,00E+99 0,00E+00
Vit 100,000 mL [ 0,037934153 | -0,00073 | 2,76952E-05 7,28E+04 8,08E-24
Vir 10,000 mL
Coai 0,000 0,08 3 mL B Normal 2 1 0,04 0,007301 | 0,000292034 9,00E+99 8,08E-115
Cartomp 0,000 0,0063 mL B Retangular | 1,732051 | 0,003637307 | 0,007301 | 2,65554E-05 9,00E+99 5,53E-119
Crepe 0,00E+00 0,05 mL A Normal 1 0,05 0,007301 | 0,000365043 9,00E+00 1,97E-15
Cresor 0 0 3 mL B Retangular | 1,732051 0 0,007301 0 9,00E+99 0,00E+00
Viain 10,000 mL [ 0,064134468 | 0,007301 | 0,000468236 2,44E+01 1,97E-15
Var 0,000 mL
Ceaio 0,000 0,02 3 mL B Normal 2 1 0,01 -0,073009 | 0,000730085 9,00E+99 3,16E-113
Cuartermp 0,000 0 mL B Retangular | 1,732051 0 -0,073009 9,00E+99 0,00E+00
Crope 0,00E+00 0,004 mL A Normal 1 0,004 -0,073009 | 0,000292034 9,00E+00 8,08E-16
Crosol 0 0 b mL B Retangular | 1,732051 0 -0,073009 0 9,00E+99 0,00E+00
Viarz 0,000 mL r [ -0,073009 0 0,00E+00 0,00E+00
Viaz Y 0,000 mL
Ceai 0,000 0,08 3 mL B Normal 2 1 0,04 0,073009 | 0,002920341 9,00E+99 8,08E-111
Cartomp 0,000 0 mL B Retangular | 1,732051 0 0,073009 0 9,00E+99 0,00E+00
Crepe 0,00E+00 0,05 mL A Normal 1 0,05 0,073009 | 0,003650426 9,00E+00 1,97E-11
Cresor 0 0 3 mL B Retangular | 1,732051 0 0,073009 0 9,00E+99 0,00E+00
Viaiz 0,000 mL I [ 0,073009 0 0,00E+00 0,00E+00
Aumosa 0,1900 1
Crap 0,000 3,53E-03 3 1 A Normal 14142147 0,002494066 | 3,91E-01 | 0,000975965 9,00E+99 1,01E-112
Asosia 0,190 1 0,002494066 | 0,391315 | 0,000975965 9,00E+99 1,01E-112
a | 343E-03 0,000409011 1 A Normal 1 1 0,000409011 | -3,91E-01 | 0,000160052 2,50E+01 2,62E-17
b 1 256E-01 0,001398367 kg/mg A Normal 1 1 0,001398367 | -2,86E-01 | 0,000399504 2,50E+01 1,02E-15
Cov(a,b) -4,11059E-07 kg/mg A Normal 1 | -411059E-07| 2,24E-017 -9,19094E-08 | 2,50E+01 2,85E-30
FCrecup™ 1,000 0,1 b 1 B Retangular | 1,732051 | 0,057735027 | 0,073009 | 0,004215149 9,00E+99 3,51E-110
Cropraint 0,000 0,003650426 |  mg/kg A Normal 1 0,003650426 1 0,003650426 3,00E+00 5,92E-11
0,005688744
Grandeza Incerteza r i Incerteza Incerteza
q = Graus de liberdade Probabilidade de g Incerteza - 0
Val_or : Valor Estimado pad'rao P abrangencia Fator de abrangéncia expandida [Iaa:‘!rao% exlp?ndnz/na
nominal combinada relativa relativa
Y y uely) Ver Pi% K uy) RSD =CV. CVE
mg/kg 0,0730 0,005689 1,77E+01 95 2,1098 0,0120 7,7919 16,4395
Observagdes: Camsicc = 7,30E-01
Variagdo de temperaura do Lab.:  +- 3°C

Os dados da curva de calibracdo mostrados na Tabela A.Il.1 foram
ajustados pelo MMQP e levam aos pardmetros acima.
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/ 11.8.2 Calculo da Incerteza pela Metodologia Top-Down

A metodologia Top-Down consiste em usar a incerteza de repro-
dutibilidade, obtida em ensaios colaborativos, ou a incerteza de precisdo
intermedidria (reprodutibilidade intralaboratorial), obtida em estudo de
validacdo interna, ou ainda de dados de controle de qualidade de longo
prazo, como uma estimacao da incerteza do resultado analitico. A essa fon-
te de incerteza pode-se adicionar algumas outras fontes significativas.

A incerteza combinada do resultado final da concentragido do anali-
to na amostra u (C, ), pode por exemplo ser obtida pela combinagao das
quatro maiores fontes de incerteza citadas, através da expressdo dada pela
eq. (15) (ver Figura 11 na Tabela 7 e a Figura 12):

2 2 2 2
uc (Cana/ ) = \/uamo.vlragem + urepm + (Crecurec) + (Ccalibuca/[b )

= ujm(mmgem + ufepm + (szf”rec )2 + Canat Ucaiip
Canalcc (15)
Onde:
o c,.. € a concentragdo do analito na amostra de ensaio.
o C,..cc € a concentracdo do analito interpolada na curva de calibragao.
. u € aincerteza de reprodutibilidade obtida dos dados de parti-

repro

cipagdo em ensaios colaborativos (reprodutibilidade) ou dos dados
de precisao intermedidriau,, .. (ou reprodutibilidade intralaborato-
rial), conforme sua disponibilidade.

. u_,. € aincerteza devida a previsdo da concentracdo do analito na
curva de calibracgao.

o u, € aincerteza associada a estimagdo da recuperagdo ou com a fai-
xa permitida da recuperacado, conforme o resultado seja, respectiva-
mente, corrigido ou ndo por ela.

. Uppostragen € @ INCerteza devida ao processo de amostragem que leva a
amostra que chega ao laboratério. Ela é a maior fonte de incerteza
do resultado analitico, mas é em geral desconhecida. Neste caso, as-
sumir o valor zero e reportar que a incerteza declarada ndo leva em

consideragao a incerteza de amostragem.

° c..=c [c . éo coeficiente de sensibilidade para a incerteza de

calib anal” ~analCC
calibracdo, obtido da equacdo do mensurando escrita como uma
\\ funcdo da concentragdo do analito interpolada na curva de cali-
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bracdo. Este coeficiente de sensibilidade decorre do fato de que as
unidades de concentragdo da curva de calibracdo podem néo ser as
mesmas do resultado, assim como da existéncia de outras medi¢des
(massas, volumes etc.), além da resposta instrumental do instru-
mento de medigdo analitica.

o c,. € o coeficiente de sensibilidade associado ao fator de corregdo da
recuperagao FC, = 1/f, , que neste caso é igual a concentragdo do
analito calculada c_, e ndo corrigida pelo fator de recuperacao. Se
na equagdo do mensurando for usada uma corre¢do de recuperagdo
(C,) enao o fator de corregao da recuperagao (FC, ) esse coeficiente
de sensibilidade serd unitdrio-c, = 1.

Em geral, as incertezas associadas aos processos de amostragem,
subamostragens e preparo de amostra ndo tém sido consideradas nos cél-
culos de incerteza de resultados analiticos devido a grande dificuldade
para a obten¢do dos dados necessdrios para a estimacdo das incertezas
dessas fontes.

E de reconhecimento internacional que a incerteza de amostragem
em amostras representativas da populagdo (amostras ndo representativas
causam erros sistemdticos nos estimadores estatisticos e devem ser rea-
mostradas) é a maior fonte de incerteza do resultado analitico [17].

Em geral, a amostragem néo é responsabilidade do laboratério de
andlise quimica, o qual ndo costuma ter controle sobre ela. No entanto,
o laboratério deve descartar toda amostra recebida que ndo atenda aos
requisitos minimos de qualidade estabelecidos neste Manual, na segdo 8 —
Recepgio, Armazenamento e Preparagdo de Amostras, da Parte L.

A eq. (15) se baseia na aplicagdo da lei de propagagdo das incertezas
sobre a equacdo de medigdo simplificada:

+C +C_+C_+c . C

cale amostragem repro rec calib ™~ calib ~—

cunu/ =C
ou

c xFC, +C

amostragem repro

+ C + Ccalib Ccalib (‘] 6)

anal Ccalc

Onde:

o c,,. € a concentracdo do analito obtida nos célculos feitos com os
valores medidos na andlise sem corregoes.

. C é a corregdo nula de amostragem.

WY!DS[?’H@'CHI

. C  ¢éacorrecdo nula de reprodutibilidade intralaboratorial ou pre-

repro

cisdo intermedidria, mas sua incerteza ndo é nula.
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K C_,;, € a correcdo nula de calibracdo do instrumento analitico, mas
sua incerteza ndo é nula.

c.=c Jc é o coeficiente de sensibilidade para a incerteza de
calib anal " ~analCC

calibracdo obtido da equagdo do mensurando escrita como uma fun-

¢do da concentragdo do analito interpolada na curva de calibragéo.

. C,. € a correcdo de recuperacdo, que pode ser nula ou nao, depen-
dendo, respectivamente, se a recuperagdo ndo serd usada ou serd
usada para corrigir o resultado.

. FC ¢ o fator de corregdo da recuperagao, que estd relacionado ao
fator de recuperacio f, pela relagdo FC, = 1/f, . Se a recuperacio
ndo for usada para corrigir o resultado, entdo f,_ = FC _=1. Arela-
¢do entre a corregdo de recuperagdo e o fator de recuperagdo é dada
pela equagao:

c -[L_i]c

rec cale

f;‘ec ( 1 7)

A incerteza de calibragdo u_,, que aparece na eq. (15) é calculada a
partir da incerteza da resposta instrumental para a amostra (i, . ), dain-
certeza do intercepto (u, =s ) ou (s, ), da incerteza da inclinagéo (u, = s,) ou
(s,,) e da covariancia entre o intercepto e a inclinagao — cov(a,b) ou cov(a b, )
—dareta de calibragdo (vide anexos I e VI), através da eq. (18), a seguir, que é
a equagdo E3.3 do Guia EURACHEM /CITAC QUAM2000 [10] :

ulzg/“mw + ”5 + CjnalCCulf + zcanalCC cov (Cl,b)
ucalib (szalCC ) = ] bZ =
2
s (RI"’””“'/% +5° (a) + cjmﬂccs2 (b) +2¢,,.1cc COV (a,b)

b’ (18)

A incerteza de recuperagdo u,, que aparece na eq. (15) depende se
o resultado serd corrigido ou nédo pela recuperacao. Se o resultado final da
concentracdo for corrigido pela recuperacio, entdo a incerteza da medigdo
da correcao de recuperagao—u, _=u (C, ) - serd aproximada pela incerteza
da reprodutibilidade intralaboratorial —u,_=s

re repro”

Se uma faixa para a corregdo de recuperagao (C, ) ou para o fator de
recuperagao (f ) é permitida e o resultado nao é corrigido pela recupera-
¢do, entdo a incerteza da recuperacao ¢ feita por uma estimacdo do Tipo B,
através da eq. 19, quando se usa a corregdo de recuperagdo C_, ou através
da eq. 20, quando se usa o fator de recuperagdo f  ou o fator de corregao

\jrecuperagao FC , respectivamente.
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_ Crecmax B Crecmin \

rec 2\/5 (19>

ou

u — 2 (.frecmax - frecmin )
h \/g (-f;ecmax + f;ecmin )2 (2 O)

Figura 11 — Exemplos de utilizacdo da metodologia Top-Down para o
calculo da incerteza combinada da concentracdo de Cd determinada
por EAA

2x(1,1-09)  2x0,2

T Bx(L140,9)  3x2?

u, (Cot ) = \/u,iw NE \/0, 0036504 +(0,073009x0,057735)" =

=0,057735

= J1,3325x107° +0,004215% =+/3,1093x10~°

=5,576x107* = 0,005576 mg/kg (@)

1
2 2

(3,5271x107)" /2+(4,090x107 )" +(0,73009)’ x(1,3984x10") +2x0.73009x(-4.11x107) | *
u o= S
o 1 (2,555488x10"" ) J

1
=(1,047383x10™ mg*/kg? )A =1,023417x107° mg/kg

2

2 C
) anal 2 _
U, (Cuna/) = Yrepro T (cre'uu[)u/'ufup) +( ) Ueaiip =

Ccmu[ cc

0,073009

=[0,0036504 +(0,073009><0,057735)2 +
0,73009

2
) x(1,023417x10'2)2 -

= J1,3325%107° +0,00421527 +0,1° x1,047382x10™ =/3,2139x10"° =

=5,6692x107 = 0,0056692 mg/kg (b)

Notas: (a) Célculo da incerteza levando em consideracao apenas a incerteza de precisao intermedidria e a
incerteza no fator de correcao da recuperacao. Seu valor, 0,005576 mg/kg, corresponde a 98% da
incerteza 0,005689 mg/kg, calculada na metodologia Bottom-Up, na planilha mostrada na Figura 9.
Cenario (c) na Tabela 7.

(b) Célculo da incerteza levando em consideracdo a incerteza de precisédo intermediaria, a incerteza
no fator de correcdo da recuperacao e a incerteza de previsao na curva de calibracdo. Seu valor
0,0056692 mg/kg corresponde a 99,7% da incerteza 0,005689 mg/kg, calculada na metodologia
Bottom-Up, na planilha mostrada na Figura 9. Cenario (b) na Tabela 7.

Obs.: Os dados numéricos foram extraidos de células da planilha apresentada na Figura 8.

/
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Tabela 7 — Calculo da incerteza combinada da concentracdo de Cd de-
terminada por EAA pela metodologia Top-Down

Incertezas (contribuicdes) / mg/kg
e

0,005 0,00365  0,004215 0,0010234  0,007559

0 0,00365  0,004215 0,0010234  0,005669

0 0,00365  0,004215 0 0,005576

0 0,00365  0,00365 0,0010234  0,005262

0 0,00365 0 0,0010234  0,00379

Notas: (a) A incerteza de amostragem é a maior fonte de incerteza e a incerteza de recuperacao é aquela
devida a faixa permitida de recuperacado. Resultado ndo corrigido pela recuperacao.

(b) A incerteza de amostragem nao é computada e a incerteza de recuperacao é aquela devida a faixa
permitida de recuperacdo. Resultado nao corrigido pela recuperagao.

(c) As incertezas de amostragem e de calibracdo do instrumento analitico ndo sao computadas e a
incerteza de recuperacao é aquela devida a faixa permitida de recuperacao. Resultado nao corrigido
pela recuperagao.

(d) A incerteza de amostragem nao é computada e a incerteza de recuperacao é aquela estimada como
sendo igual a incerteza de reprodutibilidade interna. Resultado corrigido pela recuperagao.

(e) As incertezas de amostragem e de recuperacao nao séo computadas.

Obs.: As colunas 2 a 5 mostram as contribuicdes para a incerteza combinada da concentracéo do analito na
amostra de ensaio, devido as quatro fontes de incerteza mais expressivas nos ensaios de analises quimicas: a de
amostragem, a de reprodutibilidade interna, a de recuperacéo e a de calibracdo do instrumento de medicao
analitica em diferentes cenarios.

Figura 12: Calculo da incerteza combinada da concentracdo de Cd de-
terminada por EAA pela metodologia Top-Down

0,008

0,007

0,006

0,005 ~

0,004 A

0,003 A

0,002 A

0,001 A

0 -
Amostrag Repro int Recup Calib Inc comb

M) M(b) (0 H(d M

Obs.: As contribuicdes para a incerteza combinada da concentracao do analito na amostra de ensaio se devem
as quatro fontes de incerteza mais expressivas nos ensaios de analises quimicas para cinco cenarios, conforme
dados da Tabela 7.
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11.8.3 Critérios de Aceitacao da Incerteza de Medicao \

E importante enfatizar que cada resultado analitico tem sua prépria
incerteza, uma vez que as fontes de incerteza ndo sdo sempre as mesmas,
pois no minimo a incerteza de calibracdo muda a cada nova calibracdo
realizada, seja aquela do instrumento analitico como o espectrémetro ou o
cromatégrafo etc., sejam aquelas dos instrumentos de medi¢do de massa
(balanca) de volume (bureta, pipetas etc.). Também variam continuamente
as fontes de incerteza, relacionadas as grandezas de influéncia, especial-
mente aquelas envolvendo condi¢gdes ambientais e experimentais da bate-
lada de anadlises. Além do mais, a incerteza de um resultado analitico é em
geral uma fungdo (dependente) do préprio valor da concentragdo do ana-
lito (heteroscedasticidade). Quando essa dependéncia funcional (u_vs. c___)
é de proporcionalidade ou é uma reta em uma dada faixa de concentra-
¢do do analito, entdo o coeficiente de variacdo (CV) ou incerteza relativa é
constante. Porém, essa constancia de CV pode nao existir, especialmente se
a faixa de concentracdo validada do analito é de algumas ordens de gran-
deza. Dessa forma, recomenda-se que os célculos de incerteza sejam feitos
a cada batelada de andlises. No entanto, o laboratério pode desenvolver
estratégias para reduzir a carga trabalho desses calculos, por exemplo, por
meio do modelamento funcional da incerteza de medigdo com a concen-
tracao u(c,, ) =flc,,)- Vale lembrar que, neste caso, o modelo desenvolvido
deve ser periodicamente revalidado e pode ser constituido, por exemplo,
de um polindmio, um crescimento exponencial ou outra fungdo qualquer
ajustada aos dados acumulados de u_vs. c___.

al

A incerteza combinada padrao ou a expandida do resultado da ané-
lise quimica ndo deve exceder o limite mdximo de incerteza estabelecido
por legislacdo ou norma especifica.

Na falta do valor do limite mdximo de incerteza, relatado no para-
grafo anterior, um dos quatro critérios a seguir devera ser usado conforme
as faixas de concentracées do analito estabelecidas na Tabela 6:

1. Se a incerteza padrdo combinada do resultado de andlise for
calculada incluindo a precisdo intermedidria (incerteza ou des-
vio-padrédo de reprodutibilidade intralaboratorial), entdo a in-
certeza padrdo combinada relativa ndo deve exceder em mais de
um terco (1/3) os valores da Tabela 6:

M < (1 + %)XCVTabelaé

anal (2 1 )

2. Seaincerteza padrdo combinada do resultado de andlise for cal-
culada incluindo a incerteza ou o desvio-padrédo de precisdo de
repetitividade (ndo incluindo a incerteza ou o desvio-padrao de
reprodutibilidade intralaboratorial), entdo a incerteza padrao
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/ combinada relativa ndo deve exceder em mais de um terco (1/3)
os valores da incerteza (precisdo) de repetitividade; logo, ela
ndo deve ser maior que oito nonos (8/9) dos valores da Tabela 6:

uc (Canal ) 8
—= CV.
Cmml = A x Tabela 6 (22>

3. Se a incerteza padrdo combinada do resultado de anélise for
calculada incluindo uma incerteza do Tipo B associada a uma
faixa de recuperagdo permitida, quando essa recupera¢do nao
¢ usada para corrigir o resultado da medicdo, entdo a incerteza
combinada padrao relativa ndo deve exceder em mais de dois
tercos (2/3) os valores da Tabela 6:

uc (Canal ) < % x CV

Tabela 6
Cana/ (2 3)

4. Se a incerteza padrdo combinada do resultado de andlise for
calculada incluindo a precisdo de reprodutibilidade (incerteza
ou desvio-padrdo de reprodutibilidade ou incerteza de ensaios
interlaboratoriais colaborativos), entdo a incerteza padrdo com-
binada relativa ndo deve exceder mais de duas vezes os valores
da Tabela 6:

U (Cor) CV.

Tabela 6
canal (2 4)

[1.9 Estudo de Robustez, Escopo e Portabilidade

O estudo da robustez de um procedimento analitico procura avaliar
0 quéo sensivel o resultado analitico é a variagdes nas condigdes experi-
mentais do procedimento analitico, os chamados fatores ou tratamentos
ou grandezas de influéncia [22].

A robustez ndo é uma grandeza fisica ou quimica, assim ndo se pode
atribuir-lhe um valor numérico. Para avaliar a robustez, verifica-se experi-
mentalmente se a variagdo de cada fator estudado tem efeito significativo
sobre a qualidade metrolégica do resultado analitico. Se nenhum dos fa-
tores estudados e plausiveis de afetar o resultado da medicdo tiver efeito
significativo, o procedimento analitico é considerado robusto.

Um procedimento robusto produz resultados mais reprodutiveis ao
longo do tempo e, principalmente, apresenta maior portabilidade para ou-
tro laboratério dentro da organizagdo, no pafs ou até no exterior.

N
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A portabilidade é a caracteristica de um procedimento analitico que
permite sua transferéncia para outro local, sem perda de suas caracteris-
ticas metroldgicas e de desempenho analitico. Por isso, a implementagédo
de um novo procedimento analitico reconhecidamente robusto se torna
uma tarefa grandemente facilitada, e produzird resultados tdo confidveis
quanto no laboratério original onde foi desenvolvido e/ou validado. As-
sim, a robustez pode ser um dos fatores importantes a considerar, apds a
veracidade e a precisdo, quando da escolha de um procedimento analitico
novo para o laboratério.

Para o estudo de robustez é feita a andlise de um MRC, ou um pa-
drdo, ou uma matriz branca fortificada, ou um extrato de matriz branca
fortificada, ou uma Amostra de Controle de Qualidade (ACQ), em no mi-
nimo dois niveis para cada fator que pode afetar o resultado da andlise. E
recomendavel replicar os experimentos.

As diferengas entre os niveis estudados dos fatores devem represen-
tar a variabilidade com a qual esses fatores poderdo variar durante a rotina
de andlises do laboratoério.

Avalia-se a variagdo de uma fungdo resposta, ou simplesmente res-
posta, do procedimento analitico em funcado das variagdes nos fatores que
podem influenciar a resposta do procedimento analitico.

Como o objetivo da validagdo é demonstrar a adequagdo ao propé-
sito de uso do resultado analitico, a fung¢do resposta a estudar deve con-
templar as caracteristicas metrolégicas do resultado analitico, como a sua
veracidade (erro sistemadtico ou tendéncia ou corregdo ou recuperagio) ou
a sua precisdo intermedidria ou, preferencialmente, uma combinacédo des-
sas duas caracteristicas metrolégicas, tal como a soma do erro sistematico
com a precisdo intermedidria.

As informagdes do desempenho do procedimento analitico obtidas
durante a fase de desenvolvimento, ou de otimizagdo, ou de pré-validacéo,
sdo de grande valia na escolha dos fatores a estudar durante essa fase.

Alguns dos fatores que podem afetar o resultado analitico sdo: con-
dicdes de armazenamento, condigdes ambientais e/ou de preparagdo da
amostra, origem e estabilidade dos reagentes, composi¢do da amostra, ta-
manho (massa ou volume) da amostra, as condi¢des de pH, temperatura,
tempo, composi¢do da mistura de solventes ou reagentes para a abertura/
extragdo/digestdo/limpeza/derivatizagdo da amostra e regulagens (set
up) do instrumento de medigédo analitica, entre outras.

As etapas do estudo de robustez sdo:

1. Identificar os possiveis fatores que possam influenciar os resultados.
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2. Variar levemente cada fator em pelo menos dois niveis (tratamen-
tos). Essas variacdes devem ser da mesma ordem daquelas que
podem ocorrer durante o uso do procedimento analitico na rotina.

3. Realizar um teste de robustez utilizando a abordagem cldssica,
variando um fator de cada vez, ou utilizando a abordagem do
planejamento fatorial completo ou fraciondrio (ver Anexo XII).
Essa tltima abordagem é preferivel, uma vez que exige menor
ndmero de experimentos, é mais rdpida, eficiente e econémica.

4. Identificados na etapa anterior os fatores que tém efeitos mais
significativos sobre o resultado da medigdo analitica, um novo
estudo mais detalhado é realizado apenas com esses fatores
mais significantes. O objetivo é estabelecer a faixa de variagdo
aceitdvel desses fatores, de forma que ndo comprometa a vera-
cidade e a precisdo do resultado analitico.

5. Os fatores que afetam significativamente o resultado analitico e
as faixas permitidas de suas variagdes devem ser explicitamente
identificados no procedimento de andlise, ressaltando-se os cui-
dados especiais com esses fatores.

Caso seja verificado através do estudo de robustez que a fungao
resposta do procedimento analitico ndo é influenciada ou é fracamente
influenciada por pequenas varia¢des dos fatores, as condigdes experimen-
tais, o procedimento analitico é classificado como: “Procedimento analitico
robusto e adequado para as andlises de rotina”. Neste caso, relatar apenas
as restricdes de variabilidade das condi¢bes experimentais que mais in-
fluenciam o resultado analitico, estabelecendo as suas variagdes permiti-
das para uso do procedimento analitico na rotina.

Caso seja verificado pelo estudo de robustez que a fungdo resposta
do procedimento analitico é fortemente influenciada por pequenas varia-
¢Oes dos fatores, as condi¢des experimentais, o procedimento analitico po-
derd ser classificado em uma das seguintes classes:

1. Procedimento analitico ndo robusto e inadequado para as andlises
de rotina.

2. Procedimento analitico de uso restrito — neste caso deverdo ser de-
talhadamente relatadas as restri¢cdes de variabilidade e de con-
trole das condi¢Ges experimentais que serdo permitidas para
uso do procedimento analitico.

3. Procedimento analitico ndo robusto e inadequado para as andlises de
rotina — na faixa de variacao estudada dos fatores de influéncia.

O escopo do procedimento analitico consiste na relagdo dos fatores
e nas faixas de variagdo autorizadas para cada fator, que estabelece as
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condig¢bes dentro das quais o procedimento analitico pode ser usado D
forma a produzir resultados metrologicamente corretos e confidveis.

O escopo é em parte determinado pelo estudo de robustez, uma
vez que este determina as condi¢des de uso confidvel do procedimen-
to analitico.

Durante a validagdo do procedimento analitico, pode-se fazer um
estudo de robustez simplificado, apenas identificando os fatores que mais
influenciam o resultado analitico e determinando as faixas de variacdo
desses fatores.

O estudo de robustez mais abrangente e detalhado dos fatores que
mais influenciam o resultado analitico pode ser feito concomitantemente
com o uso do procedimento analitico na rotina.

[1.10 Expressao e Interpretacao dos Resultados
de Medicbes

Os resultados das concentracdes de cada analito em cada amostra
devem ser acompanhados de suas incertezas e da unidade de medigdo
conforme o formato: Nome ou simbolo do mensurando = (valor da concentracio
do analito + incerteza) unidades.

Os resultados devem também conter, conforme o caso, a seguinte
expressdo ou assemelhada: O valor numérico apés o sinal + refere-se i incerteza
padrdo combinada.

Exemplos de resultado de andlise, conforme dados da Figura 10 e
da Tabela 7:

1. Concentragdo de cddmio = (0,0730 = 0,0057) mg/kg, ndo cor-
rigida pela recuperagdo, em que o valor numérico apds o sinal
* refere-se a incerteza padrdo combinada ndo considerando a
incerteza de amostragem.

2. Concentragdo de cddmio = (0,0730 = 0,012) mg/kg, ndo corri-
gida pela recuperagdo, na qual o valor numérico apés o sinal
* refere-se a incerteza expandida para uma probabilidade de
abrangéncia de 95% e fator de abrangéncia k = 2,1098, ndo con-
siderando a incerteza de amostragem.

3. Concentragdo de cddmio = (0,0730 = 0,0076) mg/kg, ndo corri-
gida pela recuperacdo, em que o valor numérico apds o sinal £
refere-se a incerteza padrdo combinada, considerando a incerte-

za de amostragem.
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/ 4. Concentragdo de cddmio = (0,0695 = 0,012) mg/kg, corrigida
pelo fator de recuperagéo f, = 1,05 (105%), em que o valor nu-
mérico apds o sinal + refere-se a incerteza expandida para uma
probabilidade de abrangéncia de 95% e fator de abrangéncia
k =2, ndo considerando a incerteza de amostragem.

Ainterpretagdo de um resultado de medigdo, quando de sua compa-
racdo com um valor de referéncia ou com limites minimos e/ou méximos
estabelecidos e consequente, a tomada de decisdo deve levar em conside-
ragdo a sua incerteza de medigdo. Neste sentido, Regras de decisdo devem
ser previamente estabelecidas por lei, norma, contrato ou acordo entre as
partes envolvidas.

O estabelecimento das Regras de decisido deve levar em consideracao
as especificagdes para o produto e a probabilidade de se tomar decisdes
erradas; a probabilidade de falsa rejei¢do (falsa ndo conformidade, falso
ndo conforme, falso positivo) ou a probabilidade de falsa aceitagdo (falsa
conformidade ou falso negativo). Isto é, essas regras dependem de o forne-
cedor ou o comprador correrem riscos.

Algumas possibilidades de Regras de decisdo contemplando bandas
de seguranga ou de salvaguarda [18] sdo representadas na Figura 13. Ou-
tras possibilidades mais complexas de Regras de decisdo podem ser esta-
belecidas, por exemplo, incluindo a necessidade de mais medic¢Ges, ou a
comparacdo com outra especificagdo alternativa, definindo valor maximo
para a incerteza de medicao etc.

Um 6rgao oficial fiscalizador pode adotar a posicdo de comprador
ou de vendedor conforme a decisdo a tomar. Por exemplo: em autuagoes,
o orgao fiscalizador pode adotar a posicdo de um comprador, evitando
punir injustamente o fiscalizado, se outros riscos mais importantes ndo
precisam ser considerados. No entanto, quando a tomada de decisdo visa
reduzir os riscos dos consumidores, o 6rgao fiscalizador deve adotar a
posicdo de vendedor, adotando a menor regido de conformidade, como
por exemplo, na Figura 13.2(d), na Figura 13.2(e) ou na Figura 13.3(g),
conforme o caso.

N
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Figura 13.1 — Interpretacdo de um resultado de medicdo em diferentes
possibilidades de comparagdes

(a) V., -U<Res<V_ V. <Res<V_+U R
es
>
h Vref ﬁ
Regido de 4 » Regido de

rejeicdo ou de
desigualdade

Regido de aceitacdo ou de igualdade ou

rejeicdo ou de

de conformidade desigualdade

ou de péo V_-U<Res<V_+U ou de nédo
conformidade Res = V., conformidade
Res < V .-U Res>V  +U
Lmax + U
(b) u
< Res
»
L max
4 Regido de
Regido de aceitacdo ou de conformidade rejeiggéo ou de
Res<L  +U nao
conformidade
Res>L  +U
Lm\n - U
(9
v Res
>
4 Lo
Regido de >

Regido de aceitacdo ou de conformidade

rejeicdo ou de
Res > L +U

nao
conformidade
Res<L .-U

Notas: A incerteza expandida U é igual a multiplo k da incerteza padrao combinada u do resultado analitico:
U = ku. Em geral, k = 2.
(a) lgualdade entre o resultado Res e um valor de referéncia V_.
(b) Comparacao do resultado Res com um limite méximo L__, minimizando o risco de falso conforme
do comprador.
(c) Comparacao do resultado Res com um limite minimo L ., minimizando o risco de falso conforme
do comprador.
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ﬂigura 13.2 — Interpretacdo de um resultado de medicdo em diferentes
possibilidades de comparagdes

(d) U

Res

< >

Regido de aceitacdo ou

de conformidade Regido de rejeigdo ou

Res<L  +U de ndo conformidade
Res>L  +U

v

(e) U .
es

Lo >
4 Regido de aceitacdo ou

de conformidade
Res>L  +U

v

Regido de rejeicdo ou
de ndo conformidade
Res<lL . -U

Notas: A incerteza expandida U é igual ao multiplo k da incerteza padrdo combinada u do resultado analitico:
U = ku. Em geral k = 2.

(d) Comparacao do resultado Res com um limite maximo L__, minimizando o risco de falso conforme
do vendedor.

(e) Comparacao do resultado Res com uma faixa, intervalo, com limite minimo e méaximo, minimizando
o risco do vendedor.
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Figura 13.3 — Interpretacdo de um resultado de medicdo em diferentes
possibilidades de comparagdes

= [ ]
U

()

v Res

»>

h Lo Lo ﬁ

Regido de < > Regido de
rejeicao ou de Regido de aceitacio ou de rejeicdo ou de
nao conformidade nao

conformidade L -U<Res<L +U conformidade
Res<lL . -U mn mex Res>L  +U

(9)

s Y
u

Res

»
»

4 Lo Lo >
Regido de H Regido de

rejeicdo ou de rejeicdo ou de

Regido de aceitagdo ou de

nao conformidade nao
conformidade L -U<Res<l +U conformidade
Res<lL . -U min max Res>L  +U

Notas: A incerteza expandida U é igual a multiplo k da incerteza padrao combinada u do resultado analitico:
U=ku. Em geral k = 2.

(f) Comparacao do resultado Res com uma faixa, intervalo, com limite minimo e méximo, minimizando
o risco de falso conforme do comprador.

(g) Comparacao do resultado Res com uma faixa, intervalo, com limite minimo e maximo, minimizando
o risco de falso ndo conforme do vendedor.

[1.11 Relatério de Validacao

Ap6s a validagdo, um documento deve ser redigido no qual os de-
sempenhos alcangados pelo procedimento validado sdo relatados. Esse
documento deve conter o maior ntimero possivel de informagdes de forma
a permitir uma forte evidéncia para demonstrar a qualidade do procedi-
mento validado e sua adequagdo ao uso pretendido. Algumas das infor-
magdes que devem constar deste relatério final de validagdo sao:

1. Identificacdo do Laboratdrio, local, periodo de realizagdo dos
experimentos de validacdo, data de sua conclusdo, incluindo a
confec¢do do relatério final;

2. Nomes e assinaturas do gerente da qualidade, gerente técnico,
aprovacdo do documento, relacdo dos técnicos que participa-
ram da validacéo.

/
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/ 3. A identificacdo do(s) analito(s) validados e a sua forma de

apresentacdo nas matrizes validadas — e.g., sélida/natural-
mente contaminada/solavel em/suspensdo em/digerivel
em/inclusdo em/residuo de/contaminacdo de/metabdlico
de/subproduto de/degradagdo de etc. — e, quando apropria-
do, incluir a especificacdo, por exemplo: arsénico total, metil
mercurio, Cr(III), FeO.

4. Declaragao do uso pretendido, estabelecendo requisitos de ten-
déncia e incertezas méximas aceitdveis. Por exemplo: “A andlise
de triagem de micotoxinas com teor entre 0,1 a 50 ng/g em se-
mentes alimenticias com faixa de recuperagdo permitida entre
60% e 120% e incerteza expandida relativa maxima de 25%".

5. Especificar a faixa de concentracdo validada de cada analito
(e.g., “0-500 ng/g") para cada matriz do conjunto de matrizes
validadas e explicitamente especificadas.

6. Um protocolo descrevendo equipamentos, materiais, reagentes,
calibracdo dos instrumentos de medigdo analitica qualificados
para o procedimento analitico validado.

7. Recomendagdes de seguranca necessdrias para equipamentos
e pessoas.

8. Procedimento analitico final e definitivo, no qual, além de to-
das as etapas detalhadamente descritas, devem estar relatadas
todas as recomendacdes de cuidados especiais em relagdo ao
controle e as faixas aceitdveis dos fatores que tém efeito signifi-
cativo no resultado analitico, conforme detectado no estudo de
robustez. Por exemplo: i - Extragdo temperatura a (60 = 5)°C por
(50 = 5) min sob agita¢do vigorosa; ii - Fluxo de gds carreador de
(80 = 10) mL / minuto etc.

9. Os registros, as andlises estatisticas e o status do critério de acei-
tacdo para cada parametro de desempenho estudado.

10. Uma declaragéo relativa ao atendimento ou ndo do uso pretendido.

Evidentemente, outras informag¢des podem estar presentes nes-

se relatoério.
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PARTE 3

Estudos de Estabilidade




Parte lll \

Estudos de Estabilidade

Os procedimentos apresentados objetivam determinar a estabilida-
de das solugdes padrdo, dos analitos nas matrizes de origem animal ou
vegetal e dos padrdes de trabalho.

A estabilidade do analito nas mais diversas situacGes deve ser deter-
minada de modo a reproduzir as reais condi¢gdes de armazenamento, ma-
nuseio e andlise; levando-se em consideragdo a matriz especifica na qual o
analito deverd ser pesquisado.

Dados de publicagdes cientificas podem ser utilizados para de-
monstrar a estabilidade do analito em solucdo e/ou na matriz, desde que
haja similaridade entre as condigdes estabelecidas no estudo e no labora-
tério em questdo.

Os estudos de estabilidade também podem ser realizados em par-
ceria por laboratérios da Rede Brasileira de Laboratérios Agropecué-
rios, e os dados decorrentes poderdo ser utilizados para demonstrar a
estabilidade do analito nas diversas situacdes. Para tanto, é necessdrio
que haja similaridade entre as condi¢des do analito nos laboratérios que
realizam os estudos.

As estabilidades dos padrdes de calibragdo e padrdes internos, em
solugdo, devem ser avaliadas.

Os dados podem ser apresentados graficamente, de forma a facilitar
a avaliacdo.

Admite-se um padrdo como estavel quando for observada uma de-
gradacdo maxima de até 5% em relagdo a uma referéncia recém-preparada.

I11.1 Estabilidade do Analito na Matriz
nao Processada

O estudo visa a demonstrar a estabilidade dos analitos nas matrizes
no periodo entre o recebimento da amostra e o inicio da andlise.

O periodo de tempo estudado deve ser superior ao tempo méaximo
previsto de armazenamento para o inicio da andlise da amostra.

Este estudo deve, preferencialmente, ser realizado com o uso de ma-

trizes naturalmente contaminadas.
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/ E sugerido que o estudo de estabilidade na matriz ndo processada
seja realizado de forma exploratéria, conforme demanda do Mapa.

Para tal, o laboratério deve reservar amostras naturalmente con-
taminadas, armazenando-as sob temperaturas de congelamento e ana-
lisd-las em no minimo seis réplicas, periodicamente, em intervalos de
tempo predeterminados.

O analito é considerado estavel por um intervalo de tempo, enquan-
to os resultados dessas andlises indicarem igualdade estatistica com o pri-
meiro resultado do inicio do estudo.

Pode-se usar o teste hipétese de t de Student, usando as equagdes
eq. (1) a eq. (5), como mostrado no item 4.2 — Procedimentos de Avaliagio
e Critérios de Aceitagdo do Efeito Matriz, da Parte II, para se verificar essa
igualdade de resultados.

Neste caso, os desvios-padrdo (varidncias) no numerador e no
denominador que aparecem nas equagoes (1), (3), (4) e (5) sdo aqueles
obtidos das andlises replicadas em dois momentos diferentes do estudo
de estabilidade.

O estudo pode ndo ser realizado devido a sua impraticabilidade
para algumas matrizes.

1.2 Estabilidade do Analito na Matriz Processada

O estudo visa a demonstrar a estabilidade dos analitos nas matrizes
no periodo entre o processamento da amostra e o inicio da anélise.

A estabilidade do analito na matriz processada deve ser realizada
sempre que o laboratério adote a pratica na qual a amostra ndo € analisada
imediatamente apds o processamento.

O periodo de tempo estudado deve ser superior ao tempo maximo
previsto de armazenamento para o inicio da anédlise da matriz processada.

Devem-se tomar amostras de matriz branca homogeneizada. O ma-
terial deve ser dividido em aliquotas, cada uma fortificada com a substan-
cia a ser avaliada.

Armazenar as aliquotas sob as condi¢ées nas quais o laboratério

as armazena, no periodo entre o processamento da amostra e o inicio
da anélise.
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Analisar seis réplicas das aliquotas armazenadas, periodicamenh
em intervalos de tempo predeterminados, e definir o tempo maximo de
estabilidade dos analitos estudados procedendo a testes t como na segdo
1 — Estabilidade do Analito na Matriz ndo Processada, da Parte III.

Nao € necessdrio provar a estabilidade dos analitos na matriz pro-
cessada caso o laboratorio inicie a andlise da amostra imediatamente apds
seu processamento.

I11.3 Estabilidade do Analito no Extrato ou na
Solu¢ao de Abertura de Amostra

O estudo visa a demonstrar a estabilidade dos analitos nos ex-
tratos no periodo entre a extra¢do/digestdo da amostra e o inicio da
analise instrumental.

A estabilidade do analito no extrato deve ser realizada sempre que o
laboratério adote a prética na qual o extrato ndo é analisado imediatamen-
te ap6s a extracdo/ digestdo.

O perfodo de tempo estudado deve ser superior a duragdo da cor-
rida analitica ou ao tempo maximo previsto de armazenamento e corri-
da analitica.

Os resultados devem ser comparados com aqueles obtidos da
andlise dos extratos imediatamente apds a extragdo/digestdo ou aber-
tura de amostra.

Devem-se tomar extratos de matriz branca. O extrato deve ser adi-
cionado com a substancia a ser avaliada em uma concentragdo que con-
temple a faixa de trabalho.

Armazenar os extratos sob as condi¢des nas quais o laboratério
os armazena, no periodo entre a extracdo/digestdo da amostra e a ané-
lise instrumental.

Analisar no minimo seis réplicas dos extratos armazenados periodi-
camente, em intervalos de tempo predeterminados, e definir o tempo ma-
ximo de estabilidade dos analitos estudados procedendo a testes t como na
secdo 1 — Estabilidade do Analito na Matriz ndo Processada, da Parte II1.

Nao é necessdrio provar a estabilidade dos analitos caso o labora-
torio inicie a andlise da amostra imediatamente apds a extracdo/ digestdo.

/
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/ [1l.4 Estabilidade das Solu¢des Padrao

A estabilidade das solugdes padrdo deve ser demonstrada sempre
que ndo houver alguma referéncia prévia para o seu prazo de validade.

A estabilidade da solugdo padrao deve ser estudada nas condigdes e
no periodo de armazenamento nos quais a solugdo padrdo é armazenada
no laboratério.

Recomenda-se comparar a resposta instrumental gerada por uma
solucdo padrdo armazenada com a resposta instrumental gerada por
uma solu¢do padrado recém-preparada (a partir de um padrdo dentro do
prazo de validade).

O estudo deve ser realizado em todos os tipos de solugdo padrao,
partindo da solugdo padrio estoque, passando pela solugdo padrao inter-
medidria, até a solugdo padrao de trabalho.

Caso o estudo de estabilidade seja feito em uma solucdo diluida,
essa estabilidade pode ser considerada para solugdes mais concentradas,
desde que ambas sejam armazenadas sob as mesmas condig¢des.

O procedimento é o mesmo da se¢do anterior, comparando-se com
testes t os sinais de sextuplicatas obtidos em diferentes periodos de arma-
zenamento com o sinal da solugdo recém-preparada.

[11.5 Estabilidade dos Padrdes de Trabalho e dos
Materiais de Referéncia nao Certificados

Padroes de trabalho e materiais de referéncia ndo certificados pode-
rdo ter o prazo de validade expandido, desde que seja realizado o moni-
toramento continuo de sua estabilidade, conforme recomendado a seguir.

Para monitoramento continuo da estabilidade desses padrdes
deve-se elaborar uma planilha ou gréfico-controle para cada padrao,
constando o registro da relacdo de dreas (ou alturas) dos picos obtidos
cromatograficamente, entre o padrdo em estudo e um padrao de referén-
cia. Dessa forma, os seguintes passos devem ser seguidos e registrados:

1. Injetar no cromatdgrafo uma solucdo contendo um padrdo
de referéncia e o padrdo de trabalho utilizado na rotina do
laboratério, ambos dentro do prazo de validade indicado
pelo fornecedor.

2. Registrar em um grafico-controle a relacdo das dreas (ou alturas)
entre os dois picos gerados.
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3. Quando o padrio de trabalho utilizado na rotina expirar o pD
zo de validade, realizar o mesmo estudo descrito acima, utili-
zando sempre o padrdo de referéncia dentro da validade.

Caso a diferenca entre as dreas seja inferior a 5%, uma nova data de
validade podera ser estabelecida para o padrdo em estudo. Sugere-se ex-
pandir a validade por mais trés meses, repetir os procedimentos descritos
acima e, caso a relagdo das dreas continue inferior a 5%, expandir a valida-
de por mais trés meses. E assim proceder, sucessivamente.

O padrao de referéncia pode ser o mesmo utilizado como padréao in-
terno (surrogate) ou como controlador do equipamento. Por exemplo, qui-
nalfos ou propoxur para cromatografia liquida e bromofés ou clorpirifos
metilico para cromatografia gasosa.

O padrao de referéncia utilizado no estudo deve sempre estar den-
tro do seu prazo de validade.

/
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4 ANOTACOES
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PARTE 4

A Rotina Analitica e o Controle
de Qualidade Analitica (CQA)




Parte IV \

A Rotina Analitica e o Controle de Qualidade
Analitica (CQA)

Como a validagdo ndo garante que o desempenho do método na ro-
tina analitica do laboratério permanecerd o mesmo perpetuamente, faz-se
necessario monitorar as corridas analiticas para garantir que os resultados
continuem vdlidos no decorrer do tempo, de acordo com o que foi estabe-
lecido durante a validacdo.

Todos os procedimentos adotados na rotina analitica deverdo ser
respaldados pelos estudos de validacdo do procedimento analitico.

A curva de calibra¢do utilizada na rotina deve conter pelo menos
cinco niveis (incluindo, quando necessdrio, o zero), devendo esta ter a
mesma faixa de trabalho estudada na validagdo do método.

No minimo uma Amostra Controle de Qualidade (ACQ) Branca de
Matriz deve estar presente por batelada de amostras.

As ACQ de Matriz Branca Fortificada devem simular niveis de con-
centragdo de interesse. Para tal, fortificacdes devem ser feitas em nivel bai-
xo0, médio e alto, sendo que o LMR/TMC deve estar representado em um
desses niveis ou préoximo a eles.

No minimo uma ACQ de Matriz Branca Fortificada deve estar pre-
sente por batelada de amostra. Os niveis de fortificagdo devem ser perio-
dicamente alternados para que o estudo contemple os trés niveis em um
curto intervalo de tempo.

Com esse objetivo, as ACQs devem ser intercaladas entre as amos-
tras. Cada corrida analitica deve ter a seguinte composigao:

1. Branco de reagente;
2. Curva de calibracao;
3. Amostras;

4. ACQs (matriz branca fortificada e matriz branca), intercalados
as amostras.

Os resultados das ACQ servirdo de base para aceitacdo ou rejeicao

da batelada analitica.
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/ Para tanto:

1. As ACQ devem ser incorporadas em intervalos regulares, de-
pendendo do niimero total de amostras da batelada.

2. Os dados devem, preferencialmente, ser registrados grafica-
mente para uma melhor visualizagdo dos resultados.

Os resultados obtidos nas ACQs correto podem ser utilizados para
estimar continuamente a precisdo intermedidria ou reprodutibilidade in-
tralaboratorial e a incerteza do procedimento analitico, bem como os valo-
res de CCa e CCB.

Os critérios de aceitabilidade dos resultados das ACQs sdo os mes-
mos de quando da validagdo e estdo estabelecidos nas se¢Ges especificas.

Adicionalmente, a cada quatro meses, os laboratérios deverao reali-
zar uma verificagdo de desempenho (internal check samples) por intermédio
de amostras rigorosamente elaboradas e distribuidas para serem analisa-
das junto com as amostras da rotina analitica. O objetivo é estabelecer um
controle interno e independente, ou seja, sem o conhecimento prévio dos
analistas diretamente envolvidos nas andlises.

Os resultados das medi¢des de amostras de ensaio de rotina oriun-
dos de curvas analiticas obtidas a partir de padrdes de calibragdo em so-
lugdo, ou a partir de extrato de matriz branca fortificado com os padrdes
de calibragdo, podem ser corrigidos com a média das corre¢des de recupe-
ragdo ou a média dos fatores de recuperagdo obtidos naquela batelada de
andlises no nivel de concentragdo mais préximo do resultado da amostra
de ensaio de rotina.

A correcdo de recuperagdo ou o fator de recuperacdo médios da ba-
telada de andlises no nivel de concentragdo mais préoximo do resultado da
amostra de ensaio deverd sempre ser relatado juntamente com o resultado
da medicao.

O laboratério deve fazer uso, o mais abundantemente possivel, de
cartas de controle para mostrar de forma visual e rdpida que o sistema
de medicdo analitica estd sob controle estatistico. Recomenda-se que no
minimo sejam feitas cartas de controle do intercepto e da inclinacdo das
curvas de calibragdo da rotina, cartas de controle das recuperagdes obtidas
nas ACQ e da precisdo de repetitividade e/ou precisdo intermedidria (re-
produtibilidade intralaboratorial).

A critério do laboratdrio, outras cartas de controle podem ser ela-
boradas, por exemplo, com os valores de LD, LQ, CCa CCf3, da resposta
instrumental do instrumento analitico em algum controle, da drea, da in-
tensidade ou largura a meia altura de um dado pico cromatogréfico de
controle, entre outros.
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PARTE 5

Ampliacao do Escopo do
Procedimento Analitico Validado




Parte V \

Ampliacao do Escopo do Procedimento Analitico
Validado: Inclusao de Nova Matriz ou Novo
Analito em Procedimento Analitico Validado

No caso de procedimento analitico ja credenciado, o laboratério pode-
rd solicitar ao Mapa a extensdo de escopo incluindo novo analito ou matriz.

Entende-se aqui como nova matriz, por exemplo, tecidos diferentes
de uma mesma espécie (e.g., figado e rim bovino) ou o mesmo tecido de
espécies diferentes (e.g., rim bovino e rim suino) ou até tecidos diferentes
de espécies diferentes (e.g., rim bovino e figado suino).

No contexto deste Manual, chamaremos de “novo analito” ou de
“nova matriz” aquele(a) que se deseja incluir no escopo do procedimento
analitico originalmente validado, e de velho “analito” ou de “velha matriz”
aquele(a) que foi usado(a) na validagdo original do procedimento analitico.

Para incluir novos analitos, em procedimento analitico mono ou
multirresiduo validado, os pardmetros de validagdo devem ser definidos
para os novos analitos e o desempenho do procedimento analitico, em re-
lagcdo aos demais analitos, necessita ser reavaliado de forma a demonstrar
que a inclusdo do novo analito ndo altera o desempenho geral do procedi-
mento analitico para os velhos analitos.

Para a inclusdo de nova matriz ou novos analitos, os seguintes es-
tudos devem ser apresentados: Linearidade; Seletividade/Efeito Matriz;
Veracidade /Recuperagdo e Precisdo, de forma a comprovar que a inclusdo
de nova matriz ndo altera o desempenho do método.

A determinacdo de CCa e CCp e da incerteza de medicdo deve ser
refeita para a nova combinagdo matriz-analito.

As curvas de calibracdo envolvidas nesses estudos devem contem-
plar uma faixa de calibracdo que inclua os niveis de interesse (LMR ou
TMC ou LMDR ou LQ) de ambas as matrizes ou, alternativamente, os
niveis de concentra¢do do analito na nova matriz podem ser diluidos ou
pré-concentrados até atingirem a faixa de calibragdo na velha matriz.

Para a inclusdo da nova matriz, o estudo comparativo do efeito de
matriz entre as duas curvas de calibragdo envolvendo a nova matriz e a
velha matriz é semelhante ao estudo apresentado na se¢éo 4 — Seletividade

e Efeito Matriz, da Parte II. J
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K Para tanto, aplica-se o teste f para os pardmetros a4 e b das duas cur-
vas analiticas para cada analito do escopo do método validado.

V.1 Procedimento de Determinacao do Efeito
de Matiz para a Inclusao de Nova Matriz
ou Novo Analito Comparando-se Duas
Curvas de Calibracao

Duas matrizes brancas ou extratos de matrizes brancas devem ser
fortificadas em pelo menos cinco niveis de concentragdo, obtendo-se cinco
ou mais niveis de calibragdo. Os niveis de concentracdo devem contemplar
os respectivos niveis de interesse do analito estabelecidos para cada matriz.

A injecdo (leitura) no instrumento de medigéo analitica deve ser feita
em pelo menos seis réplicas por nivel de concentragdo em ordem aleatdria.

Ap6s a realizagdo das duas curvas de calibracdo, aplicar o teste ¢ de
Student para verificar a igualdade estatistica dos interceptos a, e a, e das
inclinacdes b, e b, das curvas de calibragdo com a velha e a nova matriz da
seguinte forma:

Aplicar o teste F (Fischer-Snedecor), homogeneidade de varian-
cias, para verificar se as varidncias dos interceptos da curva de cali-
bracdo (de calibracdo) da velha e da nova matriz sdo estatisticamente
iguais, calculando-se:

Onde:

2 ~ N . . . ~
° s2, e s2, sdo as variancias dos interceptos da curva de calibragao
(de calibragdo) da velha e da nova matriz com a maior variancia
no numerador.

Ao mesmo tempo obtém-se o valor tabelado de F__. com
a,crit,o,v1,v2

v, = N_, -1 graus de liberdade no numerador e v, = N , — 1 graus de
liberdade no denominador. Adotar um nivel de confianca de 95%.

SeF _ formenorqueoF . as variancias podem ser considera-

a,calc a,crit,o,v1,v2
das iguais. Neste caso, os desvios-padrao dos dois interceptos sdo agrupa-
dos para formar o desvio-padrdo agrupado s, , e a igualdade dos dois in-

terceptos é testada com a distribuicdo t de Student, comparacao de médias.

N

Desse modo, calculam-se:
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tu,calc = ) )
sp N " N
x1 x2 (2 6)
Onde:
2 = (le _])531 +(No —1)si,
o (N’(I + ]VXZ - 2) (27)
o e N e N, sdo os ntimeros de niveis de concentracdo independente-

mente replicados das curvas analiticas (de calibra¢do) na velha e na
nova matriz.

O valor tabelado de ¢, € obtido a partir da tabela da distribuigdo
de t de Student parav =N | + N_, -2 graus de liberdade e o nivel de sig-
nificancia desejada o = 0,05 (5%) ou nivel de confianga 1 — o = 0,95 (95%).

SeF, . formaiorqueoF, . .  tabelado as varidncias ndo podem
ser consideradas estatisticamente iguais. Verifica-se entdo o efeito de ma-
triz com a distribuigdo t de Student, usando a seguinte equagdo:

ta,calc =
(28)
Neste caso, para a obtengéo do valor critico tabelado £, . o ntme-
ro de graus de liberdade é igual a:
2
le ]Vx2
V= ; 5 ; =2
Sal Sa2
( /vxl ) ( /VXZ )
), ;
N, +1 N, +1 (29)

Se o valor de t _ for menor que ot ., pode-se concluir que as
a,calc a,crit, o,V
curvas analiticas com as duas matrizes tém o mesmo intercepto.

Seovalordet _ formaiorqueot . pode-seconcluir que as cur-
a,calc a,crit,o,v
vas analiticas com as duas matrizes tém interceptos diferentes.

Repetir os testes F e t para as inclinagdes b, e b,, usando-se as mes-
mas equacoes eq. (25) a eq. (29) anteriormente citadas, apenas trocando as

letras a por letras b.
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/ Se os interceptos a, e a, das curvas analiticas (de calibragdo) da velha
e da nova matriz forem iguais entre si e 0 mesmo ocorrer com as inclina-
¢des b, e b,, entdo pode-se incluir a nova matriz no escopo do método vali-
dado e até mesmo usar a curva de calibragdo na velha matriz para quantifi-
car o analito na nova matriz. Isto é, ndo ha um efeito de matriz significativo
diferenciando a nova matriz da velha matriz.

O estudo do efeito de matriz para a inclusdo de novos analitos € se-
melhante ao descrito nos pardgrafos anteriores dessa se¢do para a inclusdo
de nova matriz, mas agora comparando a curva de calibra¢do contendo os
novos analitos juntamente aos velhos analitos com a curva de calibragdo
contendo apenas os velhos analitos. Sendo as duas curvas de calibragdo na
mesma matriz da validagdo original para os velhos analitos.

Procede-se entdo aos testes F e t das equagdes eq. (25) a eq. (29). Se
ndo houver diferenca significativa entre os interceptos 4, e a, assim como
entre as inclinagdes b, e b, entre as curvas de calibragdo contendo apenas
os velhos analitos e a curva de calibragdo contendo simultaneamente os
novos e os velhos analitos, entdo ndo hé efeito de matriz devido a inclusao
dos novos analitos.

V.2 Estudo de Veracidade e Precisao para a
Inclusao de Nova Matriz ou Novo Analito

Tendo sido aprovada a inclusdo da nova matriz ou dos novos anali-
tos através da comparacdo de suas curvas de calibragdo, procede-se entdo
aos estudos da veracidade e da precisdo para cada analito novo e velho
na nova e na velha matriz, conforme mostrado nas secdes 5 — Veracidade/
Recuperagdo e 6 — Precisdo, da Parte I1.

Esses novos estudos de veracidade e precisdo deverdo ser feitos em
pelo menos trés niveis de concentragdes diferentes (baixa, média alta) da
faixa de trabalho, e no LMR/TMC, ou nos LMR/TMGC, se forem distintos
nas diferentes matizes.

Se os critérios de veracidade e precisdo estabelecidos nas segdes 5 —
Veracidade/Recuperagio e 6 — Precisdo, da Parte II, forem atendidos para a
nova matriz ou para os novos analitos em todos os niveis estudados, as
inclusdes desejadas ao escopo do procedimento analitico poderdo ser soli-
citadas ao Mapa.

Se a veracidade e a precisdo dos analitos na nova matriz forem iguais
ao da velha matriz, entdo a andlise de rotina dos analitos na nova matriz
poderd ser feita com a curva de calibragdo da velha matriz.

N
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Aspectos Especificos da Validacao
de Procedimentos Analiticos para as
Diferentes Categorias de Analitos




Parte VI \

Aspectos Especificos da Validacao de
Procedimentos Analiticos para as Diferentes
Categorias de Analitos

Nesta parte, trataremos das especificidades que devem ser priorita-
riamente observadas na validagdo dos procedimentos analiticos e durante
as determinagdes de rotina dos residuos de Medicamentos Veterindrios,
Praguicidas e Contaminantes Organicos e Inorganicos.

Todos os critérios descritos nesta secio devem ser estimados levan-
do-se em consideragdo as Partes de Il a V deste Manual.

VI.1 Residuos de Medicamentos Veterinarios

VI.1.1 Validacoes (Requisitos Minimos e Critérios de Aceitacao)

A validagdo de procedimentos analiticos para determinacdo de me-
dicamentos veterindrios e contaminantes organicos em matrizes de origem
animal deverd ser conduzida observando-se os seguintes parametros de
desempenho e os seus respectivos critérios de aceitacao:

1. Seletividade;

2. Efeito Matriz;

3. Linearidade;

4. Recuperacdo/ Veracidade;

5. Precisdo (Repetitividade);

6. Precisdo (Reprodutibilidade Intralaboratorial);

7. Limite de Decisdo (CCa) e Capacidade de Detecgdo (CCP);

8. Robustez.

VI1.1.2 Seletividade

Analisar um ntimero apropriado de amostras brancas e averiguar a
presenca de qualquer interferente (pico cromatografico, sinal, trago de ion)
na regido de interesse que se espera a elui¢do do analito. J

L
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f Fortificar amostras em branco representativas em uma concentragdo
relevante com substancias que possam interferir na identificacdo e/ou na
quantificagdo da substancia a analisar.

VI1.1.2.1 Critérios de Aceitabilidade da Seletividade

O sinal interferente deve ser < 30% do sinal na concentracdo do Me-
nor Nivel Calibrado.

VI.1.3 Efeito de Matriz

Aplicar os procedimentos de avaliacdo e os critérios de aceitagdo da
secdo 4 — Seletividade e Efeito Matriz, da Parte II deste Manual.

Curvas de calibracdo em solugdo de analito em solvente puro
(CCAS) s6 poderao ser utilizadas se for demonstrada a ndo existéncia de
efeito de matriz.

VI.1.4 Linearidade

Construir uma curva de calibragdo com no minimo cinco niveis de
concentrac¢do, compreendendo 1, 1,5 e 2,0 vezes o LMDR ou 0,5, 1,0 e 1,5
vez 0 LMR, em cinco ou mais replicatas.

A linearidade deve ser avaliada pela inspecdo visual do gréfico
gerado pela regressdo linear e pela avaliagdo estatistica dos residuos,
desde que o coeficiente de correlagdo ou determinagdo esteja dentro de
critérios aceitaveis.

A curva de calibragdo nédo deve ser for¢ada a passar pela origem.

Calcular o coeficiente de correlacdo ou determinacéo.

VI.1.4.1 Critérios de Aceitabilidade

O modelo matemadtico utilizado para descrever a curva de calibra-
¢do deve ser adequado.

VI.1.5 Precisao (Repetitividade e Reprodutibilidade Intralaboratorial)

Aplicar os procedimentos de avaliagdo e critérios de aceitagdo da
secdo 6 — Precisdo, da Parte Il deste Manual.

N
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VI1.1.6 Veracidade/Recuperacao \

Com os dados obtidos no ensaio de reprodutibilidade intralaborato-
rial, calcular a recuperacdo média, por nivel de fortificagdo.

V1.1.6.1 Critérios de Aceitabilidade

A recuperacdo média deve estar compreendida nos intervalos
especificados na Tabela 5 ao redor de 100%, de acordo com as respec-
tivas concentracdes.

VI1.1.7 Robustez

Um estudo de robustez deve ser realizado demonstrando a estabi-
lidade do método sob diferentes condi¢ées, diferentes fabricantes de insu-
mos e colunas cromatogréﬁcas, dentre outras variacoes.

VI.1.8 Limite de Decisdo (CCa) e Capacidade de Detec¢ao (CCB)

Calcular os valores de CCa e CCf3 com os dados obtidos durante a
validagdo do método.

Os valores de CCa e CC3 devem incluir a incerteza do método no
LMR/LMDR.

O célculo dos valores de CCa e CCf3 deve ser realizado a partir da
andlise de amostras fortificadas sob condi¢ées de reprodutibilidade.

O laboratério deve garantir que a incerteza do procedimento analiti-
co (desvio-padrao) seja considerada nos cdlculos de CCa e CCp.

Trés abordagens podem ser utilizadas para calcular os valores de
CCae CCRB:

1. Resultados obtidos nos ensaios de repetitividade e reprodutibi-
lidade intralaboratorial;

2. Resultados obtidos nas CCMBF em dias diferentes;

3. Resultados obtidos a partir de 20 amostras brancas fortificadas
no LMR.

E recomendado que periodicamente os valores de CCa e CCP sejam
atualizados ou confirmados com dados da rotina.

- S/
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f VI.1.8.1 Critérios de Aceitacdo do CCa e CCB

CCa e CCP devem ser inferiores ao Limite Minimo de Desempenho
Requerido (LMDR), no caso de substancias banidas.

VI1.1.9 Estudos de Estabilidade

A estabilidade dos analitos utilizados nas anélises deve ser demons-
trada, simulando as condi¢oes as quais o laboratério submete as amos-
tras/ padrdes.

Os estudos de estabilidade podem ser realizados ao longo dos en-
saios de rotina.

VI1.1.9.1 Critério de Aceitacado

Os analitos serdo considerados estaveis quando for observada uma de-
gradagdo méxima de até 5%, em relagdo a uma referéncia recém-preparada.

VI.1.10 Extensoes de Escopo: Inclusao de Novos Analitos ou
de Novas Matrizes

Novos analitos ou matrizes que serdo incluidos num método pre-
viamente validado necessitam ser validados usando os mesmos parame-
tros e critérios definidos anteriormente.

De maneira alternativa, a validacdo de um novo analito ou matriz
pode ser realizada de forma concorrente durante as andlises de rotina.

Para a avalia¢do da linearidade do novo analito ou matriz devem
ser adotados os mesmos parametros utilizados na validacdo do método.

Amostras de Controle de Qualidade (ACQ) podem ser utilizadas
para avaliagdo da precisdo e da veracidade/recuperagdo do método na va-
lidagdo concorrente. Para tal, fortificar ACQs em 0,5, 1 e 1,5 vez 0 LMR ou
1,1,5 e 2 vezes o LMDR com o analito de interesse.

Repetir o processo em dias diferentes, sob condi¢ées de reprodutibi-
lidade intralaboratorial, até que se obtenham seis andlises por nivel.

Calcular a recuperacdo média e o coeficiente de variagdo por ni-
vel fortificado.

N

Calcular os valores de CCa e CCp com os dados obtidos.
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Os valores de recuperacdo média e de coeficiente de variagdo obh
dos devem estar dentro dos intervalos aceitaveis utilizados na validagao
do método para o analito ou a matriz original.

VI.1.11 Curvas de Calibracao e Amostras de Controle de
Qualidade (ACQs) na Rotina Analitica

Todos os procedimentos adotados na rotina analitica deverdo ser
respaldados pelos estudos de validacdo do método.

A curva de calibragdo utilizada na rotina deve conter pelo menos
cinco niveis (incluindo o zero), devendo esta ter a mesma faixa de trabalho
estudada na validacdo do método.

Os valores de recuperagao obtidos pelos ACQs devem estar dentro
dos limites estabelecidos na Tabela 5 ao redor de 100%, de acordo com as
respectivas concentragoes.

VI.2 Residuos de Praguicidas (Agrotoxicos)

Devido a grande diversidade de agrotéxicos empregados na agri-
cultura, os procedimentos analiticos multirresiduos sdo especialmente re-
comenddveis quando se trata de identificacdo e quantificagdo de residuos
em matrizes vegetais.

Quando o método for aplicdvel a mais de uma matriz, de um mesmo
grupo ou de grupos distintos de produtos, seu credenciamento podera ser
solicitado apenas com os dados da validagdo obtidos com a matriz repre-
sentativa. Entretanto, durante a rotina analitica, uma validacdo simultanea
ou concorrente deve ser conduzida objetivando avaliar o comportamento
do método para as demais matrizes do grupo componente do escopo, de
forma a garantir que o método é aplicavel de maneira integral a todas as
matrizes que fazem parte do escopo.

De maneira sistemdtica, os pardmetros que impactam na qualidade
analitica precisam ser monitorados, conforme descrito na Parte IV — A Ro-
tina Analitica e o Controle de Qualidade Analitica, de modo a garantir durante
a rotina analitica que o método continua operando dentro dos parametros
preconizados. Caso seja observada uma tendéncia significativa ou siste-
maética de desvio dos paradmetros, procedimentos devem ser adotados no
intuito de se identificar e corrigir as causas provdveis do desvio.

/
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/ VI.2.1 Matrizes Representativas

Para utilizacdo de matriz representativa, os seguintes critérios de-

vem ser observados:

N

1. No minimo uma matriz representativa por grupo de produtos
deve ser avaliada durante a validacdo, fato indispensavel ao
credenciamento de determinado procedimento analitico.

2. Quando um método for implementado na rotina para uma va-
riedade de matrizes de um mesmo grupo, dados complemen-
tares deverdo ser coletados de forma a consolidar a validagao
concorrente para todas as matrizes do grupo credenciado/
autorizado por intermédio da matriz representativa.

3. Na sele¢do da matriz representativa, devem ser utilizados os
critérios estabelecidos na Tabela A.XI.1 (CAC/GL 40-1993,
Rev.1-2003), anexa.

4. Matrizes representativas podem ser utilizadas na validacdo de
métodos mono e multirresiduos.

VI.2.2 Analitos Representativos

1. Todos os analitos contemplados pelo escopo do método neces-
sitam ser validados.

2. Preferencialmente, cada batelada de amostras a ser analisa-
da deve ter uma curva de calibragdo contemplando todos
os analitos do escopo do método. Na impossibilidade desse
procedimento, a curva de calibragdo deve ser construida uti-
lizando pelo menos o ndmero minimo determinado de anali-
tos representativos.

3. A escolha desses analitos representativos deve ser feita muito
cuidadosamente, de modo a prover evidéncia de que represen-
ta o escopo do ensaio. Dessa forma, a escolha deve ser feita de
acordo com a probabilidade de se encontrar determinados re-
siduos na amostra e com as caracteristicas fisico-quimicas dos
analitos, optando-se pelos analitos mais criticos (e.g., com res-
posta mais critica e varidvel).

4. O numero minimo de curvas de calibragdo dos analitos a serem
determinados deve ser 15 analitos mais 25% do total envolvido
no escopo do método. Por exemplo, para um método que possui
em seu escopo 100 analitos, a curva de calibragdo deve ser feita
com pelo menos 40 analitos representativos.

90

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO



5. Se o escopo do método for igual ou inferior a 20 analitos, enth
todos os analitos devem ser calibrados.

6. Sempre que uma substancia ultrapassar seu LMR (ndo confor-
midade) e ndo fizer parte dos analitos representativos calibra-
dos e dos estudos de recuperagdo da batelada, o resultado de-
verd ser considerado uma tentativa até a sua calibragdo. Assim,
uma nova calibragdo deve ser feita, contemplando os analitos
ndo conformes, além de um estudo de recuperacdo do analito
na matriz da respectiva amostra.

VI.2.3 Validagoes (Requisitos Minimos e Critérios de Aceitacao)

A validagao de procedimentos analiticos para determinagdo de agro-
toxicos em matrizes de origem vegetal e animal devera ser conduzida aten-
dendo aos critérios minimos dos seguintes pardmetros de desempenho:

1. Seletividade (interferentes);

2. Efeito Matriz;

3. Linearidade;

4. Recuperacdo/ Veracidade;

5. Precisdo (Repetitividade e Reprodutibilidade intralaboratorial);
6. Limite de Quantificacgao;

7. Limite de Detecc¢ao;

8. Robustez;

9. Incerteza de Medicéo.

VI1.2.4 Seletividade (Interferentes)

Analisar no minimo seis amostras “brancas”, preferencialmente de
seis fontes distintas, e verificar as possiveis interferéncias (sinais e picos no
tempo de reten¢do em que se prevé a eluigdo do analito).

V1.2.4.1 Critérios de Aceitabilidade

O sinal do interferente deve ser < 30% do sinal na concentracao do

Menor Nivel Calibrado.
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f VI.2.5 Efeito Matriz

Aplicar os procedimentos de avaliagdo e critérios de aceitagdo da
secdo 4 — Seletividade e Efeito Matriz, na Parte Il deste Manual.

Curvas de calibragdo em solugdo sé poderdo ser utilizadas se de-
monstrada a auséncia de efeito matriz.

VI.2.6 Linearidade

Construir uma curva de calibragdo com no minimo cinco niveis de
concentra¢do, compreendendo os valores de LQ e preferencialmente o
LMR, em cinco ou mais replicatas.

Calcular o coeficiente de correlacdo ou determinacdo e as porcenta-
gens dos residuos individuais da curva.

V1.2.6.1 Critérios de Aceitabilidade

Os residuos de regressdo individuais ndo devem ser maiores que =
20% em relagdo a resposta obtida na curva de calibracao.

Quando esses pontos se aproximam ou excedem o LMR (Limite Md-
ximo de Residuo), esse valor ndo deve ser maior que = 10%.

Um valor de residuo, em cada nivel, acima de tais limites pode
ser rejeitado por um teste de outlier, desde que o coeficiente de correla-
¢do ou determinacdo permaneca dentro dos critérios de aceitabilidade
do laboratdrio.

VI.2.7 Veracidade/Recuperacao e Precisao (Repetitividade e
Reprodutibilidade Intralaboratorial)

Realizar a fortificagdo de, no minimo, cinco replicatas de amostras
em dois niveis de concentragdo: em um nivel baixo que corresponda ao
Limite de Quantificagdo (LQ) e em um nivel mais alto, preferencialmen-
te no LMR.

Para a determinacdo da reprodutibilidade intralaboratorial (preci-
sdo intermedidria), repetir os procedimentos acima, no minimo em mais
duas ocasides (em condig¢bes de reprodutibilidade).

Calcular as porcentagens de recuperacéo e coeficientes de variacao
(CV) das replicatas por nivel de concentragdo.

N
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VI.2.7.1 Critérios de Aceitabilidade \

O procedimento analitico deve ser capaz de recuperar, em cada ni-
vel de fortificagdo e para cada matriz representativa, de 70% a 120% em
média para todos os analitos, com uma precisdo de CV < 20%.

Excepcionalmente, quando a recuperagéo é baixa, porém consisten-
te (i.e., demonstra boa precisdo) e a razdo para isso é bem estabelecida (e.g.
devido a distribui¢do do agrotéxico no processo de parti¢dao), uma recupe-
ragdo abaixo de 70% pode ser aceitdvel. Entretanto, um método mais exato
deve ser usado, se praticdvel.

A reprodutibilidade intralaboratorial deve ser < 20 %, excluindo
qualquer contribui¢do devida a heterogeneidade da amostra.

VI.2.8 Limites de Quantificacao

O limite de quantificagdo do procedimento analitico é definido como
o nivel mais baixo no qual foi demonstrado que os critérios de veracidade
e precisdo foram atendidos, desde que a relagdo sinal/ruido seja superior
aseis (S/R = 6).

VI.2.9 Limites de Deteccao

Limite de detecgdo do equipamento é definido como a concentracgdo do
analito que produz um sinal de trés vezes a razdo sinal/ruido do equipamento.

Para determinar o limite de detecgdo, diluir o padréo, a critério do
analista, até um nivel de concentracdo detectdvel.

Injetar em triplicata e utilizar o valor médio.

Estimar a concentragdo correspondente a um sinal equivalente a trés
vezes o ruido.

V1.2.10 Robustez

A robustez do método deve ser demonstrada por intermédio de:
1. Estudos de pré-validagdo e otimiza¢do do método;

2. Monitoramento por intermédio dos resultados das amostras
controle e verificagdes de desempenho do sistema.

Outros estudos podem ser realizados, desde que devidamente

embasados. J
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f V1.2.11 Incerteza de Medicao

A incerteza de medicdo deve ser estimada segundo procedimento
estabelecido na secdo 8 — Incerteza de Medigido Analitica (IMA), da Parte II,
deste Manual.

V1.2.11.1 Critérios de Aceitabilidade

A incerteza de medicdo expandida (U) relativa deverd ser inferior
ou igual a 50% (nivel de confianga de 95%).

VI.2.12 Estudos de Estabilidade (Orientacao Geral)

O estudo de estabilidade deve simular as condi¢des nas quais o la-
boratério submete as amostras/padrdes (e.g. se o laboratério armazena
as amostras congeladas por 24 horas, ele deve provar a estabilidade dos
analitos nas amostras nesse periodo, nas mesmas condigdes).

Os estudos de estabilidade podem ser realizados de forma concor-
rente aos ensaios de rotina.

VI.2.13 Extensoes de Escopo (Novos Analitos)

Quando se desejar incluir novos analitos a um método previamente
validado, o laboratério deve utilizar os mesmos pardmetros e critérios defini-
dos anteriormente para garantir sua adequacdo (validagdo) ap6s a incluséo.

De maneira alternativa, a validacdo de novo analito pode ser reali-
zada de forma concorrente, por intermédio do uso de amostras de controle
de qualidade durante as andlises de rotina (e.g. com cada lote de amostras
da rotina, um ou mais produtos da categoria sdo fortificados na concen-
tragdo do LQ e em um nivel maior — preferencialmente préximo ao Limite
Maximo de residuo.

Determinar a recuperacdo e ocorréncia de alguma interferéncia no
branco de amostra correspondente.

Apbs a coleta de cinco dados por nivel de fortificacdo, calcular a
recuperagdo média e a reprodutibilidade intralaboratorial (CV), sendo que
estes valores devem atender aos critérios descritos na validagéo.

N
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VI.2.14 Calibrac¢6es Analiticas e Recuperacao (Rotina Analitica)\

Todos os procedimentos adotados na rotina analitica deverdo ser
respaldados pelos estudos de validagdo do método.

Todo resultado acima do LQ deve ser quantificado com o uso de
curva de calibracdo e recuperacgdo obtidas de uma matriz do mesmo gru-
po, preferencialmente da mesma matriz da amostra quantificada.

VI.2.14.1 Calibracdo Utilizando um Unico Nivel de Concentracao

A resposta da amostra necessita estar dentro de + 20% da resposta
do padrao de calibragdo, nos casos em que o LMR ¢ ultrapassado.

Se o LMR ndo for excedido, a resposta da amostra deve estar dentro
de +50% da resposta do padrdo de calibragdo.

VI.2.14.2 Calibracao por Interpolacdo de Dois Niveis
de Concentragao

Calibracado deve ser feita em triplicata.
A diferenga entre os dois niveis ndo pode ser maior que um fator 4.

As respostas médias, obtidas de determinag¢des em replicatas para
cada nivel, devem indicar linearidade aceitdvel de resposta, com o maior
fator ndo representando mais de 120% do mais baixo fator de resposta
(110%, nos casos em que 0 LMR é alcancado ou excedido).

VI.2.14.3 Calibracao Utilizando Trés ou Mais Niveis
de Concentragao

Neste caso uma fungdo de calibracdo pode ser utilizada para o cél-
culo da concentragdo, dentro da faixa contemplada pelo maior e menor
valor da curva de calibragao.

A curva ndo deve ser forcada a passar pela origem.

A linearidade deve ser definida pela inspecdo visual do gréfico ge-
rado pela regressao linear simples e/ou pela avaliacdo estatistica dos resi-
duos de regressao, desde que o coeficiente de correlagdo ou determinacgao
esteja dentro dos critérios de aceitabilidade preconizados.

/
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K Se algum residuo de regressao, de cada nivel de concentracgao, ex-
ceder + 20% (+ 10% no LMR ou acima dele), uma calibragédo alternativa
deve ser utilizada. Geralmente, o uso de uma regressao linear pondera-
da é recomendado.

V1.2.14.4 Frequéncia Minima de Calibracdo na Rotina Analitica

Todos os Outros Analitos
do Escopo do Método
Dentro de um Programa
R EEN\IT IR ERC I A cada batelada de andlise Continuo de Andlise a
Calibracao cada trés trés meses

Pelo menos um ponto de  Pelo menos um ponto de
calibracdo deve contem-  calibracdo deve contem-
plar o LQ plar o LQ

Analitos Representativos

VI.2.14.5 Determinacdo da Recuperacdo na Rotina Analitica

Os niveis de fortificagdo para determinacdo das recuperagdes dos
analitos deverdo estar na faixa de calibragdo (e.g. no LMR), ou dentro de
um nivel de relevancia para as amostras analisadas. Esse nivel de fortifica-
¢do deve ser alternado ao longo do tempo.

Sempre que possivel, a recuperacdo dos analitos do escopo deve ser
determinada em cada batelada de andlise.

Entretanto, a frequéncia minima aceitdvel é:

Todos os Outros Analitos
do Escopo

Dentro de um programa
10% dos Analitos repre-  continuo, para incluir to-
sentativos (pelo menos dos os outros analitos, no
cinco em cada batelada minimo a cada 12 meses,
de anélises). mas preferencialmente a
cada seis meses.

Analitos Representativos

Frequéncia Minima

de Determinacdo da
Recuperacao

VI.2.14.5.1 Critérios de Aceitacao do Desempenho de Recuperacdo na
Rotina Analitica

A recuperacao média é calculada a partir de um grupo de produtos
(diferentes matrizes).

Limites aceitdveis para uma tinica recuperacdo devem normalmente
estar na faixa da recuperacdo média + 2 x %DPR e podem ser ajustados
usando dados de reprodutibilidade intralaboratorial (recuperacao de roti-
na) ou repetitividade (validagdo inicial).
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Entretanto, uma faixa generalizada de 60 a 140% pode ser us)
da na anélise de rotina de multirresiduos. Recuperacédo fora dessa faixa
usualmente requer reanélise do grupo, mas pode ser admitida em certos
casos justificados. Todavia, recuperagdes consistentemente elevadas de-
vem ser investigadas.

Se uma tendéncia significativa ocorrer na recuperacdo ou se resulta-
dos potencialmente inaceitdveis (DPRs maiores que + 20%) forem obtidos,
as causas devem ser investigadas.

VI.3 Contaminantes Inorganicos

VI.3.1 Validacao (Requisitos Minimos e Critérios de Aceitacao)

Os parametros a serem calculados durante o processo de validacao
de métodos para a determinacdo de contaminantes inorganicos em atendi-
mento as demandas do PNCRC séo:

1. Linearidade;

2. Seletividade e Efeito Matriz;

3. Limite de deteccao;

4. Limite de quantificagdo;

5. Precisdo (repetitividade e reprodutibilidade intralaboratorial);
6. Recuperagdo/veracidade;

7. Robustez;

8. Incerteza de Medicéo.

Antes do processamento dos dados obtidos durante a validagdo,
recomenda-se avaliar os desvios-padrao relativos entre as leituras de cada
replicata e a existéncia de valores dispersos (outliers).

VI1.3.2 Linearidade

A maioria dos equipamentos de medigdo existentes estabelece a sua
faixa dinamica linear. E necessdrio, entretanto, verificar até que ponto a fai-
xa de concentra¢do do analito coincide com a faixa dindmica linear e asse-
gurar que nenhum outro fendmeno tenha impacto indesejdvel na resposta.

A faixa de trabalho e a curva de calibracdo devem ser estabelecidas
a partir das concentragdes nas quais a linearidade é constatada. J
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/ A linearidade é obtida por padronizacdo interna e externa, formu-
lada como expressdo matemadtica usada para o calculo da concentragdo do
analito a ser determinado na amostra real.

A equagdo da reta que relaciona a resposta instrumental medida
com a concentrac¢do do analito é:

Y =a+BC (30)
Onde:
o A = Absorvancia;
o b = Inclinagdo da curva de calibracdo (sensibilidade);
° ¢ = Concentragdo/massa;
o a = Interse¢do com o eixo y, quando c = 0.

Os padrdes utilizados na construcdo da curva de calibragdo em es-
pectrometria atdbmica devem ser preparados numa solugdo que correspon-
da tanto quanto possivel a da solu¢do da matriz a analisar (por exemplo,
relativo a concentragdo de dcido ou a composicao).

O trabalho em condi¢des de atomizagdo isotérmica (por exemplo,
tubo de grafite aquecido transversalmente com plataforma de L'vov inte-
grada) reduz a influéncia da matriz na atomizacao do analito quando com-
binada com o uso de modificador quimico e com corretor de fundo Zeeman.

A auséncia de interferéncias deve ser demonstrada para a adogdo da
padronizagdo externa.

VI.3.2.1 Procedimento de Estimacdo da Linearidade

Na construgdo da curva de calibracdo devem-se usar seis replicatas
de cada nivel e, pelo menos, cinco niveis de concentragdo. Cada uma das
replicatas deve ser lida trés vezes.

Sempre que possivel, empregar os niveis equivalentes ao TMC na
construgdo da curva de calibragdo. Nos casos em que a faixa de concentra-
¢do do analito ndo coincidir com a faixa linear do equipamento, deve-se
adequar a faixa a capacidade de medigao do equipamento.

O primeiro ponto da curva de calibracdo deve corresponder ao va-
lor do limite de quantificagdo. O limite superior da curva é geralmente
restringido pela resposta do equipamento. Quando possivel, o nivel de 2,0
TMC deverad ser incluido.

N
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As solugdes padrdo devem ser preparadas e a curva de Calibragh

deve ser construida da mesma forma como serdo empregadas na rotina.

Verificar a auséncia de valores discrepantes para cada nivel de
concentragdo, utilizando testes estatisticos apropriados. Recomenda-
-se 0 emprego do teste de Dixon. Para tanto, os seguintes passos de-
vem ser observados:

1. Ordenar os valores em ordem crescente, isto é: x, < X, < X, <...<
X <X

2. Supor a hipétese de que o menor valor, x,, e 0 maior valor, x ,
1 n
sdo possiveis valores dispersos (outliers);

3. Selecionar o risco desejado de falsa rejei¢do (5%) ou o nivel de

confianca (95%) €;
4. Empregar as seguintes equagdes, de acordo com o tamanho
da amostra:

PR ) R T
3<n<7? (x. —x1)/(x - X,) (x, —x)/(x —-X,)
8<n<10 T, (X, =X, Mx —x,) X, = x /X, —x,)
1Msn<13 T, X, =%, Mx, —x,) (= x /X, = X,)
14<n<25 T, (x, = x _Mx —x;) O = x WX, = x,)

5. Comparar as razdes calculadas com os valores da tabela de Dixon.

Verificar a homoscedasticidade, a independéncia e a normalidade
da distribuigdo dos residuos. Recomenda-se o emprego dos testes: Levene,
Durbin-Watson e Anderson-Darling, respectivamente.

Os testes de Dixon, Levene e Durbin-Watson sdo aplicdveis apenas
quando os dados sdo normais.

Alternativamente, quando possivel, a avaliacdo dos residuos pode
ser realizada a partir dos dados obtidos de, no minimo, quatro curvas de
calibragdo construidas em dias diferentes. Dessa forma, a avaliacdo da
linearidade refletird de maneira mais fidedigna a rotina analitica. Nesse
caso, o nimero de replicatas e leituras poderdo ser os mesmos utilizados
na rotina.

Verificar a homoscedasticidade (homogeneidade das variancias dos
residuos) dos dados, empregando o teste de Levene.

Dada a variavel Y, com m niveis, dividida em j subgrupos, onde 1, é
o ntimero de replicatas do nivel u, calcular o valor de F:
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4 S e -]

=1 31
Onde:

z, = ‘e - mediana(e/.}

Ju Ju
A

e =y - y[(residuo)

1

Verificar a se os residuos sdo independentes (aleatérios) pelo empre-
go do teste de Durbin-Watson. Calcular o valor de D:

2 (ei —€ )2

D=1

N

2
¢ (32)

i=1

Verificar se os residuos possuem distribuicdo normal pelo emprego
do teste de Anderson-Darling:

€1y <€ <---<€y)

1. Ordenar os residuos.

2. Calcular a probabilidade acumulada do residuo padronizado:

Py =Pi=—

N
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Onde: \

P funcdo de probabilidade acumulada da distribuigio Normal Padrao
e : média dos residuos

0, : desvio-padrio dos residuos

3. Calcular as quantidades:

= (2=1)(1n( ) +1n(1- )
4. Calcular o valor de A:

A=-N-h
Onde:

h : média dos valores A,

5. Calcular a estatistica AA:

AA = 1+%+2'225 A
N N

6. Calcular o valor do p-teste:

1-exp [—13.436 +101.14(44) - 223.73(AA)2]; se A4<0.2

1—exp[—8.318+42.796(AA)—59.938(AA)2]; se 0.2 A4<0.34
p —valor =

exp [049177 -4.279(A44)-1.38(44)’ ]; se 0.34= 44 <0.6

2

exp[1.2937—5.709(AA)+0.0186(AA) ]; se 442 0.6

(33)

VI.3.2.2 Critérios de Aceitacdo da Linearidade

O desvio-padrao relativo méximo entre as replicatas deve ser esta-
belecido a partir de dados histéricos, dados fornecidos pelo fabricante do
equipamento ou em consondncia com a técnica utilizada.

A partir do teste de Dixon, se o valor encontrado para a razdo for
maior que o valor tabelado, entdo a suposigdo de outlier existe e o valor
discrepante deve ser descartado.

Para a avaliacdo da variancia dos residuos usando o teste de Levene, se:

F_<F, os residuos séo homocedaésticos

F_>F, os residuos sao heteroceddsticos J
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K Dado o teste de Durbin-Watson, os residuos serdo independentes
seD=>=1,5.

Dado o teste de Anderson-Darling os residuos possuem distribui¢do
Normal, se:

p-valor < 0,05 os residuos sdo normais
p-valor = 0,05 os residuos ndo sdo normais

Descartados os valores discrepantes e, em se tratando da variancia ho-
mogénea dos residuos e distribui¢do normal dos dados (residuos aleatérios).

Definir a equagdo da regressao linear e o coeficiente de determina-
¢do, R?, a partir do método dos minimos quadrados ordindrios.

O valor minimo de R* deve ser = 0,995. Caso esse valor ndo seja obti-
do, aplicar o teste t para R? descrito no Anexo III deste Manual.

VI.3.3 Seletividade e Efeito Matriz

Realizar os procedimentos descritos na secdo 4 — Seletividade e Efeito
Matriz, da Parte I deste Manual, para a estimagdo do efeito matriz.

Os experimentos para avaliagdo da seletividade devem ser condu-
zidos, no minimo, para os niveis: 0,2 e 1,0 TMC. Recomenda-se o uso do
analito em solvente puro e do analito em matriz branca. Dessa forma, parte
do experimento podera ser utilizada para a extensdo de escopo.

VI1.3.3.1 Critérios de Aceitacdo da Seletividade e Efeito Matriz

A variagdo méxima permitida entre a média do valor obtido para
cada nivel das amostras fortificadas e as solu¢des padrdo ndo deve ser su-
perior a 10%.

Caso os critérios de aceitacdo ndo sejam alcancados, a linearidade,
a veracidade e a precisdo estardo seriamente comprometidas, sendo neste
caso necessdrio que a curva de calibragao seja construida a partir de amos-
tras brancas fortificadas ap6s a digestdo.

VI.3.4 Limite de Deteccao

Limite de deteccdo € o teor minimo a partir do qual é possivel dedu-
zir a presenca do analito com certeza analitica razodvel (95% de confianca).

N
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VI.3.4.1 Procedimento de Avaliacdo do Limite de Deteccdo \

Realizar a andlise de, no minimo, 21 replicatas da matriz branca e
utilizar os valores obtidos para calcular:

LD=3xs (34)
Onde:
° s = desvio-padrdo da média dos ensaios com matriz branca (n > 20).

Neste caso, matriz branca é aquela que apresenta concentragdo que
ndo interfere nos resultados das determinag¢des, podendo considerar, mas
ndo se limitar a:

1. Concentracdo de um composto na matriz que resulte em um
sinal do equipamento muito abaixo ao sinal no LQ;

2. Auséncia do sinal.

VI.3.4.2 Critérios de Aceitacdo do Limite de Deteccao

O LD deve ser menor que um décimo do TMC, exceto se o TMC de
chumbo for inferior a 100 ug kg™. Neste caso, o LD deve ser menor que um
quinto do TMC.

VI.3.5 Limite de Quantificacao

Teor minimo medido a partir do qual é possivel medir o analito com
certeza estatistica razodvel (95% de confianca).

Se a veracidade e a precisdo sdo constantes em uma gama de con-
centrac¢des centrada no limite de detecgédo, o limite de quantificagdo é nu-
mericamente igual a seis ou dez vezes o desvio-padrdo da média de en-
saios em branco (n > 20).

VI.3.5.1 Procedimento para avaliacdo do Limite de
Quantificacao

Utilizar os resultados obtidos no ensaio de LD e calcular:
LQ=10xs (35)

Onde:

. s = desvio-padrdo da média dos ensaios com matriz branca (n > 2O)J
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/ VI1.3.5.2 Critérios de Aceita¢do do Limite de Quantificacdo

O LQ deve ser menos de um quinto do TMC, exceto se o TMC de
chumbo for inferior a 100 ug kg™. Neste caso, o LQ deve ser igual a menos
de dois quintos do TMC.

A confirmacdo do valor do LQ deve ser realizada, no minimo com
seis replicatas, a partir da matriz branca fortificada no respectivo nivel
do LQ. Os resultados devem alcangar valores de recuperagdo de acordo
com a Tabela:

< (ug kg-1)

<1 -50% a + 20%
>1a10 -30% a+ 10%
=10 -20% a + 10%

(CE 657/2002)

V1.3.6 Precisao

A precisdo do método é avaliada por meio da repetitividade e da
reprodutibilidade intralaboratorial (ou precisdo intermedidria).

V1.3.6.1 Procedimentos para Avaliacdo da Repetitividade

Preparar, no minimo, seis replicatas de matrizes brancas fortificadas
em dois niveis de concentracdo: 0,2 — 1,0 TMC. Realizar o experimento, no
minimo, por duas vezes em condi¢des de repetitividade.

Calcular, a partir dos resultados obtidos, a concentragdo de cada
amostra, a concentracdo média para cada nivel de adicdo, o desvio-padrao
(s,) e o desvio-padrao relativo em condigbes de repetitividade (RSD ).

Calcular o desvio-padrao relativo tedrico para cada nivel de concen-
tracdo utilizando a equacao de Horwitz:

—2(1-0,5108C)
RSDHorwitziz <3 6>
Onde:
. C: é a fragdo mdssica expressa sob a forma de uma poténcia de dez.

o C: Concentragdo (ug kg') x 10

Calcular o valor de HORRAT em condicdes de repetitividade,
HORRAT , segundo a equacao:

N
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DPR, \

HORRAT, =
PDPR, (37)

Onde:
J PDPR,: (desvio-padrao relativo predito) =2 C0
o C = Concentragéo (ug kg*) x 10
Calcular o limite de repetitividade r, segundo a equagao:

r=28xS. (38)

VI.3.6.1.1 Critérios de Aceitacdo da Repetitividade

No caso de andlises de amostras em condic¢oes de repetitividade, o
desvio-padrao relativo (DPR ) da média deve ser menor que dois tercos do
valor do DPR

Horwitz.

Os valores HORRAT devem ser inferiores a 1.

VI.3.6.2 Procedimentos para Avaliacdo da Reprodutibilidade
Intralaboratorial ou Precisdo Intermediaria

Preparar, no minimo, seis replicatas de amostras em dois niveis de
concentracao: 0,2 - 1,0 TMC.

Repetir o experimento por pelo menos duas vezes, em dias diferen-
tes, em condig¢des de reprodutibilidade.

Calcular a concentragdo obtida para cada replicata e a concentracao
média, o desvio-padrdo, o desvio-padrao relativo de cada dia e o desvio-
-padrao relativo global para cada nivel.

Calcular o valor de HORRAT em condi¢des de reprodutibilidade
intralaboratorial, HORRAT,, segundo a equagao:

DPR,

HORRATR = W
R (39)

Onde:

o PRSD, (desvio-padrao relativo predito) =2 C* '

o C = Concentracdo (ug kg') x 10°

/
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f Calcular o limite de reprodutibilidade R, segundo a equacéo:

R=2,8xsR (40)

VI.3.6.2.1 Critérios de Aceitacdo para Reprodutibilidade Intralaboratorial

No caso de anélises de matrizes brancas fortificadas em condi¢ées
de reprodutibilidade intralaboratorial, o desvio-padréo relativo (DPR) in-
tralaboratorial dos resultados ndo deve exceder o valor de DPR

Horwitz*

Os valores HORRAT, devem ser inferiores a 1.

VI.3.7 Procedimentos para Estimacao da Veracidade/Recuperacao
utilizando Material de Referéncia (MR) ou o Material de
Referéncia Certificado (MRC)

O MRC ideal deve apresentar concentragdes similares ao TMC na
matriz de interesse.

Quando um MRC apropriado nao estd disponivel, podem ser utili-
zados materiais de referéncia (MR) obtidos a partir de ensaios de profici-
éncia. No caso do emprego do MR, utilizar a incerteza do valor estimado
por consenso.

Analisar, no minimo, seis replicatas das amostras de MR/MRC em
conformidade com as instrug¢ées para o método.

Calcular a média, o desvio-padrdo e o desvio-padrao relativo.

Calcular a veracidade pela:

Concentragdo média encontrada

x100
valor certificado 41)

Yo Veracidade =

A veracidade é verificada comparando-se a média X dos resultados
obtidos para 0 MR/MRC, com o valor aceito como verdadeiro, u, confor-
me procedimento a seguir:

Calcular a incerteza do processo de medicdo (expressa pelo seu des-
vio-padrao), o, pela equagao:

N
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Onde: \

. o, é a incerteza do MR/MRC informada e s é o desvio-padréo
das medidas.

VI.3.7.1 Critérios de Aceitacdo da Veracidade Empregando
MRC/MR

Se ‘x - ‘u‘ <20, o processo de medicdo apresenta a veracida-
de adequada.

Se ’x - ‘u‘ > 20, , 0 processo de medigdo ndo apresenta a veracida-
de adequada.

VI1.3.8 Procedimentos para Estimacao da Precisao (Repetitividade)
utilizando Material de Referéncia (MR) ou o Material de
Referéncia Certificado (MRC)

A repetitividade de um processo de medigdo obtida a partir de um
MR ou MRC é avaliada comparando-se o desvio-padrdo das medidas (s)
com o valor requerido do desvio-padrao intralaboratério (o, ).

O o__pode ser calculado a partir da férmula:

o,, =uxRSD (43)

Onde:
o w é o valor de concentracéo estabelecido para o MR/MRC e RSD é o

desvio-padrao relativo aceitdvel para a faixa de fracdo mdssica que
compreende u, de acordo com a Tabela:

< (ug kg")

=>10a 100 20
> 100 a 1000 15
= 1000 10

(CE 657/2002)

Calcular a seguinte razdo:

107

MANUAL DE GARANTIA DA QUALIDADE ANALITICA




f E comparar com o respectivo valor tabelado, de acordo com
a equacgao:

2
X (n-1),0,95

deecisﬁo =

Observacao: Na tabela, usar o valor da drea de probabilidade de 1 - 0,95,
ou seja, 0,05 (ou 0,95 quantil da distribuicao x?).

V1.3.8.1 Critérios de Aceitacdo da Precisdo (Repetitividade)
Calculada com o Uso de MR e MRC

2 . C .
Se xo = )(2 decisio, 0 processo de medigdo apresenta a precisdo intrala-
boratorial requerida.

2.2 L o
Se X > X decisao, 0 processo de medicdo ndo apresenta a precisao in-
tralaboratorial requerida.

Quando os MRCs ndo estiverem disponiveis, aceita-se que a veraci-
dade das medigGes seja avaliada por meio da recuperagdo de quantidades
conhecidas do analito adicionadas as matrizes brancas. Chama-se atencao
para o fato de que quando, ao contrario da contaminagédo natural, o analito
adicionado nao se encontra ligado quimicamente a matriz real, os resulta-
dos obtidos com esse método sdo menos fidveis.

VI.3.9 Procedimentos para a Avaliacao da Recuperacao/Veracidade
Utilizar os dados obtidos no ensaio de repetitividade.

Calcular a recuperagdo média em cada nivel, segundo estabelecido
na segéo 5 — Veracidade/Recuperagio, da Parte II deste Manual.

VI.3.9.1 Critérios de Aceitacdo da Recuperac¢ao

Os critérios de aceitacdo estdo estabelecidos na se¢do 5 — Veracidade/
Recuperagdo, da Parte II deste Manual.

V1.3.10 Procedimentos para a Avaliacdo da Robustez

Para avaliacdo da robustez do método, recomenda-se o teste de
Youden. Planejamentos fatoriais fraciondrios alternativos sdo descritos no
Anexo XII, deste Manual.
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Selecionar os fatores a serem avaliados, seus valores nominais (desﬁ
critos no método) e os respectivos valores de variagdo, preenchendo uma
tabela de acordo com o exemplo:

| _Fator | Nominal | Variagio

Massa de amostra (g) 5,00 7,50
Volume de HNO, (concentrado) (mL) 15,0 12,0
Volume de HCI (concentrado) (mL) 5,0 4,0
Temperatura de aquecimento (°C) 100 120
Tempo de aguecimento (h) 1,0 1,5
Contéiner Cadinho Béquer
Agitacao Sim Nao

Executar o ensaio com as combinag¢des da Tabela a seguir em du-
plicata e aleatoriamente, inclusive entre as replicatas de cada combinacao.

Valor do fator 0P

1 |1 2 | 3[4 ][5 ]6 7 [ 8]
Ala A A A A a a a a
B/b B B b b B B b b
Clc C C C C C C C C
D/d D D d d d d D D
Ele B e B e e B e B
FIf F f f F F f f F
G/g G g g G g G G g
Resultado Observado S T u V W X Y Z

Calcular a média e a variancia (s?) para cada combinacao de ensaio.

Para determinar o efeito da variagdo de um fator, encontrar os qua-
tro valores correspondentes as letras maitisculas e subtrair dos quatro os
valores correspondentes as letras mintsculas, segundo a equagéo:

Efeito‘C/c=(S+U+W+Y)—(T+V+X+Z)

4 4 (46)

Calcular o efeito para todos os fatores e construir um grafico de bar-
ras horizontais com os resultados, usando o médulo dos valores.

Estimar a varidncia de todos os efeitos empregando a equagéo:

2 2 2
N (vls1 +V,8) +...+v8s8)

V4V, 4.

(47)
Onde:
. v, =n, -1 é o nimero de graus de liberdade de s? a estimativa da
variancia do i-ésimo ensaio. /
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/ Calcular o erro padrao do efeito aplicando a equagéo:

2
S

Erro = ——
(48)

Multiplicar o valor do erro puro por 2,306 (valor do t de Student para
oito graus de liberdade, com 95% de confianga, realizados em duplicata)
para tragar a linha de significancia dos efeitos no gréfico de barras.

Calcular se hd diferenga estatistica significativa (95%) entre os va-
lores dos resultados obtidos para maitisculas e mintsculas, empregando

o teste F.

Calcular o desvio-padrao dos efeitos (s, ) pela férmula:

(49)
Onde:

o D, é valor do efeito (ou diferenca).

VI.3.10.1 Critérios de Aceitacdo da Robustez

Se o valor de algum efeito ultrapassar a linha de significancia do
grafico de barras, pode-se considera-lo significativo e recomenda-se im-
plantar um controle nesta etapa do processo. Caso seja necessdrio, reco-
menda-se aprofundar o estudo sobre a influéncia dos fatores significativos,
realizando-se um planejamento fatorial completo para eles.

O método serd robusto se F for maior que F

tabelado calculado”

O S, deve ser menor que o desvio-padrao obtido em condicdes de
reprodutibilidade intralaboratorial.

Sempre que o S, for significativamente maior que o desvio-padrao
do método, em condi¢des de reprodutibilidade intralaboratorial, pode
deduzir-se que o conjunto dos fatores tem influéncia no resultado, mesmo
que cada fator isoladamente néo influencie significativamente, e que o mé-
todo ndo é suficientemente robusto face as alteracoes ensaiadas;

Observacao: A avaliagdo entre 0 S e o desvio-padrdo do método em con-
di¢des de reprodutibilidade pode ser realizada pelo teste F.

N
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VI.3.11 Procedimentos para a Avaliacao da Incerteza de Medigé}
Recomenda-se estimar a incerteza de medigdo segundo procedi-

mento estabelecido na sec¢do 8 — Incerteza de Medi¢ido Analitica, da Parte 11
deste Manual.

VI.3.11.1 Critérios de Aceita¢do da Incerteza de Medicao

Os procedimentos analiticos aplicados ao controle oficial devem pro-
duzir resultados cujas incertezas de medigdo padrdo sejam inferiores a in-
certeza de medi¢do padrdo méxima calculada por meio da seguinte férmula:

0, =22 ey

(50)
Onde:
o U, = incerteza de medicao padrdo méxima (ug kg™).
o LD = limite de deteccdo do método (ug kg™).
. ¢ = corresponde a concentragdo em causa (ug kg™).
. a = é um fator numérico cuja utilizagdo depende de c.

Os valores de o a serem utilizados se encontram na tabela a seguir:

cugkg) | o

<50 0,2

51 a 500 0,18
501 a 1.000 0,15
1.001 a 10.000 0,12
> 10.000 0,1

V1.3.12 Procedimentos para Extensao de Escopo (Novas Matrizes)

Para a inclusdo de novas matrizes em procedimentos analiticos vali-
dados devem ser avaliados, no minimo, os parametros: Seletividade / Efei-
to Matriz, Veracidade /Recuperagdo e Repetitividade.

Os estudos devem ser conduzidos nos niveis de 0,2 e 1,0 TMC refe-
rentes a matriz nova.

/
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/ Para a avaliacdo da Seletividade / Efeito Matriz, realizar os procedi-
mentos descritos na se¢do 4 — Seletividade e Efeito Matriz, da Parte II deste
Manual. Neste caso, as comparagdes devem ser realizadas entre analito na
matriz branca nova e analito na matriz branca velha. Recomenda-se que
os experimentos conduzidos na extensdo de escopo sejam efetuados na
matriz velha e nova simultaneamente, ou seja, no mesmo dia.

Com os dados obtidos a partir do procedimento de Seletividade / Efei-
to Matriz, avaliar os parametros Veracidade /Recuperagéo e Repetitividade.

Para fins da extensdo de escopo, a avaliacdo da Repetitividade po-
derd ser realizada em apenas um dia.

Observacao: Em alguns casos, mesmo os experimentos sendo conduzidos
em sua totalidade como proposto acima, recomenda-se a avaliagdo da exati-
ddo com o uso de MRC /MR referente a matriz nova. Tal recomendacao visa
garantir que a aplicacdo do procedimento analitico ndo € influenciada pelas
espécies quimicas (organicas e inorganicas) presentes em amostras natural-
mente contaminadas, ou mesmo possiveis interagoes entre o analito e a ma-
triz. Um exemplo de procedimento analitico que apresenta forte influéncia
das espécies quimicas é a determinagdo de arsénio total em pescados.

V1.3.12.1 Critérios de Aceitacdo da Extensao de Escopo
(Novas Matrizes)

Utilizar o critério de aceitacdo para o parametro Seletividade/
Efeito Matriz descrito na se¢do 4 — Seletividade e Efeito Matriz, da Parte 11
deste Manual.

Para os demais parametros, utilizar os critérios estabelecidos nes-
ta secao.

V1.4 Micotoxinas

Devido a ocorréncia natural de diferentes micotoxinas em um mes-
mo produto de origem vegetal ou animal, os procedimentos analiticos
multitoxinas sdo preferencialmente recomendéveis.

Quando o procedimento analitico for destinado a aplicacdo a mais
de uma matriz, de uma mesma classe ou de classes distintas de produtos,
seu credenciamento poderd ser solicitado apenas com os dados da vali-
dagdo obtidos para a matriz representativa. Entretanto, valida¢Ses curtas
devem ser conduzidas objetivando avaliar o comportamento do procedi-
mento analitico para as demais matrizes do grupo componente do escopo,
de forma a garantir que o procedimento analitico seja aplicdvel integral-
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mente a todas as matrizes integrantes do escopo, conforme procedimenth
descritos neste item.

De maneira sistemdtica, os pardmetros que impactam na qualidade
analitica precisam ser monitorados, conforme descrito na Parte IV — A Ro-
tina Analitica e o Controle de Qualidade Analitica, de modo a garantir durante
a rotina analitica que o procedimento analitico continua operando dentro
dos parametros preconizados.

VI. 4.1 Matrizes Representativas

Para utilizacdo de matriz representativa, os seguintes critérios de-
vem ser observados:

1. No minimo uma matriz representativa por grupo de produtos
deve ser avaliada durante a validagdo. Tal fato é indispensédvel
ao credenciamento para determinado procedimento analitico.

2. Quando um procedimento analitico for implementado na rotina
para uma variedade de matrizes de um mesmo grupo, dados
complementares deverdo ser coletados de forma a consolidar
a validagdo concorrente para todas as matrizes daquele grupo.

3. Na selecdo da matriz representativa, devem ser utilizados os
critérios estabelecidos na Tabela A.XI.2.

4. Matrizes representativas podem ser utilizadas na validacdo de
procedimentos analiticos mono e multitoxinas.

5. A Tabela A.XL2 deste item apresenta as classes de matrizes
representativas para cada grupo de micotoxinas de interesse,
que podem ser avaliadas como uma combinagdo de matriz x
micotoxina durante a validagdo de procedimentos analiticos.
Essa tabela é baseada nas informagdes acumuladas pelo Lacq-
sa/ Lanagro-MG, ao longo dos tltimos 15 anos de atividades
de preparo e andlises de micotoxinas em produtos diversos. A
evidéncia é dada pelos dados de estudos de validagao e revali-
dagdo dos mesmos.

6. Todas as micotoxinas contempladas pelo escopo do procedi-
mento analitico necessitam ser validadas.

7. Preferencialmente, cada batelada de amostras a serem analisa-
das deve ter uma curva de calibracdo contemplando todas as
micotoxinas do escopo do procedimento analitico.

8. Se 0 escopo do procedimento analitico for igual ou inferior a 20
micotoxinas, entdo todas as micotoxinas devem ser contempla-

das na curva de calibragdo. /
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f 9. Sempre que uma substancia ultrapassar o nivel maximo requeri-
do (ndo conformidade) a amostra deve ser reanalisada, de forma
a atender aos requisitos estabelecidos na Parte IV deste Manual.

VI. 4.2 Validacao (Requisitos Minimos e Critérios de Aceitacao)

A validagdo de procedimentos analiticos para determinacdo de mi-
cotoxinas em matrizes de origem vegetal ou animal devera ser conduzida
atendendo aos critérios minimos dos seguintes pardmetros de desempenho:

1. Seletividade;

2. Efeito Matriz;

3. Linearidade (Curva de Calibrac¢do);

4. Veracidade e Precisao;

5. Limite de Detec¢do (LD); Limite de Quantificagdo (LQ); CCa.e CCp;
6. Robustez;

7. Estudo de Estabilidade;

8. Incerteza de Medicao;

9. Valores de HORRAT.

V1.4.2.1 Seletividade

Para se avaliar a presenca de possiveis interferentes, analisar no mi-
nimo seis amostras “brancas”, preferencialmente de seis fontes distintas e
verificar a ocorréncia de interferéncias (sinais e picos no tempo de retengdo
em que se prevé a elui¢do da micotoxina).

VI. 4.2.1.1 Critérios de Aceitabilidade

O sinal do interferente deve ser < 30% do sinal apresentado para a
menor concentragdo da micotoxina na curva de calibragdo. Esse critério
deve ser utilizado desde que ndo afete valores de Veracidade e Precisdo,
conforme Tabela 8.

V1.4.2.2 Efeito Matriz

Aplicar os procedimentos de avaliagdo e critérios de aceitacao da
\jgéo 4 — Seletividade e Efeito Matriz, da Parte 1l deste Manual.
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Curvas de calibragdo em solugdo sé poderdo ser utilizadas se fh
comprovada a auséncia de efeito matriz.

Os procedimento analiticos que utilizam colunas de imunoafini-
dade na etapa de purificacdo sdo considerados, a principio, sem efeito
matriz, tendo em vista a especificidade de separacdo das micotoxinas
em um gel (coluna de fase sélida de imunosorbente contendo anticorpos
especificos para as micotoxinas pesquisadas para as matrizes perten-
centes a0 mesmo grupo da Tabela A.XI.2. Entretanto, é preciso avaliar a
capacidade de ligacdo da coluna de imunoafinidade empregada (ng de
toxinas) e as condi¢des analiticas do método para classes de matrizes e
grupos de micotoxinas.

Quando o procedimento analitico em validagdo estiver destinado a
andlise de diferentes matrizes para quantificagdo das mesmas micotoxinas
pode-se, na etapa de avaliagdo do efeito matriz, fazer uma composi¢do das
diferentes matrizes do mesmo grupo conforme Tabela A.XL2.

Se o efeito matriz for comprovadamente positivo na matriz com-
posta, deve-se avaliar cada matriz individualmente. Caso contrdrio, a ma-
triz composta pode ser utilizada nos testes de validacdo e inclusive como
amostra branco nos controles de qualidade de resultados analiticos. Vali-
da-se, entdo, o procedimento analitico para uma matriz composta e insere-
-se, nos trabalhos de rotina, amostras de controle de qualidade em trés
replicatas para cada matriz do grupo contaminadas (MR, MRC) ou for-
tificadas no nivel requerido. Faz-se necessdria a confirmagdo do LQ para
todas as matrizes.

VI. 4.2.3 Linearidade

Os procedimentos relacionados a curva de calibragdo devem ser re-
alizados conforme descrito na secdo 3 — Curvas de Calibracdo, Linearidade,
Sensibilidade e Faixa de Trabalho, da Parte II, anexos III e VIII.

Os laboratérios devem estabelecer internamente critérios de aceita-

bilidade dos parametros da curva de calibracgdo: S(a), S(b), dispersdo dos
residuos individuais da curva, coeficiente de correlacao.

VI. 4.2.4 Veracidade e Precisdo (Repetitividade e
Precisdo Intermediaria)

Os procedimentos relacionados a Veracidade e Precisdo devem ser
realizados conforme as se¢des 5 — Veracidade/Recuperagio e 6 — Precisio, da

Parte II deste Manual.
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f A veracidade poderd também ser realizada por comparagdo dos
resultados obtidos com outro procedimento analitico de ensaio previa-
mente validado ou a partir dos resultados da participacdo em ensaios
de proficiéncia.

Os resultados devem ser considerados em termos de recuperagdo
do valor certificado ou atribuido.

VI.4.2.4.1 Critérios de Aceitabilidade

O procedimento analitico deve apresentar desempenho conforme os
critérios descritos na Tabela 8.

Tabela 8 — Critérios de desempenho dos procedimentos analiticos
para determinacdo de micotoxinas em produtos de origem vegetal e
leite (aflatoxina M,)

Nivel Recuperagao

Aflatoxinas 50 a 120 Recomendado:
B B G G* 1- 10 70a 110 0,66 valor c{envado da.
(el e 10 803110 » equacao de Horwitz
0,01-0,05 60a120% DPR MaX|mo:.2 vezes o
Aflatoxina M R valor derivado da
>0,05 70a110% equacao de Horwitz
. <5 60a 130 <40 <50
Citreoviridina** o5 6523110 <25 <40
Desoxinivalenol >100 - <500 60a 110 <20 <40
>500 70 a 120 <20 <40
Fumonisinas B. e B <500 60a 120 <30 <60
L >500 70a 110 <20 <30
Ocratoxina A <1 50 a 120 <40 <60
1-10 70a 110 <20 <30
<20 50 a 120 <30 <40
Patulina 20-50 70 a 105 <20 <30
>50 75 a 105 <15 <25
Toxinas T-2 50 - 250 60 a 130 <40 <60
> 250 60a 130 <30 <50
: 100 — 200 60a 130 <40 <60
fona i > 200 60a130 <30 <50
Zearalenona <50 60 a 120 <40 <50
>50 70a 120 <25 <40

Fonte: Diretiva CE 401/2006.
Notas: * Estes critérios aplicam-se para B, e para asomade B, B, G, e G,.

** Critérios estabelecidos com base na EU 401/2006 para zearalenona (DPR) e em procedimentos de
validagao obtidos pelo Lacgsa/Lanagro-MG.

Para as micotoxinas para as quais ndo existam critérios de aceitabili-
\jlde estabelecidos recomenda-se que eles sejam determinados levando-se
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em consideracédo a similaridade do procedimento analitico e faixa de Coh
taminagdo, podendo ainda esses critérios serem determinados durante os
procedimentos de validacao.

Para andlise de micotoxinas em produtos de origem animal (exceto
leite) deve-se atender aos critérios de validagdo conforme requisitos e cri-
térios descritos nas se¢des 2 — Critérios de Desempenho Aplicdveis i Detec¢do
por EM e 5 — Veracidade/Recuperagio, da Parte II deste Manual.

Excepcionalmente, quando a recuperagdo for menor que a esta-
belecida, porém consistente com os dados de precisdo, e a causa para
tal desempenho estiver bem estabelecida, a recuperacdo abaixo do re-
quisito estabelecido podera ser aceitdvel desde que devidamente jus-
tificada. Entretanto, um procedimento analitico mais exato deve ser
usado, se praticavel.

VI1.4.2.5 Limites de Detec¢do (LD), Limite de Quantificacdo (LQ),
Limite de Decisdo (CCa) e Capacidade de Detec¢ao (CCP)

Os procedimentos relacionados a determinagdo de Limites de De-
tecgdo (LD), Limite de Quantificagdo, (LQ), Limite de Decisdo (CCax) e Ca-
pacidade de Deteccao (CCf3) devem ser realizados em consonancia com o
disposto na segdo 7 — Limites de Detec¢do, Limite de Quantificagdo, Limite de
Decisdo e Capacidade de Detecgio, da Parte 1I deste Manual.

Os Limites de Decisdo (CCa) e Capacidade de Deteccdo (CCP) sdo
necessdrios quando se tratar de validagdo de matrizes de origem animal,
exceto leite.

Ap6s a estimativa matemadtica do Limite de Quantificacdo (LQ), se-
gundo a ISO11843, este deve ser confirmado em termos de precisdo, ve-
racidade (Tabela 8) e incerteza, conforme requisito especifico para o nivel
em que o LQ se encontra, utilizando materiais de referéncia ou matrizes
brancas fortificadas com padrao.

Analisar no minimo seis amostras da matriz branca fortificada, de
preferéncia de origens diferentes. A relacdo sinal/ruido deve ser superior
a seis (S/R = 6). Sugere-se que na estimativa do LQ pelo modelo proposto
pela ISO 11843, o valor da menor concentragdo de padrdo da curva de ca-
libragéo seja utilizado como zero (0).

VI.4.2.6 Estudo de Robustez, Escopo e Portabilidade

Os procedimentos relacionados a determinagdo de Robustez, Escopo
e Portabilidade devem ser realizados em consondncia com o disposto na
segdo 9 — Estudo de Robustez, Escopo e Portabilidade, da Parte II deste Manu:y
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/ A robustez do procedimento analitico deve ser demonstrada mini-
mamente por intermédio de:

1. Monitoramento do procedimento analitico por intermédio dos
resultados das Amostras Controle e verificagbes de desempe-
nho do sistema.

2. Dados de série histérica de controle intralaboratorial, partici-
pagdo em programas interlaboratoriais. Dados de precisdo in-
termedidria, obtidos ao longo de um determinado periodo de
tempo, podem ser utilizados para evidenciar robustez.

A portabilidade é a capacidade de o procedimento analitico ser
transportado/transferido para outro local de execugdo ou outro equipa-
mento sem, no entanto, perder suas caracteristicas metrolégicas e seu de-
sempenho. Os parametros a serem avaliados para demonstrar portabilida-
de sdo: linearidade, veracidade, precisdo, LQ.

VI.4.2.7 Estudos de Estabilidade (Orientacdo Geral)

Os procedimentos relacionados a estudos de estabilidade devem ser
realizados em consonancia com o disposto na Parte III — Estudos de Estabi-
lidade deste Manual.

O estudo de estabilidade deve ser realizado, preferencialmente, em
materiais considerados homogéneos. Deve simular as condigdes nas quais
o laboratério submete as amostras e padrdes. Por exemplo, se o laboratério
armazena as amostras congeladas por 24 horas ele deve provar a estabili-
dade da micotoxina nas amostras nesse periodo nas mesmas condig¢des. Se
o extrato ap0s purificacdo é armazenado deve-se evidenciar a estabilidade
da micotoxina nele apds o armazenamento.

Os estudos de estabilidade podem ser realizados ao longo dos en-
saios de rotina a partir da avaliacdo de solucdo padrdo, de amostras ja
analisadas pelo laboratério e de material de referéncia, dentre outros.

V1.4.2.8 Incerteza de Medicao

A incerteza para os procedimento analiticos que determinam mi-
cotoxinas em alimentos de origem vegetal ou animal deve ser estimada
seguindo os procedimentos citados na se¢do 8 — Incerteza de Medicagio Ana-
litica, da Parte II deste Manual.

Ambas as metodologias aqui citadas sdo usadas na estimagdo da
incerteza dos procedimentos analiticos: metodologias denominadas de

\j)ttom—Up e Top-Down.
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Minimamente, deve-se levar em conta as contribui¢des dos comph
nentes de incerteza, precisdo intermedidria e curva de calibragdo.

V1.4.2.9 Valores de HORRAT

Os valores de HORRAT devem ser calculados para os procedimen-
tos analiticos de andlise de micotoxinas em alimentos de origem vegetal e
animal seguindo os procedimentos citados no item 3.6 - Precisdo, da Parte
VI deste Manual.

VI.4.2.9.1 Critérios de Aceitabilidade dos Valores HORRAT
Os valores de HORRAT devem ser <1.

Valores de HORRAT > 1 e < 2 poderéao ser aceitos se a causa do de-
sempenho da precisdo estiver claramente identificada e os valores de ve-
racidade estiverem de acordo com o requisito na faixa validada (Tabela 8).

V1.4.3 Extensoes de Escopo (Novos Analitos)

Quando se desejar incluir novas micotoxinas a um procedimento
analitico previamente validado, o laboratério deve utilizar os mesmos pa-
rametros e critérios definidos anteriormente para garantir sua adequagdo
(validagdo) apds a incluséo.

Na introduc¢do de uma nova micotoxina, a seletividade deve ser ava-
liada. Caso ndo ocorram mudangas nas condic¢des analiticas, repetir tam-
bém as etapas de determinagdo de Limite de Decisdo (CCa), Capacidade
de Detecgdo (CCp), LQ, veracidade e precisdo. Caso seja necessdria alguma
modifica¢do analitica, repetir o procedimento de validac¢do integralmente.

Alternativamente, a validacdo de nova micotoxina pode ser reali-
zada de forma concorrente, por intermédio do uso de amostras de con-
trole de qualidade durante as andlises de rotina, isto é, com cada lote de
amostras da rotina um ou mais produtos da categoria sdo fortificados
(n=3) na concentragdo do LQ um nivel maior — preferencialmente o nivel
requerido e um limite correspondente ao ponto da curva de calibragdo
mais concentrado.

VI1.4.4 Extensoes de Escopo (Novas Matrizes)

Quando a matriz a ser introduzida ndo pertencer a um grupo re-
presentativo de amostras (Tabela A.XI.2) uma validacdo completa deve
ser conduzida.
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/ Quando a matriz pertencer a um determinado grupo representati-
vo, a ampliagdo do escopo deverd ser feita a partir da avaliacao de estudos
de seletividade, precisdo e veracidade e LQ; com no minimo um dia de ex-
perimento, conforme descrito neste Manual, e devera atender aos critérios
de desempenho estabelecidos para a validagdo.

VI. 4.5 Alteracao do Nivel de Concentracao Requerido

Caso seja necessdrio mudar o limite de referéncia (nivel de in-
teresse ou nivel requerido) utilizado no processo de validacdo, e este
estiver fora da faixa de trabalho da curva de calibracado, deve-se repetir
os experimentos de Limite de Decisdo (CCa), Capacidade de Detec-
¢do (CCP) e LQ, conforme o item 4.2.5 — Limites de Detec¢io, Limite de
Quantifica¢do,Limite de Decisdo e Capacidade de Detecg¢do, desta Parte. Caso
o novo limite esteja dentro da curva de calibracdo, avaliar o Limite de
Decisdao (CCa), Capacidade de Detecgao (CCB), LD e LQ pelo menos
uma vez.

VI. 4.6 Revalidacao

Revalidagdo é o procedimento que deve ser adotado quando hou-
ver alteragdo nas condic¢Ges originais da validagdo que possam afetar os
resultados de medicdo ou para avaliar o desempenho do procedimento
analitico ao longo de um periodo, conforme previsto pela Norma NBR/
ISO/IEC 17025, item 5.4.5.2.

Dados de série histérica de controle intralaboratorial, participagdo
em ensaios de proficiéncia e testes de homogeneidade de materiais tam-
bém podem ser utilizados para revalidar os procedimentos analiticos, des-
de que atendam aos parametros exatiddo e precisao.

Os parametros minimos que devem ser avaliados na revalidacdo
sdo: veracidade, precisdo intermedidria, HORRAT, LD, LQ e incerteza de
medigdo do procedimento analitico.

V1.4.7 Calibracao Analitica e Recuperac¢ao (Rotina Analitica)

Todos os procedimentos adotados na rotina analitica deverdo ser
respaldados pelos estudos de validacdo do procedimento analitico.

N

120

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO



VI1.4.7.1 Frequéncia Minima para Utilizacdo da Curva de \
Calibracdo na Rotina Analitica

Para as micotoxinas, cada batelada de amostras deve ser acompa-
nhada de ndo menos que uma curva de calibragdo com, no minimo, cinco
concentragdes, e que pelo menos um ponto da curva de calibragdo con-
temple o LQ.

V1.4.7.2 Determinag¢do da Recuperacdo na Rotina Analitica

Os niveis de fortificagdo das amostras para determinagdo das recu-
peracdes das micotoxinas deverdo estar na faixa da curva de calibracdo
(e.g. no LR), ou dentro de um nivel de relevancia para as amostras anali-
sadas. Esse nivel de fortificacdo deve ser alternado ao longo do tempo. Na
rotina, amostras com contaminacao fora da faixa da curva de calibragido
deverdo ser diluidas e reinjetadas.

E obrigatério um monitoramento continuo dos procedimentos ana-
liticos e dos resultados das medic¢Ges obtidos na rotina laboratorial, reali-
zado com o objetivo de decidir se os resultados analiticos estdo em con-
formidade com os requisitos estabelecidos, devendo ser empregado para
todos os procedimentos analiticos utilizados na rotina. Assim, sempre que
possivel, em uma batelada contendo diferentes matrizes deve-se avaliar a
recuperacdo de todas as micotoxinas analisadas em pelo menos uma ma-
triz de cada grupo.

Recomenda-se plotar as recuperac¢des obtidas em gréficos de con-
trole (cartas de controle) preferencialmente por micotoxinas e grupo de
matriz, considerando as faixas de contaminagdo. Caso seja observada uma
tendéncia significativa ou sistemadtica de desvio de recuperacado, procedi-
mentos devem ser adotados no intuito de identificar e corrigir as causas
provéveis do desvio.

V1.4.7.2.1 Critérios de Aceitagdo do Desempenho de Recuperagdo na Rotina Analitica

Os critérios de aceitabilidade, em termos de recuperagdo para os
resultados dos controles, devem ser de acordo com aqueles definidos na
Tabela 8 e sdo baseados na normativa EU 401/2006 e em casos especiais
nos parametros obtidos durante a validacdo dos procedimentos analiticos.

Se uma tendéncia significativa ocorrer na recuperagdo ou se resul-
tados potencialmente inaceitdveis (desvio-padrdo relativo) maiores que
+ 20% forem obtidos, as causas devem ser investigadas.
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/ V1.4.8 Preparo de Amostras para Validacao de Procedimento
Analitico e Analise de Rotina

Para andlise de micotoxinas, o preparo das amostras é considerado
aspecto critico do procedimento, pois impacta significativamente nos ni-
veis de contaminacdo de micotoxinas na amostra, uma vez que a distribui-
¢do de micotoxinas nos produtos ocorre de forma heterogénea. Portanto,
a granulometria e a homogeneidade devem ser observadas, e a totalidade
da massa da amostra recebida pelo laboratério deve ser preparada.

A granulometria deve estar entre 20 mesh (0,841mm) e 16 mesh
(1,19mm). O laboratério deve ter procedimentos validados para garantir a
homogeneidade e a granulometria apropriada, assegurando dessa forma
resultados representativos para a amostra analisada.

Se por questdes de ajuste das condigdes de preparo for necessdrio
descascar a amostra recebida, deve-se garantir que todas as frages da
amostra, incluindo podres, chochos e mofados, sejam mantidas na amostra.

As matrizes podem ser classificadas conforme sugestdes apresenta-
das na Tabela 9, sendo este agrupamento feito considerando as caracteris-
ticas das amostras, o tipo dos equipamentos que podem ser utilizados e os
procedimentos de preparo.

A selecdo do moinho deve levar em conta a massa a ser prepa-
rada, além das caracteristicas fisicas das amostras, tais como: dureza e
teor de gordura.

Tabela 9 — Condi¢des de preparo de amostras considerando grupos ca-
racteristicos, sugestdes quanto ao tipo de equipamento de moagem e
formas de preparo

Tipo de equipamentos Tipos de

preparo

Classe Tipo de amostras sugeridos (considerar o
tamanho da amostra)

Graos, cereais e leguminosas  Moinhos de rotor e martelo
em geral (inteiros, partidos fixos, moedor de café com Seco

| ou esmagados) funcionamento helicoidal
Graos, cereais e leguminosas
em geral (inteiros, partidos Moinho tipo faca Pasta

ou esmagados)

Pastas, manteigas, frutas

secas, desidratadas (figo,

tamara, uva passa e banana,
Il dentre outras), nozes, amén-

doas, amendoim, avelas,

pistache, castanhas em

geral e similares

Moinho com rotor tipo moe-

dor de carne, moinho de faca Pasta ou
ou ldmina com agitacdo com  seco
hélice, mixer ou processador, Recomen-
liquidificador e homogenei-  da-se pasta
zadores

continua
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Farelos, farinhas, coco ralado,
café soluvel, café torrado Homogeneizador mecanico

1l . o . Seco
moido, racdo, ingredientes ou manual
de racdo e similares
Moinhos tipo:
Amostras com casca — moedor de café com fun- Seco ou
" castanha-do-brasil, avelas, cionamento helicoidal e pasta Reco-
pistache, nozes e améndoas  lamina com agitacdo com menda-se
e amendoins hélice, moinho de rotor e pasta
martelo fixos
v Leite em p6 Homogeneizador mecanico Seco

ou manual

Obs.: Alguns moinhos disponiveis no mercado que podem ser utilizados para o preparo de amostras para
andlise de micotoxinas: CAF (Modelo: B.22 inox, série: 12587; 1% CV, 220V), Geiger (Modelo GUM — 12;
Série: 3994; motor: 10019 ou Modelo: UM-25E, série: 9927), Turrax (modelo Marconi, MA -1700/SGS), Retsch
(Retsch, Modelo: SM 2000, série: 1271007041), Marconi (Modelo: MA 090/CF, Moinho de rotor e de martelo
fixos, série: 001438; 1500W, 220V) e Arbel (Modelo: moedor de café poténcia: 1/3 HP, 110/220V, 50/60Hz;
2.75°, 220V, série: 3359).

V1.4.9 Preparo de Solucées Padrao de Micotoxinas

As solugdes padrado de micotoxinas devem ser preparadas e padro-
nizadas de acordo com os procedimentos descritos na AOAC internacional
(2005). As solugdes padrio utilizadas na rotina deve ser periodicamente
monitoradas por repadronizagdo, cabendo ao laboratério definir o periodo
para repadronizacdo das solugdes padrao de micotoxinas.

As solugdes padrao devem ser preparadas por inje¢do de solven-
tes apropriados nos frascos (utilizando-se seringa com agulha) para cada
micotoxina, seguindo-se de retirada de fra¢Ses das solugdes concentradas
para preparo das solugdes estoque, evitando dessa forma a abertura dos
frascos contendo padréo sélido e consequente dispersao das particulas.

As concentrag¢des das solugdes estoque devem ser calculadas ap6s
determinacdo das absorbancias das soluc¢des por espectrofotometria UV.
Antes disso, o espectrofotometro deve ser avaliado quanto ao seu desem-
penho por meio de solu¢des do padrédo primério de dicromato de potdssio,
segundo AOAC Internacional, ou pelo uso de padrao certificado por orga-
nismo nacional de metrologia (National Institute of Standards and Technology
— NIST; LGC; Instituto Nacional de Metrologia — Inmetro ou outros).

Para algumas micotoxinas ndo estdo disponiveis valores de ab-
sortividade. Dessa forma, devem ser preparadas por medigdo exata das
massas seguida de transferéncias quantitativas para frascos volumétricos
calibrados e aferi¢do criteriosa do volume, utilizando micropipetas ou pi-
petas calibradas.
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f Na Tabela 10 estdo apresentados os solventes apropriados para o

preparo das solugdes, assim como os pardmetros a serem utilizados na
sua padronizagao.
Tabela 10 — Parametros para Padronizacao de Solu¢des de Micotoxinas
Faixa de Massa
Micotoxina | S°™P: | Molecular Solvente Indicado ST (el
de onda (g/mol) (S]
(nm) 9
Benzeno: Acetonitrila
(98:2, VAV) 19800 (350 nm)
Aflatoxina B, Tolueno: Acetonitrila
g 5 19300 (350
AFLAB, 330-370 312 8-10 91, Vi) ( nm)
Metanol 21500 (350 nm)
Acetonitrila 20700 (350 nm)
Benzeno: Acetonitrila
(98:2. ) 20900 (350 nm)
Aflatoxina B, Tolueno: Acetonitrila
. . 21000 (350
AFLAB, 330-370 314 8-10 9:1, Vv (350 nm)
Metanol 21400 (350 nm)
Acetonitrila 22500 (350 nm)
Benzeno: Acetonitrila
(98:2, VAv) 17100 (350 nm)
Aflatoxina G, Tolueno: Acetonitrila
s " 16400 (350
AFLAG, 330-370 328 8-10 @1, viv) ( nm)
Metanol 17700 (350 nm)
Acetonitrila 17600 (350 nm)
Benzeno: Acetonitrila
(98:2. VIv) 18200 (350nm)
Aflatoxina G, Tolueno: Acetonitrila
. a 18300 (350
AFLAG, 330-370 330 8-10 @1, Vi) ( nm)
Metanol 19200 (350 nm)
Acetonitrila 18900 (350 nm)
U 23;?26\3/7\3: Acetonitrila 18000 (350 nm)
atoxina M, ) ) b
AFLA M, LU e et Acetonitrila 19000 (350 nm)
Cloroférmio 1995 (350 nm)
Ocratoxina o horacido At 5550 3300m)
N B 40 ToIL;ean' Acido Acético
OTA :
(99:1, viY) 5440 (333nm)
Benzeno 6060 (317nm)
Zearalenona 6000 (314 nm)
280-380 318 50
ZON Metanol 13900 (274 nm)
30000 (236 nm)
Desoxinivale- Metanol 7040 (219 nm)
200-400 296,3 50 .
nol DON Acetonitrila 6400 (208 nm)
Citreoviridina Metanol 44925 (383 nm)
200-400 402 5
v Etanol 48000 (388 nm)
Obs.: O preparo das solucdes na faixa ideal é desejado, mas nao podendo ser atendido, devera ser observado
no espectro obtido se a altura do pico estd aceitavel.
Solugdes de DON em metanol podem sofrer degradacao apés 30 dias de preparo (AOAC, 2000; Shepherd e
Gilbert, 1988).
Solugdo padrao de AFLA M, é estavel em acetonitrila por aproximadamente um més (DRAGACCI et a/., 2001).

_ 124

-

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO



V1.4.10 Armazenamento de Padroes \

Armazenar os padrdes sélidos e suas solugdes separadamente das
amostras ou extratos de amostras, em frascos para padrdo ambar ou fras-
cos protegidos da luz por papel aluminio, vedados com parafilme, sob
temperatura de congelamento (< -15° C).

V1.4.11 Critérios de Aceitabilidade das Solu¢des Padrao
de Micotoxinas

Recomenda-se que a diferenga entre as concentra¢des determinadas
na padronizacdo anterior e a atual seja < 3%

As solugdes padrdo de micotoxinas devem ser descartadas quando
observadas alteracdes indicativas de deterioragdo como: turbidez, separa-
¢do entre as fases e alteracdo de cor, entre outras.

A avaliacdo da pureza ou possivel degradacao das solugdes padrao
pode ser realizada por técnicas de cromatografia em camada delgada e/ou
cromatografia liquida.

/
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4 ANOTACOES
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ANEXO | \

Calculos da Estimativa dos Parametros
da Regressao pelo Método dos Minimos
Quadrados Ordinarios (MMQO)

Construir a curva de calibragdo (de calibrac¢do) fazendo o gréfico de
todas as Ny leituras versus os I niveis de concentragdo. Dessa forma havera
no minimo seis valores de respostas instrumentais (pontos) para cada ni-
vel de concentracio.

Estimar os parametros de regressdo: o coeficiente angular (b) e o
coeficiente linear (1), pelo Método dos Minimos Quadrados Ordindrios
(MMQO), conforme mostrado a seguir.

Modelo da Reta de Calibraggo:
Y

il = a+ﬂXi + &5

(A.1L1)
Onde:

. Y, = varidvel dependente: a resposta instrumental da [-ésima leitura
da j-ésima preparacdo do i-ésimo nivel de concentrac¢do das solugoes
de calibracéo. E a varidvel resposta na terminologia da ISO 11843;

. a = intercepto ou intersegao;

o f = inclinagéo;

o X, = varidvel independente: a concentragdo do analito, do i-ésimo
nivel de concentragao. E a varigvel liquida de estado na terminolo-
gia da ISO 11843;

. g, = residuos aleatorios da regressao da I-ésima leitura da j-ésima pre-

paracao do i-ésimo nivel de concentragdo das solugdes de calibracao.
Equacéo de Regressdo Linear de Primeiro Grau, Reta:

V; =a+bx, (A12)
Onde:

A

J 7, = (varidvel dependente) é a resposta instrumental estimada (cal-
culada) pela equagdo de regressdo no i-ésimo nivel de concentragdo;
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K a = estimativa de MMQO da intersec¢éo o;
o b = estimativa e MMQO da inclinacéo f3;

o x, = (varidvel independente) sdo as concentragdes conhecidas
do analito nas soluc¢bes padrdo de calibracdo em cada nivel
de concentracao.

Procede-se a estimagédo da inclinagdo (b) ou coeficiente angular, da
intersegdo (2) ou intercepto ou coeficiente linear e das somas quadréticas (S):

Sy
b= (A.3)
a=y-bx (A1.4)
Onde
[ [ J L1
° =1 = =1 =1 =1 =1 =1 (A.L5)
[ ) I I I 2

S, = (xl—)?) =JY(x,-x) =J xlz—( x,.) I

. = - - (A.1.6)
[ J L
E Yiit

—_ == A

y=—""F_
o IxJxL (A.1.7)

L
yijl

= =1

Vi =
. L (A.1.8)

/ [ J L
X, X,

X = =
o 1 IxJxL (A.1.9)

Sendo:
o x, = concentragdo conhecida do analito em cada i-ésimo nivel de

concentragdo da solucdo padrao de calibragdo;
. Y, = resposta instrumental medida da /-ésima replicata de reinjecao

da j-ésima preparacgdo da i-ésima concentragao;
o I = ntiimero de niveis de concentragdo da curva de calibracao;
. J = nimero de repeti¢bes de preparo independentes de cada nivel

de concentragio;

128

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO



. L = ntimero de replicatas de reinjegdo ou de leituras ou indica\
¢Oes de respostas instrumentais de cada j-ésima preparacdo da
i-ésima concentragdo;

. N_ = ntimero total de niveis independentes de concentragdo da cur-
va de calibragdo dado por N_= Ix], para um planejamento balan-
ceado, quando todos os niveis de concentracdo sdo preparados com
igual nimero | de réplicas. Porém, se cada nivel de concentracao
tiver um ntimero J, diferente de replicatas de preparagao, o que nao

I
¢é desejavel, entdo .
1 N-3

=1

o X = Valor médio dos I niveis de concentragdo da curva de calibragdo.

Y

Valor médio de todas as N_x L respostas instrumentais.

Yij = Valor médio das respostas instrumentais das L replicatas de
leituras da j-ésima preparacgdo da i-ésima concentragdo da curva
de calibracao.

As variancias, ou os quadrados dos desvios padrao s* do intercepto e
da inclinagdo, assim como a covariancia, cov (g, b) entre eles sdo dadas por:

S
s; = var(b) ==
S (A.110)
I 1 J 5
IEE AN
: 2 = A
Sa =Var(a)=Sr(_§ =SV€S
NS, NS (A1 11)
I I J
2 2 ! & 2 E1 21 ;
Sab = COV(a’b) = _Sres = = _Sres —
NS, NSs (a112)
O residuo de regressdo (e;,) para cada uma das N respostas instru-
mentais é: ' ‘
Cijt = Vi = Vi = Vi _(a+bxi) (A1.13)

Variancia residual do ajuste (S2 ) €
res

IJ(
2 _ZH

Sres,y - N 7
. (A.14)

J_/ij_f}i)z

/
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ANEXO Il \

Qualidade do Ajuste e Verificacao da
Homoscedasticidade ou Heterocedasticidade
da Resposta Instrumental na Regressao

pelo MMQO

Calcular os Ny residuos e,
doaeq. (A.L13).

, apartir da equacdo de regressdo, usan-

Construir o grafico de dispersdo dos residuos da regressao em fun-
¢do da concentragdo para avaliar a qualidade do ajuste, i.e.: a linearidade e
a homogeneidade das variancias (homoscedasticidade).

Se a distribui¢do dos residuos for aleatéria, segundo a Figura A.
I1.1 (a) a seguir, apresentando envoltério retangular (retas paralelas), con-
siderar que hd homogeneidade das variancias e o Método dos Minimos
Quadrados Ordindrios (MMQO) pode ser de fato aplicado.

Se a distribuigdo dos residuos apresentar envoltérias na forma de
um cone crescente, como na Figura A.IL.1 (b) (retas obliquas), ou decres-
cente (outras formas de envoltdrias que ndo retangular sdo possiveis), con-
siderar que ndo hd homogeneidade das variéncia, i.e., heterocedasticidade
das variancias e, neste caso, o Método dos Minimos Quadrados Pondera-
dos (MMQP) deve ser aplicado.

Para testar a homoscedasticidade, um simples teste F pode ser feito
[33]. Trata-se de um teste F comparando a maior varidncia (quadrado do
desvio-padrdo) das respostas instrumentais ou dos residuos dos niveis de
calibracdo com a menor delas. Esse teste é mais exigente que o teste de
Cochran e o Hartley, ao qual se assemelha.

Teste F para a homoscedasticidade. Calcula-se os desvios padrédo S,
das respostas instrumentais independentes em cada i-ésimo nivel de cali-
bracgdo pela equacgao:

i(%_)_}i)z

Jj=1

Sy =
J-1 (A1)
Onde: Os valores médios que aparecem na equacao citada sdo calcu-
lados de acordo com as equacgdes eq. (A.L8) e eq. (A.V1.7). Se o gréfico dos
desvios-padrao 5, em funcao das concentragdes dos padrdes de calibrac;éo/
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Gdicar algum comportamento sistematico (crescimento ou decrescimen-
to), entdo os dados sdo heteroceddticos. A Figura A.IL.2 apresenta esse gré-
fico para os dados da Tabela A.IL.1.

Usando a maior varidncia e a menor variancia, calcular a estatis-
tica discriminante:
2
_ Syi,max

El,calc - Sz
yi,min (A.ll.2)

Ao mesmo tempo obtém-se, de uma tabela de teste F, o valor tabe-
lado de F, s com v, =] -1 graus de liberdade no numerador e
,crit,a,vl,v2 1 i,max
v,=], . —1 graus de liberdade no denominador, ]| e ] . sdo, respec-
i,min i,max i,min

tivamente, o ntimero de reinje¢des do nivel de calibracdo com a maior e
menor variancias. Adotar um nivel de confianga de 95%.

Se F, _,. for menor que F, . , as varidncias podem ser conside-
,calc h,crit,o,v1,v2’
radas iguais. Nesse caso, considera-se que as respostas instrumentais sdo
homosceddsticas e que 0o MMQO pode ser usado para obter os pardmetros
de regressao da curva de calibragéo.

Nota: O teste F aplicado aqui ndo é um teste multiplo para a homos-
cedasticidade de varidncias, por isso é mais rigoroso. Ele foi preferido em
detrimento aos testes multiplos de Hartley [7,29,34], de Cochran [7,25,34]
e Leven-Brown-Forsythe [34], por ser de mais f4cil execugdo e usar a tabela
de pontos percentuais da fun¢do densidade de probabilidade de Fisher-
-Snedecor, que é facilmente encontrada em qualquer livro de estatistica e
no Excel. O teste de Cochram é recomendado pela ISO 5725-2 [26].

Exemplo: A Tabela A.IL.1 mostra os dados de absorvancia para a
andlise de Cd por espectroscopia de absor¢do atdmica, encontrados no
exemplo A.5 do Guia Eurachem de cdlculo de incerteza [16].

Estatistica discriminante F,  =F do teste F:

1

2

£ S 7,0333x107
heale 2 3,3333x107

yi,min

icrim’o&z’z = 19,00 [7,19, 29, 30,31,32]. Como o valor da estatistica
discriminante é maior que seu valor critico no nivel de significincia de
5% (nivel de confianca de 95%), conclui-se por rejeitar a hipétese nula da

homoscedasticidade. Logo, os dados de calibragdo sdo heteroceddsticos.

Estatistica discriminante F, , = r do teste de Hartley ou teste de
F méximo:
= 132
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yi,max

F. = =
Hhedle 2 3,3333x107

Yi,min

2 -5 \
Soma_ 7,0333x107

(ALll.3)

Herit0,0525 = 202 [7]. Como o valor da estatistica discriminante é maior
que seu valor critico no nivel de significdncia de 5% (nivel de confianca de
95%), conclui-se por rejeitar a hipétese nula da homoscedasticidade. Logo,
os dados de calibrag¢do sdo heteroceddsticos.

Estatistica discriminante F. = C do teste de Cochran ou teste de
F maximo:

2 -5
o S _ 7,0333x10 = 0,8866

cele 2 & ©3,3333x107 +2,3333%x107° +4,0000x107° +2,3333x107° +7,0333x10°°

(A.ll.4)

Fe ioosas = 0,684 [7,26,29,31]. Como o valor da estatistica discrimi-
nante é maior que seu valor critico no nivel de significincia de 5% (nivel de
confianga de 95%), conclui-se por rejeitar a hipétese nula da homoscedasti-

cidade. Logo, os dados de calibragdo sdo heteroceddsticos.

Para se calcular a estatistica discriminante F, | =t _ do teste de
Levene-Brown-Forsythe ou teste de Levene modificado [341, os dados dos
residuos e, . de regressdo pelo MMQO de cada resposta experimental re-
plicada sd0 calculados e divididos em dois grupos (Grupo 1 e Grupo2),
com aproximadamente o mesmo niimero de dados cada um, N, =N, As
réplicas de um mesmo nivel de concentra¢gdo ndo podem ser separadas
em grupos diferentes. Quando o niimero de niveis de concentragdo é fm-
par, exclui-se dos célculos o nivel de concentragdo i-ésimo nivel central
(i = I/2+1), sdo obtidas as medianas Med1 e Med2 de cada grupo de re-
siduos. Calcula-se entdo o valor absoluto dos desvios d, | e d,;, de cada
residuo ¢,; em relagao a mediana de seu grupo. Obtém-se as médias d, ,
e d_,eassomas de quadrados dos desvios SQd1 e SQd2 de cada um dos
dois grupos. Finalmente, calcula-se a varidncia agrupada s;‘; e a estatitica ¢
de Levene ¢

L,calc”

(A.IL.5)

(A.ll.6)
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E d, e —Medl‘

d = R _ A

. " N, A, .
NGy NGy (A. Il. 7)
d. . - —Med
d., IZ e _ i,_/zl = Me 2‘
" N Lol
SQd1 = i (di,j,l )2 = § (ei,j —Med1)2 o

(] i,j=1 i,j=1
Gy NGy

§0d2 = El(di,_,-,z) =y (¢, ~Med2) (AIL8)
ij=

=1

» _S0d1+50d2

. T ong +ng =2 (A11.9)

Os célculos para o teste t de homoscedasticidade de Levene-Brown-
Forsythe dos dados de calibragdo da Tabela A.IL.1 sdo mostrados na Tabe-
la A.IL2. O valor de t, é maior que o valorde t_, . . o= toio0s10= 22281
para o nivel de confianga de 95% e grau de liberdade 10, indicando, surpre-
endentemente e ao contrdrio dos trés testes anteriores, em que os desvios-

-padrdo das respostas instrumentais sdo homocedadsticos.

O teste t de Levene-Brown-Forsythe é pouco exigente quanto a he-
terocedasticidade dos dados, tendendo a indicar, como no exemplo supra-
citado, homoscedasticidade, mesmo quando varias outras evidéncias indi-
cam o contrdrio. Por esse motivo, preferimos o uso de um dos trés testes:
F, —eq. (A.IL2) ou F, — eq. (A.I.3) ou F. - eq. (A.Il.4), acima ao teste t de
Levene-Brown-Forsythe — eq. (A.IL.5). Recomendamos que quando ocorrer
uma divergéncia de conclusdes, como a desse exemplo entre o teste t de
Levene-Brown-Forsythe e algum dos outros trés testes, que se dé preferén-
cia a conclusdo desses tltimos e se proceda a um ajuste pelo MMQP, visto
que ele é mais geral e inclui o MMQO.

Tabela A.Il.1 — Dados da Calibracdo de um EAA para analise de Cd ob-
tidos do Guia Eurachem de calculo de Incerteza [16]

Yi= 2
RN ECE TR

0,028 0,00057735  3,3333E-07
1 2 0,1 0,029
3 0,1 0,029
continua
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Figura A.ll.1 - Gréafico de dispersdo dos residuos de ajuste e, das res-
postas instrumentais y,, calculados pela eq .(A13) em funcédo da con-
centra¢do (ou em funcdo do valor calculado da resposta instrumental
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Fonte: Adaptado da Figura 5.15 de Miller e Miller (2005) [30]. J
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ﬂotas: (a) residuos aleatoriamente dispersos ao redor de zero, indicando um ajuste satisfatorio e a homosce-
dasticidade das respostas instrumentais.

(b) residuos crescentes (ou decrescentes) com a concentracao, forma de cone, indicando heterocedas-
ticidade da resposta instrumental e exigindo o ajuste pelo MMQP.

(c) Residuos apresentando uma tendéncia decrescente (crescente) e em seguida crescente (decres-
cente), forma de U ou de U invertido, indicando falta de ajuste ou de linearidade (i.e. curva de
calibracao nao retilinea) na faixa de calibracao. Nesses casos, a curva de calibracao pode ser ajustada
por um polinébmio de ordem superior a um, ou alternativamente reduz-se a faixa de concentracao
da calibragao.

(d) Dispersao aleatoria satisfatéria dos pontos, exceto pelo sexto ponto, que deve ser um valor aber-
rante, duvidoso (outlier).

Figura A.ll.2 — Grafico dos desvios-padrao das respostas replicadas em
cada nivel de concentracdo em func¢do da concentracdo das solugdes
padrao de calibracao
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/
0,006 I
/
/
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0,003 /
o —a
0,001

H

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Desvios-padrado das respostas instrumentais
em cada nivel de concentracdo

0

Concentracdo dos padrdes de calibracdo / mg/L

O comportamento funcional, em geral crescente, dos desvios-pa-
drédo indica a existéncia de heterocedasticidade.

Particularmente, o tltimo ponto de calibragdo apresenta um desvio-pa-
drdo surpreendentemente alto em relacdo aos demais pontos de calibragao.

Tabela A.1l.2 — Clculos envolvidos no teste t de homoscedasticidade de
Levene-Brown-Forsyte para os dados da curva de calibracdo apresenta-
da na Tabela All.1.

----_

0,028 0,0328 -0,0048 -0,0019 0,0029 0,0029  5,846E-05

0,1 0,029 0,0328 -0,0038 0,0019
0,1 0,029 00328 -0,0038 0,0019
0,3 0,084 0,081 0,003 0,0049
0,3 0,083 0,081 0,002 0,0039
0,3 0,081 0,081 0 0,0019

05 0,135 0,1292 0,0058
05 0,131 0,1292 0,0018
05 0,133 0,1292 0,0038

N
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0,7 0,18 0,1774 0,0026  0,0031 0,0005 0,0052 0,00035742\

0,7 0,181 0,1774  0,0036 0,0005
0,7 0,183 0,1774  0,0056 0,0025
09 0,215 0,2256 -0,0106 0,0137
09 023 0,2256  0,0044 0,0013
09 0,216 0,2256 -0,0096 0,0127

Os dois grupos de residuos usados para calcular a estatistica discri-
minante do teste-t de homoscedasticidade de Levene-Brown-Forsyte sdo
marcados pelos sombreados superiores e inferiores.

Os dados do nivel de concentragéo 0,5 foram excluidos dos célculos.

A variancia agrupada é:

(SP)Z = (5,846 x 10~ + 3,5742 x 10°) = 4,1588 x 10

A estatistica t de Levene-Brown-Forsythe:

L

10 =10,1953.

t e = 10,0029 - 0,0052 | / [4,1588 x 10* x (1/6 + 1/6)]"* = 0,0023/1,1774 x

/

37
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ANEXO Il \

Avaliacao dos Pontos Duvidosos, Aberrantes,
Extremos (outliers) e Critérios de Aceitacao
para a Linearidade no MMQO

Avaliar os pontos duvidosos, aberrantes, extremos (outliers) da cur-

va de calibracgdo (de calibragdo) calculando-se a estatistica ty,,ﬂ/mk:

; B ‘eyii/|
vijl cale s
res,yi (AILT)
Onde:
o €, = 1esidu0, = Vo oo = Vi cateuraao dado pelaeq. (A.L13);
o S, = desvio-padrdo amostral dos residuos das respostas ins-

trumentais do i-ésimo nivel de concentracdo calculado pela eqg.
(A.II1.2), usando os valores de #; calculados pela eq. (A.1.2) do ajuste
de MMQO. Seu valor é diferente, mas préximo daquele calculado
naeq. (A.L.14):

J L
22()’5/_);[)2
| L

Sres,vi -
' JxL-1 (AIL2)

Seovalordet,  paraum ponto duvidoso de uma curva de cali-
bracéo for menor ou igual ao valor de t critico tabelado, t_, bilateral, para
nivel de confianga igual a 95% e (J XL — 1) graus de liberdade, considera-se

que o ponto pertence a curva e a faixa até ele é linear.

Calcular o coeficiente de correlacdo linear (r) pelo método dos mini-
mos quadrados ordindrios:
Sxy
S S
e (A.lN1.3)

V=

/
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2_ v, - (2 Zy’”) (LX) (AlIl.4)

Critério de aceitacdo para linearidade (caso das varidncias homogeé-
neas ou homoscedasticidade). Calcular a estatistica t:

SR PR 1 r (AIII5)

Se o valor de t para a regressdo da curva de calibrac¢do (de calibra-
¢do) for maior ou igual ao valor de t critico (tabelado) bilateral, para nivel
de confianca igual a 95% e (N_-2) graus de liberdade, considera-se que a
faixa é linear, i.e. rejeita-se a hipétese nula H: r = 0 de que ndo hd correla-
gaoentrexey.

N
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ANEXO IV \

Avaliacao da Incerteza de Previsao da
Concentracao do Analito na Curva de Calibracao
Calculo de Incerteza de Calibracao no MMQO

A incerteza padrdo da concentracdo do analito obtida da interpo-
lacdo na curva de calibragdo u (x*) é dada pelas equagdes eq. (A.IV.1a) ou
eq. (A.1V.1b) ou eq. (A.IV.1c), que sdo equivalentes entre si.

A incerteza u (x*) ndo é a incerteza da concentracdo do analito na
amostra de ensaio, pois ela ndo leva em consideragdo as demais fontes de
incerteza do procedimento analitico.

Aincerteza u (x*) dada pelas equagoes eq. (A.IV.1a) ou eq. (A.IV.1b) ou
eq. (A.IV.1c) é apenas a incerteza devido a curva de calibragdo, e é um dos
componentes da incerteza padrdo da concentragdo do analito na amostra.

s (y*% +5° (a)+(x*)2 s (b)+ 2x*c0v(a,b)

Ucyi (x*) =

o b’ (AIV.Ta)

* S(y*) 1 1 (x*_)?)2

ey (X )=T N T s
x xx (A.IV.1b)

—\2

_sO) Lot (*-y)

o )= KN s,
X xx (AV.10)

Onde:

o x* = C* = concentracdo do analito na solu¢do injetada no instrumen-

to de medicdo analitica, obtida por interpolagdo ou extrapolagdo na
curva de calibragéo.

. K = ndmero de replicatas verdadeiras de reandlise de aliquotas de
andlise da mesma amostra de ensaio. Cada aliquota de andlise passa
por todas as etapas do procedimento analitico, desde a etapa inicial
de abertura ou extragdo ou digestdo etc. até produzir a solucdo que
serd injetada uma ou mais vezes no instrumento de medicdo analitica.

o L = namero de reinje¢des das solugdes de cada aliquota de andlise

no instrumento de medic¢do analitica. J
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K y* = RI" = resposta instrumental média das K reinje¢des no instru-
mento de medicdo analitica das solu¢des obtidas das reandlises das
K aliquotas de andlise da mesma amostra de anadlise.

. s(y") = ¢*,, = desvio-padréo da resposta instrumental para a solu-
¢do da amostra injetada no instrumento de medicdo analitica. No
caso do MMQO, como a repetitividade das respostas instrumentais
sdo homosceddsticas, usa-se a variancia residual Szres, y calculada
pela eq. (A.1.14) para estimar s*(y*), i.e. s(y*) =

res,y’

N
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ANEXO V \

Planilhas de Calculos no Excel validado

Para se fazer os cdlculos do MMQO utilizando as equagdes eq. (A.1.3)
aeq. (A.1IL.5) é recomenddvel a constru¢do de uma planilha de cdlculo ele-
tronica com a estrutura mostrada na planilha Excel do arquivo MMQO e
MMQPR do Manual de Validagio CGAL — Mapa.

Para facilitar a construc¢do da planilha de cdlculo vale salientar as
seguintes identidades:

(AV.1)
I J L
2
I inﬂ
Exf=’= = = onde x;, =x, Vj e VI
4 JxL | (AV.2)
I J L
IJ 2 i
q
= L (A.V.3)
/I J L
I 2 zxiﬂyt//
sz[_lj == onde x;=x VjeVl
o o L (AV.4)

L
5
=1 (A.V.5)
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ANEXO VI \

Calculo da Estimativa dos Parametros
da Regressao pelo Método dos Minimos
Quadrados Ponderados (MMQP)

O ajuste da reta de calibragdo pelo Método dos Minimos Quadrados
Ponderados (MMQP) deve ser feito nos casos em que a resposta instru-
mental é heteroceddstica na faixa de calibracdo, i.e., repetitividades dife-
rentes, desvios-padrdo estatisticamente diferentes, nos diversos niveis de
concentracdo das solugdes de calibracéo.

Existem duas abordagens de MMQP: a absoluta, MMQPA, e a rela-
tiva, MMQPR. Usaremos neste Manual o MMQPR para evitar problemas
com a representacdo numérica computacional de nimeros grandes, como
pode ocorrer em métodos analiticos cromatogréficos.

O modelo linear dado pela eg. (A.L.1) assim como as defini¢des asso-
ciadas a essa equagdo continuam valendo no MMQP.

Para enfatizar a diferenca entre os pardmetros ajustados pelo MMQO
daqueles obtidos pelo MMQP, a equacdo regressao dada pela eq. (A.1.2) é
reescrita como:

v, =a,+bx (AVI.1)
Onde:

o 1),= varidvel dependente: é a resposta instrumental estimada (calculada)
pela equacdo de regressdo do MMQP no i-ésimo nivel concentragao.

o a = estimativa de MMQP da intersegao a.
o b = estimativa da inclinagao b.
o x,= varidvel independente: sdo as concentracdes conhecidas do anali-

to nas solugdes padrdo de calibracdo em cada nivel de concentracéo.

Procede-se a estimagdo da inclinagdo (b, ) ou coeficiente angular, da

w

intersegdo (a,) ou intercepto ou coeficiente linear e das somas quadraticas
(S,) para o caso do MMQP:

/
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b = =
W
SXXH"
I J I J I J [ J
DRI PIPNE
_ =1 =1 i=1 j=1 i=l j=1 i=l j=1
I J [ J L J ’
2
§S 0SS eSS
7= Gy 7= S = = =1 j=1 (AVI.2)
aw =) W _bw W

J=1 B (AVI.3)

norm

2
Syi (AVI.4)

\/Vi=

Todas as respostas instrumentais médias J; de um dado nivel de
concentragdo tém o mesmo peso w, que € usado para as | respostas instru-
mentais médias J; de cada nivel.

Aconstantek  denormalizacdo daeg. (A.VI4)noMMQPAék =1.

norm norm

No MMQPR podemos usar qualquer outro valor k
normalizar os pesos.

constante para

norm

Usaremos como valor de k, a média das variancias das respostas

instrumentais dos I niveis de concentracao da curva de calibra¢do, confor-
me definido na eq. (A.VL5):

1

2

J— Syi
i=1

norm S)zzi =-
! (A.VL5)
J 2
E (y[j =i )
=1
S, =
! J-1 (AV1.6)

N
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J L
E E Yiit
- _ A

XL (AVI.7)
L
2 Yiit
- =1
y__ =
! L (A.VI.8)
I J
S)Cyw = 2 E W[ (xl - xw)(yl/ - yw) =
i=1 J=1
I J I J I J I J
= Wz Wixiyy - 2 Wi‘xi WI 71]
i=l j=1 i=l j=1 i= Z i= Z (AV| 9)
I J 5
Srw = M}i(xz _fu) =
2

(A.VI.10)

O denominador na eq. (A.VL2) e na eq. (AVIL3) é o S
definido na eq. (A.V1.10).

xXxw

I J I J L
$Sus, 335w
- i=l j=1 _ i=l j=1 [I=]
yw I J - / J
E w, Lx EW’
=l j=1 i=1 j=1 (A\/|11>
I J I J L
SSun 333
— _EAgA =\ AT
w1 J 1 J L
w, W,
i=1 =1 i=1 j=1T= (AVI.12)

As variancias ou os quadrados dos desvios-padrao s? do intercep-
to e da inclinagdo, assim como a covariancia, cov(aw,bw) entre eles sao
dadas por:

S2 (aw ) = L x kimrm
S o (AVI.13)

/
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S ow (AVI.14)
1 J
5 S
Su b, = Cov(aw’bu ) == BE X knor‘m
o S o (AVI.15)

O residuo de regressao (ewﬂ) para cada uma das NV respostas instru-
mentais é:

€ =Yy =9 =y —(a,+b,x)) (A.VI.16)

A varidncia residual do ajuste obtida dos residuos dados pela
eq. (A.V1.16) ndo tem nenhum significado no MMQP. Define-se também o
residuo ponderado e, como:

i = Wi ()/;// -V ) =W [yi/'/ B (aw +hx, )] (AVI1.17)

A variancia residual do ajuste obtida dos residuos dados pela eq. (A.
V1.17) representa a varidncia do ponto de peso unitdrio, que raramente faz
parte dos valores experimentais.

N

148

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO



ANEXO VI \

Qualidade do Ajuste e Verificacao da
Heterocedasticidade da Resposta Instrumental
na Regressao pelo MMQP

Calcular os N, residuos normalizados (ou padronizados ou reduzi-
dos) €, it norm & PATHE da regressdo ponderada, usando a eq. (A.VIL.1). Esses
residuos normalizados sdo na verdade estatisticas t de Student.

eyg'jl

eyijl Jnorm

Sres,yi (AV” 1 >

Construir o gréfico de dispersao dos residuos normalizados da regres-
sdo em fungdo da concentracdo para comprovar a ndo homogeneidade das
variancias (heterocedasticidade).

Se a distribuicdo dos residuos normalizados for aleatdria, segundo a
Figura A.IL1 (a), apresentando envoltério retangular — retas paralelas na
Figura A.IL1 (a) - comprova-se que ndo ha homogeneidade das variancias,
i.e., heterocedasticidade, e 0 Método dos Minimos Quadrados Ponderados
(MMQP) deve ser, de fato, aplicado.

Se a distribuicdo dos residuos normalizados apresentar envoltérias na
forma de um cone crescente, como na Figura A.IL.1 (b) (retas obliquas) ou
decrescente (outras formas de envoltérias que nao a retangular sao possi-
veis), conclui-se que a heterocedasticidade (os desvios-padrao s, de cada
nivel de concentra¢do) ndo foi adequadamente estimada a partir dos da-
dos de calibragdo disponiveis. Nesse caso devemos aumentar o ntimero |
de replicatas de repreparo das solugdes de calibracao.

Se o problema persistir, refazer toda a curva de calibragéo.

Formas em U ou em U invertido indicam falta de ajuste ou de li-
nearidade (i.e., curva de calibracdo ndo retilinea) na faixa de calibracao.
Nesses casos, a curva de calibragdo pode ser ajustada por um polindmio
de ordem superior a um, usando o MMQP, ou alternativamente reduz-se a
faixa de concentracdo da calibragao.

/
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ANEXO VIl \

Avaliacao dos Pontos Duvidosos, Aberrantes,
Extremos (outliers) e Critérios de Aceitacao
para a Linearidade no MMQP

Avaliar os pontos duvidosos, aberrantes, extremos (outliers) da cur-
va de calibragdo (de calibracdo) por meio da estatistica:

e ..
vijl
Z‘ -—t 7 e

yijl cale yijl ,norm

res,yi (AV|||1>

Onde:

€1 = Vit medido — Vi cateutador NOtAr que ndo € o residuo ponderado defini-
donaeq. (A.V1.17) e sim o daeq. (A.VL.16).

. S, = desvio-padrdo amostral das respostas instrumentais do
i-ésimo nivel de concentragdo calculado pela eq. (A.IIl.2), mas ago-
ra usando os valores de 7, calculados pela eq. (A.V1.1) do ajuste
de MMQP. Seu valor é diferente, mas préximo daquele calculado

pelaeq. (A.VL.6):

res,yi

xL-1 (AVIIL.2)

Seovalordet paraum ponto duvidoso de uma curva de cali-
bragdo for menor ou igual ao valor de f critico tabelado, t_,, bilateral, para
nivel de confianca igual a 95% e (J XL — 1) graus de liberdade, considera-se

que o ponto pertence a curva e a faixa até ele € linear.

Calcular o coeficiente de correlagao linear (r,) pelo método dos mi-
nimos quadrados ponderado:

/

51

L
MANUAL DE GARANTIA DA QUALIDADE ANALITICA




S

v \/S,\‘,\'ws);vw L _ I o _ /1/2
[ W,(x,—x) xzzwi(y,/_y)
= = = =

=1y

Xyw =l j=I

I J

Z E: Wiyii(x; -X)

j=1

[ S S -5 xS S (5, -5

= i=1

(AVIIL3)
Onde
[J e
Sw= 3 2T =7) =

1 J 1 J - 1 J _ :

= W/ W/ i W/ i =
=1 j=1 =1 j=l =l =1 )
1 J 1 J 1 J L 2

SSnESe-($3 8] Jr
== = =1 =1 = (A.VII.4)

Critério de aceitacdo para linearidade (caso das variadncias heterogé-
neas ou heterocedasticidade). Calcular a estatistica t,_

(AVIIL5)

Se o valor de t_ para a regressdo da curva de calibragdo for maior
ou igual ao valor de t critico (tabelado) bilateral, para nivel de confianga
igual a 95% e (N_-2) graus de liberdade, considera-se que a faixa ¢ linear,
i.e, rejeita-se a hipétese nula H: v = 0 de que ndo hd correlagio entre x e y.

N
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ANEXO IX \

Avaliacao da Incerteza de Previsao da
Concentracao do Analito na Curva de Calibracao,
Calculo de Incerteza de Calibracao no MMQP

A incerteza padrdo da concentracdo do analito obtida da interpo-
lacdo na curva de calibragdo u (x*) é dada pelas equagdes eq. (A.IX.1a) ou
eq. (A.IX.1b) ou eq. (A.IX.1c), que sdo equivalentes entre elas.

A incerteza u (x*) ndo é a incerteza da concentragdo do analito na
amostra de ensaio, pois ela ndo leva em consideragdo as demais fontes de
incerteza do procedimento analitico.

Alincerteza u (x*) dada pelas equacgdes eq. (A.IX.1a) ou eq. (A.IX.1b) ou
eq. (A.IX.1c) é apenas a incerteza devido a curva de calibragdo e é um dos
componentes da incerteza padrao da concentragdo do analito na amostra.

2
PO 4 (a,)+ () 5 (b, )+ 26 cov(a, b,)

u, 2
b, (AIX.1a)

) —
Calib (x ) -

*) = |/
uCalih ('x ) - k/mrm X

= (A.IX.1b)

*) —
uCal[b (X ) Y knor'm X

=t =l (AIX.10)

Onde:

k
_ norm
wh = o
»* (A.IX.2)
E o peso da resposta instrumental obtida para a solugio da amostra
de ensaio cujo desvio-padrdo amostral é s =s(y").

/
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f A constante de normalizagdo k  definida pela eq. (A.VL5) e que
aparece nas equagoes eq. (A.VL.13), eq. (A.V1.14), eq. (A.VL.15), eq. (A.IX1b)
e eq. (A.IX.1c) deve ser substituida pelo valor unitdrio (1) quando se usar
as equagdes, apresentadas anteriormente, no MMQPA. A ndo observancia
dessa nota é causa de erro em alguns softwares comerciais e em bibliogra-
fias de estatistica para a quimica.

A titulo de exemplo, a equagdo (2.18) em Meier e Zund (2000, p. 98);
a equagdo (5.17) em Miller e Miller (2005, p. 151); e a equagédo (8.28) em
Massart et al. (1997, p. 200) sdo diferentes entre si e ndo resultam em valor
igual ao dado pela eq. (A.IX.1a). As equagdes dessas referéncias também
sdo diferentes da eq. (A.IX.1b) e da eq. (A.IX.1c) citadas anteriormente, que
comk  =1sdoidénticas a equagdo (21) em Cetama (1986, p. 361).

norm
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ANEXO X \

Glossario: Definicoes, Vocabulos, Termos,
Siglas e Abreviacoes

Neste documento sdo adotadas preferencialmente as defini¢des dos
termos e vocabulos empregadas no Vocabuldrio Internacional de Metrolo-
gia (VIM) [22,28]. Sdo também adotadas as defini¢des do Codex Alimenta-
rius [9] presentes no documento “Guidelines on Analytical Terminology”
CAC/GL 72-2009, que por sua vez adota as defini¢des do VIM. Final-
mente, sdo relatadas defini¢des do livro “Analytical Chemistry, Theoretical
and Metrological Fundamentals” de Kaus Danzer 2007 [47], do Guia Eura-
chem 1998 “The Fitness for Purpose of the Analytical Measurement” [15],
do Orange Book da IUPAC [45] e de algumas normas ISO.

Acuracia ou exatiddo: Grau de concordancia entre um valor medido e um
valor verdadeiro de um mensurando [21].

Grau de concordancia entre o resultado de um ensaio e o valor de referén-
cia aceito.

A acurdcia é determinada pela veracidade (trueness) e precisao.

Adequado ao propésito (fit for purpose), ou adequacao ao propésito (fit-
ness for purpose), ou adequado ao prop6sito de uso, ou adequado ao uso
pretendido: Grau com o qual o resultado de um procedimento de medi-
¢do permite ao usudrio tomar uma decisdo tecnicamente e administrati-
vamente correta para um dado propésito (segdo 18.6.1 do IUPAC Orange
Book [45] e [36].

Um processo formal de avaliar que um procedimento é adequado para
dada aplicagao [33].

Aliquota de ensaio ou aliquota analitica: A quantidade de material (usu-
almente homogeneizado) tomada da amostra de ensaio ou amostra analiti-
ca e sobre a qual a andlise é realizada. Uma subamostra representativa da
amostra de ensaio, ou seja, a aliquota que serd analisada.

Amostras de Controle de Qualidade (ACQ): Sdo0 amostras de matrizes
brancas adicionadas com o analito, em trés concentrac¢des: baixa (0,5 ve-
zes 0 LMR), média (1,0 vezes o LMR) e alta (1,5 vezes o LMR). No caso
de substédncia proibida com o LMDR estabelecido, ou seu equivalente, os
controles de baixa devem ter concentragdo igual a zero, os controles de
média devem ter concentracdo igual ao limite de deteccdo do método e
os controles de alta devem ter concentracdo igual ao Limite Minimo de
Desempenho Requerido. As ACQ sdo usadas para monitorar o desempe-
nho de andlises quimicas e para avaliar integridade, validade e confiabi-

lidade dos resultados.
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ﬂmostra de laboratério ou amostra laboratorial: Amostra enviada para e
recebida pelo laboratério.

Amostra de ensaio ou amostra analitica: Amostra preparada a partir da
amostra de laboratdrio, da qual sdo retiradas as “aliquotas ou porg¢des de
ensaio” ou as “aliquotas ou porg¢des analiticas”. Amostra laboratorial de-
pois da remogdo de quaisquer partes que nado serdo analisadas, e.g. 0ssos,
solo aderido. Pode ser ou ndo cominuida e misturada antes de se retirar as
aliquotas de ensaio, de acordo com a necessidade ou o propésito do ensaio.

Analito: A espécie quimica, substancia, que serd identificada e/ou cuja
concentragdo (ou massa) serd determinada em uma amostra de ensaio.

Analito representativo: Analito escolhido, de acordo com as sua carac-
teristicas e propriedades fisico-quimicas, para representar um grupo de
analitos susceptiveis de serem semelhantes quanto ao seu comportamento
analitico, sob determinado procedimento analitico multirresiduos.

Calibracao: Operagdo que estabelece, numa primeira etapa e sob condi-
¢Oes especificadas, uma relagdo entre os valores e as incertezas de medigao
fornecidas por padrdes e as indicagdes correspondentes com as incertezas
associadas; numa segunda etapa, utiliza esta informagdo para estabelecer
uma relacdo visando a obtengdo de um resultado de medicédo a partir de
uma indicacéo [22,28].

Nota 1: Uma calibracdo pode ser expressa por meio de uma declaracéo,
uma fungdo de calibragdo, um diagrama de calibragdo, uma curva de ca-
libragdo ou uma tabela de calibrag¢do. Em alguns casos, pode consistir de
uma corre¢do aditiva ou multiplicativa da indicacdo com uma incerteza
de medicdo associada.

Nota 2: Convém nao confundir a calibracdo com o ajuste de um sistema de
medicdo, frequentemente denominado de maneira imprépria de “autoca-
libragdo”, nem com a verifica¢do da calibracéo.

Nota 3: Frequentemente, apenas a primeira etapa na definicdo acima é en-
tendida como sendo calibragao.

Capacidade de Deteccio (CCP): E o teor mais baixo que pode ser detecta-
do, identificado e/ou quantificado numa amostra com uma probabilidade
de erro (3.

Chemical Abstracts Service (CAS): Servico de Resumos Quimicos.

Comparacao Interlaboratorial (CI) ou Ensaios Interlaboratoriais (EI):
Organizacao, realizagdo e avaliacdo de ensaios ou medi¢des de um mes-
mo item ou itens similares por dois ou mais laboratérios de acordo com
condi¢des predeterminadas [ISO 13528:2005].
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Condicao de precisao intermediaria: Condi¢do de medicdo num Conjunh
de condigdes, as quais compreendem o mesmo procedimento de medicao,

o mesmo local e medi¢des repetidas no mesmo objeto ou em objetos simi-
lares, ao longo de um periodo extenso de tempo, mas pode incluir outras
condi¢des que envolvam mudangas.

Nota 1: As condi¢bes que podem variar compreendem novas calibracoes,
padrdes, operadores e sistemas de medicao.

Nota 2: E conveniente que uma especificacao referente as condigdes conte-
nha, na medida do possivel, as condi¢des que mudaram e as que néo.

Nota 3: Em quimica, o termo “condicdo de precisdo interserial (intercorri-
da, interbatelada)” é, algumas vezes, utilizado para designar este conceito.

Condicao de repetitividade: Condi¢gdo de medigdo num conjunto de con-
digdes, as quais compreendem o mesmo procedimento de medicdo, os
mesmos operadores, o mesmo sistema de medigdo, as mesmas condigdes
de operagdo e o mesmo local, assim como medi¢des repetidas no mesmo
objeto ou em objetos similares durante um curto periodo de tempo.

Nota 1: Uma condigdo de medigdo é uma condicdo de repetitividade apenas
com respeito a um conjunto especificado de condicdes de repetitividade.

Nota 2: Em quimica, o termo “condicdo de precisdo intrasserial” (intracor-
rida, intrabatelada) é, algumas vezes, utilizado para designar este conceito.

Condicao de reprodutibilidade: Condi¢do de medi¢do num conjunto de
condicOes, as quais compreendem diferentes locais, diferentes operadores,
diferentes sistemas de medigdo e medic¢Ges repetidas no mesmo objeto ou
em objetos similares.

Nota 1: Os diferentes sistemas de medi¢do podem utilizar procedimentos
de medicao diferentes.

Nota 2: Na medida do possivel, é conveniente que sejam especificadas as
condi¢des que mudaram e as que ndo mudaram.

Controle de Qualidade (CQ): Conjunto de atividades do sistema de ges-
tdo da qualidade focado em demonstrar que os requisitos de qualidade sédo
atendidos. E constituido do conjunto de atividades planejadas para moni-
torar, verificar e controlar a qualidade dos resultados analiticos, tais como:
a andlise de amostra branca, ou de amostra de controle, ou de material de
referéncia certificado, a elaboragdo de cartas de controle e a participagdo
em avalia¢Oes externas de qualidade, como os ensaios interlaboratoriais
colaborativos e de proficiéncia.

Controle de Qualidade Interno (CQI): Conjunto de a¢des que um laboraté-
rio de quimica analitica pode utilizar para assegurar que os resultados pro-
duzidos estdo adequados a finalidade proposta. Na pratica, a adequagéo
ao proposito é determinada por uma comparagdo entre a exatiddo obtida

/
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fno laboratdrio, em tempo determinado, com o nivel de exatiddo requerido.
O CQI, portanto, inclui procedimentos praticos de rotina que possibilitam
ao analista aceitar um resultado ou grupos de resultados como adequados
ao proposito ou rejeitar os resultados e repetir as andlises.

Curva de calibracao: Expressdo da relacdo entre uma indicagdo e o valor
medido correspondente [22,28].

Nota 1: Uma curva de calibra¢éo expressa uma relagdo biunivoca que nédo
fornece um resultado de medigdo, pois ela ndo contém informacao a res-
peito da incerteza de medicao.

Nota 2: O termo “curva analitica” é muitas vezes usado como sinénimo de
curva de calibragao.

Curva de Calibracao de Analito em Solvente (CCAS): Curva de calibra-
¢do, sem ajuste de matriz ou ndo matrizada, de um instrumento de me-
digdo obtida a partir de solugdes padrdo de calibracdo, preparadas pela
dissolugdo do analito puro em um solvente puro.

Curva de Calibracao de Extrato de Matriz Branca Fortificado com o Ana-
lito (CCEMBF): Curva de calibracdo, com ajuste de matriz ou matrizada,
de um instrumento de medigdo obtida a partir de soluc¢des padréo de cali-
bragdo, preparadas por meio da fortificagdo do extrato/digerido/solugdo
de abertura de uma matriz branca da amostra a analisar com o analito
puro. A obten¢do do extrato (ndo fortificado) de matriz branca deve ser
feita com uma massa de matriz branca igual a massa de amostra a analisar
e para volume igual ao obtido na extragdo de amostras a analisar. Dilui¢des
de uma solugdo de calibracao obtida dessa forma devem ser feitas com o
extrato ndo fortificado de matriz branca.

Curva de Calibra¢ao de Matriz Branca Fortificada com o Analito (CCM-
BF): Curva de calibracdo, com ajuste de matriz ou matrizada, de um ins-
trumento de medicdo obtida a partir de solu¢des padrdo de calibragdo
preparadas por meio da fortificacdo da matriz branca da amostra a anali-
sar com o analito puro, seguida da extragdo/digestdo/abertura, de forma
a obter um volume fixo de solugdo. Dilui¢Ges de uma solugao de calibra-
¢do obtida dessa forma devem ser feitas com o extrato ndo fortificado de
matriz branca.

Curva de Calibracao Matrizada (CCM) ou Curva de Calibracio com
Ajuste de Matriz: E a curva de calibragio ou caracterfstica de resposta
construida a partir da matriz branca fortificada, do extrato de matriz bran-
ca fortificado, ou do material de referéncia certificado, ou do extrato do
material de referéncia certificado.

DCB: Denominac¢ao Comum Brasileira

DCI: Denominagdo Comum Internacional
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Desvio-Padrao Relativo de Repetitividade (DPR), Repeatability Rel)
tive Standard Deviation (RSD), ou Coeficiente de Variacao de Repetiti-
vidade (CV): Desvio-padrao relativo calculado de resultados gerados sob
condigdes de repetitividade:

RSD, =DPR, =CV, =100xs, /%

Desvio-Padrao Relativo de Reprodutibilidade (DPR,), Reproducibility
Relative Standard Deviation (RSD,) ou Coeficiente de Variacao de Re-
produtibilidade (CV_): Desvio-padrao relativo calculado de resultados
gerados sob condig¢ées de reprodutibilidade:

DPR, =RSD, =CV, =100xs, /%

Desvio-Padrao de Repetitividade (s): Desvio-padrao amostral (experi-
mental) calculado de resultados gerados sob condicdes de repetitividade.

Desvio-Padrao de Reprodutibilidade (s,): Desvio-padrao amostral (experi-
mental) calculado de resultados gerados sob condi¢oes de reprodutibilidade.

Ensaio (Estudo, Comparacao) interlaboratorial: Estudo em que diversos
laboratérios medem uma grandeza em uma ou mais porg¢des idénticas de
um material estdvel e homogéneo, em condi¢gdes documentadas, cujos re-
sultados sdo compilados em um tnico relatério [47].

Ensaio (Estudo) Colaborativo (EC): Determinacdo do desempenho de um
procedimento de medicado ou de ensaio mediante comparagdes (ensaios ou
estudos) interlaboratoriais.

Ensaio (Estudo) de Proficiéncia (EP): Determinagdo do desempenho de
um laboratério de medi¢do ou de ensaio por meio de comparagdes (en-
saios ou estudos) interlaboratoriais [ISO 13528:2005].

Avalia¢do do desempenho de um participante sob critérios preestabelecidos
por comparagdes (ensaios ou estudos) interlaboratoriais [ISO 17043:2010].

Erro aleatério: Componente do erro de medicdo que, em medicdes repeti-
das, varia de maneira imprevisivel.

Erro alfa (&) ou erro do tipo I: E a obtengéo de um resultado de anélise
que estabelece a ndo conformidade de uma amostra quando ela é de fato
conforme. E também chamado de falso ndo conforme, ou falso positivo, e
de risco do vendedor ou do produtor.

Erro beta (B) ou erro do tipo II: E a obtengdo de um resultado de anlise
que estabelece a conformidade de uma amostra quando ela é de fato nédo
conforme. E também chamado de falso conforme, ou falso negativo, e de

risco do comprador ou do cliente.
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/Erro de medicao: Diferenca entre o valor medido de uma grandeza e um
valor de referéncia.

Erro sistematico: Componente do erro de medigdo que, em medicdes repe-
tidas, permanece constante ou varia de maneira previsivel.

Escopo ou aplicabilidade: Os analitos, matrizes e concentragdes para os
quais o procedimento analitico pode ser usado satisfatoriamente.

Nota: Além da defini¢do da faixa de capacidade de desempenho satisfato-
rio de cada fator, a definicdo da aplicabilidade (escopo) pode incluir adver-
téncias como a conhecida interferéncia de outros analitos e a ndo aplicabili-
dade do procedimento analitico a certas matrizes e situagdes.

Exatidao ou Acurdcia: Ver acurdcia.

Fator de abrangéncia: Nimero maior do que um, pelo qual uma incerteza
padrado combinada é multiplicada para se obter uma incerteza de medigdo
expandida [22,28].

Nota: Um fator de abrangéncia é geralmente simbolizado por k (ver tam-
bém o Guia ISO/IEC 98-3:2008, 2.3.6).

Faixa de Trabalho (FT) ou faixa de medicao ou faixa validada: Conjunto
de valores de um mensurando para os quais os erros do procedimento me-
dicdo analitica estdo dentro de limites especificados (adaptado de [15,45]).

O intervalo entre as concentragdes inferior e superior do analito na amos-
tra de ensaio dentro da qual foi determinado que o procedimento analitico
é adequado ao uso pretendido (adaptado de [47])

Faixa de linearidade ou faixa linear ou faixa dinamica linear: Faixa de
concentra¢do na qual a resposta instrumental é linear com a concentragdo
do analito [47].

Em geral, quando se refere a uma faixa linear, considera-se o comporta-
mento funcional da curva de calibracdo. Nesse caso, a concentracdo do
analito a qual essa definicdo se refere é aquela no dominio de concentracgéo
das solugdes padrdo de calibragdo. Para evitar diividas, recomendamos
usar as expressoes: faixa de linearidade da calibragdo, ou faixa linear da
calibragdo, ou faixa dinamica linear da calibragao.

Nao se deve confundir a faixa de linearidade da calibragdo com a faixa de
trabalho ou faixa validada. A primeira estd no dominio de concentragio do
analito nas solugdes de calibragdo, enquanto a segunda estd no dominio de
concentracao do analito nas amostras de ensaio, o mensurando. A diferen-
ca entre esses dominios de concentragdo depende do tipo de unidades de
medicdo de cada um e de fatores de diluigdo ou pré-concentracgdo das solu-
¢bes de extragdo/abertura/ digestdo das amostras de ensaio e é determina-
da pela fungdo de medicado (equagdo do mensurando). Quando aliquotas
da solugdo de extracdo/abertura/digestdo sdo submetidas diretamente ao
\Estrumento de medicdo analitica, sem dilui¢des ou pré-concentracdes, a
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constante de proporcionalidade entre esses dois dominios pode, mas ng
obrigatoriamente, ser igual a unidade.

Func¢ao analitica ou funcao avaliac¢dao: Fungdo inversa da fungdo de cali-
bragdo, x = f!(y), que descreve a dependéncia do valor analitico (concen-
tracdo do analito no padréo de calibragdo) com o valor medido (resposta
instrumental) [47].

Exemplo: No caso em que a fungdo de calibracdo é a equacdo da reta
y =a + bx, entdo a fungdo analitica serd x = (y —a)/b.

Funcao de medicao: Funcdo de grandezas cujo valor, quando calculado
a partir de valores conhecidos das grandezas de entrada no modelo de
medicdo, é medido da grandeza de saida no modelo de medicao [22,28].

Nota 1: Se um modelo de medigao (Y, X,, ..., X ) = 0 pode ser escrito expli-
citamente como Y =f(X,,..., X ), onde Y é a grandeza de saida no modelo de
medicdo, a funcgdo f é a funcdo de medigdo. Geralmente, f pode simbolizar
um algoritmo que fornece, para os valores da grandeza de entrada x,,..., x ,
um valor de saida tinico correspondente ay = f (x,, ..., x,).

Nota 2: A fun¢do de medicao também é utilizada para calcular a incerteza
de medicédo associada ao valor medido de Y.

Nota 3: Costuma-se também chamar a fun¢do de medi¢do de “equacido do
mensurando” ou “equac¢ao de medi¢ao”, embora esses termos ndo cons-
tem do VIM.

Funcao de calibracdao: Equagdo para a estimagdo do valor de uma gran-
deza y a partir de um dado valor de uma grandeza analitica x: y = f(x).
A funcdo de calibragdo pode ser conhecida a priori por leis naturais ou esti-
mada experimentalmente por meio de amostras de calibracdo. A fungdo de
calibragdo representa aquele segmento da funcgdo resposta escolhido para
estimar o valor analitico de uma amostra de ensaio [47].

Exemplos: O tipo de funcédo de calibra¢do mais usado em quimica analitica
¢ a equacdo da reta ou fungdo afim: y = a + bx, onde y é a resposta instru-
mental (e.g., absorvancia, drea de pico etc.) e x é a concentragdo do analito
na solugdo padrdo de calibragdo. Costuma-se dizer nesses casos que a fun-
¢do de calibragdo é linear, mas a expressdo mais estritamente correta seria
“calibracdo linear na concentracao”. Fun¢Ges de calibracido ndo lineares na
concentragdo sdo, por exemplo, y = a-¢”*, que tem concavidade para cima e
sensibilidade crescente com o aumento da concentragdo; y = a — be ™, que
tem concavidade para baixo e sensibilidade decrescente com o aumento da
concentragdo; ou ainda polindmios de segundo (y = a + bx +cx?) ou terceiro
graus (y = a + bx +cx* + dx®). Essas duas tltimas sdo lineares nos pardmetros
ajustados 4, b, ¢, e d, mas ndo na concentragio x.

Funcdo resposta: Relagdo entre a resposta de um instrumento analitico
e a quantidade do analito. A fungdo resposta completa é frequentemente

nao retilinea [47]. /
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ﬂ intervalo de concentracdo da funcédo resposta contém, em seu interior, o
intervalo de concentracdo da funcao de calibracéo.

Garantia da qualidade: Conjunto das ac¢des sistematicas planejadas e ne-
cessdrias para prover a adequada confianca de que o resultado analitico
satisfard um dado requisito de qualidade.

Grandeza: Propriedade de um fenémeno, de um corpo ou de uma subs-
tancia, que pode ser expressa quantitativamente sob a forma de um ndme-
ro e de uma referéncia [22,28].

Nota 1: O conceito genérico de “grandeza” pode ser dividido em vérios
niveis de conceitos especificos.

Nota 2: A referéncia pode ser uma unidade de medida, um procedimento
de medicdo, um material de referéncia ou uma combinacédo desses.

Nota 3: As séries ISO 80000 e IEC 80000 Quantities and units fornecem os
simbolos das grandezas. Os simbolos das grandezas sdo escritos em itdli-
co. Um dado simbolo pode indicar diferentes grandezas.

Nota 4: O formato preferido pela IUPAC-IFCC para designar as grandezas

2

na drea de medicina laboratorial é “Sistema-Componente; tipo de grandeza”.

Exemplo: “Plasma (Sangue)-fon sédio; concentragao em quantidade de
substancia igual a 143 mmol/L em determinada pessoa, em determina-
do instante.”

Nota 5: Uma grandeza, conforme aqui definida, é escalar (valor numé-
rico associado a uma unidade de medida). Entretanto, um vetor ou um
tensor, cujas componentes sdo grandezas, é também considerado como
uma grandeza.

Nota 6: O conceito de “grandeza” pode ser genericamente dividido em,
por exemplo, grandeza fisica, grandeza quimica e grandeza bioldgica, ou
grandeza de base e grandeza derivada.

Grandeza de entrada: Grandeza que deve ser medida, ou grandeza cujo
valor pode ser obtido de outro modo, para calcular um valor medido de
um mensurando [22,28].

Exemplo: Quando o comprimento de uma haste de ago a uma tempera-
tura especificada é o mensurando, a temperatura real, o comprimento na
temperatura real e o coeficiente de dilatacdo térmica linear da haste séo
grandezas de entrada.

Nota 1: Uma grandeza de entrada é frequentemente uma grandeza de sai-
da de um sistema de medigéo.

Nota 2: As indicagdes, as corregdes e as grandezas de influéncia sdo gran-
dezas de entrada.

Grandeza de saida: Grandeza cujo valor medido é calculado utilizando-se
os valores das grandezas de entrada em um modelo de medicao [22,28].

N
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Grandeza de influéncia: Grandeza que, em uma medicéo direta, ndo afeh
a grandeza efetivamente medida, mas afeta a relacdo entre a indicacdo e o
resultado de medigdo [22,28].

Exemplo 1: Frequéncia na medigdo direta da amplitude constante de uma
corrente alternada com um amperimetro.

Exemplo 2: Concentragdo em quantidade de substancia de bilirrubina, em
uma medig¢do direta da concentrac¢do, em quantidade de substancia de he-
moglobina no plasma sanguineo humano.

Exemplo 3: Temperatura de um micrémetro utilizado na medigdo do com-
primento de uma haste, mas ndo a temperatura da prépria haste que pode
fazer parte da definicdo do mensurando.

Exemplo 4: Pressdo ambiente na fonte idnica de um espectrometro de mas-
sa, durante uma medi¢do de uma fragdo molar.

Nota 1: Uma medicado indireta compreende uma combinacdo de medi-
¢Oes diretas, em que cada uma delas pode ser afetada por grandezas
de influéncia.

Nota 2: No Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement (GUM), o
conceito “grandeza de influéncia” é definido como na 22 edicao do VIM,
contemplando ndo somente as grandezas que afetam o sistema de medi-
¢do, como na definicdo anterior, mas também as que afetam as grandezas
efetivamente medidas. Além disso, no GUM este conceito ndo esta limita-
do a medigdes diretas.

Heterocedasticidade: Antdonimo de homoscedasticidade.

Homoscedasticidade: Igualdade dos desvios-padrao de diferentes amos-
tras estatisticas. Em uma curva de calibragdo, refere-se a igualdade esta-
tistica dos desvios-padrdo das replicatas das respostas instrumentais em
diferentes niveis de concentragdo das solugdes padrao de calibragéo.

HORRAT, - Reproducibility Horwitz Ratio, razdo de Horwitz de re-
produtibilidade: Desvio-Padrdo Relativo de Reprodutibilidade (DPRR)
ou Coeficiente de Variacdo de Reprodutibilidade (CVR), dividido pelo
Desvio-Padrao Relativo de Reprodutibilidade (DPRR,,) ou Coeficiente de
Variagdo de Reprodutibilidade (CVR,,) estimado por meio da equagao de
Horwitz, na qual w € a fragdo de massa do analito (com ambos, numera-
dor e denominador, nas mesmas unidades):

100s, /w  100s, /w
HOI"RLUR = 2‘4}_()]?1505 = 21—0,5Rlogw

HORRAT, - Repeatability Horwitz Ratio, razio de Horwitz de repetiti-
vidade: Desvio-Padréo Relativo de Repetitividade (DPRr), ou Coeficiente
de Variagdo de Repetitividade (CVr), dividido pelo Desvio-Padrdo Rela-
tivo de Repetitividade (DPRr,,) ou Coeficiente de Variagao de Repetitivi-
dade (CVr,) estimado pela equagdo de Horwitz, na qual w é a fracdo deJ
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ﬂassa do analito (com ambos, numerador e denominador, nas mesmas
unidades), e usando a hipétese s =2/3 s

HorRat, = IOOSr/ZtiSOS _ lOOfro/:r |
2/3x 2w 0T ]3I0

Incerteza de medicao: Parametro ndo negativo que caracteriza a dispersdo
dos valores atribuidos a um mensurando, com base nas informagdes utili-
zadas [22,28].

Nota 1: A incerteza de medicdo compreende componentes provenientes de
efeitos sistemdticos, tais como componentes associados a corregoes e va-
lores atribuidos a padrdes, assim como a incerteza definicional. Algumas
vezes ndo sdo corrigidos efeitos sistemadticos estimados; em vez disso sdo
incorporados componentes de incerteza de medicdo associados.

Nota 2: O pardmetro pode ser, por exemplo, um desvio-padrao denomina-
do incerteza padrdo (ou um de seus multiplos) ou a metade de um interva-
lo tendo uma probabilidade de abrangéncia determinada.

Nota 3: A incerteza de medigdo geralmente engloba muitos componentes.
Alguns deles podem ser estimados por uma avaliacdo do Tipo A da incer-
teza de medigdo, a partir da distribuigdo estatistica dos valores provenien-
tes de séries de medigdes e podem ser caracterizados por desvios-padrao.
Os outros componentes, que podem ser estimados por uma avaliacao do
Tipo B da incerteza de medigdo, podem também ser caracterizados por
desvios-padrdo estimados a partir de fun¢des de densidade de probabili-
dade baseadas na experiéncia ou em outras informagoes.

Nota 4: Geralmente para um dado conjunto de informacdes, subentende-se
que a incerteza de medigdo estd associada a determinado valor atribuido
ao mensurando. Uma modificacdo desse valor resulta em modificagcdo da
incerteza associada.

Incerteza de Medic¢ao Analitica (IMA): Incerteza de medigdo associada ao
mensurando obtido através de um procedimento de andlise quimica validado.

Incerteza de medi¢ao expandida ou incerteza expandida: Produto de
uma incerteza padrdo combinada por um fator maior do que o ndmero
um [22,28].

Nota 1: O fator depende do tipo de distribui¢do de probabilidade da gran-
deza de saida e da probabilidade de abrangéncia escolhida.

Nota 2: O termo “fator” nesta definicdo se refere ao fator de abrangéncia.
Nota 3: A incerteza de medigdo expandida é chamada de “incerteza glo-
bal”, no pardgrafo 5 da Recomendagdo INC-1 (1980) (ver o GUM), e sim-
plesmente “incerteza”, nos documentos IEC.

Incerteza Maxima Aceitavel (Imax): Incerteza de medigdo maxima de-
terminada em funcdo do risco maximo aceitdvel de se tomar uma decisdo
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errada quando usando um resultado de medicao. Ela pode ser estabelecicb
por norma, legislacdo, contrato ou internamente no laboratério. Resulta-
dos de medigdo com incertezas maiores que a incerteza mdxima aceitavel
ndo sdo adequados ao uso pretendido.

Intervalo de abrangéncia: Intervalo, baseado na informacédo disponivel,
que contém o conjunto de valores verdadeiros de um mensurando, com
probabilidade determinada [22,28].

Nota 1: Um intervalo de abrangéncia ndo estd necessariamente centrado
no valor medido escolhido (ver o Guia ISO/IEC 98-3:2008 /Supl.1).

Nota 2: Nao é recomenddvel que um intervalo de abrangéncia seja de-
nominado “intervalo de confianca” para evitar confusdo com o conceito
estatistico (ver o Guia ISO/IEC 98-3:2008, 6.2.2).

Nota 3: Um intervalo de abrangéncia pode ser deduzido de uma incerteza
de medigdo expandida (ver o Guia ISO/IEC 98-3:2008, 2.3.5).

Instrumento de medicao: Dispositivo utilizado para realizar medig¢des, indi-
vidualmente ou associado a um ou mais dispositivos suplementares [22,28].

Nota 1: Um instrumento de medigdo que pode ser utilizado individual-
mente é um sistema de medigéao.

Nota 2: Um instrumento de medigdo pode ser um instrumento de medigao
indicador ou uma medida materializada.

Nota 3: Em quimica analitica é comum encontrarmos os termos “instru-
mento de medigdo analitica” ou “instrumento analitico”, e.g.: espectro-
metro de absorcdo atdmica, cromatégrafo, peagémetro, balanga, bureta,
pipeta, termémetro, multimetro, régua etc.

International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC): Unido de
Quimica Pura e Aplicada.

Limite de Decisdo (CCa): E o limite a partir do qual se pode concluir que
uma amostra é ndo conforme com uma probabilidade de erro a.

Limite de Detec¢ao (LD): Valor medido, obtido por um dado procedimen-
to de medicdo, para o qual a probabilidade de declarar falsamente a au-
séncia de um componente em um material é , sendo a a probabilidade de
declarar falsamente a sua presenca.

Essa definigdo é equivalente a defini¢cdo de capacidade de detecg¢do (CCp)
[9,22,28,47].

Nota 1: AIUPAC recomenda valores convencionais para « e 3 iguais a 0,05.
Nota 2: As vezes, usa-se a abreviagdo LD (LOD, em inglés).

Nota 3: O termo “sensibilidade” ndo deve ser empregado no sentido de
limite de deteccéo.

Esta defini¢do e suas notas sdo aquelas do §4.18 do VIM 2009 [22] e do
JCGM 200:2008 [28]. A defini¢do de LD corresponde a defini¢do de capa-
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Kidade de deteccdo (CCP) da Decisdao 2002/657/EC e a definicdo de valor
minimo detectdvel da varidvel liquida de estado da ISO 11843-1.

Limite de Quantificacdao (LQ) ou limite de determinag¢ado: Existem vdrias
defini¢cGes desse termo na literatura:

“Um valor analitico, xL.Q, acima do qual a determinagdo analitica é pos-
sivel com uma dada precisdo minima. A condi¢do de precisdo deve ser
declarada em cada caso.” (DANZER, 2007) [47]

“E a menor concentragio que pode ser determinada com veracidade e pre-
cisdo de repetitividade aceitdveis.” (EURACHEM, 1998) [15]

“E 0 menor teor ou concentragao de um analito que pode ser estimada com
confiabilidade aceitdvel.” (AOAC 2002) [2]

“Concentragdo igual ou maior que a menor concentracdo da curva de cali-
bragdo.” (ANVISA, 2007) [3]

“Teor minimo medido a partir do qual é possivel medir o analito com certe-
za estatistica razodvel (95% de confianga). Se a veracidade e a precisdo sdo
constantes numa gama de concentra¢des centrada no limite de deteccao, o
limite de quantificagdo é numericamente igual a seis ou dez vezes o desvio-
-padrdo da média de ensaios em branco (n >20).” (EC/333/2007) [12]

A defini¢do do Codex Alimentarius é (CAC/GL 72-2009) [9]: “Uma carac-
teristica de desempenho geralmente expressa em termos de um sinal ou
um valor medido que produzird uma estimativa que terd um desvio-pa-
dréo relativo — DPR especificado, em geral 10% (ou 6%).”

LO=ky0,,  k,=1/DPR,

Onde LQ € o limite de quantificagdo, o, € o desvio-padrdo nesse ponto e
k, € um multiplicador cujo valor € igual ao reciproco do desvio-padrao
relativo (DPR) selecionado.

O DPR aproximado de uma estimativa de o, baseada em v graus de liber-
dade é1 / J2v-

Nota: Se o é conhecido e constante, entdo 0, = 0, uma vez que 0 desvio-
-padrdo da quantidade estimada é independente da concentra¢do. Subs-
tituindo kQ pelo DPR obtém-se: LQ = 100,. Nesse caso LQ ¢é exatamente
igual a 3,04 vezes o limite de deteccdo, considerando que os dados sdo
normais a =b =0,05. No LQ uma identifica¢do positiva pode ser alcanga-
da com uma razoével e/ou previamente estabelecida confianga para uma
dada matriz e usando um procedimento analitico especifico.

Esta definicdo estabelece as bases para tratar as exce¢des ao caso simples
descrito, i.e., envolvendo distribui¢des ndo-normais e heterocedasticida-
de, e.g. 0 processo de contagem (Poisson) como aquele usado em PCR em
tempo real.

Limite Maximo de Residuo (LMR): E a concentracio maxima de um dado
residuo admissivel em determinada matriz.
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Nota 1: Os valores de LMR s&o estabelecidos pela Coordenacdo de COB
trole de Residuos e Contaminantes (CCRC).

Limite Minimo de Desempenho Requerido (LMDR): Teor minimo de
uma substancia a analisar em uma amostra que deve ser detectdvel e pas-
sivel de confirmacgéao [10].

Nota 1: Tem o objetivo de padronizar o desempenho analitico minimo re-
querido do procedimento analitico cuja substancia, sob andlise, ndo possui
limite permitido definido. Nesses casos, CCa e CCS devem ser menores
que o LMDR.

Nota 2: Os valores do LMDR sdo estabelecidos pela Coordenagdo de Con-
trole de Residuos e Contaminantes (CCRC).

Limite de Referéncia (LR): E o teor mdximo admissivel de determinada
substancia em determinada matriz, estabelecido por legislagdo nacional ou
internacional, pelo cliente interno ou externo.

Material de Referéncia Certificado (MRC): Material de referéncia, acom-
panhado por um certificado, com um ou mais valores de propriedades,
atestado por um procedimento que estabelece sua rastreabilidade a ob-
tencdo exata da unidade na qual os valores da propriedade sdo expressos.
Cada valor certificado é acompanhado por uma incerteza para um nivel de
confianca estabelecido [22,28].

Matriz branca ou amostra branca: Matriz isenta da substancia a analisar
ou cujo nivel de concentragdo seja suficientemente baixo de modo a nédo
interferir nos resultados de medicao.

Matriz representativa: Matriz escolhida para representar um grupo de
matrizes de composi¢do semelhante e usada durante a validagdo de um
procedimento analitico, para o qual se tenha demonstrado que n&o hd di-
ferenga significativa do resultado do analito quando medido na matriz re-
presentativa e na matriz representada.

Menor Nivel Calibrado (MNCQ): E a concentracio (ou massa) mais baixa
do analito com a qual o instrumento de medigdo analitica foi devidamente
calibrado [10].

Medicao: Processo de obten¢do experimental de um ou mais valores que
podem ser, razoavelmente, atribuidos a uma grandeza [22,28].

Nota 1: A medicdo ndo se aplica a propriedades qualitativas.

Nota 2: A medicdo implica a comparagdo de grandezas e engloba conta-
gem de entidades.

Nota 3: A medicdo pressupde uma descricdo da grandeza que seja com-
pativel com o uso pretendido de um resultado de medicdo, de um pro-
cedimento de medicdo e de um sistema de medigdo calibrado que opere
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/de acordo com um procedimento de medigdo especificado, incluindo as
condi¢ées de medicao.

Mensurando: Grandeza que se pretende medir [22,28].

Nota 1: A especificagdo de um mensurando requer o conhecimento do tipo
de grandeza, a descrig¢do do estado do fenémeno, do corpo ou da substan-
cia da qual a grandeza é uma propriedade, incluindo qualquer componen-
te relevante e as entidades quimicas envolvidas.

Nota 2: Na segunda edigdo brasileira do VIM, o mensurando é defini-
do como a “grandeza especifica submetida a medi¢do” e na IEC 60050-
300:2001, como a “grandeza submetida a medigao”.

Nota 3: A medicao, incluindo o sistema de medic¢do e as condi¢bes sob
as quais ela é realizada, pode modificar o fendmeno, o corpo ou a subs-
tancia, de modo que a grandeza que estd sendo medida pode diferir do
mensurando como ele foi definido. Nesse caso, é necessdria uma corre-
¢do adequada.

Exemplo 1: A diferenca de potencial entre os terminais de uma bateria
pode diminuir quando, na realizacdo da medicdo, é utilizado um voltime-
tro com uma conduténcia interna significativa. A diferenca de potencial
em circuito aberto pode ser calculada a partir das resisténcias internas da
bateria e do voltimetro.

Exemplo 2: O comprimento de uma haste de ago em equilibrio com a tem-
peratura ambiente de 23°C sera diferente do comprimento a temperatura
especificada de 20°C. Nesse caso, é necessaria uma correcao.

Nota 4: Em quimica, “analito”, o nome de uma substancia ou de um com-
posto sdo termos utilizados algumas vezes para “mensurando”. Tal uso é
incorreto porque esses termos ndo se referem a grandezas.

Método analitico: Sequéncia légica de operagdes, descritas genericamente
e resumidamente, usadas na execuc¢do de uma andlise quimica de um dado
analito ou um conjunto de analitos em uma matriz, usando determinada
técnica analitica [47, ISO 3524-1].

Método multirresiduo: Método analitico capaz de identificar e quantificar
vérios tipos de analitos de um mesmo grupo quimico ou de grupos quimi-
cos distintos, em determinada matriz.

Método ou procedimento normalizado: Procedimento analitico desenvol-
vido, validado e aprovado em ensaios interlaboratorias colaborativos por
um organismo de normalizagdo.

Método ou procedimento oficial: Procedimento analitico desenvolvido,
validado e aprovado em ensaios interlaboratorias, por organismo de nor-
malizac¢do ou outras organizacdes, devidamente homologado pelo 6rgéo
legalmente competente.
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Nota 1: Os métodos descritos na Farmacopeia Brasileira sdo Consideradh
métodos oficiais. Por analogia, também sdo reconhecidos os métodos des-
critos nas principais farmacopeias.

Nivel de interesse ou nivel requerido: A concentracdo da substancia a
analisar em uma amostra que ¢ significativa para determinar a sua confor-
midade com a legislacdo [10].

Padrao interno (surrogate): Composto puro ou elemento adicionado a
amostra de ensaio, cujo comportamento quimico-fisico é considerado
como representativo do analito nativo. As vezes, como nas técnicas analiti-
cas envolvendo espectrometria de massa, sdo usadas moléculas do analito

marcadas com algum isétopo de seus elementos constitutivos.

Padrao de referéncia: Padrado, geralmente tendo a mais alta qualidade me-
trolégica disponivel em um dado local ou em uma dada organizagao, a
partir do qual as medi¢des executadas sdo derivadas.

Padrao de trabalho (padrao analitico, padrao de calibrac¢ao): Padrao uti-
lizado rotineiramente para calibrar ou controlar medidas materializadas,
instrumentos de medicdo ou materiais de referéncia. Um padrdo de tra-
balho é geralmente calibrado por comparagdo a um padrio de referéncia.
Em laboratérios quimicos, o padrdo de trabalho é, em geral, chamado de
padrao analitico ou de calibracéo.

Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC)

Precisao de medicao (precisao): Grau de concordancia entre indica¢des ou
valores medidos, obtidos por medic¢Ges repetidas, no mesmo objeto ou em
objetos similares, sob condi¢des especificadas [22,28].

Nota 1: A precisdo de medigdo é geralmente expressa numericamente por
indicadores de incerteza tais como: dispersao, desvio-padrao (s), varidncia
(s?), ou coeficiente de variagdo (CV), sob condi¢des de medigdo especifica-
das. Uma menor precisdo ¢ indicada por um elevado desvio-padrao.

Nota 2: As “condig¢des especificadas” podem ser, por exemplo, condi¢des
de repetitividade, condi¢Ses de precisdo intermedidria ou condi¢Ges de re-
produtibilidade (ver ISO 5725-3: 1994).

Nota 3: A precisdo de medicao ¢é utilizada para definir a repetitividade, a
precisdo intermedidria e a reprodutibilidade de medigao.

Nota 4: O termo “precisdo de medigdo” é algumas vezes utilizado, errone-
amente, para designar a exatiddo de medicéo.

Precisdo intermedidria (z): Precisdo de medicdo sob um conjunto de con-
digoes de precisao intermedidria [22,28].

Nota 1: Os termos estatisticos pertinentes sdo apresentados na ISO

5725-3: 1994.
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/I’robabilidade de abrangéncia: Probabilidade de que o conjunto de va-
lores verdadeiros de um mensurando esteja contido em um intervalo de
abrangéncia especificado [22,28].

Nota 1: Esta definicdo se refere a abordagem de incerteza, como apresen-
tado no GUM.

Nota 2: A probabilidade de abrangéncia é também chamada de “nivel da
confianca” no GUM.

Probabilidade de erro alfa (c): E a probabilidade de cometer o erro o. Isto
é, a probabilidade de obter um resultado ndo conforme quando a amostra
é de fato conforme.

Probabilidade de erro beta (8): E a probabilidade de cometer o erro f. Isto
é, a probabilidade de classificar uma amostra como conforme quando ela
é de fato ndo conforme.

Procedimento analitico: Conjunto de operag¢des, descritas especifica-
mente e detalhadamente, usadas na execugdo da anélise de um analito
particular ou um conjunto de analitos, de acordo com um dado método
analitico [47, ISO 3524-1].

Rastreabilidade metrolégica ou rastreabilidade: Propriedade de um re-
sultado de medicdo pela qual tal resultado pode ser relacionado a uma
referéncia por meio de uma cadeia ininterrupta e documentada de calibra-
¢Oes, cada uma contribuindo para a incerteza de medigao [22,28].

Nota 1: Para esta defini¢do, a “referéncia” pode ser defini¢do de uma unidade de
medida por meio de sua realizagdo pratica, ou um procedimento de medigao que
engloba a unidade de medida para uma grandeza nao ordinal, ou um padré&o.

Nota 2: A rastreabilidade metrolégica requer uma hierarquia de calibragdo
estabelecida.

Nota 3: A especificacdo da referéncia deve compreender a data em que ela
foi utilizada no estabelecimento da hierarquia de calibragio, juntamente com
qualquer outra informagdo metrolégica relevante sobre a referéncia, tal como
a data na qual foi realizada a primeira calibragdo da hierarquia de calibraggo.

Nota 4: Para medigdes com mais de uma grandeza de entrada no modelo
de medicdo, cada valor de entrada deve ter sua prépria rastreabilidade e a
hierarquia de calibragdo envolvida pode formar uma estrutura ramificada
ou uma rede. O esfor¢o envolvido no estabelecimento da rastreabilidade
metroldgica para cada valor da grandeza de entrada deve ser proporcional
a sua contribuigdo relativa para o resultado de medigao.

Nota 5: A rastreabilidade metrolégica de um resultado de medicdo nao
assegura que a incerteza de medicado seja adequada para um dado objetivo
ou que exista uma auséncia de erros humanos.

Nota 6: Uma comparagdo entre dois padrdes pode ser considerada como
uma calibragdo se ela for utilizada para verificar e, se necessario, corrigir o
\jlor e a incerteza de medigdo atribuidos a um dos padroes.
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Nota 7: O ILAC considera que os elementos necessdrios para Conﬁrmar)
rastreabilidade metrolégica sdo uma cadeia de rastreabilidade ininterrup-

ta a um padrédo internacional ou a um padrdo nacional, uma incerteza de
medicdo documentada, um procedimento de medi¢do documentado, uma
competéncia técnica reconhecida, a rastreabilidade metroldgica ao SI e os
intervalos entre calibrac¢des (ver ILAC P-10:2002).

Nota 8: O termo abreviado “rastreabilidade” é, as vezes, utilizado com o
significado de “rastreabilidade metrolégica”, assim como de outros con-
ceitos, tais como “rastreabilidade de uma amostra, de um documento, de
um instrumento ou de um material”, em que o histérico de um item é im-
portante. Portanto, é preferivel utilizar o termo completo “rastreabilidade
metroldgica” para evitar quaisquer diavidas.

Recuperacado ou fator de recuperacao: Fragdo da concentracdo ou da quan-
tidade de analito presente, ou adicionado, ou presente e adicionado na
aliquota da amostra de ensaio, que é extraida e apresentada para o instru-
mento de medicdo. A recuperagdo mede toda a parte do analito que ndo
é extraida da amostra, ou que se perde nas etapas analiticas anteriores a
medicdo instrumental.

Replicatas independentes: Para fins deste documento, definimos como
“replicatas independentes” aquelas replicatas para as quais todo o pro-
cesso experimental de medigdo ou de andlise quimica, ou de produgdo
de uma solugédo de calibragdo, ou de obtencdo de uma amostra de ensaio
etc. é repetido desde a sua etapa inicial. Ndo sdo replicatas independentes
os vdrios valores de respostas instrumentais obtidos de releituras de uma
Gnica inje¢do no instrumento de medigdo analitica, de uma mesma solugdo
padrdo de calibragdo, ou de uma mesma solugdo de amostra de ensaio.
Para que essas respostas instrumentais sejam independentes suas solugdes
devem ser repreparadas desde o inicio e cada solugdo repreparada lida
uma Unica vez no instrumento de medigdo analitico.

Repetitividade de medicao ou repetitividade (r): Precisdo de medicdo sob
um conjunto de condig¢ées de repetitividade [22,28].

As condicdes de repetitividade sdo aquelas em que todos os fatores que
podem alterar o resultado da medicdo sdo mantidos constantes ou contro-
lados, isto é, mesmo procedimento de medi¢do, mesmo analista, mesmas
temperatura, pressdo e umidade ambientes, mesmo laboratério, mesmos
fornecedores e lotes de reagentes, e replicatas de medicdo realizadas em
curto periodo de tempo.

Reprodutibilidade de medic¢ao ou reprodutibilidade (R): Precisdo de me-
di¢do sob um conjunto de condigdes de reprodutibilidade [22,28].

Nota: Os termos estatisticos pertinentes sdo apresentados na ISO 5725-
1:1994 e na ISO 5725-2:1994. As condig¢des de reprodutibilidade sdo aquelas
em que todos os fatores que podem alterar o resultado da medicdo sdo va-
riados na maior extensdo possivel que se pode ter na rotina. As replicatay
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fde medigdo sdo feitas em dias diferentes, em intervalo de tempo abrangen-
te, em laboratdrios, instrumentos e analistas diferentes, entre outros.

Resposta Instrumental (RI): Ea indicacdo (valor indicado, leitura, resul-
tado) do instrumento de medi¢do quando uma amostra de ensaio ou uma
solucdo de calibragdo é inserida no instrumento de medicdo, e.g.: absor-
vancia, drea de pico, pH, diferenga de potencial elétrico etc.

Saida de um sistema analitico com uma reacédo a certo estimulo [47].

Resultado de medic¢ao: Conjunto de valores atribuidos a um mensurando,
completado por todas as outras informagdes pertinentes disponiveis [22,28].

Nota 1: Um resultado de medicdo geralmente contém “informagdo per-
tinente” sobre o conjunto de valores, alguns dos quais podem ser mais
representativos do mensurando do que outros. Isso pode ser expresso na
forma de uma Funcdo de Densidade de Probabilidade (FDP).

Nota 2: Um resultado de medigdo é geralmente expresso por um tinico va-
lor medido e uma incerteza de medigdo. Caso a incerteza de medigdo seja
considerada desprezivel para alguma finalidade, o resultado de medicgao
pode ser expresso como um tnico valor medido. Em muitas dreas, essa é a
maneira mais comum de expressar um resultado de medicao.

Nota 3: Na literatura tradicional e na edic¢do brasileira anterior do VIM, o
resultado de medigdo era definido como um valor atribuido a um mensu-
rando obtido por medicdo, que poderia ser representado por uma indica-
¢do, ou um resultado ndo corrigido, ou um resultado corrigido, de acordo
com o contexto.

Robustez: Susceptibilidade de um procedimento analitico a alteragdes das
condi¢es experimentais, as quais podem ser expressas como uma lista dos
materiais da amostra, das substancias a analisar, das condi¢Ges de arma-
zenamento, das condigdes ambientais e/ou de preparacdo da amostra em
que o método pode ser aplicado tal como apresentado ou com pequenas al-
teragdes especificas. Relativamente a todas as condigdes experimentais que
possam, na prética, estar sujeitas a variagdes (por exemplo, estabilidade dos
reagentes, composi¢do da amostra, pH, temperatura), devem ser indicadas
quaisquer alteragdes susceptiveis de afetar os resultados analiticos.

Propriedade de um procedimento analitico que indica sua insensibilidade
a mudancas de condi¢des operacionais conhecidas sobre o resultado do
procedimento e, portanto, sua adequagdo a seu propdsito de uso [47].

Seletividade: Propriedade de um sistema de medicao, utilizado com um
procedimento de medigdo especificado, segundo a qual o sistema fornece
valores medidos para um ou vérios mensurandos, tal que os valores de
cada mensurando sejam independentes uns dos outros, ou de outras gran-
dezas associadas ao fendmeno, corpo ou substancia em estudo [22,28].

Exemplo 1: Aptidao de um sistema de medi¢do composto por um espec-
\iémetro de massa para medir a razdo entre correntes idnicas geradas por
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dois compostos especificados, sem interferéncia de outras fontes especih
cadas de corrente elétrica.

Exemplo 2: Aptiddo de um sistema de medigdo para medir a poténcia
de uma componente de um sinal a uma determinada frequéncia sem
sofrer interferéncias de componentes do sinal ou de outros sinais, em
outras frequéncias.

Exemplo 3: Aptiddo de um receptor para discriminar entre um sinal de-
sejado e sinais ndo desejados, tendo geralmente frequéncias ligeiramente
diferentes da frequéncia do sinal desejado.

Exemplo 4: Aptiddo de um sistema de medicdo de radiagdo ionizante
para responder a uma radiacdo particular a ser medida na presenca de
radiagdo concomitante.

Exemplo 5: Aptiddo de um sistema de medigdo para medir a concentragdo
em quantidade de substancia de creatinina no plasma sanguineo por um
procedimento de Jaffé sem ser influenciado pelas concentrag¢des de glicose,
urato, cetona e proteina.

Exemplo 6: Aptiddo de um espectrometro de massa para medir a abun-
déancia em quantidade de substancia do is6topo 285i e do isétopo 305i no
silicio proveniente de um depdsito geolégico sem influéncia mitua ou
do isétopo 295i.

Nota 1: Em fisica, existe somente um mensurando; as outras grandezas
do mesmo tipo do mensurando sdo grandezas de entrada para o sistema
de medicéo.

Nota 2: Em quimica, as grandezas medidas envolvem frequentemente
componentes diferentes do sistema submetido a medicdo e estas grande-
zas ndo sdo, necessariamente, do mesmo tipo.

Nota 3: Em quimica, a seletividade de um sistema de medicdo é obtida
normalmente para grandezas associadas a componentes selecionadas em
concentracdes dentro de intervalos estabelecidos.

Nota 4: O conceito de seletividade em fisica (ver Nota 1) é préximo daque-
le da especificidade, como as vezes € utilizado em quimica.

E a extensdo na qual um conjunto de n analitos podem ser medidos simul-
taneamente por (no minimo) n sensores (canais detectores) sem interferén-
cia de outros componentes e, portanto, podem ser determinados indepen-
dentemente e sem disttrbios [47].

E a extensdo na qual um procedimento analitico pode determinar analito(s)
particular(es) em uma mistura(s) ou matriz(es) sem a interferéncia de ou-
tros componentes de comportamento semelhante.

Nota 5: Seletividade é o termo recomendado em quimica analitica para
expressar a extensdo na qual um procedimento analitico particular pode
determinar analito(s) na presencga de outros componentes. A seletividade
pode ser graduada. O uso do termo especificidade para o mesmo conceito
é desencorajada, pois em geral isso leva a confusoes.
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/Sensibilidade: Quociente entre a variacdo de uma indicacdo de um sis-
tema de medicdo e a variagdo correspondente do valor da grandeza me-
dida [22,28].

Nota 1: A sensibilidade pode depender do valor da grandeza medida.

Nota 2: A variacdo do valor da grandeza medida deve ser grande quando
comparada a resolugéo.

Nota em [47]: Em medic¢Qes analiticas é, de fato, a quociente diferencial do
valor medido para o valor analitico.

Sistema Analitico: Conjunto de circunstancias que contribuem para a qua-
lidade do resultado analitico, incluindo equipamentos, reagentes, proce-
dimentos, materiais de ensaio, pessoal, condi¢des ambientais, medidas de
garantia da qualidade (se¢do 18.6.1 do IUPAC Orange Book [45]).

Solucao padrao de calibracao ou solucao de calibracao ou padrao de
calibracdo: Uma solugdo (ou outra dilui¢do) do analito e, se usado, do
padrdo interno usada para a calibragdo do instrumento de medicdo ana-
litica. Ela pode ser preparada a partir de um padréo de trabalho e pode
ser matrizada.

Técnica analitica ou principio de medigao: Principio fisico ou quimico e/
ou instrumental usado na determinacdo de um analito. E o fendmeno que
serve como base para uma medigdo.

Aplicagao analitica genérica de um principio cientifico [47].

Tendéncia (Bias): Estimativa de um erro sistematico [22,28].

E a diferenca entre a esperanca de um resultado de ensaio e um valor de
referéncia aceito [47].

E a diferenca entre uma média de um niimero suficiente de resultados de
medi¢do em condigdes de repetitividade e o valor verdadeiro convencio-
nal estabelecido por um padrdo, material de referéncia ou MRC. A ten-
déncia é uma medida da veracidade, quanto maior a tendéncia menor é a
veracidade do resultado da medicao.

Validacao: Verificacdo na qual os requisitos especificados sdo adequados
para um uso pretendido [22,28].

Exemplo: Um procedimento de medi¢do, normalmente utilizado para a
medic¢do da concentracdo da massa de nitrogénio em dgua, pode também
ser validado para a medi¢do no soro humano.

Confirmagdo por exame e fornecimento de evidéncia objetiva de que os
requisitos especificos para determinado uso pretendido sdo atendidos
(ISO 17025 [23]).

Processo pelo qual é estabelecido, por estudo em laboratério, que as ca-
racteristicas de desempenho de um procedimento atendem aos requisitos
para um uso pretendido [47].
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Valor convencional: Valor atribuido a uma grandeza por um acordo, pa)
um dado propésito [22,28].

Exemplo 1: Valor convencional da aceleracdo da gravidade, gn = 9,806

65 m.s-2.

Exemplo 2: Valor convencional da constante de Josephson, KJ-90 = 483
597,9 GHz.V-1.

Exemplo 3: Valor convencional de um dado padrdo de massa, m =
100,00347 g.

Nota 1: O termo “valor verdadeiro convencional” é algumas vezes utiliza-
do para esse conceito, porém seu uso é desaconselhado.

Nota 2: Um valor convencional é algumas vezes uma estimativa de um
valor verdadeiro.

Nota 3: Geralmente considera-se que um valor convencional estd associado
a uma incerteza de medigdo convenientemente baixa, que pode ser nula.

Valor analitico: Magnitude de uma grandeza analitica (x) medida em uma
amostra de ensaio, em um primeiro momento, e atribuida a uma amostra
de referéncia usada para calibragdo, em um segundo momento [47].

Portanto, podemos interpretar essa defini¢do dizendo que o valor analitico
é o valor convencional definido no § 2.12 do VIM [22,28] e chamado de va-
lor verdadeiro convencional nas edi¢des anteriores do VIM. Por exemplo,
o valor analitico pode ser o valor do teor de um analito em um MRC ou o
valor da concentragdo de uma solugdo padrdo de calibracao.

Veracidade ou veracidade de medi¢ao: Grau de concorddncia entre a mé-
dia de um nimero infinito de valores medidos repetidos e um valor de
referéncia [22,28, 9].

Nota 1: A veracidade ndo é uma grandeza e, portanto, ndo pode ser ex-
pressa numericamente. Porém, a norma ISO 5725 apresenta medidas para
o grau de concordancia.

Nota 2: A veracidade estd inversamente relacionada ao erro sistematico,
porém nao estd relacionada ao erro aleatério.

Nota 3: Ndo se deve utilizar o termo exatiddo de medigdo no lugar de “ve-
racidade” e vice-versa [22,28]. A veracidade é geralmente expressa como
um erro sistemdtico, ou uma correc¢do, ou um viés. E estimada por meio de
corregdes, ou fatores de corre¢des oriundos de calibragdes, recuperacoes,
efeito de matriz, ou outros efeitos sistemdticos.

E o grau de concordéncia entre o valor médio obtido de uma grande série
de resultados de ensaio e um valor de referéncia aceito [47,45].

Verificacao: Provimento de evidéncia objetiva de que um dado item aten-

de a requisitos especificados [22,28].

Exemplo 1: Confirmagdo de que um dado material de referéncia, como de-
clarado, é homogéneo para o valor e para o procedimento de medi¢do em
questdo, até uma porcao, do material sob medigdo, com massa de 10 mg.J
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/Exemplo 2: Confirmacdo de que as propriedades relativas ao desempenho
ou aos requisitos legais sdo atendidas por um sistema de medic&o.

Exemplo 3: Confirmacado de que uma incerteza alvo pode ser obtida.

Nota 1: Quando aplicdvel, recomenda-se que a incerteza de medicao seja
levada em consideracéo.

Nota 2: O item pode ser, por exemplo, um processo, um procedimento de
medi¢do, um material, um composto ou um sistema de medigao.

Nota 3: Os requisitos especificados podem ser, por exemplo, as especifica-
¢Oes de um fabricante.

Nota 4: Em metrologia legal e geralmente na avaliagdo da conformidade,
a verificagdo, conforme definida no VIML, compreende o exame e a mar-
cagdo e/ou a emissdo de um certificado de verificagdo para um sistema
de medigéo.

Nota 5: A verificagdo ndo deve ser confundida com calibragdo. Nem toda
verificacdo é uma validagéo.

Verificacio de Procedimento Analitico (VPA): Processo de verificagdo/
avaliagdo de desempenho, documentado, aplicdvel ao procedimento (mé-
todo) analitico normalizado ou oficial. Objetiva comprovar se o referido
procedimento analitico opera adequadamente nas condi¢Ges de rotina do
laboratério, em conformidade com os critérios de aceitacao estabelecidos
neste Manual.

O método para a verificagdo do procedimento analitico constitui-se no
minimo da andlise em replicatas e em condigdes de precisdo intermedidria
de um MRC ou outro material de referéncia, para a estimagdo da veraci-
dade (corregdo, fator de correcdo, recuperagdo) e da precisdo de repetiti-
vidade e intermedidria do procedimento analitico, isto é, a acurdcia ou
exatiddo do procedimento.

A qualificagdo ou verificagdo de um procedimento analitico é uma valida-
¢do simplificada.

N
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ANEXO Xi \

Matrizes Representativas (Praguicida
e Micotoxinas)

Tabela A.XI.1 - Selecdo de matrizes representativas para validacdo de
procedimentos de determina¢do de praguicidas

Produtos Comuns Representativas
Produtos de Origem Vegetal
Hortalicas frondosas do
Alto teor de 4gua género Brassica, hortal-

e clorofila icas frondosas, legumi-
nosas

Espinafre, alface
brécolis, repolho, couve
e vagem

Maca, pera, péssego,

Alto teor de 4gua Pomos; drupas, peque- ;
cereja, morango, uva,

e auséncia ou nas frutas e bagas, hor- . 5
X ; ) tomate, pimentao,
baixo teor de talicas de frutos, raizes e -
: ; melao, batata, cenoura,
clorofila tubérculos

cogumelo, salsa
“ Alta acidez Frutas cftricas Laranja, limao

Alt,o iS07Els Passas, tamaras

acucares
Alto teor 6leos/ . _ Abacate, semente de

\Y Oleaginosas; castanhas . ;
gorduras girassol, noz, pistache
Auséncia ou baixo Cereais em graos e seus . :

Y| . Trigo, arroz, milho
teor de dgua produtos
Produtos de alta e.g.: Alho, ltpulo, cha,
especificidade especiarias, oxicoco

Produtos de Origem Animal

- Carne bovina, carne de
Carnes
frango
_ Visceras Figado, rim
_ Gorduras da carne
_ Leite Leite de vaca
_ Ovos Ovos de Galinha

Obs.: Produtos de alta especificidade ndo podem ser validados por intermédio do uso de espécies representativas.

J
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@bela A.XI.2 — Grupo de matrizes, por categoria, a serem utilizadas
na validacdo de procedimento analiticos e no controle de qualidade

para micotoxinas

: Matrizes consideradas similares pertencentes a
Classe Categoria .
mesma categoria

Ameéndoas e
amendoim

n Cereais
Racao e ingredi-
entes de racao

Frutas secas

Leguminosas e

oleaginosas
Café verde

\"/ | Café torrado e
soluvel

VI Leite

\"/II8N Algodao

Amendoim, pasta de amendoim, farelo de amendoim,
avelas, castanha-do-brasil, pistache, nozes, améndoas
em geral e suas respectivas pastas ou manteigas e coco

Arroz, milho, cevada centeio, trigo, farinha de milho,
trigo, farinha de trigo

Farelo de soja, farelo de trigo, farelo de milho, racoes
de frango, suino, equino e bovina

Uva-passa, ameixa, damasco, tamara, figo, banana,
dentre outras

Feijao, lentilhas e leguminosas em geral
Café verde
Café torrado ou soltvel

Leite fluido, leite em po
Caroco de algodao e farelo de algodao

Obs.: Na caracterizacao do grupo, foram levados em consideracdo os seguintes parametros: dureza, com-
posicao centesimal, interferentes analiticos (pigmentos e outros), processo de preparo de amostras.

.
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ANEXO Xili \

Planejamento Fatorial para o Estudo
de Robustez

Uma das mais eficientes estratégias para realizar o estudo de robus-
tez é utilizar os chamados planejamentos fatoriais completos ou fracio-
ndrios. Existem outros planejamentos, tais como o planejamento fatorial
com ponto central, planejamento estrela, planejamento fatorial com face
centrada e ponto central, planejamento Plackett-Burman, planejamento
Doehlert etc. [4,10,19,29,40,41,42,43,44]. Os planejamentos fatoriais fra-
ciondrios saturados sdo chamados de abordagem de Youden na Decisdo
2002/657/EC [10].

O planejamento fatorial reduz o ntimero de experimentos (ou en-
saios ou amostras) ao minimo necessério para detectar os efeitos princi-
pais e/ou os efeitos de interacdo dos fatores (tratamentos na linguagem
da ANOVA), que podem influenciar significativamente no resultado da
medicdo do procedimento analitico, afetando, assim, na qualidade metro-
l6gica e na confiabilidade do procedimento analitico.

Devido a sua eficiéncia, os planejamentos fatoriais permitem a re-
dugdo do tempo e dos custos para a realizacdo da validacdo de um proce-
dimento analitico.

Planejamentos fatoriais sdo constituidos de combinagdes de condi-
¢des experimentais, os fatores ou tratamentos, nas quais alguns ou todos
os fatores estudados ocorrem conjuntamente com dois ou mais niveis de
outro fator (definicdo adaptada de [14]).

Os fatores ou tratamentos sdo as grandezas de entrada ou de in-
fluéncia que podem afetar as respostas, as varidveis de saida, do pro-
cesso em estudo. Um processo pode apresentar mais de uma resposta
(Figura A.XIL1).

Na validacdo de um procedimento analitico, o processo é o préprio
procedimento analitico. A fungdo resposta, ou simplesmente resposta, é
a tendéncia (erro sistemdtico ou corre¢do) do resultado analitico experi-
mental, a concentragdo ou o teor do analito, em um MRC ou um padrao,
ou uma matriz branca fortificada, ou um extrato de matriz branca forti-
ficada, ou uma Amostra de Controle de Qualidade (ACQ). Preferencial-
mente a resposta é uma combinagdo da tendéncia e da precisdao do ensaio,
por exemplo, suas somas. Os fatores sdo as condi¢des experimentais que,

espera-se, possam alterar o resultado analitico. /
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/ Os fatores podem ser quantitativos ou qualitativos, continuos ou
discretos. Exemplos: temperatura 40°C ou 60°C; tempo de extra¢do 50 min
ou 55 min; solvente acetonitrila ou etanol; coluna cromatogréfica A ou B;
laboratdrio A ou B; matriz figado ou musculo etc.

Os niveis dos fatores sdo os diferentes valores, dois ou mais, que eles
podem assumir. O ntimero de niveis, estudados para cada fator ndo pre-
cisa ser igual (planejamentos de niveis misturados). No entanto, os plane-
jamentos mais usados experimentalmente sdo aqueles de mesmo ntimero
de niveis por cada fator.

Figura A.XIl.1 — Representa¢do de um sistema ou processo que, sob a
acao de diversos fatores, responde de formas diferentes

Fator 1 Resposta1l
Sistema 1
Fator 2 ou Resposta 2
processo
Resposta N
Fator N

Obs.: Os detalhes ou 0 mecanismo de funcionamento do sistema ou processo sao desconhecidos (caixa preta).
E possivel apenas alterar os valores dos fatores e medir as respostas resultantes.

Planejamentos Fatoriais Completos

Se todas as combinagdes possiveis dos niveis de todos os fatores
aparecem no planejamento entdo ele é chamado de “planejamento fato-
rial completo”.

Um planejamento fatorial completo de f (fatores) e p (niveis de cada
fator) é designado planejamento p/. O ntimero total de experimentos (ou
ensaios ou amostras) N,,, em um tal planejamento é: N = p’. Exemplos:
Um fatorial completo com dois fatores (f = 2) e dois niveis por fator (p = 2)
exigird quatro experimentos (ou ensaios ou amostras): N,,=2*=4. Um
fatorial completo com dois fatores (f = 2) e trés niveis por fator (p = 3) exigi-
rd nove experimentos (ou ensaios ou amostras): Nexpf = 32=9. Um fatorial
completo com sete fatores (f = 7) e dois niveis por fator (p = 2) exigird 128

experimentos (ou ensaios ou amostras): N, =27 =128.

Neste Anexo serdo discutidos apenas os planejamentos fatoriais de
\j)is niveis, que sdo os mais aplicados em estudos de robustez. Nesses pla-
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nejamentos atribuem-se, ao nivel mais alto de cada fator, os simbolos + (D
+1, ou uma letra maitiscula que representa o fator. Ao nivel mais baixo de
cada fator, sdo designados os simbolos — ou —1, ou uma letra mintdscula
que representa o fator. Os fatores, por sua vez, sdo simbolizados por nt-
meros ou letras em negritos.

Os planejamentos fatoriais completos podem ser representados por
quadrados, cubos ou hipercubos no espago dimensional dos fatores. A Fi-
gura A.XIL.2 apresenta os planejamentos fatoriais completos 22 e 2°, e um
planejamento fatorial fraciondrio 2*.

A matriz quadrada N *N_ , contendo as diversas combinagdes
de niveis dos fatores para cada experimento (ou ensaio ou amostra) a rea-
lizar e as combinagdes dos sinais para o célculo da resposta média global
M e dos efeitos principais dos fatores e de suas intera¢des, é chamada de
“tabela de coeficientes de contraste”. A Tabela A.XIL.1 e a Tabela A.XIL2
mostram os coeficientes de contraste para os planejamentos fatoriais com-
pletos 2> e 2° respectivamente, dentro de retdngulos tracejados.

Amatriz N, »fapresentada nas dreas sombreadas das tabelas deste
Anexo é chamada de “matriz planejamento” [44]. Ela contém todas as
combinagdes dos niveis dos fatores que serdo utilizados em cada experi-
mento planejado.

Para construir a tabela de coeficientes de contraste de um planeja-
mento fatorial completo, deve-se proceder da seguinte forma:

1. Constréi-se primeiro uma coluna de coeficientes de contrastes
da média global M contendo somente sinais positivos e com
N, elementos ou linhas.

2. Do lado direito da coluna de M, coloca-se a coluna com o0s coefi-
cientes de contrastes do fator 1, constituida de uma alternancia
de sinal negativo e positivo, comecando com o sinal negativo.

3. Do lado direito da coluna do fator 1, coloca-se a coluna com os
coeficientes de contrastes do fator 2, constituida de uma alter-
nancia de dois sinais negativos e dois sinais positivos, comegan-
do com os sinais negativos.

4. Do lado direito da coluna do fator 2, coloca-se a coluna com
os coeficientes de contrastes do fator 3, constituida de uma al-
terndncia de quatro sinais negativos e quatro sinais positivos,
comegando com os sinais negativos.

5. Adicionam-se as colunas dos coeficientes de contrastes dos fa-
tores até o ultimo fator a estudar, sempre dobrando em relagao
a coluna anterior o nimero de sinais negativos e positivos em
sequéncia da alterndncia. Nesse ponto estd terminada a cons-

/
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f trucdo de todas as combinagdes de experimentos (ou ensaios ou
amostras) a se realizar no estudo de robustez (dreas sombreadas
nas tabelas de coeficientes de contrastes mostradas neste Anexo).

6. Para obter as colunas dos contrastes dos efeitos de interagdo
basta multiplicar os coeficientes de contraste dos fatores que in-
teragem entre si em cada linha de cada experimento (ou ensaio
ou amostra). Assim, para calcular os coeficientes de contraste da
coluna da interagdo 12, multiplicam-se os elementos da coluna
do fator 1 pelos elementos da coluna do fator 2, linha apés linha;
para obter os coeficientes de contraste da coluna da interagdo
13, multiplicam-se os elementos da coluna do fator 1 pelos ele-
mentos da coluna do fator 3; para determinar os coeficientes de
contraste da coluna da interacdo 123, multiplicam-se os elemen-
tos da coluna do fator 1 pelos elementos da coluna do fator 2 e
pelos elementos da coluna do fator 3, linha apés linha, e assim
por diante até obter a tltima interagdo de todos os fatores que
se deseja estudar.

Figura A.XII.2 — Representacdo grafica em um sistema de coordenadas
dos planejamentos fatoriais completos

A
+) +

—_

1327885
o)

__ Solvente

odwa]

I
) (+)
Temperatura

(a) (b)

Notas: (a) 22, fatores: temperatura e solvente, nas circunferéncias os nimero dos experimentos.
(b) 22, fatores: temperatura, razdo de impregnacao e tempo (Figura 7 em [41]).

(c) Planejamento fatorial fraciondrio 23 para trés fatores genéricos x1, x2 e x3, somente os experimen-
tos 2, 3, 5 e 8 do fatorial completo sao realizados (Figura 1 em [40]).

Tabela A.XII.1 - Planilha para um planejamento fatorial completo 22
com duplicata dos experimentos

| Exp/ | | Fatores |lint | Respostas | | |
1 2 12 Ri; R, R, Var,

Amostra M

57¢) 61¢) 59 8

1 + = = + :

p) 20| I = 20 88® 90 8
3 20 I I = 552 530 54 2
4 0| I 66 700 68 8

SN 67,75 | 22,5 13,5 8,5 > 2,53
: ' ' ! ' Sefeito 1,803
\jwte: Adaptacao da Tabela 3.1 em [4].
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Notas: R, € a resposta da j-ésima replicata do /-ésimo experimento.
R, € aresposta média em cada experimento / replicado.
Var,  é a variancia das respostas replicadas em cada experimento / do planejamento fatorial.

Obs.: A tabela dos coeficientes de contraste é mostrada na matriz 4x4 circundada pela linha tracejada.

A matriz planejamento dos niveis alto e baixo para cada fator em cada experimento é mostrada na
area sombreada.

Na Tabela A.XIL.1, os fatores sdo a temperatura (1) nos niveis 40°C (-)
e 60°C (+) e o solvente de extra¢do (2) nos niveis acetonitrila (-) e etanol (+).

Asrespostas R, e R, sdo as recuperagdes percentuais do analito em
cada experimento de extracdo. A resposta média global é M = 67,75.

O efeito principal da temperatura 22,5 é maior que o efeito principal
do solvente —13,5.

O efeito de interacdo da temperatura e do solvente —8,5 é o menor
dos efeitos. Teste F: a diferenga entre as varidncias 8 e 2 néo é significativa
(F, =4F F =161,5, p-valor =29,5%)

cale critbogpvl;v2 T erit0,05;1;1

O desvio-padrdo agrupado € 2,55 e o desvio-padrao do efeito é 1,80.
A ordem sorteada de execugdo dos experimentos replicados estd indicada
pelos ntimeros entre parénteses e sobrescritos ao lado das respostas do
experimento.

Tabela A.XIl.2 - Planilha para um planejamento fatorial completo 23
com duplicata dos experimentos

Fatores Interagdes ----

Mo 2 3. 12 13 23 123 R, R, R,V

+ - - - + + + ) 567 5202 540 8

+ + - - - - + + | 859 8810 865 4,5

+ - + - - + - + | 490104705 1 48,0 2

+ + + - + - - O 64@ 62" 63,0 2

+ = = + = = + | 651 619 630 8

+ + - + - + - - | 920 9519 935 45

+ - + + - - + - | 5704 60® 585 45

+ + + + + + + + 708 749 72,0 8

S0 R S N S S S

o s 2,28
=i=Jitery 67,31 22,88 -13,88 888 -863 -0,88 0,88 -0,13 P 7

Sefeno g

Fonte: Adaptacdo das tabelas 3.3 e 3.4 em [4].

Notas: R, € a resposta da j-ésima replicata do j-ésimo experimento.
R, € aresposta média em cada experimento / replicado.
Var, € a variancia das respostas replicadas em cada experimento / do planejamento fatorial.

Obs.: A tabela dos coeficientes de contraste é mostrada na matriz 8x8 circundada pela linha tracejada.
A matriz planejamento dos niveis alto e baixo para cada fator em cada experimento é mostrada na area sombreada.
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/ Na Tabela A.XIL2, os fatores sdo a temperatura (1) nos niveis 40°C
() e 60°C (+); o solvente de extragdo (2) nos niveis acetonitrila (-) e etanol
(+); e o tempo de extragdo (3) nos niveis 100 min (-) e 120 min (+).

Asrespostas R, e R, sdo as recuperagdes percentuais do analito em
cada experimento de extra¢do. A resposta média global é M = 67,31.

O efeito principal da temperatura 22,8 é maior que o efeito principal
do solvente —13,88, o qual, por sua vez, é maior que o efeito principal do
tempo 8,88. O efeito de interacdo da temperatura e do solvente —8,63 é o
maior dos efeitos de interagdo, sendo todos os demais efeitos de intera-
cdo insignificantes (despreziveis). O desvio-padrdo agrupado é 2,28 e o
desvio-padrao do efeito é 1,14.

A ordem sorteada de execugao dos experimentos replicados estd in-
dicada pelos nlimeros entre parénteses e sobrescritos ao lado das respostas
do experimento.

Fazendo-se um teste F de homogeneidade de variancias [ver aeq. (1)
e pardgrafos seguintes ou eq. (A.I1.2) e pardgrafos seguintes], com graus de
liberdade do numerador e do denominador iguais a 1 (duplicata menos
1), entre todos os pares de variancias dos experimentos, concluimos que
todos os pares tém varidncias iguais.
Exemplo: F_.=8/2=4<161,4 =F ;0511 = Fesitan1v2 15t0 €, mesmo as
duas varidncias mais diferentes ndo sado estatisticamente diferentes entre si
(logo, sdo iguais), no nivel de confianga de 95%. Embora esse ndo seja um
teste de hip6tese mudiltiplo para testar a simultanea igualdade entre todas
essas variancias, ele dd uma forte evidéncia dessa igualdade mdultipla.

Assim, pode-se assumir que o desvio-padrao do efeitos , =1,61¢é
uma medida da incerteza de todos os efeitos. Dessa forma, um Intervalo de
Confianga (IC) ao redor do valor dos efeitos pode ser calculado usando o
t tivoos2 = 2,776 para 4 graus de liberdade (v = N,,—N,,=16-8= 4)
e 95% de nivel da confianga. Logo, o IC ao redor de cada efeito sera de
+(2,776 x°1,14 = 3,16).

crit,o,v T

Somente os IC dos efeitos de interagdo 13, 23 e 123 contém o zero e
sdo insignificantes, enquanto os trés efeitos principais e o da interagdo 12
sdo significativamente diferentes de zero.

As tabelas dos coeficientes de contrastes para os planejamentos fa-
toriais completos 2¢ e 2°, que levam a 16 e 32 experimentos (ou ensaios ou
amostras), respectivamente, sdo mostradas na Tabela A.XIL.3 e na Tabe-
la A.XII.4, respectivamente.

Os experimentos (ou ensaios ou amostras) para o estudo de robus-
\iz sdo realizados nas combinagdes de niveis dos fatores apresentadas nas
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colunas dos fatores principais e indicadas nas dreas sombreadas nas tabh
las de coeficientes de contrastes presentes neste Anexo.

Recomenda-se que cada um dos N__; experimentos (ou ensaios ou
amostras) de um planejamento fatorial sejam replicados | vezes, na medi-
da em que isso ndo aumente exageradamente o ntimero total de experi-
mentos replicados: N, =] x N, . (notar a diferenca entre os indices dessa
equacdo). A replicacdo dos experimentos (ou ensaios ou amostras) reduz
a chance de que respostas de experimentos (ou ensaios ou amostras) es-
purios ou duvidosos (outliers) conduzam a super ou a subestimacdo dos
efeitos e interagdes.

A realizagdo de todos os N, experimentos (ou ensaios ou amos-
tras), incluindo as J replica¢des, deve ser feita em ordem aleatdria e ndo
segundo o seu ndmero no planejamento. Na Tabela A.XII.1 e na Tabela A.
XIL.2, a ordem de realizagdo dos experimentos (ou ensaios ou amostras)
é indicada pelos nimeros entre parénteses sobrescritos a direita de cada
resposta.

Para se calcular a média global ou grande média M usa-se a seguin-
te equacéo:

Nexpf (AX”1>

Exemplos: A média global do fatorial da Tabela A.XII.1 é:
M = 67,75 = (59+90+54+68) / 4.

A média global do fatorial da Tabela A.XIL2 é:

M = 67,31 = (54,0+86,5+48,0+63,0+63,0+93,5+58,5+72,0) /8

Os efeitos principais dos fatores, também chamados de efeitos de
primeira ordem, sdo designados pelos seus niimeros ou simbolos em ne-
grito: 1, 2,3 etc, ou p,V, T etc.

Os efeitos de interacdo de dois, trés ou mais fatores, também cha-
mados de efeitos de segunda, terceira ordem etc., sdo designados pelas
justaposigdes de seus nimeros ou simbolos em negrito dos fatores que
interagem: 12, 13, 123 etc., ou pV, pT, pTV etc.

Em geral, um efeito de interacdo dos fatores torna-se menor quanto
maior a ordem desse efeito de interagao.

O cdlculo de qualquer efeito principal ou de interagdo se faz soman-
do as respostas médias R, dos N . experimentos (ou ensaios ou amos/
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Kras), cada uma multiplicada pelo i-ésimo sinal + ou — que aparece na
coluna do efeito na tabela dos coeficientes de contraste do planejamento
fatorial (%), dividido por metade dos experimentos (ou ensaios ou amos-
tras) do fatorial:

:E: it]?nhi
Efeito = =L —— i=-1ou +1

N /2 (AXIL2)

Exemplos: O efeito principal do fator 1 (temperatura T), na
Tabela.A.XII.1, é:

Efeito 1 =T = 22,5 = (-59+90-54+68) /2.
O efeito principal do fator 2 (solvente S), na Tabela. A.XIL1, é:
Efeito 2 = S =-13,5 = (-59-90+54+68) /2.

O efeito de interagdo dos fatores 1 e 2 (temperatura T e solvente S),
na Tabela.A . XII.1, é:

Efeito 12 = TS = -8,5 = (59-90-54+68)/ 2.

O efeito de interagdo dos fatores 1, 2 e 3 (temperatura T, solvente S e
o tempo t), na Tabela.A XII.2, é:

Efeito 123 = TSt =-0,125 = (-54+86,5+48-63+63-93,5-58,5+72) / 4 = 0,13.

Uma consequéncia da eq. (A.XI1.2) é que todos os efeitos sdo ob-
tidos da diferenca entre duas metades das respostas do planejamento
fatorial. Por isso, esses efeitos sdo também chamados de contrastes, na
linguagem estatistica.

Quando um ou mais experimentos (ou ensaios ou amostras) séo re-
plicados, pode-se calcular a variancia de repetitividade var, associada da
cada i-ésimo experimento (ou ensaio ou amostra) do planejamento fatorial
replicado pela expressao:

J 2
E (R,.’j a Rm,i)
s, =var,, == T . Jj=L23L.,J i=123L N,

(AXI.3)

Para o caso particular de duplicatas, | =2, a eq. (A.XIl.3) se torna:

s, =var, = ~——) i=1,2,3L ,N

expf

(AXI.4)
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Se considerarmos como vélida a hipé6tese de que todas as Variéncih
var . de cada experimento (ou ensaio ou amostra) replicado sao iguais en-
tre si, a chamada hipétese de homoscedasticidade, que pode néo ser ver-
dadeira e pode ser testada estatisticamente com um teste F, entdo uma
variancia agrupada var_pode ser obtida pela equagéo:

grup p P p quag

Nexpt Nexpr expf Nexpt

J-1)s?, J-1)s?, 52, var. .
(V=1)si Y- X ,

var =S2 == — _i=l — =1 _ =1
» =5 NE (7-1) N (J=1) Ny =Ny Nep—Neor
i=1
(AXIL5)

O desvio-padrdo agrupado, igual a raiz quadrada da varidncia agru-
pada, s = (var )*, mede o desvio-padréo de uma tinica medigdo da respos-
ta do experimento no caso de validade da hipétese de homoscedasticida-
de. Portanto, s € uma estimativa da incerteza de repetitividade de cada
um dos experimentos (ou ensaio ou amostra) do planejamento fatorial.

No caso da validade da hipétese de homoscedasticidade citada an-
teriormente, e para o planejamento balanceado (mesmo nimero J de répli-
cas para todos os N, experimentos do planejamento fatorial), o desvio-
-padrao associado a todos os efeitos, isto €, a incerteza padrao dos efeitos é:

45> 4 S
Sefeito = : = S; - -
J x Nexpf Nexp NeXP /4 (A.XI1.6)

Exemplo: Aplicando a eq. (A.X1.5) nos dados da dltima coluna da
Tabela.A.XIL.1 obtém-se a varidncia agrupada:

Varp:(8+8+8+2)/(8—4):26/4:6,5

Logo, o desvio-padrdo agrupado é s, = 6,5% = 2,5495 e os ex-
perimentos foram duplicados, | = 2. Entdo, aplicando a eq. (A.XI1.6):
S yreito = 2,5495/2% = 1,803.

Se a incerteza combinada do ensaio jd estiver sido calculada, con-
forme as metodologias apresentadas na se¢do 8 — Incerteza de Medigdo Ana-
litica, da Parte II, ela (ou seu quadrado) deve ser preferencialmente usada
no lugar de s ou de s * na eq. (A.XIL.6). Na falta da incerteza combinada,
prefere-se também usar o desvio-padrdo da precisao intermedidria s, no
lugar de s na eq. (A.XIL6).

Um teste t bilateral pode ser feito para um dado nivel de confianca
1-a/2 e grau de liberdade v igual ao niimero total de experimentos repli-
cados menos 0 nimero de experimentos do fatorial v=N, -N,_ . encon-

trando-se na tabela de pontos percentuais de ¢ de Student, o ¢ critico, ¢ | Oy
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ﬂ efeito somente é considerado significativo, isto é, diferente de zero, se
seu médulo for maior que £, x s . . Em geral se usa a = 0,05, ou seja
95% de nivel de confianga. Existem outras formas de testar a significancia
de um dado efeito como usando ANOVA ou um gréfico de probabilidades
normais [4,19,29,43,44].

Tabela A.XIl.3 — Tabela dos coeficientes de contraste para um planeja-
mento fatorial completo 24

[Exp. [M| 1 ]2 ]34 [12]13]14]23]24]34[123]124]134]234|1.234]
1 T T T T T

- + + + + + + +

sl ===+ x|+ |+]|+]|+|= =
+ - +-1- - + 4+ - - + + + - + =
n + BRI R +
“ + ==+l + - + - 4+ - + - + + =
n sl =l w2l =l =% =|=|+]=]:% +
+ =+l - - -+ + - - -+ + - +
n + +/+ + - + + - + - - + - - - =
“ + ==+ +  + - + - - - 4+ + + =
sl =l=1xl+x]l=1=|+|=1|=1%= +
+ =+t - + - - + -+ - + - +
+ +/+ - + + - + - + - - 4+ - - =
Sl = | I e e e T R B
sl =l wm =l =%]=]=1|%]|= =
+ -+ +ll+xl - - - + + + - - - =+ =
m + + + + + + + + + 4+ + + o+ + o+ +
Obs.: A matriz planejamento dos niveis alto e baixo para cada fator em cada experimento é mostrada na

Q-
=
@
i
w
<]
3
o
=
@
Q
o
o

Exemplo: Usando o fatorial 2* da Tabela A.XII.3, estuda-se a resolu-
¢do de separagdo entre dois picos cromatograficos em funcdo da variagdo
em dois niveis dos fatores: 1= temperatura; 2 = percentagem do solvente
A, na mistura de solventes; 3 = velocidade do fluxo do solvente; e 4 = tipo
do solvente A, etanol (-) ou acetonitrila (+).

As respostas para os 16 experimentos 1 a 16, ndo replicados nessa
ordem, sdo: 52, 61, 124, 113, 85, 66, 185, 192, 98, 86, 201, 194, 122, 139, 289,
286 (valores da Tabela 4.2 em [4]). Calculam-se os contrastes dos efeitos
principais dos fatores 2 e 4, do efeito de interacdo desses dois fatores e do
efeito de interagdo dos quatro fatores, usando a eq. (A.XI1.2) e os sinais das
colunas 2, 4, 24 e 1.234 da Tabela A.XIL.3, respectivamente, a saber:

_ —=52-61+124+113-85-66+185+192-98-86+201+194-122-139+289+286 875

2 22 2109,375
16,2 8

4 ~52-61-124-113-85-66-185-192+98+86+201+194+122+139+289+286 _ 537 _ . .
16,2 8 ’

_¥52+61-124-113+85+66-185-192 98 -86+201+194-122-139+289+286 175 _, ..
16/2 8 ’
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5 #52-61-124+113-85+66+185-192-98+86+201-194+122-139- 289+ 286 _-_71__8875\
16,2 8 ’

Calculos semelhantes levam a todos os valores dos demais contrastes:

1=-2,38; 2=109,38; 3=54,38; 12=-1,13; 13 =2,88; 14 =1,13; 23 =25,63; 24 =
21,88; 34=9,88; 123 =2,63; 124 =-2,63; 134 =5,38; 234 =0,13; 1.234 =-8,88.

Como nao ha replicagdo, ndo se pode calcular as varidncias var,, e
nemos .

Tabela A.XIl.4 — Tabela dos coeficientes de contraste para um planeja-
mento fatorial completo 2°

p. [M[ 12134 15]12]25[124]135/235/345/1.235]1.345/2.345/12.345
= [ (2] = [ T N et et - + + =

m
x

Bl -

2 B L e e e e B
3 B L e e e B
4 B L e e e e —
s B[ i e e e T
e BN | [ || e e e -
7 BN L e i e e e -
s B[ [ i e e I
o B |11 e e e I
10 B |1 ] i e e -~
B L] S e e e e -~
12 B L L] i e e e B
13 B | ] ] R S R s —
14 B | ] ] S s B
s B[] [ i R T -
e B | ][] R —
- -BEEElE - - - + [+« - == o
s B[ T [ [ S e e e = -
oLl T 1 -
20 [ T T L ol 1 ] +
BT =
2 [ Tt 1 1 +
kL [ 1T 11 +
22 L L1 =
BT =
e L L T T e 1 +
BRI +
2 [ T T 11 1 1 -
o [ T T T e 1 +
o [ T T T 1 =
ElEEEEEEEEE T e =
A .

+ + 4+ 4+ + + + + o+ o+ o+ + + + +

| Exp. (M| 1]2[3[4]5]12]25[124[135/235[345/1.235/1.345/2.345(12.345
Obs.: Para economizar espaco, sao mostrados apenas os coeficientes de contrastes da media global, dos cinco
fatores principais e de dez interacdes dos fatores.

A matriz planejamento dos niveis alto e baixo para cada fator em cada experimento é mostrada na drea sombreada.

Fica como exercicio a obtencao dos coeficientes de contraste das outras 16 interacdes: 13, 14, 15, 23, 24, 34,
35, 45, 123, 125, 134, 145, 234, 245, 1.234, 1.245, que estao faltando para completar a matriz 32x32 da

tabela de coeficientes de contrastes desse planejamento. /
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/ Planejamentos Fatoriais Fracionarios

Quando o nimero de pardmetros é superior a cinco, o total de ex-
perimentos de um planejamento fatorial completo se torna muito grande.
Nesses casos pode-se reduzir o tempo e o custo de realizacdo do estudo de
robustez, diminuindo o ndmero de experimentos a realizar, por meio do
uso dos chamados planejamentos fatoriais fraciondrios.

Nos planejamentos fraciondrios, ndo é possivel estimar todos os
efeitos e as interacdes possiveis de maneiras completamente independen-
tes. Efeitos principais se confundem com os de interagdo e estes se confun-
dem com efeitos de interagdo de ordem superior.

Devido a esses confundimentos, os contrastes calculados por meio
da tabela de coeficientes de contrastes ndo sdo os efeitos principais puros
ou os efeitos de interagdo puros de uma dada ordem. Os contrastes sdo, na
verdade, a soma de dois ou mais efeitos de ordens diferentes. Lembrando
que, em geral, os efeitos de ordem superior sio menores que os efeitos de
ordem inferior. Esses contrastes estimam aproximadamente bem o efeito
de ordem inferior. A literatura especializada usa novos simbolos para esses
contrastes e ndo os simbolos dos niimeros em negrito. Por motivo de sim-
plificacdo, continuaremos a usa-los neste Manual.

Assim, em trabalhos com planejamentos fatoriais fraciondrios, pro-
cura-se, em geral, construir planejamentos fatoriais que, de preferéncia, s6
confundam os efeitos principais com os efeitos de interagdo de ordem trés
ou superiores do planejamento, isto é, ndo hd confundimento entre efeito
principal e efeito de interacdo de ordem dois.

Por causa desses inconvenientes, s6 utilizamos planejamentos fato-
riais fraciondrios para fazer uma triagem entre os muitos fatores a estudar,
de modo a evidenciar os fatores que apresentam maiores efeitos.

Ap6s a triagem dos fatores que mais afetam o procedimento ana-
litico com um planejamento fatorial fraciondrio, pode ser conveniente ou
necessdrio fazer-se um estudo mais detalhado dos efeitos principais e de
intera¢des desses fatores mais importantes, agora em menor ntimero, com
um planejamento fatorial completo.

Um planejamento fatorial fraciondrio de fracdo meia para planeja-
mentos com dois niveis e f fatores reduz o ntimero de experimentos pela
metade, relativamente ao planejamento completo. Tal planejamento de
fragdo meia é denotado 2. Assim, um planejamento de fragdo meia para
trés fatores é denotado 2° e tem quatro (N, = 2>" = 2* = 4) experimentos
em vez dos oito experimentos do fatorial completo 2°. Analogamente, o
fatorial de fracdo meia 2! tem 16 (Nexpf =251 =2% = 16) experimentos, em
vez dos 32 do fatorial completo 2°.

N
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Um fatorial fraciondrio de fragdo um quarto (%4) para planejamenth
com dois niveis e f fatores reduz o niimero de experimentos para a quarta
parte, relativamente ao planejamento completo. Tal planejamento de fra-
¢do ¥ é denotado 272 Assim, um planejamento de fragdo % para cinco fa-
tores é denotado 2% e tem oito (NEX]Df =252 = 23 = 8) experimentos em vez
dos 32 do fatorial completo 2°. Um fatorial de fracdo ' para trés fatores
ndo pode existir, pois resultaria em um ndmero de experimentos (232 = 2)

menor que o nimero de fatores a estudar.

Em planejamentos fatoriais fraciondrios 2°*, hd uma resolu¢do ma-
xima que se pode alcangar igual a f, no maximo. O planejamento de reso-
lugdo méxima tem a menor quantidade de confundimentos entre efeitos
e também a maior eficiéncia para detectar efeitos principais dos f fatores
estudados. Exemplo: Para o planejamento fatorial fraciondrio 2*' podem-
-se construir planejamentos de resolu¢do quatro ou trés; no caso do pla-
nejamento fatorial fraciondrio 25° podem-se construir planejamentos de
resolucdo cinco, quatro ou trés.

A notacgdo para indicar a resolu¢do de um planejamento fatorial fra-
ciondrio € um indice em algarismos romanos. Exemplos: O planejamento
2?,; "tem resolucdo quatro, enquanto o planejamento 2}‘1}] de resolucao trés
estuda o mesmo nimero de fatores com o mesmo ntimero de experimen-
tos (ensaios), mas é menos eficiente que o planejamento 2?,;1. O planeja-
mento 2;,;4 tem resolucdo trés, a menor possivel para um fatorial 2" (esse
é o planejamento que aparece na Tabela 11 da Decisdo 2002/657/EC [10]
(ver Tabela A.XIL.7). Ndo mostraremos aqui como se obtém o valor da re-
solugdo de um planejamento fatorial fraciondrio (ver a bibliografia espe-
cializada [4, 29,43]).

Planejamentos fatoriais fraciondrios de resolugdo trés confundem
. oL . . ~ 5-2
efeitos principais com os efeitos de interacao de segunda ordem (e.g., 2, ou
7-4 . .. . L. ~ ~
2,,;)- Os planejamentos fatoriais fraciondrios de resolugdo quatro nao con-
fundem mais seus efeitos principais com os efeitos de interagdo de segunda
. 4-1 5-2
ordem, mas os confundem com os de terceira ordem (e.g., 27, ou 27~ ou

27-%). Os planejamentos fatoriais fraciondrios de resolucdo cinco somente
confundem efeitos principais com os efeitos de interacdo de quarta ordem
(e.g. 2,5/"1 ou 2:/"2 ou 218/‘3 ). Quanto mais alta a resolu¢do mais pura fica a

estimativa dos efeitos principais a partir dos contrastes de primeira ordem.

Em alguns casos, é possivel construir diferentes planejamentos fa-
toriais fraciondrios com a mesma resolugdo, quando ela é menor que a re-
solucdo maxima. Esses diferentes planejamentos tém diferentes eficiéncias
entre si. Exemplo: Trés planejamentos 2?1;1 diferentes podem ser construi-
dos com a mesma resolugdo trés.

O planejamento fatorial fraciondrio com o menor ndmero de experi-
mentos ainda maior que o de fatores é chamado de planejamento fatorial
fraciondrio saturado. Exemplo: Para sete fatores o planejamento fatoriay
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@Cionério saturado é 27, que é um planejamento de fragdo 1/16, e resulta
em oito (2°) experimentos em vez dos 128 experimentos do planejamento
completo 27. Para cinco fatores o planejamento fatorial fraciondrio satura-
do é 2°2, que também tem oito experimentos. Para cinco fatores ndo existe
o planejamento fraciondrio de fragdo 1/8, que resultaria em menos experi-
mentos (2°° = 4) que fatores.

A Tabela AXIL5, a Tabela AXIL6 e a Tabela A.XIL.7 mostram os
coeficientes de contraste para os planejamentos fatoriais fraciondrios 2% 1V ’

5-2  ~7-4
2 I e2 1 » respectivamente, todos de apenas oito experimentos (ensaios).

Para construir a tabela de coeficientes de contraste de um planeja-
mento fatorial fraciondrio de fragdo meia para estudar f fatores, procede-se
da seguinte forma:

1. Constréi-se primeiramente uma tabela de coeficientes de con-
trastes da média e dos efeitos principais de um planejamento fa-
torial completo, para um fator a menos do que se deseja. Assim,
para obter o planejamento 2*! para quatro fatores, é necessario
construir a tabela do planejamento completo 2°. Dessa forma,
tém-se os coeficientes de contrastes para a média global e para
os f—1 fatores que se deseja estudar.

2. Justapde-se a direita da tabela construida, no passo anterior, a
coluna dos contrastes do f-ésimo fator obtido, multiplicando-se
os elementos das colunas anteriores linha a linha.

3. Constrdi-se cada uma das colunas das intera¢ées da mesma for-
ma que para um planejamento fatorial completo, multiplicando
os elementos das colunas dos fatores que interagem.

Tabela A.XIL.5 - Planilha para um planejamento fatorial fracionario
2‘1‘;1 sem replicacéo

| Exp/ | |  Fatores |  Interagdes | |
IEI---IIIIIIE

B - :

- “F + = = + = = + + = - 86
- <F = AF = =r = =F - = =r - 201
| 42 B ] ] |
BE Bl - -2 =2
“ “F + = “F = = =+ = = == - 66
- <F = AF AF = = = iF iF = - 185
“ + + + s + + + + + + |+ 286

NN 138,87 2,25 114,75 51,75 69,75 8,75 24,75 26,75 26,75 24,75 8,75

Fonte: Adaptacao das tabelas 4.4 e 4.5 em [4].

Notas: Contr. = contrastes.
Relagao geradora do fator 4: 4=123.

Obs.: A matriz planejamento dos niveis alto e baixo para cada fator em cada experimento é mostrada na area

\inbreada
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Na Tabela A.XIL5, os fatores sdo a temperatura (1) nos niveis 403
(=) e 60°C (+); o solvente de extracdo (2) nos niveis acetonitrila (-) e eta-
nol (+); o tempo de extragdo (3) nos niveis 100 min (-) e 120 min (+); e
a granulometria da amostra sob extracdo (4) nos niveis 150 Mesh (=) e
200 Mesh (+).

As respostas R sdo as recuperagdes percentuais do analito em cada
experimento (ou ensaio ou amostra) de extracéo.

Os padrdes de confundimento sdo: 1=234, 2=134, 3=124, 4=123,
12=34, 13=24, 14=23 e 1=1234.

5-2
Tabela A.XII.6 — Planilha para um planejamento fatorial completo 2

em replicacdo

| Fatores |  Interaes | |
1 ] 2] 3] 4]5]12]13]14[15]23]R|

Amostra

| Exp/ | |
M |

+ -+ + + 52
+ + = = + + = = A + + 92
+ = + = + = = + = + - 198
“ + + + = = = + = = = = [ 113
+ = = + + = + = = -+ - 122
n + + = + = = = A = = = | 75
+ - + + - + - - + - + 189
“ + + + + + + + + + + + 286

BN 1410 1,5 111,0 545 67,0 45

Fonte: Adaptacao das tabelas 3.3 e 3.4 em [4].

Notas: Contr. = contrastes.
Relagdes geradoras: 4=123, 5=23.

Obs.: A matriz planejamento dos niveis alto e baixo para cada fator em cada experimento (ou ensaio) é
mostrada na area sombreada.

Os fatores sdo a temperatura (1) nos niveis 40°C (-) e 60°C (+); o
solvente de extragdo (2) nos niveis acetonitrila (-) e etanol (+); e o tempo
de extracdo (3) nos niveis 100 min (-) e 120 min (+); a granulometria da
amostra sob extracao (4) nos niveis 150 Mesh (-) e 200 Mesh (+); e o volume
de solvente de extra¢do (5) nos niveis 150 ml (-) e 200 ml (+).

As respostas R sdo as recuperagdes percentuais do analito em cada
experimento (ou ensaio ou amostra) de extracéo.

Os padrdes de confundimento sdo: 2=35, 3=25, 5=23, 1=234, 2=134,
3=124, 4=123 e 1=1234.

Para evitar erros, é sempre aconselhdvel usar uma planilha eletr6ni-
ca para obter as tabelas dos coeficientes de contrastes dos planejamentos
fatoriais desejados e para os cdlculos de seus efeitos.

As tabelas A.XIL8, AXIL9, A.XIL.10, A.XIL.11 e A.XIL.12 apresentam
os coeficientes de contrastes para os planejamentos fatoriais fracionérioy
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/nélo saturados 2,6/1"1, 2,7/’2, 22:/’3, 23"4, e 2:/0"5. Todos esses planejamentos
apresentam resolu¢do mdxima e ndo misturam os efeitos principais com
os de interagdo de segunda e nem de terceira ordens. Assim, eles tém efi-
ciéncias, suficientemente altas para os estudos de robustez e levam a 32
(NeX]Df = 32) experimentos ndo replicados. Essas tabelas foram construidas
sob a hipdtese de que os efeitos principais dos fatores diminuem do pri-
meiro fator para o tltimo. Se essa ordem de importancia for verificada
ap0s o estudo de robustez, entdo esses planejamentos sdo os de maior
eficiéncia para detectar os efeitos principais dos fatores, apesar dos con-
fundimentos inerentes dos fatoriais fraciondrios. Por isso, no uso dessas
tabelas, é sempre conveniente ordenar, com base nas expectativas e expe-
riéncias anteriores, os fatores em ordem decrescente de importancia espe-
rada para atribuir-lhes os seu simbolos numéricos 1, 2, 3 etc., procurando
fazer com que o fator 1 seja o mais importante e assim sucessivamente,

apos o estudo de robustez.

As planilhas eletrénicas para planejamentos fatoriais fraciondrios das
tabelas A XIL.7, A.XIL.8, A.XIL9, A.XII.10, A.XII.11 e A.XII.12, assim como
outros fatoriais fraciondrios, envolvendo no méximo 32 (chpf < 32) experi-
mentos néo replicados, podem ser encontradas, juntamente com este Manu-
al de Garantia da Qualidade Analitica, no sitio do Mapa: <www.agricultura.
gov.br>. Dessa forma o usudrio deste Manual poderd sempre encontrar um

planejamento fatorial mais conveniente aos seus interesses e objetivos.

As planilhas eletronicas para planejamentos fatoriais completos até
sete fatores e planejamentos fatoriais fraciondrios até seis fatores (25, 2+,
2571, 252, 2671, 262 269) 50 apresentadas na referéncia [40] e estdo disponi-
veis no sitio: <http:/ /lqta.igm.unicamp.br/>.

O conjunto das 12 tabelas de coeficientes de contrates apresentadas
no Anexo XII disponibiliza ao usudrio deste Manual de Garantia da Qua-
lidade Analitica uma gama de possiveis escolhas de planejamentos para
realizar seu estudo de robustez particular. Os varios exemplos numéricos
incluidos permitem um autotreinamento do pessoal técnico, refazendo os
célculos apresentados.

Aconselhamos que, para um ntimero mais baixo de fatores, o usué-
rio faga mais replicagdes de modo a, se possivel, realizar 32 ou no maximo
48 experimentos no total. Por exemplo, para os planejamentos fatoriais 2°
ou 2*' ou 2°? ou 27 poder-se-ia realizar quatro, cinco ou seis replicagdes
por experimento; para os planejamentos fatoriais 2* ou 2°' ou 2°? a reali-
zagdo de duas replicagdes por experimento ja levaria aos 32 experimentos
e de triplicatas a 64 experimentos.

Os ntdmeros de replicagdes para cada experimento de um planeja-
mento fatorial ndo precisam ser todos iguais (planejamento ndo balance-

N
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ado). Pode-se, inclusive, ndo replicar alguns experimentos. Sempre qh
possivel procure replicar no minimo dois experimentos, replicando um
experimento entre aqueles que contiverem o maior niimero de sinais nega-
tivos (niveis baixo) e outro entre aqueles de maior ntimero de sinais positi-
vos (niveis altos) na matriz de planejamento.

Para facilitar a realizacdo dos experimentos na bancada, é aconse-
lhédvel construir um formuldrio de registro dos experimentos, contendo a
matriz de planejamento com os valores dos niveis de cada fator no lugar
dos sinais + ou —. E possivel também substituir os nimeros em negrito,
simbolos dos fatores, por sua identificacdo textual. Esse formuldrio con-
terd também os campos para anotar os valores das respostas replicadas,
avaliadas em cada experimento. Um exemplo de formuldrio de registros é
apresentado na Tabela A.XIL.13, para o planejamento 2° apresentado na Ta-
bela A.XII.2, com a adi¢do de mais replicagdes de alguns dos experimentos
de forma ndo balanceada.

Critérios de Aceitacdao, Analise dos Resultados
dos Planejamentos Fatoriais

De posse dos valores dos efeitos e ou contrastes do planejamento
fatorial realizado, é necessdrio verificar se o valor de algum efeito/con-
traste principal ou de interagdo de segunda ordem, demonstrado como
significativo, é maior que trés vezes o desvio-padrao da precisdo interme-
didria (reprodutibilidade interna) s, do procedimento analitico (Atengao:
essa comparagao é com s, e nao com CV,).

Se todos os efeitos/ contrastes principais ou de segunda ordem sédo
menores que 3 X s,, entdo o procedimento analitico podera ser classificado
como “procedimento analitico robusto e adequado para as andlises de ro-
tina”, na faixa de variacdo estudada dos fatores de influéncia. Especificar
essas faixas por fator.

Se um ou mais desses efeitos/ contrastes de segunda ordem é maior
que 3 x s,, o procedimento analitico deverd ser classificado como “pro-
cedimento analitico de uso restrito”, na faixa de variagdo estudada dos
fatores de influéncia. Especificar essas faixas por fator. Nesse caso pode-se
também refazer o estudo de robustez para aqueles fatores que foram signi-
ficativos e uma faixa de variagdo (nivel alto menos nivel baixo) mais curta,
verificando a adequagdo nessa nova faixa.

Se um ou mais desses efeitos/contrastes principais é maior que
3 x s,, 0 procedimento analitico deverd ser classificado como “procedi-
mento analitico ndo robusto e inadequado para as andlises de rotina”, na

faixa de variacdo estudada dos fatores de influéncia.
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Gbela AXIL7 - Tabela dos coeficientes de contraste para um plane-

jamento fatorial fracionario saturado 2,,, com triplicata dos ensaios

[ Exp/ | |  Fatores | Respostas | | |
[ B N N A C L 9 9
+ 540 58012 5619
+ o+ = =+ o+ = - 659 662 6710 66 1
+ [ = %+ =+ [ = [+ [ = 5194505709 51 36
B - 7 PErEn pE e 5o 5209 540 52 4
+ - — 4+ % - - 4+ 507 585 5429 54 16
Bl - - - + - - + - 679702739 70 9
+ =+ 4 = 4+ = = 4223904450 42 9
BN - + |+ [+  +  + |+ |+ 60® 647 639 64 16
S0 3,45
(@i 56,88 12,25 -9,25 1,25 -0,75 6,75 0,25 3,75 —

Fonte: Adaptacao das tabelas 4.10 e 4.11 em [4].

Nota: Contr. = contrastes.
Relagdes geradoras: 4=123, 5=23, 6=13, 7=12.

Obs.: Esse é o planejamento fatorial que aparece na Tabela 11 da Decisao 2002/657/EC [10], usando letras
mailsculas e minusculas no lugar dos sinais e em ordem transposta a dessa tabela. As correspondéncias dos
simbolos dos fatores entre essas duas tabelas sdo: 1=C, 2=B, 3=A, 4=G, 5=D, 6=E, 7=F.

Como a Tabela A XIL.7 apresenta um planejamento saturado, os con-
trastes dos efeitos principais ja se confundem com os contrastes de efei-
tos de interagdo de segunda ordem e com os contrastes de interacoes de
ordem superiores: 1=27=36=45=234, 2=17=35=46=134, 3=15=25=47=124,
4=12=34=56=123, 5=13=24=57, 6=14=23=67, 7=15=26=37,

Se considerarmos as varidncias dos oito experimentos iguais entre si
(hip6tese de homoscedasticidade), entdo o intervalo de confianga para 95%
de nivel de confianga e grau de liberdade v = N °—°N, ~°="24°-°8°=°16 e

expf

t critico t‘mt,mV = tcrit;0,025;16 =2,120 ser4: IC = tmm,V x sefeito 2,12 x 1,41 =2,99.

Assim, concluimos que somente os contrastes relacionados aos efei-
tos principais 1, 2, 5 e 7 sdo significativamente diferentes de zero. No en-
tanto, essa conclusdo deve ser encarada com cautela, pois um teste F [vide
eq. (1) e pardgrafos seguintes ou a eq. (A.I.2) e pardgrafos seguintes] entre
os pares das varidncias dos experimentos, com graus de liberdade dois (tri-
plicata menos 1) para o numerador e denominador, tem um F critico igual
aF i anine = Faivoosoe = 19,00, porém, o F_,  para os experimentos trés e dois,
Ficanine = 36/1 =36, é maior que 19, implicando em diferenga significativa
dessas duas variancias, logo na heterocedasticidade dessas duas variancias.

Naéo calculamos aqui os contrastes associados aos efeitos de intera-
¢do de segunda ordem. Em um estudo de robustez pode valer a pena, tam-
bém, calculd-los e estudar suas significincias. Lembramos que os contras-
tes em um planejamento fatorial fraciondrio ndo medem os efeitos puros
devido aos confundimentos. Nesse exemplo, seria conveniente fazer um

\istudo com um planejamento completo 2* dos fatores 1,2, 5e 7.
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Tabela A.XI1.8 — Tabela dos coeficientes de contraste para um pIaneD

mento fatorial fracionario 2"
Exp. M | 1 | 2 |3 4|5 | 61201314 |15 1623|2425 | 26
+ - - - - - - + 4+ + + 4+ + + 4+ +
+ + - - - - + - - - - + 4+ + + -
+ - + - - - + - + 4+ + - - - -+
n + + + - - - - 4+ - - - - - - - -
+ - - + - - + + - 4+ 4+ - - + 4+ -
n + + - 4+ - - - - 4+ - - - - 4+ + +
+ -+ + - - /- - - + 4+ + + - - -
“ + + + + - - + + + - - 4+ + - -
n + = ==+ /=% + + - + - + - + -
m + + - - + - - - - 4+ - - 4+ - 4+ +
m + - + - + - - - 4+ - 4+ + - + - -
+ + + - + - + + - 4+ - + - + - +
+ ==+ |+ =lIl=-1+ - - + + - - + +
+ + - + + - + - + 4+ - 4+ - - + -
+ - + + + - + - - - 4+ - 4+ + - +
.+ + + + + - - 4+ + + - - + + - -
17 BB = [ = | = | = | & | & [RES e e R O N
+ + - - - 4+ - - - - 4+ - 4+ + - +
+ - + - - |+ - - + + - + - - + -
+ + + - - + + + - - 4+ 4+ - - + o+
+ ==+ [+ = + - + - 4+ - + - +
+ + - + - + + - + - 4+ 4+ - 4+ - -
+ - + + - + + - - 4+ - - 4+ - + +
+ + + + - + - + + - 4+ - + - + -
+ /=1 =-1=-1+ ++ - |+ + - - + + - - 4+
+ + - - + + + - - 4+ + 4+ + - - -
+ - + - + + + - 4+ - - - - + + +
+ + + - + + - 4+ - 4+ + - - + + -
+ ==+ + |+ + - - - - - - - -
+ + - + + + - - 4+ 4+ 4+ - - - - +
+ - + + + + - - - - - 4 4+ + + -
+ + + + + + + + + o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+
Exp | M | 1|2 |3 4|5 |6 [12]13 1415 1623|2425 |26
Nota: Relacoes geradoras: 6=12345.
Obs.: Para economizar espaco, apenas os coeficientes de contrastes da média global, dos seis fatores principais
e de nove interacoes de fatores sdo mostrados.
A matriz planejamento dos niveis alto e baixo para cada fator em cada experimento (ou ensaio ou amostra) é
mostrada na drea sombreada.

/
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@bela A.XIL.9 - Tabela dos coeficientes de contraste para um planeja-

mento fatorial fracionario 2/
Exp. | M| 1|2 |3 4567 [12]13]14] 15| 16] 17| 23|24
s | o o o sl m s = ]
+ +/- - - =-Il+ + - - - - 4+ + + +
Sl = S S R S R e s
n + £t l==1=1=1l=1+ - - = =-/=- /- =
s | v o =l = | =
n + + - 4+ - - - - - 4+ - - - - - +
+ =+t i==1r=0+ - - + + |+ - + -
n + + + 4+ - - + 4+ + + - - 4+ + + -
n + - - - 4+ - + - + 4+ - + - 4+ + -
+ + - -  + - - - - - 4+ - - - 4+ -
+ === -+ - +|+ - -+
+ + + - + - + 4+ + - + - + + - +
s | ] o sl =l =l ] = = =
+ + - 4+ + - 4+ + - + 4+ - + + - -
+ - + + + - 4+ - - - - 4+ - + + +
+ + + + + - - - + + + - - - + +
+ - - - - 4+ + - + 4+ + - - 4+ + +
S e e e e B e I
m Sl = R e R e R e
+ + + - - + + 4+ + - - 4+ + + - -
sl =l w s v lsml sl =l sl =] =]
+ + - 4+ - + 4+ + - + - + + + - +
+ - + + - 4+ + - - - 4+ - - + 4+ -
24 [ o o o e [ e B T R
+ - - - + 4+ - + + 4+ - - + - + -
+ + - - + + 4+ + - - 4+ + + + + -
+ - + - + 4+ 4+ - - + - - - + - +
+ + + - + + - - + - 4+ 4+ - - - 4+
+ B =+ - - - - ==
+ + - 4+ + + - - - + 4+ + - - - -
+ - + 4+ + + - 4+ - - - - 4+ - + +
+ + + 4+ + + + 4+ o+ o+ + 4+ o+ o+ o+ 4+
(Exp | M| 123 4|5]6]7 12131415 16]17]23 124
Nota: Relacbes geradoras: 6=12345, 7=2345.
Obs.: Para economizar espaco, apenas os coeficientes de contrastes da média global, dos sete fatores princi-
pais e de oito interacdes de fatores sdo mostrados.
A matriz planejamento dos niveis alto e baixo para cada fator em cada experimento (ou ensaio ou amostra) é
mostrada na drea sombreada.

.

198
MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO




Tabela A.XII.10 - Tabela dos coeficientes de contraste para um planeja-

mento fatorial fracionario 27>
[Exp. (M 1[2]3]4]5/6[7[8]12/13/14]115[16]17]18
“ + - - - - - - 4+ 4+ + + 4+ + + - -
+ + - - - - + 4+ - - - - - + + -
+ - + - - - 4+ - + - 4+ 4+ + - + -
n + + + - - - - - - + - - - - - -
+ == +l=-1=1+I/=-/=+ - + + - + +
n + + - + - - - - 4+ - + - - - - 4+
+ - + 4+ - - - 4+ - - - 4+ + + - +
n + + + + - - 4+ + + + + - - o+ o+ 4+
“ + == =+ = +*+/=-/= + + - + - + +
+ + - - + - - - + - - 4+ - - - +
+ - + - + - - 4+ - - 4+ - + + - +
+ + + - + - 4+ + + + - 4+ - o+ o+ o+
+ == +l+ = =-I|l+ + + - - + + - -
m + + - + 4+ - + + - - + + - 4+ + -
+ - + 4+ + - + - 4+ - - - 4+ - + -
e, + + + + + - - - - + + 4+ - - - -
17 BBl = | = | = =] & | & | = [ = [ 0
+ + - - - + - - + - - - + - - +
+ - + - - + - 4+ - - 4+ 4+ - + - +
+ + + - - 4+ 4+ + + o+ - - + o+ o+ o+
+ ==+ =-|/+ -+ ++ + - + - + - -
A+ + -+ -+ 4+ + - -+ -+ o+ 4+ =
+ - + + - 4+ + - + - - + - - 4+ -
+ + + + - 4+ - - - + 4+ - + - - -
+ - - - + 4+ - + + + + - - + - -
+ + - - + 4+ + + - - - + + + + -
+ - + - + + 4+ - o+ - o+ - = = o+ -
+ + + - + + - - - 4+ - + 4+ - - -
+ == I+ + +£/=-1=-+ - - - - + +
+ + - + + 4+ - - + - + + + - - +
+ - + 4+ + + - + - - - - - + - +
+ 4+ + + + 4+ 4+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
[Exp. (M| 1[2]3]4]5[6[7[8]12113/14115[16]/17]18
Nota: Relacoes geradoras: 6=12345, 7=2345, 8=1345.
Obs.: Para economizar espaco, apenas os coeficientes de contrastes da média global, dos oito fatores principais
e de sete interacoes de fatores sao mostrados.
A matriz planejamento dos niveis alto e baixo para cada fator em cada experimento (ou ensaio ou amostra) é
mostrada na drea sombreada.
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@bela A XII.11 - Tabela dos coeficientes de contraste para um planeja-

mento fatorial fracionario 277
exp. [ M 1 [ 2 [3 (45|67 189 12013 14]15]16]17]
+ - - - - - - 4+ + + 4+ 4+ + + + -
+ + - - - - + 4+ - - - - - - + +
+ - + - - - + - 4+ - - 4+ + + - +
n + + + - - - - - - + 4+ - - - - -
+ - - + - - 4+ - - + 4+ - + + - +
n + + - + - - - - 4+ - - + - - - -
+ - + 4+ - - - 4+ - - - - + + + -
n + + + 4+ - - + 4+ + + + + - - + +
n + - - - + - 4+ - - - 4+ 4+ - + - +
+ + - - + - - - + + - - + - - -
11 + - 4+ - + - - 4+ - 4+ - + - 4+ + -
+ + + - + - + 4+ + - + - + - + +
+ - - + + - - + + - 4+ - - + + -
+ + - + + - 4+ + - 4+ - + + - 4+ +
+ - + + 4+ - + - 4+ + - - - 4+ - +
m + + + + + - - - - - 4+ 4+ + - - -
+ - - - - 4+ 4+ - - - 4+ 4+ + - - +
+ + - - - + - - 4+ + - - - + - -
+ - + - - + - 4+ - + - 4+ + - + -
+ + + - - + + 4+ + - + - - + + +
+ - - + - 4+ - + + - 4+ - + - + -
A+ 4 -+ -+ 4+ + -+ -+ -+ o+ o+
+ - 4+ + - 4+ + - + + - - + - - +
+ + + 4+ - + - - - - 4+ 4+ - + - =
+ - - - + + - + 4+ + + + - - 4+ -
+ + - - + 4+ + + - - - - + 4+ + +
+ - + - + + + - + - - 4+ - - - 4
+ + + - + + - - - + 4+ - + + - -
+ = =+ + +/|+ - =-I|l+ + - - - - +
+ + - + + + - - 4+ - - + 4+ + - -
+ - + 4+ + + - 4+ - - - - - - 4+ -
+ + + 4+ + + + 4+ o+ o+ + 4+ o+ o+ o+ 4+
(Exp /Ml 112/3]4]5/6]718]19]12/13/14115/16]17]
Nota: Relacbes geradoras: 6=12345, 7=2345, 8=1345, 9=1245.
Obs.: Para economizar espaco, apenas os coeficientes de contrastes da média global, dos nove fatores princi-
pais e de seis interacdes de fatores sao mostrados.
A matriz planejamento dos niveis alto e baixo para cada fator em cada experimento (ou ensaio ou amostra) é
mostrada na area sombreada.
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Tabela A.XI1.12: Tabela dos coeficientes de contraste para um planeja-

mento fatorial fracionario 2,°~°
[Exp. |IM]1121314]5]6]7]8]9]10/12/13/14115]16
“ + - - - - - - 4+ + + + 4+ + + + +
+ + - - - - + 4+ - - - - - - - +
+ - + - - - + - + - - - + + + -
n +  + | =lIl=-1=-1=/=/=-/+*+*+ + - - - -
+ ==l s ===l ==+ -+ + -
n + + - 4+ - - - - 4+ - + - 4+ - - -
+ - + 4+ - - - 4+ - - + - - + + +
n + + + 4+ - - + 4+ + + - 4+ o+ - - 4+
“ + - - - + - 4+ - - - 4+ 4+ + - + -
+ + - - + - - - + + - - - + - -
+ - + - + - - 4+ - + - - + - + +
+ + + - + - + 4+ + - + 4+ - + - 4+
+ - - + + - - 4+ + - - 4+ - - + +
m + + - + + - + + - 4+ + - + 4+ - +
+ - + + + - + - + 4+ + - - - + -
e, + + + + + - - - - - - 4+ 4+ + - -
17 BBl = | = ==& 2| =] =] = | = IR
+ + - - - + - - + + + - - - + -
+ - + - - 4+ - + - 4+ + - + + - +
+ + + - - + + 4+ + - - 4+ - - + +
+ - - + - 4+ - + + - 4+ 4+ - + - +
A+ + -+ -+ 4+ + -+ - =+ = 4+
+ - + + - 4+ + - + + - - - + - -
+ + + 4+ - + - - - - 4+ 4+ + - + -
+ - - - + 4+ - + 4+ + - 4+ + - - +
+ + - - + 4+ + + - - 4+ - - 4+ + +
+ - + - + + + - + - + - + - - =
+ + + - + + - - - + - 4+ - + + -
+ - - + + 4+ + - - 4+ 4+ + - - - -
+ + - + + 4+ - - + - - - 4+ 4+ + -
+ - + 4+ + + - 4+ - - - - - - - 4
+ + + 4+ + + + 4+ o+ o+ + 4+ o+ o+ o+ 4+
(Exp /M| 112/3]4/5/6]7/819]10/12/13/14115/16
Nota: Relacdes geradoras: 6=12345, 7=2345, 8=1345, 9=1245, 10=1235.
Obs.: Para economizar espaco, apenas os coeficientes de contrastes da média global, dos dez fatores principais
e de cinco interacoes de fatores sao mostrados.
A matriz planejamento dos niveis alto e baixo para cada fator em cada experimento (ou ensaio ou amostra) é
mostrada na area sombreada.
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/'I'abela AXII13

Resp. da Validacao:

Lanagro-MG/CGAL/SDE/Mapa
Formuldrio de Registro de Estudo de Robustez com

Planejamento Fatorial Laboratério WelMAG

Procedimento em Validacdo: POP-LWM-019 - Andlise de Residuos de

Medicamentos em Carne Bovina por HPLC

Técnico da Validacao:

Data Inicio: 19ago10
Data Fim: 11set10

| | Fatores | Respostas replicadas

© =
=] = 5~
Exp./ © = o
Ensaio/ | & 2 g R. R. R.s R.s
Amostra| £ » o
& N b=
= m
40 MeCN 100 567 54@) 55@3 5309 5g4en 5012
60 MeCN 100 859 880
40 EtOH 100 491D 4705 48
P 60 EtOH 100 642 6319 632 620
40 MeCN 120 650 632 610
P 60 MeCN 120 920 950
40 EtOH 120 5709  60®
“ 60 FtOH 120 70® 7107 7208 7300 7204 74@

Obs.: Os fatores sdo a temperatura de extragdo (1) nos niveis 40°C
() e 60°C (+); o solvente de extracdo (2) nos niveis MeCN = acetonitrila
-) e EtOH= etanol (+); e o tempo de extragdo (3) nos niveis 100 min (-)
e 120 min (+).

—~

Asrespostas R, e R, sdo as recuperagdes percentuais do analito em
cada experimento de extragdo. Planejamento ndo balanceado dos N, =8
ensaios do planejamento fatorial com N, = 28 ensaios no total.

Verifica-se que com esses novos resultados as médias R . dos ex-
perimentos 1 a 8 sdo as mesmas que aparecem na Tabela AXIL.2. Logo
os valores dos efeitos principais e de interagdo também sdo os mesmos.
As variancias var , paraos experimentos 1 a 8, sdo agora: 2; 4,5; 1; 0,67;
4;,45;45¢e2.

Um novo teste F entre as duas varidncias mais diferentes entre si
(4,5€0,67) resultaem: F_ =4,5/0,67=6,7<10,1 = F 00515 = Farivariver 1StO

é, essas duas varidncias ainda sdo estatisticamente iguais no nivel de con-
fianca de 95%.
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O novo valor do desvio-padrdo agrupado é S, = [(5%x2 +1x4,5 + 2)
+3%0,67 +2x4 + 1x4,5 + 1x4,5 + 5x2) / (5+1+2+3+2+1+145)]* = [45,51 / 20]*
=1,51. E o novo desvio-padrao dos efeitos é s, = 0,57. Ot ., Critico para
20 graus de liberdade (v = N, = N, = 28 =8 =20) é: t_;, ., = Lirivo,0500 = 2,09-

O IC ao redor de cada efeito serd de (2,09 x°0,57 = 1,19).

Logo, como antes, os efeitos de interagdo 13, 23 e 123 sdo insignifi-
cantes, enquanto os trés efeitos principais e o da interagdo 12 sdo significa-
tivamente diferentes de zero.

/

203

MANUAL DE GARANTIA DA QUALIDADE ANALITICA




4 ANOTACOES
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ANEXO XIV \

Quadros Comparativos: Manual de Garantia
da Qualidade Analitica versus outras
Referéncias Normativas

Os quadros que se seguem fazem uma comparacdo simplificada
dos contetidos dos sete documentos ou normas internacionais com este
“Manual de Garantia da Qualidade Analitica”.

Na primeira série de quadros, o Manual é comparado com quatro do-
cumentos, nesta ordem: a Decisdao EC/657/2002 [10]; SANCO 10684 /2009
[11]; EC/333/2007 [12] e CODEX ALINORM 09/32/31-2009 [46].

Na segunda série de quadros, o Manual é comparado com os
outros trés documentos, nesta ordem: INMETRO DOQ-CGECRE-008
Rev 03 Fev/2010 [21]; Guia EURACHEM 1998 Fit for Purpose [15] e
IUPAC-AOAC Thompson 2002 [35].
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