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1. ASPECTOS TEORICOS

1.1 OBJECTIVO

Este documento - “Validacio de Métodos Internos de Ensaio em Andlise Quimica” - tem como
objectivo a uniformizagao de critérios utilizados para demonstrar que um método interno de ensaio,
nas condi¢oes em que é praticado, tem as caracteristicas necessarias para a obtengao de resultados com

a qualidade exigida.

Este documento estabelece linhas de orientagdao a seguir pelos Laboratorios Quimicos que pratiquem

métodos internos de ensaio.

1.2 INTRODUCAO
Um método de ensaio é um processo que envolve manipulagdes susceptiveis de acumularem erros
(sistematicos e/ou aleatérios), podendo assim, em algumas situagdes, alterar de forma significativa o

valor do resultado final.

E fundamental que os Laboratérios disponham de meios e critérios objectivos, para demonstrarem,
através da Validacdo, que os métodos internos de ensaio que executam, conduzem a resultados

crediveis e adequados a qualidade pretendida.

1.3  DEFINICOES

Para os fins deste documento adoptaram-se as seguintes defini¢oes:

Ensaio - Operagao técnica que consiste em determinar uma ou mais caracteristicas de um produto,

processo ou servigo, segundo um modo operativo especificado (NP EN 45001).

Método de Ensaio - Procedimento técnico definido para a realizacao de um ensaio (NP EN 45020).




Método Normalizado - Método de ensaio que segue o indicado numa norma de ensaio ou documento
normativo equivalente. Assume-se que, estes métodos foram devidamente validados, estao sujeitos a
actualizacdo periddica, e sdo reconhecidos pela comunidade laboratorial nacional ou internacional
(Guia Lab GO03). Incluem-se neste tipo de métodos, métodos internacionalmente reconhecidos, tais
como os da A.O.A.C., Standard Methods, para os quais, devem ser verificados os parametros
fundamentais de valida¢ao, nas condi¢oes de execugao e para os fins especificos de cada Laboratorio,

de forma a evidenciar a fiabilidade dos resultados obtidos.

Método Interno - Método de ensaio que nao segue uma norma de ensaio (nacional ou internacional) ou

documento normativo equivalente. Excluem-se desta situacdao as tradugOes e as reformatacdes (sem
alteracao do conteudo técnico) de normas existentes (Guia Lab G03). Incluem-se nesta definigao, os
métodos adaptados/modificados, cujo conteddo técnico deriva de Normas, mas que niao segue as

mesmas na integra.

Norma de Ensaio - Norma que define métodos de ensaio, por vezes acompanhadas de outras

disposi¢Oes respeitantes ao ensaio, tais como amostragem, utilizagio de métodos estatisticos e

sequéncia de ensaios (NP EN 45020).

Norma - Documento estabelecido por consenso e aprovado por um organismo reconhecido, que
fornece, para utilizacio comum e repetida, regras, linhas orientadoras ou caracteristicas, para
actividades ou seus resultados, visando garantir um nivel de ordem 6ptimo, num dado contexto. As
normas devem fundamentar-se em conhecimentos conjugados da ciéncia, da técnica e da experiéncia

(NP EN 45020).

Documento Normativo - Documento que define regras, linhas orientadoras ou caracteristicas para

actividades ou seus resultados. Incluem-se nesta definicao, normas, defini¢des técnicas, coédigos de boa

pratica e regulamentos (NP EN 45020).

Organismo Reconhecido - Organismo de normalizagdo ou outra organizacdo com reconhecida

credibilidade internacional no sector técnico em causa.



Material de Referéncia Certificado - Material de Referéncia em que os valores de uma ou mais

propriedades foram certificados por um processo tecnicamente valido, e que ¢ acompanhado de um

certificado (ou outro documento) emitido por um organismo de certificagdo (Guia ISO 30).

Material de Referéncia - Material ou substancia com uma ou mais propriedades suficientemente bem

estabelecidas para serem usadas na calibracio de aparelhos, avaliagio de métodos de analise ou

atribuicao de valores a materiais (Guia ISO 30).

Ensaio Interlaboratorial - Organizacdo, realizagdo e avaliagio de ensaios da mesma amostra (ou

similares) ou material por dois ou mais Laboratorios diferentes, de acordo com condi¢bes previamente

definidas (Guia ISO 43).

2. VALIDACAO DE METODOS INTERNOS DE ENSAIO

21  DESCRICAO DO METODO

Quando se pretende validar um método interno de ensaio ter-se-a de efectuar a sua descricao e

caracterizacio.

A descricao dos métodos internos de ensaio deve ser feita em documentos, de forma detalhada, de
modo que qualquer pessoa com preparagao adequada o possa executar. Estes documentos deverao

conter 0os mesmos elementos de uma norma, nomeadamente:

Elementos identificadores do documento

- Titulo ou designagao do ensaio;

- Codigo identificador do ensaio;

- Revisio/edicio;

- Data de entrada em vigor e responsaveis pela sua elaboragao e aprovacao;

- Numero de cada pagina e nimero total de paginas.



Elementos descritivos do método

- Resumo ou referéncia aos principios teéricos da determinagao indicando as grandezas
influentes no resultado;

- Campo de aplicagao (tipo de produtos, grandeza a determinar, gama de medicao, restri¢oes,
etc);

- Equipamento, material e reagentes;

- Processo de calibracao (utilizacao de padroes, ensaios de referéncia ou em branco, tragado da
curva de calibracio, etc);

- Procedimento de ensaio (condi¢Oes operatérias, condi¢oes ambientais, critérios de
aceitacio/rejeicao, etc);

- Processo de calculo dos resultados (férmulas, tratamento de dados, apresentagao de

resultados, etc).

Elementos bibliograficos e normativos

- Referéncias bibliograficas e normativas.

Deverao, quando aplicavel, existir elementos/registos complementates sobre:

- Amostragem (colheita, prepara¢io, conservacao e acondicionamento das amostras);
- Caracteristicas do método utilizado pelo Laboratério;

- Precaugoes de seguranca;

- Validacao do método;

- Validagao e controlo do “Software” (calculos e apresentagao de resultados);

- Controlo de aplica¢ao em rotina;

- Calculo de incertezas.

2.2 GRAU DE EXIGIBILIDADE

Sempre que um Laboratério pratica métodos internos de ensaio tera que instruir um processo de
validagao desses métodos, que inclua todos os registos obtidos. A validagdo dos métodos internos deve

ser adaptada a cada caso, sendo progressivamente mais exigente para as situa¢oes indicadas:



1- Uma modifica¢do menor da técnica ¢/ou do equipamento e/ou do produto relativamente a
uma norma (ou documento normativo equivalente) existente. Neste caso as alteragdes niao levantam

davidas sobre a equivaléncia técnica dos resultados;

2- Uma modifica¢ao maior da técnica e¢/ou do equipamento e/ou do produto relativamente a
uma norma (ou documento normativo equivalente) existente. Neste caso as alteragées originam duvidas

sobre a equivaléncia técnica dos resultados.

3- Método baseado em técnica de ensaio conhecida, cuja aplicagdo ao ensaio pretendido venha

descrita em literatura cientifica ndo existindo norma de ensaio correspondente.

4- Método de ensaio baseado em técnica de ensaio conhecida, mas cuja aplicagdo ao ensaio

pretendido nao venha descrita em literatura cientifica.

5- Método baseado em técnicas de ensaio, inovadoras, nao descritas na literatura cientifica.

Geralmente as situagoes 1 e 2 sdo as mais frequentes, enquanto as situacdes 4 e 5 se encontram mais

em Laboratérios de Investigagao.

Avaliado o grau de exigibilidade requerido para um método interno sera necessario realizar alguns
estudos de validagao antes de o colocar em rotina, durante a sua implementagao ou sempre que ocorra

uma alteracdo relevante do mesmo.

Os requisitos minimos para a validacao de métodos internos de ensaio dependem do tipo de método

em causa e compreendem o estudo e conhecimento dos parametros seguintes:

- Gama de trabalho/Linearidade;

- Limiares analiticos (Detec¢ao e Quantificacao);
- Sensibilidade;

- Precisio;

- Exactidao.



Isto é, para analises qualitativas, nao faz sentido determinar o limite de quantificacdo, a precisao, a
exactiddio e a linearidade/gama de trabalho. Neste tipo de andlises, o limite de detecgao, a
selectividade/especificidade e a robustez sio os pontos mais importantes na validacao. Em anélise
quantitativa, e caso o método seja aplicado em gamas vestigiarias, ja todos os requisitos acima citados
sao importantes. No caso de métodos quantitativos, com aplicagcdes a gamas de concentragdes elevadas,
nio faz sentido estudar os limiares analiticos. Para métodos inovadotes, o estudo da robustez do
método podera ser um factor chave para validar o mesmo. Assim, cabe ao Laboratério analisar quais

os parametros a incluir no seu plano de validagao, perante o tipo de metodologia em questao.

O processo de validagio envolve o estudo de parametros por avaliagao directa e por avaliagao
indirecta e devera pelo menos abranger as partes ou alteracdes cuja validacao nao tenha sido feita por

um organismo reconhecido.

2.3  AVALIACAO INDIRECTA

Este tipo de validagio ¢é efectuada por determinacio e evidéncia dos seus parametros caracteristicos.

2.3.1 ESPECIFICIDADE/SELECTIVIDADE

A Selectividade ¢ a capacidade de um método identificar e distinguir um analito em particular numa
mistura complexa sem interferéncia dos outros componentes. Hsta caracteristica ¢ essencialmente

funcao do principio de medida utilizado, mas depende no entanto do tipo de compostos a analisar.

Diz-se que um método ¢é especifico quando permite discriminar o analito relativamente a outras
substancias, eventualmente presentes na amostra a analisar, ou seja, quando oferece garantias que a
grandeza medida provém apenas do analito. Assim, sera necessario averiguar a possivel interferéncia de
outras substancias eventualmente presentes na amostra, utilizando para o efeito uma amostra complexa

(multi-componente).

Para avaliar as interferéncias poder-se-a realizar um teste de recuperagdao utilizando uma série de
amostras, com a mesma matriz, em que apenas varia a concentra¢gao do analito em propor¢des bem
conhecidas e ao longo de toda a gama de trabalho. Convém que as amostras sejam analisadas em

duplicado e em condi¢oes de repetibilidade.



Um método analitico pode ser considerado aplicavel (especifico e selectivo) quando na pratica, e apds a
realizacdo de testes de recuperagdo, se verificar que as taxas de recuperagdo sao proximas de 100%. O
éxito das taxas de recuperaciao depende obviamente do tipo de metodologia praticada, isto ¢, se para
alguns métodos se admite intervalos de recuperag¢ao mais alargados devido as proprias caracteristicas do
método, para outros nao poderdo ser tolerados grandes intervalos. Cabera ao Laboratério, que realiza
ensaios de recuperagao, ter critérios de aceitacao relativos as taxas de recuperagdo conseguidas,

baseados em dados e factos crediveis.

2.3.2 QUANTIFICAGAO

Para interpretar as informacoes veiculadas pelos estudos e ensaios efectuados, o analista apoia-se no

calculo de varios parametros, entre os quais se destacam:

Curvas de calibracio;
Limiares analiticos do método de ensaio;

Sensibilidade.

2.3.2.1 Curvas de Calibragao

Em analises quantitativas, a calibra¢iao indica um processo pelo qual a resposta dum sistema de medida

se relaciona com uma concentragao ou uma quantidade de substancia conhecida.

Em métodos instrumentais de analise, a calibra¢do analitica do equipamento processa-se geralmente do

seguinte modo:

O analista prepara uma série de solug¢des padrio em que a concentragio do parimetro a
dosear é conhecida;

Estas solugbes padrao de calibra¢io sio medidas num equipamento analitico, nas mesmas
condicoes das amostras a analisar;

Estabelece-se um grafico de calibracdo (sinal do equipamento em fungao da concentragao) e

determina-se a concentra¢ao do parametro nas amostras, por interpolagao.



Consideracoes:

E desejavel que a calibracio analitica seja efectuada aquando da andlise, devendo existir
critérios para aceitacao das curvas de calibracao relativos a linearidade e a estabilidade entre
calibragdes, definidos internamente. Recomenda-se o uso da norma ISO 8466-1 como
referéncia para calibragoes analiticas, designadamente para efectuar regressoes lineares pelo
método dos minimos quadrados;

Quando nio ¢ efectuada a curva de calibragao diaria, para cada série de amostras, cabera ao
Laboratério definir um processo para verificagao da validade da curva usada, face a critérios
de aceitaciao de desvios (Ex: evidenciar a sua estabilidade através de um historico de curvas
de calibraciao);

Os padrdes de calibracao devem distribuir-se equitativamente pela gama de trabalho;

O branco de calibracio (solu¢ao com todos os reagentes, com excep¢ao do analito a
analisar) ¢ muitas vezes diferente de zero e deve ser incluido na curva de calibra¢ao, quando
aplicavel,

Caso se utilize o método dos minimos quadrados, o eixo vertical (eixo y) representa sempre
a resposta instrumental do equipamento e, o eixo horizontal, (eixo x) representa sempre as
concentragoes dos padrdes, uma vez que se assume que os erros associados aos valores de x
sao desprezaveis face aos de y. No caso do equipamento/software efectuar os calculos de
outro modo, o Laboratério deve evidenciar em que condi¢bes se obtém resultados
comparaveis;

Quando a curva de calibra¢ao representa uma fung¢io polinomial do primeiro grau, isto ¢,
uma recta, e caso se utilize o método dos minimos quadrados para as regressoes lineares,
pressupoe-se que os erros tém uma distribuicdo normal e que existe homogeneidade de

variancias ao longo da recta.

A forma algébrica da equagao de uma recta ¢ dada por :

y=a+bx

Em que a representa a ordenada na origem e b o declive da recta.



Esta recta é formada por um conjunto de pares ordenados e independentes, (x1,y1); (X2,¥2)5--5 (XisYi)s---3

(xn,yN) que devera corresponder a N pontos marcados na recta. O ponto (x1,y1) pertence geralmente ao
branco. A média de valores de x (concentracao dos padroes utilizados) representa-se por X e a média

dos valores de y (sinal instrumental) representa-se por Y.

O calculo do coeficiente de correlagio, (p) pode ser usado como um dos parametros para avaliar uma

calibracdo analitica :

5 -5 i)
S5 [Si-5f |

i=1 i=1

k)
I

O valor do coeficiente de correlagao, pode tomar valores entre —1 e +1 (-1 < p < +1). Na figura
seguinte abaixo, verifica-se que um valor de p = +1 representa uma correlagao positiva (recta de declive

positivo) e que um valor de p = -1 representa uma correlacao negativa (declive negativo).

Em analise quimica, dependendo dos critérios internos do Laboratério e do proprio método analitico,

as curvas de calibracdo, geralmente, devem ter valores de coeficientes de correlagao superiores a 0,995.

p=+1 p=-1
8 4 8
6T 61
4 + 4 +
27 21
0 f 0 e
0 5 10 0 5 10

Gama de trabalho

Quando se utiliza uma metodologia que envolve o tragado de uma curva de calibragdo, a gama de
trabalho pode ser avaliada pelo teste de homogeneidade das variancias. Recomenda-se a norma ISO
8466-1 para modelos lineares e a norma ISO 8466-2 para modelos polinomiais de 2° grau. O recurso a

ajustes polinomiais deve ser devidamente fundamentado.



Para métodos que nao envolvam o tragado de curvas de calibracdo, a gama de trabalho tera de ser
definida previamente e podera ser funcao de alguns factores como a quantidade de amostra disponivel,

da boa visualizagao dos pontos de viragem e volumes gastos no caso de volumetrias.

Neste Guia sera abordada a avaliagdio da gama de trabalho para métodos que utilizem modelos de
calibracao lineares, dado serem os mais frequentes. De acordo com a norma ISO 8466-1 sio
recomendados dez pontos de calibragdo, nao devendo ser em nimero inferior a cinco, distribuindo-se
de igual modo na gama de concentragoes. O primeiro e o ultimo padrio siao analisados em 10 réplicas

independentes. Para um exemplo com padrées como recomendado na ISO 8466-1 o quadro tipico sera

1 xi yi,1 yi,2 yi,3 yi,4 vi,5 yi,6 yi,7 yi,8 vi,9 | y1,10

O oo J| & Ui K| O DN

—_
S

representando X; a concentragao e yj o sinal instrumental.
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Teste de homogeneidade de variancias
Determinam-se as variancias associadas ao primeiro e ultimo padrao (§%1 e S?10) do seguinte modo:

10

Z(yi,i ‘9i)2

2 j=1
S = n -1
sendo:
10
Zij
v o=t
Y; = n

para i=1 e i=10.

Sendo :
1- o numero do padrio (neste caso 1 vai de 1 a 10)

j — o numero de repeti¢ao efectuadas para cada padrio

As variancias sao testadas para examinar se existem diferencas significativas entre elas, nos limites da

gama de trabalho efectuando o calculo do valor teste PG:

2

S
a)PG =2
82
b)PG =
PO

sendo :

a) quando S?10 > S?

b) quando S? > S?0

1



Compara-se este valor de PG com o valor tabelado da distribuicio F de Snedecor / Fisher, para n-1

graus de liberdade :

Se PG < F : diferencas de variancias nao sao significativas e a gama de trabalho esta bem

ajustada.
Se PG > F : diferencgas de variancias sdo significativas e a gama de trabalho deve ser reduzida

até que a diferenga entre as variancias relativas ao 1° e ultimo padrao permitam obter PG <
F.

Linearidade

A linearidade pode ser avaliada através de um modelo estatistico, de acordo com a norma ISO 8466-1.

A partir de um conjunto de pares ordenados, calcula-se a fun¢ao de calibragio linear (ISO 8466-1) ¢ a

funcao de calibragdo nao linear (ISO 8466-2), bem como os respectivos desvios-padrao residuais, Sy/x e

Syz.

A diferenca das variancias (DS?) é calculada pela equacio seguinte :

DS§?2=(N-2).8/x-(N-3).8

em que N é o numero de padrdes de calibragio.

Calcula-se o valor teste, PG:

PG

e
Compara-se este valor de PG com o valor tabelado da distribui¢io F de Snedecor / Fisher :

Se PG < F: a funcao de calibracio é linear.

Se PG > F: a funcio de calibracao ¢ nao linear.

12



No caso de PG > F, deve-se avaliar a possibilidade de reduzir a gama de trabalho. Caso se justifique

recorrer a ISO 8466-2 ou a uma funcio susceptivel de bom ajuste.

Para avaliar a linearidade poder-se-a também recorrer a uma representacdo grafica da funcio
juntamente com o calculo e analise do coeficiente de correlacao. Este teste de linearidade deve ser bem
interpretado, pois os coeficientes de correlagio sao bons indicadores de correlagio, mas nao

necessariamente de linearidade.

A analise da gama de trabalho e da linearidade, tal como descrito anteriormente, deve ser encarada
como um estudo que deve ser realizado durante a fase de validacio/implementacio do método de
ensaio, ou sempre que se justifique. Todavia, no caso da gama de trabalho estar ja definida em
referéncia bibliografica reconhecida, pode tornar-se desnecessario analisa-la. Isto é, em rotina, apenas a
linearidade da curva de calibragao utilizada num determinado método analitico devera ser sempre

avaliada através da sua representa¢ao grafica juntamente com a analise do coeficiente de correlagao.

Método dos minimos quadrados

Por este método demonstra-se que os coeficientes a ( ordenada na origem ) e b (declive ) da recta de

regressdo de y em X,y = a + b x, sao dados por:

Sendo :

xj - valores individuais de concentraciao

yi - valores individuais de sinal instrumental
X - média de valores de x (concentracao dos padroes utilizados)

§/ - média dos valores de y (sinal instrumental)

13



Os coeficientes a e b dio uma estimativa da verdadeira funcao que ¢ limitada pela dispersao inevitavel
do método. A precisao da estimativa é quantificada pelo desvio padrio residual (S y/x) da recta de

regressao:

[Eb-tason]

% N -2

S

Este desvio padrio exprime a dispersao dos valores do sinal instrumental em torno da curva de

calibracio.

Os desvios padrio do declive b e da ordenada na origem a, sao dados por:

e podem ser usados para calcular os limites de confianca de a e b:

atxt.S, e bxtS

sendo t o valor da variavel de Student para o nivel de confianca desejado e (N - 2) graus de liberdade.

Nota pratica : a utilizagdo de software, como a folha de calculo “Microsoft Excel”, através de algumas

ferramentas disponiveis (“Ferramentas - Analisar Dados - Regressao), permite aceder facilmente aos

parametros estatisticos aqui citados.

14



A concentragao do analito na amostra (Xo) pode ser obtida a partir das equacOes seguintes :

a) Valor obtido a partir de um sinal instrumental yo:
x =
b

b) Valor médio obtido a partir de uma série de replicados, independentes, Y, sobre uma mesma

amostra :

y—a

b

A incerteza do valor interpolado de uma concentrag¢ao xo qualquer, é a combinagao da incerteza da
determinagao do valor medido e a incerteza da estimativa dos coeficientes de regressao. Da propagagao
dos erros, segue-se que para cada valor de concentra¢do xo, existe um intervalo de confian¢a do
verdadeiro valor de yo, cujos limites descrevem duas hipérboles que envolvem a recta de calibragao.

Assim, o desvio padrao estimado para uma concentragao qualquer xg é dado por :

N n bz'i(xi _;)2

i=1

X0

S%_ 1.1, (vo-v)

Sendo :

n — numero de ensaios independentes (replicados) efectuados para a amostra
Os limites de confianca de xo podem ser calculados pela equagao:
xo X t. Sxo

em que t representa a variavel de Student para (N-2) graus de liberdade, a determinado nfvel de

confianca.
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O desvio padrio do método (Sm) é uma caracteristica que permite ao analista verificar a qualidade do

seu trabalho:

2.3.2.2 Limiares Analiticos do Método de ensaio

Existem varias formas de calcular os limiares analiticos. Em seguida sao sugeridas algumas abordagens,
recomendadas na bibliografia internacional, que poderdo ser utilizadas para determinar estes

parametros da Qualidade.

Limite de Detecgio (L.D.)

Teor minimo medido, a partir do qual é possivel detectar a presenga do analito com uma certeza
estatistica razoavel. Este limiar analitico corresponde a mais pequena quantidade de substancia a
analisar que pode ser detectada numa amostra, mas nao necessariamente quantificada como valor

exacto.

Uma leitura inferior ao limite de detec¢ao nio significa, obviamente, a auséncia do analito a medir.
Apenas se pode afirmar que, com uma probabilidade definida, a concentragdo do componente em

causa sera inferior a um certo valor.
Em termos qualitativos, o conceito de limite de detecgdo corresponde a concentracio minima que é

possivel distinguir do branco, ou seja, de uma amostra que contém a mesma matriz mas nao contém o

analito (note-se que existem varios tipos de brancos).
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Para uma correcta definicao do limite de deteccdo é necessario introduzir dois conceitos de estatistica:

erro do tipo I e erro do tipo 1.

O erro do tipo I (risco o) ¢ a probabilidade de concluir pela presenca do componente em

analise quando de facto nao existe esse componente na amostra;

O erro do tipo I (risco B) é a probabilidade de concluir pela auséncia do componente em

analise, quando ele de facto existe.

Para uma correcta analise dos limiares analiticos, estes dois tipos de erros devem ser minimizados,

optando-se por usar as recomendacoes da IUPAC (o = B = 5%).
Em termos quantitativos o limite de detec¢ao ¢ obtido por:
a) Caso geral
LD.=Xo+K. 0o
em que :
- Xo ¢ a média aritmética do teor medido de uma série de brancos ou padroes vestigio (entre 10 e 20
ensaios), preparados de forma independente e lidos ao longo de varios dias de trabalho, isto é,
reproduzindo o mais possivel a situag¢ao de rotina;

- 09 representa o desvio padrao associado a Xp.

Se a lei de probabilidade de Xo ¢ suficientemente conhecida e partindo do principio que ¢é gausseana
(distribui¢ao normal de erros) entdo toma-se o valor de K = 3,3 para um nivel de confianga de cerca de
99,7%.

Assim, LD.=2Xy+ 3,3.00

b) Caso em que o método envolve a utilizagao de uma calibra¢ao linear
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Neste caso ter-se-a :

s
b

L.D.=

em que :
- Sy/x € o desvio padrio residual da curva de calibragao (ver método dos minimos quadrados)

- b é o declive da mesma.

Limite de Quantificagcio (L.Q.)

Corresponde a menor pequena concentracao medida a partir da qual é possivel a quantificagao do
analito, com uma determinada exactiddo e precisao. Na pratica, corresponde normalmente ao padriao
de calibracaio de menor concentracao (excluindo o branco). Este limiar, apds ter sido determinado,
deve ser testado para averiguar se a exactidao e precisdo conseguida ¢ satisfatoria. Este teste pode ser
realizado através da passagem, em condicdes de precisao intermédia, de uma série de padrdes internos,
cuja concentracao ¢ proxima ou igual ao limiar de quantificagdo. Segundo as recomendagdes da
IUPAC, o coeficiente de variagao (desvio padriao a dividir pela média dos valores encontrados) para

estes padroes nao deve exceder 10%.
Quantitativamente, o limite de quantificagao ¢ determinado por :
a) Caso geral
L.Q. =Xy + 10 oy
em que:
- Xo ¢ a média aritmética do teor medido de uma série de brancos (entre 10 e 20 ensaios), preparados de
forma independente e lidos ao longo de varios dias de trabalho, isto é, reproduzindo o mais possivel a

situacdo de rotina;

- 09 representa o desvio padrio associado a Xo.
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b) Caso do Padrio vestigio ou branco fortificado

Poder-se-a utilizar para estimar o L.Q. um conjunto de padrdes vestigio ou brancos fortificados,
independentes, testados em condi¢oes de precisao intermédia, e sobre os quais serdo feitos estudos de
exactiddo e precisao (erro relativo em relagio ao Padrio vestigio e coeficiente de variagio,
respectivamente). Adoptar-se-a como estimativa do L.Q., a concentra¢ao utilizada, desde que os

parametros antes citados revelem niveis aceitaveis (por exemplo : inferiores ou iguais a 10%0)

¢) Caso em que o método envolve a utilizagido de uma calibragao linear

10~S%

em que :
- Sy/x € o desvio padrao residual da curva de calibragao (ver método dos minimos quadrados)

- b é o declive da mesma.

Este limite ¢ utilizado frequente e preferencialmente nos relatérios de ensaio, devendo ser identificado

e quantificado de forma clara.

A actualizagao destes Limites (Deteccao e Quantifica¢ao) devera ser efectuada :

Sempre que ocorrem alteragoes de factores de influéncia tais como analista, reagentes,
equipamento, ambiente, entre outros;

Sempre que se faz nova curva de calibracdo e se utilize a alinea c), podera ser feito um
estudo ao longo do tempo e adoptar como limiares analiticos a média aritmética dos limites
de detecgdo e de quantificacao de uma série significativa de curvas de calibragao, desde que

se observe estabilidade nos valores de limiares obtidos.
Nos casos em que se utiliza, no tracado de uma curva de calibracao, escalas nao lineares, como ¢ o caso
de graficos semi-logaritmicos, os limiares analiticos deverdo ser avaliados de forma diferente e caso a

caso. Um exemplo tipico deste tipo de abordagem ¢ o dos métodos potenciométricos, em que se usa a
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técnica da interseccao dos segmentos lineares. Recomenda-se, neste caso, a consulta da norma ASTM

D4127.
2.3.2.3 Sensibilidade

A sensibilidade pode ser definida como o quociente entre o acréscimo do valor lido AL e a variacio da

concentra¢io AC correspondente aquele acréscimo.
. AL
Sensib.= —
AC

Esta caracteristica avalia a capacidade de um método (ou equipamento) para distinguir pequenas
diferencas de concentracao de um analito. Assim, a sensibilidade ¢ definida como sendo a derivada de

primeira ordem da curva de calibragdo nessa zona de concentragao.

Se a curva de calibragao for definida por um modelo linear, a sensibilidade serd constante ao longo de

toda a gama de trabalho e igual ao declive dessa recta de calibragao.

Se a curva de calibragao for definida por uma fun¢ido quadratica (polinémio de 2° grau do tipo y =

c.x?+d.x+e), a sensibilidade sera dada por y = 2.c.x+d nesse ponto de concentragao.
A sensibilidade tem bastante interesse pelo seu aspecto relativo, isto é:

quando se pretende averiguar a evolugdo desta grandeza ao longo do tempo;

quando se compara a sensibilidade de varios métodos analiticos, baseados em modelos

lineares, para um mesmo analito;

quando se compara a sensibilidade para varios analitos.

Este conceito de sensibilidade (associado a magnitude do sinal), ndo deve ser confundido com limite de

deteccdo (associado a capacidade de resolugdo do sinal).
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2.3.3 PRECISAO

A precisio ¢ um termo geral que pretende avaliar a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos sobre uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em condi¢oes
definidas. E importante salientar que sera mais realista estudar preferencialmente a precisio sobre

amostras, para minimizar efeitos de matriz.

Existem duas medidas extremas para avaliar esta dispersdo, designadas por repetibilidade e
reprodutibilidade. Entre estas duas medidas extremas de precisdao existe uma situag¢ao intermédia que se
designa por precisao intermédia ou variabilidade intralaboratorial. Convém referir que geralmente a

precisdo varia com a gama de concentracoes.

2.3.3.1 Repetibilidade

A repetibilidade exprime a precisao de um método de ensaio efectuado em condi¢des idénticas, isto é,
refere-se a ensaios efectuados sobre uma mesma amostra, em condi¢des tao estaveis quanto possivel,

tais como:
mesmo Laboratério;
mesmo analista;
mesmo equipamento;
mesmo tipo de reagentes

curtos intervalos de tempo.

O limite de repetibilidade (r) é o valor abaixo do qual se deve situar, com uma probabilidade especifica
(normalmente 95%), a diferenca absoluta entre dois resultados de ensaio (X, Xi1), obtidos nas

condi¢Oes acima referidas.

Na pratica aceitam-se os resultados de duas determinagoes efectuadas em condigdes de repetibilidade se
| Xi - Xi1 | < t. Caso a amplitude entre os dois ensaios seja supetior ao limite, dever-se-a, numa primeira
fase, fazer uma analise critica e, caso seja necessario, recorrer a repeticao de ensaios segundo um plano

assente em dados bibliograficos ou normas, nomeadamente a Norma ISO 5725-2 e ISO 5725-6.
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Determinacio da repetibilidade

A repetibilidade pode ser determinada através de um ensaio intetlaboratorial ou a partir de ensaios

efectuados no préprio Laboratério.

Para determinar a repetibilidade de um método no proprio Laboratério, efectuam-se uma série de
medicoes (n > 10) sobre uma mesma amostra ou padroes, em condi¢oes de repetibilidade. Caso se
justifique, este procedimento ¢ repetido sobre uma série de amostras, em varios niveis de concentragao,

cobrindo todo o dominio de aplicagio do método.

Quando se pretende avaliar a repetibilidade através de um ensaio interlaboratorial, o numero de
medicoes, em cada nivel de concentragoes, podera ser inferior (n = 2). Em ambos os casos, o céalculo ¢é
efectuado separadamente para cada nivel de concentragao i, a partir dos resultados obtidos e

eliminando os valores aberrantes (ISO 5725-2, ASTM E178).

A estimativa da vatiaciao (S;2) de um método de analise pode ser determinada pela média ponderada das
estimativas das variacOes de w séries de analises estudadas nas condi¢coes de repetibilidade. Tendo em
conta que a repetibilidade pode variar com o teor do elemento a dosear, esta ultima condigao assegura,
em principio, a igualdade estatistica das variacoes de w séries de analises. Assim, a variancia associada a

repetibilidade do método de ensaio, para cada nivel i de concentragao :

sendo:

$24 - variancia de repetibilidade associada aos resultados considerados, para cada Laboratério;
$2yi- variancia associada aos resultados considerados, para cada Laboratorio;

(nwi-1) - graus de liberdade da série de analises;

p - numero de Laboratérios participantes.
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Para um nivel de confian¢a de 95 %, o limite de repetibilidade (r) ¢ avaliado segundo :
r=t-+2-.S,=196-42-5,

sendo:
S — desvio padrao de repetibilidade associada aos resultados considerados;

isto é:

r=28-4S3

Caso o Laboratério obtenha mais de dois resultados, o limite de repetibilidade (r) é calculado de acordo

com Norma ISO 5725-6.

O Coeficiente de Variagao de Repetibilidade (CVy), para cada nivel de concentragdes, expresso em

percentagem, é dado por :

CVr :i *100

X

sendo :

CV; numericamente igual ao desvio padrio de repetibilidade (S4) a dividir pela média dos

valores considerados (;)
2.3.3.2 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade refere-se a precisdo de um método efectuado em condi¢bes de ensaio diferentes,
utilizando o mesmo método de ensaio, sobre uma mesma amostra, fazendo-se variar as condi¢oes de
medicio, tais como:

diferentes laboratorios;

diferentes operadores;

diferentes equipamentos;

e/ou épocas diferentes;
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O limite de reprodutibilidade (R) ¢ o valor abaixo do qual se deve situar, com uma probabilidade
especifica (normalmente 95%), a diferenca absoluta entre dois resultados de ensaio, obtidos nas

condicbes referidas.
Determinagio da reprodutibilidade

A reprodutibilidade de um método de analise ¢ obtida a partir de ensaios interlaboratoriais. Assim, ¢é
enviada uma série de amostras aos p laboratorios participantes, os quais realizam ensaios sobre a

mesma amostra.
O valor da variancia associada a reprodutibilidade ¢ calculado do seguinte modo:
Sri2 = Spi? + Si?

sendo :
Sri? - variancia da reprodutibilidade;
S1i? - variancia interlaboratorial (variancia dos erros sistematicos)

12 - variancia da repetibilidade (vatiancias dos erros aleat6rios).

S& —Ss

SEi =

1 p A 2
S§i :—1'ani ‘(Xwi _Xi)

I
‘ -
k=]
M=
>
=
N

sendo:
$2; - variancia de repetibilidade associada aos resultados considerados, para cada Laboratério;

S2wi-variancia associada aos resultados considerados, para cada Laboratério;
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nyi — namero de ensaio efectuados pelo Laboratério para um determinado nivel de

concentracoes;

p - numero de Laboratérios participantes.

X,; - média aritmética dada pelo Laboratério para um determinado nivel de concentragio.

(Quando apresentam dois tragos em cima, representa a média das médias dessa grandeza x).

Nota :

- Caso a variancia interlaboratorial (S1i?) seja negativa, assume-se que esta toma o valor zero.

Do mesmo modo que a repetibilidade e, para um nivel de confianga de 95%, o limite de

reprodutibilidade (R) é avaliado segundo :

R=t-4/2-S, =196-42-S,  (ISO 5725-6)
isto € :

R=28-,/Si

sendo:

#— valor tabelado de t de Student;

S?ri - varidancia de reprodutibilidade associada aos resultados considerados, para cada
Laboratério;

Sri — Desvio padrio de reprodutibilidade associada aos resultados considerados, para cada

Laboratério.

Caso se obtenha mais de um resultado, por cada laboratério, o limite de reprodutibilidade é calculado

de acordo com a Norma ISO 5725-6.

O calculo da reprodutibilidade é efectuado para cada nivel, separadamente, ap6s elimina¢ao dos valores

aberrantes (ISO 5725-2, ASTM E178).
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O Coeficiente de Variagao de Reprodutibilidade (CVRr), expresso em percentagem, é dado por :

CVr :3-100

X

sendo :

CVrR numericamente igual ao desvio padrao de reprodutibilidade (Sri) a dividir pela média dos

valores considerados (X).

Relacio funcional entre os desvios padrtées de repetibilidade e/ou reprodutibilidade e 2 média

( X ) de valores de cada nivel

Convém pesquisat se o desvio padriao de repetibilidade e/ou de reprodutibilidade dependem da média
de valores para cada nivel de concentracao e, se assim acontecer, é conveniente determinar o tipo de
relacio funcional existente, de forma a permitir relacionar qualquer média de resultados com o
respectivo desvio padrio de repetibilidade e/ou de reprodutibilidade.

Trés tipos de relagao serao tidos em consideragao :
a) S;yr =b.x Recta passando pela origem
b)Ssyr=a+b.x Recta com ordenada na origem positiva
o) log S;/r = c + b.logx relacdo logaritmica / relagio exponencial
Sendo:
a — ordenada na origem;
b — declive;

¢ - ordenada na origem quando se trata de uma relagao logaritmica.

NOTA - O facto de colocar S;/r significa que os calculos tanto se aplicam a repetibilidade como a

reprodutibilidade.
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Exemplo:

Sr/R

0,9 -

Sr/R=0,02x
0,8 +

05 +
04 +
03+
02+
01+

Normalmente, uma destas relagoes (a, b ou c) ajusta-se de forma satisfatéria. caso contrario, poder-se-a
optar por um método numérico com procedimento matematico de ajuste alternativo, de acordo com o

previsto na Norma ISO 5725-2.

As duas medidas de dispersio referidas representam os extremos da variabilidade de um método de
ensaio, sendo a repetibilidade uma medida de variabilidade minima e a reprodutibilidade uma medida
de variabilidade maxima dos resultados. Entre estas medidas extremas, existe uma situacdo intermédia,

que se designa por precisao intermédia (ISO 5725-3).

2.3.3.3 Precisio Intermédia

A precisao intermédia refere-se a precisao avaliada, sobre a mesma amostra, amostras idénticas ou
padroes, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério ou em laboratérios diferentes, mas

definindo exactamente quais as condi¢Oes a variar (uma ou mais), tais como:

diferentes analistas;
diferentes equipamentos;
diferentes épocas;

com/sem verificacio da calibracio.
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Esta medida de precisdo ¢ reconhecida como a mais representativa da variabilidade dos resultados num
laboratério e, como tal, mais aconselhavel de usar, pelo que se desenvolvera, neste guia, apenas a

situacao intralaboratorial.

Para determinar a precisao intermédia de um método, efectuam-se n medi¢des em replicado, duplicado
ou em ensalo Unico, sobre a amostra, nas condi¢Oes pré-definidas, pois existem varios métodos de
estudar este tipo de precisao. Quando aplicavel, este procedimento ¢ repetido sobre outras amostras,

abrangendo outras gamas de concentragao.

Na maioria dos casos, o valor da precisao intermédia ¢ fun¢do da gama de concentragdo do ensaio e o
seu calculo ¢ efectuado, preferencialmente, a partir dos resultados obtidos, apds eliminacao dos
resultados aberrantes (ISO 5725-2, ASTM E178). A visualizagao grafica dos valores também pode ser

util para identificar a existéncia de valores aberrantes (ISO 5725-3).

Dependendo do ensaio e do tipo de aplicagio do estudo da precisio intermédia, existem varios

métodos para determina¢ao e controlo desse parametro de qualidade, nomeadamente :

- Através de Cartas de Controlo de Amplitudes, que poderdo ser aplicadas, entre outras, para
réplicas, para duplicados de amostra e para padrdes estaveis ao longo do tempo (ISO 5725-6 , ISO

8258)

- Através da expressao :

n 2

vy -v;) (1SO 5725-3)

- (S

j=1 k=1
Sendo:
Si( ) - desvio padrao de precisiao intermédia (onde os simbolos relativos as condi¢oes intermédias
de precisio podem aparecer entre paréntesis, Ex: Si(T.O.) significa tempo e Operadores
diferentes)
- n° de amostras ensaiadas (ndo confundir com t de Student);
n - n° ensaios efectuados por amostra,
/—n°da amostra (que vai de 1 a t amostras);

# —1n° do resultado obtido para a amostra ; (que vai de 1 a 7);
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y ik — resultado individual (£) para a amostra jde 1 a #

Yy j— representa a média aritmética dos resultados da amostra jde 1 a 7

Neste caso, a determinac¢ao da precisio intermédia ¢é feita através da recolha de t valores de n ensaios
de amostras ou padrdes. A precisao intermédia, tal como mostra a expressao de calculo, ¢ baseada na

dispersdo entre ensaios. F. recomendado que o valor de “t(n-1)” seja, pelo menos, igual a 15.

Quando n = 2, esta ultima equagdo toma a forma :

Sendo:

Yj1 — primeiro resultado obtido para a amostra ;;

Y72 - segundo resultado obtido para a amostra ;.

Um método simplificado para estimar a precisdo intermédia baseia-se na execu¢ao de n medi¢oes

(n = 15), em condig¢oes pré-definidas, sobre:

uma mesma amostra;
amostras supostamente idénticas;

padroes.

A estimativa da precisdao intermédia Si( )> neste caso, ¢ dada por :

. 13 -’
Sii| = mé(yk ~y) (180 5725.3)

em que Si( ) ¢ o desvio padrao de precisdo intermédia relativo a essa gama ¢ onde os simbolos
relativos as condi¢oes intermédias de precisdo podem aparecer entre paréntesis (Ex: Si(T,0.)
significa tempo e Operadores diferentes). Este método revela-se menos eficiente quando

comparado com os antetriores.
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Sendo:
7 —n° de amostras / padrdes;

Y — resultado individual obtido;

y — representa a média aritmética dos resultados individuais obtidos.

Recomenda-se a leitura da Norma ISO 5725-3 para aprofundar conhecimentos nesta area. Na Norma
ISO 5725-6 sio expostos varios exemplos praticos de estimativa e controlo da precisao intermédia,

através das cartas de controlo, pelo que se recomenda a consulta desta norma.

2.3.3.4 Comparagio da Precisio Entre Métodos

Quando se pretende avaliar se dois métodos (A e B) tém diferencas significativas entre si, em termos de
precisao, pode-se recorrer ao teste F. Este baseia-se no calculo da razio (PG) entre as variancias dos
dois métodos (PG = Sa?/Sp?). Estas variancias devem ser colocadas de modo a que esta razio seja
maior ou igual a um. Em seguida é comparado o valor desta razao com o valor de I de Snedecor,
atendendo aos graus de liberdade em questdo. Se PG= F, os dois métodos nao apresentam diferengas

significativas entre si, relativamente as suas precisoes.

2.3.4 EXACTIDAO

Este parametro caracteristico ¢ determinado através de uma avaliagdo directa (ver 2.4).

2.3.5 ROBUSTEZ

A robustez de um método de ensaio mede a sensibilidade que este apresenta face a pequenas variagoes.
Um método diz-se robusto se se revelar praticamente insensivel a pequenas variacbes que possam

ocorrer quando este esta a ser executado.

Para determinar a robustez de um método de ensaio, pode-se recorrer ao teste de YOUDEN. Trata-se
de um teste simples, que permite nao sé avaliar a robustez do método, como também seriar a influéncia
de cada uma das variagoes nos resultados finais, indicando qual o tipo de influéncia (por excesso ou por
defeito) de cada uma dessas variagoes. Convém salientar que quanto maior for a robustez de um

método, maior sera a confianga desse relativamente a sua precisao.
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Este teste baseia-se na realizacio de um determinado numero de ensaios sobtre uma amostra
(normalmente até oito, pois acima deste nimero a analise da robustez torna-se dificil), realizados
segundo um plano de controlo de factores (até um maximo de sete), susceptiveis de influenciarem o
processo. Os ensaios devem ser realizados em replicados, de forma a nao causar interpretacdes erradas.
Chamam-se factores aos parametros cujos efeitos de flutuacdo se pretendem quantificar através dos
resultados dos ensaios. Assim, é avaliado o efeito de cada factor em estudo, através de uma anilise dos

resultados experimentais.

O procedimento para elaboragao do teste de YOUDEN ¢ o seguinte:

a) Analise pormenorizada através das prescricoes do método e da experiéncia pessoal e
historica, para a seleccao de sete factores (A, B, C, D, ..... , G) ou de trés factores de
interesse (A, B, C), independentes entre si e susceptiveis de influenciarem os resultados

finais das determinacdes.

b) Fixacao dos valores nominal e alternativo para quantificagio dos desvios dos factores em
relacao aos valores prescritos. Representa-se normalmente o valor nominal por “1” e o
valor alternativo por “-17.

¢) Fixacdo das condi¢coes de realizacao da série de ensaios tais como :

- procedimentos de ensaio
- registos de resultados.

d) Elabora¢io de um quadro tipico para o plano de ensaios:

Utilizando trés factores,

A B C REi
1° ENSAIO 1 1 1 RE1
2° ENSAIO 1 -1 -1 RE2
3% ENSAIO -1 1 -1 RE3
4° ENSAIO -1 -1 1 RE4

RA RB RC
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Utilizando sete factores,

A B C D E i G REi
1° ENSAIO 1 1 1 1 1 1 1 RE1

1

1

1

2° ENSAIO 1 -1 1 -1 -1 -1 | RE2
3° ENSAIO -1 1 -1 1 -1 -1 | RE3
4° ENSAIO -1 -1 -1 -1 1 1 RE4
59 ENSAIO | -1 1 1 -1 -1 1 -1 | RE5
6° ENSAIO | -1 1 -1 -1 1 -1 1 REG6
7° ENSAIO | -1 -1 1 1 -1 -1 1 RE7
8° ENSAIO | -1 -1 -1 1 1 1 -1 | RES8

em que :
- REi - resultado experimental obtido pela combina¢io do ensaio i;

- A, B, C,......G - factores em anilise (valor nominal/valor alternativo);

- Ri (A ..... G) - efeitos de cada factor (i).

e) Tratamento dos resultados experimentais obtidos, nas condi¢oes de aplicagao do teste e

calculo dos efeitos através das equagoes seguintes :

D REi(1)- > REi(-1)
Ri = -
> REi(1)

ou

ni D REi(1) - Y REi(-1)
B z

em que Z corresponde a metade do nimero de ensaios (para o caso de sete factores e oito

ensaios, Z = 4).

Recomenda-se o calculo pela segunda férmula do Rz No entanto os resultados sao comparaveis pelas

duas férmulas.
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Resolve-se o sistema de equagoes lineares para cada factor/nivel, atendendo a que existem
quatro experiéncias em que o factor foi mais alterado e outras quatro em que este foi menos

alterado:

Por exemplo, para o factor A :

Ao RE1+RE2+ RE3+ RE4—-(RE5+ RE6+ RE7 + RES8)
- 4

) Ordenacao dos valores de efeitos obtidos
g ) Critica dos valores obtidos
h ) Controlo mais rigoroso dos factores de maior influéncia.

O teste de YOUDEN assenta nos seguintes pressupostos :

um elevado conhecimento do método em estudo e de todos os factores que potencialmente

o podem influenciar, os quais devem ser os escolhidos nesta analise;
nio entrar em linha de conta com a variabilidade associada a0 método de ensaio em estudo;

o laboratério devera garantir que todos os factores, que nao foram objecto de estudo, se

mantém constantes.

Nota : Para aprofundar conhecimentos nesta matéria recomenda-se a consulta do Standard Methods

for Water and Wastewater.
Situagio alternativa:
Testar o método em condigdes de precisao intermédia, isto é, fazendo variar as condi¢oes operatorias
dentro do préprio laboratério, tal como definido na parte 2.3.3.3, ao longo de um elevado numero de

dias, obtendo um nimero significativo de resultados. Em seguida, devera ser elaborada uma analise

detalhada e cuidada dos resultados em termos de precisao do método.
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Esta situagdo alternativa nido oferece as vantagens do teste de YOUDEN, sendo no entanto um
processo capaz de fornecer uma informacao valiosa acerca do comportamento da metodologia em

condicbes de trabalho diferentes.

Como ¢ obvio, esta fase da validacao serd feita numa fase final de todo o processo de validagao do

método de ensaio.

2.4  AVALIACAO DIRECTA

Este tipo de avaliagio visa essencialmente conhecer a exactiddo dos métodos de ensaio. Esta ¢é
definida como sendo a concordancia entre o resultado de um ensaio e o valor de referéncia aceite como

convencionalmente verdadeiro.

O termo exactidao, quando aplicado a uma série de resultados de ensaio, implica uma combinacao de

componentes de erros aleatorios e componentes de erros sistematicos.

Os processos normalmente utilizados para avaliar a exactidao de uma metodologia sao, entre outros, os

seguintes :

Materiais de Referéncia Certificados;
Ensaios Interlaboratoriais;

Testes comparativos.

2.4.1 MATERIAIS DE REFERENCIA CERTIFICADOS

Sempre que possivel, os Materiais de Referéncia Certificados (MRC) devem ser usados no processo de
validacdo de um método de ensaio. Além disso, estes materiais constituem uma excelente ferramenta

no Controlo Externo da Qualidade de uma analise quimica.
Um MRC possui um valor de concentra¢ao (ou outra grandeza) para cada parametro e uma incerteza

associada (em alguns casos, nomeadamente quando se esta perante um MRC multi-componente, pode

acontecer que nem todos os parametros tenham incerteza atribuida). A aquisi¢ao de um MRC tera de
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ser feita a um organismo fornecedor reconhecido e credivel. Divulgam-se em seguida algumas

entidades que comercializam MRC’s :

IRMM - Institute for Reference Materials and Measurements — anteriormente designado por BCR;
NIST - National Institute of Standards and Technology, dos Estados Unidos da América;

US Geological Survey dos Estados Unidos da América;

US Environmental Protection Agency dos Estados Unidos da América;

National Research Council do Canadi;

Agéncia Internacional de Energia Atémica.

Recomenda-se a consulta dos Guias ISO 30, 31, 33 e 35, da base de dados internacional para materiais
de referéncia “COMAR?” (disponivel no Instituto Portugués da Qualidade), assim como “navegar” nas

paginas da INTERNET, para aprofundar conhecimentos nesta area.

O uso correcto dos MRC consiste na sua analise para avaliar o desempenho do Laboratério. O valor
obtido na andlise de um MRC deve ser comparado com o valor certificado, determinando-se o erro e
exactiddo da andlise. Quando o valor obtido nio se encontrar dentro do intervalo de incerteza indicado
para o valor certificado, o Laboratorio deve procurar as causas desse desvio e tentar elimina-las ou
aceita-las. Conforme o rigor definido para os seus resultados, o Laboratério pode adoptar critérios

diferentes para aceitagdo dos resultados dos MRC.

Em seguida, apresentam-se alguns processos para avaliagao dos resultados obtidos da analise de um

MRC:

Erro relativo;
Teste de hipoteses (teste t);
Factor de desempenho Z (“Z-score”);

Erro normalizado.
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Erro Relativo

Uma forma de avaliar a exactidio de um método de ensaio ¢ através do calculo do ero relativo (Ex),

expresso em percentagem (%o). Este é calculado pela expressio:

(Xlab — Xv)
r=————-100
Xv

em que:
Xlab - valor obtido experimentalmente (ou a média aritmética de valores obtidos);

Xv - valor aceite como verdadeiro, ou seja, o valor certificado do MRC.

O erro relativo exprime a componente de erros sistematicos. Cabe ao Laboratério definir qual o seu
grau de exigéncia em termos de exactiddio do método em estudo, o qual deve assentar sempre que
possivel em dados bibliograficos referentes ao método em questao ou na auséncia de tais dados, em
critérios de bom senso. Um valor de ”Er” inferior ou igual a 5 % em alguns casos pode ser satisfatorio,

sendo no entanto este valor meramente indicativo.

Teste de hipotese (teste t)

O Laboratério podera também averiguar a existéncia de erros sistematicos associados a metodologia

praticada, através de um teste de hipotese:

teste t

(Xlab— Xv)-+/N

SXia

sendo :
Xlab - média dos valores experimentais obtidos pelo laboratério na analise do MRC;
N - numero de amostras ensaiadas;

Sxiab - 0 desvio padrao associado a média dos valores do laboratério (Xiab).
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Em seguida o valor t (em moédulo) é comparado com o valor critico twap (tabelado para determinado

grau de confian¢a e N-1 graus de liberdade) e toma-se como critério de aceitagao :

Se |t| = twp , ndo ficou estatisticamente evidenciada a existéncia de erros sistematicos e
logo o ensaio ¢ satisfatorio;
Se |t| > twb , ficou estatisticamente evidenciada a existéncia de erros sistematicos e logo o

ensaio ¢ nao satisfatorio.
Factor de desempenho Z (“Z-score™)

Outra forma de avaliar o desempenho do Laboratério na analise de um MRC ¢ o calculo do factor de

desempenho Z :

Xlab — X
Z:( ab — Xv)

sendo :

Xlab - valor obtido pelo Laboratério;

Xv - valor aceite como verdadeiro, ou seja, o valor certificado do MRC;

S - unidade de desvio, que pode ser a incerteza do MRC ou ainda outra unidade de desvio

interna.
A avaliagdo podera ser feita (Guia ISO/CEI 43) de acordo com seguinte escala de pontua¢io:
| | <2 Satisfatorio
2<1z1<3: Questionavel
| Z| >3 Incorrecto

O factor de desempenho Z ¢é fun¢ao da unidade de desvio adoptada, isto ¢, poder-se-a utilizar outra

escala de pontuagao que nio a citada anteriormente.
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Erro Normalizado

Caso o laboratoério calcule a incerteza do seu resultado (Unab), 0 valor verdadeiro (Xv) deve estar dentro
do intervalo de incerteza de Xlab. Quando tal ndo acontece, este intervalo podera estar subestimado.
Nestes casos, ¢ geralmente empregue o conceito de erro normalizado (En) para efectuar a avaliagao do

desempenho (Guia ISO/CEI 43):

(Xlab — Xv)
U|2ab +U r2ef

Em que:

Uref- incerteza associada ao valor verdadeiro.

Se | En | <1, entao Uy esta bem estimada.

Sempre que nos processos de avaliagdo utilizados nao se verifiquem as condicOes satisfatorias, devera
ser elaborado um plano de ac¢oes correctivas de forma a procurar as causas do sucedido, corrigi-las e

reavaliar-se o ensaio.

A periodicidade da analise dos MRC’s deve ser estipulada em funcdo da frequéncia de analises
efectuadas, de estas serem de rotina ou de caracter pontual, do grau de conhecimento das amostras, da

complexidade das técnicas e do grau de confianca exigido para o resultado.

2.4.2 ENSAIOS INTERLABORATORIAIS

Existem diversos tipos de ensaios interlaboratoriais, consoante os objectivos a que se destinam. Refira-

se, entre outros :

- Ensaio Interlaboratorial de Aptidao : destina-se a avaliar o desempenho dos laboratérios participantes
(Guia ISO 43), funcionando nalguns paises como uma condi¢ao para a acreditacao do laboratorio. Se
possivel, deve estar rastreado a um MRC, podendo geralmente os participantes usar os métodos que

entenderem;
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- Ensaio Interlaboratorial de Normalizacao : destina-se a estudar as caracteristicas de um método de
analise, nomeadamente a sua reprodutibilidade e repetibilidade. Neste caso, é condi¢do de acesso a

utilizacdo exclusiva do método em causa.

Quando o Laboratério pretenda avaliar a repetibilidade e a reprodutibilidade (parametros
caracteristicos) de um método, demonstrando em simultaneo que tem uma precisao compativel com a
de outros laboratérios, pode recorrer a um ensaio do tipo de normaliza¢iao. Quando tem por objectivo

evidenciar a exactidao dos seus resultados, entao pode participar em ensaios do tipo de aptidao.

Os resultados obtidos pelo laboratério nos ensaios interlaboratoriais em que participa devem ser

objecto de uma analise cuidada, de que resulta um plano de ac¢des correctivas.
Avaliacio do Desempenho

A avaliacao do desempenho do Laboratério participante ¢ feita pela entidade organizadora. Em geral é

usada a seguinte férmula (“Z-score”):

(Xlab - Xv)
S

Z =

em que:
Xlab - valor obtido pelo Laboratério;

Xv - valor aceite como verdadeiro, isto €, o estabelecido no ensaio intetlaboratorial;

S - unidade de desvio, que pode ser o desvio padrio da média dos laboratérios no ensaio
interlaboratorial, a incerteza de Xv, ou outro desvio que assente em critérios de exigéncia da entidade

organizadora.

A avaliacao pode ser feita segundo a seguinte escala de pontuagao:

| Z| <2 Satisfatério
2<1z1<3: Questionavel

| Z | > 3 : Incotrecto
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Nesta escala o laboratério devera ter “Z-scores™ inferiores a 2, embora na pratica nem sempre tal
suceda. Nestes casos, a semelhan¢a do que foi dito para a analise de um MRC, o que se deve fazer ¢é

elaborar um plano de ac¢bes correctivas.

O factor de desempenho Z ¢ funcao da unidade de desvio adoptada, isto ¢, poder-se-a utilizar outra

escala de pontuagao que nao a citada anteriormente.

Erro Normalizado

Caso o laboratério calcule a incerteza do seu resultado (Uiab), 0 valor de Xv deve estar dentro do
intervalo de incerteza de Xlab. Quando tal nao acontece, este intervalo poderd estar subestimado.
Nestes casos, e tal como acontece na analise de um MRC, é geralmente empregue o conceito de erro

normalizado (En) para efectuar a avaliacio do desempenho (Ver “Erro normalizado” 2.4.1).

Para um conhecimento mais alargado sobre ensaios interlaboratoriais, recomenda-se a consulta do Guia

RELACRE n°7.

2.4.3 TESTES COMPARATIVOS

Um outro contributo importante na validagao de um método interno de ensaio consiste na comparagao
dos resultados obtidos a partir desse método com os resultados conseguidos através de um método
tomado como referéncia. O objectivo principal deste tipo de ensaio comparativo é o de estudar a
proximidade dos resultados obtidos pelos dois métodos de ensaio, isto ¢, de avaliar a exactidio do
método interno relativamente ao de referéncia. Na pratica, efectuam-se analises em replicado,
utilizando os dois métodos de ensaio em separado sobre as mesmas amostras. Este estudo podera ser
realizado numa gama restrita de concentragdes ou em toda a gama de concentracdes em que se

pretende validar o método.
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Existem varias técnicas para comparar os resultados obtidos por dois métodos de ensaio,

nomeadamente :
Teste de hipotese : teste t das médias;
Teste de hipotese : teste t das diferencas (amostras emparelhadas);

Teste da regressao linear entre dois métodos de ensaio.
Nota pratica : a utilizagdo de software, como a folha de calculo “Microsoft Excel”, através de algumas
ferramentas disponiveis (“Ferramentas - Analisar Dados — procurar testes respectivos), permite aceder
facilmente aos testes estatisticos aqui citados.

Testes de hipotese:

Erros do Tipo I e Tipo II

Se rejeitarmos uma hipétese quando ela deveria ser aceite, dizemos que foi cometido um erro do tipo 1.

Se aceitarmos uma hipétese quando ela deveria ser rejeitada, cometemos um erro do tipo II.

A validade dos testes de hipotese exige que estes sejam delineados, de modo a minimizar estes dois
tipos de erros. Uma tentativa de reduzir o erro de um tipo ¢ geralmente acompanhada por um erro de
outro tipo. Um dos unicos meios de reduzir ambos os erros ¢ aumentar o tamanho da amostra (dos

ensaios efectuados), o que nem sempre ¢ possivel.

Teste t das médias

Este teste aplica-se quando se pretende comparar dois métodos sobre a mesma amostra. Nao ¢ exigido
que o numero de amostras ensaiadas seja igual para ambos os métodos, dado que o estudo da

proximidade dos resultados obtidos pelas duas metodologias ¢ feito em torno da média de valores.

Este teste pressupoe a comparagdo entre dois valores de t, o t experimental designado por texp (em

valor absoluto), e o t tabelado designado por tub , sendo tomado como critério de aceitagao :

| texp | < tuab
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isto ¢, conclui-se, estatisticamente, que os resultados provenientes dos dois métodos nio apresentam

desvios significativos se o texp (em valor absoluto) for inferior ou igual a0 trab.

Na pratica procede-se do seguinte modo:

a) Recolhem-se nj resultados utilizando o método 1 e n2 resultados aplicando o método 2 sobre uma

mesma amostra (situagao recomendada);

b) Calcula-se a média dos resultados das réplicas (Xm1 e Xmz)e respectivos desvios padrao associados (Sz

e 82 para cada método;
¢) Calcula-se 0 texp do seguinte modo:

c.1) Faz-se uma analise de variancias afim de verificar se existem ou nao diferencas significativas entre

as variancias obtidas pelos dois métodos (8?1 ¢ §%)
S 2
C.11) Fexp= 8_12
2

2

C.1l2) Fexp= Se.

2
1

optando pela situagdo C.1.1) quando S? > §%

optando pela situagao C.1.2) quando S2% > §?

Comparam-se os valores de Fexp com os valores tabelados da distribuicio F de Snedecor / Fishert,

para (n-1) graus de liberdade.

¢.2) Quando Fexp < F de Snedecor/Fisher, calcula-se 0 texp do seguinte modo :
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{ Xm1— XmZ}

texp =
1 1

S ’ ( +)
ni n2

sendo,

{(ni-1)-8% +(n.-1)- %}

2 _
St= {ni+nz2—2}

Compara-se 0 texp (em valor absoluto) com o twp (para um determinado grau de confianga e ni+np-2

graus de liberdade).

Conclusao : os resultados provenientes dos dois métodos, estatisticamente nao apresentam desvios

significativos se o texp (em valor absoluto) for inferior ou igual a0 teap.

c.3) Quando Fexp > F de Snedecor/Fisher, calcula-se o texp do seguinte modo :

53)
N1 N2

Compara-se texp (em valor absoluto) com o tupb , para um determinado grau de confian¢a e um numero

de graus de liberdade (GL), dado por :

(S0)-54]
) )

ni+1 n2+1

GL =
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Conclusido : os resultados provenientes dos dois métodos, estatisticamente nao apresentam desvios

significativos se o texp (em valor absoluto) for inferior ou igual a0 teap.

Na folha de calculo “Microsoft Excel”, escolher “t Test : two sample assuming equal variances” ou “t

Test : two sample assuming unequal variances”, dependendo da situagdo atras descrita.

Teste t das diferengas (amostras emparelhadas)

Na folha de calculo “Microsoft Excel”, escolher “t Test : paired two sample for means”.
Este teste aplica-se quando se pretende comparar dois métodos sobre amostras iguais ou similares, na
mesma gama de concentragdo, pois assenta no pressuposto que quaisquer erros aleatorios e/ou

sistematicos sao independentes da concentragao.

Este teste exige que o numero de ensaios seja igual para ambos os métodos, pois no presente caso o
estudo ¢ feito em torno das diferencas entre os resultados obtidos pelos dois métodos para cada
amostra analisada. Tal como no teste anteriormente referido, este pressupoe também a comparagiao

entre dois valores de t, o t experimental designado por texp , € 0 t tabelado designado por teab , sendo

tomado como critério de aceitacio:

texp < twb

isto ¢, conclui-se que os resultados provenientes dos dois métodos nao apresentam desvios

significativos se 0 texp (em valor absoluto) for inferior ou igual a0 trap.

Na pratica o texp ¢ obtido do seguinte modo:

a) Recolhem-se os resultados dos ensaios obtidos pelos dois métodos (1 e 2) para cada amostra

ensaiada;

b) Calcula-se as diferencgas (D) entre os resultados emparelhados obtidos pelos dois métodos para cada

amostra. Calcula-se em seguida a média aritmética (D,) destas diferencas;

c) Calcula-se o 7, pela equagio seguinte :
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texpz—-\/ﬁ

Sm

em que :

N = o n® de amostras ensaiadas pelos dois métodos;
D, = Média aritmética das diferencas (D));
D, = Diferenca entre os valores obtidos pelos dois métodos para a mesma amostra;

S, = Desvio padrao associado a média das diferencas (Dy).

d) Compara-se texp (em valor absoluto) com o tub, para um determinado grau de confianca e (N-1)

graus de liberdade).

Conclusio: os resultados provenientes dos dois métodos, estatisticamente, ndo apresentam desvios

significativos se o texp (em valor absoluto) for inferior ou igual a0 ttap.

Na pratica grande parte dos métodos tém de ser aplicados em gamas alargadas de concentragoes, e
neste caso, o pressuposto atras referido nem sempre é valido, pelo que se recomenda a utilizagao do
método da regressao linear quando se estdo a comparar dois métodos numa gama alargada de

concentracoes.

Teste de regressio linear entre dois métodos de ensaio

Recomenda-se a utilizagao deste teste quando se pretende comparar dois métodos em gamas mais
alargadas de concentragdo do que no caso anterior, ou quando se deseja validar um método em toda a
sua gama de trabalho. Isto ¢, neste caso analisam-se pelos dois métodos uma série de amostras (no
minimo dez), de modo a cobrir toda a gama de trabalho que se pretende validar

A concordancia entre resultados obtidos por dois métodos diferentes ¢ avaliada através da equagao do

tipo y = b.x + a. Designando y por Método 1 e x por Método 2, teremos a equagao:
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Método 1 =b . Método 2 + a

Sendo:
b — declive;

a — ordenada na origem.

que representa a equacao de regressao linear entre os dois métodos de ensaio.

Pode-se considerar que os dois métodos nao apresentam desvios sistematicos se a equagao anterior nao

for significativamente diferente da equagao:

Método 1 = Método 2

isto é :

O intervalo de confianga associado a ordenada na origem, a * S, . t, deve conter o valor zero.

Sa representa o desvio padrao da ordenada na origem, t o valor de t tabelado para um determinado grau

de confianca e (N-2) graus de liberdade (sendo N o nimero de amostras ensaiadas).

O intervalo de confianga associado ao declive, b * Sy . t, deve conter o valor 1 (um).

Sp representa o desvio padrio do declive, t o valor de t tabelado para um determinado grau de
confianga, e (N-2) graus de liberdade (sendo N o nimero de amostras ensaiadas).

Caso nao se verifiquem estas duas condi¢oes simultaneamente, pode-se concluir que os métodos nao
sao estatisticamente concordantes na gama de trabalho em estudo, para um determinado nivel de

confianca.

Quando se utilizar o método da regressao linear para avaliar a concordancia dos resultados obtidos por
dois métodos de ensaio, e caso se utilize o método dos minimos quadrados, o método de maior

precisao devera ser colocado no eixo das abcissas (eixo x), sendo o outro colocado no eixo das
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VALIDACAO DE METODOS INTERNOS DE ENSATIO EM ANALISE QUIMICA

ordenadas (eixo y), pelo facto de se considerar que os erros relativos ao eixo das abcissas sdao
desprezaveis face aos associados ao eixo das ordenadas. Assim, terd que ser conhecida a precisio de
cada um dos métodos, antes de iniciar o estudo comparativo. A compara¢io das precisdes pode ser

realizada utilizando o teste F (analise de variancias F - test).
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