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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de um método analitico, a adaptacéo ou implementagdo de método conhecido,
envolve processo de avaliacdo que estime sua eficiéncia na rotina do laboratério. Esse processo
costuma ser denominado de validacéo. Varias definicdes estdo descritas na literatura para validagéo,
tratando-se portanto de termo nédo-especifico. Determinado método é considerado validado se suas
caracteristicas estiverem de acordo com os pré-requisitos estabelecidos. Portanto, existe diferenca
entre a execugdo de experimentos que determinam os diversos parametros (coleta dos dados
experimentais) e a validacdo. Essa deve avaliar a relacdo entre os resultados experimentais e as
questdes que o método se propde a responder. O objetivo da validacédo consiste em demonstrar que o
método analitico é adequado para o seu propdésito (1). A validagéo deve ser considerada quando se
desenvolve ou efetua adaptacdes em metodologias ja validadas, inclusdo de novas técnicas ou uso de
diferentes equipamentos.

A literatura dispde de varios trabalhos que relatam a validacdo de métodos analiticos (2-11) e
definem os critérios que devem ser seguidos durante seu desenvolvimento. Dentre esses, muitos sdo
das areas biolégica (2-4), farmacéutica (5-7) e quimica (8-11). Tais artigos abordam os critérios de
validagcdo de acordo com sua area especifica, enfatizando a exatidédo, a precisédo e os limites de
detecc¢do e quantificacao.

Este trabalho apresenta a definicdo dos parametros requeridos para a validacdo de métodos
analiticos, assim como sugere roteiro para execu¢ao desse processo.

2 CRITERIOS DE VALIDACAO

Os parametros de validagao de métodos analiticos envolvem Especificidade/Seletividade, Fungao
da Resposta (gréfico analitico), Intervalo de Trabalho, Linearidade, Sensibilidade, Exatiddo, Precisdo
(repetitividade, preciséo intermediaria e reprodutividade), Limite de Detecc¢ao (LD), Limite de Quantificacdo
(LQ) e Robustez.

2.1 ESPECIFICIDADE/SELETIVIDADE

O termo especificidade, muitas vezes utilizado como sinénimo de seletividade, define a capacidade
do método em detectar o analito de interesse na presenc¢a de outros componentes da matriz. J4 a
seletividade refere-se a capacidade de deteccéo de substancias (5,12-13).

O processo para demonstrar a especificidade do método depende do seu objetivo. Em diversas
técnicas analiticas (como nas analises cromatogréficas, por exemplo) esse parametro pode ser
estabelecido pela comparacdo do resultado obtido com a combinacdo de varios fatores. Como
substancias diferentes podem apresentar respostas similares em dadas condicdes deve-se proceder
a andlise, seguida por outras técnicas comprobatorias (como cromatografia ou eletroforese acoplada
a espectrometria de massas). Outra maneira de avaliar a especificidade envolve a adi¢cdo de padréo
analitico (muito empregada em andlises por espectrometria de absorcéo ou de emissdo atdmica) ou a
comparacédo com padréo externo (5).

2.2 FUNCAO DA RESPOSTA (GRAFICO ANALITICO)

O grafico analitico deve apresentar os dados estatisticos de intersec¢do, da equacao da regressao
linear, o coeficiente de correlacdo ou de determinacéo e a concentracdo estimada dos calibradores
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(solugdes-padréo). Assim, torna-se necessario o uso de numero suficiente de solu¢gdes-padrao para
definir adequadamente a relacdo entre a concentracdo e a resposta. O gréfico analitico pode ser
construido usando-se, no minimo, cinco valores de concentracéo enquadrados no intervalo definido
(5, 8,13-15).

A suposicao classica do gréafico de calibracéo é que a resposta instrumental y esta linearmente
relacionada com a concentragdo do padréo y, tal como:

y =F(x) + ey

Na qual: ey = erro randdmico ou indeterminado (distribuicdo normal); y = sinal analitico (ou resposta
instrumental).

Geralmente, o erro randdmico é desprezado na relagéo, ficando y = F(x):
F(x) = B + Sx

Na qual: B = média das medidas do branco (ou linha de base); S = sensibilidade do método;
X = concentracdo do analito na amostra.

Julga-se satisfatéria a linearidade do gréafico quando o coeficiente de correlagdo da reta obtida
nao é estatisticamente diferente da unidade (9). No caso, considera-se:

R=1 Correlacao perfeita
0,91<R<0,99 Correlagéo fortissima
0,61<R<0,91 Correlacéo forte
0,31<R<0,60 Correlacdo média
0,01<R<0,30 Correlacao fraca

R =zero Correlacdo nula

Embora sempre se busque obter relacdo linear entre a propriedade a ser medida e a concentracdo
ou quantidade do analito pode-se também admitir a relagcao ndo-linear (16) (por exemplo, nas andlises
eletroguimicas, utilizando eletrodos de ion seletivo ou biossensores).

2.3 INTERVALO DE TRABALHO

O intervalo do método analitico corresponde a faixa do maior ao menor nivel que possa ser
determinado com preciséo e exatiddo, usando a linearidade do método (13-15). Geralmente, os analistas
seguem o caminho inverso. Primeiro, selecionam o intervalo de trabalho (baseado no nivel de
concentracdo do analito que desejam estudar) e depois determinam se a relagédo sinal versus
concentracao € linear.

2.4 LINEARIDADE
A linearidade refere-se a capacidade do método de gerar resultados linearmente proporcionais a

concentracdo do analito, enquadrados em faixa analitica especificada. Esse parametro pode ser
demonstrado pelo coeficiente de correlagéo do gréafico analitico (13-17), que ndo deve ser estatisticamente
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diferente de 1 (avaliado pelo teste “t” de Student), observando-se que a inclinacdo da reta seja diferente
de zero. Assim, € necessério obter coeficiente de correlagéo estatisticamente igual a um e coeficiente
angular diferente de zero.

A linearidade pode ser avaliada por meio da analise de variancia ponderada (ANOVA ponderada).
Considera-se que o gréafico analitico satisfaz o critério de linearidade quando quatro graficos mostrarem
resultado positivo para esse teste ou quando trés forem lineares (12, 18) e aquele que nao satisfizer as
condicdes no nivel de significancia de 0,05 as satisfaca no nivel de 0,01 (Fa 0,05<Fobtido<Fa 0,01). Outra
forma de avaliar a linearidade é por meio da relagéo entre a concentragéo recuperada e a de fortificacao,
gue deve ser linear (2). Assim, estima-se a capacidade do método em desviar-se linearmente da
recuperacao ideal (100%) (16).

2.5 SENSIBILIDADE

A sensibilidade é a capacidade do método em distinguir, com determinado nivel de confianca,
duas concentragfes proximas (16). Sob o ponto de vista pratico, a sensibilidade constitui o coeficiente
angular do gréfico analitico (3, 19) expresso como:

_dy
dx

Em métodos sensiveis, uma pequena diferenca na concentracéo do analito causa grande variacéo
no valor do sinal analitico medido. Esse critério expressa a capacidade do procedimento analitico
gerar variacdo no valor da propriedade monitorada ou medida, causada por pequeno incremento na
concentracéo ou quantidade do analito. Entretanto, tornou-se comum o uso errdneo desse termo para
designar método com baixo limite de detecc¢édo (LD) (16).

2.6 EXATIDAO

A exatiddo, definida como a concordancia entre o valor real do analito na amostra e o estimado
pelo processo analitico (7, 13-16, 20-22), constitui a chave para o propésito da validagéo. Os quatro
métodos principais, propostos para o estudo da exatidéao, séo baseados no uso de material de referéncia
certificado (MRC), na comparacao do método proposto com um método de referéncia, no uso de
ensaios de recuperacgdo na matriz e em estudos colaborativos (20). Os MRC (quando disponiveis) sao
0s materiais de controle preferidos, pois estédo diretamente relacionados com padrdes internacionais.
O processo de avaliacéo por meio de MRC consiste em analisar nUmero suficiente de replicatas desse
material e comparar os resultados obtidos com o valor certificado. Entretanto, o alto custo do MRC e
a abrangéncia limitada de matrizes e analitos restringem seu uso (21).

A exatiddo também pode ser estabelecida mediante comparac¢&o entre os valores obtidos pelo
método proposto com os valores obtidos para as mesmas amostras com outro método validado (método
com precisao e exatiddo avaliadas). Apés analise de diferentes amostras com ambos os métodos, as
diferencas obtidas para cada amostra sdo calculadas e comparadas com o valor desejado (nesse
caso, zero). Estabelece-se, entéo, o nivel de confianca de acordo com o intervalo de concentracéo
(menores valores de concentracéo causam maior dispersdo dos dados aumentando o limite de confianga)
(16). Entretanto, nem sempre se encontra método de referéncia preexistente, impossibilitando a
utilizacdo desse tipo de proposta (20).

Estudos colaborativos implicam na aceitacdo de pelo menos oito laboratérios (ndmero minimo)
em desenvolver determinado método. Somente quando for impossivel reunir tal niUmero de laboratérios,
o0 estudo podera ser conduzido com o minimo absoluto de cinco participantes (22). A maior dificuldade
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freqiientemente encontrada quando se tenta estabelecer a exatidao do método por meio de estudos
colaborativos envolve a garantia de estabilidade do analito (assegurar que a concentracédo do analito,
a ser determinada na amostra, permaneca estavel durante o decorrer do estudo). Isso torna-se
particularmente dificil com compostos labeis (7, 21).

No processo de validagdo em estudos colaborativos usa-se a andlise de variancia (ANOVA),
que determina a existéncia de diferencas significativas entre os valores obtidos pelos laboratérios
envolvidos (16).

O ensaio de recuperagéo constitui 0 método mais utilizado para validagao de processos analiticos.
A recuperacao esta relacionada com a exatidao, pois reflete a quantidade de determinado analito,
recuperado no processo, em relacdo a quantidade real presente na amostra. A exatidao é expressa
como erro sistematico percentual, inerente ao processo (12, 20). O erro sistemético ocorre pela perda
da substancia devido a baixa recuperagéo da extragao, medidas volumétricas imprecisas ou substancias
interferentes na amostra (entre outros).

O estudo da recuperac¢éo consiste na "fortificac@o" da amostra (Figura 1), ou seja, na adi¢do de
solugcBes com diferentes concentracdes do analito de interesse seguida pela determinacdo da
concentracéo do analito adicionado. Calcula-se a quantidade percentual recuperada pelo processo (3)
usando a férmula:

[valor obtido —valor real |
Rec% = X
valor real

100

FIGURA 1 - PROCESSO DE FORTIFICACAO DAS AMOSTRAS

Maor N vd deFatifica2o
—> I N . .
_> )
N;d MooEFaEica_ao
Su ao&a}\
Sui1ssce Fatifica2oda Menar !\lvg e
Fatifica 2o Anndra Fatifica 20

FONTE: BRITO, 2001 (13).
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No estudo da recuperacéo sao realizados testes de significancia, utilizando o teste "t" de Student
de acordo com a seguinte férmula (23):

(Rec —100)
S?ec
VJn-1

Na qual: Rec = a média das recuperagdes obtidas para n repeti¢cdes; 100 = a recuperacao percentual
desejada; n = o nimero de determinacdes (trabalha-se com no minimo 5 repeti¢cdes); SRec = o desvio-
padrao das recuperacgdes.

Se o valor de t obtido estiver enquadrado no intervalo estabelecido pelo valor tabelado, paran -
1 graus de liberdade em dado nivel de significAncia, entdo o método sera considerado exato (24). Além
de efetuar o teste "t" de Student, existem valores criticos aceitaveis de acordo com a concentracédo do
analito em estudo. Esses valores sao estimados considerando-se que analises de elementos majoritarios
costumam apresentar erros sistematicos relativos muito inferiores aqueles obtidos para analitos em
concentracdes muito pequenas. Tais valores, sugeridos pelo manual da Association of Official Analytical
Chemists (AOAC) séo apresentados na Tabela 1.

t=

TABELA 1 - RECUPERACAO DO ANALITO EM FUNCAO DA CONCENTRAGCAO

Concentracédo do analito (% Interval o de Recuperacao Aceito (%
> 10 98- 102
> 1 97-103
> 0,1 95- 105
> 0,01 90- 107
> 0,001 - > 0,00001 80- 110
> 0, 000001 60- 115
> 0, 0000001 40-120

Fonte: BRITO, 2001 (13).

Deve-se ressaltar que o processo de fortificacdo tenta simular condi¢des reais, ndo interferindo
significativamente nas intera¢des que ocorrem na propria amostra. Isso nem sempre é possivel, visto
gue a solucgéo de fortificacdo € preparada com solventes organicos, geralmente ndo-presentes na
matriz. Por essa raz&o, tenta-se usar volume reduzido de solucdo de fortificacdo e condi¢cbes que
alterem a amostra o minimo possivel (16, 25).

2.7 PRECISAO
O parametro que avalia a proximidade entre varias medidas efetuadas na mesma amostra é a

precisdo do processo analitico. Usualmente, é expressa como o desvio-padrdo, varidncia ou coeficiente
de variacao (CV) de diversas medidas (2, 17). O CV é dado pela seguinte equacéo:
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CV% = > x100
M

Na qual: s = desvio-padréo das recuperacfes e M = média das recuperacdes.

Para andlise de residuos (26) de pesticidas, por exemplo, consideram-se aceitaveis coeficientes
de variacao de até 20%. Segundo WOOD (27), o coeficiente de variagao (ou desvio-padréo relativo)
esta relacionado com o nivel de concentracéo do analito na amostra, definido pela equagéo: CV(%) =
2(1-0,5109C) na qual C é a concentragdo do analito. Desse modo, substituindo-se os niveis de
concentragdo nessa equacgéao obtém-se os valores CV apresentados na Tabela 2.

TABELA 2 - COEFICIENTES DE VARIACAO EM FUNCAO DO NIiVEL DE CONCENTRACAO DO
ANALITO

Concentracdo do analito Coeficiente de Variacdo (%
(%

1 (100% 2
107t 2,8
1072 (1% 4
1073 5,6
1074 8
10°° 11
10°° (ppm 16
1077 23
10°8 32
10°° (ppb) 45

Fonte: WOOD, 1999 (27).

A precisao pode ser considerada no nivel de repetitividade, de precisdo intermediaria e de
reprodutividade (2, 3, 13-15, 22). A repetitividade expressa a precisdo nas mesmas condicdes de
operacao (equipamento, analista, reagentes, dia e mesmas condi¢des ambientais) em pequeno espaco
de tempo. Repetitividade, também conhecida como precisao intra-ensaios (13-15), pode ser avaliada
com no minimo nove determinac¢des dentro do intervalo de trés diferentes concentracdes e trés replicatas
cada, ou com no minimo seis determinac¢des para uma Unica concentracéo-teste (14). A precisdo
intermediaria expressa as variagdes no mesmo laboratério que envolvem diferentes dias, diferentes
analistas e diferentes equipamentos, entre outros (13, 14). Tal termo tem sido pouco empregado e
esses testes ndo sdo comumente citados na literatura. A reprodutividade expressa a precisdo entre
laboratérios, mediante estudos colaborativos usualmente aplicados para padronizacéo de metodologias
(14, 15). O método sera considerado preciso quando apresentar niveis de variag@es dentro do aceitavel
para cada nivel de concentracéo conforme apresentado na Tabela 2.
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2.8 LIMITE DE DETECCAO

A menor concentracdo do analito que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada,
sob condicdes experimentais estabelecidas constitui o limite de detec¢éo (13-15, 18, 28-31).

Analistas, quando desenvolvem métodos novos ou modificados para andlise de tracos,
frequentemente definem Limites de Deteccao (LD) em termos do desvio-padréo de medidas do branco.
Entretanto, sendo o branco constituido de todos os reagentes, com exce¢do da amostra e do analito,
ndo reproduz as mesmas condi¢des a que o analito estara sujeito durante a anélise (16, 25, 28). O LD
determinado dessa forma pode avaliar mudancgas ocorridas durante o desenvolvimento do método, ou
para comparagdo de instrumentos. Entretanto, em relagdo a andlise pratica, esses valores sdo
extremamente baixos e ndo representam a realidade (16, 25, 28). O limite de deteccdo pode ser
determinado mediante o sinal/ruido, o desvio-padréo da resposta e do coeficiente angular e por processos
estatisticos.

O sinal/ruido pode ser aplicado somente para processos analiticos que exibem linha de base. A
determinacao da razao sinal/ruido é realizada por meio da comparacao dos sinais medidos da amostra
com baixas concentracdes conhecidas do analito com as do branco, estabelecendo-se a concentracéo
minima na qual o analito pode ser detectado. A raz&o sinal/ruido com valor 3 é geralmente considerada
aceitavel para estimar o limite de detecgéo (13-15, 31).

O limite de deteccéo pode ser expresso pela equagéo abaixo (13-15, 28-31):

_3x%xs
S

LD

Na qual: s = desvio-padrao da resposta; S = o coeficiente angular do gréafico de calibragdo (sensibilidade
do aparelho).

No caso dos processos estatisticos, utiliza-se o "teste de hipétese" para estimar o LD com
valores obtidos de varias medidas do branco pela seguinte equacéo (16, 25, 26):

— 2%, o596 X S
S

LD

Naqual: t, g4, = valor tabelado em fungéo de n (niumero de analises); sz = desvio-padrao do branco;
S = sensibilidade do aparelho.

Quando se obtém poucos valores de medidas do branco ou quando tais valores se apresentam
como linha de base, esse tipo de estimativa pode ndo ser adequado.

O LD pode ser estimado pelos experimentos de recuperacéo (26) mediante o desvio-padrao (s ,)
do menor nivel de fortificagéo, calculando-se s, a partirde s, e sg:

(m-1)s,” +(n-1)s,”
m+n-2

S =

com

Na qual: m =0 ndmero de determina¢des do menor nivel de fortificagcdo; n = 0 nimero de determinagdes
do branco; S, = desvio-padréo da amostra do menor nivel de fortificacéo; Sz = desvio-padréo do
branco. A partir desse valor estima-se o limite de deteccéo pela equacéo (26):

2 X tn,95% X Scom
S
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No processo estatistico séo considerados todos os efeitos a que o método esta sujeito (variagbes
do branco e variag6es da amostra fortificada no menor nivel).

2.9 LIMITE DE QUANTIFICACAO

O limite de quantificagédo € definido como a menor concentracdo do analito, que pode ser
guantificada na amostra, com exatiddo e precisdo aceitaveis, sob as condi¢fes experimentais adotadas
(13-15, 18, 28-31). Pode ser estimado por meio do sinal/ruido, do desvio-padrdo e por processos
estatisticos.

O procedimento sinal/ruido pode ser aplicado somente para processos analiticos que exibem
linha de base. Efetua-se a determinacéo da razédo sinal/ruido por meio da comparagéo dos sinais
medidos da amostra com baixas concentracdes conhecidas do analito com as do branco,
estabelecendo-se a concentragdo minima na qual o analito pode ser quantificado (13-15, 31). Exemplo
de razéo sinal/ruido tipica é 10:1.

O limite de quantificac&o (LQ) pode ser expresso pela equacgéo abaixo (13-15, 18, 28-31):

10xs
S

LQ =

Na qual: s = desvio-padrdo da resposta; S = o coeficiente angular do grafico de calibracdo (sensibilidade
do método).

De acordo com o procedimento estatistico utilizado para analise de residuos de pesticidas, o
LQ corresponde ao menor nivel de fortificacao estudado (16, 25, 26). A recuperacao pode variar entre
70 e 120%, com coeficiente de variacdo de até 20%.

2.10ROBUSTEZ

Segundo a International Conference on Harmonisation (ICH), a robustez do método é a medida
da sua capacidade de permanecer inalterado sob pequenas, mas estudadas variagdes nos parametros
do método e prover indicagéo da sua dependéncia durante o uso normal (24, 32, 33).

A avaliacdo da robustez pode ser considerada durante a fase de desenvolvimento e depende do
tipo de processo em estudo. Nos testes de robustez sé@o aplicados experimentos estatisticos que
examinam, simultaneamente, os efeitos de altera¢bes em diferentes variaveis do método. No caso de
métodos cromatogréficos, as variaces referem-se a diferentes tipos de colunas, temperatura e fluxo,
entre outras (32).

Os testes de robustez, em geral, servem para indicar os fatores que podem influenciar,
significantemente, a resposta do método estudado. Tal fato fornece a dimensao do problema que
ocorre quando o método € repetido em diferentes condigfes ou é transferido, por exemplo, para outro
laboratério (33).

3 ESTRATEGIA DE VALIDACAO EM FUNCAO DA NATUREZA E DO
PROPOSITO DO METODO

A estratégia a ser seguida na validacdo do método analitico apresenta natureza ciclica,

semelhante a uma corrente de decisdes, acdes e procedimentos (34), como mostrado
esguematicamente na Figura 2.
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Caso o ultimo passo da validagéo (interpretacao dos resultados da andlise) ndo fornecga resposta
satisfatoria, o ciclo da analise podera ser refeito depois da adaptacdo de um ou mais passos.

Para que os resultados sejam confiaveis é imperioso que as varia¢des analiticas sejam mantidas
dentro de limites preestabelecidos por critérios baseados na finalidade de andlise, sistemas analiticos
e estudos estatisticos (12).

Os critérios a serem aplicados para validacao de determinado método depende da sua natureza
e propoésito. Usa-se a distingdo entre método "novo"”, "padrao” e "modificado" para caraterizar sua
natureza. Método padréo, nessa definicdo, € o método completamente validado (com todos os
parametros estabelecidos). Por outro lado, os métodos sdo também classificados de acordo com o
seu propdsito, por exemplo, qualitativo/quantitativo ou andlise tragcos versus componente majoritario
(34). A validacao requerida para tais métodos esta resumida na Figura 3.

FIGURA 2 - ANALISE QUIMICA COMO UM PROCESSO CIiCLICO

Defini 20
do
problema

Interpreta 2o
dos resultados

do problema

Defini 20
do objeto

amostragem e
t@nicas

Tratamento
da amostra

Fonte: Brito, 2001 (13).

Os parametros exatidao e precisdo constituem a chave para o processo de validacdo. Sdo
requeridos para todos os estudos de validagdo de métodos, exceto para aqueles com propdsito
gualitativo, que se destinam apenas a acusar a presenca de um analito. Para a andlise quantitativa de
elementos tragos é necessario validar os limites de deteccao e de quantificagcdo. Ja para analises
qualitativas € obrigatério validar apenas o limite de deteccao. A avaliacdo do parametro da linearidade
€ obrigat6ria para métodos novos e anélises qualitativas de componentes majoritarios.
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FIGURA 3 - DEFINICAO DOS CRITERIOS A SEREM EMPREGADOS DE ACORDO COM O METODO
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Fonte: Brito, 2001 (13).

4 ESTUDO DE CASO: ANALISE DE HERBICIDAS EM AMOSTRAS DE SOLO

Para avaliacdo dos parametros tratados, o trabalho de POLESE et al. sobre analise de residuos
de pesticidas foi selecionado na literatura (35) e submetido aos critérios aplicaveis.

4.1 FUNCAO DA RESPOSTA (GRAFICO ANALITICO), INTERVALO DE
TRABALHO E SENSIBILIDADE

No estudo escolhido néo foi investigada a linearidade do método, que seria a busca pelo intervalo
de concentracdes para obter relagéo linear entre a concentragéo e o sinal de resposta (altura do pico).
Os autores selecionaram a faixa de concentragdo de trabalho indicada aos niveis de concentragdo que
almejavam investigar e verificaram se este intervalo apresentava a relagéo linear desejada. Nesse
procedimento, o intervalo de trabalho foi definido pelo analista em funcéo da resposta (ou grafico
analitico) para obter a sensibilidade do método (Tabela 3).
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Observou-se que o intervalo de trabalho escolhido guarda excelente relag&o linear com o sinal
analitico, denotado pelos valores de coeficiente de correlacao extremamente préximos de 1. Do mesmo
modo, 0 método apresentou grande sensibilidade, pois os coeficientes angulares das retas apresentaram
valores elevados. Isso significa que com pequenas variagdes na concentracao obtém-se grandes
variacdes nos sinais medidos, garantindo a diferenciagdo entre duas concentracdes bastante proximas.

TABELA 3- EQUACOES DO GRAFICO ANALITICO, COEFICIENTES DE CORRELACAO E

INTERVALO DE TRABALHO
Intervalo de Equa 1 es Coeficientes
Pesticidas trabalho de

(mg/L) correla 2o

Diisopropilatrazina 0,2a5,2 y = 4355,7x - 839,83 0,9992

Dietilatrazina 0,2a4,7 y = 5496x - 804,23 0,9995

Trifluralina 0,5a 10,2 y = 1742,5x - 322,52 0,9999

Simazina 0,2a5,0 y = 7829,9x - 1189,2 0,9994

Atrazina 0,3a5,3 y = 6671x - 804,78 0,9997

Metribuzina 0,3a5,3 y = 2852,7x - 234,72 1,0000

Metolaclor 0,5a10,0 y = 1358,4x - 24,886 0,9998

4.2 EXATIDAO E PRECISAO

O calculo da recuperacdo para amostras fortificadas pode ser realizado computando-se as
recuperagdes individuais para cada nivel de fortificacéo do analito(i), avaliando-se a recuperacao por
meio de sua média (ii), ou analisando a regressao linear da concentracéo obtida e a concentragdo de
fortificag@o (iii) (21). Parailustrar as diferentes formas de avalia¢do foram utilizados os resultados de
POLESE et al. (35) referentes a analise de sete herbicidas por Cromatografia em Fase Gasosa com
Detector Termidnico Especifico (CG-DTE) em amostras de solo.

4.3 AVALIACAO DA EXATIDAO PELO ESTUDO DAS RECUPERACOES
INDIVIDUAIS

Para avaliar a abrangéncia da exatiddo foram estudados trés niveis de fortificacéo e, para cada
nivel, efetuadas quatro determinacdes (35). Os valores de recuperacao obtidos para os pesticidas séo
apresentados na Tabela 4.

Usou-se o teste de hipotese para confirmar a exatiddo do método, sendo estabelecida como
hipétese nula (Ho): Rec. = 100% e como hipétese alternativa (H1): Rec. # 100% (teste bilateral). O
teste t aplicado, com 95% de confian¢a e n-1 graus de liberdade, apresentou valores calculados entre
os intervalos estabelecidos pelo valor tabelado (4,17), com excecéo dos resultados obtidos para
Diisopropilatrazina (1,0 e 2,0 mg kg™1), Trifluralina (4,0 mg kg™1), Simazina (2,0 mg kg™1), Atrazina
(2,0 mg kg™1), Metribuzina (1,0 e 2,0 mg kg™1) e Metolaclor (4,0 mg kg™1). Para estes compostos, nos
niveis de fortificacéo citados, pode-se afirmar que existem diferencas significativas entre as recuperacdes
obtidas e o valor esperado (100%), com 95% de confianca e 3 graus de liberdade.
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TABELA 4 - RECUPERACOES PERCENTUAIS E CV DOS COMPOSTOS ANALISADOS POR CG

. N vel Recupera 20 |CV % | tcalculado
Pesticidas mg kg 1 Madia (%)
0,1 84 12,0 -2,75
Diisopropilatrazina 1,0 81 3,6 -11,29
2,0 83 3,6 -9,85
0,1 95 8,4 -1,08
Dietilatrazina 1,0 103 11,0 0,46
2,0 92 6,8 -2,21
0,2 109 10,5 1,36
Trifluralina 2,0 103 8,0 0,63
4.0 115 3,6 6,27
0,1 93 8,0 -1,63
Simazina 1,0 102 5,8 0,58
2,0 95 2,0 4,56
0,1 105 5,5 1,50
Atrazina 1,0 102 3,0 1,13
2,0 108 1,2 10,69
0,1 98 12,7 -0,28
Metribuzina 1,0 109 3,8 3,76
2,0 113 1,3 15,32
0,2 104 2,1 3,17
Metolaclor 2,0 95 5,3 -1,72
4,0 112 2,6 7,14

n = 4; CV = Coeficiente de Variagdo. Fonte: POLESE et al., 2002 (35).

Para o teste t com 99% de confianca (teste menos restritivo) tem-se o valor tabelado de t igual
a 7,45. Os compostos Diisopropilatrazina (1,0 e 2,0 mg kg™1), Atrazina (2,0 mg kg™1) e Metribuzina
(1,0 e 2,0 mg kg'1) apresentaram diferengas significativas entre os valores obtidos e o esperado (100%).
Embora ndo satisfagca esse teste, 0 método foi considerando suficientemente exato, pois as
recuperagfes estdo compreendidas na faixa entre 70 e 120%, estabelecida pela literatura na area de
analise de residuos de pesticidas (13, 25, 26, 35). Apesar dos valores de recuperacao encontrados
serem significativamente diferentes de 100% s&o aceitaveis por se repetirem em todas as amostras,
evidenciando a consisténcia do método. Fato comprovado pelo estudo da preciséo.

Para o estudo da preciséo, os coeficientes de variagéo (obtidos a partir dos valores referentes
ao ensaio de recuperacgéo) foram considerados adequados (iguais ou inferiores a 20%) conforme
recomendado por THIER e ZEUMER (13, 25, 26, 35). Como todos os valores de CV mostraram-se
inferiores ao estabelecido, 0 método proposto foi considerado preciso.

4.4 AVALIACAO DA EXATIDAO PELO ESTUDO DAS MEDIAS DAS
RECUPERACOES

Para avaliar a exatiddo pode-se calcular as médias dos trés niveis de fortificacdo. Os valores
calculados para os resultados obtidos por POLESE et al. (35), apresentados na Tabela 5, permaneceram
enquadrados na faixa estabelecida para a andlise de residuos de pesticidas (entre 70 e 120%) descritos
na literatura (13, 25, 26, 35).

Os valores foram submetidos ao teste de hipétese, sendo estabelecida como hipétese nula
(Ho): Rec. =100% e como hip6tese alternativa (H,): Rec.#z 100% (teste bilateral). Obteve-se a aceitagéo
da hipdtese nula para todos os compostos com exce¢do dos valores observados para
Diisopropilatrazina, tanto com 95% quanto com 99% de confianc¢a. Os valores de CV indicaram que o
método mostrou-se suficientemente preciso de acordo com o estabelecido na literatura (13, 25, 26,
35). Cabe ressaltar que esse método de avaliagéo fornece visédo muito geral dos valores de recuperagéo
obtidos, deixando de esclarecer quais niveis de fortificacdo ndo se enquadrardo no intervalo de
linearidade do método (ao contrario do procedimento anterior).
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TABELA 5 - MEDIAS DAS RECUPERACOES E CV DOS COMPOSTOS ANALISADOS POR CG

Pesticidas ml\glj Y(Zl 1 Rvggizr?%; 0 |CV % | tosicuaco
Diisopropilatrazina 0,1-2,0 83 1,8 -16,05
Dietilatrazina 0,1-2,0 97 5,9 -0,83
Trifluralina 0,2-4,0 109 55 2,12
Simazina 0,1-2,0 97 4,9 -1,00
Atrazina 0,1-2,0 105 2,9 2,36
Metribuzina 0,1-2,0 107 7,3 1,21
Metolaclor 0,2-4,0 104 8,2 0,61

n = 4; CV = Coeficiente de Variagéo.
Fonte: POLESE et al., 2002 (35).

4.5 AVALIACAO DA EXATIDAO PELO ESTUDO DA REGRESSAO LINEAR

Pelo estudo da regresséo linear pode-se verificar se as recuperacdes apresentam distribuicdo
linear com relacdo aos niveis de fortificacao (os coeficientes de correlagdo fornecem a informacao
relativa a esse aumento proporcional). Cabe ressaltar que os parametros mais importantes nesse
estudo sdo os coeficientes angulares e lineares das retas. Considerando que se pretende comprovar
gue sao obtidas recuperac¢des numericamente iguais as concentragfes de fortificacéo, o coeficiente
linear deve ser o mais proximo possivel de zero e o coeficiente angular igual a 1. As retas construidas
a partir do estudo de POLESE et al. (2002) (Figuras 4 e 5), mostraram excelentes coeficientes de
correlagdo. As equacdes dessas retas sdo apresentadas na Tabela 6.

FIGURA 4 - LINEARIDADE DA RELACAO ENTRE A CONCENTRACAO RECUPERADA E A
CONCENTRACAO DE FORTIFICACAO, COM NIVEIS VARIANDO ENTRE 0,1 E
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FIGURA5 - LINEARIDADE DA RELACAO ENTRE A CONCENTRACAO RECUPERADA E A
CONCENTRACAO DE FORTIFICACAO, COM NIVEIS VARIANDO ENTRE 0,2 E
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A Simazina e a Atrazina apresentaram os coeficientes angulares mais proximos da unidade e a
Diisopropilatrazina o coeficiente linear mais proximo de zero. Como o trabalho estudado n&o forneceu
dados suficientes para o teste t dos valores de “a” e “b” das equacdes da reta ndo foi possivel afirmar
a existéncia de diferencgas significativas entre esses valores, a nulidade e a unidade, respectivamente.

TABELA6- EQUACOES DAS REGRESSOES LINEARES PARA A RELACAO ENTRE AS
CONCENTRACOES DE FORTIFICACAO E AS ADICIONADAS

Princ pio ativo Equa 20
Diisopropilatrazina y = 0,8299x - 0,0062
Dietilatrazina y =0,9164x + 0,0414
Simazina y =0,9497x + 0,0229
Atrazina y =1,0827x - 0,0237
Metribuzina y =1,1385x - 0,0271
Trifluralina y =1,1553x - 0,095
Metaloclor y=1,1273x - 0,1337
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4.6 LIMITES DE QUANTIFICACAO E DE DETECCAO

De acordo com o método de THIER e ZEUMER (1987), o Limite de Deteccao (LD) é calculado
com base nos resultados para o menor nivel de fortificagdo. O Limite de Quantificagao é o menor nivel
de concentracdo em que se conhecem a exatiddo e a precisdo do método (26, 36). Os valores de LD
e LQ estdo apresentados na Tabela 7.

TABELA 7 - VALORES DE LD E LQ PARA OS SETE COMPOSTOS INVESTIGADOS

Pesticidas LD (mgkg 1) | LQ (mgkg™)
Diisopropilatrazina 0,03 0,1
Dietilatrazina 0,02 0,1
Trifluralina 0,06 0,2
Simazina 0,02 0,1
Atrazina 0,02 0,1
Metribuzina 0,04 0,1
Metolaclor 0,01 0,2

Fonte: POLESE et al., 2002 (35).

Os valores reportados foram considerados satisfatorios (suficientemente baixos), principalmente,
para o propdsito do método (a analise de residuos de herbicidas em amostras de solo). Cabe ressaltar
gue o procedimento de THIER e ZEUMER ¢ indicado para a determinagéo do limite de deteccao por
considerar ndo apenas a capacidade do equipamento em detectar a quantidade de composto que é
injetada, mas todas as etapas do processo analitico, desde a extracdo até a deteccao.

5 CONCLUSAO

Avalidacao é essencial para definir se métodos desenvolvidos estdo completamente adequados
aos objetivos a que se destinam, a fim de se obter resultados confiaveis que possam ser satisfatoriamente
interpretados. Desta forma, possibilita 0 conhecimento das limita¢des e da confiabilidade nas medidas
realizadas nas andlises.

Dependendo do propdsito do método, alguns dos parametros apresentados podem deixar de
ser avaliados. A exatiddo e a precisdo do método constituem parametros sempre estudados,
independente do seu propésito, exceto para métodos com objetivo apenas qualitativo.

Deve-se ressaltar que o método pode ser considerado validado, mesmo que alguns parametros
néo se enquadrem nos limites estabelecidos na literatura, mas que sejam criteriosamente conhecidos
e, portanto, adequados aos objetivos do estudo a ser realizado.

ABSTRACT

ANALYTICAL METHODS VALIDATION: STRATEGY AND DISCUSSION
This paper presents the definitions of the parameters (selectivity, limits of detection and quantification, accuracy, precision,
linearity, analytical graphic, sensitivity and ruggedness) considered on analytical methods validation procedures. The
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strategy to be adopted for determinations of these parameters depends on the purpose and the nature of the method.
Some examples are presented for parameters evaluation in a validation procedure.
KEY-WORDS: ANALYTICAL METHODS-VALIDATION; VALIDATION CRITERIA.
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