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Apresentacio

Texto para Discussdo ¢ uma publicagdo técnico-
cientifica da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa), de divulga¢do de resultados
de pesquisas, cuja relevancia os fazem merecedores de
um espaco de reflexdo e debate.

Editada pelo Departamento de Pesquisa e
Desenvolvimento (DPD), a série é dirigida a técnicos,
pesquisadores, dirigentes, formuladores de politicas
publicas, académicos e publico em geral que tenham,
como drea de atuacdo ou de interesse, as tematicas da
ciéncia e tecnologia, da inovagdo, do agronegocio e
do desenvolvimento rural sustentavel.

De carater monogrdfico, Texto para Discussdo
publica e circula ideias e reflexées sobre assuntos
contemporaneos de relevo para a sociedade brasileira,
os quais sdo abordados tanto por analistas e
pesquisadores dos quadros da Embrapa quanto por
especialistas de institui¢oes publicas e privadas que
atuam com pesquisa, desenvolvimento e transferéncia
de tecnologias.

Além da forma impressa, os leitores podem
acessar todos os numeros da série Texto para
Discussdo no seguinte endere¢o: www.embrapa.br/
embrapa/publicacoes/tecnico/folderTextoDiscussao.

O Editor
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Questdes crificas em validagto de métodos analificos

Resumo

O mercado internacional vem adotando uma série de exigéncias em
normas de modo a regular a qualidade de produtos. Normas
internacionais estdo sendo elaboradas ou revisadas e, muitas vezes,
adotados limites de parametros de qualidade mais e mais restritivos.
Posto que o exercicio da tomada de decisdo sobre esses parametros
envolve qualidade de resultados laboratoriais, a acreditagdo de
laboratoérios de métodos analiticos vem sendo alvo de atengdo cada
vez mais intensa. Como resultado, a validagdo de métodos passou a
ser alvo de exigéncias mais estreitas e documentadas, porém o
processo de validagdo de métodos analiticos ainda carece de
discussdo em diversos de seus aspectos. Assim, apresenta-se neste
texto uma abordagem de questdes consideradas criticas a respeito
deste tema, quer seja por resultarem em riscos para o mercado
nacional e internacional, em interpretagdes equivocadas ou em
outros tipos de problemas. Sao discutidos dificuldades no exercicio
e na leitura do tema, niveis necessarios de validagdo, necessidade de
testes de parametros de validagdo em métodos validados ou oficiais,
tipos de experimentos de validacdo intralaboratorial e seu plane-
jamento, experimentos de precisdo (estudos colaborativos), limite
de decisao (CCa), capacidade de detecgdo (CCP), parte objeto de
conclusao, realizacdo de experimentos fracionados e classificagdo e
extracao de valores aberrantes. Admite-se que o conceito de amostra
aleatdria ainda ndo foi adequadamente absorvido na area; como
consequéncia, a assim chamada “incerteza de amostragem”
mostrou-se equivocada. A equivaléncia entre testes de hipdteses e
intervalos de confianga (incerteza expandida), raramente encontra-
dica na area, foi apresentada, bem como a interpretacdo correta,
desses intervalos, terminando por mencionar que ha uma posi¢ao
brasileira sobre sua interpretagdo e uso na norma da NBR 11155:
1988. Finalmente, demonstrou-se que a validagdo de métodos
analiticos ¢ uma tarefa de conteudo tedrico avangado, e que exige
uma analise critica adequada dos resultados estatisticos.

Termos para indexac¢do: gestdo da qualidade, acreditagdo de
laboratorios, metrologia quimica, analise critica de validagao,
planejamento de validagao.



Critical points in analytical methods validation

Abstract

The international market has been adopting a series of demands
and procedures to regulate the quality of products. International
standards have been developed or reviewed and, often, limits have
been used for quality parameters with increasing restrictions.
Since the decision making is based on these parameters involving
quality of laboratory results, laboratory accreditation of analytical
methods has been matter of enormous attention. As a result, the
attention paid to validation of methods became more and more
demanded, but the validation of analytical methods still needs
discussion in several aspects. Therefore, this text shows an
approach to issues considered as critical in this subject, either
resulting in risks to the domestic and international markets, in
erroneous interpretations or in other kind of problems. Difficulties
in exercising and reading the topic are discussed, as well as the
appropriate levels of validation of methods, the validation
parameters needed to verify official or validated methods, the
types of in house validation experiments and their planning, the
precision experiments (collaborative studies), the part of the
population which is the target of the conclusion, the decision limit
(CCa), the detection capability (CCP), the problems which occur
when conducting fractionated experiments and the classification
and extraction of outliers. It is recognized that the concept of
random sampling has not been adequately understood in the area
and, as a consequence, the so-called uncertainty sampling proved
to be misinterpreted. The equivalence between hypothesis testing
and confidence intervals (expanded uncertainty), not frequently
known in the area, is presented, as well as their correct
interpretation, and was pointed that there is a Brazilian position on
their interpretation and use in NBR 11155: 1988. Finally, was
demonstrated that the validation of analytical methods is an
advanced theoretical content task, and that it demands a proper
statistical critical analysis.

Index terms: quality management, laboratory accreditation,
metrology in chemistry, planning and critical analysis of validation.



Introducdio

O rente a formagdo de blocos econdmicos, a defesa de
interesses financeiros e a exigéncia de manutencao de
habitos saudaveis, o mercado nacional e internacional
vem impondo padrdes estabelecidos em produtos de
diversas naturezas, incluindo-se produtos agricolas,
alimentos ou ndo, mais especificamente quanto a qua-
lidade, abrangendo seguranca (toxicidade, defeitos,
alergias, etc.), funcionalidade (acao bactericida, atri-
butos que propiciem incremento da satide corporal,
etc.), e outras caracteristicas.

Limites de contaminantes como agrotoxicos,
residuos de pesticidas, residuos de diversos produtos
quimicos e outros estdo sendo estabelecidos espe-
cialmente no comércio internacional, € normas interna-
cionais estdo sendo elaboradas ou revisadas para
realizacdo de seu controle. Ou seja, os importadores € o
mercado em geral estao banindo aquilo que consideram
ou que ¢ comprovadamente prejudicial a saade.

Como resultado disso, aumenta a exigéncia na
medicao de pardmetros que caracterizam os padrdes
de qualidade e seguranca de produtos em geral.
Laboratdrios passam a ter sua atuagao questionada, e,
em funcdo disto e das imposi¢cdes de mercados
internacionais, vém sendo impelidos a acreditagao,
como aquela proposta na Norma Mercosur et al.
(2006), ou em similares. Como consequéncia, esses
laboratérios tém seus resultados analiticos e sua
competéncia internacionalmente reconhecidos.

11 Texto para Discussdo, 40



Elisabeth Borges Gongalves et al.

Claramente, um laboratorio deve ter sua rotina
de verificacao de métodos sempre que os implanta, o
que se chama de validagdao de métodos analiticos.
Naturalmente que essa pratica sempre foi seguida
pelos analistas de qualquer laboratorio; porém, a
situagdo hoje ¢ de internacionalizacdo. Assim, a
validagdo de métodos passou a ser requerida além
daquilo exigido pelo exercicio das fung¢des analiticas.
Hoje deve haver documentagdo rigorosa, e € neces-
sdrio seguir os requisitos publicados nos textos
internacionais de valida¢ao de métodos analiticos.

Os conceitos nesta area sdo métricos, a area ¢é
de estatistica.

Normas técnicas, documentos orientativos, varios
tipos de guias e diversas outras publicagdes sobre
validagdo de métodos analiticos tém sido revisadas e
divulgadas, mas desencontros ou equivocos entre
defini¢oes, usos indicados e outros detalhes que trazem
dificuldades de interpretacdo e emprego tém sido
notados, sem que se tenha discussao suficiente e clareza
de diversos conceitos, como serda demonstrado no
decorrer deste texto.

Pretendeu-se, portanto, trazer ao leitor um pouco
mais de detalhe e de discussdo de questdes relevantes
em validacdo, produtos de uma abordagem critica da
validagao de métodos analiticos, quer seja na realizagao
da validacdo intralaboratorial de métodos analiticos
como na interlaboratorial.

Deve-se mencionar que o termo “amostra” e
seus derivados serao grafados entre aspas. De maneira
similar, sempre que se usar qualquer terminologia

12 Texto para Discusséo, 40



Questoes criticas em validagdo de métodos analiticos

cujo conceito se coloque em duvida serdo usadas
aspas.

“Amostra” denotaria casos em que a amostra
nao foi obtida conforme técnicas de amostragem, ndo
seguiu as regras estabelecidas pela teoria estatistica.
Por exemplo, um item em observacdao ou medigdo,
como uma fatia de queijo ou uma peca de um
equipamento, ndo ¢ uma amostra, pois amostra
estocéstica ¢ um conjunto de itens com n > 2 unidades
amostrais obtidas de acordo com certas leis.
“Amostra” de uma unidade nao existe; entdo, casos
desse tipo serdo referidos entre aspas.

Experimentacdo e testes de hipdteses

Generalidades

° m laboratorio, ao empregar qualquer método analitico,
necessita demonstrar que o opera de maneira
adequada; assim uma validagao de métodos busca
meios e critérios objetivos para demonstrar que os
métodos de ensaio usados conduzem a resultados
confiaveis e adequados a qualidade pretendida, o que
pode ser encontrado no Eurachem (1998), National
Association of Testing Authorities (1998), Inmetro
(2010), National Food Administration (2009) e
outros.

A viautilizada para esse objetivo € a experimen-
tacdo, ou seja, a demonstracdo, na pratica, de que

13 Texto para Discussdo, 40



Elisabeth Borges Gongalves et al.

parametros de validade sdo cumpridos pelo método
analitico. Os experimentos para validagdo devem
adotar procedimentos ou delineamentos estocasticos
adequados.

Abre-se, ai, a grande area de Experimentacao,
abrangendo desde o teste de enunciados teoricos,
quer seja por meio de modelos de delineamento de
experimentos, de regressdo, de andlise de dados
categoricos, etc., até a obten¢do de conclusdes para
tomadas de decisdo. Estamos, assim, frente a neces-
sidade de comprovar enunciados teoricos na pratica;
portanto, defrontamo-nos com o Método Cientifico,
também conhecido como método indutivo-dedutivo
ou hipotético-dedutivo; a via estatistica.

Enunciados teoricos sdo, entdo, traduzidos em
hipdteses, que sdo afirmacdes que se pretende verificar,
como: uma linha de produgdo estd fornecendo itens
dentro dos padrdes de qualidade estipulados; esta
ocorrendo um surto de aftosa nesta cidade; a Aids
chegou a seu maximo potencial de viruléncia em tal
localidade; e outras.

Assim, o método ¢ submetido a determinadas
condig¢des, hoje consensuais, que poderiam invalida-
lo e se verifica se seu comportamento se altera ou nao.
As hipoteses testadas, portanto, sdo sempre do tipo
H,: o método permanece inalterado (em termos de
meédia ou precisdo), em determinada condigdo x H :
o método se altera.

A Tabela 1 traz um panorama geral envolvendo
a realidade frente aos resultados dos testes de hipo-
teses baseados em amostras.

14 Texto para Discussio, 40



Questoes criticas em validagdo de métodos analiticos

Tabela 1. Esquema de decisdo nos testes de hipdteses.

Realidade
Decisao a tomar
H, verdadeira H, falsa
Erro tipo 1 Decisao correta
Rejeitar H, (nivel de significancia, o) (pode; (_iebteste)
Nio rejeitar H| Decisdo correta Erro lt;po I

As hipoteses H e H, sdo ditas hipotese nula (ou
de nulidade) e hipodtese alternativa, respectivamente.
A questdo basica em validacdo de métodos analiticos
¢ ter, ou ndo, evidéncias suficientes para se rejeitar
H,, ou seja, para se rejeitar a hipotese de que o método
ndo se altera nas condic¢des que lhe foram impostas.

Desse modo, uma validacdo de método nao
consegue provar que um método ¢ valido. Somente
consegue ndo ter evidéncias suficientes para rejeitar
hipdteses de invalidade e, portanto, concluir que o
método atende a certos requisitos em determinadas
circunstancias e com determinada (im)precisao.

Pelo exposto, o que se adentra, em validacao, ¢
o mundo da estatistica experimental, um mundo vasto
e complexo, muito além das meras estatisticas basicas.

Cendrios encontrados em testes de hipoteses

Como forma de tornar mais claras as situagdes
encontradas em testes de hipdteses, considere-se que a
probabilidade de se admitir que um surto de febre
aftosa em gado ocorre em qualquer regido seja p = 2%.

15 Texto para Discusséo, 40



Elisabeth Borges Gongalves et al.

Se uma amostra de gado bovino obtida no Mato Grosso
do Sul com 500 (quinhentas) cabecas apresentou 8
(oito) ocorréncias de aftosa, pode-se considerar que
estd ocorrendo um surto de aftosa neste estado?

Seria considerada como a hipotese nula aquela
em que a probabilidade de surto na regido esta
proxima de 2%, ou seja, H: p = 0,02, ou que, ao
contrario, este valor ja foi atingido e pode ter sido
superado, logo H: p > 0,02. Rejeitando-se H; em
favor de H, sera concluido que estd ocorrendo um
surto no estado. Mas, se a realidade for que p < 0,02,
serd admitido que ha um surto quando, na realidade,
ndo ha e se comete o erro tipo I, também chamado
nivel de significancia, com probabilidade expressa
por o.. O resultado disso seria criar clima de sobressalto
e provocar gastos desnecessarios.

Se a hipotese H, porém, ndo for rejeitada em
favor de H , a conclusdo serd que ndo ha surto; quando
na realidade houver, sera cometido o erro tipo II, cuja
probabilidade se expressa por 3. Providéncias preven-
tivas e de contencdo ndo serdo tomadas, propiciando
contaminagao descontrolada e graves desdobramentos
facilmente imaginaveis. Nesse caso a probabilidade
de ndo se cometer tal tipo de erro € notada por meio
de (1 - B) e chamada de poder de teste.

Teste de hipoteses e ciéncia

O campo que se descortina ao se verificarem
hipdteses ou visar a obtencao de estimativas e a gene-
ralizacdo/validade de conclusdes ¢ o da Inferéncia.

16 Texto para Discussio, 40



Questoes criticas em validagdo de métodos analiticos

De acordo com a Figura 1, se a amostra empregada
for tomada de acordo com as devidas bases esto-
casticas, entdo as conclusoes nela baseadas tém valor
generalizavel também ao que nao foi observado no
conjunto todo. Isso € inferir, concluir inclusive sobre
0 que ndo se examinou, € nisso repousa o famoso
risco amostral.

Amostra:

*kkk

Todo # * ## #*
R R H Conclusao

*

= =»| o que sobrou (#)

1
1
1
1
Nao amostrado: |
1
1
1
1

* ou #: unidades que formam todo o conjunto a ser amostrado.

Figura 1. Amostragem e validade de conclusdo (a tltima abrange o todo *
ou #, até mesmo aquilo que nao foi amostrado #).

E o conhecimento solido dos testes de hipoteses,
na forma aqui apresentada, que traz ao pesquisador,
cliente, vendedor, consumidor, etc. os riscos que
envolvem o chamado poder de teste, riscos que geram
curvas como as curvas caracteristicas de operagdo em
amostragem para qualidade, andlises do tipo sequen-
cial, e outras.

Além disso, esse conhecimento fornece visao
apropriada de intervalos de confianga. Na auséncia
dessa visdo, muitas vezes esses intervalos sao

17 Texto para Discusséo, 40
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equivocadamente usados deixando de se fazer valer
sua equivaléncia com testes de hipotese bilaterais.

Ainda, atualmente as publicac¢des tém simplifi-
cado o verdadeiro teor da validagdo de métodos,
tornando validagdo um campo perigoso para o cliente
dos laboratérios e deixando de atribuir a devida
responsabilidade a quem compete assinar os seus
resultados estocasticos e as correspondentes con-
clusdes, o estatistico.

A nomenclatura estocastica em qualidade ¢
bastante confusa e pouco rigorosa. O leitor, porém,
podera encontrar diversos conceitos da drea na propria
internet usando Orgdos normalizadores, como o0s
glossarios de Fuentes-Arderiu (2010), da Organization
for Economic Cooperation and Development (2010),
da European Statistics (2010), de National Institute of
Standards and Technology (2010) ou outras fontes.

Ademais, ¢ necessario acrescentar que cada
técnica, cada teste de hipoOtese estatistico tem suas
restrigdes quanto a sua propriedade, e estas devem ser
seguidas. Assim, aplicar um teste de hipdteses requer
também verificar se suas exigéncias sdo validas ou ndo.
Para ndo correr esse risco, deve-se sempre dar prefe-
réncia ao uso de testes estatisticos menos exigentes,
como 0s ndo paramétricos, e as investigagdes informais,
como graficos estocasticos e avaliagdes descritivas ou
exploratdrias; assim, deve-se sempre questionar a real
necessidade de se realizar cada teste de hipoteses.

E possivel que os problemas apresentados neste
item e no decorrer de todo este texto tenham sido
detectados porque a formagao do estatistico no Brasil

18 Texto para Discusséo, 40
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¢ diferente do que acontece na esmagadora maioria
dos outros paises, que ndo t€ém a mesma formagao de
base tdo ampla e de espectro tdo abrangente, e isso €
publico. No exterior, ser estatistico ¢ ter esse titulo
por meio de uma pds-graduagdo, ndo ¢ ter a formacao
superior na area.

Sem duvida, isso constitui uma grande vantagem
para nosso pais, que detém maior poder de argumen-
tacdo nos seus estatisticos para refutar exigéncias
equivocadas de outros mercados, além do que ocorre
no mundo da informacdo. Nao ¢ de se espantar,
portanto, que muito venha sendo publicado sobre essa
profissao.

Nas atividades de qualidade a estatistica desem-
penha papel nevralgico. O profissional que atua na
atividade de validagdo, encaixada na qualidade para
laboratérios, encontra a obrigatoriedade de detalhar
todos os delineamentos experimentais, todos os
métodos estatisticos em estudos acreditados em Boas
Praticas de Laboratorios (BPL), Organization for
Economic Cooperation and Development (1998),
bem como de documentar os procedimentos de
validagdo, o mesmo ocorrendo em acreditacdo de
laboratorios do tipo Norma Mercosur et al. (2006).

Dificuldades em treinamentos

° principal dificuldade nos treinamentos em validagao
de métodos analiticos tem sido a extensdo do contetdo

19 Texto para Discussdo, 40
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técnico necessario para prover uma nogao solida da
matéria, pois exige desde os célculos diferenciais e
integrais, calculos de probabilidades, geometria linear,
algebra linear, e inferéncia, que sao basicos em
estatistica, até métodos de analise complexos minis-
trados na pos-graduacao.

Assim, validagdo ndo pode nunca ser suficien-
temente aprendida por um leigo em estatistica em um
curso de curta duracdo, nem em um semestre ou dois
de matérias como quimiometria ou outras. Ainda, o
que muitas escolas e profissionais chamam de
113 4 . O 99 1 .

estatistica basica” ¢, na realidade, um apanhado de
introdu¢des comumente destituidas da devida base

estocastica para seu correto exercicio.

Validacdo abrange a tomada de decisdo e a
imagem de laboratodrios, além da formagdo adequada
e a competéncia (poder legal para pratica do ato) que
essa confere, experiéncia técnica, rigor necessario
para bem exercé-la, capacidade de analise critica dos
resultados, poder de argumentacao tedrica e facilidade
de transmiti-la por escrito até para enfrentar disputas
judiciais.

Nivel de validacto necessdrio
e responsabilidades cabiveis

nivel de validacdo necessario no caso de métodos
normalizados ou oficiais, ou seja, obtidos em normas
nacionais ou internacionais, ou publicados pelos 6rgaos
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competentes, ainda gera duvidas. Do ponto de vista
metodoldgico, nao se valida método normalizado; ele
ja foi validado ou ¢ considerado valido ha tempos.
O Inmetro (2010), portanto, esclarece que, nesse caso,
¢ necessario somente demonstrar que se pode opera-lo
de maneira adequada, nas condigdes dos laboratorios.

O que esse documento deixa claro ¢ que ¢
preciso demonstrar que os métodos de ensaio usados
conduzem a resultados confidveis e adequados a
qualidade pretendida no laboratério em que sdo
utilizados. Assim, ndo € obrigatério o uso de todos os
parametros de validagdo constantes em nenhum caso,
mas somente daqueles que sejam necessarios para
comprovar a qualidade dos resultados. Por exemplo,
ndo ha necessidade de se validar um método para
todas as matrizes (alimentos ou outro objeto de
medi¢do por método analitico) abrangidas por seu
escopo, ou as regras que envolvem a amostragem
estocastica e o proprio estabelecimento do escopo do
método ndo fariam sentido.

Evidentemente, hd métodos em que se usam
técnicas diferentes dependendo de certos fatores, ou
que mudam em algum detalhe, dependendo da matriz.
Isso deve estar descrito no escopo do método — ou
seja, naquilo em que ele se aplica—, o que € necessario
¢ delimita-lo adequadamente, e tomar o devido
cuidado na sua redagao.

Validacdo de métodos analiticos compreende
pelo menos duas areas de formagao, assim ¢ atividade
de atuacdo e responsabilidade compartilhada. Ambos,
estatistico e profissional responsavel pelo método
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analitico, devem discutir juntos todos os parametros
de validacao a serem pesquisados, ¢ cada um deve
emitir o seu parecer em documentos separados apre-
sentando, em cada caso, as justificativas técnicas
quanto a ndo pesquisar parametros julgados desne-
cessarios.

Compete ao profissional responsavel pelo
método analitico a documentacao que se refere a ele,
o estabelecimento de locais apropriados para arma-
zenamento e uso de reagentes, padrdes, equipamentos,
processos laboratorias de validagdo, elaboragdo de
analises criticas de ensaios, verificacdo de uso de
rotinas ou documentos anteriores, confericio dos
resultados de medi¢des, inclusdo de referéncias,
escolha do método, execucgdo e descricao de modi-
ficagoes, escolha de analistas, etc.

Complementarmente, cabe ao estatistico o
planejamento dos experimentos necessarios; o acom-
panhamento e a verificagdo do cumprimento dos
delineamentos propostos; a andlise critica inicial das
medicOes realizadas, do fornecimento e da organi-
zagdo da codificacao do material; a garantia de que
as medicodes serdo cegas e de que a mesma por¢ao
teste ndo seja retestada; a analise das distribuicdes; a
escolha, a aplicagdo e a analise dos testes estatisticos,
dos gréficos estocasticos; a elaboracdo/escolha dos
programas a serem usados; a validagdao dos calculos
estatisticos; a critica dos resultados de validacao; a
emissdao de documento abrangendo todos os métodos
estatisticos usados; a inclusdo de referéncias perti-
nentes; a conclusdo sobre a validade, restrita ou nio,
do método analitico; etc.
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Dificuldades comuns

dificuldade de manuten¢do de matrizes (material em
que se realiza o método analitico) na area de alimentos
¢ algo muito conhecido pelos profissionais da area,
porque alimentos se deterioram. No entanto, nem
sempre compreendido por clientes, auditores, etc.

A incapacidade de reproduzir a realidade da
medi¢ao do analito em uma matriz, sua reatividade, suas
caracteristicas, etc. por meio do emprego de fortificagdo
(adigdo de quantidade conhecida da substancia teste ou
microrganismo, adi¢do do analito ou microrganismo,
contaminagdo com a substancia teste ou microrganismo)
¢ conhecida em alimentos, porém subestimada por
profissionais de outras areas da qualidade.

As diferengas encontradas nesses casos nao sao
comumente compreendidas, e muitos chegam a ima-
ginar que ¢ possivel que alimentos colhidos em épocas
diferentes reajam da mesma forma a fortificagdo e
medi¢do, tanto em termos de exatiddo quanto em
precisdo. Isso, porém, muitas vezes nao ocorre.
Pequenas diferengas, por exemplo, de umidade em
alimentos, podem alterar em muito a reatividade no
emprego de métodos analiticos e resultar em formas
completamente inesperadas de precisdo (incerteza,
variancia) ou desvios nos resultados esperados.

Ha que se adequar o método as circunstancias em
que ¢ utilizado. Assim, € preciso incluir também na
validagdo, além daqueles niveis do analito destinados a
cobrir as aplicagdes do método no laboratdrio, as vizinhan-
cas de limites impostos pela legislagdo, quando existentes.
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A relagdo entre um limite legal e um limite de
quantificacdo ou detec¢do ¢ imediata quando da
definicdo de um limite de deteccdao. Naturalmente,
nada pode ser corretamente quantificado se estiver

abaixo do limite de deteccao.

Raramente se encontra, no entanto, uma vali-
dagdo envolvendo os limites de detec¢@o, quantificagcdo
e limites legais em conjunto. Além disso, ha declaracdes
de limites de detec¢do ou de quantificagdo que nio sdo
propriamente compreendidas, ou adequadamente co-
municadas. E reciso lembrar que os dois tiltimos, mui-
tas vezes, sao resultados de calculos e nao resultados
de limites experimentalmente testados e validados.

Esses limites sdo pontos no eixo do analito.
A probabilidade de um ponto, porém, € nula, ou seja,
a probabilidade daquele valor de limite de deteccao
ou de quantifica¢do ocorrer e corresponder a realidade
¢ zero. Logo, obter um determinado limite teorica-
mente € comprovar, a0 mesmo tempo, que ele ¢
verdadeiro, raramente ocorre. Entdo, esses limites
ndo podem meramente ser admitidos como validos
sem os testes laboratoriais e estatisticos necessarios.
Os resultados, certamente, ndo serdo pontos, mas
intervalo(s) que o(s) contenha(m).

Incerteza

egundo a defini¢do do Inmetro et al. (2000), publi-
cagdo conhecida como Vocabulario Internacional de
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Metrologia (VIM), incerteza ¢ um parametro u*(x)
associado ao resultado de uma medicdo, que ca-
racteriza a dispersdao de valores que poderiam ser
razoavelmente atribuidos ao mensurando.

Conforme a literatura, esse parametro pode ser
um desvio padrao, ou um multiplo dele, ou a metade
de um intervalo correspondente a um nivel de
confianga estabelecido e compreende, em geral,
muitos componentes. Incerteza padrao u(x) ¢ um
desvio padrdo. Note-se que, entdo, incerteza u*(x) é
variancia (6%) de uma medigao X.

Quando o laboratorio calcular a incerteza
expandida do seu resultado (Ulab), o valor verdadeiro
(Xv) deve estar dentro do intervalo (Xlab. £ Ulab),
Inmetro (2010).

Pergunta-se, entdo, quem é Xv? Valor verdadeiro
de qué? Do mensurando na por¢ao amostral medida?
Do mensurando no pacote disponivel para medigao?
Do mensurando no lote? Do mensurando no processo
produtivo?

Valor verdadeiro

° elo exposto, outro problema pouco comentado ¢ a
definicdo do que seria o valor verdadeiro a que se
referem as publicacdes. O Inmetro (2010) estabelece
o valor verdadeiro como Xv, valor aceito como
verdadeiro em relagdo a um valor certificado. Segundo
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o National Institute of Standards and Technology
(Nist), em Taylor e Kuyatt (1994), haveria um valor
verdadeiro do mensurando. Essa obra, entretanto, nao
diz com relagdo a qué, e acrescenta que ainda existe
duvida sobre ele. No guia Eurachem e Cooperation
on International Traceability in Analytical Chemistry,
(2000), o valor verdadeiro ¢ mencionado como um
valor consistente com a definicdo de uma quantidade
particular, porém essa mesma publica¢do admite que
ha muitos valores consistentes com essa definigao.

Ainda, o limite de decisdo CCa ¢ definido como
aquele ou acima do qual pode-se concluir que uma
"amostra" ¢ ndo conforme com probabilidade de erro
a de acordo com a Commission Decision (2002).
Nesse mesmo documento define-se capacidade de
detec¢ao CCa como o menor teor do analito que pode
ser detectado, identificado ou quantificado em uma
“amostra” com probabilidade de erro a. No caso de
analitos sem minimo estipulado, esse limite ¢ a menor
concentracdo na qual se pode detectar “amostras”
verdadeiramente contaminadas com uma margem de
certeza 1 — a.

O que se deve notar € que as “amostras” a que
essa publicagdo se refere ndo sdo bem determinadas.
Nao ¢ mencionado se a “amostra” ¢ uma por¢ao
amostral procedente de um lote industrializado ou
uma porc¢ao de uma determinada produgao agricola.

Esse valor, verdadeiro, muitas vezes tem sido
associado a um valor que pode ser usado em uma
expressao de incerteza expandida a ser aplicada para
um lote, por exemplo, mas na maior parte das vezes
ndo ha base suficiente para isso.
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O valor verdadeiro em muitas publicagdes ¢
valido somente para a por¢do sob medi¢cdo ou nem
mesmo isso. Nao pode ser usado em verificacdes de
conformidade de produtos como agricolas ou agroin-
dustriais, a menos que seja uma evidéncia cientifica.

Ha outros fatores, porém, operando sobre a
medi¢do, como a diferenca de incertezas quando se
alteram as matrizes, os processos produtivos agricolas
ou os industriais. Logo, falta poder inferencial nos dados
laboratoriais para que seus resultados possam extrapolar
os limites do laboratorio para um processo, a menos que
haja projeto especialmente desenvolvido com esse fim.

Infelizmente, ndo tem ficado claro nas publica¢des
que muitas vezes a incerteza de medigdo, ou a incerteza
em um pool (agregado, conjunto indivisivel) € s6 o que
os laboratdrios podem conseguir, € que com ela raramente
serd obtido um intervalo de confianga valido para estimar
o nivel de um analito em determinado lote ou processo
produtivo, especialmente se o material for regularmente
heterogéneo quanto ao analito.

Aquilo que se refere a um processo de medi¢ao
que ¢ exclusivamente laboratorial ndo pode ser
estendido além dele. Trata-se de um caso em que as
medi¢des sdo provenientes de um conjunto com
unidades de medicao que nao estdo na Figura 1. Em
outras palavras, com base em itens do tipo (2,, 0,, 0,
0,.-..), Ou seja, itens que ndo sdo pertencentes a
populacdo estudada, pretende-se obter conclusdes
(inferir) para a populagdo que € do tipo (#, #,, *, *,,
*, #, ¥, ). O correto, porém, seria usar (*, *,, *,,
*p-0), que € a amostra proveniente da populagio
acima.
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Na realidade, busca-se uma incerteza que possa
ser utilizada em verificagdo de conformidade de lotes
e processos. Isso € tema de item separado no decorrer
deste texto.

De modo similar, a mesma situagao ¢ verificada
com CCa e CCPB. Ambos sdao provenientes de proces-
sos de medicao intralaboratoriais, e nada além disso.
Nao tém poder inferencial em um sistema de produgao
industrial ou agricola que ndo foi investigado.

Realizagdo dos experimentos de validacdo

Bases da experimentagdio

nfelizmente a literatura em quimica tem dado pouca
énfase ao conceito de independéncia. Ela tem sido
reportada por meio de uma medicdo ndo estar
relacionada com a anterior.

E 0 esquema de dependéncia/independéncia em
medi¢des que determina o tipo de modelo que pode
ser usado e o tipo de andlise estatistica apropriada.
Ele ¢ uma das estruturas que coordenam todo o arca-
bouco experimento — analise estatistica — estimacao
(de médias, variancias, desvios-padrao) — conclusio
—tomada de decisdo, etc.

Em condig¢des de dependéncia, medidas basicas
de qualquer sistema estocastico como média e varian-
cia ndo deverdo ser estimadas pela média amostral e
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variancia amostral comuns. Nesses casos, por
exemplo, a média amostral ¢ tendenciosa (viciada,
desviada) para estimar a média real de qualquer
processo, e a varidncia da média difere daquela
conhecida.

Como exemplos da importancia do conceito em
medicoes em ensaios analiticos, verificando-se as
normas International Organization for Standardization
(1994a, 1994b, 1994c, 1994d; 1998a; 1998b) pode-se
notar que as defini¢cdes de condigdes de repetitividade
e reprodutibilidade trazem esse conceito implicito, e
que o mesmo ocorre na definicdo de precisao. Sem
independéncia, repetitividade e reprodutibilidade ndo
podem ser definidas e, se calculadas nas formas
tradicionais, disponiveis nas normas, resultardo em
valores irrealistas que nao refletirdo a precisao de
métodos, sem que disso se tenha qualquer indicagao
pratica ou visivel.

Se uma “subamostra” provém de determinado
recipiente, toda e qualquer outra “subamostra” devera
resultar em medigdes proximas a primeira. Sem
davida, ao se realizar ‘“‘subamostragem”, ndo se
garante que serdo realizadas medic¢des independentes,
e ndo se podera afirmar, de acordo com teoria
estocastica, que repeticdes propriamente ditas tenham
sido obtidas.

Da mesma forma, Inmetro (2010) menciona
replicatas independentes e usa ensaios independentes
na defini¢ao de precisdo, o que implica também em
exigéncia de ensaios independentes na repetitividade
e na reprodutibilidade.
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De modo similar, Taylor e Kuyatt (1994),
Eurachem, Cooperation on International Traceability
in Analytical Chemistry (2000) e Commission
Decision (2002) incluem independéncia na precisao,
repetitividade e reprodutibilidade. A National Food
Administration (2009), no entanto, ndo a menciona.
Defini¢des e forma de obtencao de ensaios indepen-
dentes raramente sdao encontradas em qualidade para
laboratorios.

Uma definicdo de independéncia de ensaios
consta do Inmetro (2010), conforme resultados
obtidos de maneira ndo influenciada por qualquer
resultado prévio na mesma ou em matriz similar
testada. Esta, porém, ndo ¢ uma definicdo suficiente.

Independéncia em resultados/ensaios implica
em experimentos conhecidos como cegos, como
mencionado em Pocklington (1985), Association
Office of Analytical Chemists (1989) e Pocklington
(1990). Esses experimentos sao da maior importancia
em ciéncia e em valida¢ao. Podem ser obtidos resul-
tados experimentais invalidos caso a independéncia
ndo seja mantida, sem que se perceba, por muito
tempo que os resultados obtidos tinham problemas.

Experimentos cegos sdo obtidos por meio de
sistemas de geracdo que seguem distribuicdes
probabilisticas e trazem observagdes organizadas e
codificadas. Sdo muito usados em medicina e evitam,
nos laboratorios, interferéncias de analistas, equipa-
mentos, ambiente, etc. S3o a base de qualquer
validacdo, ¢ a base de qualquer pesquisa cientifica.
E necessario que os laboratérios sigam as ordens de
ensaios estabelecidas no planejamento e que cada
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por¢do a ser analisada ndo exceda em muito a
quantidade necessaria para a analise de modo que ela
ndo possa ser repetida na mesma por¢ao. Margens de
até 20% a mais de material podem compor as porgdes
a serem medidas e reposi¢do deve ser fornecida
quando da perda da por¢do, ao invés de se fornecer
porcdes maiores e propiciar subamostragem.

Em muitas vezes sera reportado exatamente o
resultado obtido, especialmente em sistemas do tipo
cromatograficos, em que o resultado ¢ calculado pelo
sistema. Em muitas outras o analista ndo vai alterar o
resultado que obteve, mas poderd ser descartado
algum resultado que venha a ser julgado incompativel
com algum outro anterior. Felizmente, isso ndo ¢
muito comum da parte do analista, mas ¢ suficien-
temente realizado por parte do laboratério, que cré
estar frente a um valor aberrante, quando isso nao foi
estocasticamente confirmado.

Sem duvida, a capacidade de andlise e a
disponibilidade dos laboratorios devem ser conside-
radas no planejamento. H4, todavia, problemas com
precos e padrdes, por exemplo, em curvas de calibra-
¢do em HPLC e similares, em que independéncia das
concentragdes nao ¢ sempre possivel e diluicdes de
uma mesma solu¢do sdo preparadas, carregando-se 0s
erros da solugdo-mae para as dilui¢des. Nesses casos
¢ necessario fazé-las tdo independentes quanto
possivel.

Sem independéncia nenhuma validagdo ¢
valida, porém, muitas vezes serdo aceitos certos
“graus de dependéncia”.

31 Texto para Discusséo, 40



Elisabeth Borges Gongalves et al.

Os experimentos devem ser realizados de
acordo com o teste estatistico a ser usado em cada
fase da validacdo e para cada parametro e deve ser
tomado em consideragdo o tipo € o numero de
respostas a serem obtidas na medi¢do. Por exemplo,
ha ensaios cujos resultados sao dependentes porque
foram obtidos na mesma porg¢ao teste e outros que sao
independentes por causa do sistema reativo empregado
pelo método.

Tentar obter o maximo de informacao possivel
o tempo todo ¢ um fator comum de complicagdo.
Sem duvida, é mais econdmico medir muitas coisas
de uma vez que poucas coisas de cada vez, porém
isso conhecidamente costuma gerar conjuntos de
dados que terminam por confundir o analista, a
validagdo, as conclusdes e sua compreensao. Nao ¢
simples entender relagdes entre muitos analitos ao
mesmo tempo, mas, sim, entre alguns que sejam os
principais analitos de interesse. Dessa forma, o que
seria economia pode confundir e até impossibilitar
conclusao.

Fracionamento de delineamentos experimentais

Fracionamento de delineamentos experimentais
¢ usado por muitos autores que visam economia de
recursos e de trabalho experimental. O problema
destes delineamentos, no entanto, ¢ que, com o
fracionamento, as interacdoes sdo excluidas dos
experimentos € nao podem ser testadas. Cornell
(1984) refere-se a esse problema em alimentos;
Comission Decision (2002) recomenda certo cuidado
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com esses experimentos, € outros autores os apresen-
tam e discutem. A maioria, contudo, dos documentos
nacionais ¢ internacionais em valida¢ao de métodos
analiticos nao o mencionam. Os resultados dos testes
de hipdteses obtidos com essa exclusdo podem ser
enganosos. Efeitos significativos, entdo, deixam de
ser detectados.

Narealidade, muito do que se testa em validacao
com emprego de experimentos fracionados sao
condi¢des ambientais de realiza¢do de ensaios, por
exemplo, as tipicas variacdes de tempo de reagdo e de
temperatura, tdo comuns em quimica, notadamente
em alimentos. Nesses casos interagdes existem e sao
significativas. S3o exatamente os casos de efeitos
sinergisticos reais.

Caso essas interacoes sejam ignoradas, quando,
na realidade elas existem, isso ndo serd rapidamente
detectado, e o laboratdrio correra riscos na qualidade
de seus resultados analiticos. O que se recomenda,
portanto, ¢ ndo fracionar, executando experimentos
em partes, até€ a obtencao de experimentos completos.

NGmero de repeticoes

uantas repeti¢cdes eu uso? ¢ a pergunta considerada
folclorica e mais conhecida no mundo cientifico. Nao
ha uma resposta honesta a essa pergunta a nao ser:
nao sel.
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Nao hd um nimero cabalistico ou consenso
envolvendo essa questdo. Os sistemas de amostragem
dependem de dados como insumos para se poder fazer
um calculo adequado, ou que se julgue apropriado na
fase inicial de uma validagdo. Ou seja, validagdo ¢ um
problema cientifico como qualquer outro, e essa
informagdo ndo surge do vazio, mas ¢ construida
baseada em informagdes também experimentais.

Deve-se, entdo, questionar que tipo de infor-
magoes esta a disposi¢ao para que se possa calcular a
quantidade de medigdes necessarias? Deve-se
também verificar se tais informagdes sao suficientes ¢
apropriadas; logo, a validacdo pode necessitar de
complementacdo de medi¢des em qualquer um de
seus parametros, a qualquer tempo.

As publicacdes que trazem os numeros de
repeticoes a serem usados para, por exemplo,
verificacdo de linearidade e calibragcdo, como as
publicacdes de Inmetro (2010), Taylor e Kuyatt
(1994), Eurachem, Cooperation on International
Traceability in Analytical Chemistry, Eurachem e
Citac Working Group (2000), Comission Decision
(2002), National Food Administration (2009),
Eurachem (1998) e National Association of Testing
Authorities (1998), ndo sdo consensuais, e 0s textos
que as emitem ndao fornecem as bases cientificas
segundo as quais foram obtidos. Na verdade nao
passam de nimeros que alguns consensos julgam
razoaveis, sem base tedrica e ndo representam
qualidades necessariamente suficientes.

Caso se opte pelo minimo de seis repeticdes/ma-
triz ou concentra¢ao requerido por essas publicacdes, o
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laboratério corre risco de ndo ter testes de hipdteses
suficientemente poderosos pelo baixo nimero de
repeticdes, situacdo bastante arriscada nas regides
criticas das curvas de calibracdo, faixas de trabalho,
limite de deteccao, limite de quantificacao, etc.

O real numero de repeticOes necessario para
cada parametro de validacdo ¢é algo a ser estudado.
Assim, quando se necessita de maior sensibilidade
nesses parametros nao ha outra recomendacdo a nao
ser um dimensionamento especifico para as diferengas
que se pretende detectar, ou empregar melhoramento
de experimentos.

Faixa de trabalho

° stabelecer a faixa de trabalho pode parecer simples,
mas nem sempre €. Devem-se incluir limites de
legislagdes nas faixas para serem testados; bem como
suas vizinhancas. Ainda, a real deteccao também deve
ser considerada quando se estuda essa faixa.

As retas ajustadas nessa faixa ndo devem ser
forcadas a passar no ponto zero, nem valores zero do
analito ndo ensaiados devem ser incluidos nos
calculos. O intercepto deve ser obtido e € preciso que
sua nulidade seja testada do ponto de vista estocéstico.
E necessario, ainda, realizar os testes de hipdteses de
ndo existéncia de regressdao e de falta de ajuste.
A ultima ¢ lembrada por Thompson et al. (2002) e
deve ser incluida no modelo de regressao. Finalmente,
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ha que se apresentar a analise de regressdo completa,
incluindo-se um diagnostico realizado por profissional
experiente em reconhecimento de padrdes de compor-
tamento estocastico, bem como a correspondente
analise critica.

Viarios outros aspectos, contudo, devem ser
examinados. Na realidade, a maior parte das respostas
dos métodos ndo descreve uma reta no decurso dos
analitos; ou seja, ndo ha reta, o que hd ¢ uma regido
em que o método tem comportamento que pode ser
aproximado por uma reta. O problema ¢ descobrir
onde fica essa regido, isto €, seus limites.

Muito comumente o que se tem € uma sigmoide
com uma assintota horizontal na parte superior do
eixo x. A primeira parte ¢ de crescimento rapido,
aproximadamente exponencial, dita log fase, e se
poderia dizer que uma segunda parte seria aproxi-
madamente linear. A velocidade com que a curva
passa da primeira para a segunda fase, todavia, muitas
vezes € tao grande que o que se tem ¢ quase que um
ponto a partir do qual o método passa a detectar ou
quantificar quase linearmente. Um ponto, no entanto,
tem probabilidade nula; alcangd-lo, na pratica,
aproxima-se do impossivel.

E necessario acrescentar que uma regressio
somente ¢ valida no seu intervalo de observagao;
logo, extrapolagdes ndo sdo permitidas, como pode
ser encontrado na literatura classica da drea ou mesmo
em Association Office of Analytical Chemists (1989).

Finalmente, ¢ usual ampliar a regido de trabalho
ao longo do uso do método como resultado de
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investigacao adicional. Assim, o trabalho de validacao
ndo tem um inicio ou fim exatamente demarcados,
como ja& exposto anteriormente.

Valores aberrantes

° deteccdo de valores aberrantes (outliers) em validagao
de métodos analiticos permeia tanto a validagdo
intralaboratorial quanto os experimentos de precisdo
(estudos colaborativos) e os ensaios de proficiéncia.
O descarte desses valores era realizado ha aproxi-
madamente 200 anos, porém, com o uso de estimadores
robustos e com novas abordagens do assunto, o descarte
vem sendo menos frequentemente praticado.

Em todos os experimentos envolvidos em vali-
dacdo a preocupagao com esses valores ¢ justificada.
O principal objetivo experimental € obter estimativas
de médias e variancias — incertezas —, € correspon-
dentes desvios padrao — incertezas padrdao — de modo
a verificar, sem influéncia de erros grosseiros, o
comportamento de métodos analiticos e o desempenho
de laboratorios de analise.

Os testes estocasticos mais populares para
valores aberrantes em quimica sdo os de Grubbs,
Dixon e Cochran, como em Horwitz (1988, 1995) e
outros.

O teste de Grubbs ¢ aplicavel a dados com
distribuicdo normal ou log-normal, como medigdes
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de fendmenos naturais, como parametros de fertilidade
de solos, teores de diversos analitos em alimentos,
diametros de arvores, etc., e tem sido recomendado
por vérias normas e institui¢des internacionais. E teste
para um valor aberrante, podendo ser aplicado ao
maior ou menor valor do mensurando. Foi ampliado
por Rosner (1983), que estendeu o método de Grubbs
para detectar k valores aberrantes em uma amostra.

|valor estranho — médial|
desvio padrao

Grubbs

O teste de Dixon ¢ usado para 3 a 25-30 me-
dicoes com distribui¢do normal; baseia-se em
distancias entre extremos e detecta um valor aberrante.

[valor aberrante — valor mais proximo apos ordenagdo|

QDixon -

maior valor — menor valor apos ordenagdo

O teste de Cochran ¢ utilizado para valores
aberrantes em casos de medigdes em duplicatas e ¢
€Xpresso como se segue.

(maior diferenga entre duplicatas)?
Y(diferen¢as entre duplicatas)’

Cochran =

Menos conhecidos sdo os testes nao paramé-
tricos de Rosner e de Walsh. As estatisticas de testes
referentes a cada um deles sdo:

50|
1 g0

em que xV ¢ estatistica de ordem obtida da distribuicao
disponivel, x® é a média, s é o desvio padrio,
ambos calculados com exclusdo do valor aberrante
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pesquisado x. Para numero de medigdes > 60 pode-
se definir a estatistica de teste de Walsh, em Lohninger
(2010), conforme:

2
1+b c=b
a= c—1
c—b* -1

com

c=1F1x (V2n)

em que /FIX ¢é o maior inteiro do argumento na
expressdo, b’ = 1/a, a ¢ o nivel de significancia, » o
nimero de valores aberrantes na parte superior ou
inferior da distribui¢do, k = r + ¢ para:

X-(I+a)X +aX <0,X , —(I1+a)X  +aX >0

n+1-k

Se ambas as igualdades sdo verdadeiras entao
ambos, menor ¢ maior valor, sdo verdadeiramente
aberrantes.

A Association Office of Analytical Chemists
(1994) recomenda que se usem dados validos de um
minimo de 8 laboratérios, mesmo numero recomen-
dado por Pocklington (1990), bem como que se estu-
dem 5 matrizes, admitindo um maximo de 2/9 valores/
matriz como aberrantes a serem descartados, sem
levantar que motivos os originaram. Pocklington
(1990) considera que ndo deve haver mais do que um
conjunto (de matrizes diferentes, niveis de analito, etc.)
em cada 5 que apresente mais que 20% de valores
classificados como aberrantes.

Sem duvida, esses valores podem ser generali-
zados a diversos parametros de validagao.

39 Texto para Discussdo, 40



Elisabeth Borges Gongalves et al.

A Association Office of Analytical Chemists
(1994) instrui determinar a probabilidade de valores
aberrantes no conjunto de resultados considerados
normais aplicando os testes de Cochran ou Grubbs.
Recomenda que se os valores aberrantes foram remo-
vidos ap0s o teste de Grubbs, verifique-se o conjunto
restante por meio do teste de Cochran.

Embora a area de quimica tenha dado muita
importancia a esses valores, tem deixado de lado os
conceitos e probabilidades envolvidos nesse assunto.
Valores aberrantes ndo sao rigorosamente definidos e
tém sido, historicamente, tema de uma enorme
variedade de publica¢des. A nogdo mais comum de
um valor desses seria um resultado que difere
exageradamente dos demais. Questdes comuns nesse
caso sdo: foi um erro de anotagao/digitagdo? Algo foi
excluido ou incluido equivocadamente nos calculos?
Ha diversidade quimica ou bioldgica no caso? Se nao
houver explicacdo, também ¢é possivel que o valor
seja aleatorio. O problema, portanto, passa a ser
descobrir qual dessas, ou outras, hipdteses ¢
verdadeira.

Nas areas estocasticas, a deteccdo de valores
aberrantes ¢ comumente realizada com certa massa
de dados. Do ponto de vista probabilistico, esse tipo
de valores tem probabilidade muito baixa, muitas
vezes menor que 1%. Desse modo, como classificar
como aberrante um valor um pouco desviado em um
conjunto de 10 medi¢des? Ou de 20? Nesses casos as
probabilidades associadas sdo de 10% e 5%, muito
altas para se poder classificar tais valores como
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aberrantes. Assim, extrair tais valores € um problema
amostral maior do que imagina o analista comum.

A extragdo reiterada de valores aberrantes ¢
algo que merece ser comentado. Uma vez que se
detecte com uma determinada técnica ou teste
estatistico um ou varios valores aberrantes em uma so
vez, ¢ possivel realizar descarte. Nao se deve, porém,
reaplicar as verificacdes de valores aberrantes e
reextrai-los.

Retornando ao aspecto probabilistico, se um
valor aberrante tem probabilidade inferior a 1%, por
exemplo, dois valores aberrantes em sequéncia teriam
probabilidade muitissimo menor que 1%, por isso
mesmo ambos ndo poderiam ter ocorrido por acaso;
logo, o segundo valor ndo seria aberrante. Reaplicar,
portanto, verificagdes e realizar extragdes sucessivas
constituem pratica sem fundamentagao probabilistica
valida.

Além disso, testes estatisticos para valores
aberrantes com um grupo limitado de dados em
experimentos de precisao podem, comparativamente,
demonstrar grandes discrepancias, Hamaker (1986).

E pratica comum aceitar a suposi¢do de nor-
malidade e independéncia mutua, logo verificagdes
informais de normalidade comecam a ser empregadas
como ferramentas de exame de valores aberrantes.
E preciso, entdo, que verificagdes desse tipo, ou seja,
livres da carga de exigéncias dos testes de hipoteses
formais, venham a ser mais intensamente estudados
na area e relatados.
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Experimentos de precisdo (estudos colaborativos)

° M uito se fala sobre experimentos de precisdo (estudos

colaborativos), alguns até julgam que um método nao
estéd suficientemente verificado se experimentos desse
tipo ndo foram realizados. Realmente, deles € possivel

extrair muita informacao, mas € preciso mais.

Eles se destinam a estudar métodos desde seu
procedimento escrito, verificar seu comportamento
em diversas matrizes, estudar seus resultados em
diferentes ambientes, propiciar uma critica de
medi¢des detalhada e obter precisdes. Uma vez que
se pretende estudar um método, sdo usados labo-
ratérios em que se tem confianca. Entdo, o que se
pretende € uma amostra, que possa ser aceita, de bons

laboratorios para o experimento.

O principal nesses experimentos €, segundo as
normas da International Organization for Standardi-
zation (1994a, 1994b, 1994c¢, 1994d; 1998a, 1998b),
estimar a precisao de métodos. Isso ¢ feito usando o
modelo mais comum em delineamento de experi-
mentos: o modelo a um critério de classificacao.
Nesse modelo, o critério de classificagdo conhecido
como tratamentos em diversas areas nada mais ¢ que
laboratorios. As medicdes realizadas pelos labora-
torios tém suas variagdes (incertezas) totais decom-
postas em variacdo entre laboratérios, chamada de
variacdo da reprodutibilidade, e variagao dentro de

laboratorios, dita variagao da repetitividade.
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Da estimacao dos componentes de variancia
desse modelo resultam os componentes mencionados,
repetitividade e reprodutibilidade, nomenclatura que
comumente causa estranheza em profissionais de
estatistica, pois ambas se referem ao contetudo tedrico
de variancia, imprecisao.

O modelo que ¢ usado, ou seja, com laboratdrios
como Unico critério de classificagao, ¢ do tipo:

yij:u+£i+8ij

em que y, ¢ o resultado da ij-ésima medicdo, u ¢ a
media geral, £, o efeito (desvio, vicio) do laboratorio
,i=1,2,..n,¢ €; 0 eITo aleatorio, com distribuicao
N (0,6%),j=1, 2, ... ], ou seja, distribui¢do normal de
média zero e variancia (incerteza) 6. Um esquema do
experimento mais simples, com esse modelo, teria
duas repeticoes em cada laboratorio e poderia ser
representado como na Figura 2.

L1 L2 L3 Ln
"\ <\ "\ "\
A1 A2 A3 A4 A5 A6 ... A2n-1 A2n

Figura 2. Esquema de realiza¢do do experimento mais simples
para obtengdo de estimativas de precisdo em estudos colabo-
rativos.

Para obten¢do dos componentes de variancia

calcula-se:
E(SQT)=E| Y v;=C|=E| X ¥} [-E(C)
ij ij

logo:
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E[zy;}yw%e;)
ij ij

mas,
E(C) = Jy* + Jo; + ¢°, portanto
E(SQT) = (L + o, + LJo*) — (IJy* + Jo; +0%)=J( - 1)o; +(IJ-1)o’

Ainda,

E(SQLab):E[l.Z(Zy”.)Z—C]:}(I W6+ o) - (I +Jot+67)
J
mas,
E{Z(Zyij)zJ:ZE[2u+4,+8”] =W + 16} + 1o’
i J i J
logo,

1
E (SQLab) = — (114 + IJ?o; + 1Jo*) — (I + Jo; + 0%)
=JI- Do+ -1o*=(I-1) (Jo; +0?)
entdo,
E (SORes)=c(IJ - 1-1+1)=1(J - 1)5*
assim,

SORes
1(J-1)

E (OMRes)=E [ ] =0’ e E(OMLab)=0’+ Jo!

Frente aos valores esperados obtidos montou-se
a Tabela 2.
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Tabela 2. Esquema de analise de variancia e valores esperados.

Causas de variacao GL SQ QM E(QM)
Entre laboratérios I-1 SQLab QMLab o’ +Jo;
Dentro laboratorios I(J-1) SQRes QMRes o’
Total -1 SQT

GL: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio; Lab: laboratorios;
Res: residuo; o repetitividade; o7 varidncia entre laboratorios; E(QM): esperanga do
quadrado médio correspondente.

A partir dos componentes de variancia define-
se a reprodutibilidade conforme abaixo.

2 2 2
0R+0 +0(

Repetitividade e reprodutibilidade fisicamente,
portanto, ndo existem, sdo componentes de variancia,
matéria de delineamento de experimentos, de um
modelo comum, cuja nomenclatura originariamente
causou problemas na American Society for Testing
Materials (1987), e que raramente deixara de causar
estranheza aos estatisticos.

Comumente se diz que métodos normalizados
sao robustos. Quem se refere a reprodutibilidade,
porém, esta se referindo exatamente a uma média de
desvios de laboratorios com relagdo a um valor
consensual, esta se referindo a uma média de pequenas
faltas de robustez geradas pelas condi¢des experi-
mentais, equipamentos e analistas de diversos labora-
torios. De modo similar, repetitividade refere-se a
uma média de pequenos erros intralaboratoriais.

Uma vez que repetitividade e reprodutibilidade
sdo médias de valores de precisdo obtidos em uma
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amostra de laboratdrios, ndo podem ser aplicadas a
um Unico laboratorio. A repetitividade de um
laboratério ndo € definida nessas normas e, sim, a
repetitividade de um método obtida em uma amostra
de varios laboratorios. Para manter fidelidade as
definicdes, portanto, repetitividade de um laboratorio
ndo existe, embora um laboratdério possa operar em
condi¢des de repetitividade. Assim ¢ que a Interna-
tional Organization for Standardization (2004) define
o2 como variancia (imprecisdo) dentro (within) de um
laboratorio. Essa distingao, no entanto, nao ¢ mantida
em outros documentos.

Algo que se deve dizer sobre repetitividade e
reprodutibilidade ¢ que elas de nada servem se nao
houver algo com que comparé-las. Ou seja, dizer que
arepetitividade de um método ¢, por exemplo, 0,0005,
e a reprodutibilidade ¢ 0,0009, nao significa absolu-
tamente nada. Nao se sabe se esses valores indicam se
o método ¢ bom ou ndo, a menos que se tenha a
repetitividade e a reprodutibilidade de um concor-
rente seu. Entdo, repetitividade e reprodutibilidade,
sozinhas, ndo dizem absolutamente nada.

Por outro lado, os resultados do modelo que
gera essas imprecisoes t€ém sido pouco explorados.
Por exemplo, estudos colaborativos raramente trazem
se a reprodutibilidade foi ou nao significativa. Aqui
repousaria a maior importancia desse tipo de expe-
rimento; se o teste para a causa de variacdo corres-
pondente a reprodutibilidade, ou seja, a variagao
interlaboratorios, foi ou ndo significativo, o método &,
ou nao, robusto.
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Frequentemente a variagao da reprodutibilidade
¢ significativa sem que isso tenha sido verificado, o
que ocorre em métodos de qualquer tipo. Assim,
muitos métodos normalizados ndo sdo exatamente
robustos, mas tém certo grau de robustez.

Ademais, ¢ possivel aproveitar o experimento
de precisdo e incluir outros pardmetros a serem
testados e ter resultados mais amplos, como faixa de
trabalho; ou ainda, obter materiais de referéncia.

Finalmente, apresenta-se na Tabela 3 resultados
de estudo colaborativo (experimento de precisdo),
realizado com o exemplo de Youden e Steiner (1975)
citado por Hamaker (1986) no manual da AOAC.

Esses resultados mostram reprodutibilidade
significativa no nivel 2 e ndo nos demais niveis.

Tabela 3. Resultados obtidos na modelagem e variancias (S?)
da repetitividade (r) e reprodutibilidade (R).

Nivel Causa QM Sneg;cor Calculo ;/::ii; thi;:)l-
1 El’;;re 0,0269444 1,54 (_06?()21679 54)‘;; S20,0222
D.lab.  0,0175 0,0175 s2 00175
2 Elfa‘ge 0,150222  5,56* (0,150222-0,027)2 S3  0,088611
D.lab. 0,027 0,027 520,027
3 F‘lzge 0,1905 2,18 (0,1905-0,0875)2 §2 0,139
D.lab.  0,0875 0,0875 52 0,0875

r

Causa: causa de variagdo; Lab: laboratorios; D.: dentro; QM: quadrado médio;
S2: varia¢do da reprodutibilidade; S% variagdo da repetitividade.
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Assim, ¢ necessaria uma analise critica nos dados
obtidos nesse nivel no analito para que se verifique se
houve algum problema referente a matriz, a algum
analista, as condi¢Oes dos laboratorios, a redagdo do
método, etc., para que se possa concluir sobre a
possivel robustez do método analitico.

Desse modo, recomenda-se que o teste estatis-
tico da reprodutibilidade seja realizado em qualquer
experimento de precisdo.

Amostragem

° mostra, como cientificamente conhecida e exposta
na Organization for Economic Cooperation and
Development (2010) — organizagao que traz as normas
de boas praticas de laboratorios —, ¢ um subconjunto
de elementos selecionados de uma populagdo com
uma probabilidade conhecida de selecdo, ou o
conjunto de unidades observadas cujas propriedades
se estuda, National Institute of Standards and
Technology (2010), ou a conhecida amostra aleatoria,
como em Duncan (1974), ndo sao comumente aborda-
das em muitas normas.

A Commission of the European Communities
(2006), como outras normas, ndo fornece método
para se obter uma amostra de acordo com a
conceituacdo estocastica. Apresenta, porém, o que se
pode chamar de uma unidade de observacdo, ou

48 Texto para Discussio, 40



Questoes criticas em validagdo de métodos analiticos

por¢ao amostral, do tipo composta, formada por
subpor¢des agregadas e homogeneizadas. Normas
desse tipo ndo trazem uma sistematica estocéstica —
cientifica —, sdo resultados de acordos internacionais
a respeito de esquemas de coleta de por¢des a serem
estudadas, ndo de amostras representativas de um
lote, de uma cultivar, de um processo, etc.

O que rege a tomada de decisdo nessas normas
nao ¢ uma regra cientifica, mas um acordo envolvendo
um valor consensual e nenhuma regra de amostragem
explicita.

Nesses casos, os resultados de medicao da
unidade (ou por¢do) obtida podem representar uma
evidéncia. Por exemplo, se for obtido 30 pg/kg de
aflatoxina A1 em uma porc¢ao de milho de um lote,
ndo se podera dizer que o lote tem em média 30 pug/kg
de aflatoxina Al, mas que pode apresentar até
30 ug/kg de aflatoxina A1 em algumas de suas por-
¢oes. Trata-se de um caso de evidéncia, ndo de
estimacao. Assim, ndo se pode dizer qual ¢ a média de
contaminagdo do lote, e esse pode, at¢ mesmo, ter
média menor que 30 pug/kg de aflatoxina Al. Entdo se
pode condenar injustamente um lote com base nesse
resultado, e sem saber com que probabilidade esse
resultado esta ou ndo correto. Seria recomendavel,
portanto, uma contraprova, ou melhor, um processo
cientifico de amostragem estocastica.

Tem sido comum o emprego de amostras sem
sistemas de geracdo aleatdrios adequados. As amos-
tras coletadas conforme este aqui, aquele nao, aquele
outro sim, etc. sdo ditas amostras a esmo. Nao sdo
aleatdrias e sdo um tipo de amostra muito susceptivel
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a desvios ndo intencionais. H4 ainda as amostras
intencionais, em que se busca a irregularidade preten-
dida em locus suspeitos, como procurar madeira de
lei fora do centro do involucro, onde estaria com
maior probabilidade, para fugir a fiscalizacdo que
comumente investiga a regido central.

Incerteza de amostragem

° este item ¢ adotada a grafia normal para amostra
estocastica e "amostra" para o que se considera
amostra na referida publicagdo.

Com o decorrer do tempo, frente a confrontos
com estatisticos conhecedores de modelagem que
discordavam do calculo de incerteza por componentes
e clamavam por uma abordagem por modelagem
estocéstica como Working Party on Chemical Conta-
minants in Foods (2003), com o surgimento de
inevitaveis publicagdes mais detalhadas envolvendo
incerteza e suas propriedades como a International
Organization for Standardization (2004), e outras,
foi-se tornando cada vez mais claro que a incerteza
por componentes tem validade limitada para determi-
nados propositos.

Publicou-se, entdo, a obra de Ramsey e Ellison
(2007), referente a uma pretensa incerteza, entdo cha-
mada “incerteza de amostragem”. Essa obra considera
a possibilidade de uma “amostra” obtida em um
processo de producdo agricola de modo a se poder
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estimar uma “incerteza” valida para tomada de deci-
sa0 que nao seja baseada somente em informagdes
intralaboratoriais.

Esses autores comentam a necessidade de uma
incerteza total, que inclua, por exemplo, a heterogenei-
dade das matrizes, objeto de conclusdo. Prosseguem
admitindo modelos de delineamento experimentais
pretendendo obter os componentes de varidncia dos
modelos. A principal causa de varia¢do incluida nos
modelos € a “amostra”, ou seja, a unidade coletada a
ser estudada que deve representar o processo estudado.
Essa unidade ¢ subdividida, por¢des de teste sao
retiradas e medidas. Os resultados de medigao, entao,
sao considerados como respostas nos modelos.

Do ponto de vista desses autores, a heteroge-
neidade natural dominaria as causas de variagdo, seria
chamada de “incerteza de amostragem”, e poderia ser
isolada e estimada. A estimagao da “incerteza de amos-
tragem” seria obtida em modelo em que os critérios de
classificagdo seriam “amostras” e “subamostras”.

De fato, o que esses autores trazem ¢ o emprego
de modelos de delineamento de classificagao hierar-
quica (nested) e seus derivados em que o tronco do
modelo sao as “amostras”, na realidade, unidades de
observacdo. Nao sejam confundidas neste item as
“amostras” conforme conceituadas por esses autores
e as amostras obtidas em processos estatisticos de
amostragem do item Amostragem.

Apresenta-se aqui o exemplo 1 desses autores
de modo que o leitor possa compreendé-lo e refazer
os calculos para seu aprendizado ou conferigao.
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O esquema experimental usado ¢ o que se pode
ver na Figura 3.

Cl1 C2 C3 C8

AN AT A

SI S2 S3 S4 S5  S6 SI15 Sl16
— NN 1O oS =N SRR
v V2 U2 2 v V2 U2 2 N2 ch vh N v V2 V2 N2
AANALANLN NN ABAAA SRR
— — N N oon <t e IRV =) v O O
NANAULNL NUNAAN NARA R R R
Figura 3. Esquema real do delineamento experimental no exemplo 1 de

Ramsey, Ellison.
Fonte: Ramsey e Ellison (2007).

E (2 y;k

Em cada “amostra” (canteiros) A a H, nesse
esquema, colhem-se duas ‘“‘subamostras” (pés de
alface) obtendo-se S1 a S16 (dois pés em cada um dos
8 canteiros), cada uma das quais € repartida em duas,
gerando 32 “subsubamostras”. O modelo de delinea-
mento experimental ¢ de classificacdo hierdrquica,
conforme:

Vi T H Tt S * &

emquey, €0 valor observado (medido), L € a média,
¢, o efeito do canteiro, (ou “amostras”, ou etc.), 1 =1,
2,...,8, 5 0 erro da “subamostraij” (alfaceij), 1=1,2,
e &, O erro de analises, k = 1, 2 — ou efeito da
“subsubamostra” —, dentro da “subamostraij”.
A variavel medida € o teor de nitrato.

Procedendo-se a obtencao dos componentes de
variancia desse modelo, quanto a soma de quadrados
total obteve-se:

)=Z(M2 +c] +s; +e] +2duplos)=IJK(W> +6 7 +6 +0°%)
ij.k ' ‘
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E(C)=IJKy? + JKo? + Ko?+ o2, logo
E(SQTot) = (IJKu? + IJKo?* + IKo? + Io?) — (IJKu? + JKo? + Ko?+ ¢?)
=JK({-1)o2+K{I-1)o2+ (- 1)o?

No que se refere a soma de quadrados de

canteiros,
1 2 1 2
E(SOCant)=E|— T—C|=—FE - —-EC
(SQCant) [JKZy,.. } e (Zy,.,) ©)

i i

, mas

i

2
1 ;)1
Ve E[} yi“)—J 2,- E|:JK|,L+JKCI.+K§J_ Sl.j+j§‘ke,jk]

= (JKi2 + IJKo>+ IKo? + I%), logo
E(SQCant) = (IJKy* + IJKo? + IKo? + I6°) — (LK + JKo? + Ko’ + o7)
=JK (I- 1)o?+ K (I- 1)o>+ (I - 1)0*, entdo

E(QMCant) = JKo} + Ko’ + o?

Prosseguindo os célculos obtém-se:

2 2
E (SOSubamost d. Cant) = E (2 );g _2‘);}(]
L] i , Onde

2
E[zy]é]z IJKW + IJKG} + IJKo ! +1Jc*

" , portanto

E(SQSubamost d. Cant) = (IJKy* + IJKo? + IJKo? + 1Jo*)

— (K2 + UKo+ [Ka*+ I6%) = IK (J — 1o+ I(J - 1)a?
entao,

E(QOMSubamost d.Cant) = ko? + ¢%, assim a incerteza padrdo de
“amostragem” seria dada por:
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_ [2 2
Gamost_ Gs +0

e se pode colocar os resultados em um esquema con-
forme a Tabela 4 e estimar os componentes obtidos.

Tabela 4. Esquema de analise de varidncia do modelo e
esperancas matematicas.

Causas variaciao GL S. Quadr. QMédios E(SQ)
Canteiros I-1 S1 QMCant o> + Ko*+ JKo?
“Subamostras” d. N

- + 2
Canteiros 1(J-1) S2 QMSubd.Cant ¢ + Ko?
Res. (med. d. sub d. )
cant) J(K-1) S3 QMRes o
Total JK-1 S4

GL: graus de liberdade; QMédios: quadrados médios; S. Quadr.: soma de quadrados;
d.: dentro; med.: medigdo; E(SQ): esperanga da soma de quadrados; c?: variancia residual;
o, varidncia de canteiros; G3: variancia de amostragem.

Empregando-se os componentes obtidos no
exemplo 1 do mencionado guia foi elaborada a
Tabela 5.

Tabela 5. Resultados obtidos para o exemplo 1 do guia de
incerteza de “amostragem”.

Causas variacio GL SQ QM F
Entre canteiros 7 12.577.112,88 1.796.730,41 81,83 *
“Subamostras” d. canteiros 8 4.471.511,00  558.938,87 2546 *

Analises (erros aleatérios) 16 351.320,00 21.957,50
Total 31 17.399.943,88

GL: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio;
F: F — Snedecor; *: significativo com p < 0,05; d.: dentro.
Nota: tabela ndo apresentada no Guia.
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A partir dessa Tabela foram estimados:

S2 . =21957.50 = S, =+/21.957.50 = 148,1806
52y = M Entre canteiros —QMSubamostras _ 9 730 41558 938,87) /4 =309.447.885, |0gO
R servagies canteiros
S, S2 = [309.447.885 =556,2804, €
2 o2 2
S b as S b as d. canteiros Sana'[lse.r /2

_ 558.93887-21.957.50 _ ,oq 400,685, entiio,

2
S usomosiras = S cosamasras = v/ 268.490,685 = 518,1609

portanto,

S? S? + 82 =21.957,50 +268.490,685 = 48.448,18

amost andlises subamostras

e s, =220,11
Os resultados dos calculos presentemente
realizados foram, entdo, arranjados; e foram obtidos

novos resultados, todos apresentados na Tabela 6.

Assim, pelo confronto com os resultados publi-
cados por esses autores, foram validadas as estimativas
de componentes de variancias presentemente obtidas e
se pode prosseguir a discussdo. Retornando a Tabela 5,
dela constam efeitos significativos entre canteiros e
“subamostras” dentro de canteiros. Esses resultados sao
absolutamente inesperados do ponto de vista da
amostragem estocastica, dos fundamentos do conceito
de distribui¢do probabilistica e da possibilidade de
existéncia de alguma amostra representativa.
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Tabela 6. Resultados dos calculos dos componentes de
variancia do Exemplo 1 do guia de “incerteza de amostragem”.

Causa variacdo Nome no guia QM Variancia

Desvio padrio % VAR

Entre target

. 1.796.730,41 309.447,885
(canteiros)

Entre canteiros

"Subamostras"
d. canteiros
Andlises (erros
aleatorios)

Total 599.896,07

"Amostragem"  558.938,87 268.490,685

Analises 21.957,5 21.957,5

556,2804 51,58
518,1609 44,76
148,1806 3,66

100,00

QM: quadrado médio; VAR: variagdo; d.: dentro.

Do ponto de vista probabilistico, se ha efeito
significativo de canteiros, ou seja, médias diferentes
dos teores do analito entre canteiros, eles nao pode-
riam compor uma populacao uniforme referentemente
ao analito e ndo poderiam constar juntos em uma
amostra. O mesmo se aplica as subamostras dentro
dos canteiros.

Cabe lembrar a fungdo de distribuicdo de
medi¢des. Tomando-se uma amostra aleatéria de
unidades em que se realizaram medi¢des de determi-
nado analito, amostra de n medigdes, n > 2, com
observagdes independentes e provenientes de uma
populacdo especifica, somente uma, com uma unica
média, pode-se obter uma curva de densidade
representada conforme a Figura 4.

Nessa curva o intervalo representado concentra
95% dos resultados de medigdes no espago delimitado
pela seta. Ou seja, qualquer valor observado nesse inter-
valo faz parte dessa curva que tem uma, € uma unica,
média. Entdo, observagdes obtidas nesse intervalo nao

56 Texto para Discussdo, 40



Questoes criticas em validagdo de métodos analiticos

serdo significativamente diferentes umas das outras
com nivel de significancia de 5%.

0,30 [
0,25
0,20 f

0,15

Densidade

0,10

0,05 [

32 36 40 44 48
< >
95 % °C
Figura 4. Funcdo de densidade e intervalo de con-
centragdo de 95% das medigdes.

Uma amostra probabilistica ¢ constituida de
unidades amostrais obtidas de uma tnica populagao,
ou seja, uma populagdo com uma média, e somente
uma. Obter efeitos significativos de canteiros ou de
“subamostras” nos canteiros seria ter unidades amos-
trais que nao viriam de uma inica populagado, portanto
0s canteiros ou “subamostras” jamais constituiriam
uma amostra. Aceitar efeitos desse tipo, significativos,
seria renegar a estatistica toda como ciéncia; desde
suas bases, todas as pesquisas amostrais seriam
invalidas, o que constituiria um absurdo.

Por outro lado, se esses efeitos jamais podem
ser significativos para que se tenha uma amostra
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estocastica, eles ndo poderiam diferir de zero e, como
consequéncia, o0 modelo de delineamento, quer seja,
classificag¢do hierarquica, usado, se torna

em que y, € o valor observado (medido),i=1,2, ..., n,
n > 2, u € amédia, e € € um erro aleatério, ¢ € R.
Esse ¢ um dos modelos mais simples para se expressar
qualquer tipo de medi¢ao, como uma média e um erro
aleatorio, real, positivo ou ndo.

E necessario, portanto, compreender que variagio,
incerteza, ¢ intrinseca nao somente ao processo de
medicdo, mas a qualquer fendmeno, item, etc. que seja
medido, porque, simplesmente, nada ¢ absolutamente
igual ou absolutamente controlado nos fendmenos
naturais ou sistemas. Ainda, variagdes nos resultados
nao sao somente provenientes das causas de variacao
internas aos laboratorios, mas de externas também,
como de variedade, de safra, de clima, etc.

Variagao ¢ a regra, exatidao ¢ o impossivel, exceto
quando motivada por imprecisdo na medi¢do, como
obter 0 mesmo pH em duas solu¢des. Assim, a cha-
mada “incerteza de amostragem” constitui um equivoco.

Verificacdo de conformidade

® o caso de uma distribuicao D, simétrica, com g/ graus
de liberdade, admitindo-se & como a margem de erro,
um valor x seria pertencente a essa distribui¢ao do
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ponto de vista da realizagdo de um teste de hipotese,
se a hipotese H : x € Q (€2 conjunto de realizagao,
populagdo) néo fosse rejeitada em favorde H, : x ¢ Q.
Para tanto € necessario que:

%]

s/In

em que X ¢ a média amostral, s € o desvio padrao, n ¢
o numero de observagdes na amostra (estocastica), D
a distribui¢do (simétrica) seguida por x na validade da
hipotese nula, g/ ¢ o nimero de graus de liberdade, e
o. o nivel de significancia. Note-se que no caso de
distribuicdes assimétricas o argumento sera similar.

< Dgl,u/2

Desse modo,
x-% < D, XS/n
entdo uma vez que se chame,

k=D

glal2

sera obtido
Y—kXs/Nn<x<xi+kXs/\In

que serd um intervalo de confianga a 95% para x. Esse
intervalo esta representado na Figura 5.

Assim, realizar um teste de hipdteses equivale a
construir um intervalo de confianca. Intervalos desse
tipo, também chamados incerteza expandida, tém
sido a base de muitos documentos em qualidade que
o empregam em verificacdo de conformidade.

Eurachem, Cooperation on International Trace-
ability in Analytical Chemistry (2007) e outros trazem
formas de interpretagdo desse intervalo para uso em
verificagdes de conformidade. A relagao entre testes
de hipoteses e intervalos de confianga, porém, nio

59 Texto para Discussdo, 40



Elisabeth Borges Gongalves et al.

030
025

020

Densidade
o
N
(6]
T

010
L 2,5% 2,5%

0,05[ >\ /A
0 :1 T S S |
32 |36 40 44 | 48

< >
v s A 9% oo R ke

Figura 5. Fungdo de densidade e limites para intervalo de

concentragdo a 95% de confianga, ou teste de hipdtese de
H,: x € Q para as medigdes.

tem sido notada em qualidade nas engenharias, ¢ o
uso que se faz desse intervalo, por vezes, € equivocado.

Em verificacdes desse tipo, pela estrutura dos
testes de hipdteses e sua relagdo com esse intervalo,
estdo conformes os itens que apresentarem medicdes
dentro do intervalo, e os demais nao estardo.

Nao se pode classificar um item como nao
conforme porque o intervalo de confianga equivoca-
damente tracado pela incerteza (variancia) disponivel
tem parte fora da regido de ndo rejeicdo. Por essa
relacdo que se manifesta como equivaléncia, esse
item ndo pode, de forma alguma, ser classificado
como nao conforme, como se encontra em certas
publicagdes. Por essa razdo, sdo geradas perdas

60 Texto para Discussdo, 40



Questoes criticas em validagdo de métodos analiticos

financeiras, industriais e ambientais imensas, perdas de
empregos, credibilidade e muitas outras, e coloca-se
em risco, sem base suficiente, a imagem de institui¢des,
paises, produtores e profissionais.

A verificagdo de conformidade podera ser reali-
zada em condi¢des como as previstas pela Associagao
Brasileira de Normas Técnicas (1988), que ja traz a
posicao brasileira da interpretagdo desses intervalos,
concordante com a aqui apresentada, e menciona
processo amostral apropriado.

(ritica da validacdo

° odo trabalho estocastico deve sofrer uma revisao
critica, método a método, resultado a resultado. Na
pratica estatistica, um profissional experiente o faz no
decorrer da elaboragdo de todo projeto, até chegar a
conclusdes sobre métodos e resultados, mesmo que
anteriormente verificados. Apesar disso, corre-se o
risco de nao verificar todas as condic¢oes de realizacao
do método, de faltar observacao/estudo de uma regiao
critica ou, principalmente, de equivocos provocados
por baixo poder de teste causado por ndo se dispor de
observagoes suficientes para que uma condi¢cdo de
invalidade fosse considerada evidéncia estatistica
suficiente para sua rejeigao.

Desse modo, apesar da critica estocastica, o
método deve ser monitorado por mais algum tempo a
fim de se verificar se alguma condi¢ao permaneceu ou
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ndo inalterada, e se ele permanece ou ndo valido
(revalidagdo). Deve-se incluir nesse monitoramento
desde a unidade amostral, extensdo de conclusoes,
consideragdes sobre poder de teste, testes alternativos,
casos qualitativos (como acompanhamento de EP’s),
etc.

Nos testes estocasticos ndo ha, na verdade,
aceitacdo, e, sim, falta de evidéncia suficiente para se
rejeitar uma hipotese. Assim, concluir sobre validade
e conformidade € rigorosamente impossivel; pode-se,
somente, concluir sobre invalidade e nao confor-
midade. Validade ndo se prova, validade se cré, ou se
refuta. E validacao sem critica ndo ¢ aceitavel.

Conclustes

° oram colocados nesse item alguns aspectos criticos
considerados absolutamente relevantes em validagao
de métodos analiticos, quer sejam:

1) As publicagdes em validagdo simplificam este
tema tornando-o um campo perigoso para o
cliente e deixando de atribuir a devida responsa-
bilidade aquele a quem compete assinar os seus
resultados estocasticos e conclusdes, o estatistico.
Ademais, a existéncia desses profissionais no
Pais ¢ um diferencial e constitui um enorme fator
de competitividade.

2) Ha grandes dificuldades no exercicio e na leitura
do material de validagdo pela extensdo, pela
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profundidade do conhecimento exigido em va-
lida¢ao de métodos analiticos e pela nomenclatura
usada em qualidade para laboratorios, diversa da
classica.

3) O nivel necessario de validagdo recomendado
inclui testes de limites impostos por legislacao,
testes de alguma forma de precisdo e outros de
alguma forma de vicio que sejam necessarios
para que o método seja considerado adequado ao
uso.

4) Isso, claramente, resulta na ndo necessidade de
testar todos os parametros de validagdo quando
se realiza uma modificagdo em um método vali-
dado ou oficial.

5) Os experimentos devem ser cegos, e planejados
para ter um numero razoavel de repeti¢des. De-
pendendo do caso, melhoramento de experimentos
deve ser empregado.

6) Experimentos de precisdo (estudos colaborativos)
devem ter a variagao entre laboratérios do modelo
do delineamento devidamente testada.

7) Experimentos fracionados somente devem ser
realizados em casos de interacOes inexistentes
(ndo podem ser, meramente, consideradas inexis-
tentes).

8) E necessario esclarecer de forma inequivoca a
que tipo de amostra uma medicao se refere.

9) O conceito de amostra aleatdria ndo esta adequa-
damente difundido em qualidade para alimentos.
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10) A assim chamada incerteza de amostragem
revelou-se equivocada.

11) A realizacao de testes de hipoteses se equivale a
construcdo de intervalos de confianga (incerteza
expandida), e implica sua interpretacdo correta.

12) Ha uma posigao brasileira em torno da interpre-
tagdo e uso de intervalos de confianca na forma
de norma ABNT, quer seja Associagdo Brasileira
de Normas Técnicas (1988).

r

13) Validacdo de métodos analiticos ¢ uma tarefa
rigorosa, de conteudo teérico avangado, e exige
uma analise critica adequada.
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