PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1011861/CA

4
Confiabilidade Metrologica na Determinacéo de Vitamina K

Toda atividade relacionada a medicao necessita ser realizada com rigor
metrolégico de modo a garantir que os resultados obtidos na determinacéo de
um fendmeno fisico ou quimico sejam confiaveis. Isso é importante ndo s6 do
ponto de vista econémico, mas também social, que, dentre outros, abrange as
medi¢cBes com repercussdo no setor da saude (Costa Monteiro, 2007). Muitas
das linhas de atuacao em biometrologia, que € a aplicacdo da metrologia, ciéncia
das medicdes, as biociéncias, possuem forte intersecdo com a metrologia

guimica (Costa Monteiro, 2007).

Metrologia — Ciéncia da medi¢éo e suas aplicacdes.

Vocabulario Internacional de Metrologia, conceitos fundamentais e gerais e termos associados,
2012.

As medicdes analiticas, ha maioria das vezes, envolvem um custo elevado
e sao utilizadas para a tomada de decisdes importantes, logo dados analiticos
pouco confiaveis podem levar a decisfes desastrosas e prejuizos financeiros
irreparaveis (EURACHEM, 1998).

A garantia da confiabilidade metroldégica em medicbes quimicas € um
procedimento complexo se comparado as medicdes fisicas, pois envolvem a
determinacdo de substancias em diferentes niveis de concentracdo, além do fato
de que a maioria das medicdes quimicas sao realizadas indiretamente, através
da medic&o de uma ou mais propriedades fisicas, como por exemplo, a emisséo
ou absor¢cdo de luz ou ainda de uma grandeza elétrica, como potencial,
resisténcia ou corrente (Alves & Moraes, 2012).

Dentro deste contexto destaca-se o desenvolvimento de métodos para a
derminacgéo de vitaminas, tanto em alimentos quanto em produtos farmacéuticos.
As técnicas analiticas existentes envolvem uma série de etapas associadas a
extracdo e quantificacdo das vitaminas, e estdo sujeitas, assim como todo
processo de medicao, a erros decorrentes de varios fatores. Entre estes pode-se
citar: equipamentos e vidrarias mal calibrados, deficiéncia de funcionamento,

erros de operacdo, variacbes no ambiente do laboratério, limitagcdo nos
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instrumentos de medicdo, entre outros (CODEX ALIMENTARIUS, 2006). Logo,
todos esses fatores devem ser levados em conta no desenvolvimento e
determinacéo da incerteza de métodos analiticos.

No item 4.1 é apresentada a estrutura da metrologia, destacando-se as
principais organizacbes que oferecem suporte a garantia da confiabilidade
metrolégica na determinacado de vitamina K. No item 4.2 sdo apresentadas duas
importantes ferramentas da metrologia para a garantia da confiabilidade
metrolégica em medi¢gBes analiticas: validacdo e estimativa da incerteza de
medicdo. Tais abordagens metroldgicas séo utilizadas na caracterizacdo da

confiabilidade do método desenvolvido no presente trabalho.

4.1.
Estrutura da Metrologia

Com o foco principal de prover confiabilidade, credibilidade, universalidade
e gualidade aos resultados das medicdes, a metrologia esta dividida em trés
grupos: Metrologia Cientifica, Metrologia Industrial e Metrologia Legal. A
Metrologia Cientifica tem por objetivos organizar, desenvolver e conservar 0s
padrBes das unidades de medidas; a Metrologia Industrial assegura o correto
funcionamento de instrumentos de medicdo utilizados na industria; e a
Metrologia Legal trata das unidades de medida, métodos de medicdo e
instrumentos de medicdo relacionados a requisitos legais, tendo o objetivo de
assegurar uma garantia publica do ponto de vista da seguranca e da exatidao
das medicbes em setores comerciais, da salde, seguranca e meio ambiente
(OIML, 2012; Inmetro, 2011b).

Nos subitens 4.1.1, 4.1.2 e 4.1.3 sao apresentadas as principais
organizacdes que contribuem para a construcdo de uma infra-estrutura
metroldgica de suporte as medi¢cdes quimicas, tanto em nivel internacional e
regional, como em nivel nacional, cada qual com suas atribuigdes. Muitas vezes
estas organizagfes atuam em conjunto no estabelecimento de guias e normas
gue garantam a validade dos resultados analiticos, sendo que aqueles mais
diretamente relacionados ao tema do presente trabalho sdo destacados na

descri¢do de cada organismo.
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41.1.
Contexto Internacional

4.1.1.1.
BIPM

O BIPM (Bureau International des Poids et Mesures) foi criado em 1875
pela Conferéncia do Metro. E uma organizacdo intergovernamental submetida a
autoridade da Conferéncia Geral de Pesos e Medidas (CGPM - General
Conference on Weights and Measures) e a fiscalizacdo exclusiva do Comité
Internacional de Pesos e Medidas (CIPM - International Committee for Weights
and Measures). Tem por missao assegurar um sistema de medidas unico,
universal, sendo encarregado de (BIPM, 2011a; IPEM, 2011):

- estabelecer as unidades e os padrdes internacionais das principais grandezas
fisicas e de conservar os protétipos internacionais;

- assegurar a coordenacao das técnicas de medicdes correspondentes;

- efetuar a comparacéo dos padrfes nacionais e internacionais;

- efetuar e coordenar as determinacfes relativas as constantes fisicas que
intervém naquelas unidades.

A CGPM é formada por representantes de todos os estados membros da
Convencao do Metro e relne-se de quatro em quatro anos, com a seguinte
finalidade (BIPM, 2011a; IPEM, 2011):

- assegurar a propagacao do Sistema Internacional de Unidades;

- sancionar os resultados das novas determinaces metrolégicas fundamentais e
diversas resolucdes cientificas de cunho internacional;

- adotar as decisbes importantes concernentes a organizacdo e ao
desenvolvimento do Bureau Internacional de Pesos e Medidas.

O CIPM estabelece uma série de Comités Consultivos, 0s quais reinem
especialistas de todo o mundo em campos especificos como consultores nos
dominios cientifico e técnico. Ao todo sédo 10 comités:

- CCEM: Comité Consultivo para Eletricidade e Magnetismo;

- CCAUV: Comité Consultivo para Acustica, Ultrassom e Vibragéo;

- CCL: Comité Consultivo para Comprimento;

- CCM: Comité Consultivo para as Massas e as Grandezas Aparentes;
- CCPR: Comité Consultivo para Fotometria e Radiometria;

- CCQM: Comité Consultivo para a Quantidade de Matéria;

- CCRI: Comité Consultivo para Radiacdes lonizantes;

- CCT: Comité Consultivo para Termometria,
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- CCTF: Comité Consultivo para Tempo e Frequéncia,
- CCU: Comité Consultivo para as Unidades de Medida.

O Comité Consultivo para a Quantidade de Matéria (CCQM), diretamente
associado a metrologia quimica, foi criado em 1993 e tem como atividades o
estabelecimento de métodos primarios para a medicdo da quantidade de
matéria, estabelecimento de equivaléncia internacional entre os laborat6rios
nacionais e aconselhamento a CIPM sobre assuntos relacionados com a
metrologia em quimica. O CCQM possui sete grupos de trabalho (BIPM, 2011b):
- CCQM Grupo de Trabalho para Comparagbes-chave e Qualidade CMC
(KCWG);

- CCQM Grupo de Trabalho para Analise de Gas (GAWG);

- CCQM Grupo de Trabalho sobre Analise Eletroquimica (EAWG);
- CCQM Grupo de Trabalho sobre Analise Inorganica (IAWG);

- CCQM Grupo de Trabalho para Analise Organica (OAWG);

- CCQM Grupo de Trabalho sobre Bioanalises (BAWG);

- CCQM Grupo de Trabalho para Analise de Superficie (SAWG).

Existem ainda os Joint Committees que sdo comissdes mistas do BIPM
com outras organizacbes internacionais criadas para tarefas especificas de
interesse comum. Atualmente sdo quatro (BIPM, 2011b):

- JCGM: Comité Conjunto para Guias em Metrologia;

- JCRB: Comissao Mista das Organizacdes Regionais de Metrologia e do BIPM;
- JCTLM: Comité Misto para Rastreabilidade em Medicina Laboratorial,

- DCMAS Rede: Rede de Metrologia, Acreditacdo e Normalizacdo para Paises
em Desenvolvimento.

O JCGM possui dois grupos de trabalho que atuam no sentido de elaborar
e promover o uso do Guia para a Expressdo da Incerteza de Medicdo (ISO
GUM) (JCGM 100:2008) e o Vocabulario Internacional de Termos Basicos e
Gerais em Metrologia (VIM) (JCGM 200:2012), documentos amplamente
utilizados para elaboragéo do presente trabalho.

O JCTLM também possui dois grupos de trabalho o JCTLM-WG1 e o
JCTLM-WG2 que tém como funcado estabelecer listas de materiais de referéncia
certificados de ordem mais elevada, procedimentos de medi¢cdo/métodos de

referéncia e servigos de medicdo dos laboratorios de referéncia (BIPM, 2011b).

Material de Referéncia Certificado — Material de referéncia acompanhado de uma
documentacao emitida por uma entidade reconhecida, a qual fornece um ou mais valores
de propriedades especificadas com as incertezas e as rastreabilidades associadas,
utilizando procedimentos validos.

Vocabulario Internacional de Metrologia, conceitos fundamentais e gerais e termos associados,
2012.
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Na area de metrologia quimica devido a diversidade de produtos e
complexidade das matrizes o uso de materiais de referéncia certificados se torna
de fundamental importancia de modo a garantir a confiabilidade e
comparabilidade das medi¢des por meio da rastreabilidade metrologica.

Rastreabilidade Metroldgica — Propriedade de um resultado de medicéo pela qual tal
resultado pode ser relacionado a uma referéncia através de uma cadeia ininterrupta e
documentada de calibragfes, cada uma contribuindo para a incerteza de medicao.

Vocabulario Internacional de Metrologia, conceitos fundamentais e gerais e termos associados,
2012.

Existem ainda as Organizacdes Regionais de Metrologia (RMO), as quais
atuam no sentido de promover a cooperacdo internacional, melhorar a
capacidade metrolégica regional através da partilha de conhecimentos e troca de
servigos técnicos entre os laboratérios membros, estabelecer a confiabilidade
mutua na validade dos certificados de calibracdo e medicao dos seus Institutos
Nacionais de Metrologia, entre outras funcdes. Essas organizacdes estédo
organizadas em seis grandes blocos principais (BIPM, 2011c):

1. Asia Pacific Metrology Programme (APMP): bloco regional constituido pelos
paises da regido do Pacifico e da Asia;

2. Euro-Asian Cooperation of National Metrology Programme (COOMET): bloco
regional dos paises da Europa-Asia;

3. European Association of National Metrology Institutes (EUROMET): bloco
regional dos paises da Europa;

4. Middle East and Northern Africa Regional Metrology Cooperation
(MENAMET): bloco regional dos paises da Asia;

5. Southern African Development Community Cooperation in Measurement
Traceability (SADCMET): bloco regional dos paises da Africa Meridional;

6. Inter-American Metrology System (SIM): bloco regional dos paises das
Américas.

Na éarea de quimica analitica, os materiais de referéncia certificados
existentes para analitos como as vitaminas se limitam as vitaminas B2, B6, C e
E, produzidos somente por dois Instutos Nacionais de Metrologia, ambos
pertencentes ao SIM: o CENAM - Centro Nacional de Metrologia do México
(Vitamina E) e o NIST - National Institute of Standards and Technology nos
Estados Unidos (Vitaminas B2, B6, C e E) (BIPM, 2011d).

O Brasil participa ativamente do SIM, através do Instituto Nacional de

Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro), em atividades como programas de
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comparacgfes-chave, dentro do Arranjo de Reconhecimento Mutuo (MRA) do
Comité Internacional de Pesos e Medidas (CIPM/BIPM) (CONMETRO, 2011).

41.1.2.
OIML

A Organizacao Internacional de Metrologia Legal (OIML - Organisation
internationale de métrologie légale) é uma organizacao intergovernamental cujos
membros incluem Estados-Membros, os paises que, como o Brasil, participam
ativamente das atividades técnicas; e membros correspondentes, 0s paises que
aderem a OIML como observadores. Criada em 1955 com o objetivo de
promover a harmonizacao global de procedimentos de metrologia legal, a OIML
desenvolveu uma estrutura mundial técnica que oferece aos seus membros as
diretrizes metrolégicas para a elaboracdo dos requisitos nacionais e regionais
sobre o fabrico e utilizacdo de instrumentos de medicdo para aplicacbes de
metrologia legal (OIML, 2011).

A OIML possui 18 comités técnicos (TC). O TC-17 se refere a instrumentos
para medi¢cbes fisico-quimicas e possui varios subcomités. Este comité, no
entanto, ndo publicou nenhum documento que se refira a procedimentos para
medicdo e garantia da confiabilidade metrolégica do equipamento de
eletroforese capilar, o qual constitui o instrumento de medicdo utilizado neste
trabalho. Por outro lado, o TC 16, comité sobre instrumentos para a medicao de
poluentes, possui documentos utilizando tanto o HPLC (TC16/SC3 R112) (OIML,
2011a) como a Cromatografia Gasosa (TC16/SC3 R82) na determinacdo de

pesticidas e outras substancias téxicas (OIML, 2011b).

4.1.1.3.
ILAC

A ILAC (International Laboratory Accreditation Cooperation) é uma
cooperacao internacional de organismos de acreditacdo de laboratorios e de
inspec¢édo criada ha 35 anos, cujo objetivo é criar uma estrutura internacional para
apoiar o comércio internacional (ILAC, 2011).

O objetivo fundamental do acordo de reconhecimento matuo da ILAC é a
remocdo de barreiras técnicas, com o amplo uso e aceitacdo pela industria e
pelos 6rgdos reguladores, dos resultados de laboratérios e organismos de
inspec¢édo acreditados (ILAC, 2011).
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A ILAC possui uma série de publicacdes que fazem parte dos critérios para
avaliacOes do ILAC. Entre estas publicacdes pode-se citar (ILAC, 2011):
- ILAC G17:2002 Introduz o conceito de incerteza de medicdo em testes em
associacdo com a exigéncia de aplicacdo da norma ISO/IEC 17025.
- ILAC P10:2002 Rastreabilidade dos Resultados de Medicdo: fornece uma
politica de rastreabilidade dos resultados de medicdo que se destina a ser
implementado pelos membros da ILAC.
- ILAC P14:12/2010 Politica de incerteza na calibracdo: estabelece os requisitos

e diretrizes para a estimativa e declaragdo de incerteza na calibragdo e medicgéo.

4.1.1.4.
WHO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS - World Health Organization) é
uma agéncia criada em 1948, subordinada a Organizacdo das Nacdes Unidas
(ONU) com objetivo principal de desenvolver e melhorar o nivel de salde de
todo ser humano de qualquer parte do planeta. E responsavel pelo
estabelecimento de normas e orientagdes, articulacdo de politicas baseadas em
evidéncia, prestacdo de apoio técnico aos paises, acompanhamento e avaliacdo
de tendéncias em saude (WHO, 2007).

A OMS tem uma série de publicacBes na area de alimentos entre as quais
se encontra 0 Requerimento de vitaminas e minerais na alimentacdo humana (2°
ed., 2004), o qual especifica a ingestdo diaria recomendada de vitaminas e
minerais, bem como suas funcdes, metabolismo e transporte no organismo
humano (WHO, 2007).

A OMS também possui comités especializados, como exemplo pode-se
citar o destinado a estabelecer especificacbes para preparacdes farmacéuticas,
este atua no desenvolvimento de normas, guias e diretrizes para promover a
garantia da qualidade e controle de qualidade na &rea de medicamentos (WHO,
2007).

A OMS em conjunto com a Organizagdo das Nag¢bes Unidas para a
Agricultura e a Alimentacdo (Food and Agriculture Organization, FAO)
desenvolveu, em 1962, o Codex Alimentarius, um férum internacional de
normalizacdo sobre alimentos. As normas criadas englobam uma série de
regras, gerais e especificas, que tém como finalidade proteger a salde da
populacdo, assegurando préaticas justas no comércio regional e internacional de

alimentos (Inmetro, 2011c).


http://www.ilac.org/documents/ILAC_G17-2002_intro_the_concept_of_uncert_meas_with_17025.pdf
http://www.ilac.org/documents/ILAC_G17-2002_intro_the_concept_of_uncert_meas_with_17025.pdf
http://www.ilac.org/documents/ILAC_G17-2002_intro_the_concept_of_uncert_meas_with_17025.pdf
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Quadro 1: Publicacdes do Codex Alimentarius

Ano Publicacdo

CAC/GL 10
Advisory lists of nutrient compounds for use in foods for special
dietary uses intended for infants and young children

1979

2004 CAC/GL 54
Guidelines on measurement uncertainty
2005 CAC/GL 55
Guidelines for vitamin and mineral food supplements.
2006 CAC/GL 59

Guidelines on estimation of uncertainty of results

A Organizacdo Pan-Americana da Saude é um organismo internacional de
saude publica, dedicada a melhorar as condicdes de saude dos paises das
Américas. Atua como escritério regional da Organizacdo Mundial da Saude para
as Américas. A OPAS/OMS também faz parte dos sistemas da Organizacao dos
Estados Americanos (OEA) e da Organizacdo das Nagbes Unidas (ONU)
(OPAS, 2011).

41.1.5.
IUPAC

A Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (International Union of
Pure and Applied Chemistry, IUPAC) é uma organizacdo internacional, ndo
governamental, formada em 1919, composta por representantes das sociedades
nacionais de quimica dos paises membros. E reconhecida como a autoridade
mundial em nomenclatura quimica, terminologia e métodos padronizados para
medicao e pesos atdbmicos (IUPAC, 2011a).

A IUPAC possui uma série de comités e comissdes que atuam em diversas
areas relacionadas com a quimica. A seguir apresenta-se alguns documentos
relacionados ao tema do presente trabalho (IUPAC, 2011b).

- IUPAC Recomendagdes 2003: Terminology for analytical capillary
electromigration techniques.
- IUPAC Relatério Técnico 2002: Harmonized guidelines for single laboratory

validation of methods of analysis.
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4.1.1.6.
IFCC

A Federacgéo Internacional de Quimica Clinica e Medicina Laboratorial
(IFCC - International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine) é
uma organizagdo mundial de quimica clinica e medicina laboratorial. Tem varias
funcdes, entre as quais a definicho de normas globais em colaboracdo com
outras organizacgfes internacionais, apoiar seus membros por meio de auxilio
cientifico e educacional e organizar congressos, conferéncias e reuniées com a
participacdo de especialistas em medicina laboratorial, de modo a apresentar
pesquisas originais e melhores praticas (IFCC, 2011).

A IFCC possui diversos comités e grupos de trabalho. Entre os quais pode-
se citar o comité para a Rastreabilidade em Medicina Laboratorial e o comité
para Nomenclatura, Propriedades e Unidades em colaboracdo com a Uniédo
Internacional da Quimica Pura e Aplicada (IUPAC). Participa junto com outras
organizacdes na elaboracdo do GUM e VIM (IFCC, 2011).

41.1.7.
CITAC

A CITAC - Cooperacdo Internacional sobre Rastreabilidade em Quimica
Analitica (Cooperation on International Traceability in Analytical Chemistry),
criada em 1993, tem o objetivo de melhorar a rastreabilidade dos resultados das
medi¢cdes quimicas em todo o mundo, além de garantir que as medicdes
analiticas realizadas em diferentes paises e/ou diferentes momentos sejam
comparaveis. Atua em conjunto com outras organiza¢cdes como o0 EURACHEM,

na publicacéo de guias e procedimentos (CITAC, 2011).

4.1.1.8.
ISO e IEC

A International Organization for Standardization (ISO) é uma entidade
internacional de normalizagcdo, organizada por comités técnicos, os Technical
Committees - TC. Formada pelos institutos nacionais de normalizacdo de 162
paises, possui uma secretaria central gue coordena o sistema. Forma uma ponte
entre 0s setores publico e privados, jA que muitos dos seus institutos membros
fazem parte da estrutura governamental de seus paises, ou sao controlados por

Seu governo e outros membros tém suas raizes exclusivamente no setor privado,
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tendo sido criada por parcerias nacionais das associa¢des da industria (ISO,

2011).

Entre os comités técnicos da ISO relacionados ao tema do presente
trabalho, pode-se citar:

e |SO/TC34 para Produtos Alimenticios: Normalizacgdo no campo da
alimentacdo humana e animal, em particular de amostragem, terminologia,
métodos de ensaio e andlise, especificacbes do produto e requisitos para
embalagem, armazenamento e transporte.

L SC 5: ISO 17129:2006 (IDF 206: 2006) Milk powder -- Determination of soy

and pea proteins using capillary electrophoresis in the presence of sodium

dodecyl sulfate (SDS-CE) - Screening method.

e |ISO/TC 47 Quimica: abrange a industria quimica em geral, inclui produtos
guimicos basicos e que nado foram abrangidos por qualquer das outras
comissOes técnicas.

e ISO/TC 48 Equipamentos para laboratorio: normalizagdo na éarea de
equipamentos para laboratérios envolvidos na quimica, trabalho fisico e
bioldgico.

e |SO/TC 146 Gestdo da Qualidade e Garantia da Qualidade: tem como
objetivos melhorar a compatibilidade das normas do sistema de gestéo,
melhorar processos internos e assegurar a relevancia dos seus produtos
para o mercado.

e |ISO/TC 212 Testes de laboratério clinico e em sistemas de ensaio de
diagnéstico in vitro: atua na normalizacdo e orientacdo no campo da
medicina laboratorial e em sistemas de ensaio de diagndstico in vitro. A
atuacao do subcomité inclui gestdo da qualidade, procedimentos pré e pés-
analiticos, desempenho analitico, seguranca do laboratério, sistemas de
referéncia e garantia de qualidade.

L ISO 17593:2007 Clinical laboratory testing and in vitro medical devices --

Requirements for in vitro monitoring systems for self-testing of oral anticoagulant

therapy.

e |ISO/TC 69 Uso de testes estatisticos: Padronizacdo na aplicacdo de
métodos estatisticos, incluindo a obtencéo (planejamento e projeto), analise,
apresentacgéo e interpretacdo dos dados.

LISO 21748:2010. Guidance for the use of repeatability, reproducibility and

trueness estimates in measurement uncertainty estimation.

L ISO 5725-1:1994. Accuracy (trueness and precision) of Measurement Methods

and Results - Part 1: General principles and definitions.


http://www.iso.org/iso/rss.xml?csnumber=38229&rss=detail
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L ISO 5725-2:1994(1998). Accuracy (trueness and precision) of Measurement
Methods and Results - Part 2: Basic method for the Determination of
Repeatability and Reprodutibility of a Standard Measurement Method.

L ISO 5725-3:1994(2001). Accuracy (trueness and precision) of Measurement
Methods and Results - Part 3: Intermediate Measures of Precision of a Standard
Measurement Method.

L ISO 5725-4:1994. Accuracy (trueness and precision) of Measurement Methods
and Results - Part 4: Basic Methods for the Determination of the Trueness of a
Standard Measurement method.

L ISO 5725-5:1998. Accuracy (trueness and precision) of Measurement Methods
and Results -- Part 5: Alternative methods for the determination of the precision
of a standard measurement method.

L ISO 5725-6:1994(2001). Accuracy (trueness and precision) of Measurement
Methods and Results - Part 6: Use in Practice of Accuracy Values.

A International Electrotechnical Commission (IEC), por sua vez, é uma
organizagdo internacional, fundada em 1906, que atua na elaboragcdo e
publicacdo de normas internacionais relacionadas a tecnologias elétricas,
eletrbnicas e afins. Atua em conjunto com a ISO de modo a garantir a
uniformidade e complementacéo das normas internacionais (IEC, 2011).

A norma ISO/IEC 17025 - Requisitos gerais para a competéncia de
laboratorios de ensaio e calibracdo - é uma publicacdo conjunta da ISO e IEC,
gue estabelece os critérios para laboratdrios que desejam demonstrar sua
competéncia técnica, que possuem um sistema da qualidade efetivo e que séo

capazes de produzir resultados tecnicamente validos.

4.1.2.
Contexto Regional

4.1.2.1.
Comunidade Européia

A Comunidade Européia (CE), que resultou da fusdo da Comunidade
Econdmica Européia (CEE), Comunidade Européia do Carvao e do Aco (CECA)
e da Comunidade Européia de Energia Atbmica (Euratom), dentre outras
atribuicbes elabora regulamentos que, vigentes nos paises europeus,

harmonizam as legisla¢gdes nacionais (Wehmer & Frota, 2012).
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Com relacao a vitamina K pode-se destacar:
- Regulamento (CE) n° 1170 de 2009 da Comisséo das Comunidades Européias,
gue estabelece a lista de vitaminas, minerais e respectivas formas em que
podem ser adicionados aos alimentos, incluindo suplementos vitaminicos.
- Regulamento (CE) n° 953 de 2009, que trata das substancias que podem ser
adicionadas, para fins nutricionais especificos, aos géneros alimenticios
destinados a uma alimentacao especial.

Segundo os regulamentos destacados, a forma de vitamina K que pode ser
adicionada a alimentos ou estar presente em suplementos vitaminicos é a
filoquinona e menaquinona (essencialmente sob a forma de menaquinona-7 e,
em menor grau, menaquinona-6). No entanto, observa-se que a forma
predominante de vitamina K presente em suplementos vitaminicos e alimentos
enriquecidos é a filoquinona (Jornal Oficial da Unido Européia, 2009).

Como ja mencionado nos Capitulos 1 e 2, a Diretiva 2009/6/EC da
Comunidade Européia incorporou a vitamina K a lista de substancias que nao
devem estar presentes na composicao de produtos cosméticos devido a relatos
de casos de dermatite de contato alérgico no local de aplicagdo da vitamina

(European Comission, 2009).

4.1.2.2.
EURACHEM

A Eurachem é uma rede de organizacbes da Europa criada em 1989 que
tém como objetivo estabelecer um sistema para a rastreabilidade internacional
das medicBes quimicas e a promocao de praticas de boa qualidade na Europa
(EURACHEM, 2011).

As atividades da Eurachem s&o realizadas por grupos de trabalho, os
quais produzem orientacdes técnicas. Atualmente existem seis grupos de
trabalho:

- Educacéo e Formacéo;
- Incerteza de medicao e rastreabilidade;
- Testes de proficiéncia;
- EA/Eurolab/Eurachem (EEE) teste de proficiéncia;
- Analise Qualitativa;
- Incerteza da amostragem.
Os grupos de trabalho desenvolvem, em colaboragdo com outras

organizacdes, guias sobre questbes de qualidade e acreditagdo na medigédo
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analitica (EURACHEM, 2011). A Eurachem participa também do Comité Técnico
da EURAMET de Metrologia em Quimica. Dentre os guias publicados, pode-se
citar alguns como no Quadro 2.

Quadro 2: Publicacdes EURACHEM.

Ano Publicacdo
EURACHEM Guide
1998 The Fitness for Purpose of Analytical Methods

A Laboratory Guide to Method Validation and related Topics
EURACHEM / CITAC Guide CG 4

2000 Quantifying Uncertainty in Analytical Measurement

2003 EURACHEM / CITAC Guide
Traceability in Chemical Measurement

2011 EURACHEM

Terminology in Analytical Measurement

4.1.3.
Contexto Nacional

4.1.3.1
Inmetro

O Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro) foi
criado em 1973 e atua como Secretaria Executiva do Conselho Nacional de
Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (CONMETRO), 6rgdo normativo
do Sistema Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial
(SINMETRO) (Inmetro, 2011c).

O Inmetro tem como missdo prover confianca a sociedade brasileira nas
medi¢des e nos produtos, através da metrologia e da avaliacdo da conformidade,
promovendo a harmonizacdo das relacbes de consumo, a inovacdo e a
competitividade do Pais (Inmetro, 2011c).

Dentre as competéncias e atribuicbes do Inmetro pode-se destacar
(Inmetro, 2011c):

- Execucéo de politicas nacionais de metrologia e da qualidade;

- Verificagdo da observancia das normas técnicas e legais, no que se refere as
unidades de medida, métodos de medicdo, medidas materializadas,
instrumentos de medicéo e produtos pré-medidos;

- Manter e conservar os padrées das unidades de medida;

- Fortalecer a participacdo do Pais nas atividades internacionais relacionadas
com metrologia e qualidade, além de promover o intercambio com entidades e

organismos estrangeiros e internacionais.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1011861/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1011861/CA

78

A Divisdo de Metrologia Quimica do Inmetro foi criada em junho de 2000,
em funcdo do reconhecimento da importancia desta area para a competitividade
dos produtos e servicos brasileiros. A mesma atua com o0s seguintes
laboratérios:

- Ndcleo de Laboratorio de Eletroquimica — Label;

- Laboratério de Anélise Orgéanica — Labor;

- Setor de Laboratério de Andlise Inorgénica — Labin;

- Laboratério de Anélise de Gases - Labag;

- Setor de Laboratério de Motores e Combustiveis — Lamoc.

Entre as principais competéncias da Divisdo de Metrologia Quimica pode-
se citar:

- Implantacdo de métodos primarios e técnicas de alto valor metrolégico para
medicdes das diversas espécies quimicas;

- Desenvolvimento, producdo e certificacdo de materiais de referéncia para
medicao das citadas espécies;

- Prestacdo de servicos de calibracdo e ensaios em areas que nao houver
laboratérios capacitados;

- Participacdo em comités técnicos nacionais e internacionais.

Em 2002 o Inmetro publicou e desde entdo vem atualizando um
documento de carater orientativo sobre a validacdo de métodos analiticos (DOQ-
CGCRE-008) com objetivo de auxiliar os laboratérios na tarefa de demonstrar
gue um método analitico, nas condicdes em que € praticado, tem as
caracteristicas necessarias para a obtencdo de resultados com a qualidade

exigida (Quadro 3).


http://www.inmetro.gov.br/metcientifica/quimica/inorganica.asp
http://www.inmetro.gov.br/metcientifica/quimica/gases.asp
http://www.inmetro.gov.br/metcientifica/quimica/motores.asp
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Quadro 3: Evolucéo das revisdes do documento orientativo publicado pelo Inmetro sobre
a validagdo de métodos analiticos (DOQ-CGCRE-008).

DOQ-CGCRE-008
Revisao:00
Outubro 2002
DOQ-CGCRE-008

Orientacdes sobre validacao de métodos de
ensaios quimicos

Orientacdes sobre validacao de métodos de

Revisdo 01 ensaios quimicos
Margo 2003 :
DOQ-CGCRE-008 Orientagéo sobre validagdo de métodos de
Revisdo 02 ensaios quimicos
Junho 2007 a
DOQ-CGCRE-008 ; = i 3 S
Reviedo 03 Orientagdo sobre validacdo de métodos

Fevereiro 2010 analiticos

DOQ-CGCRE-008
Revisdo 04
Julho 2011

Orientacéo sobre validagdo de métodos
analiticos

O Inmetro atua também na coordenacdo do Comité do Codex
Alimentarius do Brasil (CCAB), o qual tem como principal atividade a
participacdo e a defesa dos interesses nacionais nos comités internacionais do
Codex Alimentarius. Tem ainda, a responsabilidade de observar as normas
Codex como referéncia para a elaboracdo e atualizacdo da legislacdo e
regulamentacdo nacional de alimentos. Participam do CCAB representantes de
14 instituicbes entre elas, 6rgdos do governo, de industrias de alimentos e de

defesa do consumidor (Anvisa, 2011a).

4.1.3.2.
Anvisa

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) foi criada em 1999,
com objetivo de promover a protecdo da saude da populacéo por intermédio do
controle sanitario da producdo e da comercializacdo de produtos e servicos
submetidos a vigilancia sanitaria, inclusive dos ambientes, dos processos, dos
insumos e das tecnologias a eles relacionados (Anvisa, 2011b).

Na area de alimentos, a Anvisa tem como func¢é@o coordenar, supervisionar
e controlar as atividades de registro, informagdes, inspec¢ado, controle de riscos e
estabelecimento de documentos regulatérios de modo a garantir as acdes de
vigilancia sanitaria de alimentos, bebidas, aguas envasadas, seus insumos, suas
embalagens, aditivos alimentares e coadjuvantes de tecnologia, limites de
contaminantes e residuos de medicamentos veterinarios (Anvisa, 2011b).

Na area de medicamentos, a Anvisa é responsavel pelo registro destes,

autorizacdo de funcionamento dos laboratérios farmacéuticos e demais
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empresas da cadeia farmacéutica, e pela regulagdo de ensaios clinicos e de
precos, por meio da Camara de Regulacdo do Mercado de Medicamentos
(CMED). Juntamente com os estados e municipios realiza a inspecdo de
fabricantes e o controle de qualidade dos medicamentos, através da vigilancia
pos-comercializacdo, das acgbes de farmacovigilancia e da regulacdo da
promocao de medicamentos.

Na area de cosméticos a Anvisa fiscaliza e estabelece normas para as
empresas fabricantes, verificando o processo de producdo, as técnicas e 0s
métodos empregados até o consumo final. No Quadro 4 se encontra listada uma
selecdo de publicagbes relacionadas a vigilancia sanitaria na area de alimentos,
medicamentos, cosméticos e de laboratério. Alguns dos documentos citados

foram publicados em 1998 pelo Ministério da Saude, antes da criagdo da Anvisa.

Quadro 4: Algumas publicacdes relacionadas a vigilancia sanitaria na area de alimentos,

medicamentos, cosméticos e de laboratério.

Ano Publicacdo
Portaria SVS/MS n° 32: Regulamento Técnico para
1998 o . .
Suplementos Vitaminicos e ou de Minerais
Portaria SVS/MS n° 40: Regulamento que estabelece
1998 normas para Niveis de Dosagens Diérias de Vitaminas e
Minerais em Medicamentos

Resolucdo RDC n° 210: Regulamento técnico das boas

2003 o 9 i
praticas para a fabricacdo de medicamento
2003 RDC n° 360: Regulamento Técnico sobre Rotulagem
Nutricional de Alimentos Embalados
Resolucdo RE n° 899: Guia para a Validacdo de Métodos
2003 ” . oy
Analiticos e Bioanaliticos
RDC n° 269: Regulamento Técnico sobre ingestéo diaria
2005 . S ; i
recomendada (IDR) para proteina, vitaminas e minerais
Resolucéo - RDC n° 302: Dispde sobre Regulamento
2005 PR . L -
Técnico para funcionamento de Laboratérios Clinicos
2010 Parecer Técnico n° 1: Proibi¢cdo do uso de vitamina K em

cosmeéticos

A portaria n° 32 de 13 de janeiro de 1998, fixou a identidade e as
caracteristicas minimas de qualidade a que devem obedecer 0s suplementos
vitaminicos e ou minerais. Estes devem conter um minimo de 25% e no maximo
até 100% da Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) de vitaminas, na porgéo
indicada pelo fabricante, ndo podendo substituir os alimentos, nem serem
considerados como dieta exclusiva.

Na area de validacdo de métodos analiticos, a mesma tornou-se uma das
exigéncias das Boas Praticas de Fabricagcdo de Medicamentos por meio da

Resolucdo RDC n° 210 de 2003. No mesmo ano a Anvisa publicou a Resolugéo
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n° 899 de 29 de maio de 2003, um Guia para a Validacdo de Métodos Analiticos
e Bioanaliticos contendo as caracteristicas a serem consideradas durante a
validacéo de procedimentos analiticos.

Com base em estudos realizados e na inclusdo da vitamina K a lista de
substancias que ndo devem estar presentes na composicdo de produtos
cosméticos pela Comunidade Européia (Commission Directive 2009/6/EC, of 4
february 2009), a Anvisa proibiu 0 uso de vitamina K em todas as suas formas
em produtos cosmeéticos, por meio do Parecer Técnico n° 1 da Camara Técnica
de Cosméticos (CATEC), publicado em 4 de janeiro de 2010.

4.1.3.3.
ABNT

A Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) foi fundada em 1940,
sendo responsavel pela normalizac@o técnica no pais, e assim fornecer a base
necesséaria ao desenvolvimento tecnoldgico brasileiro. E membro fundador da
ISO (International Organization for Standardization), da COPANT (Comisséo
Panamericana de Normas Técnicas) e da AMN (Associacdo Mercosul de
Normalizacdo). A ABNT é a representante oficial no Brasil das seguintes
entidades internacionais: ISO (International Organization for Standardization),
IEC (International Eletrotechnical Comission); e das entidades de normalizacéo
regional COPANT e a AMN (ABNT, 2011a).

Na ABNT o comité responsavel pela normalizacdo na area Quimica é o
CB-10, denominado Comité Brasileiro de Quimica. Atua na normalizacdo no
campo da quimica compreendendo produtos quimicos organicos, produtos e
preparados quimicos diversos, no que concerne a terminologia, requisitos,
métodos de ensaio e generalidades (ABNT, 2011a).

O comité responsavel pela normalizagdo no campo de gestdo da
gualidade, compreendendo sistemas da qualidade, garantia da qualidade e
tecnologias de suporte € o CB-25, este estabelece diretrizes para selecéo e
aplicacdo das normas da qualidade, elabora guias e normas relativas a praticas
de ensaio, inspecdo e certificacdo de produtos, processos e servigos e para
avaliacdo de sistemas de gestéo, laboratorio de ensaio, organismos de inspecéao,
certificacdo e credenciamento, e sua operacdo e aceitagdo. Excluindo-se a
normalizacdo de produtos e servicos. Dentro deste contexto pode-se citar a
norma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005 que estabelece os requisitos gerais para

a competéncia de laboratorios de ensaio e calibracdo, indicando a validagéo de
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métodos e a estimativa da incerteza de medicdo dentre o0s requisitos técnicos
importantes na qualidade assegurada dos laboratorios de ensaio, bem como a
documentacgao do trabalho de validacédo (ABNT, 2011a).

4.2.
Validagdo de Método Analitico e Incerteza de Medicéo

A andlise dos documentos regulatérios e guias para a garantia da
confiabilidade metrol6gica em medicdes analiticas deixa evidente a importancia
da validagdo dos métodos e o estabelecimento da incerteza de medi¢do. Tais
ferramentas da metrologia sdo descritas a seguir nos itens 4.2.1 e 4.2.2.

De acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005 tanto o procedimento
de validagéo deve ser realizado, quanto a incerteza associada a cada resultado
analitico deve ser estimada. Da mesma forma, em laboratérios de andlise de
alimentos, para fins do Codex Alimentarius, € necessario que 0os métodos de
andlise sejam colaborativamente testados e validados, antes de serem utilizados
em procedimentos de rotina (CODEX ALIMENTARIUS, 2004).

4.2.1.
Validacdo de método analitico

De acordo com o Vocabulario Internacional de Metrologia a Validagédo
pode ser definida como uma verificacdo na qual os requisitos especificados sao
adequados para um uso pretendido (JCGM 200:2012). A avaliacdo dos
parametros de validacdo possibilita a determinacdo das caracteristicas de
desempenho de um método analitico (Inmetro, 2011a).

Os métodos que devem ser validados sdo: meétodos ndo normalizados;
métodos criados/desenvolvidos pelo préprio laboratério; métodos normalizados
usados fora dos escopos para os quais foram concebidos; métodos
normalizados que sofreram ampliagfes e modificacdes (Inmetro, 2011d). Tanto a
Anvisa quanto o Inmetro publicaram guias para a validacdo de métodos
analiticos (Resolugdo Anvisa RE n° 899, de 29/05/2003, e o documento Inmetro
DOQ-CGCRE-008, de 07/2011). H4& também procedimentos de validacdo que
sdo estabelecidos por 6rgédos internacionais como a Organizagdo Internacional
para a Padronizacdo (ISO 5725, 1994), Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IJUPAC - Harmonized guidelines for single laboratory validation of
methods of analysis, 2002) e Conferéncia Internacional de Harmonizagéo (ICH -

Q2(R1) Validation of analytical procedures: text and methodology, 1994). Estes
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documentos tém como objetivo auxiliar laboratérios na demonstragdo que um
determinado método atende as caracteristicas necessérias de modo a obter
resultados com a qualidade requerida.

O Quadro 5 apresenta os parametros de validacdo exigidos pelos érgaos
nacionais Inmetro e Anvisa (Inmetro, 2011a; Anvisa, 2003a). Breve descricdo
dos parametros é apresentada nos proximos itens (4.2.1.1 a 4.2.1.8).

Quadro 5: Parametros de validagédo indicados nos documentos da Anvisa (Resolucéo RE
n° 899, de 29/05/2003) e do Inmetro (DOQ-CGCRE-008, de 07/2011).

Inmetro Anvisa
Seletividade Especificidade e Seletividade
Linearidade Linearidade
Faixa de trabalho e faixa linear Intervalo
Precisé@o Preciséo
Repetitividade Repetitividade (preciséo intra-corrida)

L Precisdo intermediaria (precisdo inter-
Precisao intermediaria ]
corrida)

o Reprodutibilidade (preciséo inter-
Reprodutibilidade )
laboratorial)

Limite de deteccdo Limite de deteccéo (sensibilidade)
Limite de quantificacédo Limite de quantificacao
Tendéncia/Recuperacao Exatidao
Robustez Robustez

4.2.1.1.

Seletividade e Especificidade

A seletividade pode ser definida como a capacidade que o método possui
de medir um determinado composto em presen¢a de outros componentes tais
como impurezas, produtos de degradagdo e componentes da matriz também
chamados interferentes (Anvisa, 2003). A presenca de interferentes pode
aumentar ou reduzir o sinal do analito a ser determinado, sendo a magnitude do
efeito dependente também da concentragdo (Inmetro, 2011a).

A seletividade pode ser avaliada de diversas formas, através da analise da
pureza do sinal, andlise de amostra de referéncia, comparacdo dos resultados
obtidos em diferentes condigbes de medigdo, comparacdo dos resultados
obtidos por diferentes métodos de andlise, analise da amostra sem a presenca

do analito de interesse, andlise por método de adi¢do de padrdo e comparagéo
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da inclinacdo da reta obtida com a inclinagdo da curva de padrdes (Eurachem,
1998; Inmetro, 2011a).

4.2.1.2.
Linearidade

A linearidade pode ser definida como a habilidade do método em estudo
gerar resultados proporcionais a concentracdo do analito na amostra (Eurachem,
1998). Pode ser representada pela equacéo da reta (Equacéo 10):

y=a+bx (10)

onde,

y = resposta medida (absorvancia, altura ou area do pico, etc.);
X = concentracao;

a = intersecdo com o eixo y, quando x = 0;

b = inclinacao da curva analitica = sensibilidade.

A determinacdo da linearidade deve ser feita a partir da construcao de uma
curva analitica com no minimo cinco niveis de concentracdo, sendo trés o
namero minimo de replicatas. O coeficiente de correlacédo linear (r) pode ser
utilizado nesta avaliacdo, sendo o valor minimo aceitavel igual a 0,99 (Inmetro,
2011a; Anvisa, 2003a; ICH, 2005).

4.2.1.3.
Faixa de trabalho e faixa linear

A faixa de trabalho pode ser definida como a faixa de concentracGes do
analito ou valores da propriedade na qual o0 método pode ser aplicado, cujo limite
inferior € o valor do limite de quantificacdo e o limite superior depende das
caracteristicas do equipamento de medico. E derivado do estudo da linearidade
e depende da aplicacéo pretendida do método (Inmetro, 2011a; Anvisa, 2003a).

Ja a faixa linear, contida na faixa de trabalho, é a faixa na qual o método
apresenta linearidade (Inmetro, 2011a).

A determinacédo da faixa de trabalho pode ser feita através de trés etapas.
Na primeira etapa analisa-se um branco de reagentes com adicdes de
concentracdes variadas do analito ou branco da amostra com adigbes de
concentracdes variadas do analito ou ainda amostras de referéncia em
diferentes niveis de concentracdo. A partir dos resultados obtidos constréi-se um

gréfico de concentracdo x resposta, identificando-se inicialmente a faixa linear e
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os limites de deteccdo e quantificacdo. Na segunda etapa deve ser realizada
andlise do branco da amostra com adi¢Ges variadas do analito na faixa linear,
com objetivo de confirmar a linearidade. A terceira etapa consiste na
determinacdo dos limites de deteccdo e quantificagcdo através da analise da
amostra com adi¢bes variadas do analito proximas ao limite de deteccdo
(Inmetro, 2011a).

4.2.1.4.
Limite de deteccéo

O limite de deteccdo (LOD) pode ser definido como sendo o menor valor
de concentracdo do analito ou da propriedade que pode ser detectado pelo
método, porém ndo necessariamente quantificado (Inmetro, 201l1a; Anvisa,
2003a).

A determinacao do limite de deteccéo é realizada por meio da analise de
solucdes de concentracbes conhecidas e decrescentes do analito, até o menor
nivel detectavel. E obtido a partir da analise do branco da amostra ou do branco
da amostra adicionado da menor concentracdo aceitavel do analito. O DOQ-
CGCRE-008 do Inmetro recomenda a realizacdo de no minimo sete replicatas
para a determinacdo do LOD. Assim, o LOD pode ser dado pela média dos
valores do branco da amostra mais trés vezes o desvio padrdo dos resultados
obtidos (Inmetro, 2011a; Anvisa, 2003a; Eurachem, 1998).

4.2.1.5.
Limite de quantificacao

De acordo com definicdo da Anvisa (2003a) o limite de quantificacao
(LOQ) é a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser
determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condigbes experimentais
especificadas. E normalmente o menor ponto na curva de calibrag&o.

Assim como no limite de deteccdo a determinagdo do LOQ pode ser
realizada através dos dados dos desvios padrdes obtidos nas analises do branco
da amostra ou do branco da amostra adicionado de concentragfes variadas do
analito préximas ao LOD. No entanto, enquanto que para o calculo do LOD o
fator de multiplicagdo é 3, para o calculo de LOQ este fator deve ser alterado

para 5, 6 ou 10 de acordo com a incerteza desejada (Inmetro, 2011a).
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4.2.1.6.
Tendéncia/Recuperacgéo

Segundo o0 DOQ-CGCRE 008, exatidao de um método analitico € avaliada
numericamente através da tendéncia, a qual pode ser avaliada utilizando-se os
seguintes processos: uso de materiais de referéncia certificados (MRC),
participacdo em comparacdes interlaboratoriais e realizacdo de ensaios de
recuperacao (Inmetro, 2011a).

Sempre que possivel, deve-se utilizar MRC na validagdo de um método
de ensaio. Logo para avaliar a exatiddo compara-se os resultados obtidos pelo
laboratério da amostra padrdo com os valores certificados do material de
referéncia, fornecidos por laboratério acreditado (ABNT, 2000; Inmetro, 2011d,
JCGM 200:2012).

A ABNT NBR ISO/IEC 17043:2011 faz distincdo entre o uso de
comparac0es interlaboratoriais, que podem ser utilizadas nao s6 para ensaios de
proficiéncia para a determinagdo do desempenho do laboratério, mas também
para estabelecer a eficacia e a comparabilidade de novos métodos de ensaio ou
de medicdo, acompanhar métodos estabelecidos e determinar as caracteristicas
de desempenho de um método (Silva & Alves 2006, ABNT, 2011b).

O percentual de recuperacéo do analito pode ser definido como a relacdo
entre o resultado experimental obtido depois da andlise de uma amostra
fortificada com uma quantidade conhecida do analito, e o valor tedrico desta
guantidade fortificada. Segundo o DOC-CGCRE-008, para a avaliacdo da
recuperacao, pode-se utilizar amostras fortificadas com quantidades conhecidas
do analito (spike) em trés niveis de concentracdo: baixo, médio e alto, de acordo

com a faixa de trabalho do método (Inmetro, 2011a).

42.16.1.
Precisao

Segundo o VIM 2012, precisédo de medi¢édo é definida como sendo o grau
de concordancia entre indicagbes ou valores medidos, obtidos por medi¢des
repetidas, no mesmo objeto ou em objetos similares, sob condi¢cdes
especificadas (JCGM 200:2012).

Pode ser expressa pelo desvio padrdo ou coeficiente de variacdo, sendo
considerada em trés niveis: repetitividade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade (Inmetro, 2011a; Eurachem, 1998).
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4.2.1.6.1.1.
Repetitividade

A repetitividade representa a concordancia entre o0s resultados de
medicdes de um mesmo método, dentro de um curto periodo de tempo,
efetuadas sob as mesmas condicbes de medicdo, as quais incluem: mesmo
procedimento de medi¢cdo, mesmo analista, mesmo instrumento utilizado sob as

mesmas condi¢cdes e mesmo local (Ribani et al., 2004; Inmetro, 2011a).

4.2.16.1.2.
Precisédo intermediaria

A precisdo intermediéria pode ser definida como a concordancia entre os
resultados obtidos em um mesmo laboratério, utilizando o mesmo método, a
mesma amostra, amostras idénticas ou padrdes porém definindo-se exatamente
as condicbes a variar como: dias diferentes, analistas diferentes e/ou
equipamentos diferentes. Representa a variabilidade dos resultados em um
laboratério (Inmetro, 2011a; Ribani et al., 2004).

4.2.1.6.1.3.
Reprodutibilidade

A reprodutibilidade representa o grau de concordancia entre 0s
resultados das medicbes de uma mesma amostra, efetuadas sob condicdes
variadas de medicdo (mudanca de operador, local, equipamentos, etc.) (JCGM
200:2012). Nao é um componente de validacdo de método executado por um
Unico laboratério, sendo utilizada para verificacdo do desempenho dos métodos
de um laboratério em relacdo aos dados de validagdo obtidos por meio de

comparacdo interlaboratorial (Inmetro, 2011a).

4.2.1.6.1.4.
Comparacéo da precisdo entre métodos

A comparacdo da precisdo entre métodos possibilita verificar o grau de
proximidade entre os resultados obtidos pelos dois métodos, e é realizada por
meio de andlises sobre a mesma amostra em separado, utilizando o método

desenvolvido e o método de referéncia (Inmetro, 2011a; Ribani et al., 2004).
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42.16.2.
Robustez

A robustez pode ser definida como a sensibilidade do método, ou seja,
sua capacidade de néo ser afetado por pequenas e deliberadas modificagbes em
seus parametros analiticos. Tem como objetivo avaliar as potenciais fontes de

variacdo do método (Eurachem, 1998, Inmetro, 2011a).

4.2.2.
Incerteza de Medicé&o

De acordo com o VIM (2012) o termo incerteza de medicéo é definido
como o parametro ndo negativo que caracteriza a dispersdo dos valores
atribuidos a um mensurando, com base nas informagdes utilizadas. O
conhecimento da incerteza é importante ja que o mesmo implica em uma maior
validade dos resultados de uma medi¢éo (Eurachem, 2002; JCGM 200:2012).

De acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005 os laborat6rios devem
avaliar a incerteza de suas medicdes, além de divulgar a incerteza de medicéo
em circunstancias especificas, quando as mesmas forem relevantes para
interpretacdo do resultado do ensaio.

O calculo da incerteza pode ser feito a partir dos dados obtidos na
validacdo do método analitico, ja que estes englobam varias fontes de incerteza.
Deste modo, é possivel estimar a variacdo do resultado obtido em uma
determinada faixa de trabalho (Souza et al., 2007).

Observam-se na pratica varias fontes que contribuem para a incerteza em
uma medicdo, entre as quais: a definicAo incompleta de um mensurando,
amostragem nao representativa, homogeneidade da amostra, estabilidade da
solucédo, pesagem, efeitos de matriz e interferéncias, equipamentos volumétricos
erro de tendéncia pessoal na leitura de instrumentos analogicos, resolucao finita
do instrumento, entre outros (Inmetro, 2003; Eurachem, 2002).

A incerteza de um resultado de medicdo normalmente contém muitos
componentes, 0s quais podem ser agrupados, de acordo com seu método de
avaliacdo, em duas categorias: incertezas tipo A e incertezas tipo B (JCGM
200:2012; JCGM 100:2008; Mendes & Rosério, 2005).

As etapas necessarias para o célculo da incerteza de medi¢do segundo o
ISO GUM séo:

(i) Especificacdo do mensurando: definir a relagdo entre 0 mensurando e

as variaveis utilizadas em sua determinacgéo, através da equagao:
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y= f (Xl, X2,...Xn)

(i) ldentificacdo das fontes de incerteza: identificar todas as fontes de
incerteza possiveis para cada variavel utilizada. Para isso pode ser feita a
utilizagdo do diagrama de causa e efeito;

(iii) Definic&o das incertezas das grandezas de entrada (Incertezas Padrao)
— definir os tipos de incertezas A e B, do seguinte modo:

- Incerteza tipo A: 0 método de avaliagdo consiste na analise estatistica de
uma série de observacdes e a incerteza pode ser caracterizada por desvios
padrdes experimentais (JCGM 200:2012; JCGM 100:2008). Logo, a dispersao
em torno do valor médio pode ser expressa pela Equacdo 11 (Inmetro, 2003;
Mendes & Rosério, 2005):

u- = % (11)

Sendo uy a incerteza padrdo da estimativa do valor médio, s o desvio
padrdo calculado e V' n a raiz quadrada do nimero de replicatas (n). Como
geralmente o nimero de replicatas é reduzido, utiliza-se o coeficiente t-Student
gue leva em conta o fato de a amostragem ser pequena e permite a estimacao
da incerteza tipo A, mesmo para baixos valores de n (Inmetro, 2003; Mendes &
Rosario, 2005).

Assim para um determinado nivel de confianga, a incerteza de medi¢éo

tipo A (u,) € dada pela Equacao 12:
u, =t > (12)
A ) /n

- Incerteza tipo B: é obtida por outros meios que ndo a andlise estatistica
de uma série de observacbGes. Pode ser caracterizada por desvios padrdes
estimados por distribuicbes de probabilidades assumidas, baseadas na
experiéncia ou sdo determinadas a partir de informagdes acessorias e externas
ao processo de medicdo. Este conjunto de informacgfes inclui: dados do
fabricante, dados fornecidos em certificados de calibracdo e outros certificados,
incertezas atribuidas a dados de referéncia extraidos de manuais etc. (Inmetro,
2003; Mendes & Rosario, 2005).

Pode-se citar como exemplo de incerteza tipo B a extraida de um

certificado de calibragéo, dada pela Equagéo 13.

U (declaradg

Ug = K

(13)
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Onde ug € a incerteza padréo do tipo B, Ugeciarada € @ incerteza expandida obtida a
partir do certificado e k € o fator de abrangéncia, que depende do nivel de
confianga.

Tanto na incerteza tipo A quanto tipo B, a incerteza padréo € a incerteza
de uma medigdo expressa como um desvio padrdo, devendo-se expressar todas
as componentes de incerteza correspondentes a um desvio padrdo. No entanto
na incerteza tipo B assumindo que cada grandeza de entrada (resultado) tem
uma distribuicdo e um intervalo de confianga, a incerteza deve ser calculada com
base nas distribuicbes de probabilidade (normal, retangular, triangular)
correspondente a um nivel de confianca declarado. A Tabela 4 apresenta os

divisores para algumas distribui¢cbes de probabilidade (Mendes & Rosério, 2005).

Tabela 4: Divisores para algumas distribuicdes de probabilidade

Distribuicédo Divisor
Normal (Certificado de k (~2)

calibracdo)

Retangular V3

Triangular V6

(iv) Calculo da incerteza padrdo combinada: expressar todas as incertezas
guantificadas em termos de desvio padrdo e combina-las segundo as regras de
operacédo de variancias.

Os efeitos aleatorios de cada fonte de incerteza devem ser considerados
para compor a chamada incerteza padrdo combinada. Para que a estimativa da
incerteza padrédo combinada seja efetuada de forma correta, assume-se a
independéncia entre essas fontes de modo a se usar a forma mais simples da lei
da propagacao da incerteza (soma quadratica das contribuicbes) como indicado

na Equacéao 14.

uc(y)=J§<‘%Xi) ui(x) (14)

onde: ucy) é a incerteza padrdo combinada; Jdy/dx, € o coeficiente de

sensibilidade de cada fonte (coeficientes estes utilizados para transformar
grandezas de entrada em incertezas, uniformizando as unidades das grandezas
de entrada de modo a permitir que estas possam ser combinadas ao final do

processo) e cada u(x) é a incerteza padréo associada a cada uma das fontes.

(v) Avaliacdo dos graus de liberdade efetivos (ver): utilizando a distribuicdo
“t-Student”.
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Quando as incertezas padrdo de varias fontes de incertezas s&o
consideradas para estimar a incerteza padrdo combinada, o nUmero de graus de
liberdade resultante da incerteza combinada deve ser estimado a partir de
informacgbes da cada fonte de incerteza. Logo o numero de graus de liberdade
efetivo € o nimero de graus de liberdade associado a incerteza padrao
combinada. Este € obtido a partir da equacao de Welch-Satterthwaite (Equacao
15) (Mendes & Rosério, 2005):

__u(y)

“_iMW)

i1 Vi

(15)

onde Ve € 0 nimero de graus de liberdade efetivo associado a incerteza padréo
combinada, u. é a incerteza combinada, u; € a incerteza padrdo associada a i-
ésima fonte de incerteza, v; € 0 n° de graus de liberdade associado a i-ésima
fonte de incerteza, N é o n° total de fontes de incertezas analisadas.

(vi) Determinacdo da incerteza expandida, a partir da multiplicacdo da
incerteza padrdo combinada uc(y) por um fator de abrangéncia k, conforme a
Equacéo 16:

U=k, u.(y) (16)

O fator de abrangéncia k deve ser sempre declarado. Quando se tem um
numero elevado de medicBes utiliza-se como regra geral k=2 para expressar a
incerteza expandida, deste modo a incerteza expandida corresponde a uma
probabilidade de abrangéncia de 95,45%, por se tratar de carater amostral. O
fator “k” se relaciona diretamente com o grau de probabilidade de acerto do
célculo da incerteza. O valor do fator de abrangéncia k deve levar em conta,
além do nivel de confianca desejado, 0 niumero de graus de liberdade efetivos
associados ao caso para o intervalo y-U a y+U. Em geral o valor de k se
encontra entre 2 e 3, porém em aplicacdes especiais pode assumir outros
valores. A Tabela 5 relaciona o fator de abrangéncia k a um nivel de confianca,
assumindo-se uma distribuicdo normal (Mendes & Rosério, 2005; JCGM
100:2008).
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Tabela 5: Relacdo entre o nivel de confianca e o fator de abrangéncia em uma

distribuicdo normal.

Nivel de confianca (%) Fator de abrangéncia (k)
68,27 1,000
90,00 1,645
95,00 1,960
95,45 2,000
99,00 2,576
99,73 3,000

Entdo, o resultado de uma medicdo pode ser expresso conforme Equacéo
17:

Y=yzU (17)

Este resultado pode ser interpretado como a melhor estimativa do valor
atribuivel ao mensurando Y éy, equey - Uay + U é o intervalo com o qual se
espera abranger uma extensa fracdo da distribuicdo de valores que podem ser
razoavelmente atribuidos a Y (JCGM 100:2008). Este intervalo pode ser

expressocomoy—-U<Y< y+U.
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