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VALIDATION FOR CHROMATOGRAPHIC AND ELECTROPHORETIC METHODS. The validation of an analytical method
is fundamental to implementing a quality control system in any analytical laboratory. As the separation techniques, GC, HPLC
and CE, are often the principal tools used in such determinations, procedure validation is a necessity. The objective of this review
is to describe the main aspects of validation in chromatographic and electrophoretic analysis, showing, in a general way, the
similarities and differences between the guidelines established by the different Brazilian and international regulatory agencies.
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INTRODUCAO

A necessidade de se mostrar a qualidade de medigdes quimicas,
através de sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, estd
sendo cada vez mais reconhecida e exigida. Dados analiticos ndo
confidveis podem conduzir a decisdes desastrosas e a prejuizos fi-
nanceiros irrepardveis. Para garantir que um novo método analitico
gere informacdes confidveis e interpretdveis sobre a amostra, ele deve
sofrer uma avaliacdo denominada validagdo. A validacdo de um mé-
todo € um processo continuo que comeca no planejamento da estra-
tégia analitica e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e
transferéncia. Para registro de novos produtos, todos os 6rgaos regu-
ladores do Brasil e de outros paises exigem a validacdo de metodologia
analitica e, para isso, a maioria deles tem estabelecido documentos
oficiais que sdo diretrizes a serem adotadas no processo de valida-
¢do'"". Um processo de validagdo bem definido e documentado ofe-
rece as agéncias reguladoras evidéncias objetivas de que os métodos
e os sistemas sdo adequados para o uso desejado.

As técnicas de separag@o, tais como cromatografia gasosa (GC),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e eletroforese capi-
lar (CE), vém se destacando na quimica analitica pela capacidade de
realizarem andlises qualitativas e quantitativas em amostras
ambientais, farmacéuticas, bioldgicas e em alimentos. Neste contex-
to, esta revisdo tem como objetivo comentar os principais aspectos
da validagdo em métodos cromatograficos e eletroforéticos, mos-
trando as diferencas e similaridades entre as diretrizes estabelecidas
pelas diferentes agéncias reguladoras internacionais e do Brasil.

CONCEITOS BASICOS DO PROCESSO DE VALIDACAO

Virios autores definem validagdo de métodos e pode-se dizer
que os conceitos continuam evoluindo e estdo constantemente sob
consideracdo pelas agéncias reguladoras. Algumas definicdes podem
ser transcritas:
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¢ “Avalidacdo deve garantir, através de estudos experimentais, que
o método atenda as exigéncias das aplicag¢des analiticas, assegu-
rando a confiabilidade dos resultados” (ANVISA)*.

e “Validacdo € o processo de definir uma exigéncia analitica e con-
firmar que o método sob investigac@o tem capacidade de desem-
penho consistente com o que a aplicagdo requer” (Eurachem
Working Group)°.

e “Confirmagdo por testes e apresentagdo de evidéncias objetivas
de que determinados requisitos sdo preenchidos para um dado
uso intencional” (ISO/IEC 17025)%.

e A validagdo de métodos assegura a credibilidade destes durante
o0 uso rotineiro, sendo algumas vezes mencionado como o “pro-
cesso que fornece uma evidéncia documentada de que o método
realiza aquilo para o qual ¢ indicado para fazer” (USP)™.

e “Avaliagdo sistemdtica de um procedimento analitico para de-
monstrar que estd sob as condi¢des nas quais deve ser aplicado”
(WHO)".

Vidrios artigos e revisdes t€ém sido publicados a respeito de vali-
dacdo de métodos analiticos'®!>!¢2* os quais descrevem defini¢des,
procedimentos, pardmetros e estratégias de validagdo.

Dentro do ambito geral de validagdo de métodos € possivel dis-
tinguir dois tipos!®2!2326;

O primeiro, chamado de validag¢do no laboratorio (“in house
validation™), consiste das etapas de validacdo dentro de um tnico la-
boratério, seja para validar um método novo que tenha sido desenvol-
vido localmente ou para verificar que um método adotado de outras
fontes estd bem aplicado. A validacdo no laboratério € utilizada nas
etapas preliminares do desenvolvimento de uma metodologia e na
publicacdo de artigos para revistas cientificas, em que sdo avaliadas
todas as caracteristicas de desempenho da validacdo da metodologia,
porém sem verificar a reprodutibilidade. Pode-se considerar esta etapa
como sendo preliminar a validagcdo completa (“full validation”)™.

O segundo tipo, validagdo completa, envolve todas as caracteris-
ticas de desempenho e um estudo interlaboratorial que ¢ utilizado
para verificar como a metodologia se comporta com uma determina-
da matriz em vdrios laboratdrios, estabelecendo a reprodutibilidade
da metodologia e a incerteza expandida associada a metodologia como
um todo. S6 assim a metodologia pode ser aceita como uma
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metodologia oficial para uma determinada aplicag@o. Protocolos in-
ternacionalmente aceitos tém sido estabelecidos para a validagdo
completa, mais precisamente o Protocolo Harmonizado Internacio-
nal” e o procedimento ISO (“International Standard Organization™).
Estes protocolos requerem um nimero minimo de laboratérios e
materiais testes para serem incluidos no estudo interlaboratorial para
validagdo completa do método analitico. No Brasil os estudos de
comparagdes interlaboratoriais sdo coordenados pelo Instituto de
Pesquisas Tecnoldgicas (IPT), através do Programa Brasileiro de
Metrologia em Quimica.

LEGISLACAO

Existem razdes legais, técnicas e comerciais que justificam a
implantagdo da validagdo de métodos analiticos de separacdo, ape-
sar de ndo haver uma norma estabelecida de &mbito nacional ou in-
ternacional. Atualmente, para mostrar competéncia técnica, os labo-
ratérios que executam as andlises devem submeter-se a um
credenciamento (“accreditation”) de um 6rgdo vigente de ambito
nacional ou internacional.

No Brasil, hd duas agéncias credenciadoras para verificar a com-
peténcia de laboratérios de ensaios, a ANVISA (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitdria) e o INMETRO (Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial). Estes 6rgdos
disponibilizam guias para o procedimento de validacido de métodos
analiticos, respectivamente, a Resolu¢do ANVISA RE n° 899, de 29/
05/2003*¢ o documento INMETRO DOQ-CGCRE-008, de marco/
2003". Suas similaridades e diferencas podem ser melhor visualizadas
na Tabela 1.

E importante esclarecer que resolu¢des sdo documentos com
poder de lei, que devem ser obedecidas e guias sio documentos que
sugerem uma linha a ser seguida e sdo, portanto, abertos para inter-
pretacdo. Os guias sdo recomendacdes e sdo intencionalmente vagos
para deixar aos analistas a flexibilidade de adaptd-los de acordo com
o método a ser usado”.

Os parametros para validacao de métodos t€m sido definidos em
diferentes grupos de trabalho de organiza¢des nacionais ou interna-
cionais. Infelizmente algumas definicdes sdo diferentes entre as di-
versas organizagdes. Uma tentativa para harmonizar estas diferencgas
foi feita para aplicacdes farmacéuticas, através da ICH (“International
Conference on Harmonization”)?3, na qual representantes das indus-
trias e agéncias reguladoras dos EUA, Europa e Japao definiram
parametros, requerimentos e, em alguns casos, também metodologias
para valida¢do dos métodos analiticos.

Tabela 1. Parimetros de validacao do INMETRO!" e ANVISA*
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A TUPAC (“International Union of Pure and Applied Chemistry”)
também redigiu um documento técnico que define um guia para va-
lidacdo de métodos analiticos que tem sido utilizado pela ISO'. A
norma internacional ISO/IEC 17025, que € uma norma especifica
para laboratérios de ensaio e de calibracio, no item 5.4.5, apresenta
a “validacdo de métodos” como um dos requisitos técnicos impor-
tantes na qualidade assegurada dos laboratdrios de ensaio, bem como
a documentacdo do trabalho de validagdo". O US-FDA (‘“United
States Food and Drug Administration”) também tem proposto guias
sobre valida¢do de métodos®**!.

Assim, 6rgaos como ICH, IUPAC, ISO, ANVISA, INMETRO e
outros exigem o item validagdo de métodos analiticos como um re-
quisito fundamental no credenciamento para qualidade assegurada e
demonstragio de competéncia técnica®>’'*!". O que se pode observar
¢ que ndo hd um procedimento normatizado que estabeleca como
executar a validagdo de métodos instrumentais de separa¢do. Como
estes organismos sdo responsdveis por acompanhar e credenciar a
competéncia de laboratérios de ensaios, € importante ressaltar que
as diferentes terminologias e até algumas caracteristicas de desem-
penho do método tém, em sua maior parte, 0 mesmo significado,
porém descrito de uma maneira distinta, para aplicagdes diferentes.

PROCESSO DE VALIDACAO

E essencial que os estudos de validacio sejam representativos e
conduzidos de modo que a varia¢do da faixa de concentracdo e os
tipos de amostras sejam adequados. Um método para um composto
majoritdrio requer um critério de aceitagdo e uma abordagem dife-
rente de um método desenvolvido para andlise de tracos. A freqiién-
cia com que o método serd utilizado (muitas vezes em um dia, uma
vez em um dia para um estudo rdpido, uma vez em um més, etc.)
também influencia o tipo de estudo de validacdo que € necessario.
Os parametros analiticos devem ser baseados na intengao do uso do
método. Por exemplo, se um método serd usado para andlise qualita-
tiva em nivel de tracos, ndo ha necessidade de testar e validar a
linearidade do método sobre toda a faixa linear dindmica do equipa-
mento. O objetivo do método pode incluir também os diferentes ti-
pos de equipamentos e os lugares em que o método serd utilizado,
ou seja, se o método € desenvolvido para ser utilizado em instrumen-
to e laboratdrio especificos, ndo hd necessidade de usar instrumen-
tos de outras marcas ou incluir outros laboratdrios nos experimentos
de validagdo. Desta forma, os experimentos podem ser limitados para
o que realmente € necessario.

INMETRO

ANVISA

Especificidade/Seletividade
Faixa de trabalho e Faixa linear de trabalho
Linearidade

Limite de Detecgdo (LD)
Limite de Quantificagdo (LQ)
Sensibilidade (inclinacdo da curva)
Exatidao e tendéncia (bias)
Precisdo
Repetitividade
Precisdo Intermedidria
Reprodutibilidade
Robustez
Incerteza de medicao

Especificidade/Seletividade

Intervalos da curva de calibragdo

Linearidade

Curva de Calibragdo

Limite de Detecgdo (LD)

Limite de Quantificagdo (LQ)

Exatidao

Precisao
Repetibilidade (precisdo intra-corrida)
Precisdo intermedidria (precisdo inter-corrida)
Reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial)

Robustez




Vol. 27, No. 5

PARAMETROS ANALITICOS PARA VALIDACAO DE
METODOS

Os parametros analiticos normalmente encontrados para valida-
¢do de métodos de separacdo sdo: seletividade; linearidade e faixa de
aplicacdo; precisdo; exatiddo; limite de detecg¢do; limite de
quantificagdo e robustez.

Estes termos sdo conhecidos como parimetros de desempenho
analitico?, caracteristicas de desempenho'®!" e, algumas vezes, como
figuras analiticas de mérito.

Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separacdo € a capa-
cidade de avaliar, de forma inequivoca, as substancias em exame na
presencga de componentes que podem interferir com a sua determina-
¢do em uma amostra complexa. A seletividade avalia o grau de interfe-
réncia de espécies como outro ingrediente ativo, excipientes, impure-
zas e produtos de degradacdo, bem como outros compostos de propri-
edades similares que possam estar, porventura, presentes. A seletividade
garante que o pico de resposta seja exclusivamente do composto de
interesse'*2. Se a seletividade ndo for assegurada, a linearidade, a exa-
tidao e a precisdo estardo seriamente comprometidas.

O mesmo significado tem sido freqiientemente utilizado para o
termo especificidade*'>#202! Esta situa¢do gera confusdo desneces-
sdria e isto pode ser evitado utilizando somente o termo seletividade,
como sugerido pela [UPAC?.. Um método instrumental de separa-
¢do que produz resposta para uma Unica substancia de interesse, nor-
malmente um dado elemento, pode ser chamado de especifico e um
método que produz resposta para varios compostos quimicos, com
uma caracteristica em comum, pode ser chamado de seletivo!®.
Desde que ha poucos métodos cromatograficos que respondem a
apenas uma substancia, o termo seletividade € mais apropriado, como
sugerido pela IUPAC.

A seletividade € o primeiro passo no desenvolvimento e valida-
¢3o de um método instrumental de separagdo e deve ser reavaliada
continuamente durante a validag@o e subseqiiente uso do método.
Algumas amostras podem sofrer degradacio, gerando compostos que
ndo foram observados inicialmente, que podem coeluir com a subs-
tancia de interesse.

A seletividade pode ser obtida de vdrias maneiras. A primeira
forma de se avaliar a seletividade € comparando a matriz isenta da
substincia de interesse e a matriz adicionada com esta substancia
(padrdo), sendo que, nesse caso, nenhum interferente deve eluir no
tempo de retencdo da substdncia de interesse, que deve estar bem
separada dos demais compostos presentes na amostra'*12?2. Uma
segunda maneira € através da avaliagdo com detectores modernos
(arranjo de diodos, espectrOmetro de massas), que comparam o es-
pectro do pico obtido na separagdo com o de um padrio e utiliza-se
isto como uma indicac@o da presenca do composto puro'®332, Estas
duas maneiras sdo as mais utilizadas. O método de adi¢do padrio
também pode ser aplicado para os estudos de seletividade'*!*, porém
este método € utilizado quando ndo € possivel obter a matriz isenta
da substancia de interesse. Neste caso € feita uma curva analitica
com adi¢do da substincia de interesse na amostra e comparada com
uma curva analitica sem a presenca da matriz. Comparam-se entdo
as duas curvas analiticas e caso elas sejam paralelas, pode-se dizer
que ndo hd interferéncia da matriz na determinacgio da substancia de
interesse, portanto o método € seletivo. Outro procedimento para
avaliar a seletividade € através da coleta do composto de interesse e
realizagdo de nova analise por outra técnica cromatografica, ou com
métodos e técnicas que sdo especificos para a estrutura da substancia
de interesse como, por exemplo, espectrometria de massas, resso-
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nancia magnética nuclear, espectroscopia no infravermelho ou
bioensaios especificos's.

Linearidade e faixa de aplicacdo

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracao da substancia
em exame, dentro de uma determinada faixa de aplicagao®'*>2.

A correlacdo entre o sinal medido (drea ou altura do pico) e a
massa ou concentracio da espécie a ser quantificada muito raramen-
te € conhecida a priori. Na maior parte dos casos, a relagdo matema-
tica entre o sinal e a concentragdo ou massa da espécie de interesse
deve ser determinada empiricamente, a partir de sinais medidos para
massas ou concentracdes conhecidas dessa espécie®. Essa relacdo
matemadtica, muitas vezes, pode ser expressa como uma equacio de
reta chamada de curva analitica®. Um exemplo de curva analitica
pode ser visto na Figura la. Embora somente dois pontos definam
uma reta, na prética as linhas devem ser definidas por no minimo
cinco pontos que nio incluam o ponto zero na curva, devido aos
possiveis erros associados'’.

Matematicamente, a estimativa dos coeficientes de uma curva
analitica a partir de um conjunto de medigdes experimentais pode
ser efetuada usando o método matemadtico conhecido como regres-
sdo linear®. Além dos coeficientes de regressdo a e b, também &
possivel calcular, a partir dos pontos experimentais, o coeficiente de
correlac@o r*. Este parimetro permite uma estimativa da qualidade
da curva obtida, pois quanto mais préximo de 1,0, menor a disper-
sdo do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos
coeficientes de regressdo estimados. Para verificar se a equacdo de
regressao € estatisticamente significativa podem ser efetuados os testes
de ajuste do modelo linear, validade da regressdo, sua eficiéncia e
sua eficiéncia maxima**’. Um coeficiente de correlacio maior que
0,999 € considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos dados
para a linha de regressdao'>'** A ANVISA*recomenda um coefici-
ente de correlagdo igual a 0,99 e o INMETRO'' um valor acima de
0,90.

Em qualquer técnica instrumental, a relacdo linear simples, des-
crita pela equagdo y = ax + b, s6 € vdlida em um determinado inter-
valo de massa ou concentracdo da espécie medida. Este intervalo de
massas ou concentracdes, no qual se pode construir uma curva ana-
litica linear, € a faixa linear dindmica®. Ainda que as causas para a
perda de linearidade sejam caracteristicas de cada técnica, este € um
fendmeno que pode ocorrer com qualquer conjunto de dados. As-
sim, o célculo dos coeficientes de regressdo de uma curva analitica
deve ser acompanhado de uma cuidadosa inspecdo, para verificar se
todos os pontos a serem usados estdo dentro da faixa linear dindmica
correspondente. Augusto ef al.* descreveram uma forma de calcular
se os pontos de uma curva analitica estdo inseridos na faixa linear,
baseando-se em relagdes geométricas do grafico de regressdo. Uma
terceira abordagem ¢ dividir os dados do sinal pelas suas respectivas
concentragdes, fornecendo as respostas relativas'®. Um gréfico ¢
construido com as respostas relativas no eixo y e as concentracdes
correspondentes em escala logaritmica no eixo x. A linha obtida deve
ser horizontal sobre toda a faixa linear. Sdo desenhadas outras linhas
horizontais paralelas no grafico, para 95 e 105% da linha da faixa
linear. Conclui-se que o método € linear até o ponto onde a resposta
relativa intercepta a linha de 95 ou 105%. A Figura 1 mostra uma
comparacdo da determinag@o do intervalo linear dindmico através da
curva analitica cldssica (Figura 1a) e da sua representagio logaritmica
(Figura 1b). A constru¢@o da curva com a concentragdo em escala
logaritmica permite melhor visualiza¢do da faixa linear.

A faixa de aplicacdo corresponde ao intervalo entre o valor su-
perior e inferior da substincia em exame, que atenda aos requisitos
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Figura 1. Determinagdo grdfica das curvas de linearidade através da: (a)
curva analitica cldssica; (b) grdfico da razdo sinal/concentragdo Vvs.
concentragdo em escala logaritmica

de precisdo e exatiddo®. A faixa de aplicagéo é normalmente expres-
sa nas mesmas unidades dos resultados obtidos pelo método, e de-
pende do uso em questdo. Vdrias recomendagdes sdo encontradas na
literatura. Por exemplo, a ANVISA especifica um intervalo compre-
endido entre 80-120% da concentraco tedrica para farmacos e me-
dicamentos e de até 120% do limite maximo especificado para deter-
minagdo de impurezas*. Para residuos, o GARP (Associagdo Grupo
de Analistas de Residuos de Pesticidas)® recomenda uma faixa de
concentragdo com valores variando entre a metade e o quintuplo da
concentragdo do limite de quantificacdo. A IUPAC especifica que os
pontos da curva analitica devem ser igualmente espacados sobre a
faixa de concentragdo de interesse e que esta faixa compreenda 0—
150% ou 50-150% do valor esperado, dependendo de qual destas
duas opgdes for mais adequada'. Para produtos formulados, a ICH,
entre outros, recomenda uma varia¢do de + 20% do valor declarado
ou esperado®”2,

As diretrizes da ICH? e da ANVISA* especificam um minimo de
cinco niveis de concentracdo, juntamente com certos minimos de
variagdo especificados. O GARP também sugere cinco concentra-
¢oes que devem ser injetadas em ordem crescente de concentragao,
no minimo trés vezes cada, com estimativa do desvio padrao relativo
(RSD) entre as injegdes inferior a 5%. A I[UPAC recomenda seis ou
mais niveis de concentra¢do.

A quantificacdo do composto de interesse em valida¢do pode ser
obtida através dos seguintes métodos: padronizagio externa; padro-
nizagdo interna; superposicio de matriz; adigcdo padrio.

Padronizagdo externa

O método de padronizag@o externa compara a drea da substincia
a ser quantificada na amostra com as dreas obtidas com solugdes de
concentragdes conhecidas preparadas a partir de um padrdo. Prepa-
ram-se solu¢des da substancia a ser quantificada em diversas con-
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centragdes; obtém-se o cromatograma correspondente a cada uma
delas e, em um gréfico, relacionam-se as dreas obtidas com as con-
centragdes. Utilizando este grafico ou a equagdo da curva resultante,
pode-se calcular a concentracdo desta substincia na amostra a partir
da drea da substincia obtida no cromatograma resultante de uma
injecdo separada. Este método € sensivel a erros de preparo das amos-
tras e dos padrdes e de injecdo das solugdes padrdo e das amos-
tras***! e por isso deve ser feito a cada andlise.

Padronizagdo interna

O método de padronizacdo interna consiste na preparacdo das
solucgdes padrdo de concentragdes conhecidas da substincia de inte-
resse, as quais se adiciona a mesma quantidade conhecida de um
composto chamado padro interno. Apés andlise dessas solugdes,
constréi-se um grafico, relacionando a razdo de dreas (drea da subs-
tancia/drea do padrdo interno que tem concentragdo constante) com
a concentragdo (variada) da substancia. A amostra também € analisa-
da apds a adi¢do da mesma quantidade conhecida do padrdo interno.
Através da razdo de areas obtidas no cromatograma tem-se a con-
centragdo da substancia na amostra. Idealmente, a substincia usada
como padrdo interno deve ser similar a substincia a ser quantificada,
ter tempo de reteng¢@o proximo a esta substancia, nio reagir com a
substincia ou outro componente da matriz, ndo fazer parte da amos-
tra e, quando cromatografada, ficar separada de todas as demais subs-
tincias presentes na amostra**#!. Este dltimo requisito ndo € neces-
sario quando a deteccdo € feita por espectrometria de massas, na
qual cada composto produz um espectro caracteristico. O método de
padronizacdo interna € extremamente Util, especialmente pelo fato
de que independe de pequenas mudancas em varidveis experimen-
tais, como temperatura da coluna e tamanho da amostra. Este méto-
do ¢ bastante util em cromatografia gasosa, na qual se usa seringa
para inje¢do de amostra*’ e por isso deve ser feito a cada andlise.

Superposicdo de matriz

O método de superposi¢do de matriz (“matrix-matched”) con-
siste na adi¢cdo do padrdo da substancia em diversas concentragdes
em uma matriz similar a da amostra, isenta da substancia, e constru-
¢do do grafico de calibragio relacionando as dreas obtidas com as
concentragdes dos padrdes. O método de superposi¢io de matriz pode
ser utilizado para calibragdo, tanto com a padronizagio interna como
com a padronizagdo externa. Este método € usado para compensar o
efeito da matriz ou de possiveis interferentes e € de suma importan-
cia em determinacdes quando a matriz pode interferir na pré-con-
centragdo, extragdo, separagdo ou detecgdo da substincia de interes-
se. Sua principal vantagem sobre o método de padronizagio externa
é que fornece uma melhor correspondéncia com a composi¢do da
amostra. Por exemplo, se algumas substancias sdo determinadas em
soro humano e uma soluc¢do padrdo aquosa for usada na calibracao,
resultados erréneos podem ser obtidos por causa do efeito da matriz;
para tais medicdes, uma matriz de soro humano seria melhor para
realizar a calibragdo do que a solug¢do aquosa*. O método de
superposi¢do de matriz tem o inconveniente de ndo proporcionar a
magnitude do efeito de co-extratos, além de aumentar o custo e o
tempo das anélises®. Alguns autores acreditam que o efeito dos co-
extratos sobre a resposta da substancia de interesse deveria ser ava-
liado pela comparacdo do método de superposicdo de matriz com a
padronizac@o externa (padrdes preparados nos solventes)®. Apesar
de se obter uma calibrac@o confidvel com o método de superposi¢ao
da matriz, ele € somente uma forma para compensar efeitos da ma-
triz, mas ndo elimina situacdes analiticas tipicas: a intensidade de
um efeito e a concentracdo de interferentes na matriz podem diferir
de uma matriz ou amostra para outra*. Assim, em amostras nas quais
pode ocorrer o efeito da matriz e ndo se tem disponivel uma matriz
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isenta da substiancia de interesse para utilizar o método de
superposi¢io de matriz, deve-se utilizar o método de adi¢do padrao*.

Adicdo padrao

O método de adicdo padrio consiste na adicdo de quantidades
conhecidas da substincia de interesse que estd sendo analisada a
quantidades conhecidas da amostra, antes do seu preparo. Estas amos-
tras com o padrio incorporado sdo utilizadas para a obtengdo dos
cromatogramas. Constréi-se uma curva analitica relacionando as
quantidades da substancia adicionada a amostra com as respectivas
dreas obtidas. O ponto onde a reta corta o eixo das ordenadas corres-
ponde a drea do pico da substancia que estd sendo determinada, sem
qualquer adicdo do padrdo. A extrapolacio da reta define, no eixo
das abcissas, a concentracdo da substincia na amostra analisada®. O
método de adig¢do padrdo € trabalhoso, mas € especialmente impor-
tante quando a amostra € muito complexa, quando as interagdes com
a matriz sdo significativas e quando houver dificuldade de encontrar
um padrio interno adequado ou uma matriz isenta da substincia de
interesse*.

A Figura 2 mostra a interrelacéio entre o método de adigdo pa-
drdo, superposicio de matriz e padronizagdo externa. O comporta-
mento paralelo entre as linhas de regressdo mostra que o método tem
seletividade. De forma geral, pode-se dizer que o método de padro-
nizagdo externa € realizado quando nenhum erro sistematico prove-
niente da matriz ¢ suspeito, enquanto o método de superposicio de
matriz compensa o efeito da matriz e o método de adigdo padrio
corrige o efeito da matriz e as mudancas da resposta do instrumento.

Os métodos de quantificaciio ndo tém regras ou guias, exceto que
o método final selecionado deve fornecer a melhor exatidao possivel e
um alto nivel de precisao. O método escolhido para quantificagio deve
atingir estes objetivos em um menor tempo possivel, com um minimo
de envolvimento do operador, além de utilizar pouca quantidade de
amostra. O método de quantificac@o ideal dependera da amostra espe-
cifica, do nimero de amostras, da complexidade da matriz, da possibi-
lidade de automacao e da disponibilidade de padrdes.

yamoslra =

Adicdo padrédo

Yanalito + Ymatriz

Superposi¢ao de matriz

Padronizacéo externa

Xanalim

Xanaito + Xmatriz

Figura 2. Interrelagdo entre os diferentes métodos de construcdo da curva
analitica

Quanto aos aspectos praticos, o preparo das solu¢des padrao pode
ser realizado de diversas maneiras. Em uma delas, prepara-se uma
solucdo mais concentrada, a partir da pesagem do padrdo, denomi-
nada solucdo estoque, que deve ser preparada de acordo com o tem-
po de estabilidade da substancia em solucdo ou pelo menos a cada
seis meses. As solucdes preparadas por diluicdo sdo chamadas solu-
¢oes de trabalho e recomenda-se que sejam preparadas pelo menos a
cada duas ou trés semanas®. Duas abordagens ocorrem no preparo
das solugdes por diluiciio. Na primeira, as solugdes de trabalho po-
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dem partir de uma tnica solug@o estoque, através de dilui¢cdes suces-
sivas das solugdes de trabalho anteriormente preparadas ou através
do preparo de todas as solugdes diluidas, partindo sempre da solu-
¢do estoque. Este tltimo modo € o mais recomendado, porém, de-
pendendo da faixa de concentragdo em questdo, dilui¢des diretamente
da solucdo estoque podem envolver medi¢cdes de volumes tdo pe-
quenas que o erro se torna grande. A Figura 3a mostra um esquema
da seqiiéncia utilizando este modo de preparo. Uma outra aborda-
gem para o preparo das solugdes de trabalho € mostrada na Figura
3b. Neste caso, sdo preparadas duas solugdes estoque de concentra-
¢oes diferentes e as solucdes de trabalho sdo preparadas a partir des-
tas duas solugdes, seja por dilui¢cdes sucessivas ou partindo das solu-
¢oes estoque. Este modo de preparo das solugdes de trabalho € mais
adequado, pois permite avaliar através da curva analitica o erro em-
butido na solugdo estoque, decorrente da pesagem dos padrdes.
Uma outra maneira de se preparar as solugdes seria através da
pesagem separada de cada concentragdo do padrdo da substincia da
curva analitica, ao invés da utiliza¢ao de dilui¢Ges sucessivas de uma
solugéo mais concentrada®. Esta é a maneira ideal de se preparar as
solugdes, pois a preparacdo individual mostra o erro verdadeiro na

diluigdes a partir
m da solugdo estoque

diluigdes

solugdo estoque 1 1 sucessivas
x, 1/ / 7, X5 inicianldo com
a solugdo
U \/ \/ u \/ estoque

diluigdes a partir
K\ da solugéo estoque

dilui¢des
sucessivas
1 iniciando com
/) X5 a solucdo
estoque 1

b)

solugdo estoque

1
l /xl

\/\/

diluicdes a partir
da solugéo estoque

diluigées
sucessivas
/x4 iniciando com
a solucdo
estoque 2

solugdo estoque
2 \_/

Figura 3. Modos de diluicdo da solucdo estoque: a) dilui¢do a partir de

2
Y o

uma solugdo estoque e b) dilui¢do a partir de duas solugdes estoques (1 e
2) preparadas com concentragoes diferentes
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preparagdo de todas as solugdes padrio e ndo, erros de dilui¢do. En-
tretanto, este método torna-se invidvel quando se trabalha com ana-
lise de tragos, jd que a quantidade de padrdo a ser pesada € tdo pe-
quena que a sensibilidade da balanca semi-microanalitica ndo per-
mite tais pesagens, devido aos erros associados.

Precisao

Representa a dispersdo de resultados entre ensaios independen-
tes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou pa-
drdes, sob condi¢des definidas®!!. A precisdo € avaliada pelo desvio
padrdo absoluto (o), que utiliza um ndmero significativo de medi-
¢des, normalmente maior que 20. Na prética, em validagdo de méto-
dos, o nimero de determinagdes ¢ geralmente pequeno e o que se
calcula € a estimativa do desvio padrdo absoluto (s).

X ¢ a média aritmética de um pequeno nimero de medi¢oes (média
das determinagdes), sendo uma estimativa de u, a média verdadeira
(média da populagdo); x; € o valor individual de uma medi¢doen € o
nimero de medicdes.

A precisdo também pode ser expressa através do intervalo de
confianca da média, que € uma faixa de valores no qual existe uma
determinada probabilidade de se encontrar um certo valor de uma
varidvel, calculada pela equagdo:

R S
Intervalo de confianca da média =X+t T
n

em que: t_ = valor critico da distribui¢do de Student com n-1 graus
de liberdade. O valor t € tabelado e apresenta valores para diferentes
niveis de confianca.

Outra expressao da precisao € através da estimativa do desvio padrao
relativo (RSD), também conhecido como coeficiente de variagio (CV).

RSD (%) ou CV (%) = > x100
X

Normalmente, métodos que quantificam compostos em macro
quantidades requerem um RSD de 1 a 2%. Em métodos de andlise
de tragos ou impurezas, sdo aceitos RSD de até 20%, dependendo da
complexidade da amostra'®. Uma maneira simples de melhorar a pre-
cisdo ¢ aumentar o nimero de replicatas.

A precis@o em validagio de métodos € considerada em trés niveis
diferentes: repetitividade; precisdo intermedidria; reprodutibilidade.

Repetitividade

A repetitividade (“repeatability”) representa a concordancia en-
tre os resultados de medicdes sucessivas de um mesmo método,
efetuadas sob as mesmas condi¢cdes de medicdo, chamadas condi-
cdes de repetitividade: mesmo procedimento; mesmo analista; mes-
mo instrumento usado sob as mesmas condi¢des; mesmo local; re-
peti¢des em um curto intervalo de tempo. O termo repetitividade €
adotado pelo Vocabuldrio Internacional de Metrologia*, sendo utili-
zado pelo INMETRO. Por outro lado, a ANVISA utiliza 0 mesmo
conceito para o termo repetibilidade®.

A repetitividade envolve vdrias medi¢des da mesma amostra, em
diferentes preparacdes e €, algumas vezes, denominada precisdo intra-
ensaio'>* ou intra-corrida* e pode ser expressa através da estimativa
do desvio padrio relativo (RSD).

Naio se deve confundir repetitividade com precisdo instrumental,
a qual € medida pelas injegdes repetitivas, seqiienciais da mesma
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amostra (tipicamente 10 ou mais vezes), seguida pela média dos va-
lores da drea do pico ou altura do pico e determinag@o da estimativa
do desvio padrdo relativo de todas as injecdes.

Para a repetitividade, o INMETRO"' recomenda sete ou mais
repeticoes para o cdlculo da estimativa do desvio padrdo. A ICH® e
ANVISA* sugerem que a repetitividade seja verificada a partir de
um minimo de nove determinac¢des cobrindo o limite especificado
do procedimento (ex.: trés niveis, trés repeticdes cada um), ou a par-
tir de um minimo de seis determinacdes a uma concentragio similar
ao valor esperado.

Precisdo intermedidria

Indica o efeito das variacdes dentro do laboratério devido a even-
tos como diferentes dias ou diferentes analistas ou diferentes equi-
pamentos ou uma combinagdo destes fatores’.

A precisdo intermedidria € reconhecida como a mais representa-
tiva da variabilidade dos resultados em um tnico laboratério e, como
tal, mais aconselhdvel de ser adotada. O objetivo da validag¢do da
precisdo intermedidria € verificar que no mesmo laboratdrio o méto-
do fornecerd os mesmos resultados.

O numero de ensaios necessdrios para se avaliar a precisio inter-
medidria segue a mesma recomendagdo da ICH® e ANVISA* para o
célculo de repetitividade descrita acima. A precisdo intermedidria pode
ser expressa através da estimativa do desvio padrio relativo (RSD).

Reprodutibilidade

E o grau de concordancia entre os resultados das medicdes de
uma mesma amostra, efetuadas sob condi¢des variadas (mudancga de
operador, local, equipamentos, etc.)*. A reprodutibilidade refere-se
aos resultados dos estudos de colaborag@o entre laboratdrios e deve
ser considerada em situagdes como a padronizacdo de procedimen-
tos analiticos a serem incluidos, por exemplo, em farmacopéias, pro-
cedimentos do CODEX, etc. E muito comum encontrar desacordo
entre métodos analiticos. Isto aparece quando vdrios laboratdrios
analisam uma amostra em comum, em estudos colaborativos.
Freqiientemente, altas variagdes sdo observadas entre os resultados.
Assim, os dados provenientes de apenas um laboratdrio ndo sao su-
ficientes para avaliar a reprodutibilidade do método. Estudos
colaborativos nio sdo somente indispensdveis para avaliagdo da
reprodutibilidade, eles também podem ser de grande ajuda para tes-
tar a exatiddo do método™.

A TUPAC n@o aconselha tirar conclusdes com menos de cinco
laboratdrios e recomenda oito laboratérios em seu guia atual'®. Além
disso, mais critico que o nimero de laboratdrios envolvidos € que
estes possuam competéncia e habilidades similares aqueles que usa-
rdo o método em rotina.

A documentacio que apdia os estudos de precisdo em nivel de
reprodutibilidade deve incluir estimativa do desvio padrdo absoluto,
estimativa do desvio padrio relativo e intervalo de confianca. Horwitz
et al.®® estabeleceram uma relagio matemética para expressar a depen-
déncia entre valores do RSD e concentragdo da substancia, pelo exa-
me de resultados cumulativos de estudos colaborativos envolvendo
grande faixa de compostos de interesse, matrizes e técnicas analiticas.
Os valores obtidos por esta relacdo matemadtica sdo introduzidos em
um gréfico e originam a denominada Trombeta de Horwitz*.

Exatidao

Representa o grau de concordéancia entre os resultados individu-
ais encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia
aceito como verdadeiro®!'. E importante observar que um valor exa-
to ou verdadeiro € o valor obtido por uma medicdo perfeita e este
valor ¢ indeterminado por natureza®.
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A exatiddo € sempre considerada dentro de certos limites, a um
dado nivel de confianga (ou seja, aparece sempre associada a valores
de precisdo). Estes limites podem ser estreitos em niveis de concen-
tragdo elevados e mais amplos em niveis de tracos.

O niimero de ensaios varia segundo a legislacdo ou diretriz ado-
tada e também com as caracteristicas da pesquisa. A ICH? estabelece
que um minimo de nove determinagdes envolvendo um minimo de
trés diferentes niveis de concentracio deve ser obedecido. Por exem-
plo, ensaios em triplicata para trés niveis de concentracdo. Esta reco-
mendagdo € também adotada pela ANVISA*.

Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um mé-
todo sdo: materiais de referéncia; comparagdo de métodos; ensaios
de recuperacio; adicao padrao.

Materiais de referéncia certificados (CRM)

Os CRM sio materiais de referéncia acompanhados de um certi-
ficado que possui o valor de concentragdo de uma dada substancia,
ou outra grandeza para cada pardmetro e uma incerteza associada.
Os materiais de referéncia certificados sio fornecidos por organis-
mos reconhecidos e confiaveis, como NIST (“National Institute of
Standards and Technology” - USA), LGC (“Laboratory of the
Government Chemist” - UK), USP, FAPAS (“Food Analysis
Performance Assessment Scheme” - UK), etc.

Os valores obtidos pelo laboratério (a média e a estimativa do
desvio padrdo de uma série de replicatas) da mesma amostra padrao
devem ser comparados com os valores certificados do material de
referéncia, para verificar a exatiddo do método.

Comparagdo de métodos

Consiste na comparagdo entre resultados obtidos empregando-
se 0 método em desenvolvimento e os resultados conseguidos atra-
vés de um método de referéncia, avaliando o grau de proximidade
entre os resultados obtidos pelos dois métodos, ou seja, o grau de
exatiddo do método testado em relacéio ao de referéncia. Esta abor-
dagem assume que a incerteza do método de referéncia € conhecida.

As andlises sdo efetuadas em replicata, utilizando os dois méto-
dos em separado (o método em desenvolvimento e o método de refe-
réncia), sobre as mesmas amostras, em uma faixa de concentragdes
em que se pretende validar o método.

Ensaios de recuperacdo
A recuperacdo (ou fator de recuperacdo), R, € definida como a

propor¢do da quantidade da substancia de interesse, presente ou adi-

cionada na porcdo analitica do material teste, que € extraida e passi-
vel de ser quantificada™.

A informagdo de recuperacdo pode ser estimada de CRM (em
que a quantidade de substancia € previamente conhecida), quando
disponiveis, ou de um composto substituto (“surrogate”). O substi-
tuto € definido como um composto ou elemento puro adicionado ao
material teste, no qual o comportamento quimico e fisico € represen-
tativo da substéncia de interesse na forma nativa*'. Diz-se que o com-
posto € um substituto porque este € transferido para a amostra e pode
nao estar efetivamente no mesmo equilibrio que se encontra a subs-
tancia na forma nativa, entdo determina-se a recuperacao do substi-
tuto, fazendo uma “correcdo de recuperagdo” para a substancia de
interesse®. Os compostos substitutos, adicionados nas amostras,
podem ser de vdrios tipos:

* padrio da substincia adicionado a matriz isenta da substancia
ou a amostra (fortificagio, incorporagdo, dopagem, enriqueci-
mento, termos provenientes do inglés “spiking”); o US-FDA re-
conhece duas categorias de padrdes de referéncia: compendiais
e ndo compendiais. Os padrdes de referéncia compendiais sdo
obtidos de fontes como a USP e ndo necessitam de caracteriza-
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¢éo posterior. Os padrdes de referéncia ndo compendiais sdo subs-

tancias com elevado teor de pureza, que podem ser obtidas atra-

vés de um esforco razodvel e devem ser cuidadosamente caracte-
rizados para garantir sua identidade, poténcia e pureza. E reco-
mendével que fatores de corre¢@o de pureza sejam incluidos em
qualquer célculo existente no método.

e uma versdo da substancia modificada isotopicamente e

e composto quimicamente diferente da substincia de interesse, mas
representativo de seu comportamento. Algumas vezes este com-
posto é denominado padrdo interno®*!.

A limita¢@o do procedimento de recuperacdo € a de que a subs-
tancia adicionada ndo estd, necessariamente, na mesma forma que a
presente na amostra. Isso pode implicar, por exemplo, na presenga
de substancias adicionadas em uma forma que proporcione melhor
detec¢do, ocasionando avaliagdes excessivamente otimistas da recu-
peracdo. Pelo fato de outros componentes da matriz poderem inter-
ferir na separacdo, detecgdo ou na quantificagcdo da substincia, efei-
tos dos componentes da matriz devem ser investigados.

E importante considerar como a eficiéncia do método varia em
funcdo da concentragio da substancia. Na maioria dos casos, a disper-
sdo dos resultados aumenta com a diminui¢do da concentracdo e a
recuperacdo pode diferir substancialmente a altas e baixas concentra-
¢oes. Por esse motivo, a recuperagdo deve ser avaliada na faixa de
concentracio esperada para o composto de interesse. Isto pode ser
feito adicionando a substancia em pelo menos trés diferentes concen-
tragdes, por exemplo, préximo ao limite de quantifica¢@o, préximo a
concentragdo mdxima permitida pelo método em teste e em uma con-
centragdo proxima a média da faixa de uso do método. Para andlises
em nivel de residuos, o GARP recomenda que se trabalhe nos niveis
de adigdo de 1, 2 e 10 vezes o valor de limite de quantificagdo®. Para
componentes em maiores concentragdes, os niveis de adi¢do podem
ser 50, 75, 100, 125 e 150% do nivel esperado para a substincia®.

As medig¢des de recuperacdo sio as mais comuns devido a difi-
culdade em se obterem CRM (que, para certas aplicagdes, nem exis-
tem) e sdo expressas em termos de porcentagem da quantidade me-
dida da substancia em relagdo a quantidade adicionada na matriz
(branco ou placebo), em um determinado nimero de ensaios’'.

Os intervalos aceitdveis de recuperac@o para andlise de residuos
geralmente estdo entre 70 e 120%, com precisdo de até + 20%%.
Porém, dependendo da complexidade analitica e da amostra, este
valor pode ser de 50 a 120%, com precisdo de até + 15%%.

Adicdo padrao

Este método € usado quando for dificil ou impossivel preparar
um branco da matriz sem a substancia de interesse. Um exemplo
seria a andlise de -caroteno em amostras de mamao, nas quais o 3-
caroteno sempre estard presente.

No método de adi¢@o padrdo, quantidades conhecidas da subs-
tancia sao adicionadas em diferentes niveis numa matriz da amostra,
antes do procedimento de preparo da amostra, que ja contenha quan-
tidades (desconhecidas) da substancia®®. A concentracdo da substan-
cia de interesse na amostra original pode ser determinada gréfica e
matematicamente, como ja mostrado anteriormente. Em geral, para
adi¢do padrao, uma boa abordagem € adicionar 25, 50 e 100% da
concentragdo esperada da substincia na matriz**. A amostra sem adi-
¢do do padrdo e cada uma das amostras com o padrdo adicionado
devem ser analisadas e as quantidades medidas relacionadas com a
quantidade adicionada.

Limite de Detec¢io (LD)

O limite de deteccdo (LD) representa a menor concentracdo da
substancia em exame que pode ser detectada, mas nfo necessaria-
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mente quantificada, utilizando um determinado procedimento expe-
rimental®'".

O LD pode ser calculado de trés maneiras diferentes: método
visual, método relag@o sinal-ruido, método baseado em pardmetros
da curva analitica.

Método visual

E utilizado para determinar o limite de detecciio utilizando a
matriz com adicio de concentragdes conhecidas da substancia de
interesse, de tal modo que se possa distinguir entre ruido e sinal
analitico pela visualiza¢@o da menor concentragao visivel (detectdvel).
Este procedimento também pode ser feito através do instrumento
utilizando pardmetros de detec¢do no método de integragao.

Meétodo da relagdo sinal-ruido

Este método pode ser aplicado somente em procedimentos ana-
liticos que mostram o ruido da linha de base. Para determinar a rela-
¢do sinal-ruido, € feita a comparacdo entre a medicao dos sinais de
amostras em baixas concentragdes conhecidas do composto de inte-
resse na matriz¥ e um branco (matriz isenta do composto de interes-
se) destas amostras. Assim, € estabelecida uma concentragdo mini-
ma na qual a substancia pode ser facilmente detectada. A relacéo
sinal-ruido pode ser de 3:1 ou 2:1, proporgdes geralmente aceitas
como estimativas do limite de detec¢@o.

Meétodo baseado em pardmetros da curva analitica
O limite de deteccdo (LD) pode ser expresso como:

LD=33x>
S

onde s € a estimativa do desvio padrdo da resposta, que pode ser a
estimativa do desvio padrdo do branco, da equacdo da linha de re-
gressdo ou do coeficiente linear da equacio e S € a inclinago (“slope™)
ou coeficiente angular da curva analitica.

Para calcular estes dados, uma curva analitica deverd ser feita
utilizando a matriz contendo o composto de interesse na faixa de
concentragdo préxima ao limite de detec¢do. Softwares como
Microsoft Excel® ou Microcal Origin® podem calcular os pardmetros
da curva e a estimativa do desvio padrio relativo destes pardmetros.
Para adquirir melhor compreensao dos cdlculos envolvidos, pode-se
consultar livros de estatistica®™*.

Limite de Quantificacdo (LQ)

O limite de quantificacio (LQ) representa a menor concentraciio
da substancia em exame que pode ser medida, utilizando um deter-
minado procedimento experimental®'.

Como o LD, o LQ € expresso como uma concentracdo, sendo
que a precisdo e exatiddo das determinacdes também devem ser
registradas. Esse critério ¢ uma boa regra a ser seguida, porém nao se
deve esquecer que a determinacdo do LQ representa um compromis-
so entre a concentracdo, a precisio e a exatiddo exigidas. Isto signi-
fica que, quando decresce o nivel de concentra¢do do LQ, a medi¢ao
torna-se menos precisa. Se houver necessidade de maior precisio,
uma concentra¢do maior deve ser registrada para o LQ. O método
analitico e seu respectivo uso ditam esse compromisso.

Os mesmos critérios de LD podem ser adotados para o LQ, uti-
lizando a relag@o 10:1, ou seja, o LQ pode ser calculado utilizando o
método visual, a relagdo sinal-ruido ou a relagdo entre a estimativa
do desvio padrio da resposta (s) (que pode ser a estimativa do desvio
padrdo do branco, da equacdo da linha de regressdo ou do coeficien-
te linear da equag@o) e a inclinagdo da curva analitica (S), em niveis

Quim. Nova

proximos ao LQ, a partir da equacio:
s
LQ=10x—
Q S

O método mais utilizado € o da rela¢do sinal-ruido para técnicas
analiticas em geral, porém em técnicas analiticas de separagdo, como
as cromatograficas e eletroforéticas, a medi¢do do ruido nio € trivial
e as vezes subjetiva (jd que a curva analitica € construida com a drea
e ndo somente o sinal do detector). Além disso, tanto o LD quanto o
LQ podem ser afetados pelas condigdes cromatograficas. Picos mai-
ores aumentam a relacdo sinal-ruido, resultando em LD e LQ mais
baixos. Além disso, a determinacao cromatografica desses parametros
deve considerar tanto o tipo quanto o tempo de uso da coluna.

O melhor caminho para resolver este problema do calculo do
LD e LQ € utilizar o método baseado nos parametros da curva anali-
tica, que € estatisticamente mais confidvel. A curva analitica deve
conter a concentracio correspondente ao LQ.

Robustez

De acordo com o INMETRO!, a robustez de um método
(“robustness”) mede a sensibilidade que este apresenta face a peque-
nas variagdes. Diz-se que um método € robusto quando ele nio €
afetado por uma modificagdo pequena e deliberada em seus
parametros. A robustez de um método cromatogrifico ¢ avaliada,
por exemplo, pela variagdo de pardmetros como a concentragdo do
solvente organico, pH e forga idnica da fase mével em HPLC, pro-
gramacdo da temperatura, natureza do gds de arraste em GC, bem
como o tempo de extracdo, agita¢do, etc. As mudangas introduzidas
refletem as alteragdes que podem ocorrer quando um método € trans-
ferido para outros laboratérios, analistas ou equipamentos™®.

Para determinar a robustez de um método, o INMETRO recomen-
da o teste de Youden''. Trata-se de um teste que permite ndo sé avaliar
arobustez do método, como também ordenar a influéncia de cada uma
das variacdes nos resultados finais, indicando qual o tipo de influéncia
de cada uma dessas variagdes. Por este teste sao realizados oito ensai-
os com uma combinacdo fatorial dos efeitos e verifica-se qual o efeito
ou combinagdo de efeitos que apresentam variacdes.

A TUPAC' utiliza o mesmo conceito de robustez para a palavra
“ruggedness”. A USP também utiliza o termo “ruggedness”, mas
com uma defini¢do diferente, que lembra reprodutibilidade: “A
robustez de um método analitico € o nivel de reprodutibilidade dos
resultados dos testes obtidos pelas andlises de algumas amostras sob
uma variedade de condi¢des normais de teste, tais como diferentes
laboratorios, diferentes analistas, diferentes instrumentos, diferentes
lotes de reagentes, diferentes dias, etc.”'.

Em HPLC, a robustez pode ser avaliada, por exemplo, variando
o contetido de metanol na fase mével em + 2%, o pH da fase mével
em 0,1 unidades de pH ou a temperatura da coluna em + 5 °C. Se
estas mudancas estiverem dentro dos limites de exatiddo,e precisio e
seletividade aceitdveis, entdo o método possui robustez e tais varia-
¢oes podem ser incorporadas ao procedimento.

Em trabalhos nos quais hd mudangas de fornecedores, marcas
ou equipamentos ao longo do desenvolvimento e validacdo das
metodologias, sem alterag@o significativa nos resultados, pode-se
dizer que o método possui uma robustez intrinseca, pois manteve
sua resposta em meio a mudangas de ambiente de andlise.

ESTABILIDADE DOS PADROES E DAS AMOSTRAS

Para gerar resultados confidveis e reprodutiveis, as amostras, 0s
padrdes e reagentes usados devem ser estdveis por um periodo razo-
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avel (por ex. um dia, uma semana, um més, dependendo da necessi-
dade)'?. Freqiientemente, em equipamentos automatizados, as corri-
das cromatograficas sdo realizadas durante a noite para melhor apro-
veitamento do funcionamento do laboratério. Esta prética requer mai-
or estabilidade das solucdes. A estabilidade das amostras e padroes €
importante em termos de temperatura e tempo. Se uma soluciao nio
for estdvel em temperaturas ambientes, a diminui¢do da temperatura
pode aumentar a estabilidade das amostras e padrdes. Com relagio
ao tempo, estabilidade de dias ou meses € mais desejavel, entretanto
em alguns casos, as solugdes precisam ser preparadas cada vez que
forem realizadas as andlises™.

Em certos tipos de amostras, faz-se necessario avaliar a estabili-
dade da substancia para determinar o tempo de estocagem das amos-
tras®®. Tempos longos de estocagem de amostras bioldgicas, por exem-
plo, aumentam a probabilidade de degradacio dos compostos de in-
teresse, com subseqiiente formacdo de metabdlitos. Conhecendo a
estabilidade, as andlises podem ser completadas antes de ocorrer a
degradacao.

CONFORMIDADE DO SISTEMA

Antes de realizar experimentos de validacdo ou mesmo andlises
de amostras, deve-se avaliar se o sistema utilizado para a andlise €
capaz de fornecer dados de qualidade aceitdvel. Esta avaliacdo €
alcangada com experimentos de conformidade do sistema (“‘system
suitability”), que pode ser definida como um conjunto de testes para
garantir que o equipamento utilizado esta apto a gerar resultados de
exatiddo e precisdo aceitdveis. A conformidade do sistema pode cau-
sar didvidas quanto ao seu alcance e, por isso, € encontrada em duas
abordagens.

A primeira considera que a resolug@o e a repetitividade do siste-
ma cromatografico sejam adequadas para a andlise a ser realizada.
Assim, a conformidade do sistema € verificada antes que o desenvol-
vimento do método e a validagdo tenham sido completados. Os cri-
térios selecionados sdo baseados no desempenho do método deter-
minado durante a validagdo. Por exemplo, se o tempo de retencio da
amostra fizer parte do critério de conformidade do sistema, a sua
variagdo (estimativa do desvio padrdo) pode ser determinada duran-
te a validagdo, que pode ter uma variacéo de 3%, por exemplo (base-
ado nos resultados de validagdo) durante o uso rotineiro.

A segunda abordagem considera o sistema como um todo e inclui,
além do sistema cromatografico, a calibracio e manutencdo dos equi-
pamentos e instrumentos utilizados em todo o procedimento analitico,
dentro das especificagdes. Neste caso, a conformidade do sistema ba-
seia-se no conceito de que o equipamento, componentes eletronicos,
operagdes analiticas e amostras constituem um sistema integral que
pode ser avaliado como um todo. Pode-se dizer, entdo, que a confor-
midade do sistema € a verificacdo de um sistema para garantir a sua
qualidade antes ou durante a andlise de amostras desconhecidas.

Alguns autores consideram que, se o sistema estiver qualificado, a
validagdo do método pode ser desenvolvida. Algumas vezes os critéri-
os para avaliacdo da conformidade do sistema sdo definidos antes da
validacdo e, quando realizados durante as andlises, estes testes garan-
tem que o desempenho do sistema estd apropriado para o uso.

Os parametros a serem medidos e seus limites recomendados, de
acordo com a US-FDA, estdo na Tabela 2°. Tipicamente, no minimo
dois destes critérios sdo requeridos para garantir a conformidade do
sistema.

REVALIDACAO

Dentro de um laboratério € provavel que, apés um periodo de
tempo, certos reagentes e equipamentos possam ter sofrido altera-
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Tabela 2. ParAmetros de conformidade do sistema e recomendagdes®

Parametro Recomendacdo

Fator de retencdo (k) O pico deve estar bem separado
de outros picos e do pico
correspondente ao tempo de
retengdo de um composto nio

retido (t,), k > 2

Repetitividade (RSD) RSD < 1% paran > 5

Resoluc¢ao (Rs) Rs > 2 entre o pico de interesse
e o interferente potencial mais
préximo (impureza, produto de

degradacio)

Fator de alargamento (TF) TF<2

Numero de pratos da coluna (N) Em geral deve ser > 2000 para

HPLC

¢des, seja por mudanga de fornecedor, troca de componentes ou des-
gaste do equipamento provocado pelo uso constante. E possivel que
o desempenho do método e, entdo, a validade dos resultados gerados
pelo método sejam afetados por estas mudangas. A revalidag@o, que
pode ser necessdria em tal situacdo, € a reavaliacdo de um método
analitico validado em resposta a uma mudanga em algum aspecto do
método'®>S. E impraticdvel e provavelmente desnecessario revalidar
um método que tenha sofrido “pequenas mudancas”. Propde-se que
estas pequenas variagcdes sejam avaliadas durante a validag¢@o, no
parametro de robustez, e que a revalidacdo de método seja limitada
as situagdes como mudancas de maiores extensdes. Para métodos de
separacdo, alteragdes significativas poderiam ser devido a mudancas
no produto para o qual o método foi validado, no instrumento, no
reagente (tipo ou fabricante) ou no procedimento.

A revalidacdo também deve ser considerada quando a proposta
e/ou o nivel de qualidade desejado do método s@o alterados, o proce-
dimento € modificado, ou mesmo quando um método € usado nova-
mente apds um certo periodo de tempo.

Com respeito a quais pardmetros devem ser inclusos na
revalidacdo, pode-se dizer que quanto maiores as alteracdes no mé-
todo, maior deve ser a abrangéncia da revalidagao.

CONCLUSAO

Os conceitos de validacdo de métodos continuam a evoluir e es-
tdo sempre sob considerag@o. A proposta deste trabalho foi fornecer
ao leitor uma visdo dos conceitos e procedimentos de validagdo uti-
lizados no desenvolvimento de métodos instrumentais de separacdo
pelos laboratdrios industriais, académicos e governamentais. Varias
discussdes foram inseridas no decorrer do texto, mas alguns pontos
devem ser enfatizados para finalizar este tema.

As técnicas cromatogréficas e eletroforéticas sdo alvos primor-
diais dos procedimentos de validagdo, pois envolvem monitoramentos
que dizem respeito a aspectos como saude publica, monitoramento
ambiental, comércio exterior e controle de qualidade de produgio.

A legislacdo, no que diz respeito a validagdo de metodologias,
tem vdrias nuances e diferentes interpretacdes. Parte desta caracte-
ristica € intencional, pois permite a adaptagio para cada tipo de pro-
blema. A legisla¢do brasileira tem sido melhor definida nos dltimos
dois anos, através de resolugdes e recomendagdes do INMETRO e
ANVISA, inspiradas em diretrizes da ICH e do grupo EURACHEM.
Para que um estudo de validagdo seja conduzido com sucesso, € ne-
cessdrio que se tenha amplo conhecimento da legisla¢@o referente as
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substancias em estudo (pesticidas, firmacos, etc.) e das diretrizes
propostas pelas agéncias reguladoras que atuam na(s) drea(s) em
questdo. O ideal € que se faga uma opg¢do por uma linha a ser seguida
e que a utilize durante todo o processo.

Finalmente, € importante esclarecer que a validacdo de métodos
deve ser planejada antes de seu desenvolvimento e execugdo. A es-
tratégia de validagdo € especifica e € influenciada pelo procedimento
analitico utilizado, pela natureza e concentragdo do composto de in-
teresse e pela matriz. Correlacionando-se o desenvolvimento,
otimizacdo e valida¢do de métodos de uma maneira logica e organi-
zada, os laboratérios podem gerar resultados bastante eficientes e
produtivos. A valida¢do de métodos pode ser um processo tedioso,
mas a qualidade dos resultados gerada estd diretamente relacionada
com a qualidade deste processo.
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