


VALIDAÇÃO OU REVALIDAÇÃO

Antes da introdução do método na rotina

Mudanças nas condições para as quais
o método foi validado ou na finalidade
do método

- Transferência do método entre laboratórios
- Mudança no sistema de detecção
- Mudança no processamento da amostra
- Mudança na faixa de concentração



CONFORMIDADE DO SISTEMA
System Suitability

Conjunto de testes que devem ser realizados para 
garantir que o equipamento utilizado está apto a 

gerar resultados exatos e precisos

ICH: parte integrante da validação
USP: separado da validação

Ex: calibração de vidrarias, balanças etc   

NÚMERO DE PRATOS = EFICIÊNCIA

N 2000



RESOLUÇÃO tR2 - tR1
Rs  =  2   ---------

w2 + w1

Rs 2

FATOR DE CAUDA OU DE ASSIMETRIA

0,5 T 2

ERROS DE INTEGRAÇÃO CAUSADOS 
POR ASSIMETRIA

PRECISÃO NA INJEÇÃO



LINEARIDADE 



LINEARIDADE

Habilidade de obter 
resultados (dentro de uma 
determinada
faixa) que são 
diretamente 
proporcionais a 
concentração
da amostra



LINEARIDADE

amostra zero (adição de PI)
cinco, seis ou mais amostras com 

concentrações intermediárias cobrindo 
a faixa esperada, incluindo o limite de 
quantificação e 120 % da concentração 
mais alta esperada

LINEARIDADE

- Padronização externa

Compara a área do analito na amostra 
com as áreas obtidas com soluções de 
concentrações conhecidas preparadas a 
partir de um padrão. 

LINEARIDADE

- Padronização interna

Soluções padrão de concentrações 
conhecidas do analito, com adição de 
padrão interno sempre na mesma 
quantidade 

LINEARIDADE

- Superposição de matriz

Adição do padrão do analito, em 
diversas concentrações, em uma matriz 
similar à da amostra, isenta da 
substância 
* Pode ser usada com ou sem adição de 
padrão interno 
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y = 0,24199 x - 0,00337
r = 0,9997

LINEARIDADE

- Adição de padrão

Adição de quantidades conhecidas de 
analito a quantidades conhecidas de 
amostra, antes de seu preparo 



LINEARIDADE

Regressão dos mínimos quadrados: a 
melhor curva traçada pelos dados que 
minimiza a soma dos quadrados dos 
resíduos

linear: mais comum
logarítmico
exponencial

y = 0,0032x - 0,1407

R2 = 0,9936
r= 0,9968
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PRECISÃO

PRECISÃO

1. Repetibilidade (precisão intra-ensaio ou 
intra-dia)

2. Precisão intermediária (precisão inter 
ensaios ou inter-dias)

3. Reprodutibilidade (precisão entre 
laboratórios)

PRECISÃO - Procedimento



PRECISÃO

Coeficiente de variação

CV = s x 100 / X 

s  = estimativa do desvio padrão
N = número de dados
xi = cada medida individual
X = média das medidas

Relação entre 
distribuição
normal, média e 
estimativa
do desvio padrão

PRECISÃO

Coeficientes de variação obtidos no estudo de precisão 
intra-ensaio, utilizando-se urina sem adição e 
enriquecidas com 1,0 e 3,0 mg/L de acetona.

acetona em urina (mg/L)
adicionado real

coeficiente de variação
%

sem adição 1,47 5,0

1,0 2,22 4,0

3,0 3,66 5,0



EXATIDÃO

Concordância entre o valor real e o 
determinado

EXATIDÃO

1. Intra-ensaio ou intra-dia

2. Inter ensaios ou  inter dias

3. Entre laboratórios



EXATIDÃO - Procedimento EXATIDÃO

média dos valores obtidos - valor nominal
% exatidão = -------------------------------------------------------- x 100

valor nominal

EXATIDÃO

Valor nominal:

1. Material de referência

2. Comparação com os resultados obtidos
com outro procedimento já bem caracterizado

3. Exatidão pode ser inferida se houver precisão, 
linearidade e especificidade

EXATIDÃO

Critérios para aceitação

Exatidão  < 15%, exceto se a menor concentração 
for igual ao LOQ, para a qual aceita-se 20 %



SELETIVIDADE

Habilidade do método analítico em medir e 
diferenciar os analitos na presença de outros
componentes da matriz (metabólitos, 
impurezas, produtos de degradação, 
componentes endógenos, etc). 



ROBUSTEZ
Variáveis

Força da fase móvel (% solvente orgânico)
Temperatura
Vazão
pH e força iônica da FM
Solvente da amostra
Volume injetado
Comprimento de onda de detecção

Parâmetro medido
Resposta (área/concentração)
Tempo de retenção ou fator de retenção
Seletividade e/ou resolução

ROBUSTEZ

Etapa de preparação da amostra
Duração da extração
Meio de extração
Temperatura



RECUPERAÇÃO

Eficiência do processo de preparação da     
amostra 

- Resultados de amostras submetidas ao processo
de extração em comparação a soluções padrão
não processadas
- Avaliada para pelo menos 3 concentrações do 
analito
- A menor concentração deve ser no máximo 3 
vezes o LOQ



ESTABILIDADE

Soluções padrão  do fármaco e PI 

Temperatura ambiente, tempo 6H

Temperatura de estocagem, tempo máximo usado

ESTABILIDADE

Ciclos  de congelamento e descongelamento

Amostra recém-preparada

Primeiro ciclo: amostra congelada 24 H, 
descongelada e deixada a temp. ambiente por 1 H

Segundo ciclo: amostra congelada 24 H, 
descongelada e deixada a temp. ambiente por 1 H

Terceiro ciclo: amostra congelada 24 H, 
descongelada e deixada a temp. ambiente por 1 H

Concentração baixa

ESTABILIDADE

Ciclos  de congelamento e descongelamento

Amostra recém-preparada

Primeiro ciclo: amostra congelada 24 H, 
descongelada e deixada a temp. ambiente por 1 H

Segundo ciclo: amostra congelada 24 H, 
descongelada e deixada a temp. ambiente por 1 H

Terceiro ciclo: amostra congelada 24 H, 
descongelada e deixada a temp. ambiente por 1 H

Concentração alta

ESTABILIDADE

Estabilidade a temperatura ambiente

Amostra recém-preparada

Amostra deixada a temp. ambiente durante o 
tempo da análise

Amostra recém-preparada

Amostra deixada a temp. ambiente durante o 
tempo da análise



ESTABILIDADE

Amostras consideradas estáveis quando 
não se observar desvios superiores a 15 % 
(ou 20% para o LOQ) em relação as 
soluções recém-preparadas

Teste estatístico = teste t


