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Resumo

O objetivo deste trabalho foi aprimorar a qualidade analitica do laboratério de
Controle Fisico-Quimico, LAFIQ, de Bio - Manguinhos através da implantacdo de
ferramentas que permitam avaliar o desempenho dos resultados do laboratério e criar
um modelo de controle. Foram estudados dois métodos de andlise: determinacdo do
conteudo de polissacarideo na vacina contra Haemophillus influenzae tipo B — Hib que
corresponde a categoria de método tipo I, conforme Farmacopéia Americana e da
condutividade em agua para injetaveis correspondente a categoria de método tipo Ill.
Os parametros de validacdo e adequacao dos dois métodos foram estudados e cartas
controle foram construidas utilizando os dados das andlises de amostras referéncia
realizadas por diversos analistas em dias diferentes. Com parametros calculados a
partir destas cartas foi possivel avaliar quao correto € um resultado comparado ao valor
desejado, representado pelo valor da grandeza que estd sendo medido. O parametro
desvio-padréo, e o correspondente intervalo de confianca foram utilizados para medir a
dispersdo dos resultados através do célculo das incertezas das medicdes. Para o
meétodo tipo | as estimativas das incertezas padrdo combinada e expandida foram u =
0,50 ug/ mL e U = 1,00 pg / mL, respectivamente. Foram considerados 0os parametros
Reprodutibilidade, a concentracdo da solucdo de trabalho, do volume, da pureza do
reagente, e da massa, como 0s que mais contribuiram para a incerteza desta categoria
de método. Para o método tipo Il foram encontradas as incertezas u = 0,03 uS/cme U
= 0,06 uS / cm, como incertezas padrdo combinada e padrdo expandida. Os fatores que
mais contribuiram na incerteza deste método foram os relacionados a qualificagéo /
calibracdo do equipamento, a estabilidade da amostra e a precisdo do procedimento
dos analistas. O uso destes recursos estatisticos desenvolvidos e estudados na
presente dissertacdo levardo ao aprimoramento do controle da qualidade dos
imunobioldgicos garantindo a qualidade do trabalho dos analistas e a maior

confiabilidade dos resultados fornecidos pelo LAFIQ.
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Abstract

The objective of this work was to improve the quality of the Bio-Manguinhos’
Laboratory of Physico-Chemical Quality Control using tools that allow to evaluate the
analytical performance. The work was carried out studying two analytical methodologies:
determination of the content of polysaccharide in Haemophillus influenzae type b
vaccine, that is type | according to American Pharmacopeia’s and conductivity
measurement in injectable waters, type lll. In this study it was suggested a model that
allows to guarantee the quality of results emitted by the Control Laboratory. The
validation of the chosen methods and the construction of chart controls were made by
evaluating the validation parameters, data for reference sample and estimating the
uncertainty of the measurements. This last one is considered the quantified attribute that
allows estimating if the result is correct compared to the certified value. The uncertainty
corresponds to the range of the established confidence that means the dispersion of the
results. All these statistics tools will improve the implementation of a Quality System. For
the method type | the uncertainty standard and expanded were u = 0,50 pg / mL and U =
1,00 pg / mL, respectively. The calculations of the measurement uncertainty were
performed considering the follow sources: Reproducibility, concentration of the standard
solutions, volume, purity of reagent, and mass. For the method type lll, the values were
u=0,02 uS/cm and U = 0,06 uS/cm. The parameters that contributed to the uncertainty
of this method were: the behavior of the sample, the qualification and performance of
equipment used and the stability of water samples. For both studied analytical methods
the main contribution for the analytical results uncertainties was the precision of the
analytical procedures.

The use of these statistic tools will improve the confidence on the analytical
results from the LAFIQ.
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1 - Introducéo

1.1- Histoérico

As vacinas foram criadas no século passado, a partir do estudo de Pasteur,
gue criou as primeiras vacinas atenuadas virais e as bacterianas. A primeira vacina
foi descoberta em 1796 por Edward Jenner, que desenvolveu a vacina contra a
variola, conforme Moulin, 1996 e Fernandes, 2000 . Com os avancos da biologia e
da genética, aliados a constatacdo de que as vacinas séo o instrumento de saude
publica que gera o maior beneficio ao menor custo, levaram o governo a tracar, em
1991, a meta de auto-suficiéncia em imunobiolégicos de maior impacto para o
guadro epidemiolégico nacional. O mérito é do trabalho realizado pelo Instituto de
Tecnologia em Imunobiolégicos de Manguinhos (Bio-Manguinhos) da Fundacéao
Oswaldo Cruz - FIOCRUZ, que é o responsavel pela producédo de vacinas e reativos
(kits de diagnostico de doencas infecto-parasitarias). A historia de Bio-Manguinhos
se confunde com a da prépria FIOCRUZ, ja que ela nasceu como Instituto
Soroterapico, destinado a produzir soros e vacinas. A partir de 1976, Bio-
Manguinhos comec¢ou a ganhar aspecto industrial que tem hoje, quando comecou a
produzir mais de 100 milhdes de doses anuais de vacinas e reativos, dados
fornecidos do IV Congresso Interno da FIOCRUZ, Termos de referéncia, 2002.

A Unidade Bio-Manguinhos esta no contexto da FIOCRUZ, como produtora
de imunobiolégicos. Ela atende a demanda do pais, através do Programa Nacional
de Imunizacbes (PNI) e também a demanda externa através da exportacdo da
vacina contra a febre amarela. O Centro que integra o Complexo Tecnologico de
Vacinas € o maior produtor de imunizantes da América Latina e um dos maiores do
mundo, com capacidade de preparacédo de cerca de 200 milh6es de doses anuais.
Em 2004/2005, a FIOCRUZ, em parceria com o Instituto Butantd, comegou a
produzir a vacina Penta Brasil, uma associacdo das vacinas difteria, tétano e
caxumba - DTP, Haemophilus influenzae tipo b - Hib e da hepatite tipo B - Jornal de
Bio-Manguinhos ( BIONoticias), 2004.

Maior produtor brasileiro de vacinas, respondendo por 60% da producéo

nacional, Bio-Manguinhos fabricou no ano de 2003 cerca de 80 milhGes de doses.



Foram 30 milhGes de doses da vacina contra febre amarela; 34 milhdes da vacina
contra paralisia infantil (poliomielite); e 16 milhdes da vacina tetravalente,
associagdo da vacina DTP - contra difteria, tétano e coqueluche - e da vacina contra
a bactéria Haemophilus influenzae tipo b, Hib, que pode causar pneumonia e um tipo
de meningite. No ano de 2004 a producéao ficou na casa dos 120 milhdes de doses,
dos quais 26 milhBes foram produzidas com destino a exportacdo. Para atender ao
PNI fabricaram-se 20 milhfes de doses de vacina triplice viral, que corresponde a
combinacdo dos imunizantes sarampo, rubéola e caxumba, 16 milhdes de doses de
vacina contra a febre amarela, 20 mil da Hib, 17 milhdes da tetravalente e 40
milhdes de doses da vacina contra a poliomielite, conforme dados levantados
oficialmente da area comercial.

Em 1999, Bio-Manguinhos passou a produzir o imunizante contra
Haemophilus influenzae tipo b - Hib, bactéria que provoca meningite, otite e
pneumonia sendo uma das principais causas de doencas e mortes de criancas em
todo o mundo. Sua producédo no pais é resultado de um acordo de transferéncia de
tecnologia, no qual Bio-Manguinhos importa da Bélgica o antigeno concentrado,
realizando a formulacdo, envasamento, liofilizacdo e processamento final da vacina.
No ano de 2004, Bio-Manguinhos comecou a desenvolver as fases de producéo,
através de fermentacfes bacterianas e obtencdo do polissacarideo Haemophillus para
conjugacdo com a proteina monomeérica tetanica. Essa vacina sendo totalmente
nacional possibilitara a imunizagéo de cinco doencgas, com somente uma dose aplicada
em criangas. Isto seré possivel através da seguinte combinagéo de vacinas: Hib, DTP e
hepatite B. Sua forma de apresentacao € de cinco doses por frasco. O Brasil torna-se
auto-suficiente na imunizacdo do Haemophilus influenzae tipo b.

A preparacdo da vacina conjugada contra Hib, € baseada na tecnologia de
Schneerson, na qual o polissacarideo é preparado a partir da cepa virulenta 20752 e
apos ativacdo com brometo de cianogénio e extragdo com um separador de hidrazida
adipica, € combinado a proteina monomeérica tetanica, através da condensagdo com
carbodiimida. Apos purificagdo o conjugado ¢ liofilizado em presenca de lactose, que é
o0 estabilizador - Schneerson et al, 1987.

Cada dose de vacina reconstituida (0,5mL) contém 10 pg de polissacarideo
capsular purificado (PRP) de Haemophilus influenzae tipo b, ligado covalentemente a

cerca de 30ug de toxoide tetanico (na forma de proteina monomérica tetanica) , com
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excipiente lactose. A reconstituicdo € feita em diluente salina fenolada ou em vacina
liquida DTP. Com a ultima maneira de reconstituicdo ela imuniza até quatro doencas e
ambas as formas sé&o utilizadas de forma intramuscular, como informacéao de sua bula.
Atualmente esta ultima é a forma mais utilizada pelo programa nacional de imunizacao
(PNI).

Inicialmente a vacina desenvolvida contra a doenca, era constituida somente
pelo polissacarideo capsular tipo b. Apos estudos clinicos, foi verificado que a vacina
conferia uma baixa imunogenicidade de polissacarideo poliribosil ribitol (PRRP) em
criancas menores de 18 meses, portanto era ineficiente para o objetivo a que se
dispunha. Essa deficiéncia gerou estudos e o desenvolvimento da forma carreadora da
proteina monomeérica tetanica, que é metodologia de Schneerson, 1980. Com essa
formulacdo, a vacina contra Hib ligada a proteina monomérica tetanica, confere
imunidade a criancas na faixa etaria de 2 a 6 meses, sendo necesséarias trés doses, e
um refor¢co aos dois anos de idade, jA que na fase infantil a doenga torna-se mais
severa. Sendo necessarios 12,5 ug de polissacarideo Hib / dose.

ApoOs implantacdo das boas préaticas de fabricagdo, BPF, em 1999, o
controle interno da producdo de imunobiolégicos passou por uma série de
reformulagdes, que visaram atender as expectativas da Unidade Bio-Manguinhos,
conforme as recomendacfes do Ministério da Saude e da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, ANVISA, também das normalizacdes de carater internacional.

A area de Garantia da Qualidade, atuante nas BPF da Unidade Bio-
Manguinhos existe desde 20/03/1990. Isso contribuiu para o aprimoramento e
implantacdo das BPF, nas areas de Produc¢éo e Controle de Qualidade.

O Controle de Qualidade existe quase que simultaneamente ao nascimento
da Unidade, e vem desenvolvendo-se a cada ano buscando novas metodologias
analiticas de controle dos produtos e sua missdo € garantir a qualidade dos
imunobioldgicos de Bio-Manguinhos.

O Laboratério Fisico-quimico - LAFIQ, esta inserido nesse contexto e faz
parte do Departamento de Qualidade. Ele emite laudos diarios das analises de todos
0s materiais que entram no Almoxarifado da Unidade, desde as matérias-primas e
insumos, até os materiais de embalagem em geral. Além disso, analises rotineiras
gue sao realizadas em diversos tipos de aguas produzidas, solu¢cdes de processo,

produtos intermediéarios, produtos em desenvolvimento, solu¢gdes reagentes para kit
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e diagnéstico e produtos imunobiolégicos acabados. Os laudos emitidos sdo os
registros dos ensaios fisico-quimicos, padronizados de acordo com o tipo de
material e produto. O organograma do Departamento de Qualidade e Laboratério de
Controle Fisico-Quimico € mostrado na ilustracao 1.

[Departamento de qualidade

Lab. Cont. Lab. Cont. ||Lab. de Cont. Lab. de Lab. de Exp. Lab. de
isiceo-Quimico |Microbiolégicq Biolégico Meio de Cultura Animal Neuroviruléncia
l
Setor de
Amostragem

[
Setor de
matérias-primas
[
Setor de
Produto Final
[
Setor de
Apoio e Pesquisa

Produgéo >Desenvolviment0 Manutengéo Almoxarifado Reativos >dministragéo

llustracdo 1 - Estrutura Organizacional do Laboraté  rio de Controle Fisico-Quimico

Na ilustracdo 1 pode-se observar as atribuicbes do Departamento de
Qualidade, do Laboratdrio de Controle Fisico-Quimico de Qualidade e a interacéo
com outros Departamentos, servigcos e setores de Bio-Manguinhos que o LAFIQ
atende como seus clientes.

1.2 - Regulamentacéo

A ANVISA, sob orientacdo e respaldos técnicos da Organizacdo Pan-

americana de Saude, OPAS, e Organizacdao Mundial de Saude, OMS, tem como
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interesse maior o estabelecimento de critérios objetivando garantir a qualidade e
seguranca dos produtos imunobioldgicos. Essas ac¢des incluem as inspecdes
realizadas e a efetivagdo de uma consciéncia de Qualidade Total, a comecar pela
compra de insumos, producdo, controle de processos, controle de qualidade e
produto acabado. Para isso metodologias eficazes de andlise em parceria com 0
acompanhamento de métodos e produtos, contribuem para atingir a meta da
Qualidade total assegurada - Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) 210, 2003 e
304 de dezembro de 2004.

Entende-se por Qualidade como um modo de pensar na organizagdo, ou
empresa. A implantacdo do controle estatistico de processo (CEP) deve ser baseada
num ambiente em que a qualidade seja parte integrante dos valores e da rotina da
organizacdo, isto é, um ambiente em que comportamento organizacional seja
realmente condicionado pelo pensamento em qualidade. Um diagndéstico preliminar,
realizado para verificar o comportamento organizacional frente ao aspecto qualidade
pode evitar desperdicios futuros.

De acordo com a ANVISA, Qualidade e Produtividade, sao fatores
essenciais para a competitividade, que devem ser preocupacdo constante dos
setores produtivos. A qualidade observou diferentes abordagens ao longo do tempo,
sendo até hoje fator chave de sucesso .

Ao longo do tempo, desde a fase de producdo artesanal até os dias de
hoje, pelo menos, quatro diferentes abordagens vem sendo observadas, como relata
Alfredo Lobo, 2003 - INMETRO.

o A fase da producdo artesanal que caracterizou-se pela total
aproximacao entre o produtor e o consumidor. A interacdo plena
entre ambos propiciava que este passasse diretamente para o

produtor suas expectativas.

o A fase da revolugdo industrial que provocou grandes mudancas em
termos de abordagem da qualidade. O aumento da escala de
producéo introduziu o chamado controle da qualidade. Inicialmente,
com foco na inspecdo do produto final, o controle da qualidade

passou por uma série de aperfeicoamentos. A inspecdo em
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diferentes etapas do processo produtivo, o controle estatistico da
gualidade, as cartas de controle, dentre outros, se destacaram. De
gualquer forma, o controle da qualidade tinha énfase na deteccao de
defeitos. O distanciamento entre quem produzia e quem consumia e
a segmentacdo do controle da qualidade, como consequéncia da
producdo seriada, diluiram a responsabilidade pela qualidade e
problemas com qualidade dos produtos surgiram com maior

intensidade.

A exploragao espacial, os programas nucleares e mais recentemente
a exploracdo de petroleo em aguas profundas, cujas instalacdes
demandam maior confiabilidade, provocaram uma nova e importante
mudanca na abordagem da questdo da qualidade nas empresas.
Estudos demonstraram que a maior parte dos problemas de
gualidade tinha origem em falhas gerenciais e ndo técnicas. Essa
constatacdo deu origem aos chamados sistemas de gestdo de
gualidade, que associam acdes de controle que, como anteriormente
mencionado, tém énfase na deteccdo de defeitos, com acles de
administracdo da qualidade, que tem énfase na prevencédo de

defeitos.

Pré-qualificar os fornecedores, analisar criticamente o0s projetos,
elaborar e qualificar os procedimentos de execucdo e de inspecao,
treinar e qualificar pessoal, calibrar os instrumentos de medicgao,
identificar expectativas e avaliar o grau de satisfacdo dos clientes,
dentre outras, sdo ac0Oes tipicas de prevencao de defeitos, ou de
administracdo da qualidade. A base normativa hoje mais utilizada
para a implantacdo de sistemas de gestdo da qualidade é a norma
ISO 9001, 2000. Diante da necessidade de implantar sistemas de
gestdo da qualidade, os paises, em especial os desenvolvidos,
comecaram a estabelecer normas nacionais de gestdo da qualidade.
Tal fato causou transtornos para as empresas exportadoras, que

tinham que implantar sistemas de gestdo da qualidade com base em
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diferentes padrdes normativos, para atender diversos paises. O
meérito da 1SO 9000 foi exatamente unir as diferentes bases

normativas em uma Unica, hoje universalmente aceita.

No Brasil, a partir do inicio da década de 90, vem sendo observado um
grande movimento em prol da melhoria da qualidade de produtos e servigos. A
criacdo pelo Governo Federal do Programa Brasileiro da Qualidade e Produtividade,
as aberturas econbmicas, que exp0s as empresas brasileiras a um ambiente de
grande competicdo, a evolucdo do cidaddo brasileiro enquanto consumidor, que
passou a exercer mais plenamente seus direitos e deveres, e a estabilizacdo da
moeda foram fatores indutores e decisivos para esse movimento. Nesse periodo,
gualidade deixou de ser preocupacao exclusiva dos técnicos para ser de todos, mais
em particular do gerente. O conceito atual é de que qualidade é adequacéo ao uso,
cujos requisitos devem estar previamente estabelecidos.

O mercado globalizado vem demandando novas abordagens em termos da
guestdo da qualidade. Uma adequada gestdo pela qualidade, que tem decisiva
contribuicdo e que alavanca a competitividade, passou a ser decisiva para a
sobrevivéncia das empresas, no ambiente de grande competi¢cdo hoje observado.

Surgem as chamadas barreiras nado tarifarias, ou barreiras técnicas,
estabelecidas através da promulgacdo de normas, regulamentos ou procedimentos
de avaliacdo da conformidade. O fato € que o espaco para dificultar 0o acesso a
mercados através do estabelecimento de tarifas acabou para a grande maioria dos
paises, passando estes a fazé-lo através das barreiras técnicas.

Por avaliacdo da conformidade entende-se a implementacdo de uma
sistematica, com regras pré-estabelecidas e devidamente acompanhadas e
avaliadas, que propicie adequado grau de confianca de que um produto, processo
ou servico atende aos requisitos de uma norma ou regulamento técnico. O
mecanismo de avaliacdo da conformidade mais comumente utilizado e conhecido é
a certificacao.

A certificagcdo de produtos caracteriza-se pela existéncia de parceria
independente entre o produtor e o consumidor, quando o0 objetivo maior € a

gualidade desses produtos.
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O grande desafio da avaliacdo da conformidade é sua utilizagdo como
regulador de mercados. A adocdo de programas de avaliacdo da conformidade,
obedecendo préaticas internacionais, propiciard o reconhecimento mutuo entre
programas de diferentes paises, permitindo um natural fluxo de produtos, sem o
onus da repeticdo dos ensaios e avaliacdes nos paises compradores.

Hoje, no Brasil, existem 45 programas de avaliacdo da conformidade de
produtos de carater compulsorio e 82 de carater voluntario. As estruturas de
credenciamento de organismos de avaliacdo da conformidade e de laboratérios de
calibracdo e de ensaios, coordenados pelo Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial - INMETRO, sdo as Unicas da América Latina
reconhecidas internacionalmente, 0 que representa uma vantagem competitiva para
as empresas brasileiras - fonte INMETRO, por Alfredo Lobo, 2003.

O setor de producdo de vacinas no Brasil, € marcado por desafios
peculiares. Ele requer uma base cientifica e tecnoldgica intensa. Tratam-se de
producdes que implicam em alto custo e tém ciclos longos de processos. A
organizacdo da producdo é continua e esta sempre submetida a exigéncias
regulatérias. A demanda na area de producdo nacional é caracterizada pelo setor
publico, onde o principal usuario € o mercado interno, conforme Reinaldo
Guimaraes, 2002 .

O acompanhamento de produtos bem como os estudos pds marketing
caracterizam dados histéricos de produtos, relacionados a qualidade desses
produtos, ao comportamento populacional e suas doencas. Os estudos clinicos
demonstram como de fato um produto novo, ou uma nova formulagéo é relacionada
a imunidade de doencas com o objetivo de atingir a erradicacdo da mesma no pais.

A adocdo de praticas adequadas de gestdo da qualidade, a normalizacao, a
metrologia e avaliagcdo da conformidade, tudo isso representa um diferencial na
economia globalizada e, portanto fundamental importancia para a exportacdo
brasileira.

Como ferramenta da qualidade, prevista nas normas de Boas Praticas de
Fabricacdo, BPF, da ANVISA, estdo as técnicas e os critérios de validacdo de
processos, métodos e produtos. Como exigéncia da legislacdo vigente, RDC 304 -
ANVISA, a validacdo tem com objetivo assegurar a conformidade dos produtos

farmacéuticos em relacdo as especificacdes estabelecidas, que devem atender
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padrbes adequados de exatiddo e reprodutibilidade. Para essa finalidade o FDA
publicou em 01/03/1998, em conjunto com o ICH - “Internacional Conference on
Harmonization” da “Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for
Human Use” um guia contendo diretrizes sobre a validagdo de procedimentos
analiticos. De acordo com a secao 501 deste guia, 0s ensaios e especificacdes
existentes nas monografias da United States Pharmacopeia (USP) e do “National
Formulary” constituem padrdes legais. Portanto, as metodologias de anélise devem
ser escolhidas de modo a atender padrbes farmacopeicos vigentes

As Boas Praticas de Laboratério, BPL, fazem parte desse sistema de
gualidade assegurada e é o quesito que diz respeito a organizacdo e as condi¢cdes
sob as quais os estudos em laboratério e de campo sdo planejados, realizados,
monitorados, registrados, relatados e arquivados, conforme definicdo do INMETRO,
Norma NIT DICLA 028 reviséo 00.

Laboratorios de ensaios sdo normalizados conforme a International
Standardization Organization, ISO 17025. Segundo esta norma a validacdo de uma
metodologia analitica pode ser definida como a “confirmacdo por exame e
fornecimento de evidéncia objetiva de que os requisitos especificos sdo atendidos”
(NBR ISO/ IEC 17025: 2001) . A referéncia, segundo parametros de performance
analitica é a farmacopéia americana, USP 27- capitulo <1225> 2004; ASTM
internacional, 2004; RDC 304, 2004; FDA, 2000; INMETRO, 2003; RDC 210, 2003;
ISO 17025, 2001; IUPAC, 2002.

Os procedimentos operacionais padronizados (POP), de equipamentos e 0s
registros de dados correspondentes abrangem, entre outros, a opera¢cdo, manutencao
rotineira, manutencdo nao rotineira, calibracao e utilizacdo do mesmo. O equipamento

usado nos estudos ndo deve interferir com o sistema-teste.

1.3- Ferramentas de Qualidade

Conhecido como diagrama de Ishikawa, pois foi introduzido por Kaoru Ishikawa
e como diagrama Espinha de Peixe ou diagrama de causa e efeito, recebeu essa

denominacdo devido a sua aparéncia. Ishikawa nasceu em 1915, com formacédo em
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guimica aplicada pela Universidade de Téquio, foi o primeiro a utilizar o termo
“Controle de Qualidade” e desenvolveu as ferramentas de qualidade. O diagrama de
causa e efeito, € uma representacdo grafica que ajuda a identificar, explorar e
mostrar as possiveis causas de uma situacdo ou problema especifico. Cada
diagrama tem uma grande seta apontada para o nome de um problema. Os ramos
gue saem dessa seta representam as categorias de causas, tais como: mao-de-obra,
materiais, maquinas, meio ambiente, medidas, métodos e etc. As setas menores
representam itens dentro de cada categoria e possibilita a discussao, detalhada,
sobre o funcionamento de um processo ou sobre um problema. As Ferramentas de
Ishikawa séo, de acordo com Schissatti, 1998:

o Diagramas de causa e efeito (espinha de peixe ou diagrama de Ishikawa)
Histogramas
Folhas de verificacéo
Graficos de disperséao

Fluxogramas

o O O O O

Cartas de controle.

Ishikawa observou que nem todos os problemas poderiam ser resolvidos
por essas ferramentas, ele percebeu que ao menos 95% poderiam ser, e que
qualquer trabalhador fabril poderia efetivamente utiliza-las. Embora algumas dessas
ferramentas j& fossem conhecidas h& algum tempo, Ishikawa as organizou

especificamente para aperfeicoar o Controle de Qualidade computacional.

Conforme a ilustracdo 2 o grafico de Ishikawa, diagrama de causa e efeito, €
possivel visualizar as possiveis fontes de erros e consequentemente variabilidade

em resultados analiticos.
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Possivers causas de erros nos resultados analficos

Causas pessoais

| Treinamento |

| Experiéncia |

| condictes |
— \ Calibracéo
Validacgo Instabilidade |

Sensibilidade |

Qualidade

| Repetitividade |

| Amostragem | Linearidade |

llustracédo 2: Demonstracéo grafica das possiveis ca  usas de erros nos resultados analiticos.

Para fins de estudo, é importante simplificar essas fontes de erros
verificando quais sédo verdadeiramente importantes e que acarretam variabilidade em
resultados analiticos. As fontes de erros levam a maior incerteza, que comprometem o
resultado final. No trabalho abordaremos as possiveis causas de erros e suas fontes de
incerteza nos dois metodos.

A implantacdo de qualidade nas empresas deve ser considerada como um
processo de mudanca organizacional, onde o controle estatistico de processo, CEP,
€ muito mais do que a introducdo de novas ferramentas de melhoria de processos. A
rotina de atividades das funcdes, as atitudes e crencas da organizacdo sao objetos
de mudanca. Desta forma, a implantacdao deve ser planejada como um processo de

mudanca organizacional e cultural.
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O sistema de controle a ser desenvolvido para garantir que essas acodes
sejam implementadas e efetivadas a contento, geralmente, acarretam mudancas na
postura e atribuicdes dos que terdo a responsabilidade pela melhoria dos processos.
Uma segunda observacdo refere-se a funcdo das cartas de controle. Essas sédo
ferramentas que indicam que é necessario intervir no processo para manté-lo no
estado desejado. E necessario acima de tudo conhecimento, tanto para se
interpretar a carta de controle e perceber o aviso, quanto para identificar o que deve
ser ajustado no processo. Em outras palavras, o fator gerencial € predominante na
ingeréncia de atitudes e corre¢cdes necessarias que sdo sinalizadas por essas
ferramentas. Quando o conhecimento de problemas é a ponte da partida para a
correcao e resolucdo dos mesmos, de acordo com Chambers, 1992.

O controle de processo é uma ferramenta imprescindivel para a
credibilidade de uma producdo e conhecimento dos desvios que ocasionalmente
possam ocorrer. Com ele & permitido checar sua performance, a capacidade e
facilita intervencdes e consequentemente corre¢cdes necessarias. Em se tratando
especificamente do sistema de acOes corretivas vale ressaltar que enquanto a
manutencdo da variabilidade do processo em um determinado patamar depende
basicamente de a¢cdes operacionais, isto é, das acdes executadas por aqueles que
utilizam diretamente as cartas de controle, a reducédo da variabilidade depende do
esforco conjunto daqueles que tém autoridade técnica sobre o processo, de acordo
com Controle de Contaminacao - julho, 2004.

Algumas ferramentas que déo subsidio ao andamento adequado de uma
fabrica sao:

- Sistemas de Controle e Gerenciamento de Producdo (execucao,
planejamento, relatérios);

- Controle Estatistico de Processo (CEP);

+ Rastreabilidade de processo;

« Sistema de Controle de Qualidade e Gerenciamento de Paradas e perdas do
processo;

- Sistemas de Autocontrole e Gerenciamento de Processos (expedicao e
recebimento de materiais para a producéo);

- Sistemas de Manutencao Preditiva e Preventiva;

« Integracdo com Sistemas de Gestdo Empresarial.
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Esse controle faz parte da avaliacdo técnica da qualidade. Segundo Kume,
1993, este sistema foi proposto inicialmente por Walter Shewhart. Os problemas
decorrentes das causas especiais ou aleatérias sdo inevitaveis em qualquer
processo. Porém, é possivel que exista uma causa assinaldvel dos problemas
decorrentes de causas comuns e que existam fatores relevantes a serem
investigados. Shewhart interpretou a variabilidade como sendo passivel de duas
possibilidades. Aquela que ocorre dentro dos limites definidos pelo acaso, e aquela
gue esta fora destes limites. Estando fora ele acreditava que as causas pudessem
ser identificadas, ou seja, elas seriam assinalaveis de acordo com Deming, 1997. A
variacdo controlada é caracterizada por um estavel e consistente padrédo de variacao
sobre o tempo. Shewhart atribuiu tal variacdo a causas aleatérias onde a variagéo
nao controlada é caracterizada por um padrdo de variagdo que muda ao longo do
tempo. Ele atribuiu as mudancas no padréo de variacdo as causas assinalaveis.

As cartas de controle 36 sdo muito utilizadas para separar causas comuns
de causas especiais. A partir de uma media de dados de determinado processo, sao
estabelecidos dois limites, um superior e um inferior, distantes 36 desta mesma
media. Considerando-se a normalidade do processo, desde que o mesmo esteja
estabilizado, existe uma probabilidade de 99,73% de que qualquer valor extraido do
processo esteja entre eles. As variacOes aleatorias sdo produzidas pelas interagdes
entre mao-de-obra, maquinas, materiais e métodos. O resultado liquido da variacao
€ relativamente consistente ao longo do tempo. Por outro lado, juntando as causas
aleatdrias, ha ocasionalmente fatores especiais que tém um grande impacto nas
caracteristicas do produto, e estas causas segundo Shewhart poderiam ser
identificadas, Deming,1990 e Deming, 1997, Introdution to Statistical Quality Control.
4™ edition. USA, 2001. Dai a importancia de resultados corretos e conhecimento de
variaveis que possam contribuir para variabilidades de qualidade.

A partir de um pioneirismo japonés, muitos tém adotado, como énfase, o
melhoramento continuo de processos, e sO assim, obtendo conformidade total as
especificagoes.

Para efeito de estudo, no trabalho foram abordados os diagramas de causa
e efeito (diagrama de Ishikawa), as cartas de controle para resultados analiticos,

dispersdo dos dados, grafico de Pareto e as estimativas de incerteza, provenientes
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de estudos de validacdo e adequacdo analitica de controle de qualidade. Essas
ferramentas de controle foram aplicados e realizados nas seguintes metodologias:
cromatografia, por HPLC de troca idnica, categoria tipo | — denominado Método | e
na medicdo de condutividade, que é o método de categoria Ill - Método Ill, conforme
parametros farmacopeicos, USP 27, 2004 e NBR ISSO/ IEC 17025, 2001. Eles
foram selecionados entre tantos outros por motivo de seus resultados sinalizarem
possiveis correcfes de processo e serem métodos quimicamente criticos para o
Laboratério. Para esses métodos serdo utilizadas amostras de polissacarideo Hib e
agua para injetaveis - Water for Injection, WFI, respectivamente, com o objetivo de
utilizar essas ferramentas para melhorar a qualidade dos processos produtivos
através de resultados analiticos, de Bio-Manguinhos e do Laboratério de Controle

Fisico Quimico de Qualidade.

1.4 - Validacao

O primeiro passo para a obtencdo de resultados analiticos confiaveis esta na
validagdo do meétodo analitico escolhido. A validacdo pode ser definida como a
“confirmacao por exame e fornecimento de evidéncia objetiva de que o0s requisitos
especificos sdo atendidos”, segundo a (NBR ISO/ IEC 17025: 2001) . Um método
analitico pode ser validado intralaboratorialmente ou interlaboratorialmente. No préprio
laboratdrio, através de testes de recuperacdo e um ou dois dos enfoques seguintes, 0
analista pode validar um método analitico em comparacdo com um método
independente ou através do emprego de material de referéncia -certificado.
Interlaboratorialmente, a validacdo pode ser obtida através de um estudo colaborativo
envolvendo vérios laboratorios. Se o método escolhido ja foi objeto de um estudo
colaborativo, ainda assim o analista € obrigado a valida-lo intralaboratorialmente para
demonstrar que pode ser usado em seu laboratorio, ou pelo menos fazer sua
gualificacdo. Os requisitos de validacéo estdo claramente demonstrados e associados a
clientes e métodos.
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A seguir a recomendacdo de parametros e classificacdo dos métodos a
serem validados (USP 27, 2004):

o Categoria |: Quantificacdo de macro componentes em substancias ativas ou
ingredientes ativos em produtos farmacéuticos acabados.

o Categoria II: Determinacdo de impurezas em substancias ativas ou
componentes de degradacdo em produtos farmacéuticos acabados.

o Categoria Ill: Determinacdo de caracteristicas fisico-quimicas em substéncias
ativas ou em produtos acabados (ex. dissolucdo, tamanho de particulas,
liberacdo da droga).

o Categoria 1V : Testes de identificacao

De acordo com a classificacdo acima os métodos devem seguir a seguinte

normalizacdo de validagcdo, como descritos na tabela 1:

Tabela 1 - Classificagdo de métodos e parametros an  aliticos recomendados a validagéo.

Parametros investigados e classificacdo dos métodos

Parametro  |Categoria |
analitico ‘ Il IV
sim sim 3
sim sim
sim sim
nao nao
sim sim
sim sim

sim sim

* Pode ser exigido dependendo da natureza do ensaio e  specifico

Nos casos de métodos normalizados ndo é necessério efetuar o processo
completo de validacdo desde que n&do ocorram alteracdes significativas dos mesmos e
guando o produto em questdo é o indicado em monografia oficial, como a USP por

exemplo, in Bassani, 2004 . Conforme recomendacé&o do FDA’s Guidance for Industry,
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2000, é necessario apenas verificar: a especificidade, a estabilidade da solucdo da
amostra e a precisdo intermediaria. Alguns conceitos que respaldam essas

recomendacdes:

0 Abordagem para Métodos Normalizados
21 CFR 211 194 (a) (2) - Verificacao
Que é a evidéncia documentada que um método previamente validado desempenha

como pretendido, no ambiente em que esta sendo aplicado.

o INMETRO DOQ-CGCRE-008 :2002
Demonstrar a competéncia do laboratoério se atinge o pretendido e que opera bem sob
as condi¢cdes normais de uso. Na ilustracdo 3 € possivel compreender o escopo da
aplicacdo de uma validacdo, USP, fonte Bassani, 2004. Se o método atende ou ndo a

sua finalidade.

Definir escopo da
aplicacéo

Validacao
completa

O método atende ?

Verificar competéncia
do laboratorio

Documentar
resultados

llustracédo 3: Método normalizado, segundo USP 25.

Como o método de determinacdo de condutividade (Método Ill), utilizado para
o calculo de incerteza, € um meétodo normalizado, somente 0s seguintes parametros
precisam ser verificados: a competéncia do Laboratorio e o registro dos resultados.
Porém para efeito de estudo sera demonstrada a validacdo e harmonizagcédo entre as
metodologias em estudo para esse trabalho. Foram verificadas a precisdo intermediaria

e a robustez, através de dados de estabilidade, ja que ele responde a categoria Ill.
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Entendemos como precisdo de um procedimento como o grau de
concordancia entre os resultados de uma medicdo, conforme VIM (Vocabulario
Internacional de Metrologia, 2003). E medida através da dispersido dos resultados
individuais do meio e geralmente é expressa como sendo o desvio padrdo ou o
coeficiente de variacdo (desvio padréo relativo), quando o procedimento completo for
aplicado repetidamente para separar amostras idénticas do mesmo lote homogéneo do
material. Ela pode ser expressa pela repetitividade, pela reprodutibilidade e precisédo
intermediaria. A repetitividade é o grau de concordéancia entre os resultados de
medi¢cdes sucessivas de um mesmo mensurando, efetuadas sob as mesmas condicdes
de medicdo - VIM, 2003. Ja a Reprodutibilidade € entendida como o grau de
concordancia entre os resultados das medi¢cdes de um mesmo mensurando, efetuadas
sob condigbes modificadas de medigdo. Alguns autores a especificam como a
dispersdo encontrada de um mesmo ensaio, realizado em diferentes laboratorios -
ASTM, 2004. Para efeito de estudo foi demonstrado a codificagdo “R” para representar

a reprodutibilidade e “r’ a repetitividade, conforme recomendacao de Horwitz, 1998.

A precisdo intermediaria € a forma de expressar as variagdes dentro de um
mesmo laboratorio, com dias de analises diferentes, ou analistas diferentes, ou até
métodos diferentes (se for o caso), todos com um mesmo equipamento. Todas as
variaveis sob a mesma condicdo de amostra ou padrdo, com definicdo prévia de quais
itens variardo de cada vez, INMETRO — DOQ — CGCRE - 008, 2003.

A precisédo conforme a USP 27, Validation Compendia Methods <1225>
o Precisédo intermediaria e Reprodutibilidade — Precisdo inter Laboratorio com o
minimo de 6 determinacdes de amostra homogénea com concentracdo de 100%
do analito em questéo.

o Calculada pelo desvio padrao ou desvio padrao relativo (RSD).

A robustez do método é a medida da sensibilidade que este apresenta face a
pequenas varia¢cdes. Um método é robusto quando n&do apresenta variacdo a pequenas
variacbes. Quanto maior for a robustez maior sera a confianca de sua preciséo,
INMETRO - DOQ — CGCRE - 008, 2003.
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A determinacado do conteudo de polissacarideo (Método tipo | ) em estudo, fora
desenvolvido pela matriz do produto vacina contra Hib - na GlaxoSmithKline - Bélgica, e
fora validado previamente. Neste método foram checados todos os parametros
recomendados para validacdo da categoria tipo |, o que permitiu a adaptacédo e
consequente validacdo em Bio-Manguinhos, com a aceitacdo de seus resultados. Na
categoria | os critérios exatiddo, preciséo, seletividade, linearidade, faixa de trabalho e
robustez, ja foram previamente verificados. Para efeito de estudo alguns critérios foram
revistos.

A exatiddo é o grau de concordancia entre o resultado de uma medi¢c&do e um
valor verdadeiro - VIM, 2003, poderd ser determinada mediante a aplicacdo do
procedimento a amostras do material a ser examinado, que tenham sido preparadas
com precisdo quantitativa. Deverdo também ser preparadas amostras em que o
analisado seja incorporado em quantidades cerca de 10% superiores e em quantidade
abaixo da variacdo de valores esperada. A exatiddo podera também ser determinada
através da comparacdo dos resultados obtidos mediante a utilizacdo de um
procedimento alternativo que tenha sido anteriormente validado.

A seletividade ao contrério da especificidade € a capacidade do método em
produzir resposta para varios analitos, porém as distingue de um analito para outro.
Tanto a seletividade quanto a especificidade sdo relacionadas a deteccdo. Ambas as
formas tentam abordar o mesmo problema o que medimos e o que pensamos que
medimos. Ja a especificidade pode ser entendida como a medida do grau de
interferéncia, ou auséncia da mesma, nas andlises de matrizes complexas, sendo uma
condicao de exatiddo. Por exemplo impurezas presentes ou condi¢coes de instabilidade
de resultados, VIM, 2003.

A linearidade do procedimento analitico € a sua capacidade de produzir
resultados que sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analisado na
amostra, em uma faixa de concentracdo. Ela € obtida por padronizagdo interna ou
externa e formulada como expressdo matematica usada no célculo da concentracdo do

analito, expressa pela equacéo da reta ,

y=a+bx U
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y € a resposta medida, x a concentracdo ( valor conhecido), a o coeficiente linear ou
intercepto da linha de regresséo e b o coeficiente angular ou inclinacdo da linha de
regressao (slope). A tangente da reta, b, € um dos requisitos que torna possivel medir a

performance do método.

Conforme recomendacéo vigente, o coeficiente de correlacdo de uma curva de
calibracao, r, deve seguir os seguintes critérios:
O Critério de aceitacao Ideal é: r > 0,999
e aceitavel r > 0,90,
de acordo com INMETRO DOQ -CGCRE-008:2003.

Através da comparacao de diferentes coeficientes angulares, que na verdade
pode ser entendido como a tangente da funcéo calibracéo, é possivel avaliar junto com
o desvio padréo residual, a sensibilidade, o desvio padrdo e o coeficiente de variacdo
(desvio padrao relativo) do procedimento, as caracteristicas de performance do método
analitico, conforme ISO 8466-2, 1993.

A faixa de trabalho € estabelecida como a faixa utilizada ideal para a
guantificacao de interesse, de uma curva de calibragcdo. Pode ser definida como de um
décimo até o dobro do valor do limite de restricdo ou de 50 a 150% do valor real da
concentracdo do analito, de acordo com Thompson, 1999 e Inman, 1987, de 60 a
120%, conforme recomenda o FDA, Horwitz, 1998 e de 20 a 200%, como relata a ISO
8466, 1990 .

A preciséo e robustez ja foram definidas na descri¢do de validacdo do método
.

Quando ndo é possivel preparar matriz limpa da amostra (branco), sao
recomendados ensaios de recuperagcdo, para eliminar o efeito matriz. Para esses
testes é feita a adicdo do componente de interesse a matriz seguida da execuc¢ao do
metodo que esta sendo avaliado. Entende-se por recuperagcdo como os testes que
sao realizados cuja finalidade é testar o analito e verificar se ha interferéncias no
metodo. O teor medido do componente adicionado € dividido pelo valor efetivamente
adicionado e multiplicado por 100, obtendo-se assim a percentagem de recuperacao.

Este enfoque sofre com o fato que o analito (composto de interesse sendo
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analisado) ndo sendo parte integrante da amostra, sua extracdo pode ser mais facil
gue de uma amostra que o contenha naturalmente. Porém, os resultados deste tipo
de teste quando associados a outros enfoques podem fornecer um panorama do
comportamento do método com relacdo ao composto de interesse no tipo de matriz
utilizada. Amostras formuladas sinteticamente e ainda, o método de adicdo, podem
também ser empregadas no teste de recuperacdo, conforme recomendacdo da
IUPAC, 2002, através da FAO/ WHO.

A tabela 2 apresenta os valores aceitaveis de percentuais de recuperacao
de amostras nos testes de recuperacdo, de acordo com a concentracdo inicial

estimada.

Tabela 2 - Percentuais de recuperagdo de amostras.

Concentracao Concentracéo Recuperacdo média
Fracional %
100 % 1,0 98 — 102
10 % 0,1 98 — 102
1% 0,01 97 — 103
0,1% 0,001 95 - 105
0,01 % 0,000 1 90 - 107
1 ppm 0,000 001 80 - 110
10 ppb 0,000 000 01 60 — 115

Poderemos sempre perguntar: Quando os resultados podem ser considerados
bons? Esta é uma pergunta que qualquer analista se faz. A resposta estd na
equacao desenvolvida por Horwitz para precisao.

Na década de 80, William Horwitz publicou um estudo dos métodos
colaborativamente estudados e aceitos pela “Association of Official Analytical
Chemists”(AOAC). Ele demonstrou que o coeficiente de variacdo ou RSD inter
laboratorial de qualquer método ndo depende do instrumento utilizado, da matriz, ou
técnica empregada e sim do teor em que o componente analisado se encontra no
composto e que pode ser descrito pela equacdo denominada como funcdo de
Horwitz, AMC Technical Brief No 17, 2004:

20



CV (%) =2 (1-0,5 log C)

7

A concentragcdo C é expressa como poténcia de 10. Por exemplo: 1
mg/Kg (ppm) = 10° g/kg, o que nos da um CV % = 16%. Para o analista é util
conhecer ainda algumas outras propriedades do método analitico que pretende
empregar. O conceito de limite de deteccéo tem sido objeto de diferentes definicdes
conforme a area de trabalho. E bom saber que o proprio analista pode criar sua
propria definicdo de limite de deteccdo desde que expresse claramente qual € o seu
conceito desta medida. De uma maneira geral pode-se definir como limite de
deteccdo a menor concentracdo do analito da qual podemos estar confiantes na sua
medi¢cdo. Uma boa definicdo é proposta por Caulcutt e Boddy os quais nos diz ser o
limite de deteccdo a menor concentracdo do analito da qual temos 95% de confianca
gue sera detectada pelo método. Uma outra definicdo é ainda fornecida pelo Codex
Alimentarius, 2002, que declara ser o limite de deteccdo convencionalmente aceito
como 3 vezes o desvio padrdo do branco da amostra. Limite de quantificagcdo tem
sido usualmente definido como 5 vezes o limite de detec¢cdo, como declarado na

tabela 3, com os limites de quantificacao.

Tabela 3 - Atualizacdo da Curva de Horwitz ( AOAC, 2000).

Concentracédo Exemplo
Fracional

1,0 Compostos puros
0,1 Macro nutrientes
0,01 Prod. Farmacéuticos.

0,001 Micro nutrientes

0,000 1 Vitamina C de
alimentos.

0,000 001 Residuo de Pesticidas.
0,000 000 01 Aflatoxinas

Onde RSD, = desvio padrdo relativo intra laboratorial (repetitividade) e RSDg
corresponde a precisdo inter laboratorial (Reprodutibilidade ou precisao
intermediaria).

Ao empregar material de referéncia certificado, deve-se escolher aquele
cujas matrizes (sejam o0s materiais que contém tudo menos o composto de

interesse) mais se aproximem do tipo de amostra para o qual o método que esta
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sendo testado sera usado. A ISO Guia 30, define material de referéncia como um
material ou substancia na qual uma ou mais propriedades estdao suficientemente
estabelecidas para serem usadas para a calibragcdo de um instrumento, avaliacdo de
um meétodo analitico ou para designar valores a materiais. Neste sentido, cada
laboratério pode criar seus proprios materiais de referéncia para o controle de
qualidade rotineiro. Para a validacdo de métodos, no entanto, emprega-se material
de referéncia certificado, onde teores de uma ou mais propriedades estédo
certificados por procedimentos tecnicamente validos, acompanhados por um
certificado proveniente de um organismo certificador acreditado. Alguns exemplos de
organizagfes que fornecem materiais de referéncia certificados: Community Bureau
of Reference (Unido Européia), Ministry of Agriculture, Fisheries and Food (Reino
Unido), National Institute for Standards and Technology (antigo National Bureau of
Standards, EUA), National Research Council (Canadd), National Institute for
Environmental Studies (Jap&o), entre outros.

Avaliacao interlaboratorial de um método é realizada através de um estudo
colaborativo. O protocolo para execucdo destes estudos foi harmonizado pela ISO,
IUPAC e AOAC e é reconhecido pelo Codex Alimentarius - dentro da Unido
Européia. Neste programa, uma ou varias amostras homogéneas sao distribuidas a
laboratdrios, onde a analise é executada por analistas experientes. Os resultados
vao indicar a exatiddo do método, sua precisdo interlaboratorial (R,
reprodutibilidade ) e intralaboratorial (r, repetitividade ). Métodos estudados
colaborativamente séo publicados por entidades governamentais ou privadas que se
dedicam a este tipo de estudo.

Segundo os protocolos normalizadores citados, as condi¢cbes para a
realizacdo de um estudo interlaboratorial sdo: participacdo de oito ou mais
laboratérios, utilizacdo de amostras homogéneas e representativas do produto e um
minimo de cinco materiais diferentes distribuidos entre os laboratorios participantes,
com um minimo de um par de duplicatas “cegas” e analistas competentes para
executar a analise. A meédia de todos os resultados & considerada a melhor
estimativa da quantidade do composto a ser determinado.

O LAFIQ participou de Estudos Colaborativos com a FEEMA no ano de

2003 e 2005, em anélises fisico-quimicas de agua.
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E oportuno lembrar que estudos interlaboratoriais podem servir para varias
finalidades, tais como: prover estimativas da repetitividade e da reprodutibilidade de
um método analitico, prover uma estimativa objetiva do desempenho do Laboratério,
encorajar a autocritica e a percep¢ao dos erros cometidos durante analises e
sobretudo ajudar na identificacdo das necessidades de treinamento de pessoal.

Em alguns setores da Quimica Analitica é agora uma exigéncia formal
(legislativa), que os laboratorios introduzam medidas de garantia da qualidade para
assegurar que sdo capazes e estdo aptos a fornecer informagdo com qualidade
confiavel. Tais medidas incluem: o uso de procedimentos com controle interno de
gualidade bem definido, participacdo em testes de competéncia — com crédito
baseado na NBR ISO/IEC 17025, 2001 e estabelecimento da rastreabilidade dos
resultados das medi¢Oes através de relatérios e suas validagoes.

Até agora foi abordado a importancia de validar uma metodologia analitica,
porém qual é a validade desse relatorio gerado? Existem algumas questdes que
precisam ser verificadas habitualmente no Laboratdrio. Foi sempre pensado que a
cada intervencdo de manutencéo, por exemplo, seria necessaria uma revalidacao de
um determinado método. Sabemos agora que ndao é bem assim. Se 0 escopo da
validacdo prévia foi alterada € importante verificar esses parametros modificados e
se ainda atendem ao método e aplicacdo propostos. De acordo com Furman, W,
1998, existem fatores que ocasionam modificagdes significantes em resultados de
um método analitico, tais como: andalise de um novo produto ou nova formulacao,
troca de condicdes principais de operacédo, por exemplo, novo analista, uso de
colunas de configuracdes e tamanhos diferentes, temperatura de analise para
meétodos cromatograficos e sobretudo a troca de médulos de equipamento e
softwares de célculos que possam influir predominantemente no resultado final. Se
houverem intervencdes num equipamento, validado, porém se estas mantiverem as
mesmas condi¢cdes previamente definidas - aplicabilidade e operacionalizacdo do
sistema fidedigna, o método continua mantendo suas caracteristicas de validacao,
Inman E, 1987; NBR ISO/ IEC 17025, 2001; FDA, 2002.
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1.5 - Alncerteza

Atualmente, diferentes setores da induUstria, da saude, da area de meio
ambiente, entre outros, utilizam os resultados de analises gerados em laboratorios
guimicos para a tomada de decisbes. Com base nestes resultados, aceitam-se ou
rejeitam-se matérias primas, diferenciam-se desempenho de fornecedores,
processos produtivos sdo modificados, atua-se sobre a saude das pessoas e dos
animais.

Deste modo, os resultados das analises devem ser “bons”, ou melhor,
devem apresentar “qualidade aceitavel” em funcdo dos objetivos requeridos. Mas
como podemos definir melhor estas medi¢des de boa qualidade? Caso os resultados
analiticos tivessem sido expressos apenas como médias, eles ndo poderiam ter sido
comparados com o valor de referéncia. Apenas quando as meédias estao
acompanhadas de suas incertezas, é possivel tomar as decisbes adequadas.
Resultados meédios sem as respectivas incertezas carecem de significado porque
ndo dao a informacédo completa sobre a medicéao.

Entende-se por incerteza, “o parametro, por exemplo o desvio-padréo (ou
um multiplo dele), ou a metade de um intervalo correspondente a um nivel aceitavel
da confianca estabelecido, que caracteriza a dispersdo dos valores que podem ser
razoavelmente atribuidos ao mensurando” — conforme o “Vocabulario Internacional
de Termos Fundamentais e Gerais de Metrologia — VIM”.

A atual preocupacdo da ciéncia da medicdo quimica é representada pela
guestdo da estimativa da incerteza associada aos resultados obtidos
experimentalmente. Esta preocupacdo originou-se nos laboratdorios analiticos
prestadores de servigos, visto que a estimativa das incertezas é exigida por critérios
para o reconhecimento formal da competéncia técnica de laboratérios. Esta questéo
€ assunto ainda bastante controvertido no meio cientifico. Até mesmo o significado
do termo “incerteza” ainda néao € perfeitamente entendido por muitos quimicos, que
costumam confundi-lo com a repetitividade - Horwitz, W, 1998 FDA.

Quando € estabelecido um grau de confianca, pode-se determinar a

incerteza combinada expandida, através do critério do intervalo de confianca,
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utilizando um fator de abrangéncia, k. Na maioria dos casos, usa-se o valor de k = 2

correspondentes ao estabelecimento do nivel de confiangca de aproximadamente

95%.
A ilustracdo 4 é um exemplo de ilustracdo grafica da avaliacdo de incerteza

padrao tipo A de uma grandeza a partir de observacgdes repetidas -INMETRO - Guia

para a Expressao da Incerteza de Medicao, 2003.
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llustracdo 4: Avaliacdo grafica da incerteza padréo de medicéo .

Entre as principais fontes geradoras de variabilidade em andlise quimica
estdo a amostragem, a preparacdo da amostra em laboratério, a extracdo ou
digestao, a pré-concentracdo de volume e a calibracédo de instrumentos.

A rigor, todo fator que contribui para a incerteza final do resultado analitico
deve ser considerado.

Através de estimativas de incerteza é possivel obter resultados com maior
aceitacao estatistica e menor erro, sendo que fazer uma medida consiste em
“cercar" um valor verdadeiro. Assim se pode entender porque um valor medido so
tem sentido quando acompanhado de sua incerteza, que representa o intervalo de
confianca atribuido ao resultado. A comparacdo direta ndo é sempre possivel; em
conseqléncia deve-se considerar uma relacdo (lei fisica) entre a grandeza a ser

medida e outras grandezas conhecidas ou mensuraveis diretamente.
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Com diferentes abordagens porém de forma vélida e igualmente aceitas, as
estimativas de incerteza podem ser vistas de duas maneiras distintas, a visao dos
guimicos e a dos metrologistas. Existe uma tendéncia dos quimicos analiticos, em
aproveitar dados obtidos no estudo de validacdo dos métodos. Por outro lado, os
profissionais da area de metrologia utilizam a estimativa através da transferéncia de
abordagem usando métodos fisicos, para processos metrolégicos em quimica, ou
seja, utilizando resultado por resultado de cada componente. Contudo , de ambas as
formas, deve ser igual em todos os processos de medi¢cdo, seja quimicamente ou
metrologicamente considerada.

Como relata Horwitz, 1998, a incerteza estd sempre correlacionada a tipos
de erros, sejam eles sistematicos - bias, ou aleatérios - randomizados. Ha algum
tempo na quimica analitica os erros sistematicos vem sendo minimizados com 0 uso
continuo de instrumental calibrado e certificado. Como exemplo disso temos a linha
de base na cromatografia e o “drift” - correcdo de leitura de display em um
condutivimetro. Com essas correcOes prévias estudos comprovam que 0S erros que
se somam aos resultados analiticos sdo basicamente aleatdrios e permitem eximir a
expressdo de erros sistematicos. Contudo os erros aleatérios podem ser
provenientes de analistas, preparo e injecdo de amostras, curvas de calibracdo e

software de céalculos ndo validados.

Na literatura pertinente, diferentes abordagens de estimativas de incerteza séo
encontradas:

o0 O guia preparado pelo NMKL, “Nordic Comittee on Food Analyses”,
baseia-se na determinacdo da estimativa de incerteza pelo intervalo
de confianca através da medida de preciséo intermediaria e a média
obtida nas repeticdes. Rejeita a hipdtese de usar erros sistematicos
para o calculo da incerteza e recomenda que a estimativa de
incerteza seja feita por dados de um unico laboratério, de acordo
com Horwitz, 1998.

o O guia ISO/TS 21748 in AOAC, 1998, baseia-se na utilizacdo de
dados de estudos colaborativos, através da reprodutibilidade. Porém
€ necessario verificar a presenca de erros sistematicos com regras

previamente estabelecidas.
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Conforme o guia IUPAC/ISO/AOAC, 1999, é sugerido o uso do
desvio-padrao calculado a partir da reprodutibilidade, expresso como
incerteza combinada padrao.

Ja a NBR ISO/IEC 17025, 2001, considera outras abordagens para
a estimativa da incerteza de medicdo em ensaios, diferentes da
anterior que estima componente por componente. Nesta Norma,
tanto os dados de precisédo intermediaria, da repetitividade quanto os
da reprodutibilidade, através de estudos colaborativos, podem ser
utilizados.

O guia EURACHEM/ CITAC, 2001, recomenda o uso de dados de
repetitividade, precisdo intermediaria, reprodutibilidade como fontes
de dados de estudos e inter laboratoriais, através do desvio-padréo,
para as estimativas de calculo da incerteza padrdo, padréao
combinada e padrdo combinada expandida.

FAO/ WHO, 2002, recomenda o uso do intervalo de confianca para a
expressar a incerteza de medicdo. Com dados de desvio-padrao
provenientes de dados de precisdo obtidos apés estudo de
validacéao, correlacionada a erros aleatorios.

O INMETRO, 2003, agrupa os componentes da incerteza em duas
categorias tipo “A” e tipo “B”. Essas duas sdo baseadas no método
de avaliacdo e se aplicam a incerteza e ndo sao substitutas para os
termos aleatérios e sistematicos. A incerteza de correcdo de um
efeito sistematico conhecido pode em alguns casos ser obtida por
uma avaliacdo do tipo A, enquanto que em outros casos, por uma
avaliacdo do tipo B, podendo-se assim obter do mesmo modo a
incerteza que caracteriza um efeito aleatério. A primeira, tipo A, é
obtida a partir de uma funcdo densidade de probabilidade e s6 existe
se houver um controle estatistico, através de cartas de controle. A
segunda, tipo B, € obtida de uma suposta funcdo densidade de
probabilidade, baseada no grau de credibilidade de que um evento
va ocorrer, sendo portanto chamada de probabilidade subjetiva.
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o A AMC, 2004, de acordo com Horwitz prevé o célculo de incerteza
para métodos analiticos e questiona o custo da metodologia em

estudo.

Laboratérios normalmente constroem a curva de calibragdo com 4 a 5
pontos ao longo da faixa de trabalho desejada, com algumas repeticbes em cada
ponto. A média aritmética é o valor aceito e o desvio-padrdo da média é calculado
para cada ponto, sendo que a incerteza pontual € dada pelo intervalo de confianca
da média, estabelecido o grau de confianca desejado. Calculadas desta maneira, as
incertezas ndo sao representativas para a curva de calibracdo como um todo; trata-
se de incertezas pontuais, e nada se pode afirmar quanto aos pontos intermediarios
da curva. O uso da andlise pela varidncia do residuo esta sendo amplamente
difundido para calcular a incerteza ao longo da curva de calibracdo. A dispersao das
medi¢cdes deve ser independente da concentracdo das solucdes de referéncia, que é
a propriedade conhecida como homoscedasticidade em y, onde o calculo de
concentragao € proveniente da reta de linearidade. Deve ser valido o pressuposto de
gue a variancia € constante nos erros aleatoérios, ou randomizados, ja que 0s erros
sistematicos tendem a ser minimos nos métodos quimicos que utilizam instrumental
calibrado.

Se por acaso a variavel independente x estiver sujeita a erros, estes devem
ser despreziveis quando comparados aos erros em y. Para verificar se a equacgao de
regressdo € estatisticamente significativa efetuam-se os testes para verificacdo de
ajuste do modelo linear, validade da regressédo, sua eficiéncia e sua eficiéncia
maxima, de acordo com dados da “Analytical Methods Committee” (AMC), 2000 e
INMETRO, 2003. A analise de variancia uni variavel, tabela de ANOVA, é uma
ferramenta importante para este estudo. Antes de utilizarmos a fungéao calibracao
estabelecida pela teoria dos minimos quadrados, é preciso testar a linearidade,
procedendo-se a comparagdo de variancias. O teste é feito através do céalculo da
razdo das médias quadraticas.

Na préatica a estimativa de incerteza € baseada na teoria dos erros, onde
ela é funcdo das variaveis. Embora elas ndo signifiguem a mesma coisa, mas
correspondem a variagdo aceita em torno de um resultado correto e podem ser

expressas pelo menos por trés formas.
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Incerteza - € expressa atraves do desvio padréo.

Ela pode ser dada por: 4 + 6, onde p € a média das medidas e 6 o desvio-padrao da
media da populacédo, se este for igual ao desvio-padrdo da média, S, entdo o desvio-
padrdo da média pode ser assumido como 6 = S. Ela pode ser utilizada quando se
conhece a natureza da amostra, sua estabilidade e as medi¢cdes do analito em
guestdo estar sob controle estatistico, entdo € entendida como incerteza padréo

tipo A. O desvio- padrdo deve ser determinado apds conhecer a repetitividade do
meétodo e reprodutibilidade entre técnicos ou Laboratérios, a um grau de liberdade
finito, conforme manual de Incerteza do INMETRO, 2003 e guia IUPAC/ISO/AOAC,
2002. Dividindo o valor do desvio-padrédo encontrado pela raiz quadrada do nimero

de determinacdes.

Incerteza padrédo tipo B - é a combinacdo de varias fontes de incerteza de um
metodo analitico como a provavel probabilidade de um resultado correspondente ao
grau de liberdade “«”. Elas podem ser provenientes de: dados de medi¢des prévias,
conhecimento prévio de comportamento de instrumentos, certificados de calibracéo
e qualificacdo de equipamentos, dados de fornecedores, incertezas de manuais
entre outras, que ndo seja conhecido o grau de confianga ou o tratamento estatistico
dos dados. Cada técnico deve saber identificar as fontes de incerteza de cada
método e que ndo devem ser negligenciadas. Os componentes de incerteza
possuem distribuicdo de probabilidade peculiar de cada grandeza. Todas as fontes

dessas incertezas devem estar com distribuicdo normal ou serem normalizadas.
Para transformar os valores de desvio-padrdo da média em incertezas

padrdo com probabilidade normal, deve-se dividir o valor encontrado, seja do tipo A

ou B pelo fator de probabilidade correspondente ao grau estimado. Por exemplo,

para 95% de confianca , o valor deve ser dividido por k= 1,96 (fator de abrangéncia).

Dados de desvio-padrao sem o grau de confianca declarado podem ter:
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o distribuicdo de probabilidade triangular, ou seja, quando pode-se estimar as
fronteiras (limites superior e inferior) e a maioria dos resultados decai sobre

os extremos do gréafico. Portanto, para sua normalidade de distribuicdo, o

valor pode ser considerado dividindo o valor da incerteza padrao por J6. Por

exemplo a declaragcédo de um valor sem nivel de confian¢a declarado.

o0 Se a distribuicdo de probabilidade for do tipo retangular, onde suas fronteiras
permitirem estimativa de valores de limite superior, inferior da dispersédo dos

valores sem informacdes suficientes para estimar o valor da probabilidade,

sua normalizagao sera dividir o valor da incerteza padrao por V3.

o E a distribuicdo bimodal, quando somente é possivel estimar as fronteiras do
valor de entrada de grandeza e sua probabilidade de encontrar o valor

verdadeiro que estd na extremidade dos intervalos. Normalizando essa

distribuicéo divide-se a incerteza padrao por V2.
Fonte EURACHEM, 2002.

A incerteza padrdo combinada total de um método é expressa pela soma quadrética
das incertezas padrao de cada componente, como por exemplo as incertezas de

entrada e saida com a mesma unidade. Expressa por :

Uc=\Ju(@)? ++/u(b)® +...+/u(n)?

Sendo a,b,..,n as fontes de incerteza e u(a),u(b),...,u(n) os valores das incertezas

padrdo de cada componente.

Quando as grandezas de entrada ndo tém a mesma unidade das de saida, deve-se

utilizar a regra da normalizacdo da distribuicéo retangular.

Incerteza padrdo expandida - E a combinacdo de todos os niveis de incerteza,

porém a um nivel aceitavel de confianca de 95 a 99%.
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Para se calcular é necesséario multiplicar a incerteza combinada por um fator de
abrangéncia que permitira a definicdo de um intervalo com nivel de confianca maior.
Contudo sera preciso estimar o numero de graus de liberdade, que depende do
tamanho da amostra. Ao conhecermos o numero do grau de liberdade, maior sera a
probabilidade de que o valor verdadeiro esteja dentro de uma faixa de incerteza
estimada.

O numero de graus de liberdade para incertezas tipo A € dado pela equacéo:

Sendo v; 0 namero de graus de liberdade do conjunto i de medidas e n o niUmero de

medidas do conjunto.

Para incertezas tipo B, como a probabilidade de graus de liberdade no interior da
distribuicdo deve ser maxima, ao contrario da parte externa desse intervalo, deve ser
minima.

Entdo, para as incertezas tipo B , pode-se padronizar como sempre infinito:

Observacdo: Se houver diferenca entre os graus de liberdade do tipo A e o B, dos

dados; Se por exemplo a do tipo A for finito e a do tipo B infinito. Deve-se calcular

como:
4
o= n[ﬂc(_y)] _ g
Z[M(Y)
=
Ver =Graus de Liberdade

He () =Incerteza combinada do método
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i =Incerteza padrdo da componente i
J; =Graus de liberdade da componente i
Fonte Manual do INMETRO, 2003.

Atualmente, o usual € a expressao da estimativa de incerteza expandida ser
dada pela multiplicacdo do valor da incerteza padrédo combinada por k = 2. Assumindo

um valor de k médio.

U=xuxk EURACHEM, 2002.

1.6- A Condutividade

A condutividade de uma solucdo eletrolitica é a expressdo numeérica
guantitativa da sua capacidade de transportar a corrente elétrica. Ela é definida
como sendo o inverso da resisténcia elétrica de 1cm?® do liquido a uma temperatura
de 25°C. Entendendo como condutividade a propriedade de conduzir eletricidade,
através de seus ions em solucéo. Ela € definida com o inverso da resistividade e tem
como unidade de medida, pS/cm.

O mecanismo responsavel é o transporte de cargas elétricas na solucao
atraves dos ions. Todos os ions presentes na solucéo participam dessa conducéo e,
por essa razao, pode-se dizer que a condutividade fornece uma informacgao global,
por natureza ndo especifica. A maioria dos &cidos, bases e sais inorganicos séo
bons condutores da corrente elétrica ao passo que substancias orgéanicas, que nao
se dissociam em solucédo (benzina, gasolina, agucares por exemplo), ndo sédo boas

condutoras.
A condutividade depende de varios fatores:
o Da concentracdo global em espécies ionizadas. Quanto maior a quantidade

de ions numa solucdo, maior serd sua condutividade. Em geral, para solucdes

aquosas de eletrdlitos inorganicos, observa-se um aumento quase linear da
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condutividade com o aumento da concentracdo (até concentracées de 10 ou
20% em peso).
o Do tipo de ions.
Quanto menor o ion, maior serd sua mobilidade e, portanto, maior sua
condutividade. Para diametro igual, ions bivalentes e trivalentes conduzem
mais que os ions monovalentes.
o Da natureza do solvente;
Solventes polares (agua, amonia, alcool metilico, etc.) exaltam a ionizacdo das
substancias dissolvidas e, portanto, favorecem a condutividade.
o Das interagfes entre o solvente e os ions dissolvidos.
Um solvente muito polar, como a agua, pode ser visualizado como um conjunto de
dipolos elétricos em permanente movimento caotico. A tendéncia dos dipolos
associarem-se com fons é tanto maior, quanto menor forem os ions. E o caso do ion
Cs" (Césio), relativamente pequeno, que fixa facilmente as moléculas de agua,
tornando-se hidratado e, consequientemente, pouco condutor.
o Da temperatura.
Ao contrario da condutividade metalica, a condutividade eletrolitica aumenta com a
temperatura. De modo geral esse efeito € devido ao fato de que a mobilidade
individual dos ions aumenta com a temperatura e que a viscosidade do solvente
diminui. Para solu¢des aquosas, o coeficiente de temperatura da condutancia iénica
varia entre 0,5 e 5% por grau centigrado, dependendo do tipo e da concentracdo do
fon condutor. Erros muito significativos podem ser cometidos na medi¢cdo da
condutividade se esse efeito ndo for compensado (manual ou automaticamente),
dependendo do equipamento, condutivimetro.
Suas aplicacfes podem ser vistas como inimeras:
o Controle da pureza em &gua destilada e deionizada, condensados,
substancias orgéanicas;
o Determinacdo dos eletrdlitos residuais em agua potavel, A&gua
desmineralizada, agua para alimentacéo de caldeiras, efluentes;
o Concentracao de sais em banhos de salmoura, salinas, fertilizantes, fibras e
téxteis, banhos de anodizacdo, galvanizacdo e eletrodeposicdo, solugdes

fisiologicas (dialise), alimentos e sucos de frutas;
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o Forca de &cidos e bases em processamento dos acidos e bases inorgéanicos
diluidos e concentrados e solucdes alcalinas corrosivas;

o Contaminacdes de sais em trocadores de calor, circuitos de arrefecimento;

o Processamento quimico e deteccdo do final de lavagem de precipitados,
determinacdo da solubilidade de sais pouco sollaveis, titulacdes
condutométricas.

A célula é um dos elementos mais importantes de um sistema de medicao
da condutividade. Basicamente, ela consiste em duas placas metalicas cujas areas e
distdncia sdo precisamente fixadas, montadas rigidamente numa cavidade
construida em material isolante, vidro ou plastico. Essa cavidade serve para delinear
um pequeno volume constante do liquido a medir e, consequentemente, torna a
medicdo da condutividade independente do volume total da amostra e da
proximidade de superficies tais como paredes de tanques ou tubulacdes. As placas
metalicas, chamadas eletrodos, sdo construidas em metais nobres, geralmente
platina, e sdo revestidas por um depdsito eletrolitico de negro de platina. Esse
depdsito poroso limita os efeitos da polarizagdo, conforme manual do condutivimetro
Metrohm.

A determinacdo da condutividade elétrica de uma solucdo consiste entédo
basicamente na medicdo da sua resisténcia elétrica. Para obter precisdo e
sensibilidade nessa medi¢cdo, é necessario que o valor da resisténcia eletrolitica se
mantenha entre determinados limites. No caso de medicdo e controle da
condutividade em processos industriais, para 0s quais sdo toleraveis erros de mais
ou menos 1%, é desejavel que a resisténcia medida situe-se entre os limites
aproximativos de 100 até 100.000 Ohms. O critério usado na selecdo de uma célula
€ que ela tenha uma constante tal que a resisténcia da solugcdo em teste esteja
dentro desses limites. Na pratica, a aplicacdo desse critério leva a escolher uma
célula com baixo valor da constante para medir solu¢cdes de baixa condutividade e
alto valor da constante para solugcdes de condutividade elevada.

As moléculas de &gua dissociadas em ions em funcdo do pH e da
temperatura resultam na medida da condutividade. Ela pode ser afetada pela
contaminacdo gasosa, por exemplo o dioxido de carbono dissolvido em agua, que
altera a medicdo. Os ions estranhos a amostra - WFI, representados por ions

cloretos e ions sodios, comumente encontrados em indices residuais em aguas cuja
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concentragdo tedrica maxima permitida € de 0,47ppm (mg/L) e 0,3 ppm (mg/L) de
fon aménio em solucdo, em balanco com os intrinsecos, sdo responsaveis pela
eletroneutralidade e pureza quimica da agua para uso farmacéutico. A combinacéao
dos ions existentes e os desconhecidos em funcdo do pH, estdo descritos no
terceiro estdgio de medicdo da Farmacopéia Americana, USP 27. Os dois
preliminares estagios de medicdo, inclusos nessa monografia, sdo requerimentos
para esse teste. Se os dois primeiros sdo satisfatorios ndo havera necessidade de
passar ao terceiro. Porém o ultimo torna-se necessério caso tenha havido resultados

falhos, dentro do limite de condutividade especificado, conforme USP 27.

Através das medi¢cdes diarias de condutividade no Laboratério, a agua
purificada, WFI, que &€ um dos parametros a ser estudado, método Ill, ¢é fator
primordial de qualidade. Ela é o principio de tudo, sendo base e veiculo de diversos
processos produtivos e de Controle de Qualidade. Para uso farmacéutico, ela exige
tratamento de alta pureza para assegurar que nao haja interferéncia de
contaminantes que afetem a qualidade das drogas e imunobioldgicos produzidos

para injecdo, o que é crucial para sua eficacia e para a saude.

Embora as diferentes farmacopéias descrevam varios tipos de aguas para uso
farmacéutico, em linhas gerais pode-se dividi-las em dois grandes grupos: a Agua
Purificada (PW: Purified Water) e a Agua para Injecdo (WFI: Water for Injection).
Conforme a Farmacopéia Americana a tabela a seguir demonstra 0 comportamento
aceitavel, para o primeiro estadgio de condutividade. Caso os valores medidos n&o
estejam claramente definidos a seguir, os resultados ndo atendam a primeira
verificacdo, outros dois estagios de medicdo sdo recomendados, conforme
procedimento de andlise de WFI, pop 106040.617. Podem ser também aceitos
resultados que estejam no estagio 2 e 3, sendo que a aceitacdo no primeiro exclui a
utilizacdo dos proximos subsequentes. Estes parametros foram descritos
primeiramente na farmacopéia americana, USP 23, como revisdo anexa, efetivados na
USP 24 e em suas subsequentes versdes de revisdes, USP 25, 26 e 27, que € a Ultima
vigente, conforme descrito na tabela 4.
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Tabela 4 - Relagdo de medidas de condutividade do e  stagio 1.

UsSP 24, Estagio 1: <
Condutividades requeridas em diferentes temperaturas
Temperatura Temperatura Condutividade
=C) [°F) requerida
{pSicm)

0 a2 06

s 41 0.a

10 e 0.5

15 o 1.3

20 (3] T

] Fars 1.3

30 86 1.4

35 o5 1.5

40 gt 1.7

45 113 T8

a0 22 1.9

a5 131 |

&0 40 2.2

55 149 24

70 153 2.5

75 167 2.7

&0 176 2.7

55 185 27

90 Tag 2.7

25 203 24

100 212 = |
1. Somerdo para modegcss een Compensacie de iemperaiura
2. EhCEn = macraShirmens por oentimobnog = méonomdhDs o oot et roe
(umboicm} = reciproca de megohm-cm
FONTE: Pove Wbiter Handbook, Oemomics Inc., Minnelonka, Minmosots, EE UG,
Appendix O, po. F12-415.

Para o estagio 2, € recomendada a agitacdo por 5 minutos da amostra, com a
finalidade de haver contaminacdo controlada, por gas carbbnico, CO, e medir
novamente a condutividade. Caso ndo atenda ao critério de medida, que
corresponde ao valor menor que 2,1 uS/cm, é necessario passar a amostra para o
estagio 3 de medi¢cdo de condutividade. Este remete & comparagdo com valores de

pH, conforme a tabela 5.
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Tabela 5 - Estagio 3 de condutividade.

USPF 24, Estagio 3: i
Regquerimentos de pH e Condutividade

pH |.|5.'::m?
5.0 4.7
5.1 4.1
5.2 b B
i a3
5.4 3.0
DS 2,8
5.8 2.8
5.7 2.5
5.8 2.4
2.5 2.4
6.0 2.4
G.1 2.4
6.2 2.4
g3 2.3
G.4 2.3
a8.5 LR
5.5 2.1
6.7 27
5.8 d.1
5.9 348
7.0 4.6

1. Somererte para Modiphios SCM CoMPensag o de lerporalura

2, gSlem = micreSipnsens por cantimatrs = micromshos par camtinmeinre

fpmshodern ) = recipreca de megohim- oomn

FOMTE: Pure Warier Hanadbook, Damonics ng,, Minnebanka, Minnascola,

EE. UL, - Appandix D, pp. #12-915,

Os dois tipos de agua sdo definidos da mesma forma do ponto de vista
guimico, porém diferem quanto aos requisitos de pureza microbiolégica. A
introducdo das normas contidas na USP 23, e reafirmadas na USP 24, significou
uma mudancga importante nas exigéncias de controle para aguas farmacéuticas. Na
USP 23 a recomendacao para producdo de WFI poderia ser através de osmose
reversa e destilagdo. Porém na USP 24 j4 é recomendada a producdo de WFI
somente proveniente de destilagdo. Qualquer outro tipo de processo de purificacao
caracterizaria a producdo de agua purificada e ndo para uso injetavel. Até o
surgimento das normas contidas na USP 23, com os parametros confirmados na
USP 27, em 2004, os controles a que se devia submeter uma &agua para uso
farmacéutico eram os ensaios qualitativos de laborat6rio, nos quais o seu contetudo
guimico era analisado com base em analise relativamente simples, com resultado de

“aprovado” ou “ndo aprovado”. Conforme a tabela 6, os parametros de qualidade de
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uma agua potavel que é submetida ao processo de retirada de ions com

deionizacédo, seguida de destilacbes multiplas.

Tabela 6 - Requerimentos de Qualidade Quimica confo
da Saude, para dgua potavel, USP 26 agua purificada

rme Portaria 1469 de 29/12/2000 — Ministério
e destilada e pop 106040-617.

rac. Odor pH Cor Condut. Cloreto Dureza Nitritos e Solidos Ferro Sulfato *TOC
tipos (25°C) (uS/cm) Total Nitratos dissolvidos
Potavel Nenhum 6,5-8,5 | <15uH _ <250ppm <500ppm | <1000ppm <1000ppm <0,3ppm |<400ppm _
Deionizada nenhum |[5,0-7,0 | incolo <1,3 <1,0ppm _ <0,2ppm _ _ _ <500
r ppb
Destilada _ <1,3 _ _ _ _ _ _ <500
(WFI) ppb

*TOC — Carbono Organico Total

estudo, fotdbmetro, analisador de

Os equipamentos utilizados para esse
carbono orgéanico, potencidmetro e condutivimetro sdo rigorosamente calibrados,
com padroes, de acordo com as BPL. Essa calibracdo deve possibilitar
rastreabilidade das medidas de grandezas fisicas fundamentais com os padrdes. Os
certificados de calibracdo devem referir-se a padrbes de medida nacionais ou
internacionais da mesma forma. Se uma unidade operacional mantém tais padrdes,

estes devem ser calibrados por 6rgaos competentes a intervalos periddicos.
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1.7 - A cromatografia de ions

A denominacdo inicial de cromatografia era que um sistema poderia separar
um tipo de produto em fracdes, por diferenca de cor, dai a origem do nome.

Ela consiste de um método fisico-quimico de separacdo de fases, sendo
uma estaciondaria e a outra chamada de maovel, esta ultima € eluida e transpassa
através da anterior quando submetida a determinada pressdo. Dai sua
denominacdo, cromatografia liquida de alta performance, advinda da denominacéao
de cromatografia liquida de alta pressao - high performance liquid chromatography -
HPLC.

A técnica de cromatografia de ions, troca idnica, € baseada na interagéo
reversivel entre a carga da amostra e a do meio, que sdo as resinas das colunas
cromatograficas, pela diferenca de pH - chamada “ions exchange chromatography”.
O método é utilizado para separacdo e quantificagdo de ions com base em resinas
de troca idnica. As resinas utilizadas nas colunas de separacdo tém interacdo com a
amostra e afinidade, por competicdo de cargas com o eluente.

De acordo com o The United States Food and Drug Administration
(U.S.FDA), agéncia regulatoria do Estados Unidos, é requerido que produtos
farmacéuticos devam ser testados para garantir sua composicdo e verificar sua
identidade, qualidade e pureza. Muitos desses ingredientes ativos n&do tém cor, néo
s&o cromoforos, portanto ndo podem ser detectados por absorvancia. E o caso dos
carboidratos, glicéis , acucares, alcoois, grupamentos aminados e compostos
sulfurados. Eles devem ser oxidados e detectados por amperometria. O método de
deteccao é especifico para esses tipos de analitos que apés oxidagao resultam em
monémeros ou compostos transparentes. A deteccdo amperométrica € uma
poderosa técnica com limites muito baixos de deteccéo.

A aplicacdo da cromatografia com deteccdo por amperometria pulsada, é
baseada no diferencial amperométrico e € denominada cromatografia de troca ibnica
e utiliza diferentes tipos de colunas para varios tipos de produtos. As colunas do tipo
carbopac PA 10, utilizadas para analises de carboidratos, sdo compostas pelo
polimero poliestireno divinilbenzeno sulfonado e caracteristicas hidrofilicas
moderadas. Seu mecanismo de retencdo possibilita a exclusdo ibnica, a excluséo

estérica e a adsorcdao. Seu empacotamento, processo de enchimento de recheio,
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consiste de 460 nm de diametro de latex do substrato de poliestireno divinilbenzeno
tipo “crosslinked” - tipo enovelado, com ligacdo cruzada. Sua natureza € especifica
para designar alta seletividade para monossacarideos e sua capacidade de troca
ibnica é de 100 peqg/ coluna.

O objetivo da utilizacdo dessa metodologia é o estudo da quantificacdo do
teor da vacina, através da medida das subunidades do polissacarideo
poliribosilribitol, oriundo de carboidratos como fonte de carbono, proveniente do
metabolismo de fermentacdes bacterianas, misturas de nutrientes e massas
celulares. Esse acucar de alto peso molecular é o produto caracteristico de interesse

da vacina Haemophilus influenzae tipo b, Hib.

Apos despolimerizagdo com hidroxido de sodio as subunidades geradas, a
partir da separacdo das fracdes pelo método cromatografico descrito, sé&o
guantificadas por detector de amperometria pulsada. Os resultados encontrados séo
analisados pelo célculo das areas dos picos de seus cromatogramas. As condi¢cdes

de analise e seus materiais estdo descritas ha metodologia em estudo.

A dosagem do polissacarideo, poliribosilribitol fosfato & fator importante
para medir a concentracdo do soluto da vacina. Este confere a integridade e é
através dessa quantificacdo que é possivel verificar se o produto esta apto para uso.
Através desse valor, associado a seu peso molecular, € possivel diagnosticar se a
vacina tem poder imunogénico. A técnica utilizada para a dosagem desse teor € a

cromatografia de ions.

40



2- Objetivo Geral

O objetivo do trabalho proposto é implementar ferramentas que permitam
avaliar os resultados gerados rotineiramente no LAFIQ, de modo a aprimorar o

controle da qualidade analitica do mesmao.

2.1- Objetivos Especificos:

1. Estudar os Parametros de adequacdo / validacdo, conforme exigéncia da
norma NBR ISO/IEC 17025 e USP 27 de dois tipos de métodos de analise
para duas categorias distintas:

o0 Determinacdo do conteddo de polissacarideo na vacina conjugada
contra a Hib, ( Método categoria tipo | );

o Determinacdo da condutividade em &agua para injetaveis (water for
injection- WFI) ( Método categoria tipo Il ).

2. Construir cartas de controle, para os dois métodos escolhidos e através da
variabilidade dos dados encontrar os intervalos aceitaveis para os resultados

obtidos.

3. Calcular as incertezas das medi¢des analiticas para os métodos categoria tipo
I e lll.

4. Avaliar os fatores que realmente contribuem para a incerteza das medicgdes,

trazendo melhorias para a Unidade.
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3 - Materiais e Métodos

O estudo foi realizado com dois métodos analiticos utilizados na rotina do

LAFIQ cuja escolha ja foi justificada anteriormente:

- determinacdo do conteaddo de polissacarideo em amostra referéncia de
poliribosilribitol fosfato de Haemophilus influenzae tipo b, através de separacédo
cromatografica por troca ibnica, com deteccdo amperométrica pulsada

(Método de categoria tipo | ) e,

- determinacédo da condutividade em amostras de 4gua para injetaveis, WFI
(Método de categoria tipo Il ).

Embora os dois métodos escolhidos para estudo sejam métodos oficiais
presentes em monografias nacionais e internacionais, para cada um deles os
parametros de validacdo foram estudados e os resultados apresentados e
discutidos no capitulo 4. Para que uma anélise seja confiavel € necessario que a
mesma seja executada através de um método validado, ou seja, o método tenha
sido submetido a estudos laboratoriais que demonstrem que ele atende as

exigéncias requeridas a que se destina.

Para o método tipo | estudaram-se os parametros:

Seletividade;
Faixa de trabalho;
Linearidade;
Precisao;
Exatidao;

o gk~ w N PR

Estimativas de incerteza padrdo das diversas fontes, padrdo combinada e

padrdo expandida.
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Os parametros seletividade, faixa de trabalho e exatiddo ja4 foram previamente

estudados, na primeira validacdo do método, realizada no LAFIQ.

Para o método tipo lll, os seguintes parametros foram estudados:

1. Preciséao;
2. Estimativas de Incerteza de medicao;

Foram estabelecidos o0s seguintes passos para a organizacao do trabalho e
para o célculo da incerteza de medicédo de cada método em estudo:

» A descricdo sucinta do meétodo cujos procedimentos operacionais
padronizados estdo apresentados no anexo A,

» Estudo e avaliagdo dos parametros de validacao e adequacéo;

» Os calculos e especificacfes que devem ser aceitos;

» ldentificacdo das fontes de incerteza, demonstradas no diagrama de
causa e efeito;

> A expressdo dos calculos de estimativas das incertezas padréo, padréo
combinada e incerteza expandida;

» Avaliacdo da contribuicdo de cada fonte de incerteza parcial e a
importancia das mesmas para a incerteza total através da construgéo do
gréfico de Pareto;

» Diagrama de causa e efeito refinado;

» Recomendacao de melhorias que visem a implementacdo de um modelo

de controle.
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3.1- Descri¢do do Método tipo |

O principio do Método tipo | , consiste na determinacdo do conteudo de
polissacarideo por HPLC que € baseada na separacdo de unidades simples (fosfato
de ribosil ribitol) do polissacarideo hidrolisado, PRRP, em coluna de troca idnica sob
condicbes alcalinas extremas. A deteccdo das unidades separadas pela
cromatografia é feita através de detector amperométrico pulsado cuja medicao
guantitativa € realizada pela corrente resultante da oxidacdo dos carboidratos da
amostra em questdo. A interpretacdo do teste € baseada no tempo de eluicdo do
pico caracteristico da unidade simples de poli ribosil ribitol fosfato, que elui em
aproximadamente 20 minutos . O pico é integrado através de programa
computacional, chamado peaknet, do proprio equipamento e o conteldo de
polissacarideo € entdo quantificado. A concentracdo da amostra referéncia, utilizada
para estudo foi calculada com o resultado da integracdo de seu pico, pelo valor do
tempo de retencdo, plotado na reta de regressédo linear da curva padrdo utilizada

previamente.

3.1.2- Materiais e condicfes de anélise

= Sistema cromatografico - HPLC marca Dionex, modelo DX 500 (composto de
bomba, amostrador automatico e seletor)

= Coluna Borate Trap

= Coluna Amino Trap

» Coluna Analitica Carbopac PA 10

» Balbes volumétricos calibrados de 25 mL, 50 mL e 100 mL

» Pipetas calibradas de 2,2,5,3,4e 5 mL

» Pipeta automéatica de volume variavel de 1000 a 5000 pL

» Balanca para determinagdo de umidade “moisture analyser” com prato de

aluminio para pesagem.
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3.1.3- Reagentes e Solugdes

» Solucdo para a fase movel: Solucdo aquosa contendo 30 milimoles de NaOH e
100 milimoles de acetato de sédio por litro de agua ultrapura.

= Material de referéncia de PRRP fornecido pela GlaxoSmithKline, com pureza de
100+5%

» Solucdo estoque contendo 250ug/mL de PRRP (solugdo mée) - Foram pesados
inicialmente 118mg do material, PRRP referéncia e dessecados em balanca de
lampada halogena, a 70C, até peso constante. A mas sa da amostra seca, apos
peso constante, foi de 107mg e foi dissolvida em agua purificada e avolumada a
50mL, em baldo volumétrico, originando uma concentracdo de 2,14 mg/mL.
Dessa solucdo foi tomada uma aliquota de 5,84 mL, medida em pipeta
automatica calibrada, e avolumada para 50 mL, em baldo volumétrico.

» Solugdes amostra contendo 15 pg /mL de PRRP: preparada a partir da diluicdo
de 6,0 mL solucdo estoque contendo 250 pg/mL em baldo volumétrico de 100
mL.

» Solucao de trabalho (padréo) contendo 25 pg/mL de PRRP: preparada a partir da
diluicdo de 2,5 mL da solucdo estoque contendo 250 pg/mL em baldo
volumétrico de 25 mL.

» Solugdes de calibragdo contendo 10, 15, 20 e 25 pg/mL de PRRP: preparadas a
partir da solugdo de trabalho contendo 25 pg/mL de PRRP, conforme dados da
tabela 7, cuja matriz é semelhante da amostra em estudo, preparadas em

duplicata.
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3.1.3- Preparo da Curva de Calibracao

O preparo das solucdes padrao foi realizado a partir de uma solucédo de
trabalho contendo 25pg/mL. A curva-padrdo foi preparada da seguinte forma, como

detalhado na tabela 7 e cada solugdo padréao foi injetada em duplicata.

Tabela 7 - Preparo da curva padrao.

Concentracéo Volume solucéo Volume de agua
Padrbes (ng/mL) trabalho (mL) Milli-Q (mL)

3.1.4- Preparo das Amostras

Os trés analistas tomaram como amostra uma aliquota de 6,0 mL da solucéo
estoque, medida em pipeta automética calibrada, (250 pg/mL), que foi transferida para
baldo volumétrico de 100 mL e avolumado até o traco de afericdo com agua tipo Milli-Q,
resultando numa concentracdo de 15 pg/mL. Foram tomadas aliquotas de 5,0 mL
dessa solucéo e transferidas para 10 diferentes frascos (em duplicata) do amostrador
automético, totalizando um quantitativo de 20 replicatas por analista. Foram
adicionados 500 puL de NaOH 1 M em cada frasco e a mistura foi homogeneizada, para
proceder a hidrolise do polissacarideo. As solugfes amostra mais hidroxido de sodio,

foram deixadas a temperatura ambiente por 16 horas para a hidrolise completa,
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conforme estudo prévio realizado pela GSK, garantindo que ndo haja produtos de

degradacado que possam interferir, antes de proceder a analise.

Cada analista efetuou suas analises em dias diferentes, respeitando-se as
condi¢Bes operacionais do sistema e do Laboratorio, este numero de inje¢ces diarias foi
o limite permitido. Horwitz W, 1997, recomenda o0 uso de no minimo 6 replicas para a

concentracao em estudo .

3.2- Descricao do Método tipo Il

O Método tipo Il , determinacdo da condutividade em agua para injetaveis,
WFI, consiste na medi¢cdo numérica da capacidade elétrica de transportar e conduzir
a corrente em solugdo. O inverso da resisténcia elétrica de 1cm?® do liquido na
temperatura de 25C. Ela € medida diariamente no Laboratério em amostras de

diversos tipos de aguas purificadas e potaveis.

3.2.1- Materiais do Método tipo

O material utilizado e as condi¢cdes de analise tém as seguintes
caracteristicas:

= Condutivimetro 712 METROHM com célula de medicdo 0,77 cm™;

» Eletrodo AG 9101 Herisau;

= Termdmetro acoplado;

» Padréo de condutividade com certificado fornecido pela METROHM,

concentragcdo de 1408 pS/cm.
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3.2.2- Condic¢Oes de Anélise

Para conhecimento do comportamento da agua WFI estudada , foram
coletadas amostras diarias num periodo de trinta dias consecutivos por um Unico
analista e demonstradas as variabilidades dos resultados através de sua carta de
controle, pois existe somente padrao de calibracdo do equipamento e ndo padrao de
amostra com mesma matriz.

As condutividades foram obtidas com diferentes tempos a fim de descobrir
até que ponto sua estabilidade seria mantida. Foram medidos pontos com 0, 30, 60
e 90 minutos apos a coleta e sua temperatura foi diminuindo gradativamente com o
passar do tempo. A temperatura inicial da amostra foi de cerca de 90C e apos 90
minutos estava a temperatura ambiente.

Para esse estudo foram sempre analisadas amostras coletadas de um
mesmo sistema de producédo de WFI.

Por fim foram verificadas as condicdes de analise de precisdo intra
Laboratério, através da repetitividade, dos dados obtidos pelo mesmo analista -
precisdo intra dia - e com trés analistas diferentes em dias diferentes, todos com
mesmo equipamento - caracterizando a Reprodutibilidade. As variabilidades foram
verificadas através dos desvios padrao e coeficientes de variacdo, desvios padrao
relativos. Conforme recomendado pela NBR ISO/ IEC 17095 e Farmacopéia
americana, de acordo com os parametros de valida¢ao analitica para esse método o
importante seria somente testar sua adequacao, ja que € um método padronizado.

O estudo foi realizado seguindo a mesma organizacéo feita para o método tipo

4 - Resultados e Discussao

Os resultados das estimativas de incerteza de medi¢cdo dos dois métodos em
estudo estdo apresentados de acordo com a ordem descrita no capitulo 3. Os dados

obtidos foram utilizados para a confeccdo de cartas de controle, como recomendado
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pela ASTM, 2004, utilizando o programa STATISTICA versdo 6.0. Nao foi feita a
exclusao de pontos fora de controle com o objetivo de visualizar o comportamento dos
analistas e das amostras rotineiramente. As causas provaveis para alguns pontos
estarem fora de controle podem estar associadas a erros sistematicos, visto que 95%
dos dados estdo dentro dos limites de controle, caracterizando a presenca de erros
aleatérios conforme Ryan, 2000. Foram tomadas medidas de correcdo através do
teste t e recuperacéo.

Para cada analista, os primeiros histogramas séo referentes aos dados
tratados de maneira individual, com o objetivo de visualizar graficamente o
comportamento de cada conjunto de resultados obtidos por cada analista. Na
distribuicdo normal, o calculo dos limites superior e inferior, foi considerado pelo
programa Statistica utilizado como + 30, que corresponde a 60, com desvio padrao da

distribuicdo, dado por:

o = Desvio padréo da distribuicéo

R = Amplitude média

d,= parametro de distribuicdo ou amplitude relativa, tabelado em fungdo de “n”
medi¢cdes

(Desenvolvido por Shewhart, de acordo com Montgomery, 2001.)

Para efeito de calculo e parametros de validacdo foram utilizados dados
provenientes das cartas de controle construidas com a média das médias dos
resultados de modo a obter a precisdo intra-ensaio e intra laboratorial. Esses gréaficos
estdo apresentados apds as cartas de controle das médias de valores individuais

obtidos por cada um dos trés analistas.
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4.1 - Resultados para o Método tipo |

4.1.1- Primeira curva de calibracao

Foi construida uma curva de calibracdo padrdo (concentracdo x area) e
através do calculo das areas dos picos de cada um desses pontos foram
calculados os valores de concentracdo real para cada ponto. A concentracdo das
solucOes amostras foi obtida pela interpolacdo dos dados na curva de calibracéo,
pela reta de regresséo linear, usando o programa Excel como ferramenta de
calculo. Estes resultados foram verificados em maquina de calcular cientifica. Para
a integracdo das areas dos picos referentes as solugcdes amostra e padrédo

utilizou-se o programa software Peaknet do proprio equipamento.

Os analistas 1 e 2, utilizaram a primeira curva de calibragdo, enquanto
gue o analista 3 utilizou os dados da segunda curva. O uso de curvas diferentes
foi necessario devido ao término da primeira solucdo eluente e consequente
preparacdo de uma outra identicamente preparada.

16 y =0,5892x + 0,1315
14 r=1
12
10
8
6
4
2
0 :
0 5 10 15 20 25 30

llustracdo 5 - Primeira curva de calibracéo [(,\/ =concentrago)x (y = areadopico) ] utilizada
pelos Analistas 1 e 2
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Tabela 8 - Area dos picos obtidos para diferentes s olugdes padrdo usadas para confecgéo da
curva de calibragédo 1.

Concentracéo Concentracéo
Nominal Real
(Hg/mL) (Hg/mL)

X X
9,9995

15,0243

14,9907

19,9850

19,9865

25,0110

25,0030

O estudo estatistico dos dados obtidos pela primeira curva de calibracdo, estdo

apresentados na tabela 9:

Tabela 9 - Parémetros de regresséo linear da pri  meira curva de calibragdo, obtidos através do

programa Excel.

Estatistica de regressdo

R mdltiplo 1
R-Quadrado 1
R-quadrado ajustado 1
Erro padréo 1,12347E-14
Observagdes 7
ANOVA
gl SQ MQ F F de significacdo

Regressdo 1 64,48002913 64,48002913 5,10863E+29 1,01752E-73
Residuo 5 6,31089E-28 1,26218E-28
Total 6 64,48002913

Coeficientes  Erro padrdo Stat t valor-P 95% inferiores  95% superiores
Intersegdo 0,13155 1,58882E-14 8,27975E+12 4,87774E-64 0,13155 0,13155
Varidvel X 1 0,589235 8,24396E-16 7,14747E+14 1,01752E-73 0,589235 0,589235
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Observa-se que o valor de r, coeficiente de correlagdo encontrado foi
adequado, pois quanto mais préximo de 1 resulta num ajuste perfeito entre os pontos,
demonstrando o grau de correlacdo entre x e y. Atraves da tabela 9 de ANOVA foi
possivel comprovar a analise de variancia uni variavel, ou seja, a variagdo em torno
da média, que é a soma quadratica total, originada a partir do somatério das somas
guadraticas da regressdo e dos residuos, relacionados a erros, sendo possivel
conhecer os erros relacionados para “a e b”, coeficientes linear e angular,
respectivamente. Quanto maior for o termo da soma quadratica da regressao, melhor
sera o ajuste, pois implica que a relacdo com os residuos é pequena. O valor - p,
correspondente a probabilidade cumulativa, com valor menor que o nivel de
significancia de 0,05, relacionado a 95% de confianca, que caracterizou valores de

intersecdo e coeficiente angular estatisticamente significantes.

Segundo manual do INMETRO, 2003, a maneira de “aninhar” os valores de
diferentes grandezas dependentes, consistindo de arranjos que ajudam a identificar e
quantificar efeitos aleatérios, é chamada de analise de variancia e isso é possivel pelo
estudo da ANOVA.

52



4.1.1.1- Resultados obtidos pelo analista 1

Tabela 10 - Dados obtidos pelo Analista 1.

Area Valores individuais de Valores Médios de
(nCmin) Concentragao (ug/mL) Concentracgao (ug/mL)
14,8191 14,8495
14,8798
14,8201 14,8578
14,8956
14,8248 14,8170
14,8094
14,5704 14,6466
14,7230
14,5976 14,6728
14,7481
14,5034 14,4024
14,3016
14,1763 14,3634
14,5506
14,4185 14,3067
14,1948
14,2648 14,1950
14,1253
14,5139 14,5416
14,5694

14,5653 14,5653

O OO |IN|NoOOOO|R|RIWWININIF|IF

Desvio- 0,2507 0,2403
Padrao

O desvio padrédo da média utilizado no calculo € iguala S=

X i medida
x= média das medidas

n= nUmero de medidas
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4.1.1.2- Cartas de Controle dos Resultados obtidos pelo Analista 1
Conteldo de polissacarideo - Analista 1 - Dados individuais
Histograma de Obsemvagdes Carta de contrale dos dados individuais
15,1
16.0 e R o NP - F .
14,9 I 1
14,8 7. L+ ey
148 7/ e = — 14,568
14,5 + N
18,4 *
14,3 * Sa
18,2 : : ]

: pe: 14,159
14,1 Z) ;2 1
14,0 : : ; : ; : :

o1 2 3 4 6 B 7 2 4 B g m 12 14 18 1B 0
llustragé@o 6 - Carta de Controle dos dados individ  uais do Analista 1
Conteudo de Polissacarideo - Analista 1 - Média das médias

Histograma de ohservagdes Carta de Controle dos dados medios
15,0
14,9 7 7 114,851
14,8 i
o %‘\‘\
146 114,565
14,5 ]
14,4 7
14,3 ]
14,243

14,2 % ]
14,1 . .

0 1 2 3 1 2 3 4 5 3 7 & 9 10

llustracd@o 7 -Carta de Controle dos dados médios do Analista 1
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De acordo com as cartas de controle, ilustracdes 6 e 7, foi possivel visualizar o
decréscimo da concentragdo ao longo das andlises, aproximadamente ap0s a metade
dos dados, e uma tendéncia dos pontos em estar nos limites externos da curva de
Gauss, conforme o histograma de observagdes. Com a ajuda do software Statistica
construiu-se dois tipos de graficos que mostram o comportamento dos dados obtidos
por cada analista. No histograma de observacoes € possivel conhecer a dispersédo dos
dados diante da curva de Gauss, com distribuicdo normal. Nas cartas de controle, das
médias dos dados individuais e das meédias dos dados médios observa-se a
variabilidade dos resultados dentro dos limites de controle, 66 (desvio padrdo da
distribuicdo), em torno de suas médias que delimitam regides com probabilidade de
99,7% - Montgomery, 2001.

As observacdes aqui apresentadas serviram também para julgamento das

préximas cartas de controle, construidas com dados obtidos pelos analistas 2 e 3.

E importante ressaltar que antes da injecdo das amostras e padrdes, o
sistema cromatografico foi estabilizado, quanto a linha de base, conforme
recomendado pelo fabricante, visando a eliminacdo de possiveis erros sistematicos
provenientes de ruidos do equipamento. Porém, esse procedimento ndo garantiu a
presenca somente de erros aleatdrios nas analises originados pelos analistas. Pelo
comportamento dos dados observados nas cartas de controle e pelo motivo das
injecdes terem sido realizadas automaticamente, nota-se que ha sinais de possiveis
erros aleatdrios somados aos sistematicos. Com a finalidade de eliminar estes ultimos

procedeu-se a correcao dos dados, conforme demonstrada no item 4.1.3.4.
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4.1.1.4 - Resultados obtidos pelo Analista 2

Tabela 11 - Dados obtidos pelo Analista 2.

Amostras Area Valores individuais de Valores Médios de
nCmin Concentracao (pg/mL Concentracao (pg/mL

14,6242 14,7074
14,7906
14,9233 14,9185
14,9140
14,8870 14,8435
14,8002

14,9011

14,9011
14,8749 14,8641
14,8532
14,9241 15,2880
15,6519
15,2464 15,3291
15,4119
15,2529 15,2773
15,3019
15,0911 15,1619
15,2329
14,8496 14,8496

BB|o|omlo~N|N|o/o|aa| A w(w[NN| Rk

Média 15,0293 15,0161

Desvio- 0,2636 0,2423
Padrao
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4.1.1.5 - Cartas de Controle dos Resultados do Anal ista 2

ContelQdo de Polissacarideo - Analista 2 - Dados Individuais
Histograrma de Observacdes Carta de Controle dos dados individuais
15,8
1566 é
15,4
15,2
150 : 1 15,030
___,+ -+ o, I Tt

148 | 0 e + +
14.4 1 1 1 1 1 1 1 1 1

012345678210 2 4 & 8 10 12 14 16 18

llustracd@o 8 - Carta de Controle dos dados individu  ais do Analista 2
Contelido de Polissacarideo - Analista 2 - Dados Médios
Histograma de Obseracdes Carta de Controle dos dados medios

15,5 . - . . - - . . - '
15,4 R R i e R i L L = 15406
16,3 44/% + o © |
I
15,1 //% + i
160 : S 15,014
m A | [ T
14,7 o .
145 T P e e et BT Rt 114,623
14,5 :

a 1 2 3 1 2 3 4 5 B 7 a8 9 10

llustracdo 9 - Carta de Controle dos dados médiosd o Analista 2

Esse analista obteve dados com comportamento de tendéncia, porém inverso
aos do analista 1, uma vez que os resultados foram elevados, demonstrando um

subito crescimento, observado a partir do décimo ponto da carta de controle.
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4.1.2 - Segunda Curva de Calibragcao

18
16 -
14 1
12 1
10 A

y = 0,6337x + 0,0884
r=0,99985

o o B~ [=2] (o]
L L L L

llustrag&o 10 - Segunda Curva de calibragéo [(,Y =concentrago)x (y =areado piCO)] utilizada
pelo Analista 3

Tabela 12 - Area dos picos obtidas para diferentes  solucdes padréo usadas para confeccédo da
curva de calibragéo 2.

Concentracéo Concentracéao
Nominal Real

(ug/mL) (ug/mL)
X X

6,4876 10,0973
6,3497 9,8797

9,5685 14,9587
9,6748 15,1265
12,7998 20,0574
12,6626 19,8410
15,8979 24,9460
15,9913 25,0934

O estudo estatistico dos dados obtidos pela segunda curva de calibracdo estédo

apresentados na tabela 13:
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Tabela 13 - Regresséo Linear da segunda curva de ca libracéo.

Estatistica de regressao

R mdltiplo 1
R-Quadrado 1
R-quadrado ajustado 1
Erro padréo 2,53818E-15
Observacdes 8
ANOVA
gl SQ MQ F F de significacao

Regresséo 1 100,4420104 100,442 1,55909E+31 1,78112E-92
Residuo 6 3,86542E-29 6,44E-30
Total 7 100,4420104

Coeficientes  Erro padrdo Statt valor-P 95% inferiores  95% superiores
Intersecéo 0,088435 2,94866E-15  3E+13 9,27489E-80 0,088435 0,088435
Varidvel X 1 0,633748 1,60502E-16 3,95E+15 1,78112E-92 0,633748 0,633748

Observa-se que os valores de r, da soma quadrética, erro padréo e p-valor
estdo coerentes com aqueles da tabela 9, relativa aos dados da primeira curva de

calibracéo.
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4.1.2.1 - Resultados obtidos pelo Analista 3

Amostras

Tabela 14 - Resultados obtidos pelo Analista 3.

Area
(nCmin)
9,4733

Valores individuais de
Concentragdo (ug/mL)

14,8097

Valores Médios de
Concentracgdo (ug/mL)

14,8779

9,5598

14,9462

9,5643

14,9533

14,9637

9,5775

14,9741

9,5579

14,9432

15,2489

9,9452

15,5544

9,9331

15,5353

15,7322

10,1827

15,9291

9,9539

15,5681

15,5695

9,9558

15,5711

9,8725

15,4396

15,4420

9,8755

15,4444

9,8684

15,4332

15,4207

9,8526

15,4082

9,8603

15,4204

15,3208

9,7342

15,2214

9,6992

15,1662

15,1223

1
1
2
2
3
3
4
4
5
5
6
6
7
7
8
8
9
9

9,6437

15,0786

9,8045

15,3323

15,2493

9,6993

15,1663
15,2948

15,2947

Desvio-
Padrao

0,2862
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4.1.2.2 - Cartas de Controle dos Resultados do Anal ista 3

Contelido de Polissacarideo - Analista 3 - Dados Individuais
Histograma de Observagdes Carta de Controle dos dados individuais
16,2
16,0 %
15,8 |
15,6 ) {15 648
15 4 //’///////////////J’Illlf;n-.%//é 4
159 -— 15,295
16,0 Gt | 1 14 941
14,5 ////////ﬁ: _.-"" ] '
14,6 : : : : : : : : : :
0123458678410 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
llustragé@o 11 - Carta de Controle dos dados individ  uais do Analista 3
Contelldo de Polissacarideo - Analista 3 - Dados Médios
Histograma de Obhservagdes Carta de Controle dos dados médios

15,48
15,8 1

' 18,765
16,7 %. 118,
S
18,5
15,4 A/W’ﬁ I B e, ]
15,3 i 15,295
15,2 Z A T <t d
15,1 2 b
= o
148 SO SO WP S NN Y SO B P S 114,825
14,7 : : : : : : : : :

i 1 2 1 2 3 4 5 6 7 a8 g9 10

llustrac@o 12 - Carta de Controle dos dados médios do Analista 3

De acordo com as cartas de controle construidas com os dados gerados pelo
terceiro analista € notério que estes apresentaram-se comportamento diferente dos
demais. Porém aproxima-se do tipo de comportamento daqueles dados obtidos pelo

analista 2.
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4.1.3 - Estudo e tratamento dos dados obtidos pelos trés Analistas

4.1.3.1 - Teste F(Snedecor)

Este teste foi realizado com o objetivo de comparar a semelhanca do
comportamento entre os trés analistas através de suas varidncias obtidas no
tratamento dos dados individuais de cada um deles. Na tabela 15 estdo expressas as
variancias dos trés analistas relacionadas aos valores individuais de concentracéo e o

desvio padrao da média.

Tabela 15 - Relacdo de Variancias dos trés analista  s.

Analistas | Desvio- padréo (S) | Variancia (S )

= Comparacédo de variancias entre o Analista 2 e o Analista 1:

2
S, 00695 _
F === __"——=1,10668= 1,11
calculado Slz 0,0628
F critico ou tabelado (para n-1 graus de liberdade = 19 e 95% de confianga)

F(19,19) e a = 0,05 = 2,16

Como F cacuado < F critico , N80 ha diferenca significativa entre as variancias obtidas
através dos dados destes dois analistas, entdo podemos considerar que elas sao

estatisticamente homogéneas.
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= Comparacao entre o Analista 3 e o Analista 2:

F calculado =

F critico ou tabelado (para n-1 graus de liberdade) = F(19,19) e a=0,05= 2,16

Como F caculado < F critico ,» N0 h& diferenca significativa entre as variancias dos dados
obtidos por estes analistas, entdo as variancias e as médias sdo estatisticamente

homogéneas.

» Comparacao entre o Analista 3 e o Analista 1:

F calculado

F critico ou tabelado (para n-1 graus de liberdade) = F(19,19) e @ = 0,05 = 2,16

Como F caculado < F critico » N80 h& diferenca significativa entre as variancias dos dados

dos analistas, entdo elas sao estatisticamente homogéneas.

4.1.3.2 - Verificacdo de Tendéncia ( teste t para v erificar a média de duas séries
de dados independentes, obtidos por dois analistas diferentes usando o

mesmo método e mesmo equipamento.)

Conforme VIM, 2003, “a tendéncia de um instrumento de medicdo €
normalmente estimada pela média dos erros de indicacdo de um numero apropriado
de medicdes repetidas”. Para esse teste € recomendado que tenha sido realizado o

teste F, para saber qual tipo de teste t utlizar. Como ndo houve diferencas
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significantes entre a comparacao das variancias dos analistas, foi utilizado o teste t
para a verificacdo da média de duas séries de dados e sua tendéncia.

Pela forma de comportamento da distribuicdo dos dados, através de suas
cartas de controle, foi possivel suspeitar que houvesse tendéncia do comportamento
dos dados obtidos pelos diferentes analistas. As distribuicbes tiveram caréater de
distribuicdo normal n&o padronizadas tipo bi caudais. Foram estudados os dados
individuais para a correcdo dos mesmos.

De acordo com sua definicdo, a tendéncia € independente do numero de
medidas, sendo constante ou variavel de forma previsivel. Podendo ser denominada
de erro sistematico ou erro de tendéncia, conforme VIM, 2003. Visando a sua
eliminacdo estas foram expressas como recuperacdo analitica, que é o quociente
entre o0 valor observado e o valor esperado. Foi demonstrado se a mesma é

desprezivel ou compensada, como recomenda o guia EURACHEM, 2002.

Para verificar a tendéncia dos resultados gerados pelos trés analistas primeiramente

calculou-se o desvio padrdo ponderado utilizando a equacgao abaixo:

s - S x(n-1)+ S x(n-12) (]
n*n,-2

Sc = Desvio padréo ponderado

S?, - Variancia encontrada pelo analista 1

S?%,= Variancia encontrada pelo analista 2

n;= Numero de determinac¢fes obtidas pelo analista 1

n,= Numero de determina¢des obtidas pelo analista 2

Em seguida aplicou-se o teste t para a comparacdo de duas séries de dados
independentes (utilizando o mesmo método, mesmo equipamento). Foram
considerados os valores médios de cada analista, com suas respectivas médias das

médias :
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= X" Xd g
1 )1

4 =
Seiz n \'n

Yl = Média obtida pelo analista 1

YZ = Média obtida pelo analista 2
SCLZ = Desvio padréo ponderado dos analistas para os dois analistas

ni e N2 = NUmero de determinacdes obtidas pelos dois analistas

considerando t ¢iico = 1,734 para 18 graus de Liberdade = correspondente a n=10

para cada analista = (10+10)-2 .

= Comparacgdo entre o analista 1l e 2:

_ \/(0,250682x(20—1) +/(0,2636%x(20-1)| _ \/l193969+ 1320214 _
Scies = = =0,2572
20+20- 2 38

_ [145653-150293 0464 _ .

t = =
calculado 1 1 j 0,0813

0,257 [+
20 20
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= Comparacao entre o analista 1 e 3:

s _ \/ (0,25069° x (20-1)|+|(00,28620)" x(20-1)] _ \/11939+ 15563_ ) 5e00
cies 20+20- 2 38 !
_ [145653-152948 07295 _
© 00851
0,2690 (1 ; 1)
20 20

= Comparacgdo entre o analista 2 e 3:
s _ \/ (0,2636° x(20-1)| +|(0,28620)° x(20-1)] _ \/13202+ 15563 _ 1,

czes 20+20-2 38

_ [150293-152948 02655 _ 3

0,0854
o7 /[ L+
20 20

Os dados obtidos pelos analistas, que serviram de parametro comparativo das

analises dos trés analistas e o valor tabelado de t wp oy criico = 1,734, obtiveram-se

|tca|cu|ado$ com valores maiores que 0 t . Entdo mesmo com valores de desvio-

padréo e coeficientes de variacdo préximos e a precisao do método, existe diferenca
significativa entre os analistas. A menor diferenca encontrada foi entre os analistas 2
e 3.

4.1.3.3 - Teste t, comparacdo da média experimental e um valor conhecido

(valor referéncia)

O teste t foi utilizado como ferramenta estatistica para comparar as médias

dos resultados obtidos pelos analistas com o valor médio nominal desejado para as
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solucdes amostra, do método, pressupondo a distribuicdo normal dos valores da
populacdo (valores nominais), servindo de orientacdo para verificacdo dos dados

experimentais.

_[x-a
t calculado = S—,
A

M = média da populagéo (valor nominal)

X = média das amostras

S = desvio padréo das amostras

n = namero de determinagdes

Para n -1 graus de liberdade.

Analista 1 - t _ fasessay_ oo
I - Lcalculado = W— )
J20
Analista 2 - t _ [150293-18_ )
alisia calculado = W— )
J20
Analista 3 - t = |152948_ 151 =4,61
calculado — W— y
J20
t critico para 19 graus de liberdade = 2,14

Conclusdo: somente os dados provenientes da andlise do Analista 2 néo tiveram

comportamento de tendéncia significativa podendo ser desprezivel, pois seu

|tca|cu|ado$< t critico € Seus resultados séo estatisticamente compativeis com o valor

verdadeiro. Os dados dos Analistas 1 e 3 dever&o ser corrigidos a fim de eliminar o

erro sistematico. Seus resultados encontrados foram significativamente diferentes do
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valor verdadeiro, 15 pg/mL, para nivel de confianca de 95%, verificado pelo teste t

tipo 1 (estudo comparativo da média da amostra com o valor verdadeiro, nominal).

4.1.3.4 - Recuperacgdo dos analistas 1 e 3

MédiaAnalstal
Recuperacaorédia

Resultado do Analista 1 =

Resultado do Analista 1 = Resultado corrigido para o erro sistematico
Média do Analista 1 = Média obtida sem correcéo
Recuperacdo Média = Média dos valores de recuperacdo obtidos pelo Analista 1

(Recuperacéao = valor obtido / valor verdadeiro)

Tabela 16 - Taxas de Recuperacdo dos dados obtidos  pelos Analistas 1 e 3.

| Amostra  |Analista 1 | Analista 3

0,98794
0,99199
0,98801
0,99304
0,98832
0,98729
0,97136
0,98153
0,97317
0,98321
0,96689
0,95344
0,94509
0,97004
0,96124
0,94632
0,95098
0,94168
0,96759
0,97129

Desvio-Padrao 0,01671 0,0191
Média 0,97102 1,0197

1
1
2
2
3
3
4
4
5
5
6
6
7
7
8
8
9
9

68



145653 _ 145653 _

» Resultado médio do Analista 1 corrigido = = =
14565315 0,97102

A correcdo dos dados obtidos pelo analista se da dividindo-se a unidade pelo fator de
correGao: Feorecao = 1 / 0,97102 = 1,0298. Portanto, € possivel obter os valores
corrigidos do analista 1, multiplica-se os valores encontrados pelo seu fator de
correcao.

152948

» Resultado médio do Analista 3 corrigido = —————
15294815

=14,9993 =15

Fcorrecao = 1/ 1,0197 = 0,98068

4.1.4 - Validagdo do Método tipo |

Os parametros relacionados ao método, categoria tipo | de classificacdo de métodos, ja
sdo conhecidos pois, 0 mesmo ja fora validado anteriormente e foram também
verificadas as condicbes de analise de sua origem, GlaxoSmithKline, no LAFIQ (“In
house Validation”). Para efeito de estudo os parametros seletividade, faixa de

trabalho, linearidade, preciséao e exatidao foram reavaliados.

4.1.4.1- Seletividade

O método é seletivo e estavel, baseado em estudo de validagdo prévio, conforme anexo
Ci. Foram realizados anteriormente estudos de interferéncia do branco sem a matriz,
para verificar a seletividade do método e a estabilidade foi verificada em diferentes
temperaturas com as amostras, conforme relatorio prévio de validacdo exposto no
anexo C. Os coeficientes angulares, b, das curvas de calibracdo demonstram que o
método tem a mesma sensibilidade para as duas curvas. Com o coeficiente de
correlacéo r > 0,9999, conforme Consideration of Harmonized IUPAC Guidelines for the
In-house Validation of Methods of Analyses, WHO, 2002; ISO 8466-1, 1990.
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4.1.4.2 - Faixa de trabalho

A faixa de trabalho utilizada foi de 67 a 167% da concentracdo do polissacarideo de 10
a 25ug/mL, para o valor ideal de 15ug/mL, seguindo a mesma relacédo de 50 a 150%,
conforme recomendado pela USP 24, Thompson, 1999 e Inman, 1987; de 60 a 120%,
conforme recomenda o FDA, Horwitz, 1998 e de 20 a 200%, como relata a 1ISO 8466,
1990 .

4.1.4.3 - Linearidade

O método é linear, conforme comprovado pelos parametros de linearidade da reta de

regressao discutidos e apresentados nas tabelas 9 e 13.

4.1.4.4 - Precisao

* Reprodutibilidade
Pelo resultado dos trés analistas, pode-se concluir que o método tem precisdo, pois
apresentou desvios padrdo com valores muito proximos e CV% ( RSD) < 2% para o
sistema, Instrumento e analista, que de acordo com Horwitz, 2004, que caracteriza a

Reprodutibilidade, para o caso de detec¢cao de macrocomponentes.

» Repetitividade
Para um método ter repetitividade o critério € CV%< 1,0%. O método ndo pode ser
julgado repetitivo pelos dados médios avaliados, como ja discutido anteriormente pelo
estudo da tendéncia dos dados e correcéo dos erros.

Considerando-se as corre¢des dos dados individuais dos analistas 1 e 3 com os dados
individuais, foi possivel obter os fatores de correcdo para os analistas 1 e 3, que
originaram a correcao dos valores médios dos dois analistas, como é possivel conferir
na tabela 17:
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Fe (analista 1) = 1,0298
Fe (analista 3) = 0,9807

Tabela 17 - Tabela comparativa de valores corrigid  o0s.

Analistas Médias Médias corrigidas | Desvios-padrao

sem corre¢cao (Hg/mL) sem corregao

(ug/mL)
14,5653 14,9993 0,25068
15,0293 - 0,26360
15,2948 14,9993 0,28620

Conforme o célculo do coeficiente da variagdo, desvio padréo relativo, na
aplicacdo dos dados corrigidos dos analistas 1 e 3, os dados dos analistas geraram
valores em conformidade com a recomendacao de Horwitz, para a precisdo do sistema,

analista versus equipamento, de acordo com a tabela 18.

CV% = = x 100 LI

x| wn

S = Desvio-padrao

X =Média

Tabela 18 -Relacéo de coeficientes variagdo e anali  stas.

CV% CV%
sem correcao apos correcao

Analista 1 1,65
Analista 2 -
Analista 3 1,72
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A ilustracdo 13 refere-se ao diagrama qualitativo representativo da
repetitividade com a Reprodutibilidade do método tipo I. Ele mostra os valores dos
desvios das duas réplicas medidas por cada analista em relacdo ao valor médio das
vinte determinacdes e a dispersao entre as réplicas. Como forma de refor¢ar o estudo,
foi possivel demonstrar a variabilidade dos dados obtidos por cada analista e entre eles.

O analista 2 obteve menor variabilidade dos dados entre as réplicas que o0s
demais. E sua média esta melhor relacionada a média da analise, representada pelo
valor médio mais proximo do desvio zero em relagdo a média global. Portanto, como
verificado anteriormente e provado graficamente, este apresentou melhores resultados,
sem ter havido necessidade de corregdes.

repetitividade & Reprodutibilidade
Nomero de Analistas = 2 (wariavel: Warll
Himero de medidas = 10 {varidwvel: “ar2)
Himero de réplicas = 2 (varidvel: Var3)
1.2 T ; ,
1.0 I 1 T B,
I ! 1 ! o "
._E 0.8 o o . ; 1
W@ 06T i " o L o 1]
1 1
ED.4- I I [P 1969 O]
i : ' R — 55
02 oo oo o oo i ;o I'O 1
e I ! I, © : !
0 0.0-88 oo : G o 1]
= 1 o 1 e} b == === == ==
@ 020 . e ' |
& al o b !
2 1 & “ L0 ! ! I
E 06 oL g I 1 1
] & 1 1 1
& 0= :- 5 s : i "
1.0t Y 1 1
- 1 1 1
' 1 2 3
Analistas
llustracdo 13 - Gréfico repetitividade x Reprodutib  ilidade
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A ilustracdo 14, gréfico de caixas (Box and Whiskers), os quartis (25, 50 e
75%) demonstraram os valores minimos e maximos, que correspondem a amplitude
dos dados em relacdo a linha que os divide, que é a mediana de cada um dos trés
analistas. Com a ilustragdo 15 foi possivel visualizar o comportamento dos dados de
cada réplica dos trés analistas relacionados as medidas. Notar que a tendéncia dos

dados, calculada através do teste t, foi claramente demonstrada nesse grafico a partir

do ponto 7.
Grafico Box and Whiskers - Box plot
16,0 . : :
155 |
156 |
E 154 |
T - /
T 152}
E
@ 150t
g o 1
m 148 | e J_
=
= 145 | /
144 |
142 | sl
14.0 . . . T tdindhdax
1 2 a B 2aims%
. v Median
Analista

llustracdo 14 - Gréfico Box Whiskers dos trés anali  stas
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llustrag@o 15 - Comportamento dos dados dos trés an  alistas relacionado as medi¢bes

4.1.4.5 — Exatidao

O método demonstra exatiddo, de acordo com os calculos dos residuos encontrados,
entre o valor nominal (15pg/mL) e os calculados (experimentais), demonstrado na
tabela 19. E possivel também verificar a exatiddo através dos graficos de controle de
Shewhart, cartas de controle, construidos com concentracdes de padrbes e amostras e
a diferenca entre os dados de cada analista em relacéo ao valor ideal. O relatorio prévio

de validacéo, anexo C;, também demonstra resultados de exatiddo do metodo.
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Tabela 19 - Relacéo de residuos entre os dados gera  dos por cada analista estudado.

O célculo dos valores residuais entre cada concentracdo real, que corresponde ao valor
de concentragdo encontrada e a nominal, que é correlacionada ao valor tedrico, é feito

subtraindo-se o valor encontrado do valor tedrico esperado, dado por:

Residuo = |XTeorico - xEncontradtJ

Onde
Xtesrico € 0 Valor nominal da concentragéo de interesse igual a 15ug/mL;

Xencontrado € O Valor real resultante da anélise.
A formula é estimada em modulo conforme os dados na tabela 19 e na ilustracdo 16,

estdo expressos com seus sinais reais, com a finalidade de demonstrar graficamente o

comportamento dos dados.
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A ilustracdo 16, refere-se ao grafico de disperséo dos residuos dos pontos de
cada analista, em relagdo ao valor nominal da concentragdo 15ug/mL, como
recomendacédo da Analytical Methods Committee - AMC, 2000 e Funk, 1995.

Grafico de Residuos dos trés analistas

Analista 1

»

T Al //-\\'—\ Analista 2

M5=17" 19

Residuos
)
w
(6]
~
(o]
=
@

Amostras

llustrac@o 16 - Gréfico de disperséo dos residuos e  m relagéo ao valor ideal.

De acordo com Funk, 1995, a dispersao dos residuos € a distancia vertical de
um numero de observagdes na curva de regressdo em relacdo ao valor ideal. Cada
ponto aqui representa as vinte determinacdes realizadas por cada analista,
demonstrando a variabilidade dos dados na distribuicdo normal, sem correcao.

O motivo da escolha do modelo matemético para o calculo das concentracdes
das amostras € descrito no estudo dos dados das duas curvas de calibracdo, atraves
do parametro ANOVA, tabelas 9 e 13. O meétodo permite exatiddo, contudo houve
correcdo para minimizar as tendéncias dos analistas buscando a precisdo através da
Reprodutibilidade. A variabilidade encontrada esta entre 0,8 e -0,09 pg de
polissacarideo/ mL. A dispersdo dos dados do analista 2 foi mais homogénea que as

demais, como demonstrado no teste t, item 4.1.3.3.
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4.1.4.6 — Robustez

Através de estudo de validagdo e adequacao prévias, conforme anexo C;, 0 método é
robusto para sua utilizac&do. Foi verificada previamente o desempenho do método e sua
variagdo quanto aos parametros importantes descritos, garantindo que o mesmo atende

a sua finalidade.

4.1.5 - Diagrama de Causa e Efeito

Como abordado anteriormente, o diagrama de causa e efeito é uma importante
ferramenta para ajudar na visualizagdo das possiveis causas de erros e conseqientes
fontes de incerteza de um método. A seta central € representada pelo resultado
analitico desejado, mensurando, que no método tipo | corresponde a concentracdo de
polissacarideo. As setas laterais representam as variaveis da equacdo e as setas
secundarias, que estado representadas pelos fatores que afetam a equacdo. Todas as

variaveis e os fatores identificados séo representativos do método.

Para o método tipo | , A varidvel massa, por exemplo, teve contribuicdo na
estimativa da incerteza de medicdo com a calibracdo da balanca, pois quando ela foi
calibrada pelo laboratério de Metrologia de Bio-Manguinhos, seus parametros de
repetitividade foram considerados para o calculo do desvio-padrdo e assim considerada
como grandeza de entrada para a estimativa de incerteza. Estes se somardo a outras
variaveis, que sdo: volume explicitado pela calibragdo das pipetas autométicas e baldes
volumétricos e a variavel qualificagdo do cromatégrafo, que originou em dados também
de repetitividade. Todas as variaveis e seus fatores que contribuiram para a incerteza
foram considerados da mesma forma, respeitando-se os dados provenientes de
calibracOes, através da repetitividade dos dados cujos certificados estdo no anexo C,

visando o resultado final do mensurando — conteudo de polissacarideo.
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Diagrama de Causa e Efeito do Metodo
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llustrac@o 17: Grafico de Ishikawa do método |

4.1.6 - Relatando as fontes de incerteza estimadas  do Método tipo |
4.1.6.1 - Estudo das variaveis e suas contribuicbes
1. Contribuicdo da Massa
Tabela 20 - Contribuicdo da variavel Massa na estim  ativa de Incerteza do método tipo |.

Fonte de Unidade Distribuicdo Divisor Incerteza
(grandeza)

Incerteza

Balanca Normal 0,0005¢g = 0,5 mg

Erro Relativo Retangular 0,0006 = 0,6

Incerteza Padrao Relativa
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= A balangca de lampada halégena, moisture analyser, foi calibrada pelo
Laboratério de Metrologia de Bio-Manguinhos, sendo portanto um dado de
entrada que contém carta de controle e consequientemente seu valor
proveniente do certificado, anexo C; pode ser considerado de uma fonte
de incerteza do tipo A, como recomenda manual EURACHEM.

= Foi calculado o erro relativo, no mesmo certificado sendo este valor
considerado para o calculo da incerteza padrao relativa da massa.

= O valor da incerteza da massa foi aquele obtido no ponto de pesagem do
certificado de calibragcdo, 0,19, pois € 0 que mais se aproxima da massa

pesada no método em estudo.

2. Contribuicdo do Volume
Tabela 21 - Contribuicdo da variavel Volume na esti  mativa de Incerteza do método tipo I.

Fonte de Unidade | Tipo | Distribui- Divisor Incerteza

Incerteza

Baldo de 50mL

cao

Normal

(grandeza)

0,0046 mL

Erro Relativo

Incerteza Padrdo Relativa

Fonte de Unidade

Incerteza

Baldo de 100mL

Retangular

Distribui-
cao

Normal

Divisor

-0,030

0,0254 *

Incerteza

(grandeza)

0,0142 mL

Erro Relativo

Incerteza Padrdo Relativa

Retangular
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Fonte de Unidade i Distribui- Divisor Incerteza

Incerteza cao (grandeza)

Pipeta de Normal =2, 1,7241 puL =
5000pL 0,0017 mL
Erro Relativo Retangular 0,29 =
0,00029

Incerteza Padrao Relativa 0,00199

Fonte de Unidade | Tipo | Distribui- Valor Divisor Incerteza
Incerteza (grandeza)

Pipeta de 1000 Normal 0,862 uL =

pL 0,0009 mL

Erro Relativo Retangular 0,75 L =
0,0007

Incerteza Padrao Relativa

= * A incerteza padrdo relativa do baldo de 50 mL, tem valor numérico
negativo porém, conforme recomendacao do INMETRO, nédo é possivel

estimar esse tipo de resultado com sinal negativo.

= Para que ndo fossem consideradas mais de uma vez, foi escolhido o pior
caso, que corresponde a maior incerteza relativa, do baldo de 100mL ,
u =0,0178.
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3. Contribuicdo dos analistas e do método.

Precisdo do Método (Dados de Reprodutibilidade corr  igidos)

Tabela 22 - Relagdo de desvios padréo antes da corr  ecéo.

Analista | Desvio Padrao (ug/mL)
1

0,25068
0,26360
0,28620

= Para os dados do analista 2 ndo foi necessaria a correcao, conforme teste
t, demonstrado no item 4.1.3.3. Sua contribuicdo para a incerteza, como
grandeza de entrada referente a incerteza padréo relativa, do método foi
descrita anteriormente e o valor utilizado do desvio padréo sem corregcao
foi de, u = 0,26360 pg/mL .

= Para os Analistas 1 e 3, foi feita a correcao para minimizar a tendéncia.

Foram utilizados os dados calculados no item 4.1.3.4, que geraram a contribuicdo para
a estimativa de incerteza padrao relativa.
Correcao para o Analista 1:

u (Analista 1 corrigido)=

2 2

[m\] +\/[ ufecupﬂacéanalista J
X analista ReCUpergaol\/ld|a

2 2
u (Analista 1 corrigido)= 15 x \/( 025068} +\/( 0’01671J = 0,52 pg/mL

= Resultado do Analista corrigido x

145653 097102
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Correcéo para o Analista 3:

Utilizando os dados calculados no item 4.1.3.4.

2 2
u (Analista 3 corrigido)= 15 x 10,2636 + 00191} _ 0,54 pg/mL
152948 1,0197

Célculo do Desvio-Padrao Ponderado para os trés Ana  listas:

< :\/SfX(n—1)+ Sx(n-1)+ S;X(n—l)
° N+ n,*n,-3

s \/0,2916>< (10-1)+0,0676x (10-1) + 0,1936x (10-1)
c=

= 0,43 pg/mL
10+10+10-3 Ho

A incerteza padrdo da Reprodutibilidade para o método tipo | foi de u = 0,43 pg/mL.

4. Contribuicdo da Concentracdo da Solucéo de Traba |ho

massadoPadio x Purezax Fatormédiq
VolumedoBléao

iluicdo

Concentracéo =

Onde,

» Massa pesada = 107 mg

A incerteza padréo relativa da balanca € de u =1,1 mg.
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= Pureza = 100% + 5%

Considerada a 100% da massa de PRRP, correlacionada a 38% D- Ribose, de acordo
com o certificado do fabricante , que € o mondmero correspondente apos hidrolise
alcalina, com fator de conversao de 2,5, correlacionado ao valor de PRRP.
Significando a correlagdo de 100% de PRRP --------------- 2,5 x 38% (= 95%)

e 100% corresponde ------ 95% de mondmeros apos a
hidrolise. Entdo a variacdo considerada foi de 95 a 105%, assumindo-se 5% de
incerteza relacionada a pureza. Foi estimada a contribuicdo da incerteza, como tendo

uma distribuicdo retangular, tendo sido necesséria a divisdo pelo valor da distribuicdo

retangular, J3 para obter a incerteza padrédo referente a pureza, como recomendado

pelo guia EURACHEM 005 = u=0,029.

V3

= Volume do Baldo = 50 mL

Com contribuicéo de incerteza, considerando o pior caso, u = 0,0178.

» Fator de Diluicdo médio = 0,1085

Considerando-se a média dos dois fatores de diluicao: @1: 0,1085, dividindo-se

por J6, estimada como distribuicdo triangular a incerteza relativa foi u = 0,044, de

acordo com o preparo das solu¢des de trabalho, ilustracéo 18.
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107 mg @ 2,14
mg/mL

Fator de diluicdo = 0,117

1003

Solucéo
Mé&e 250
pg/mL

Fator de diluicdo = 0,1

1

pg/mL

llustracé@o 18 - Preparo das solugdes de trabalho

Pela formula da concentracdo do método foi possivel calcular a concentracdo

da solucéo de trabalho:

Concentracédo = 107 01x0.1085¢1000_ 0,232 pg/ mL
50x10C

A contribuicdo da incerteza da concentracdo € dada pela férmula resumida de Kragten,
segundo Guia EURACHEM, 2002:
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2 2 2
= u u pureza u
U (concentracio) = Concentragao X \/ ( mr:;:J +( Sureza + _Vov;JlIJu:;ze

Entao,

11 jz . (0,029}2 . (0,0178+ 0,044)2 _

U (concentragao) = 0,232 X \/[107 01 50

U (concentracao) = 0,232 X 1/(0,01028+ 029+ 0,00123§°

u (concentragao) = 0,0699 = 0,07 pg/mL

5 . Célculo da Incerteza padrdo combinada do método  tipo |

— 2 2
u (método tipo ) — \/l_(uconcemra@o) + (uReprodutobildade) J

u (método tipo |) = 0,07 + 0,43 = 0,49926 = 0,50 |J.g/m|_

6. Célculo da Incerteza padréo expandida do método  tipo |
U=uxk

Onde k= fator de abrangéncia a 95% de confianga = 2

U=0,50x2= 1,00 ug/mL — 15 + 1,00 pg/mL.
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4.1.7 - Diagrama de Ishikawa “refinado” do métodot ipo |

Um novo diagrama de Ishikawa, ilustracdo 19, foi construido considerando-
se os fatores que realmente contribuiram para as estimativas de incerteza do
método. No diagrama anterior, ilustracdo 17, considerou-se uma variavel
proveniente da qualificacdo do equipamento e a linearidade de inje¢cdo. Porém com
a consideracao das fontes de incerteza que contribuiram para a concentracao das
solucdes de trabalho e da Reprodutibilidade do método, esse fator anterior ficou
implicito. Com o desvio-padrdo da Reprodutibilidade, calculado a partir dos dados
obtidos nas diversas repeti¢cdes, foi possivel envolver todas as variabilidades do
processo de medidas, para os célculos das curvas de calibracdo e das amostras. O
uso da férmula de Kragten do manual EURACHEM, 2002, possibilitou o calculo
simplificado da incerteza do método cromatografico.

Diagrama de Causa e Efeito do Metodo

Moo
Calibracéo de
pipetas e baldes

Repetitividade
na pesagem

Ccalibracao Diluicoes

da balanca

A/
y

| conteid0 d@
*0iis3203ige)

Reprodutibilidade

Concentracdo

llustracéo 19- Diagrama de Ishikawa refinado do mé  todo tipo |
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4.1.8 - Contribui¢cfes para a Incerteza Padrdo Combi nada do Método tipo |

As fontes que tiveram importancia na estimativa da incerteza padréo
combinada para o método tipo I, foram expressas graficamente para a melhor
visualizacdo e entendimento de cada contribuicdo, atraves da ilustracdo 20. Na ordem
crescente as fontes preponderantes foram: a Reprodutibilidade do método, a

concentracao da solucao de trabalho, as grandezas de volume, a pureza da referéncia

€ a massa.
Contribuicao para a Incerteza Padrao
do Método tipo |
8 3 Masse
= purez®
52 youm
= aGe® g
conc® qoade P
Reprod\“‘b\ 0% 10%20%30%40%50%
Incerteza Padrao
Relativa ( %)

llustracdo 20 - Relacé@o Fontes de Incerteza versus  Percentual de contribui¢éo
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4.2- Método tipo

No Método tipo Il em estudo, o tratamento foi 0 mesmo que 0 exposto no
método tipo I.

4.2.1- Andlise de estabilidade da amostra e cartad e controle

Com a finalidade de conhecer a natureza e estabilidade da amostra,
conforme USP 24, e sua interacdo com interferentes e o decréscimo de temperatura,
pois a agua € coletada na temperatura de saida de sua producédo (destilagdo de cinco
passos) - a cerca de 90C, o metodo foi reproduzido conforme critérios da farmacopéia
americana. Esses testes preliminares foram executados com amostras coletadas todas
no mesmo dia, com mesmo analista e mesmo procedimento em triplicatas. Das
amostras de WFI de um unico ponto, foram medidas as condutividades ao longo do
tempo, para avaliar a variabilidade do resultado com a exposi¢ao do tempo relacionado
a contaminacao atmosférica e a diminuicdo da temperatura. A tabela 23, demonstra os
resultados encontrados nos diferentes tempos. Foram medidas as condutividades nos
tempos inicial (to), a trinta minutos da chegada da amostra (t3), a 60 (tso) € 90 minutos
(to0).

Tabela 23 - Resultados de condutividade para o estu  do da estabilidade da amostra.

Temperatura () Condutividade (uS/cm)

0,02051
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A tabela 23 apresenta as condutividades medidas, cujos valores foram
utilizados para construir a carta de controle que retrata a estabilidade da amostra de

acordo com a temperatura, ilustracao 21.

Carta de Controle dos dados de Estabilidade da Amostra
Histograma de Observagbes

T B R o { 58634

- % - + e {53558

e (SR USRS YRS S SO S ————T 1 48483

llustracé@o 21: Carta de controle com as medidas de estabilidade

Foi entdo observado que o tempo de exposicdo das amostras em frascos
tampados e completamente cheios nao influenciaram significativamente nas medidas.
A medida que as amostras foram esfriando naturalmente, as leituras de condutividade
feitas em condutivimetro que checa e corrige a temperatura, ndo variavam
gradativamente de seus valores iniciais. Considerando o0 desvio-padrédo e o
comportamento dos dados na carta de controle nas 12 determinagdes houve pequena
variabilidade durante o tempo de exposicdo das amostras a temperatura ambiente.
tempo, e entre as triplicatas, assumindo-se entdo que os resultados apresentaram
repetitividade.

O estudo foi feito comparando-se os coeficientes de variacdo de cada variavel
do método em questdo. Os dados coletados demonstraram que a maior variagdo dos
resultados esta diretamente ligada a coleta da amostra. A temperatura, transporte e o
tempo antes da analise ndo foram fatores de influéncia significativa no resultado final.

O coeficiente de variagcdo, para os dados da variavel temperatura e tempo de

S 0,02051

exposicao foi igual a CV% = %RSD = —x 100 = x 100 = 3,83%.
X 0,53558
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De acordo com Horwitz, o desvio padréo relativo para um sistema ter precisdo
adequada, em ensaios de caracteristicas fisico-quimicas, e que garanta a
Reprodutibilidade do mesmo deve ser menor ou igual a 10%. Para a repetitividade é
recomendada uma variagao inferior a 5%, que € o caso do método tipo Ill. Portanto,
ambos os parametros foram atendidos, o que sugere que o estudo da temperatura

serviu de base para conhecimento da amostra.

Foi verificado o comportamento da agua para injetaveis por um periodo de
trinta dias consecutivos. A carta de controle, ilustracdo 22, representa 0 comportamento
dos dados e fornece subsidios para a compreensdo do processo de producdo da WFI.
Os dados de condutividade utilizados para a confeccdo da carta de controle foram

apresentados na tabela 24.

4.2.2- Comportamento da Amostra e carta de controle

A tabela 24 apresenta os dados de condutividade da WFI obtidos por um mesmo
analista ao longo de trinta dias consecutivos. A tabela 25 apresenta os dados

estatisticos obtidos com os valores da condutividade .
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Tabela 24 - Condutividade da WFI DE amostras coleta das por trinta dias consecutivos.

pH (25°C)

CONDUTIVIDADE (uS/cm)

AMOSTRA 1

AMOSTRA 2

AMOSTRA 1

AMOSTRA 2

© |0 N | (o | W N |k
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Tabela 25 - Dados estatisticos dos valores da condu tividade ( comportamento da amostra em 30
dias).

Desvio-padrao (uS/cm)

Meédia (uS/cm)

Coeficiente de variacao

A carta de controle, ilustracdo 22, foi construida originando uma carta de
controle, com os resultados das medidas de condutividade das amostras de agua
coletadas num periodo de trinta dias consecutivos de um Unico sistema de producédo
de agua, coletadas por um unico analista. A tabela 25 mostra os valores de desvio-
padrdo, média e coeficiente de variacdo, atendendo aos critérios de precisdo com a

Reprodutibilidade do sistema, segundo os critérios de Horwitz.

Comportamento da Amaostra
Histograma de Observagdes

0,70

0,65 [ 1 63485
0,60 .

0.50 - + # S g e —H 49000
Dldiﬁ %% -+.__ + + ++ + + + |

0,40 ! 1
0,35 / L s =) [

0,30

0246 81012141618 5 10 15 20 20 30

llustragé@o 22 : Carta de controle do comportamento dos dados da agua WFI ao longo de um més,
com duas amostragens diarias.

Ela teve como objetivo demonstrar a variabilidade do processo de producéo da

adgua para injetaveis desse periodo juntamente com a andlise, visto que para esse
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método em estudo uma das possiveis fontes de erros € a proveniente da coleta da

amostra.

4.2.3- Comportamento dos resultados gerados por tré s analistas do Método
tipo IIl.

Mesmo nédo tendo sido recomendado pela USP avaliar os parametros de
precisdo, para o meétodo tipo Ill pois € oficial, padronizado e j& é conhecida sua
performance em Laboratérios de Controle, foi importante conhecer a variacdo dos
resultados de acordo com a técnica e os dados gerados pelos trés analistas, visto
gque para o céalculo da estimativa da incerteza é importante conhecer o

comportamento de ambos e também o desempenho do Laboratorio em estudo.

Com a finalidade de conhecer o comportamento dos dados e a adequacéo
do método em relacdo a amostra, como sugerido pela USP 24, estas foram
coletadas, em dias diferentes, no mesmo ponto e analisadas por trés diferentes
analistas. O comportamento da amostra ja fora conhecido e estudado anteriormente,
conforme os dados das cartas de controle, ilustracbes 21 e 22. Com os dados da
tabela 26, foi possivel demonstrar a precisdo, através da Reprodutibilidade,
realizada pela analise de trés diferentes analistas, no mesmo sistema de producao,

mesmo ponto de coleta, mesmo equipamento de andlise e em dias diferentes.

Na rotina diaria do Laboratorio é importante conhecer a variabilidade dos
resultados obtidos por analistas que podem executar analises em geral, para
avaliacdo dos resultados e melhor alocacdo de pessoas a diferentes tipos de

atividades.
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Tabela 26 - Comportamento dos Analistas com a anali  se de condutividade em WFI.

Andlise de condutividade em agua para injetaveis em pS/cm,
de trés analistas diferentes em dias diferentes.

Analista 1 Analista 2 Analista 3
0,596 0,591 0,550
0,578 0,607 0,549

0,587 0,609 0,548
0,590 0,560 0,550
0,568 0,564 0,551
0,588 0,561 0,546

Média 0,584 0,582 0,549
Desvio-padréao 0,00995 0,02317 0,00179
Variancia 0,000099 0,000540 0,000003

As cartas de controle referentes aos dados da tabela 26 facilitaram a
visualizacdo dos dados, a variabilidade e a diferenca de resultados entre cada
analista. Foi importante levar em consideracdo que os resultados variaram conforme
0 esperado, dentro dos limites de controle e muito abaixo da especificagao
permitida, que é menor que 1,3uS/cm. Os valores de desvio-padrdo e variancia
encontraram-se dentro de parametros adequados. As ilustracbes 23, 24 e 25,
demonstraram o comportamento dos dados de acordo com a ordem da coleta das

amostras.
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Carta de Controle dos dados de condutividade provenientes do Analista 1
Histograrna de Ohservagdes
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llustracéo 23 - Medidas de condutividade do analist a1l

Com o comportamento dos dados obtidos pelo analista 1 foi possivel
visualizar os valores de condutividade, em seis determinacgdes, e sua variabilidade
em torno da média, correspondendo a faixa de normalidade ideal, conforme o
histograma de observacdes que demonstra medidas sob controle com tendéncia
central. O numero de determinacfes diarias foi determinante de acordo com o tempo
de coleta e o andamento da analise, que coincidentemente € 0o nimero minimo

recomendado de determinacdes para ensaios de precisao.

Carta de Controle dos dados de condutividade provenientes do Analista 2
Histograma de Observagies

063 T T T T T T
0,52 A A A A A A A A A A A Al | A 1 B2135

DIE1 | i +

0,59 I |
0,58 F 4 58200

0,57 -
w56 [ oS IR S
0,55 700

0,54 T F T R SRR R 1 54265
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llustracé@o 24 - Medidas de condutividade do Analist a2
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O segundo analista obteve variabilidade em torno da média, porém com

comportamento diferente do anterior.

Carta de Controle dos dados de condutividade provenignetes do Analista 3
Histograma de Ohservagdes

0,556 I I I I I I
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D|552 | _
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llustracéo 25 - Medidas de condutividade do Analist a3

Os resultados provenientes da andalise do terceiro analista tiveram

comportamento semelhante ao do primeiro, com distribuicdo normal centralizada.

Para efeito de comparacdo entre os trés analistas foi feito o teste F de
Snedecor, que mede a precisdo entre analistas através da comparacdo das
variancias. A verificacdo foi feita em duplas. Para n-1 graus de liberdade e 95% de

confianca.

ﬂ
I
@l
O

F = Teste de Snedecor
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S =Variancia do analista 1 = 0,000099
S’ =Variancia do analista 2 = 0,000537

S =Variancia do analista 3 = 0,000003 = menor variabilidade entre os dados

Comparando o analista 1 com o 2 : F = 0,000537 + 0,000099 = 5,42

Analista 1 com o 3 ;: F = 0,000099 + 0,000003 = 33

Analista 2 com o 3 : F = 0,000537 + 0,000003 = 189

O valor de Fiapelado , para n= 6, n-1 graus de liberdade e 95% de confianca € igual a
5,05.

Entdo pbde-se concluir que por comparacdo de variancias dos dados dos trés

analistas estes apresentaram diferenca estatistica de variancia, pois Fiapelado <

I:calculado-

O analista 3 obteve resultados mais precisos, provenientes de melhor treinamento e
experiéncia na coleta de amostras. A comparacdo foi adequada para medir o
comportamento de cada um, independente da andlise da precisdo do método em
estudo. Todos apresentaram bons resultados e vale aqui a ressalva do treinamento
e tempo de experiéncia. Esses fatores foram determinantes e comprovam o tempo
da experiéncia adquirida pelo terceiro analista, que obteve melhores dados de

dispersao. Houve diferenca , expressa em uS/cm, de uma ordem de grandeza.

Os fatores que se fizeram importantes, no decorrer do estudo para o
meétodo tipo I, foram:
o A coleta da amostra, com a amostragem da agua, diagnosticado pelo o
correto procedimento do analista;
o O comportamento do sistema de producdo de WFI, mostrado ao longo de

trinta dias consecutivos, que pode ser variavel a cada dia.
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Outros fatores tais como, a temperatura, a contaminacao atmosférica e a calibracao
diaria do equipamento ndo foram determinantes para esse método como se
suspeitava. A temperatura, embora influencie diretamente na condutividade, é
corrigida automaticamente pelo equipamento no ato de sua leitura. Ndo havendo
opcao de medida de condutividade sem a correcdao da mesma, portanto nao foi fator
gue contribuisse para a estimativa de incerteza do método. A contaminacgao
atmosférica da amostra ndo teve relevancia para essa medicdo, pois para a
amostragem correta a contaminacdo nao € significativa, conforme provado
experimentalmente no teste de estabilidade de WFI. Quanto a calibracdo do
equipamento, ela é realizada diariamente permitindo a correcdo do mesmo atraves
de artificio mecéanico do sistema de medida, antes da leitura das amostras e na
leitura de conferéncia do padrdo de condutividade como recomendado pelo

fabricante, através do drift de calibracao.

4.2.4- Parametros de Validacéo

4.2.4.1 - Especificidade

Foram avaliadas as possiveis interferéncias na analise, tais como a exposi¢do das
amostras ao longo de um periodo determinado e queda de temperatura, conferindo
assim sua estabilidade da agua em questdo, jA& que nado existe padrdo de

condutividade com mesma matriz e faixa de especificacao.

4.2.4.2 - Precisao

1. Reprodutibilidade

Esta & a comparacdo da variabilidade em condi¢cdes diferentes, analistas e dias
diferenciados, considerando a variabilidade do sistema de producdo de WFI. Pela

analise dos desvios padrdo relativos dos trés analistas em dias diferentes e pelos
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dados do comportamento da agua estudados, o método demonstra precisdo entre
analistas, através da Reprodutibilidade. Para fins de estudo e de célculos de

incerteza, sera utilizado o desvio padrédo ponderado.

Tabela 27 - Relagdo desvio padrao x analista - Méto do Il

Analista Desvio padrao relativo (%

1,70

3,98
0,32

Ao verificar, conforme Horwitz, que a precisdo decresce quando a
concentracdo decresce, ou seja, quanto menor a concentragdo pior € a precisao, é
importante que a coleta da amostra seja adequada e homogénea. Mesmo com
diferencas significativas entre os analistas, segundo critérios ja expostos, de acordo

com a tabela 27, existe precisédo entre eles caracterizada pela Reprodutibilidade.

Com a ilustracdo 26 é possivel visualizar a variabilidade dos dados dos
diferentes analistas, com os desvios médios de cada um nas determinagdes.
Observou-se que o analista 3 obteve valor médio de andlise inferior ao valor médio
global entre os dados dos trés analistas. Os analistas 1 e 2 obtiveram

comportamento semelhantes.
Na ilustracdo 27, grafico de caixas, estdo apresentados além da

variabilidade dos trés analistas, a amplitude dos dados gerados por cada um deles e
a mediana. Foi notoria a pequena variabilidade dos dados obtidos pelo analista 3.
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4.2.4.3 - Robustez

Com a avaliagéo dos resultados de condutividade e estabilidade das amostras e da
analise, foi possivel concluir que o método é robusto para essa finalidade, conforme
USP 27.

4.2.5 - Diagrama de Causa e Efeito do Método tipo | Il

No diagrama de causa e efeito do método categoria tipo lll, ilustracdo 28, foram
consideradas as fontes de incerteza provenientes de resultados de repetitividade dos
dados e a qualificacdo do condutivimetro, cujo certificado de calibracdo do fornecedor
encontra-se no anexo C;. Todos estes parametros contribuiram com a variabilidade
rotineira do Laboratério. Estas variaveis aceitas como dados de entrada foram
avaliadas ao longo do trabalho e discutidas de acordo com seus resultados,

especificagdes e referencias bibliograficas.

Diagrama de Causa e Efeito do Metodo 11

Drenagem Correcio
Contaminacao
_aér_ea% -
Calibracao condulmdade

o / Procedimentos ag

de resultados

llustracédo 28: Diagrama de Ishikawa do método IlI
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4.2.6 - Estimativas de Incerteza

calculos da estimativa de incerteza padrdo para o Método tipo Ill, seguida de

observacdes referentes a cada uma das grandezas.

Com a finalidade de entendimento dos dados da tabela 28, as seguintes consideracdes

A tabela 28, apresenta as grandezas de entrada e valores necessérios para 0s

Tabela 28 - Incerteza padréo do Método tipo Ill.

Fontes de
Incerteza

1)
Comportamento
da Amostra

Tipo de
Incerteza

Distribuicdo
de
Probabilidade

Normal

V30

Incerteza
Padrao
Relativa

2)
Estabilidade da
Amostra com a
temperatura

Normal

V12

3)
Reprodutibilidade

4)
Calibracéo do
Condutivimetro

Normal
K=2

5)
Resolucao do
Display

fizeram-se necessarias:

1. O comportamento da amostra ao longo de trinta dias, demonstrou a estabilidade

2.

3.

do sistema de producdo de WFI, considerado-se o valor de desvio-padrdo como
contribuicdo da incerteza tipo A.
A estabilidade da amostra com a temperatura, através da carta de controle

Retangular

V3

verificou-se o comportamento das réplicas com o decréscimo de temperatura.

Através dos dados de Reprodutibilidade, obtidos pelo calculo do desvio-padrédo

ponderado, estimou-se a contribuicdo para a incerteza padrao.



< :\/SfX(n—1)+ Sx(n-1)+ 832><(n—1)
C n*n,+n,-3

_ \/ 0,0000% (6 1)+ 0,00054x (6 —1) + 0,000003« (6 — 1)
6+6+6-3

= 0,013 puS/cm

4. Os dados obtidos da qualificacdo do equipamento — foi utilizado o certificado do
padréo para a calibragcédo, expresso em puS/cm .

5. A qualificacdo da performance do condutivimetro - utilizou-se os dados
fornecidos pelo representante. Os dados de entrada sdo provenientes de testes
de resposta elétrica do display do equipamento (cover closed - cover open), cuja

resisténcia foi expressa em + Q transformada para uS/cm, atraves da férmula S

:é. O dado do somatdrio do relatério de qualificacdo € igual a £ 0,08 uS/cm .

4.2.6.1 - Célculo da Incerteza Padrdao Combinada do  Método tipo il

Para efeito de calculo ndo foram utilizados os dados de estabilidade da
amostra, item 2, pois assumiu-se que a contribuicdo tivesse sido considerada atraves
dos dados do comportamento da amostra ao longo de trinta dias, pois essa contribuicdo
apresentou o pior desvio padrdo (maior valor de dispersdo). Com os dados da tabela

28, foi possivel fazer o somatério pela formula de Kragten.

u(y)= /(0,0095% + (0,013 )+ (000507 + (0,00467 = 0,032 = 0,03 uS/cm
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4.2.6.2 - Estimativa de Incerteza Expandida do méto do tipo Il

Incerteza padrdo combinada x k (para 95% de confianca)

U=0,03x2= 0,06 uS/cm.

Calculando um valor médio de condutividade, jA& que ndo dispomos de padrdo de
condutividade como um valor nominal, de todas as etapas igual a 0,548 uS/cm,
correspondente a incerteza de + 0,06 uS/cm. A especificacdo aceita de condutividade

para agua do tipo WFI é menor que 1,3 uS/cm.

4.7- Diagrama de Causa e Efeito “refinado” do métod o tipo Il

De acordo com os dados acima, calculos das estimativas de incerteza padrédo
combinada e expandida, foi possivel concluir que o gréfico de causa e efeito deveria ser
alterado para as reais condi¢cdes comprovadas experimentalmente, como demonstrada

na ilustracao 29.

Diagrama de Causa e Efeto do Metodo tipo 1

Estabilidade
do Sistema

( Comportamento
da Amostra)

(;;’ziiéggfz%//ﬁPRODUTlBlLIDADE ‘ / conduuv'dade

llustragdo 29 - Diagrama de Causa e Efeito refinado  do Método tipo Il
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Todas as variaveis representadas no Diagrama de Ishikawa refinado, foram as

gue realmente contribuiram no processo de estimativas de incerteza do método tipo lll.

4.8 - ContribuicOes para a Incerteza Padrdo Combina da do Método tipo IlI

Fontes de
Incerteza

Contribuic&o para a Incerteza do
Método tipo IlI
&
&
060;&'\“'
\0& 06\)
O P
Q_Q O ...
& O
6?0 A ‘ ‘
> &b' ’b'é
& o F o 5% 10%  15%
¢ ({\e‘\ \4;\0\ x
& @6 Incerteza Padréo
O K Relativa (%)
QO
S <&

llustracdo 30 - Relacdo de variaveis que contribuir  am para a Estimativa de Incerteza Padrédo

Combinada do Método tipo I

Conforme a ilustracdo 30, gréafico de Pareto, foi possivel concluir que as fontes

gue mais contribuiram para a Incerteza Padrdo Combinada do Método tipo lll, e que

mais influenciaram na estimativa da incerteza, em ordem decrescente, foram: a

Reprodutibilidade do Método, o comportamento da amostra, a calibracdo do

condutivimetro e a resolugéo do display do equipamento.
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5 - Conclusao

Com os resultados obtidos ao longo deste trabalho foi possivel mostrar que as
metodologias utilizadas no LAFIQ para as determinacfes do teor de PRRP em vacinas
e a condutividade em amostras de agua produzidas para injetaveis sdo adequadas ao
propésito conforme mostrado pelos parametros de validacdo estudados - precisao,

repetitividade e reprodutibilidade obtida em diversos dias por analistas diferentes.

Como ferramentas de controle visando o melhoramento continuo dos
resultados gerados no laboratério de controle de qualidade tém-se o uso continuo do
diagrama de Ishikawa para outros métodos que propiciardo o melhor entendimento das
metodologias analiticas utilizadas; a implementagéo de cartas de controle para avaliar a
performance dos analistas e dos métodos; aplicacdo de testes estatisticos que
permitam comparar os resultados obtidos com aqueles esperados e por fim as
estimativas de incertezas de medicdo, que mostram 0s parametros que podem

influenciar no resultado analitico.

Através das cartas de controle construidas com os dados gerados por diversos
analistas em dias diferentes vem sendo possivel avaliar rotineiramente se o processo (a

analise) esta fora de controle e identificar as possiveis causas desta situacao.

Através do célculo das incertezas de medicdo dos dois métodos estudados
pode-se identificar os parametros que mais contribuem para a estimativa de incerteza
dos resultados finais. Para o método tipo |, determinacdo do conteudo de
polissacarideo em vacina contra a Hib, usando cromatografia de troca idnica com
deteccao eletroquimica, demonstrando que os parametros que mais contribuiram para
o valor da incerteza foram: a reprodutibilidade do método, seguida da concentracdo das
solugdes de trabalho, a contribuicdo do volume, da pureza do padréo, e por ultimo as
incertezas provenientes de massa. O resultado encontrado para a incerteza padréo
combinada foi de 15 + 0,50 pg / mL e a incerteza padrao expandida 15 + 1,00 pg / mL.
Para o método tipo lll, medida da condutividade em &gua para injetaveis, as variaveis

que influenciaram para a estimativa da incerteza do método foram aquelas provenientes
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da reprodutibilidade do método, o comportamento da amostra, a qualificacdo e
resolucdo do equipamento. Os valores para as incertezas padrdo combinada e
expandida foram considerados em relacdo a média das medi¢cbes de condutividade em
estudo igual a 0,548 pS / cm.Entdo podemos considerar os valores das incertezas
padrdao combinada encontrada igual a 0,548 £ 0,03 uS / cm e 0,548 + 0,06 uS / cm,

para a incerteza padrao expandida, para o nivel de confian¢a de 95%.

Como avaliacao critica, muitos autores discutem a verdadeira necessidade de
expressar as incertezas das medi¢Oes, considerando o tempo e custo gastos em
estudos para calcular este valor. Entretanto as normas de qualidade sejam da area da
guimica analitica ou das normalizacdes técnicas, fazem recomendacdes dessa
estimativa devido aos beneficios que ela pode proporcionar. No entanto, &€ necessario o
consenso para o calculo e a expressdo da incerteza, a fim de facilitar a interpretacdo
apropriada dos resultados em andlises quimicas. A estimativa deste valor para um
meétodo analitico & fundamental para expressar adequadamente os resultados finais
pois o valor da incerteza que “cerca” o resultado € importante para a aceitacdo de um

produto e a garantia da execucao da analise quimica com qualidade.

Em trabalhos futuros pretende-se implementar as ferramentas aqui
desenvolvidas e estudadas como recursos para a melhoria na expresséo de todos os
resultados analiticos do laboratério de Controle Fisico-quimico garantindo assim a

gualidade do trabalho dos analistas e a confiabilidade do Laboratério.

Como disse Chambers e Wheeler, 1992 “ se o gerenciamento sinaliza que

atingir as especificaces é satisfatorio, o resultado invariavelmente sera a falha” .
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6- Anexos

ANEXO A

Pop relacionados aos métodos tipo | e tipo Ill.

A; _Determinacao do conteudo de polissacarideo na vacina contra a Hib, por HPLC.

A, — Determinacao colorimétrica do contetdo de polissacarideo na vacina Hib, PSTT e

contetido de ribose no PRRP.

A3z — Monitoramento dos sistemas de purificacdo de agua.

A, - Andlise fisico-quimica de guas purificadas.
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ANEXO B

Cromatogramas obtidos pelos trés analistas do método tipo I.

B: - Cromatograma dos pontos da primeira curva de calibracao.
B, - Cromatograma de amostras obtidos pelo analista 1.

B3 - Cromatogramas de amostras obtidos pelo analista 2.

B, — Cromatogramas dos pontos da segunda curva de calibracéo.

Bs — Cromatogramas de amostras obtidos pelo analista 3.
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ANEXO C

Certificados de calibracéo e validacao.

C; —Primeiro relatorio de validagcdo do método tipo |.

C, — Certificado de anélise de amostra referéncia utilizada no método tipo I.

Cs — Documentacgéo de qualificacdo do equipamento, HPLC, utilizado no método tipo I.
C, — Certificados de calibracéo de pipetas automaticas utilizadas no método tipo I.

Cs — Certificados de calibracéo de baldes volumétricos utilizados no método tipo I.

Ce — Certificado de calibracdo da balanca utilizada no método tipo I.

C; — Documentacéao de qualificacdo do equipamento, condutivimetro, utilizado no

método tipo Ill.
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ANEXO D

Tabelas Estatisticas.

D; —t* Student”.
D, — F * Snedecor”.
D; — Fator de abrangéncia.

D4 — NUumero de graus de liberdade.

Ds - Fatores para construgcéo das vaiaveis das Cartas de Controle.
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