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Branco da amostra ’ :
Refere-se 4 analise de um branco da matrlz de amostra isenta dos analitos de mteresse que
deve ser processada a cada batelada de amostras. E utilizado pra avaliar a presenca de
contaminantes.

Se o resultado do branco.de reagentes for mfenor ao LD nenhuma agéo é requenda

Se o resultado for maior do que o LD e os resultados das amostras forem maiores do que o
LQ pode ser necessario adverter que o analito foi detectado em baixa concentragao no
branco de reagentes.

Se o resultado for maior do que o LQ acoes corretlvas devem ser tomadas.

Matriz da amostra fortificada e Duplicata de matriz da amostra fortificada
A matriz de amostra fortificada € uma por¢do da amostra na qual se adi
quantidade conhecida de analito de interesse (Ex.: 10 vezes o LD ou o por
curva de calibragéo) antes da preparagéo da amostra A matriz de amostré

Curva de calibracao
A curva de calibragdo é representagdo gréfica da relagao entre/a
com a resposta do equipamento. A manutengdo de um hlS Q‘r}j‘co de curva; auxilia na
avaliagdo em longo prazo da performance do laboratérie. ' :

para o seguimento da anélise das amostras.
operador deve verificar se 0 método er}\pregadmgsta dentro de condigdes adequadas
através da andlise de um dos pontos da%, urva'de calibragao. Langar o resultado na Carta.
Controle de Medlas e so dar prossegmmehto’?ﬁas analise, se o resultado estiver dentro do

Qutros conceitos lmportdﬁte

Padrao interno

terno nas analises de cromatografla Um padrao interno é um analito
adicionado: ’fa dréo e também nas amostras ja processadas, momentos antes da andlise.
Servem. 'ara' onitorar os tempos de retengao calcular respostas relativas e quantificar os
anql;g0§%pfe,‘ entes na amostra.

Surroqates eitracadores

W§yrr gates sdo utilizados em andlises organicas e tracadores s&o usados em andlises
radioqmmlcas Sao empregados para avaliar a performance do método em cada amostra.
S3o, adicionados nas amostras antes dos processos de extragéo e servem pra avaliar a
ficiéncia da extragdo e a porcentagem de recuperacao de cada amostra. Se os resultados
estiverem fora de controle tomar agdes corretivas incluindo nova extragao e analise. Lancgar
o resultado na carta controle de recuperagéo. ’

Utiliza-se padra

- 541 2 Limites de deteccio e de quantificacéo.

- Determinar o limite de deteccdo do método (LD) para cada analito utilizando o procedlmento
descrito em 5.1.8.1. Recalcular o LD quando alterar alguma etapa do método.

Relatar os resultados da anélise de acordo.com a Tabela 2.
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Tabela 2: Formas para relatar os resultados de andlise.

Relatérios/Laudos que apresentém LD: : Relatérios/Laudos que abresentam LQ
e Valores iguais ou menores que zero, relatar |  Valores iguais ou menores que zero, relatar
ND (nédo detectado); - : " ND (n&o detectado);
o Valores abaixo do LD, relatar ND; R : e Valores abaixo do LQ, relatar < LQ;
sl i ) : ¢ Valores iguais ou acima do LQ, : relatar o valor.

5.1.2. 1 Determlnagao dos limites de detecgao e do limite de quantlflcagao
O assunto Limites de Detecgéo é controverso principalmente devido a confusdo gerada pela’
inadequada definicdo dos termos. Neste POP foram adotados '0s conceitos definic
Standard Methods - 21" Ed. (2005) A relagao entre os ||m|tes pode _ser
aproxnmadamente como:

LDE : MinLD : LD LQ_1 2:4:10
- Limite de detecgao do equipamento (LDE)

E a concentragdo do analito numa solugéo padrdo que gera. um sinal 3 vejes maior do que
a média do ruido do aparelho, ou a concentragédo que gera um I*einco vezes maior do
que a'taxa sinal x ruido.-E til para estimar a. concentragao e“analito necessaria para
produzir um sinal que permita calcular o hmlte de detecgay do metodo

Menor limite de deteccéo (MlnLD)
O menor limite de detec¢éo é a menor concentraga 99% das leituras geram um sinal
detectavel. E determinado por multiplas lnjegoes e Uma solucdo padrdo préximo a zero
- (Ex.: concentragéo da solugao 5 vezes maiorique o LDE) ‘Calcular o desvio padrdo dos
~resultados e multiplicar pelo valor da probabllldade normal 1,645 (para reduzir a-5% a

_ probabilidade de erro:tipo | — Falso negatlvo) cu por 3,290 (para reduzir a 5% tambem a
probabilidade de erro tipo Il - Falso %etecgao)w 5 .

4 X 16%5 ou - MinLD = desvio padréo x 3290

MinLD = desvio padra

& %
Ex -Desvio padrdo da amostra e >0+ Ieﬁuras 0,1 mg/L _
' M|nLD 01x3290 03 ,’D’Q”’/L '

O Limite de detecgao do&metodo dnfere do MinLD pelo fato que as solugoes contendo o
constituinte de |ﬁ“tere.sse sd0 processadas da mesma forma que as amostras. O LD é maior
que o MIHLD@QGVI@O a‘diferenca nas eficiéncias de extragao e fatores de concentragao ao
longo do tem ~ : '

_%g | LD = desvio padréo xt(Cv)

Onde: C 2.0 n|vel de confianga em %, :

P Ny V@é o n® de graus de Ilberdade dado pela expressdov =n-1,

g,

Preparar 7 solugdes, processar e analisar em 3 dias. dlferentes O valor encontrado
para cada replica deve estar entre 1 e 5 vezes o LD estimado. Calcular o desvio padrao e a

. partir desse o0 LD, utilizando a tabela de valores criticos da dlstnbmgao da fungéo tde
Student (Anexo I):

Paran=7=v=6
Para C = 990/0 ev=6= t(gg% n-1=6) = 3 71 : .
Seo desvno padrao for 0,1 mg/L entdo o LD = 0,1 x 3, 71 = 0,37 mg/L
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Limite de quantificagéo (LQ ou LOQ) :
O limite de quantificacdo € o menor valor que pode ser quantificado com seguranga Ele
pode coincidir com o LD em alguns casos e geralmente é definido pela menor concentragéo
da curva de calibragéo do método. A forma de calculo depende do tipo de método analitico:

a) Para Anallse de Meta/s por Espectrofotometna de Absorcao Atémica ou por
Espectrofotometria de Emissao Atémica:

‘Determinar o desvio padrdo de “n” leituras de uma solugéo de balxa concentragao Calcular -
o LQ utilizando uma das expresSoes conforme segue: ;

LQ = desvio padrao x10
ou
LQ=Dx: 25

vb) Para Anallse de Compostos Organicos por Cromatografla

Determinar o desvio padrao de “n” leituras de uma solucdo de balxa concen agao Calcular
o LQ utlllzando uma das equagoes a seguir: '

LQ = Ruido do Equipamento x 10
_ou :

LQ=LD x 4

ol 4

LQ desvio padra‘

¢) Para Anélise de Compostos Radlomarcados por C% tagem de Cmtllagao Liquida:
Calcular o LD e: 0 LQ, utilizando as seguw;%es *eipressoes

LD'= Ruido' 6@ Equamento e

LQ £ Rund%cg do Equipamento x 3

E:; S 2
/5.1.2.2. Freqiiéncia de deten@magao dos limites
Os limites de deteccaoge q antificacdo devem: ser calculados uma vez por ano e
comparados com 0s I|m|tes le anos anteriores.

. Esses limites, entretantc 5 odem ser calculados periodicamente. Isto pode ser faciimente
realizado se tomarmos pcmkbase os valores das cartas controles de médias (ver item 5.1 5)
de onde podem ?‘éw%ndos 0s desvios padrao de periodos deflnldos

\V ¢
5.1.3. Re upgragg%
A recup %[,agao & dada pela relagdo entre a quantldade do ‘componente de interesse
andlisado ‘€. a quantidade tedrica (esperada) na amostra. Pode ser avaliada a partir da
~det rmm%gao do analito na matriz de amostra fortificada, conforme item 5.1.2., e calculada
A;:;,pelaggxxpressao a seguir: :

Concentracdo medida

Recuperacdo (%) = x100

$%;;rm e Nivel de fortificagéo
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Fragcdo de massa | Faixa de aceitagéo o Exemplo

. ; | Nivel de fortificacéo = 0,8 ng/kg
<1pg/kg | -50% a + 20% o

Faixa de aceitagéo = 0;40;3 0,96 ng/kg.

1>1 ug7kg a 10 nug/kg -30% a +10% el for'ﬁf-icagéo S =
i 7 5 Faixa de aceita¢éo = 1,96 a 3,08 ug/kg

Nivel de fortificagéo = 14,4 ug/kg

= 10 png/kg : -20% a +10% , : :
T ) ‘ Faixa de aceitagdo = 11,5 a 15,8;

5.1.4. Calibracéo
Calibracéo do equipamento : ¢

A Bioensaios: possui- um programa de manutencao, verlflcagao () callbragao dos
equipamentos. A freqiiéncia da manutengéo, verificacéo e calibragéo dei/em ‘seguir o -que
estiver especificado no POP do equipamento. As calibragées. devem ser‘ ealizadas por
empresas da Rede Brasileira de Calibragdo (RBC). Se o Servigos inecesSano nao estiver
- disponivel na RBC a.verificagéo deve ser executada pelo fabrlcant o% por seu autonzado

Callbracao inicial

Realizar a curva de callbragao com no mmlmo trés solugoe pwgdrao para curvas lineares ou
_cinco solugbes para curvas néo lineares. Escolher olliges tom ndo mais do que uma
ordem de magnitude entre elas. Escolher uma\ faixa=que compreenda os resultados
esperados para as amostras.

Venﬁcacao da curva de callbracao
'E um procedimento usado para verificar a marlutengao das condig¢des de ahdlise apds um
periodo prolongado. Analisar um ponto da %gva de callbragao (preferencialmente o ponto
médio) na freqiiéncia estabelecida™heo. POP do ensaio; na falta de uma especificagao,

analisar o ponto médio davcurvai;de cahbragao apos 20 leituras ou no minimo a cada 12

_horas. '
- 5.1.5. Cartas controle g%g; -

Basicamente trés’ tiposs artas controle que podem ser empregadas para visualizar o
histdrico do processo de ‘nallse

o ,yGarta controle de recuperagao matriz da amostra fortificada, surrogates e
adores.

‘arta controle de dupllcatas dupllcata de matriz da'amostra fortlflcada dupllcata

§ ol
ngﬁ x%d% amostra.

.1.6%Anallse das cartas controle

arta controle de desvios padréao é permitido que 1 resultado em 20 apresente valor
perlor a 2s (95 % de confianga) e um vanr em 100 apresente resultado superior a 3s
(conflanga de 99%). :

Com "base nestes parametros estatlstlcos as seguintes condlgoes devem ser
adotadas para tomada de agdes. :

*Limite de controle — Se um resultado for superior a um 3s, repita a andlise
imediatamente. Se o resultado for inferior a 3s continuar as determmagoes se for supenor a
analise deve ser interrompida e 0 problema corrigido.
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*Limite de aviso — Se dois de trés resu|tados consecutivos excedem 2s, replta a
analise imediatamente. Se o resultado for inferior a 2s continuar as determinagdes se for
superior avaliar possiveis tendéncias e corrigir o problema.

*Desvio Padrdo — Se quatro de:cinco resultados consecutivos excedem 1s ou
estejam em ordem crescente ou decrescente, repita a analise. Se o resultado for inferior a
1s ou inverter a ordem continuar as determmagoes caso contrarlo mterromper a analise e
corrigir o problema.

*Tendéncia — Se sete resultados sucessivos estdo do mesmo lado da Imha central
(média), interromper as anélises e corrigir o problema.

_As consideragdes acima se aplicam quando as condi¢des sdo as segumtes resultado
acima ou abaixo da média, mas ndo em ambos os lados, por exemplo, quatro de ¢inco
resultados devem exceder a +1s ou -1s. Depois' de corrigir o problema as“‘amostr; s
contldas no lote fora de controle devem ser re-analisadas. ¢

5.2. Avaliagdo da Qualldade (QA) e
A avaliagdo da qualidade analitica é o processo usado para garan' qu oscontrole de
qualidade estd sendo executado conforme previsto. Inclui am e verificagdo
(proficiéncia interna), comparagéo mterlaboratonal e auditorias de esempenho

Amostras de venflcacao (proficiéncia interna)
Amostras de verificagdo com quantidades conhecidas de nalltos,@&obtldas de fonte externa,
ou  preparadas internamente de maneira mdepgndehtg devem ser analisadas
penodlcamente para determinar a. recuperacgao. O resultad% deve ser relacionado ao
analista que executou a andlise e interpretado (o]0] "hafaixa esperada de recuperagao

. do método. Por.exemplo, se a faixa esperada dé reduperacao é 85% a 115%, os resultados
devem estar dentro desses limites.

Comparagéo interlaboratorial (ensalos de: MImenma) :
A Bioensaios deve participar de ensaios desproficiéncia para comparagao penodlca de sua
performance relativa. a outros Iaboratenos Se o resultado do ensaio. demonstrar que o
resultado esta fora do. acelﬂgvel,kexangynar 0 procedimento de analise, corrigir falhas ou

melhorar pontos fracos e fnt suflcar ‘a anallse de amostras controle interna até que o
-resultado seja aceitavel. _ :

Auditorias de conformtdade ’
Auditorias devem ser réallzadas para venflcar se 0s POPs ou os métodos estdo sendo
seguidos e se os"‘*resultados do controle de qualidade esté&o sendo analisados. As auditorias
devem ser re%stfag S'e agbes corretnvas devem ser tomadas, quando necessario.

6. REGISTRb DE:DADOS |
0 ostdados gerados devem ser registrados em planilhas ou em livros de forma que

~ \ Uma rapida recuperagdo das informagdes, sendo arquivados conforme
O_;02 03. BIOENSAIOS S

Data - N° pagina Sintese da alteracao
00 06/12/05 Be- : Elaboracédo do documento
O 15/03/06 = : -
02 04/08/06 ' -
03 27/03/07 . mem e : : -
04 23/04/09 Limme Tl : : -

Alteracdo no sumario, itens 2, 3, 5.1 e inclusdo

e @8 0die e do item 5.1.6 e Histérico de revisées.
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ANEXO |

» Valores criticos da distribuigéo da funcéo t de Student

o n-i , __ Fatort \
_ Confianca 95% | Confianca 99%
2127 63,66
4,30 9,93
3,18 5,84
2,78 - 4,60
2,57

2,45

2,36

D81

2,26

" 223

2,20

AENEEEEHREEEREE RGN

ol>|Jlo|a|n|a|R|2|o|0|@ N0 s wv|

20
co L ool 2,58
. & = = VA 2
Fonte: DUX, 1990. g2
* Valores estimados a part;@dos Q%;OS
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‘ ' Viamao, 02 de Julho de 2013.

Comunicagao
g '_AosGerentes de:'set'ores

: '_Comumco que o procedlmento POP 05 169 BIOENSAIOS ‘ “Garantua da Qualidade '
. Analitica” foi revisado visando atender as NCs n® 25 e 28 evidenciadas na reavaliagéo do
INMETRO segundo a nerma. ISO/NEC 17025 (margo/2013). A nova versao (POP-05. 169/05)

visa apresentar conceitos das ferramentas que usamos como cqntroje de qualidade nos
ensaios de Iaboratono . : o e

"Solicito verificar a nova verséo e dar ciéncia abaixo.

Vinicius Praig Carvalho
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