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RESUMO

A glicose, a frutose e o manitol sédo carboidratos que, nas solu¢des anticoagulantes
e preservadoras, possuem grande importancia na manutencdo da viabilidade do
sangue coletado. A determinagcdo quantitativa destas substancias deve se
apresentar segura e eficaz devido sua elevada criticidade no controle da qualidade
das bolsas de sangue. Esta, classificada como produto para saude de risco Il
segundo o Ministério da Saude, possui regulamentacdo especifica utilizada pelo
Instituto Nacional de Controle da Qualidade em Saude nas analises de controle e
prévias ao registro. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi otimizar e validar o
método de determinacdo do teor de glicose e frutose monoidratadas e manitol em
solucbes anticoagulantes e preservadoras de bolsas de sangue por cromatografia
liguida de alta eficiéncia utilizando detecc¢éo por indice de refracdo sendo, para tal,
divido em trés etapas. Ap6s a selecdo das amostras de trabalho baseada na
avaliacao retrospectiva das amostras analisadas pelo INCQS entre 2006 e 2010 e 0
banco de dados da Anvisa, foi realizado o planejamento da validacdo analitica,
compreendendo a otimizacdo do método. Esta avaliou o fluxo de fase movel e a
temperatura do forno permitindo a reducdo do tempo de andlise e o custo
operacional com eficiéncia de separacdo comprovada pelos parametros de
adequacdo do sistema cromatografico. A validacdo analitica, terceira etapa do
estudo, foi realizada através de padrdo analitico secundario qualificado e os
parametros avaliados foram recomendados pela Anvisa, na Resolucdo n° 899 de
2003, e pelo Inmetro, no manual orientativo DOQ-CGCRE-008 de 2010. Nesta
etapa, a seletividade, a linearidade, os limites de deteccdo e quantificacdo, a
precisdo, a exatiddo e a robustez apresentaram resultados satisfatorios que

comprovaram a confiabilidade do método.

Palavras-chave: Carboidratos. Bolsa de sangue. Vigilancia Sanitaria. Validacéo

Analitica.



ABSTRACT

Dextrose, fructose and mannitol are the carbohydrates, that the solutions
anticoagulants and conservationists have great importance in maintaining the viability
of the blood collected. The quantification of these components should provide safe
and effective due to its high critical quality control of blood bags. This is classified as
a health risk to Il according to the Ministry of Health has specific rules used by the
National Institute of Quality Control in Health in the analysis prior to the registration
and control of this product. In this context, the objective of this study was to optimize
and validate the method of determination of glucose and fructose and mannitol
solutions monoidratadas anticoagulants and preservers of blood bags by high
performance liquid chromatography using detection by refractive index and to this
end divided into three steps. After the selection of work samples based on
retrospective evaluation of the samples analyzed by INCQS between 2006 and 2010
and the database of ANVISA was performed analytical validation of planning,
including the optimization of the method. This assessed the flow of mobile phase and
the temperature of the oven allowing the reduction of analysis time and operating
costs and separation efficiency demonstrated by the parameters of adequacy of the
chromatographic system. The analytical validation, the third stage of the study was
performed using standard analytical qualified secondary and secondary parameters
evaluated were recommended by Anvisa, in Resolution No. 899/2003, and Inmetro,
the guide CGCRE DOQ-008-2010. In this step, selectivity, linearity, limits of detection
and quantification, precision, accuracy and robustness had satisfactory results that

proved the confiability of the method.

Keywords: Carbohydrate. Blood bag. Health Surveillance. Analytical validation.
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1 - INTRODUCAO

“ A saude é direito de todos e dever do estado, garantido
mediante politicas sociais e econémicas que visem a reducao
do risco de doenca e de outros agravos e ao acesso
universal e igualitario as acdes e servicos para sua

promocao, protecao e recuperacao (BRASIL, 1988).”

A Constituicdo Federal do Brasil de 1988 em seu artigo n® 196 reconhece a
saude como direito fundamental do ser humano estando vinculada as politicas
sociais e econdmicas nesta finalidade.

Neste contexto o sistema de vigilancia sanitaria surge fundamentado em
valores orientados pelo direito social a saude. Conceitualmente, a vigilancia sanitaria
€ entendida como um conjunto de acbes legais, técnicas, informativas e
fiscalizadoras que exercem o controle sanitario de atividades e servi¢os visando a
promocao e a protecdo da saude da populacdo (BRASIL, 1990).

A disponibilidade de insumos e produtos de saude que cumpram requisitos de
garantia de qualidade e reduzam os riscos a salude e ao meio ambiente s&o
asseguradas pelas ac¢des de vigilancia sanitaria (BRASIL, 1990).

Entre suas atividades, temos o registro de produtos, a inspecdo sanitaria e
certificacdo (quando se aplica), a fiscalizacdo e a vigilancia a eventos adversos e
queixas técnicas.

Além disso, a vigilancia sanitaria, através da vigilancia pds-comercializacao
(Vigipdés), deve apresentar-se sensivel para detectar precocemente problemas
relacionados a produtos e tecnologias para originar as medidas pertinentes a
reducdo e interrupcdo do risco envolvido, como no caso da bolsa de sangue
(BRASIL, 2010).

Este produto, de elevada criticidade, apresenta uma regulamentacao
especifica para o gerenciamento dos riscos sanitarios envolvidos de modo a
disponibilizar um produto com qualidade comprovada a populacgéo.

Neste objetivo estd um dos grandes desafios da vigilancia sanitaria, a
observacéo e a avaliagao do risco exemplificado nas situa¢des descritas nas figuras
01, 02 e 03 e que desencadearam acdes de precaucdo e prevencédo assumidas

como prioridades pelo sistema de saude (BRASIL, 2010).



Figura 01 - Notificacdo de interdigdo cautelar de bolsa de sangue por

desvio de qualidade.

Anvisa determinou a interdigdo cautelar, em todo o pais, do lote n® E05B113 do produto Bolsa de
Sangue Tripla CPDA 1, com data de validade até 11/8/2007, fabricado pela empresa Baxter
Hospitalar Ltda., de Sdo Paulo (SP). O produto apresentou resultado insatisfatério no ensaio de
aspecto, segundo laudo emitido pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS).

Fonte: Anvisa Data: 05/06/2006

(Adaptado de ANVISA, 2010d)

Figura 02 - Notificacdo de desvio de qualidade em bolsa de sangue

caracterizado por vazamento de solugéo anticoagulante.

Alertas de Tecnovigilancia
ALERTA 964

Produto: BOLSA DUPLA CPDA-1 com coletor de amostra - (Registro Anvisa: 10154450076) - Lote
afetado: 71CD15AA; BOLSA TRIPLA CPDA-1, plaquetas 5 dias, com coletor de amostras -
(Registro Anvisa: 10154450085) - Lotes afetados: 71CD14AB, 71CD14AC, 71CD14AD,
71CD17AB, 71CD17AC, 71CD17AD, 71CD17AE, 71CD17AF, 71CD18AA; BOLSA
QUADRUPLA CPDA-1, plaquetas 5 dias, com coletor de amostra - (Registro Anvisa:
10154450085) - Lote afetado: 71CD17AA; BOLSA TRIPLA CPD/SAG-M, plaquetas 5 dias,
com coletor de amostras - (Registro Anvisa: 10154450072) - Lotes afetados: 71CD16AA,
71CD16AB, 71CD16AC, 71CD16AD, 71CD16AE, 71CD16AF

Problema:Perfuracdo na parede das bolsas de sangue com consequente extravasamento de
anticoagulante ou material bioldgico.

Acdo:  Recomenda-se aos usuarios as seguintes acdes: (1) Verifique no estoque a existéncia de
produtos sob risco, citados no campo Descricdo do produto deste alerta; (2) Segregue e
identifique os produtos sob risco localizados; (3) Faca contato com o fornecedor/detentor do
registro do produto. De acordo com informagdes do detentor do registro do produto, ja foi
iniciada a retirada de mercado dos lotes afetados do produto por meio de Carta de
Comunicacao aos clientes

Data da Ocorréncia: 06/07/2009

(Adaptado de ANVISA, 2009)

Figura 03 - Informativo de inutilizacdo de bolsa de sangue por falha na

estocagem.

Brasil inutiliza 260 mil bolsas de sangue por falha em estocagem
Publicidade da Folha de S.Paulo, em Brasilia

O Brasil inutilizou parcialmente 260 mil bolsas de sangue armazenadas em hemocentros em S&o
Paulo e Minas Gerais. Auditoria concluida em julho pela empresa francesa LFB, contratada pelo
Ministério da Salde para processar o plasma do sangue recolhido, apontou que ndo foi feita
verificacdo adequada da temperatura do material, além de falhas na limpeza, poeira e fungos.

(Adaptado de FOLHA ON LINE, 2010)
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1.1 - SISTEMA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA

1.1.1 - Histérico da vigilancia sanitaria

A Vigilancia Sanitaria apresenta sua estrutura como resultado de um longo
processo politico, administrativo e econdmico. Consiste na observacao continua da
distribuicdo e tendéncia de doencas mediante a coleta sistemética e a avaliacao de
dados de morbidade e mortalidade além da disseminacdo dessas informacdes
(BUENO, 2005).

Historicamente, a vigilancia sanitaria procura reconstruir sua identidade
devido ao rapido desenvolvimento e incorporacao de tecnologias no setor da saude
privilegiando a¢des de cura ao longo dos anos (OMS, 2010).

O reconhecimento social da importancia das a¢des sanitarias na solucdo de
problemas utilizando as leis como instrumento repressor na imposi¢cdo de medidas
de controle sempre foi verificado e sua intensificacdo se deu com o avanco das
forcas produtivas e o incremento da funcdo regulatéria, que acompanhou a
ampliacdo da producéo de bens e servicos de interesse da salde (COSTA, 2003).

A Idade Média registrou um periodo de mudanca de pensamento pelo
surgimento de preocupacfes com o estado de saude das populacdes, uma vez que
a doutrina mercantilista via a populagdo como o recurso para garantir o aumento de
poder e riqueza nacional. Nesse contexto, surgiu 0 conceito de politica nacional de
saude, sendo chamado primeiramente de politica médica de um Estado (COSTA &
ROZENFELD, 2010).

No entanto, alguns historiadores destacam como marco historico da vigilancia
sanitaria o conceito de salubridade surgido no século XVIII na Franga, pois este
desencadeou as acdes sanitarias que foram estruturadas por politicas-cientificas
estabelecidas no século XX pela criacdo de érgados nacionais de controle (COSTA
& ROZENFELD, 2010).

No Brasil, 0 marco inicial consistiu no ato da abertura dos portos por D. Jo&o
VI registrado na data de 28 de janeiro de 1808 em Salvador (BA), capital brasileira
da época. As primeiras ac¢des sanitarias consistiram ndo apenas no controle do
porto, mas também no controle sanitario dos passageiros que aqui desembarcavam
(BUENO, 2005).
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Durante o império, pequenos avancos foram registrados e apenas com a
proclamacdo da Republica os servigcos basicos de saude publica evoluiram pela
organizacdo administrativa sanitaria e pela constituicdo do 6rgdo de Vigilancia
Sanitaria nas Unidades da Federacdo onde a Unido era responsavel pelos estudos e
acOes de carater sanitario (COSTA & ROZENFELD, 2010).

Os avanc¢os nos campos bacterioldgico e terapéutico do final do século XIX e
inicio do século XX promoveram a reestruturacdo da vigilancia sanitaria
principalmente durante a | e Il grandes guerras (ANVISA, 2010b). Um dos
importantes destaques deste periodo refere-se ao sanitarista Oswaldo Cruz que,
pelo controle do agente etiolégico dos vetores, e apesar de todas as criticas de
opinido publica e do incidente da Revolta da Vacina em 1904, implementou um novo
Regulamento dos Servigos Sanitarios da Unido e a elaboracdo do Codigo Sanitario
(COSTA & ROZENFELD, 2010).

Com o crescimento econdmico acelerado, as atribuicdes da vigilancia
sanitaria foram ampliadas de forma a acompanharem a construcdo da base
produtiva do pais (ANVISA, 2010b). Alguns dos progressos documentados foram:

e Criacdo do Departamento Nacional de Saude Publica (DNSP) em 1920;

e Criacdo do Servico Nacional de Fiscalizagdo de Medicamentos (SNFM),
Instituto Oswaldo Cruz, comissdo de revisdo da Farmacopéia, comissao de
biofarméacia e a primeira Conferéncia Nacional de Saude na era Vargas em
1930;

e Criacdo de normas de controle de produtos, disposi¢cdes sobre psicotrépicos e
entorpecentes em 1946;

e Segunda Conferéncia Nacional de Saude e obrigatoriedade de fiscalizacédo
prévia de produtos de origem animal em 1950;

e Regulamentacdo da obrigatoriedade da iodacdo do sal de cozinha e
transformacdo do Departamento Nacional de Saude Publica (DNSP) em
Ministério da Saude (MS) em 1953;

e Realizagéo da terceira Conferéncia Nacional de Saude em 1963;

e Ampliagdo do campo de atuacdo da vigilancia sanitaria sendo incorporado o

controle de produtos e servigos de interesse sanitario em1964;
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e Incremento nas acdes preventivas de portos e fronteiras e controle de
medicamentos, alimentos e drogas pela Reforma Administrativa Federal de

1967,

e Criacdo da Secretaria de Saude Publica em 1970; e
e Criacdo da Central de Medicamentos (CEME) em 1971 (COSTA &

ROZENFELD, 2010).

No entanto, a consagracao da vigilancia sanitaria ocorreu com a Lei n° 6.360
de 1976, chamada Lei de Vigilancia Sanitaria, regulamentada pelo decreto n°® 79.094
de 1977 e alterada posteriormente pelo decreto n° 3.961 de 2001 onde surgiu o
Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria. No ano seguinte, a Lei n° 6.437 de 1977
disp6s sobre infracbes a legislacdo sanitaria federal e estabeleceu as devidas
sancodes. Este periodo propiciou uma reforma administrativa com ampla repercusséo
na area de vigilancia sanitaria marcada pela reestruturacdo do Ministério da Saude
(BRASIL, 1976; BRASIL, 1977a; BRASIL, 1977b; BRASIL, 2001a; BUENO, 2005).

A década de 80 foi fundamental para as mudancas ocorridas na saude publica
brasileira. O desenvolvimento da consciéncia democratica contribuiu para
questionamentos em relacdo as acdes do Estado concretizadas na Constituicdo
Federal do Brasil de 1988 que reconheceu a salde como direito de todos e dever do
Estado e determinou os principios basicos e fundamentos que orientam, ainda hoje,
as acoes de vigilancia sanitaria (BRASIL, 1988; COSTA & ROZENFELD, 2010).

A década de 90 apresentou grandes conquistas de impacto sanitario. A Lei
Organica da Saude n° 8.080 de 1990 influenciou diretamente sobre o Sistema Unico
de Saude (SUS) criado em 1988 e redefiniu a atuacdo da vigilancia sanitaria
(COSTA & ROZENFELD, 2010). Além disso, o Cdédigo de Defesa do Consumidor
contribuiu para a reforma atribuindo responsabilidade aos produtores pela qualidade
dos produtos e servigos fornecidos a populacdo (BUENO, 2005).

Entretanto ainda no decorrer da década de 90, as falhas do sistema de
vigilancia sanitaria geraram diversas criticas e a auséncia de qualidade e
confiabilidade na inddstria farmacéutica resultaram na necessidade de
reestruturacdo do Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria. Para esta finalidade foi
criada a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) pela Lei n°® 9782 de 1999
definindo o Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS) que ainda apresenta-
se em vigor (BRASIL, 1999a; BUENO, 2005).
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1.1.2 - O Sistema Nacional de Vigilancia Sanitdria e a importancia do controle

sanitario

O Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria em vigor compreende o0s
componentes das trés esferas de governo — federal, estadual e municipal. Na esfera
federal atua a Anvisa estando submetida ao poder de tutela do Ministério da Saude.
Na esfera estadual predomina a forma organizacional de administracdo direta
dependente dos niveis centrais das Secretarias Estaduais de Saude. Na esfera
municipal atuam organizacdes diversificadas com limitacdes sobre concepgdes e
percepcao da importancia das agfes sanitarias (COSTA, 2003).

Embora as trés esferas apresentem competéncias distintas e definidas no
Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria, a Anvisa € hoje a instituicdo federal
responsavel pela Vigilancia Sanitaria no Brasil promovendo a gestdo dos servicos a
nivel federal, coordenando as ac¢des de fiscalizacao e fornecendo apoio técnico para
as vigilancias estaduais e municipais no desenvolvimento um trabalho conjunto
(COSTA & ROZENFELD, 2010).

A Anvisa é definida como uma autarquia sob regime especial, ou seja, uma
agéncia reguladora caracterizada pela independéncia administrativa, estabilidade de
seus dirigentes durante o periodo de mandato e autonomia financeira. Apresenta
como finalidade promover a protecdo da saude da populacdo por intermédio do
controle sanitario da producdo e da comercializacdo de produtos e servicos
submetidos a vigilancia sanitéria, inclusive dos ambientes, dos processos, dos
insumos e das tecnologias a eles relacionados, sendo também responsavel pelo
controle de portos, aeroportos e fronteiras (ANVISA, 2010a).

Os laboratérios oficiais: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude (INCQS) e Laboratérios Centrais de Saude Publica dos estados (LACEN)
também fazem parte do Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria contribuindo com
avaliacdes analiticas que fornecem subsidios as acdes sanitarias da Anvisa e das
visas estaduais e municipais (COSTA, 2003).

A natureza dessas acOes €& eminentemente preventiva promovendo a
protecdo, recuperacao e reabilitacdo da saude, além de atuar na identificacdo de
fatores de riscos e danos a saude e seus determinantes associados (COSTA, 2003).
Neste contexto, o sistema de vigilancia sanitaria compreende entre outros 0s

medicamentos, insumos farmacéuticos, drogas, correlatos, cosméticos, produtos de


http://www.anvisa.gov.br/

29

higiene e saneantes estabelecendo normas que visam a obtencdo de produtos com
qualidade e a reducao do risco sanitario a populacdo (BRASIL, 1976).

1.1.3 - Aseguranca sanitéria da bolsa de sangue

As bolsas de sangue sdo produtos submetidos ao sistema de vigilancia e
encontram-se na classe de produtos que inicialmente era denominada de correlatos,
e atualmente designada como produtos para a saude (ANVISA, 2010e).
Conceitualmente os produtos para a saude englobam todos aqueles que ndo se
enquadram nas definicbes de insumo farmacéutico, medicamento ou droga
(BRASIL, 1976).

De acordo com a RDC n° 185 de 2001, o produto bolsa de sangue esta
classificado devido a sua complexidade técnica como um produto de risco |,
estando sob controle direto do Ministério da Saude e sendo, em grande parte,
importado e com pequena participacdo da indastria nacional (BRASIL, 2001b;
ANVISA, 2010e).

Para a obtencéo do registro de bolsas de sangue na Anvisa, estas devem
obrigatoriamente, apresentar conformidade com a legislacdo vigente comprovada
através da andlise prévia em laudos técnicos emitidos pelo Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude que atua como laboratério de referéncia nacional
para o controle da qualidade de produtos e servi¢os vinculados a vigilancia sanitaria
(BRASIL, 2010).

Para esta atividade, os departamentos de Farmacologia e Toxicologia (DFT),
Microbiologia (DM) e Quimica (DQ) realizam além das analises prévias, analises
fiscais e analises de orientacdo técnica na avaliacdo da qualidade e seguranca
sanitaria do produto (INCQS, 2010a).
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1.2 - BOLSA DE SANGUE

1.2.1 - Identificacdo do produto

Conceitualmente, as bolsas de sangue consistem em bolsas plésticas
estéreis, completas com tubo de coleta, tubos de saida e agulha para coleta,
armazenamento, processamento, transporte, separacao e administracdo de sangue
e suas substancias. Podem apresentar solugdes anticoagulantes e solugbes
preservadoras, tubos de transferéncia e recipientes associados denominados de
bolsas satélites, dependendo da aplicacdo (ABNT, 2003). A figura 04 apresenta uma
fotografia da bolsa de sangue.

As bolsas de sangue sao utilizadas para coleta e armazenamento do sangue,
devem manter a qualidade do sangue e seus componentes, permitir a coleta, o
armazenamento, o fracionamento e a transfusdo de sangue eficiente e segura,
possibilitando compatibilidade funcional com os equipos para transfusdo de sangue

e fornecendo resisténcia a ruptura e deterioracdo (ABNT, 2003).

Figura 04 — Fotografia da bolsa de sangue multipla.

Como caracteristicas gerais deve apresentar-se de forma transparente,
incolor, flexivel, estéril, apirogénica, isenta de toxicidade, resistente e compativel

com o contetudo sob condi¢cdes normais de estocagem. Deve possuir estabilidade
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biolégica, quimica e fisica em relacdo ao seu conteldo durante o periodo de
validade, ndo permitindo a entrada de micro-organismos nem a liberacdo de
qualquer substancia acima dos limites especificados para a solugdo anticoagulante e
preservadora, sangue ou componentes (BRASIL,1998).

As bolsas podem apresentar-se como simples (Unica bolsa) ou conter bolsas
multiplas (bolsas satélites), interligadas por tubos plasticos (BRASIL, 2010). Quanto
a presenca de solucdo anticoagulante e solucdo preservadora, podem ser
classificadas pelo tipo de solucdo que apresentam e na auséncia de solucao séo
chamadas de bolsas secas.

Existem quatro tipos de solugbes anticoagulantes e dois tipos de solucdes
preservadoras que diferem entre si quanto a sua composicdo, permitindo variacoes
no tempo maximo de conservacdo do sangue. Por esta razdo, a solucdo consiste
numa caracteristica importante da bolsa de sangue. Na tabela 01 estdo descritos os
tipos de solugbes anticoagulantes e solugdes preservadoras que existem, a variagdo
de composicao e o tempo de armazenamento maximo permitido. Cabe ressaltar que
as solucdes anticoagulantes ACD-A e ACD-B e as solucdes preservadoras SAG-M1
e SAG-M2, respectivamente, apresentam as mesmas substancias que variam em
teores (concentragbes) e por isso, na tabela constam apenas como um tipo de

solucéo.
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Tabela 01 - Composicao e tempo de armazenamento maximo permitido pelos tipos

de solugbes anticoagulantes e solucdes preservadoras.

Tipo de Substancia Tempo de

Solucgéao armazenamento

Acido citrico anidro
Solucédo ACD Citrato de sodio diidratado até 21 dias

Glicose monoidratada

Citrato de sodio diidratado
Acido citrico anidro
Solucédo CPD Fosfato diacido de sédio monoidratado até 21 dias
Glicose monoidratada
Sadio

Citrato de so6dio diidratado

Acido citrico anidro
. Fosfato diacido de s6dio monoidratado ] _
Solugcéo CPDA _ _ até 35 dias
Glicose monoidratada
Adenina

Saodio

Adenina
Glicose monoidratada )
Solugéo SAG-M . até 42 dias
Manitol

Saodio

(Fonte: Adaptado de BRASIL,1998)

Muitos estudos foram realizados quanto a questdo do armazenamento do
sangue e seus componentes. De acordo com a Farmacopéia Americana, 0 sangue e
seus componentes podem ser utilizados logo apds a coleta ou até o tempo maximo
de armazenamento permitido pela solugcdo anticoagulante ou preservadora utilizada
quando conservada a temperatura de 1 a 6 °C (WHOLE, 2011).

A prevencdo de alteracbes nos constituintes sanguineos é permitida pelas

inUmeras reacdes bioquimicas promovidas pelas substédncias da solucéo
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anticoagulante e da solugéo preservadora e pelas condicbes de armazenamento do
sangue.

Conforme descrito por Costa Junior (2006), a embalagem da bolsa favorece a
permeabilidade do gas carbbnico produzido no consumo de glicose, reduzindo a
taxa de hemolise em relacdo as substancias da solucdo. Segundo seu estudo,
resumidamente, o citrato, o fosfato e o manitol contribuem para a estabilizacdo da
membrana celular, mantendo o controle do pH. Além disso, menciona que o citrato
atua também na anticoagulacdo e a adenina e a glicose contribuem para a
manutencdo dos niveis de adenosina trifosfato (ATP), fornecendo substrato e
atuando como fonte de energia.

A legislacdo sanitaria que descreve o controle da qualidade das bolsas de
sangue é a Portaria n°® 950 de 26 de novembro de 1998 que apresenta-se em
processo de revisdo. Esta legislacdo esta relacionada com os principais compéndios
oficiais e normas técnicas internacionais, e regulamenta as condicdes exigiveis de
qualidade (BRASIL, 1998).

1.2.2 - Controle de qualidade do produto bolsa de sangue

As analises de controle de qualidade sdo procedimentos ou ensaios
realizados para a verificacdo da conformidade do produto em relacdo as
informacdes declaradas. No Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria, as analises
contribuem para a avaliacdo da qualidade de insumos, produtos, ambientes ou
mesmo Servigos sujeitos a vigilancia sanitaria (INCQS, 2010b).

Considerando a complexidade do produto bolsa de sangue, as analises de
controle de qualidade visam a verificagdo dos parametros estabelecidos na
legislacdo vigente (aspectos gerais e especificos) através de ensaios fisicos, fisico-

guimicos e bioldgicos conforme descrito na tabela 02 (BRASIL, 1998).
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Tabela 02 - Ensaios fisicos, fisico-quimicos e biologicos preconizados pela Portaria
n°® 950 de 1998 para bolsas de sangue.

Tipo de ensaio Ensaios

Esvaziamento sob presséo, tracdo nos tubos, fixacdo de
agulha, permanéncia do rotulo, velocidade de coleta,
Ensaios transparéncia, pH, permeabilidade ao vapor d’agua,
Fisicos resisténcia e deformacdo a vazamento, alca de
suspensao, estabilidade térmica, volume de conteudo,

absorvancia

Teor de fosfato diacido de sodio, teor de glicose, frutose e

manitol, teor de citrato de sodio, teor de sddio total, teor de

Ensaios adenina, teor de &cido citrico, matéria oxidavel, teor de
Fisico-quimicos cloreto, acidez/alcalinidade, residuo por evaporacéo,
absorcao do extrato (UV), di (2- etil- hexil) ftalato extraivel,

teor de 5 - Hidroximetilfurfural, teor de aménia

Ensaios Citotoxicidade, toxicidade sistémica aguda, esterilidade,

Biologicos pirogénio / endotoxinas bacterianas, hemdlise

(Fonte: Adaptado de BRASIL, 1998)

O controle das solugdes anticoagulantes e preservadoras apresenta destaque
sendo realizado por meio de ensaios fisicos e fisico-quimicos. Os ensaios fisicos
realizados sédo determinacdo de pH e determinacdo do volume médio e os fisico-
guimicos realizados sdo na maioria ensaios de doseamento das substancias, de
contaminantes e de produtos de degradacdo resultantes do processo de
autoclavacao do produto (BRASIL, 1998).

Segundo o estudo desenvolvido por Vale (2010), a importancia das solucdes
anticoagulantes e preservadoras na manutengdo da vitalidade do sangue foi
justificada pela verificagdo de que os ensaios fisico-quimicos corresponderam a
80,5% de todas as insatisfatoriedades encontradas nas analises de controle de
qualidade do produto no periodo de 1999 a 2008.
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Nesta avaliagéo verificou-se ainda que os ensaios considerados mais criticos
foram os ensaios de determinag&o dos teores de glicose e frutose monoidratadas e
manitol, isto devido a verificacdo dos percentuais de reprovacdes encontrados em
relacdo a todos os ensaios fisico-quimicos (15,8% para o0 ensaio de determinacéo do
teor de manitol e 12,8% para o ensaio de determinacao do teor de glicose e frutose
monoidratadas). Logo, a determinagdo quantitativa desses analitos apresenta
grande relevancia ressaltando a importancia deste estudo no contexto sanitario
(VALE, 2010).

1.3 — DETERMINACAO DE GLICOSE, FRUTOSE E MANITOL

1.3.1 — Identificacdo dos analitos glicose, frutose e manitol

A glicose, também denominada de glucose e dextrose, e a frutose, também
chamada de levulose, sdo carboidratos identificados como 0s monossacarideos
mais abundantes na natureza. J& o manitol ndo se apresenta como um carboidrato
muito abundante na natureza (FERREIRA, ROCHA, SILVA, 2009; LENINGER,
2011).

A glicose, a frutose e 0 manitol apresentam propriedades fisicas semelhantes,
sdo sélidos brancos, soluveis em agua e insolUveis em solventes apolares e devido
a estrutura molecular, divergem em outras propriedades como ponto de fusédo e
desvio da luz polarizada (LEHNINGER, 2011; FRUCTOSE, 2006; GLUCOSE, 2006;
MANNITOL, 2006; FERREIRA, ROCHA, SILVA, 2009).

A glicose, a frutose e 0 manitol apresentam esqueleto carbdnico na forma néo
ramificada, aciclica e, em solucbes aquosas, a glicose e a frutose assumem
estruturas ciclicas caracteristicas da ciclizacdo de monossacarideos de 5 a 6 atomos
de carbono buscando a configuragcdo mais estavel (LEHNINGER, 2011; JUNIOR,
2008).

As estruturas moleculares aciclicas da glicose, da frutose e do manitol
apresentam-se na figura 05 e as estruturas ciclicas da glicose e da frutose nas

figuras 06 e 07 respectivamente.



Figura 05 - Estruturas aciclicas da glicose, da frutose e do manitol.
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Figura 06 - Estrutura ciclica da glicose.
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Figura 07 - Estrutura ciclica da frutose.
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A presenca do carbono assimétrico nos monossacarideos confere a
caracteristica de forma isomérica opticamente ativa indicando a formacdo de dois
grupos, isémeros D e isbmeros L, baseados na configuracdo do gliceraldeido. Em
solucdo aquosa, os derivados hemiacetais ou hemicetais* formados apresentam um
carbono assimétrico adicional que origina duas formas de estereoisdmeros
designados a e B. Neste caso, ap0s o estabelecimento do equilibrio, a glicose
apresenta aproximadamente um tergo de estruturas a e dois tergos de estrutura 3 e
apenas pequenas formas lineares. Ja a frutose, divergindo da glicose, assume como
forma mais comum a configuragédo 3 (LEHNINGER, 2011).

Nas diferentes solugcdes anticoagulantes e preservadoras, a glicose se
apresenta em niveis elevados de concentracdo em relacdo as demais substancias
devido a sua aplicabilidade. Possui como caracteristica a formacao de frutose por
isomerizacao conforme apresentado na figura 08 (FEREIRA & ROCHA, 2009).

Figura 08 - Isomerizacao da glicose para formacéao de frutose.

OH

HO
H

HO
HO

Além disso, é verificada a formacado do subproduto téxico 5-hidroximetilfurfural
devido ao efeito de elevadas temperaturas sobre a glicose e a frutose, decorrente da
etapa de autoclavacdo e do armazenamento indevido (TEMPLETON, 2003;
ANDRADE, 2009). Este subproduto apresenta, em solucfes anticoagulantes, o teor

maximo permitido correspondente a 3 ppm na solucdo ACD-B e 5 ppm para as

' Hemiacetais ou hemicetais - Derivados da formacao de estrutura ciclica pela reag&o entre alco6is e
aldeidos ou cetonas (LEHNINGER, 2011).
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demais solugbes (BRASIL, 1998). Seu monitoramento apresenta-se também
importante, pois acima dos limites estabelecidos este subproduto pode ocasionar
febre e até mesmo 6bito (ANDRADE, 2009).

O manitol apresenta-se somente em solu¢des aditivas denominadas solucfes
preservadoras SAGM sob duas variacbes. Essas solugbes apresentam-se em
bolsas satélites ligadas a bolsa principal que recebe o sangue coletado e possui a
solucéo anticoagulante CPD (COSTA JUNIOR, 2006).

A tabela 03 descreve o teor de glicose e frutose monoidratadas e manitol
preconizado pela legislacdo vigente para as solugbes anticoagulantes e

preservadoras:

Tabela 03 - Teor de glicose e frutose monoidratadas e manitol nas solucdes
anticoagulantes e preservadoras preconizado pela Portaria n® 950 de 1998.

, . Teor de glicose e frutose .
Tipo de Solucao _ Teor de manitol
monoidratadas

Solugdo ACD-A entre 23,28 a 25,73¢g ausente
Solucdo ACD-B entre 13,96 a 15,449 ausente
Solucdo CPD entre 24,22 e 26,779 ausente
Solucéo CPDA entre 30,30 e 33,509 ausente
Solucéo SAG-M1 entre 8,55 e 9,45¢g entre 4,99 e 5,51g
Solucdo SAG-M2 entre 20,90 e 23,109 entre 7,12 e 7,879

(Adaptado de BRASIL,1998)

1.3.2 — Aplicabilidade dos analitos na conservacgao dos constituintes sanguineos

Conforme j& descrito, as substancias das solugbes anticoagulante e
preservadora apresentam finalidades distintas na conservacdo das caracteristicas
dos constituintes sanguineos: plasma, heméacias (globulos vermelhos), leucocitos

(glébulos brancos) e plaguetas que, no organismo, possuem as fungoes:
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e Plasma: circulacdo de sais minerais, proteinas relacionadas com a
coagulacdo do sangue (fatores da coagulacdo) e com a defesa contra
infeccbes (imunoglobulinas), hormdnios, enzimas e as células do sangue;

e Hemacias: transporte de oxigénio do pulméao a todas as partes do organismo
e de dioxido de carbono dos tecidos para os pulmdes através da proteina
chamada hemoglobina;

e Leucdcitos: linha de defesa do organismo para combate aos microorganismos
qgue invadem o corpo; e

e Plaquetas: coagulacdo sanguinea pela interrupcdo de sangramento ap0s um
ferimento (FUNDAGCAO PRO-SANGUE HEMOCENTRO DE SAO PAULO,
2010).

Neste contexto, a glicose e a frutose atuam recuperando a viabilidade das
hemacias comprometidas na coleta e no armazenamento do sangue, fornecendo
energia e contribuindo para os niveis de adenosina trifosfato (ATP).

Segundo Lehninger (2011), a glicose consiste na principal fonte de energia
metabdlica através da via de glicolise anaerbbica, também chamada de via de
Embden-Meyerhof, e neste processo a frutose contribui através do produto obtido na
sua fosforilacdo pela hexoquinase, que consiste na enzima reguladora desta via.

A via da glicolise anaerdbica consiste num equilibrio que envolve a via das
pentoses e a via de Rapoport-Luebering. Sendo a primeira, também chamada de via
das hexoses monofosfato ou fosfogluconato produtora de NADH, importante co-fator
na reacdo da metahemoglobina redutase, e a segunda reguladora do estoque
intracelular de 2,3-difosfoglicerato (2,3 DPG). Em condi¢cdes normais, 0 consumo de
glicose é cerca de 90% pela via de glicose anaerdbica e 10% pela via das pentoses
sendo esta ultima ndo produtora ATP (DAVID, 2010; apud LEE et al, 1999). A figura
09 descreve a via de glicolise anaerdbica, do ciclo das pentoses e via de Rapoport-

Luebering.
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Figura 09 - Representacao esquematica da glicélise anaerobica, do ciclo
das pentoses e do ciclo de Luebering-Rapoport.
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A hemacia apresenta sua capacidade de transportar oxigénio relacionada
diretamente com o nivel de 2,3-difosfoglicerato (2,3 DPG) responsavel pela afinidade

da hemoglobina ao oxigénio. Este componente se liga a uma fenda na hemoglobina,
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denominada sub-unidade [, gerando a deoxihemoglobina que estabiliza a
hemoglobina e promove uma baixa afinidade pelo oxigénio (COSTA JUNIOR, 2006;
BERTOLETTI, 2009). Além desta funcéo, o 2,3-DPG inibe a via das pentoses e 0
metabolismo dos nucleotideos regulando a producdo de ATP. O desvio da via da
glicolise anaerbbica para a via de Rapoport-Luebering esta relacionado com a
regeneracao do nivel de 2,3-DPG promovida por elevac¢des no pH intracelular e pelo
efeito da hipdxia (reducéo da presséo de oxigénio) (DAVID, 2009).

A adenosina trifosfato (ATP) por sua vez € um nucleotideo importante no
controle do balanco eletrolitico da bomba de sddio e potassio, na manutencdo da
forma celular, no aumento da flexibilidade e na produgdo de energia para
regeneracao de compostos vitais a hemacia (COSTA JUNIOR, 2006). A reducédo dos
seus niveis, associada a queda do pH, promove a hemdlise das células resultando
no extravasamento de potassio para o meio (BENETTI, 2011).

Na coleta do sangue, o metabolismo das células ocasiona uma reducdo de
pH, pelo consumo de energia na metabolizacdo da glicose pela via da glicélise
anaerobica, favorecendo a degradacdo de DPG. Neste sentido, o controle da
temperatura visa evitar a degradacao acelerada admitindo a relacdo existente entre
0 pH e a temperatura (HASHIMOTO, 1997; COSTA JUNIOR, 2006).

Durante o armazenamento do sangue, as enzimas hexoquinase e
fosfofrutoquinase séo inativadas devido a queda do pH promovendo o crescimento
do consumo de ATP como fonte de energia, sendo verificada a reducdo dos seus
niveis, potencializada também pela reducao de 2,3DPG (COSTA JUNIOR, 2006). O
equilibrio é estabelecido através da via de Rapoport-Luebering que aumenta o
estoque intracelular de DPG e regenera o nivel de ATP. Neste caso, outros
substratos sdo utilizados como fonte de energia e a 2,3 DPG atua apenas como
reguladora dos niveis de ATP (HASHIMOTO, 1997).

O estudo da atuacdo do manitol leva em consideracdo que as solucdes
aditivas em que este se apresenta entram em contato apenas com as hemacias
apos a separacdo do plasma. Segundo Tomczak (2011), essas solucdes
apresentam substancias que atuam na manutencdo da viabilidade e na
funcionalidade evitando a hemdlise.

Segundo Costa Junior (2006), o manitol possui a fungédo de estabilizar a
membrana celular, promovendo a impermeabilizacdo, mantendo os niveis elevados

de pH intracelular e reduzindo a taxa de hemdlise. Entretanto, Sesshi (2010) relata
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que 0 mecanismo envolvido na atuacdo do manitol ainda ndo esta conhecido
completamente. Segundo seu estudo, inicialmente acreditava-se que atuava no
equilibrio osmdético substituindo proteinas plasmaticas e impedindo a célula de
ultrapassar seu volume hemolitico critico. Porém, foi comprovado que o equilibrio
osmatico celular depende também de outros fatores, como deple¢do do 2,3DPG,
parada da bomba de Na*/K* da membrana plasmatica e redugdo da temperatura e
do pH.

1.3.3 — Reviséo bibliogréfica de métodos analiticos para determinagdo de glicose e

frutose monoidratadas e manitol

Caracterizada a sua importancia no controle de qualidade das solucdes
anticoagulantes e preservadoras, para a determinacdo de glicose e frutose
monoidratadas e manitol, na revisdo bibliografica observa-se a recomendacédo de
diferentes métodos e técnicas pelos principais compéndios oficiais e pela legislacédo
vigente — Farmacopéia Brasileira, Farmacopéia Americana, Farmacopéia Européia e
Portaria n° 950/1998.

Cabe ressaltar ainda que a Farmacopéia Brasileira na sua 42 edi¢do (2005)
descrevia as solucdes anticoagulante CPD e ACD e seus respectivos controles, mas
na sua 52 edi¢éo (2011) n&o relaciona essas solucdes (SOLUCAOQ, 2005a, 2005b).

Para a determinacéo de glicose, os compéndios recomendam métodos pelas
técnicas de polarimetria, volumetria, gravimetria e cromatografia em fase liquida.

A técnica de polarimetria apresenta-se recomendada pela 42 edicdo da
Farmacopéia Brasileira e pela Farmacopéia Americana apenas para o doseamento
de solucdes anticoagulantes ACD permitindo a determinacdo de glicose anidra
através do desvio da luz polarizada (SOLUCAO, 2005a; ANTICOAGULANT, 2011b).

A técnica de volumetria apresenta-se recomendada pela Farmacopéia
Européia e consiste numa extracdo seguida de acidificacdo para titulagio com
tiossulfato de sodio utilizando amido como indicador. O resultado obtido corresponde
somente ao teor de glicose anidra (ANTICOAGULANT, 2011a).

A técnica de gravimetria apresenta-se descrita ha Farmacopéia Americana,
na 42 edicdo Farmacopéia Brasileira para determinacbes em solucbes

anticoagulantes CPD e CPDA e na legislacdo vigente. Consiste na reacdo com
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tartarato cuprico alcalino seguido de secagem para a determinacdo de residuo
equivalente ao teor de glicose monoidratada (BRASIL, 1998; SOLUCAO, 2005b;
ANTICOAGULANT, 2011c; ANTICOAGULANT, 2011d).

As determinacfes da quantificacdo de frutose e manitol ndo se apresentam
descritas pelos compéndios oficiais, apresentando-se apenas recomendada pela
legislac@o vigente através da técnica de cromatografia em fase liquida (BRASIL,
1998). Conforme estudo realizado por Vale (2010), este ensaio apresenta-se
descrito sob condicdes de determinacdo bastante semelhantes na monografia
especifica para manitol da Farmacopéia Americana (MANITOL, 2011).

A cromatografia liquida € a Unica técnica que permite a quantificacdo conjunta
de glicose e frutose monoidratadas e manitol e consiste no principal método de
determinacao segundo a legislacdo vigente. Neste método, o resultado € obtido pela
comparacdo das é&reas da amostra e do padrdo em tempos de retencdo
diferenciados e expressos em termos de glicose e frutose monoidratadas pelo
somatorio dos resultados e de manitol (BRASIL, 1998).

A técnica por cromatografia em fase liquida apresenta-se relacionada em
muitos trabalhos cientificos com resultados favoraveis para a quantificacdo de
glicose e frutose conforme observado por Aquino et al (2004) e Santos et al (2006) e
quantificacdo de glicose, frutose e manitol por Leitdo (2009) e Fontes (2009), sendo
priorizada devido as desvantagens observadas na técnica de polarimetria, que néo
permite a visualizacdo do quantitativo de glicose convertido em frutose em solucdes
anticoagulantes e nas técnicas de volumetria e gravimetria que determinam apenas
o teor de glicose anidra (VALE, 2010).

1.3.4 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A técnica de cromatografia em geral consiste na distribuicdo dos
componentes da amostra entre duas fases, sendo uma delas fixa denominada de
fase estacionaria e a outra em movimento e por isso denominada de fase movel. A
fase movel pode ser liquido, gas ou fluido supercritico e a fase estacionaria pode ser
um solido ou liguido fixo em uma superficie sélida ou gel (CHROMATOGRAPHY,

2011). Conforme descrito na 42 edicdo da Farmacopéia Brasileira (2005), a
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identificacdo ou determinacdo quantitativa depende da associagcdo com outras
técnicas de deteccao e medida (CROMATOGRAFIA, 2005).

Restringindo esta abordagem para a técnica cromatografica envolvida neste
estudo, temos a cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de troca idnica.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia surgiu como uma alternativa para a
cromatografia liquida tradicional, pois possibilitou a reducdo do tempo de andlise
através de colunas com microparticulas de propriedades controladas de pureza,
area superficial, distribuicdo de tamanho e poro (CENPES, 1985; SKOOG et al.,
2002). Consiste numa técnica de separacdo com base em uma fase sdlida
estacionaria e uma fase liquida movel que permite separacdes por particéo,
adsorcdo, ou processos de troca ibnica, dependendo do tipo de fase estacionéaria
utilizada (CHROMATOGRAPHY, 2011).

Os componentes do cromatégrafo consistem em sistema de bombeamento,
injetor, coluna cromatografica, detector e sistema de aquisicdo de dados

(registrador) conforme apresentado na figura 10.

Figura 10 - Fotografia do cromatégrafo do fabricante Shimadzu.
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O sistema de bombeamento apresenta a finalidade de promover a corrida de
volumes programados de fase movel presente nos reservatorios junto da amostra
injetada manualmente ou por injecdo automatica através da coluna cromatografica
(CHROMATOGRAPHY, 2008; LIQUID, 2008).

A separagdo ocorre na coluna cromatogréfica que, normalmente, € feita de
aco inoxidavel com dimens@es variadas de comprimento e didmetro interno, tendo
sua durabilidade de aplicacdo aumentada através da utilizacdo de pré-colunas
especificas que removem materiais particulados e contaminantes (SKOOG et al.,
2002).

O tipo de coluna cromatografica empregado esta relacionado com o
mecanismo de separacdo envolvido na atuacdo da fase estacionaria. Neste sentido,
a coluna de troca ionica apresenta como fase estacionaria uma resina trocadora de
ions composta por grupos funcionais carregados ligados a uma Unica matriz
polimérica com silica ou copolimero do tipo poliestireno-divinilbenzeno. Neste
processo, a fase movel que também contém espécies ibnicas promove uma
competicdo com a fase estacionaria pela distribuicdo das espécies presentes na
amostra (CROMATOGRAFIA, 2011).

O detector emite sinal informativo a ser descrito pelo registrador, integrador,
ou também chamado, sistema de aquisicdo de dados, e que também controla as
condicbes cromatograficas (CHROMATOGRAPHY, 2008; CROMATOGRAFIA,
2011).

Segundo Almeida (2009), o detector ideal deve ser sensivel a pequenas
variagdes dos constituintes da amostra. Existem diferentes tipos de detectores com
aplicacdes distintas em cromatografia liquida e sdo exemplos o detector de
ultravioleta-visivel, o detector de fluorescéncia, o detector de arranjo de diodos e o
detector de indice de refracdo (VOGEL et al., 2002).

O detector de indice de refracdo (RID) responde as alteracdes das
propriedades fisicas promovidas pela amostra na fase mével, ou seja, a diferenca do
indice de refracdo apenas da fase movel pura e da fase movel contendo o analito.
Este detector é indicado para analises de compostos que ndo absorvem
satisfatoriamente na regido do ultravioleta-visivel e apresenta elevada sensibilidade
a pequenas alteracbes na composicdo do solvente, vazdo e temperatura
(CROMATOGRAFIA, 2011). E, por isso, adequadamente utilizado na cromatografia
liguida de alta eficiéncia em coluna de troca idnica que segundo a Farmacopéia
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Americana é considerada uma técnica valiosa para analitos iGnicos ou ionizaveis
que apresentam pouca ou nenhuma absorc¢&o nesta regido (ION, 2011).

A interpretacdo dos sinais cromatograficos obtidos pelo sistema de aquisicao
de dados deve considerar a avaliagdo de alguns parametros conforme critérios que
assegurem um desempenho adequado do processo cromatografico. Alguns dos
parametros avaliados sdo: tempo de retencao, fator de retencao, fator de assimetria,
resolucdo, numero de pratos tedricos e altura equivalente de prato teorico
(CHROMATOGRAPHY, 2011). Esses parametros serdo descritos na etapa seguinte
que contempla a garantia da qualidade dos resultados obtidos através da adequacgéo
do método e da validagéo analitica.

1.4 - PROGRAMA DE GARANTIA DA QUALIDADE

1.4.1 - Sistema de Gestao da Qualidade

A cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia como técnica de separacéo
se destaca na quimica analitica pela capacidade de realizar analises qualitativas e
guantitativas quando acoplada a um detector em amostras relacionadas com
aspectos de saude publica, monitoramento ambiental, comércio exterior e controle
de qualidade de producdo. Em virtude das possiveis consequéncias desastrosas e
de prejuizos irreparaveis mediante resultados errbneos, sdo exigidas constantes
demonstracdes da comparabilidade e da rastreabilidade dos resultados analiticos
obtidos (RIBANI, 2004b).

Para fornecer a garantia da qualidade e confiabilidade dos resultados
analiticos surge, entdo, o conceito de controle de qualidade estando este
relacionado com todos os processos envolvidos (HIENE,2009).

Neste contexto, a qualidade deve ser vista como um sistema com
responsabilidade e autoridade definidas e demonstradas por meio de um Sistema de
Gestdo da Qualidade que apresenta a finalidade de aplicar o principio da qualidade
do ponto de vista sanitario, ou seja, seguranca, eficacia e rastreabilidade (BRASIL,
2000).
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Logo, para apresentar garantia da qualidade, ndo apenas o método analitico,
mas também o laboratério, devem demonstrar sua competéncia técnica na producao
de resultados e para este objetivo as Boas Préaticas de Laboratorio (BPL) e as
normas ISO, entre elas, a norma ABNT NBR ISO/IEC 17025 fornecem subsidios
para a elaboragéo de um Sistema da Qualidade (ABNT, 2005; BRASIL, 1999b).

Esta norma relaciona os requisitos necessarios para a realizagdo de ensaios
elou calibracfes, incluindo amostragem, de métodos normalizados e métodos néo
normalizados (ABNT, 2005).

O Sistema da Qualidade para satisfazer a necessidade de seus clientes, das
autoridades regulamentadoras ou das organizagfes que fornecem reconhecimento
deve obedecer a parametros administrativos e técnicos estabelecidos pela norma.

Administrativamente, deve apresentar uma estrutura organizacional e
gerencial que assegure a qualidade de seus resultados e deve possuir um sistema
de gestdo apropriado que estabeleca e mantenha procedimentos de controle de
documentos, subcontratacdes ou aquisicdes, analise critica, além de acodes
corretivas e preventivas buscando sempre a melhoria das atividades.

Tecnicamente, deve qualificar seus profissionais para o desenvolvimento das
atividades, possuir acomodacfes adequadas e livres de possiveis interferéncias,
utilizar métodos normalizados ou validados, possuir 0os equipamentos, materiais e
padrées de referéncia adequados e necessarios, disponibilizar documentacéo
necessaria para a amostragem adequada e para a comprovacao da rastreabilidade
visando sempre a garantia da qualidade de resultados de forma clara e precisa
(ABNT, 2005).

Sendo o método em estudo utilizado no controle da qualidade do produto
bolsa de sangue, esta necessita da comprovacao da eficiéncia técnica na producéo
de resultados confidveis permitidos através de um método que apresente uma
separacdo cromatografica otimizada e os parametros de validacdo estabelecidos

para atender adequadamente ao Sistema de Vigilancia Sanitéaria.

1.4.2 — Otimizacgéo da separacédo cromatografica

Uma separacdo cromatografica pode ser otimizada pela variacdo das

condicbes experimentais até que se obtenha a eficiéncia de separagdo sob
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condi¢Bes analiticas de minimo consumo de fase mével e menor tempo de analise
(SKOOG el al., 2002). A determinacdo das condicbes analiticas ideais de
reproducdo permite a reducdo de tempo da analise, dos custos envolvidos e a
obtencéo de resultados confiaveis pela reducéo de sua variabilidade durante a etapa
de validacdo analitica e na implementacdo do método na rotina (MILLER, 2005).

Este processo pode ser realizado por diferentes técnicas de planejamento
experimental envolvendo diferentes analises estatisticas. A avaliacdo do efeito de
cada variavel isoladamente consiste numa dessas técnicas sendo realizada por
testes consecutivos para determinacdo da influéncia da variavel no processo
buscando a eficiéncia da separacao analitica (MILLER, 2005).

Os fatores fundamentais que determinam a eficiéncia da separacdo estéao
relacionados diretamente com as caracteristicas da fase movel e da fase
estacionaria e consistem em:

e Numero de pratos tedricos (N): Determina a eficiéncia da coluna
cromatografica indicando que quanto maior for o nUmero de pratos teoricos,
maior a eficiéncia de separacdo. Este parametro apresenta-se relacionado
com o analito e as condi¢cdes cromatograficas podendo ser calculado por
diferentes equacdes levando-se em conta o formato do sinal e, admitindo
distribuicdo gaussiana, apresenta a equacado 01 para seu calculo na presenca
de apenas um analito e a equacdo 2 na presenca de dois analitos (ALBERT,
2001; CHROMATOGRAPHY, 2011);

N = 16* (t/W)?

Equacao 01 — Determinagcédo do numero de pratos teéricos para um analito.

N = (2 (tz-tl)) / (Wz-Wl)

Equacao 02 — Determinacdo do nimero de pratos tedricos para dois analitos.

Sendo:
t = tempo de reten¢ao do analito

W = largura do sinal na altura da linha de base.

¢ Resolucdo (Rs): Indica quantitativamente a capacidade de separacao de dois

ou mais analitos, sendo influenciada pela seletividade, retencéo e eficiéncia
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de separacao conforme apresentado na equagao 03 (CHROMATOGRAPHY,
2011; AGUIAR, 2008);

R =% ((a—1)a)* (\N) * (ko/(1+k2))
Equacao 03 — Determinacgdo da resolucao cromatografica.

Sendo:

a = fator de seletividade

N = NUmero de pratos teoricos

k, = fator de capacidade do analito 2

e Fator de retencdo ou fator de capacidade (k): Determina a eficiéncia do
processo de separacdo que ocorre na interface entre as duas fases, ou seja,
o grau de afinidade entre as fases mdével e estacionaria e o analito sendo
numericamente definido pela equacédo 04 (VOGEL, 2002; AGUIAR, 2008);

k= (Vr-Vo)/Vo ouk= (tr-to)/to

Equacédo 04 — Determinacgéo do fator de retencéo.

Sendo:

V, = volume do analito

Vo = volume morto

t = tempo de retencao do analito

to = tempo morto ou tempo de permanéncia do analito na fase mével

e Fator de separacdo ou de seletividade (a): Determina a relacdo de
distribuicdo das espécies mais fortemente retidas na coluna e as menos
fortemente retidas na coluna sendo obtida pela equacédo 05 (SKOOG et al.,
2002);

a=ky/ ks
Equacéao 05 — Determinacgao do fator de separacao.
Sendo:

k; e ko = fator de capacidade do analitos 1 e 2
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e Fator de cauda ou fator de assimetria (Tf): Indica medida de assimetria do
pico. A reducdo da assimetria de pico determina resultados menos confiaveis
podendo ser calculado a 5% conforme a equacdo 06 ou também a 10% da
altura do sinal (AGUIAR, 2008; CHROMATOGRAPHY, 2011); e

Tf = Wo,os | 2f

Equacéao 06 — Determinacéo do fator de cauda.

Sendo:
W 05 = largura do pico a 5% da altura
f = distancia da linha vertical do sinal maximo até a linha vertical e perpendicular a

linha de base que intercepta o traco a cinco por cento da altura.

e Repetitividade (DPR): Indica a precisao das inje¢gdes de uma mesma amostra
sendo expressa em termos de desvio padrdo relativo (Relative Standard
Derivation — RSD) e calculada pela equacdo 07 (AGUIAR, 2008;
CHROMATOGRAPHY, 2011).

DPR(%) = (DP / CMD) * 100

Equacéo 07 — Determinacao da repetitividade.

Sendo:
DPR = desvio padrao relativo ou coeficiente de variagéo
DP = desvio padréo das injecées

CMD = concentracao média determinada

Precedendo a avaliacdo da resolucdo e da reprodutividade, a adequacédo do
sistema cromatografico, também chamada de System Suitabiliy, é realizada para
verificar se as caracteristicas de desempenho do equipamento sdo compativeis com
o exigido pelo método (REIS, 2006). Além disso, a Farmacopéia Americana
estabelece que esta resposta deve obedecer a um conjunto de testes que garantam
gue o0 equipamento esta apto a gerar resultados de exatiddo e precisao aceitaveis
(CHROMATOGRAPHY, 2011).
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Para o sistema cromatogréfico, os parametros de adequacao desejaveis para
iniciar o processo de validacdo analitica encontram-se apresentados na tabela 04.

Tabela 04 - Critérios de aceitabilidade para os para@metros de adequacao da

separacdo cromatografica segundo a Farmacopéia Americana

Parametros de adequacéo Critério de aceitabilidade
Resolucao (Rs) Superior a 2
Fator de retencéo (k) Superior a 1 e inferior a 10
Fator de assimetria (Tf) Inferior a 2
N°. de pratos tedricos (N) Superior a 2000
Repetitividade (DPR) Inferior a 2% (para n25)

(Adaptado de CHROMATOGRAPHY, 2011)

1.4.3 — Validacao analitica

Para garantir que um método analitico forneca informacdes confiaveis e
interpretaveis, além da adequacdo do sistema cromatografico e da otimizacdo do
método, este deve ser submetido a uma avaliacdo denominada validacdo analitica
que, depois de documentada, deve oferecer evidéncias objetivas de que o método e
0s sistemas sao adequados para o uso desejado (RIBANI, 2004b).

Segundo Hiene (2009), a validacdo analitica surgiu na década de 80
representando desde entdo uma grande cooperacdo entre diversas organizacdes
internacionais, com objetivo da harmonizacdo de protocolos de modo a contemplar
informacdes, caracteristicas e desempenho de métodos de andlise. Entre as
organizacdes podemos citar Association of Official Analytical Chemists (AOAC),
Organizagcdo Mundial de Saude (OMS), International Standardization on
Organization (ISO), International Conference on Harmonisation (ICH), International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) e Food and Agriculture Organization
(FAO) (HIENE, 2009).
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No Brasil, a validacdo analitica apresentou sua devida importancia a partir da
Resolucdo n® 391 de 09/08/1999 publicada pela Anvisa que regulamentava 0s
critérios para registro de medicamentos qualificando a validacdo analitica como pré-
requisito (LOWEN, 2003). Atualmente, a legislacdo em vigor no Brasil € a resolucéo
RE n° 899 de 29/05/2003 da Anvisa que funciona como guia para procedimento de
validacdo de meétodos analiticos, existindo ainda, o documento INMETRO DOQ-
CGCRE-008 de fevereiro de 2010, elaborado pelo Inmetro e apresentado sob
constantes atualizacdes (BRASIL, 2003; TEIXEIRA, 2008; INMETRO, 2010).

Considerando que a validacdo apresenta-se em constante evolugéo pela
disponibilidade de diversas publicacdes que se assemelham no objetivo final
proposto, algumas de suas definicbes sao:

e Confirmagéo por testes e fornecimento de evidéncias objetivas de que os
requisitos especificos para um determinado uso pretendido sdo atendidos
(ABNT, 2005);

e Garantia através de estudos experimentais de que o método atende as
exigéncias das aplicacdes analiticas assegurando a confiabilidade dos
resultados (BRASIL, 2003); e

e Procedimento analitico no qual sdo estabelecidas as caracteristicas de
desempenho para satisfazer os requisitos necessarios para sua aplicabilidade
(VALIDATION, 2011).

Os métodos analiticos sao identificados como normalizados e néo
normalizados. Os métodos ndo normalizados sdo os métodos desenvolvidos pelo
préprio laboratério ou outras partes, ou adaptados a partir de métodos normalizados
e requerem a validacdo analitica (INMETRO, 2007). Os métodos normalizados
apresentam-se descritos em compéndios devidamente reconhecidos ou
recomendados em formularios oficiais e sdo considerados métodos validados
(BARROS, 2002; BRASIL, 2003).

Entretanto, a adequacdo de métodos normalizados e sua aplicacdo sob
condicOes reais de utilizacdo devem ser verificadas e testadas para avaliar se as
caracteristicas de desempenho prescritas podem ser obtidas e, em algumas
circunstancias, sendo necesséria a revalidacdo do método (BARROS, 2002).

As orientacdes sobre a revalidagcéo estabelecem que alteragBes na sintese da

substancia ativa, na composicdo do produto acabado e no procedimento analitico,
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neste caso extrapolando os limites permitidos, requerem nova validagdo (BRASIL,
2003; VALIDATION, 2011).

A validacdo pode apresentar-se como intralaboratorial e interlaboratorial. A
validacéo intralaboratorial esta relacionada com estudos analiticos que envolvem um
anico laboratério, utilizando um mesmo método para analisar a mesma amostra, sob
diferentes condigcbes, em um intervalo de tempo justificado e a validagao
interlaboratorial envolve estudos em outros laboratérios estabelecendo a
reprodutibilidade (BONFIM, ABRANTES & ZAMITH, 2010).

Segundo Reis (2006), a validacdo deve compreender quatro etapas:
planejamento das andlises, a realizacao das andlises, a interpretacdo dos resultados
e a documentacao dos dados obtidos.

A etapa de planejamento é importante para que todos o0s materiais e
equipamentos sejam calibrados e seja conhecida a estabilidade de amostras e
padrdes a serem avaliados (RIBANI, 2004b).

Além disso, a utilizacdo de padrbes secundarios € avaliada pelo
estabelecimento da identidade, qualidade, poténcia e pureza através de ensaios
comparativos com os padrbes primarios conforme descrito em alguns estudos
cientificos (BRITO et al., 2003; SILVA, 2010; SOUZA, 2007; HIENE, 2009).

A avaliacdo da estabilidade é importante para geracdo de resultados
confiaveis e reproduziveis, estabelecendo uma relacdo conhecida com o tempo e a
temperatura (TEIXEIRA, 2008). Pode ser determinada por analises mdultiplas da
amostra sob diferentes intervalos de tempo apresentando resultados da cinética de
degradacédo da amostra (HUBER, 2010)

A realizacdo das analises e a interpretacdo dos resultados obedecem aos
parametros recomendados de acordo com o tipo de ensaio analitico envolvido e,
embora os parametros sejam 0s mesmos, existem variagdes de indicacées segundo
a abordagem da Anvisa e do Inmetro (BRASIL, 2003; INMETRO 2010).

Conforme determinado pela Anvisa na Resolucao n® 899 de 2003 e, também
pela Farmacopéia Americana na monografia VALIDATION (2011), os ensaios sao

classificados nas categorias descritas na tabela 05.
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Tabela 05 - Categorias dos ensaios analiticos de acordo com sua finalidade segundo

a Anvisa e a Farmacopeia Americana.

Categoria Finalidade do ensaio

I Ensaios quantitativos de determina¢éo do principio ativo
Ensaios quantitativos ou ensaio limite de determinacgéo de
impurezas e produtos de degradacéo
1] Ensaios de desempenho
A\ Ensaios de identificacao
(Adaptado de BRASIL, 2003; VALIDATION, 2011)

Baseado na tabela acima, a Anvisa recomenda os parametros da validacao
analitica conforme a classificagcdo descrita na tabela 06, onde S corresponde a
indicacao do parametro e N auséncia desta indicacdo (BRASIL, 2003).

Tabela 06 - Parametros de validacdo analitica recomendados pela Anvisa.

Parametros Cat. | 1Ca'[. Il 2 Cat. Il Cat. IV
Anvisa Anvisa Anvisa Anvisa Anvisa
Especificidade S S S * S
Intervalo S S * *
Linearidade S S N * N
Limite de deteccao N N S * N
Lim. de quantificacéo N S N * N
Exatidéo S S * * N
Repetitividade S S N S N
Preciséo Intermediaria ** ** N ** N
Robustez S S * * N
Anvisa® — Ensaio quantitativo Anvisa® — Ensaio limite
S — Indicag&o do paradmetro N — Auséncia de indicacéo
* dependente da natureza do ensaio ** desconsiderado na reprodutividade

(Adaptado de BRASIL, 2003)
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O Inmetro (2010), assim como a Anvisa (2003), recomenda parametros de
validacdo de acordo com o tipo de ensaio analitico envolvido, classificando-os
conforme descrito na tabela 07, onde S corresponde a indicacdo do parametro e N

auséncia desta indicacéao.

Tabela 07 - Parametros de validacao analitica recomendados pelo Inmetro.

Parametros A B C D
Seletividade S S S S
Linearidade/ Faixa linear N S S S
Limite de deteccédo S N S N
Limite de quantificagéo N N S N
Tendéncia / Recuperacao N S S S
Preciséo N S S N
Robustez S S S S
A — Ensaio qualitativo B — Analise do componente principal
C — Andlise de tracos D - Propriedades fisicas
S — Indicagdo do parametro N — Auséncia de indicagdo

(Adaptado de INMETRO, 2010)

A necessidade da harmonizacdo entre compéndios (Anvisa e Inmetro) é
bastante evidente pela diferenca de abordagens realizadas em seus guias
orientativos. Os compéndios divergem principalmente na classificagcdo de categorias
dos ensaios analiticos, na recomendacdo dos parametros de validacdo a serem
avaliados e nas suas respectivas metodologias. A tabela 08 apresenta uma
comparacao da identificagdo dos parametros de validagcdo recomendados por

ambos.
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Tabela 08 - Comparacao dos parametros de validagao recomendados pela Anvisa e

pelo Inmetro para os ensaios analiticos.

ANVISA INMETRO
Especificidade Seletividade
Intervalos da curva de calibracéo Faixa linear de trabalho
Linearidade Linearidade / Sensibilidade
Limite de deteccao Limite de deteccao
Limite de quantificagéo Limite de quantificagio
Exatidao Tendéncia / Recuperacao
Preciséo Precisédo
Robustez Robustez

(Adaptado de RIBANI, 2004)

Na etapa posterior aos estudos de validag&o, a determinacdo da incerteza de
medicdo permite produzir dados de desempenho do método importantes para a
caracterizacdo da rastreabilidade e da dispersédo de valores atribuidos ao resultado
contribuindo na documentagéo dos dados obtidos (INMETRO, 2002).

A rastreabilidade é garantida na finalizacdo do processo através da
documentacdo dos dados obtidos - protocolo de validacdo. Este deve compreender
todas as etapas envolvidas descrevendo minuciosamente a avaliacdo dos
parametros de desempenho e contribuindo para a elaboracdo de um procedimento
operacional de forma que o método possa ser claramente implementado (INMETRO,
2010).

1.4.4 — Parametros de validacao analitica

Segundo a Anvisa e 0 Inmetro, 0s principais parametros de desempenho
avaliados no processo de validacdo sao: especificidade ou seletividade, linearidade
e faixa linear de trabalho, limite de deteccao, limite de quantificacdo, exatidao,
precisdo e robustez (BRASIL, 2003; INMETRO, 2010).
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* Especificidade e/ou Seletividade

Consiste na capacidade do método de determinar um componente na
presenca de outras espécies como outra substancia ativa, excipiente, impureza,
produto de degradacdo ou substéancia com propriedades semelhantes (BRASIL,
2003). Embora a seletividade e a especificidade estejam relacionadas com a
deteccado, podem ser diferenciadas conceitualmente: o método que produz resposta
para uma unica substancia € denominado de especifico e 0 método que produz
resposta para varias substancias com propriedades semelhantes mas que permite
distinguir a resposta de um analito € denominado de seletivo (INMETRO, 2007).

Este parametro consiste no primeiro passo do desenvolvimento da validacao
analitica e apenas depois de avaliado, os demais parametros poderédo ser avaliados
(RIBANI, 2004Db).

Na literatura existem diferentes métodos de avaliagbes da seletividade e/ou
especificidade:

e Pela comparacdo da matriz isenta da substancia de interesse com a matriz
adicionada da substancia de interesse desde que nenhum interferente elua no
mesmo tempo de retencéo da substancia de interesse (BRASIL, 2003);

e Pela comparacdo de espectros obtidos de amostras contaminadas com
impurezas e amostras ndo contaminadas (BRASIL, 2003, INMETRO, 2010);

e Pela comparacdo da amostra com materiais de referéncia pelo método em
estudo e/ou outros métodos validados utilizando, por exemplo, detectores de
arranjo de diodos (INMETRO, 2010);

Conforme recomendado pela Anvisa (2003) e citado por Barbosa (2009), as
comparacdes realizadas na matriz devem considerar amostras sob condi¢cdes de
estresse, como por exemplo calor, luz e umidade, na tentativa de promover a
degradacédo do analito de interesse e a formacao de interferentes.

Além das avaliacbes de seletividade e/ou especificidade apresentadas, o
método de adicdo padrdo também pode ser aplicado em situacbes de
impossibilidade de obtencédo da matriz isenta do analito de interesse. Esta avaliacéo,
denominada de efeito matriz, apresenta-se relacionada com a atuagéo de reagentes,
matriz da amostra ou outros interferentes. Neste procedimento sdo preparadas duas

curvas analiticas que apresentam 0s mesmos hiveis de concentracdo, sendo a
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primeira preparada pela adicdo do analito na matriz e a segunda preparada na
auséncia da matriz (INMETRO, 2007; SOUZA, 2007; TEIXEIRA, 2008).

Na comparacao das curvas sao avaliadas as inclinacdes e intersecfes sendo
inicialmente verificado se as curvas atendem as premissas de normalidade e a
premissa de ajuste ao modelo linear. Na presenca de modelos lineares € utilizado o
teste F (Snedecor) para avaliar a homocedasticidade que indica o teste t (Student) a
ser aplicado (variancias combinadas ou variancias amostrais). Na presenca de
modelos ndo lineares métodos complexos sédo aplicados na avaliacdo. A verificagao
de inclinagbes e intersec¢des idénticas indica que o Unico efeito matriz presente é a
interferéncia natural ocasionada pelo nivel basico do analito (INMETRO, 2007;
SOUZA, 2007). O APENDICE A descreve os céalculos envolvidos nesta avaliaco.

* Linearidade e faixa de trabalho ou intervalo da curva de calibracao

A linearidade consiste na capacidade do método de demonstrar que 0s
resultados obtidos sédo diretamente proporcionais a concentragcdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado (BRASIL, 2003). Este parametro
apresenta sua avaliacdo expressa graficamente através da constru¢do de uma curva
analitica que relaciona os resultados com os niveis de concentracdo dos analitos
(BARBOSA, 2009). Segundo especificado pela Anvisa (2003) e pelo Inmetro (2010),
esta curva deve ser construida para no minimo 5 (cinco) niveis de concentragao.

A faixa de trabalho ou intervalo consiste na faixa de concentracdes do analito
no qual o método pode ser aplicado com preciséo, exatidao e linearidade garantidas
(BRASIL, 2003). Segundo o estudo desenvolvido por Souza (2007), a faixa de
trabalho é originada dos estudos de linearidade e pode apresentar-se diferente da
faixa linear para diferentes matrizes devido ao efeito de interferentes provenientes
em cada matriz. O Inmetro menciona que dentro da faixa de trabalho pode existir
uma faixa de resposta linear onde a resposta do sinal apresentard uma relacéo
linear com o analito (INMETRO, 2010).

A escolha da faixa linear de trabalho varia de acordo com a aplicacdo do
método podendo apresentar niveis de até 70 a 130% da concentracdo esperada
segundo a Anvisa (2003) e, segundo o Inmetro (2010), deve cobrir a faixa de
aplicacdo para qual o ensaio vai ser usado devendo apresentar, sempre que

possivel, a concentracdo esperada préoxima a regiao central.
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A Anvisa (2003) recomenda a avaliacdo da linearidade através da
determinacdo do coeficiente de correlacéo (r) da curva analitica. Ribani (2004b) em
seu estudo indica este coeficiente como parametro de estimativa de qualidade
referindo-se que quanto mais proximo de 1 for este valor, menor sera a disperséo do
conjunto de pontos experimentais e menor sera a incerteza dos coeficientes de
regresséo estimados. S&o observadas diferentes orientagdes sobre o coeficiente de
correlacdo e, segundo a Anvisa, deve ser superior a 0,99 e ao Inmetro, superior a
0,90 (BRASIL, 2003; RIBANI, 2004a; TEIXEIRA, 2008). Entretanto, segundo Souza
(2007), esta estatistica ndo se apresenta adequada, indicando apenas um grau de
ajuste dos dados a curva podendo corresponder apenas a pontos bem ajustados a
um modelo n&o linear.

O método proposto por Souza & Junqueira (2005) e recomendado também
pelo Inmetro consiste numa ferramenta estatistica de avaliacdo da linearidade pelo
grafico dos resultados dos ensaios em fun¢do da concentracdo do analito verificada
a partir da equacdo da regressao linear, determinada pelo método dos minimos
guadrados. Esta avaliacao verifica inicialmente a auséncia de valores discrepantes
para cada nivel de concentracdo, a normalidade e a autocorrelacdo de residuos,
indicando a regresséo e o desvio de linearidade e fornecendo também o limite de
deteccdo e o Ilimite de quantificagdo (AGUIAR, 2008; INMETRO,2010). O

APENDICE B descreve as avaliacdes envolvidas.

* Limite de Deteccao

Consiste na menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode
ser detectado qualitativamente, porém nao necessariamente quantificado, apenas
sob as condi¢des experimentais do método (BRASIL, 2003). Esta determinacéo é
importante para métodos destinados a analise de tracos (INMETRO, 2010).

Na literatura existem diferentes avaliacdes do limite de deteccao:

e Pela avaliacéo visual através da comparacédo dos sinais obtidos de amostras

de baixas concentragbes do analito de interesse estabelecendo a

concentracdo minima detectada (BRASIL, 2003);

e Pela relacao sinal/ruido, utilizando a estimativa da relagéo de 3 ou 2 vezes o

ruido da linha base, também através da comparagdo dos sinais obtidos de
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amostras de baixas concentracées do analito de interesse com as do branco
(BRASIL, 2003; INMETRO 2010);

e Pelas avaliacbes estatisticas dos desvios padrbes das respostas e da
inclinagdo da curva analitica, sendo considerado por Hiene (2009) e Ribani
(2004b) como estatisticamente mais confiavel para o estabelecimento dos
limites de deteccao e quantificacdo (BRASIL, 2003; INMETRO, 2010).

* Limite de Quantificagéo

Consiste na menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode
ser detectado quantitativamente com precisdo e exatiddo sob as condicOes
experimentais do método (BRASIL, 2003).

Os mesmos critérios do limite de detec¢do podem ser adotados para o limite
de quantificacdo, ou seja pode ser determinado pelo método visual, pela relacédo
sinal/ruido admitindo a relacdo sinal/ruido de 10:1 ou através de avaliacdes
estatisticas do desvio padréo resposta e da inclinacdo da curva analitica (BRASIL,
2003; INMETRO, 2010).

*Exatiddo ou Tendéncia ou Recuperacao

Consiste no grau de concordancia entre os resultados obtidos pelo método e
o valor de referéncia considerado verdadeiro (BRASIL, 2003). Sua determinacéo é
importante para a rastreabilidade dos resultados e apresenta-se dentro de um dado
nivel de confianca que pode ser estreito para concentracdes elevadas e ou amplo
para analise de tracos (INMETRO, 2002; RIBANI, 2004a).

A exatiddo pode ser estabelecida por diferentes métodos, dentre as quais
podemos citar: a utilizacdo de materiais de referéncia certificados, a comparacao de
métodos e 0s ensaios de recuperacdo ou adicdo padrdo (BRASIL, 2003; RIBANI,
2008; BARBOSA, 2009; INMETRO, 2010).

Na avaliacdo através dos materiais de referéncia certificados, sé&o
comparados o0s resultados obtidos nas amostras com os valores certificados
apresentando como desvantagem a disponibilidade e o alto custo desses materiais e
a abrangéncia limitada de matrizes e analitos. A avaliacdo mediante comparacao

entre o método proposto e outro método validado permite estabelecer o nivel de
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confianca aceitavel, mas apresenta como inconveniente a possibilidade da
inexisténcia de um método de referéncia (BRITO et al., 2003).

O ensaio de recuperacdo consiste, segundo Brito e colaboradores (2003), no
método mais utilizado para validacdo de processos analiticos e esta relacionado
com a determinacdo da quantidade de analito recuperado em relacdo a quantidade
real presente na amostra. Segundo o Inmetro (2010), consiste na "fortificacado" da
amostra, ou seja, na adicdo de solucdes com diferentes concentracdes do analito de
interesse seguida pela determinacdo da concentracdo do analito adicionado.
Apresenta como limitacdo a apresentagdo dos analitos numa forma mais facilmente
detectavel ndo sendo necessariamente da mesma forma que na amostra.

Alguns trabalhos cientificos e a Anvisa recomendam o quantitativo minimo de
9 (nove) determinacfes contemplando o intervalo linear com 3 (trés) concentracfes
— baixa, média e alta sob injecdes em triplicata. A exatiddo é expressa em termos
percentuais pela relacdo entre a concentragdo média determinada
experimentalmente e a concentracdo teorica, sendo determinada apos o
estabelecimento da linearidade (BRASIL, 2003; LOWEN, 2003; REIS, 2006;
BARBOSA, 2009). Os critérios estabelecidos pela Association of Official Analytical
Chemists (2002), baseados no estudo desenvolvido por Horwitz (1995), indicam o
intervalo de recuperacdo aceitavel relacionando com os niveis de concentracdo dos

analitos conforme descrito na tabela 09 (BRITO et al., 2003).

Tabela 09 — Intervalo de recuperacdo do analito em

funcdo de sua concentracao na amostra.

Concentracao Intervalo de
do analito (%) recuperacao (%)
=10 98-102
=1 97-103
20,1 95-105
> 0,01 90-107
> 0,001 — 0,00001 80-110
> 0,000001 60-115
> 0,0000001 40-120

(Adaptado de HORTMITZ, 1982; BRITO et al., 2003)
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* Precisao

Consiste na avaliacdo da dispersdo dos resultados obtidos em ensaios
independentes de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrées sob
condicdes especificas do método e apresenta-se expressa em trés niveis:
repetitividade, preciséo intermediaria e reprodutibilidade (BRASIL, 2003).

A repetitividade consiste na medida da dispersdo dos resultados obtidos
dentro de um curto periodo de tempo pelo mesmo analista e nas mesmas condicdes
analiticas (INMETRO 2010). O termo utilizado em inglés para esta avaliacdo
corresponde a ‘“repeatability”. No Brasil, entretanto, observamos divergéncias na
denominacdo, o Inmetro adota o termo repetitividade e a Anvisa o termo
repetibilidade (RIBANI, 2004a; RIBEIRO, 2008). Neste estudo adotaremos a
denominagéo de repetitividade.

A avaliacdo pode seguir as recomendacfes do Inmetro (2010) sendo
realizada através de sete ou mais repeticdes ou pela ICH (2005) e Anvisa (2003)
gue sugerem a determinacdo pelo niumero minimo de nove determinacées com no
minimo trés concentracdes, em triplicata, cobrindo a faixa especificada ou o minimo
de seis determinagfes a uma concentracao similar ao valor esperado.

A preciséo intermediaria consiste no grau de concordancia entre os resultados
de um mesmo laboratério em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou
equipamentos diferentes. Segundo alguns autores, esta etapa verifica se 0 mesmo
laboratério oferece estatisticamente os mesmos resultados quando realizado sob as
mesmas condic¢des analiticas (RIBANI, 2008; BARBOSA, 2009). A sua determinagéo
pode variar de acordo com os métodos adotados, no entanto, a Anvisa considera o
minimo de dois dias diferentes com analistas diferentes e o Inmetro considera a
norma ISO 5725-3 que estabelece o minimo de 15 determinacfes (BRASIL, 2003;
INMETRO, 2010).

A reprodutibilidade ou precisdo interlaboratorial consiste no grau de
concordancia entre os resultados obtidos em laboratérios diferentes como em
estudos colaborativos. O Inmetro (2010) recomenda sete ou mais repeticoes e a
Anvisa ndo especifica 0 nUmero de experimentos e réplicas envolvidos. Esta etapa
consiste numa ferramenta importante para controle do desempenho de um
laboratério e caracteriza o processo de validagdo completo, necessario para
padronizacao de procedimentos analiticos (BRASIL, 2003; INMETRO, 2010).
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A precisdo de um método analitico pode ser expresso em termos de desvio
padrdo absoluto através do intervalo de confianca da média ou pela estimativa do
desvio padréo ou o desvio padrao relativo (coeficiente de variacdo) (RIBANI, 2004b).

O critério de aceitabilidade da precisdo recomendado pela Anvisa (2003)
considera o método empregado, a concentracdo do analito, o tipo de matriz e a
finalidade do método admitindo valor inferior a 5% para o desvio padréo relativo. O
Inmetro recomenda a avaliacdo através dos valores de HORRAT pela equacédo de
HORWITZ ja estabelecida no seu guia e relacionada diretamente com a razdo de
concentracéo do analito (BRASIL, 2003; INMETRO, 2010).

No estudo desenvolvido por Wood (1999) e mencionado por Ribani (2004b)
menciona que Horwitz e outros autores estabeleceram uma relagdo matematica para
expressar a dependéncia dos valores de desvio padréo relativa com a concentracao
dos analitos e os valores obtidos originaram a Trombeta de Horwitz. Esta curva
apresenta-se independente da natureza do analito ou da técnica de analise utilizada

e apresenta seus valores descritos na tabela 10.

Tabela 10 - Coeficientes de variagdo em funcao da razéo

de concentragédo do analito na amostra.

Razao de concentracao Coeficiente de
do analito variacao (%)
1 2
10" 2,8
10 4
10 5,6
10 8
10° 11
10°® 16
107 23
10°® 32
107 45

(Adaptado de INMETRO, 2010)
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* Robustez

Consiste na avaliacdo da sensibilidade do método em resistir a variacdes nos
parametros analiticos (BRASIL, 2003).

Conforme recomendado pela Anvisa, as alteragcdes relacionam-se com o tipo
de técnica empregada e nas determinacdes por cromatografia em fase liquida séo
recomendadas as alteracfes na variacdo do pH da fase moével, da composicdo da
fase mével, do fluxo de fase movel, da temperatura e diferentes lotes ou fabricantes
de colunas para que sejam estabelecidos os controles e precaugdes no
desempenho do método (BRASIL, 2003).

O Inmetro (2010) recomenda a determinacéo através do teste de Youden que
permite avaliar a robustez através da realizacao de oito ensaios independentes para
determinar o efeito de sete variacdes ou combinacao de efeitos admitindo dois niveis
em ordem aleatéria. A matriz da combinacdo dos fatores para determinacdo de
robustez utiliza letra mailscula para os fatores nominais do método e a letra
minuUscula para a variacao a ser avaliada. Os efeitos resultantes das combinacdes
ensaiadas sao avaliados isoladamente para posteriormente serem obtidas as
médias correspondentes aos grupos (letras maiusculas e letras mindsculas) de cada
fator.

As alteracdes, segundo Ribani (2008) devem refletir as possibilidades reais de
situacdes de transferéncia do método para outros laboratérios, analistas ou
equipamentos. Entretanto, existem limitacbes quanto os parametros adotados para
que as alteragcbes nao caracterizem a necessidade de novo processo de validagao.
Isto porque, conforme recomendado pela Farmacopéia Americana (USP 34),
multiplos ajustes podem afetar a desempenho do sistema configurando novas
implementacgdes, os limites de variagdo permitidos aos parametros apresentam-se

descritos na tabela 11.
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Tabela 11 — LimitacBes de variagBes permitidas nos métodos analiticos segundo a

Farmacopéia Americana.

Fatores Variagcao
Variacdo do pH da fase movel *+ 0,2 unidades

Variacdo da composicéo da fase mével (organica) +10%
Fluxo da fase movel +50%
Comprimento da coluna cromatografica +70%

Tamanho da particula interna da coluna Reduzido em até 50%
Temperatura (°C) +10°

Volume de injecao( pL) Reduzido admitindo o LD

(Adaptado de CHROMATOGRAPHY, 2011)

As avaliacbes resultantes devem indicar um controle mais rigoroso dos
fatores de maior influéncia e a indicacéo de diferenca ndo significativa sugere que a
média e o desvio padréo dos fatores correspondem a estimativa realista da precisédo
do método (INMETRO, 2003).

15. — A IMPORTANCIA DA VALIDACAO ANALITICA DO METODO DE
DETERMINACAO DE GLICOSE E FRUTOSE MONOIDRATADAS E MANITOL NO
CONTEXTO SANITARIO

Para avaliar padrbes de qualidade e seguranca sanitaria em produtos, deve
ser considerado o cumprimento de quesitos de conformidade, eficacia, efetividade e
desempenho no momento da fabricacdo e da utilizacdo. A legislacdo brasileira
especifica que os produtos para a saude, quando utilizados nas condigbes e
finalidades previstas ndo devem comprometer a saude dos pacientes e dos
operadores do produto (ANVISA, 2010c).

O regulamento técnico para BPF de bolsas de sangue estabelece que a

comprovacdo da eficacia e da seguranca de bolsas de sangue seja realizada pelo
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INCQS (ANVISA, 2010c). Nesta atuagcdo, como laboratério de referéncia nacional,
realiza analises para fins de controle sanitério em bolsas de sangue o que indica a
necessidade da comprovacdo de sua competéncia técnica na producdo de
resultados confiaveis e rastreaveis no controle da qualidade das bolsas de sangue.

Nesta avaliacdo, a determinag&o do teor de glicose e frutose monoidratadas e
manitol em solu¢des anticoagulantes e preservadoras apresenta grande importancia
devido a atuacao desses analitos na manutencéo da qualidade do sangue coletado.
Pela comprovacdo da elevada criticidade do ensaio segundo os percentuais de
reprovagdes encontrados no estudo desenvolvido por Vale (2010) sobre os produtos
analisados no periodo entre 1999 e 2008. E, em decorréncia da reviséo bibliografica
apresentar uma variedade de meétodos pouco reprodutiveis e com problemas
especificos na determinagéo simultanea dos analitos.

Sendo assim, o estudo dos parametros que exercem influéncia no
desempenho e a validacdo analitica da determinacdo de glicose e frutose
monoidratadas e manitol pela técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia,
segundo os critérios dos principais 6rgaos reguladores, possui grande relevancia no
controle sanitario por assegurar a confiabilidade e rastreabilidade dos resultados e
contribuir para a reducgédo dos riscos envolvidos e para o oferecimento de produto de
qualidade comprovada a populacao.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL

Otimizar e validar o método de determinacdo do teor de glicose e frutose
monoidratadas e manitol em solu¢des anticoagulantes e preservadoras de bolsas de
sangue por cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando deteccéo por indice de
refracdo recomendado na Portaria n° 950 de 26 de novembro de1998.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar as amostras utilizadas na etapa de validacao analitica;

e Avaliar o comportamento dos parametros de adequacdo do sistema
cromatografico no desempenho do método;

e Qualificar os padrbes analiticos secundarios para a validacéo analitica;

e Estudar a estabilidade das solu¢des dos analitos;

e Validar o método de acordo com os parametros estabelecidos pelo Inmetro e

pela Anvisa;
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3 - METODOLOGIA

A metodologia para realizagdo deste estudo foi dividida em trés etapas. Na
primeira etapa foram selecionadas as amostras de trabalho, na segunda etapa foi
realizado o planejamento da validacdo analitica compreendendo a otimizacdo do
método e na terceira etapa efetuada a validacéo analitica.

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizados equipamentos
qualificados e para o preparo de solucBes-padrao e solugbes-amostra materiais

calibrados.

* Materiais e equipamentos

Foram utilizados bal6es volumétricos classe A de 25, 50 e 100 mL, pipetas
volumétricas classe A de 5, 10 e 15 mL e as pipetas autométicas do fabricante
Eppendorf de capacidade de 100 a 1000 pL, 500 a 5000 pL e 1000 a 10000 pL
calibrados conforme especificado no APENDICE C.

Foram utilizados dois equipamentos de cromatografia liquida de alta
eficiéncia: o equipamento do fabricante Shimadzu Corporation com software LC-20
Solution e o equipamento do fabricante Waters 2695 com software Enpower 2,
ambos, apresentando forno, bomba injetora, injetor automatico, degaseificador,
interface e os detectores de indice de refracdo modelos Shimadzu CTO-10A e
Waters IR 2414, respectivamente. As colunas cromatograficas do fabricante Shodex
SC1011 foram utilizadas sendo, na etapa de planejamento da validacao utilizada a
coluna de lote 708082 e na etapa de validacao analitica a coluna de lote 0110009.

No preparo das solucdes-padrao e solucbes-amostra foi utilizada a estufa do
fabricante Precision Scientific Group, a balanca analitica calibrada do fabricante
Mettler Toledo, o deionizador de agua do fabricante Millipore, a bomba de aspiracéo
do fabricante Cole Parmer Instrument Co. a bomba de vacuo do fabricante Dayton
Eletric MFG. Co. e o ultrassom do fabricante Branson.

Na avaliagdo da robustez foi utilizado o solvente orgénico acetonitrila
codificada como 1.00029.1000, do fabricante Merck, de lote 1464929, data de
fabricacéo de 10/12/2008 e data de validade 31/12/2011.
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* Padroes Analiticos

Foram utilizados os padrdes analiticos Sigma Aldrich de glicose (99,5%),
frutose (99%) e manitol (98 %) de lote, data de fabricagéo e validade identificados na

tabela 12 e os padrdoes USP de glicose, frutose e manitol identificados na tabela 13.

Tabela 12 - Identificagdo dos padrées analiticos Sigma Aldrich de glicose, frutose e

manitol.

Padrdes Lote Data de fabricagdo Data de validade
Glicose (99,5%) 108k00301 16/03/2009 03/09/2014
Frutose (99,5%) 079k0352 12/10/2009 24/11/2014

Manitol (98%) 069k0057 27/07/2009 24/11/2014

Tabela 13 - Identificacdo dos padrbes USP de glicose,

frutose e manitol.

Padrdes Lote
Glicose (0,999 mg/mg) J2E294
Frutose (0,999 mg/mg) I3E340
Manitol (0,996 mg/mg) 11G090

No preparo das solucbes-padrao da curva analitica, os padrdes foram secos
conforme recomendado pela Farmacopéia Americana, a glicose a 105°C por 16
horas, a frutose a 70°C por 4 horas e o manitol a 105°C por 4 horas (DEXTROSE,
2011; FRUCTOSE, 2011, MANNITOL, 2011).

* Amostras

No parametro de seletividade foram simuladas solugBes anticoagulantes e

preservadoras contendo os analitos na concentracdo comercial estabelecida pela
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legislacdo e as mesmas solu¢gdes na auséncia dos analitos. Para avaliacdo do efeito
matriz foram selecionadas amostras comerciais de solugbes de SAG-M1, CPDA,
ACD-A e CPD e na avaliacdo da precisdo, exatiddo e robustez foi utilizada a

amostra comercial de solu¢do de SAG-M1 conforme descrito a seguir.

3.1 - SELECAO DAS AMOSTRAS COMERCIAIS

A selecdo das amostras comerciais de trabalho foi realizada utilizando os
dados das amostras analisadas no INCQS no programa Instrumentos de Saude/
Artigos de Saude, disponiveis no SGA 2000 e SGAWEB 2011, no periodo de janeiro
de 2006 a agosto de 2011 e a consulta ao banco de dados da Anvisa relacionando
todos os detentores de registro de bolsas de sangue.

Na etapa inicial, obteve-se um grupo de amostras de bolsas de sangue para
relacionar a incidéncia das solugcdes anticoagulantes e preservadoras.
Paralelamente, em consulta ao banco de dados da Anvisa foram determinados os
detentores de registro de bolsas de sangue que apresentaram maiores nimeros de
produtos registrados contendo as solucdes selecionadas.

Baseado nos resultados obtidos, a selecdo das amostras de estudo,
considerou referéncia a um dos detentores de registro, a quantidade disponibilizada
dos produtos analisados com resultados satisfatérios, o prazo de validade e a
composicdo das solugbes para avaliagdo dos parametros de precisdo, exatidao,

efeito matriz e robustez.

3.2 — PLANEJAMENTO DA VALIDACAO ANALITICA

Na etapa de planejamento, foi verificada a adequacdo do sistema
cromatografico, a avaliacdo preliminar da resposta linear, a otimizacdo dos
parametros analiticos, a qualificacdo do padrdo secundario, a verificacdo da
resposta da nova coluna cromatogréfica e o estudo da estabilidade das solu¢des dos

analitos.
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3.2.1 — Adequacéao do sistema cromatogréfico

A adequacao do sistema cromatografico foi avaliada preparando-se uma
solucdo-padrédo de glicose, frutose e manitol nos niveis de concentracao
aproximados de 2,7 mg/mL, 0,2 mg/mL e 0,75 mg/mL respectivamente.

A solucdo-padréo foi preparada em baldo volumétrico de 100,00 mL pela
pesada direta da massa de glicose e manitol anidros (270 mg de glicose e 75 mg de
manitol) e transferéncia da aliquota de solucdo méae de frutose (4,50 mL) preparada
pela diluicdo de 400 mg de frutose anidra também diluida com fase movel para 100
mL.

A solucéo-padrdo de glicose, frutose e manitol foi injetada seis vezes nas
condicBes cromatograficas descritas na tabela 14. Cabe ressaltar que, nesta etapa,

utilizou-se a coluna cromatogréfica do fabricante Shodex SC1011 do lote 708082.

Tabela 14 - CondicGes cromatograficas para verificacdo da adequacéo do sistema

utilizando o cromatégrafo Shimadzu.

Parametro cromatografico Especificacéo

Coluna cromatogréfica Coluna de troca ibnica SC1011 (300 x 6,5mm)

Fabricante: Shodex

Forno Temperatura: 80°C
Detector de indice de refracéo Temperatura da célula do detector: 55 °C
Fase movel Agua tipo | - Fluxo de 0,5 mL/min
Amostra Volume de injecao: 20 pL

Os sinais cromatograficos obtidos foram avaliados segundo a eficiéncia de
separacao pela avaliacao visual e pelos valores médios obtidos para os parametros
de adequacéo de resolucao, fator de retencdo, numero de pratos teoricos e fator de

assimetria.
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3.2.2 — Verificagéo preliminar da resposta linear

A resposta linear foi avaliada pela determinacdo do coeficiente de
determinacao dos resultados obtidos para cada analito isoladamente através de uma
curva analitica de glicose, frutose e manitol contendo onze niveis de concentragédo
visando a verificagdo de possiveis desvios.

As solucdes-padrdo de glicose, frutose e manitol foram preparadas, assim
como na adequacdo do sistema cromatografico, pela pesada direta da massa dos
analitos glicose e manitol anidros transferidos e transferéncia de aliquotas da
solugcdo mae de frutose (400 mg diluida para 100,00 mL). A tabela 15 relaciona as
massas pesadas de glicose e manitol e as aliquotas da solucdo mae de frutose

adicionadas.

Tabela 15 - Massas aproximadas de glicose e manitol e aliquotas da solucao

mae de frutose utilizadas na verificacdo da faixa linear.

Massa de glicose  Aliquotade SM  Massa de manitol

Padrbes
(mg) de frutose (mL) (mg)
A 60 0,50 40
B 90 1,00 45
C 120 1,50 50
D 150 2,00 55
E 180 2,50 60
F 210 3,25 65
G 240 4,00 70
H 270 4,50 75
I 300 5,00 80
J 330 10,00 85
360 15,00 90

As solugdes-padréo de glicose, frutose e manitol foram injetadas em triplicata

nas condi¢cdes cromatograficas descritas na tabela 14.
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3.2.3 — Otimizacao dos parametros analiticos

3.2.3.1. — Avaliagao do fluxo da fase movel

O fluxo da fase movel foi avaliado através de dez inje¢Bes dos padrbes baixo
(A), médio (F) e alto (L) das curvas analiticas de glicose, frutose e manitol
preparadas na etapa de verificacdo preliminar da resposta linear sob as condicdes
cromatograficas relacionadas na tabela 14 variando o fluxo em 0,4, 0,5 e 0,6

mL/minuto conforme descrito na tabela 16.

Tabela 16 - Niveis de concentracdo utilizados na avaliacdo do fluxo da fase movel.

Concentragcao (mg/mL) Fluxo
Padrdes . .
glicose frutose manitol (mL)
0,60 0,02 0,40
2,10 0,13 0,65 0,4,05e0,6
L 3,60 0,60 0,90

Os sinais cromatograficos obtidos foram avaliados segundo os valores médios
obtidos para os parametros de adequacao de resolucao, fator de retencdo, nimero

de pratos tedricos e fator de assimetria.

3.2.3.2. — Avaliacdo da temperatura do forno

A temperatura do forno foi avaliada através de dez inje¢cdes dos padrbes
baixo (A), médio (F) e alto (L) das curvas analiticas de glicose, frutose e manitol
preparadas na etapa de verificacdo preliminar da resposta linear sob as condicdes
cromatograficas descritas na tabela 14 considerando o fluxo determinado na
avaliacdo do fluxo de fase movel e variando a temperatura em 60, 70 e 80 °C

conforme descrito na tabela 17.
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Tabela 17 - Niveis de concentracdo utilizados na avaliacdo da temperatura do forno.

Concentracao (mg/mL) Temperatura do
Padrdes . .
glicose frutose manitol forno (°C)
0,60 0,02 0,40
F 2,10 0,13 0,65 60, 70 e 80
3,60 0,60 0,90

Os sinais cromatograficos obtidos foram avaliados segundo os valores médios
obtidos para os parametros de adequacéo de resolucdo, fator de retencdo, nimero

de pratos tedricos e fator de assimetria.

3.2.4 — Qualificacdo do padréo secundario

Na qualificacdo do padrdo secundario, os padrdoes secundarios de glicose,
frutose e manitol foram avaliados quanto as caracteristicas fisicas em comparacao
com os padrdes de referéncia USP.

Além disso, foi preparada uma curva analitica utilizando padrées USP anidros
em sete niveis de concentracdo de glicose, frutose e manitol para o doseamento de
amostras preparadas com o padrdo secundario (padréo analitico SIGMA-ALDRICH),
também anidro, de glicose e frutose na concentracdo estabelecida para a solucao
CPDA e de manitol para a solucdo SAG-M1.

As solucbes-padrdo foram preparadas em baldo volumétrico de 25,00 mL,
pela pesada direta da massa de glicose anidra e transferéncia de aliquotas de
solucdo méae de frutose e de manitol e as solu¢cbes-amostra em baldo volumétrico de
50,00 mL, pela pesada direta das massas de padrdo analitico diluidas com fase
movel.

As curvas analiticas adotadas apresentaram 0s niveis de concentracdo de
glicose, frutose e manitol descritos na tabela 18 e possibilitaram o doseamento de
trés amostras com concentracdo teorica correspondente a décima parte da

concentracdo preconizada pela legislacao vigente para estas solugdes (32,0 mg/mL
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de glicose e frutose monoidratadas na solucdo CPDA e 5,2 mg/mL de manitol na
solugcdo SAG-M1) injetadas em triplicata nas condi¢cfes analiticas da tabela 14.

Tabela 18 - Niveis de concentracdo aproximados de glicose, frutose e manitol da
curva analitica para adequac¢éo do padrdo secundario.

Concentracdo (mg/mL)

Padréo
glicose frutose manitol
A 2,00 0,10 0,40
B 2,20 0,15 0,45
C 2,40 0,20 0,50
D 2,60 0,25 0,55
E 2,80 0,30 0,60
F 3,00 0,35 0,65
G 3,20 0,40 0,70

Para a obtencdo da concentracdo das amostras foram plotadas as médias
das areas obtidas para cada amostra contendo glicose, frutose e manitol e, por
interpolagdo com a curva analitica, foram obtidas as concentragdes dos analitos nas
amostras sendo considerada a diluigao realizada.

O teor dos padroes ALDRICH-SIGMA correspondeu a média das
concentracfes obtidas isoladamente para cada analito nas amostras determinada

pela equacao 08.

Equacédo 08 — Determinac¢éo de teor do padrao secundario.

Sendo:
Cexpj— Concentragéo experimental obtida para o analito |
Cieoj— Concentracéo tedrica do analito j
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3.2.5. — Verificagcdo da resposta de separagdo da coluna cromatografica

A verificacdo da resposta de separacdo da nova coluna cromatogréafica (lote
011009), utilizada na validacdo analitica, foi realizada através da avaliacdo dos
sinais cromatograficos obtidos na curva analitica preparada no item 3.2.4.

Os sinais cromatogréficos obtidos foram avaliados segundo a média dos
valores obtidos para os parametros de adequacao de resolucéo, fator de retencéo,

namero de pratos teoricos e fator de assimetria.

3.2.6 — Estudo da estabilidade das solu¢des dos analitos

Para avaliar a estabilidade das solu¢des dos analitos foi preparada a solucao-
padrdao de concentracdo aproximada de 2,7 mg/mL de glicose, 0,156 mg/mL de
frutose e 1,35 mg/mL de manitol e solucdo-amostra da amostra comercial SAG-M1
na diluicdo de 15,00 mL de amostra para 50,00 mL com fase moével.

O método foi ensaiado na solucdo-padrdo e na solucdo-amostra sob as
condi¢des cromatogréficas descritas na tabela 14 em injecdes multiplas pelo periodo
de 14 dias ou 336 horas, totalizando 72 injecdes do mesmo padrédo e da mesma
amostra.

A estabilidade das solu¢des foi verificada através da comparacdo das areas
obtidas nas injecbes e pela verificagcdo da presenca de possiveis impurezas nos
sinais cromatograficos obtidos.

3.3 — VALIDACAO ANALITICA

3.3.1 — Avaliagéo da seletividade

A avaliacdo da seletividade do método foi realizada em duas etapas.
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i) Comparacédo de matriz isenta de analito e matriz adicionada de analito

Na primeira etapa pela comparacdo das matrizes foram preparados dois
grupos de solugbes. No grupo A, como amostras, foram simuladas solucdes
anticoagulantes e preservadoras contendo os analitos, ou seja, glicose, frutose e
manitol, na concentragcdo comercial estabelecida pela legislagdo para CPD, CPDA,
ACD-A, ACD-B, SAG-M1 e SAG-M2 e no grupo B, as mesmas solucdes na auséncia
dos analitos. Parte dessas solucbes foi submetida a degradacdo forcada pelo
processo de autoclavacdo obtendo-se quatro subgrupos de solugdes-amostras
conforme identificado na tabela 19.

Tabela 19 - Amostras simuladas para avaliagéo da seletividade na validacao do
método de determinacédo de glicose e frutose monoidratadas e manitol.

o Auséncia de Presenca de
Identificacao Amostra

Autoclavacéao autoclavacao

Grupo A Presenca de analitos ~ SOLUCAO 1 SOLUCAO 3

Grupo B Auséncia de analitos ~ SOLUCAO 2 SOLUCAO 4

Os subgrupos de solugbes-amostra 1, 2, 3 e 4 de cada solucao
anticoagulante e preservadora foram injetadas sob as condicfes cromatograficas
descritas na tabela 14 para avaliar a pureza dos sinais cromatograficos obtidos e as
avaliacOes foram realizadas:

e Matriz simulada com analito autoclavada e a matriz comercial,

e Matriz simulada com analito ndo autoclavada e a matriz simulada isenta do
analito ndo autoclavada;

e Matriz simulada isenta do analito ndo autoclavada e a matriz simulada isenta

do analito autoclavada; e

e Matriz simulada com analito ndo autoclavada e a matriz simulada com analito
autoclavada.

Em associacdo a este procedimento, para comprovar a pureza dos sinais

obtidos, foi ensaiada uma solucdo-padrdo de 5-hidroximetilfurfural no nivel de
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concentracédo aproximado de 3 mg/mL (massa de 75,0 mg de 5-hidroximetilfurfural
diluida para 25,00 mL com fase moével) paralelamente com a solucdo-padrédo
preparada na etapa do estudo de estabilidade dos analitos, nas condicdes

cromatograficas descritas na tabela 14, para comparacao dos resultados obtidos.

i) Avaliagéo do efeito-matriz

Para avaliar o efeito matriz foram ensaiadas, nas condicdes cromatograficas
descritas na tabela 14, as curvas analiticas (curva-solvente) e as curvas analiticas
preparadas pela adicdo padrdo da amostra comercial (curva-matriz) da solugéo
preservadora SAG-M1, com sete niveis de concentracdo e injetadas em triplicata.

Cada analito presente na solucdo preservadora foi avaliado isoladamente.

e Preparo da curva-solvente

No preparo da curva analitica foram transferidas aliquotas da solu¢do mée de
cada analito preparada pela pesada direta das massas dos padrdes anidros de
aproximadamente 2000 mg de glicose, 250 mg de frutose e 1000 mg de manitol
seguida de diluicdo com fase mével para 50,00 mL. As aliquotas de solucdo mae
utilizadas foram diluidas com fase mével para 50,00 mL e corresponderam aos
niveis de concentracao estabelecidos na tabela 20.

Tabela 20 - Niveis de concentracdo de glicose, frutose e manitol da curva analitica.

Concentracdo (mg/mL)

Padréo
glicose frutose manitol
A 2,1 0,010 0,90
B 2,3 0,083 1,05
C 2,5 0,156 1,20
D 2,7 0,229 1,35
E 2,9 0,302 1,50
F 3,1 0,374 1,65
G 3,3 0,448 1,80
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e Preparo da curva matriz

No preparo da curva analitica pela adicdo padrao foi adicionado o volume de
amostra comercial da solugdo preservadora correspondente a concentracdo do
analito no primeiro nivel da curva analitica, sendo, este mesmo volume, adicionado
aos demais padrdes para ajuste da concentracao final com a quantidade de padrao
preparado (solucdo méae) admitindo o volume final de 25,00 mL.

O preparo desta solucdo mae dos analitos correspondeu a diluicdo das
massas de padrdo anidro de 200 mg de glicose, 63 mg de frutose e 125 mg de
manitol, separadamente, para 25,00 mL em baldo volumétrico.

O volume da amostra comercial da solugdo preservadora (SAG-M1) foi
calculado baseado no teor encontrado na avaliagdo de dez replicatas sob injecao
dupla quantificada por curva analitica preparada conforme descrito na curva-
solvente. A tabela 21 relaciona os volumes da amostra comercial da solucéo
preservadora SAG-M1 e os volumes de solugcdo mae dos analitos utilizados no

preparo das curvas.

Tabela 21 - Curva analitica da avaliacdo do efeito matriz na validacdo do método de

determinacao de glicose e frutose monoidratadas e manitol.

Padrao glicose Frutose manitol

analitico Vam Vsm Vam Vsm Vam Vsm
A e e e
B 0,625 0,730 0,750
C 1,250 1,460 1,500
D 6,430 1,875 5,150 2,190 4,350 2,250
E 2,500 2,920 3,000
F 3,125 3,650 3,750
G 3,750 4,380 4,500

Vam— Volume (mL) de amostra SAG-M Vsu— Volume (mL) de solugdo mae
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O mesmo procedimento foi realizado para avaliagdo do efeito matriz dos
analitos nas solucdes anticoagulantes CPDA, CPD e ACD-A corrigindo o preparo da
curva-matriz pela alteragdo dos volumes de amostra de solugdo adicionada de
acordo com os teores encontrados também pela avaliacdo de dez replicatas sob
injecdo dupla das solugBes quantificada por curva analitica preparada conforme
descrito na curva-solvente.

Os sinais cromatogréficos para as duas curvas (curva-solvente e curva-
matriz) inicialmente foram avaliados segundo os critérios da planilha de linearidade
de Souza e Junqueira (2005) - Planilha de Avaliacdo da Linearidade de Curva
Analitica para aceitabilidade dos parametros com as avaliacbes estatisticas
envolvidas descritas no APENDICE B.

Na etapa seguinte foi utilizada a planilha desenvolvida no Setor de Alimentos
e Contaminantes do INCQS/FIOCRUZ compreendendo as aplicagfes do testes F
(Snedecor) de homogeneidade de variancias e do teste t (Student) para avaliagéo
das inclinac@es e intersecfes das duas curvas conforme recomendado pelo Inmetro
(2007) e as avaliacdes estatisticas envolvidas descritas no APENDICE A.

Na avaliagéo da existéncia de homogeneidade entre as variancias da amostra
ensaiada através do teste F foi considerada a homogeneidade das variancias
indicada pelos valores de F menores que o valor critico. Na presenca de
homogeneidade, as inclinacbes e intersecfes das duas curvas foram comparadas
através do teste t com variancias combinadas e na auséncia de homogeneidade,
através do teste t com variancias amostrais, sendo o efeito matriz rejeitado para

valores de t inferiores ao valor critico nas duas situacées.

3.3.2 — Avaliacao da linearidade, limite de quantificacdo e limite de deteccao

Nesta avaliacdo foram preparadas trés curvas analiticas na faixa de trabalho
estabelecida com sete niveis de concentragdo e injecdo em triplicata de cada nivel
sob as condi¢bes cromatograficas descritas na tabela 14 obedecendo ao preparo
dos niveis de concentracdo mencionados no preparo da curva-solvente (item 3.3.1.).

Os sinais cromatogréaficos obtidos foram avaliados plotando-se as médias dos

sinais obtidos para cada nivel da curva analitica na planilha desenvolvida por Souza
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& Junqueira (2005) - Planilha de Avaliacdo da Linearidade de Curva Analitica e 0s
parametros envolvidos nesta avaliagao foram:

e Homocedasticidade (Teste de Levene);

e Significancia da regresséo e o desvio de linearidade;

o Verificagdo da disperséo dos residuos;

e Autocorrelacao dos residuos (Teste de Durbin-Watson);

¢ Normalidade dos residuos (Teste de Ryan-Joiner); e

e Limite de deteccéo e o limite de quantificacao

3.3.3 — Avaliacao da precisao

Para avaliar a precisdo do método, o parametro da repetitividade foi avaliado
por vinte determina¢es da concentragdo teodrica do analito na amostra comercial da
solucéo contendo os trés analitos (solucdo preservadora SAG-M1) e o parametro de
precisdo intermediaria foi avaliado alternando analistas, equipamentos e dias de

andalise.

i) Avaliacao da repetitividade

Para avaliar a repetitividade foram preparadas as curvas analiticas dos
analitos conforme descrito no preparo da curva-solvente (item 3.3.1.) e vinte
repeticbes da amostra comercial da solucédo preservadora SAG-M1 preparadas pelo
mesmo analista e injetadas num mesmo equipamento, no mesmo dia e em duas
sequéncias distintas (primeira sequéncia ndo aleatéria e segunda sequéncia
aleatéria) de acordo com a tabela 22. As vinte repeticdes da amostra comercial da
solucédo preservadora SAG-M1 foram preparadas na diluicdo de 15,00 mL para o
volume final de 50,00 mL e ensaiadas nas condi¢cdes cromatograficas descritas na
tabela 14.
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Tabela 22 — Grupos de replicatas da avaliagdo da repetitividade na validagao
do método de determinacgéo de glicose e frutose monoidratadas e manitol.

Grupos de Sequéncia
replicatas das replicatas
Aml> Am2> Am3> Am4> Amb5>
Injecéo 1 Am6> Am7> Am8> Am9> Am10>
(n&@o aleatoria) Am1l> Aml12> Am13> Aml1l4> Am15>

Am16> Am17> Am18> Am 19> Am 20

Am5> Am19> Am7> Aml1ll> Am4>
Injecéo 2 Am20> Am6> Amil12> Am8> Amil5>
(aleatoria) Am9> Aml1l7> Aml1l> Am1l14> Am10>

Am16> Am2> Am18> Am3> Am1l3

(Adaptado de INCQS, 2010)

Assim como no célculo da qualificacdo do padrdo secundario, para a
obtencdo da concentracdo dos analitos, foram plotadas as médias das areas obtidas
para cada grupo de replicata contendo glicose, frutose e manitol e, por interpolagéo
com a curva analitica, foram obtidas as concentracbes dos analitos sendo
considerada a diluicdo realizada.

Os sinais cromatograficos obtidos foram avaliados pela determinacdo do
desvio padrdo e do desvio padrao relativo da repetitividade (DPRr), também
chamado de coeficiente de variacdo, dos teores de cada analito determinado pela

equacao 09.

DPRr (%) = ((s/ Md ) * 100)

Equacédo 09 — Determinac¢éo do desvio padréo relativo da repetitividade.

Sendo:
DPRr (ou CV) - desvio padrao relativo de repetitividade (ou coeficiente de variacédo)
s - desvio-padrao

Md - média das concentra¢cdes das repeticoes
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i) Avaliac@o da preciséo intermediaria

Para avaliar a precisdo intermediaria foram ensaiadas nas condicdes
cromatograficas descritas na tabela 14, a curva analitica dos analitos e vinte
repeticbes da amostra comercial da solugdo preservadora SAG-M1 conforme
descrito na avaliagdo da repetitividade preparada por dois analistas, em dois dias
diferentes e injetadas em dois equipamentos (Shimadzu e Waters).

Os sinais cromatograficos obtidos também foram avaliados pela determinacgéao
das concentragOes dos analitos isolados, do desvio padrdo e do desvio padrao
relativo percentual de reprodutibilidade (DPRg) dos teores de cada analito atraves

das equacbes 10 e 11

t n
Sii,k) =V 1/t(n-1) . 3.3 (Y= Y2
J=1 k=1
Equacéo 10 — Determinacéo do desvio padréo de reprodutibilidade interna.

DPR(%) = ((Si/ Y)) * 100)

Equacéao 11 — Determinacao do desvio padréao de reprodutibilidade.

Sendo:

Si = desvio-padréo de reprodutibilidade interna
t = total de amostras ensaiadas

n = total de ensaios efetuados por amostra

j = namero da amostra, j =1, t

k = namero do ensaio da amostraj, k=1, n
Yj« = valor do resultado k para amostra |

Y; = media aritmética dos resultados da amostra j
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3.3.4 — Avaliagdo da exatidao

Para avaliar a exatiddo do método foi adotado o mecanismo de determinacao
da recuperacao. Neste estudo o método foi ensaiado nas condi¢cdes cromatograficas
descritas na tabela 14 com injecdo em triplicata dos niveis da curva analitica com
sete niveis de concentracao preparada pela adicdo padrao da amostra comercial da
solucéo preservadora SAG-M1 pelo preparo da curva-matriz descrito no item 3.3.1.

Foram avaliados o0s sinais cromatograficos de cada analito

independentemente quanto a recuperacdo em cada nivel de concentracdo pela

equacgao 12.

Recuperacédo (%) = ((C,-C,) / C3) * 100
Equacéo 12 — Determinacao da recuperagao

Sendo:
C1 — Concentracao do analito na amostra fortificada
C, — Concentracao do analito na amostra nao fortificada

C3 — Concentracéo tedrica do analito fortificado

3.3.5 — Avaliacéo da robustez

Para avaliar a robustez do método foi preparado o nivel intermediario da
curva analitica dos analitos conforme descrito no item 3.3.1. apresentando
concentracdo aproximada de 2,7 mg/mL de glicose, 0,229 mg/mL de frutose e 1,35
mg/mL de manitol, sendo injetado seis vezes para determinacdo da média e desvio
padrdo relativo da area, do tempo de retencédo e dos parametros de adequacdo do
sistema cromatografico na avaliacdo do efeito de cinco variagdes pela adaptacédo do
teste de Youden para as combinagdes estabelecidas.

Foram admitidas duas variacdes de nivel, separadamente para os parametros
de temperatura da célula do detector, temperatura do forno, volume de injecéo,

composicdo da fase movel e fluxo de fase movel.
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Nesta avaliacdo, as condi¢cdes cromatogréficas foram denominadas pelos
fatores nominais, sendo as condi¢cbes descritas na tabela 14 por letras maidsculas,

de A a E e a variagao, por letra minusculas conforme descrito na tabela 23.

Tabela 23 - Parametros de avaliacdo da robustez na validacdo do método de

determinacao de glicose e frutose monoidratadas e manitol.

Condicao Nivel Nivel
Parametro F F
normal I Il
Temperatura da célula
55°C A 53°C 57°C a
do detector
Temperatura do forno 80°C B 76°C 78°C b
Volume de injecao 20 uL C 18 uL 22 uL c
Composicédo da fase sem 5 com 0,25% com 0,50%
movel organico de organico  de organico

Fluxo da fase mével 0,50 mL/min E 0,45 mL/min 0,55 mL/min e

F — Fator

A tabela 24 descreve as combinacdes de variagcOes utilizadas para determinar
os efeitos da variacdo dos cinco fatores no procedimento analitico sendo avaliados

os efeitos de cada variacdo separadamente.



Tabela 24 - Combinagdes de variacbes segundo a adaptacao
do teste de Youden para avaliagdo da robutez.

Combinacao de variacdes

Fator

1 2 3 4 5 6 7 8
Aoua A A A A a a A a
Boub B B b b B B B b
Couc C C C c C c C C
Doud D D d d d d D D
Eoue E E E e e E E E
Efeito S t u % w X y z

S,u,w,y,t,v,x,z = efeitos das combinagdes
(Adaptado de INCQS, 2009)
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A avaliacao foi realizada isoladamente para cada fator pela verificagao de sua

influéncia baseando-se nos parametros de adequacdo do sistema cromatogréfico,

expresso em termos de percentuais, de acordo com o calculo do efeito realizado

pela sequencia de equacdes 13,14 e 15 exposto em tabelas e graficos.

I\/Inormal = Zefeito normal /4

Equacéao 13 — Determinacao do efeito normal.

Mvariagéo = Zefeito variagao /4
Equacéo 14 — Determinacgao do efeito da variacao.

Efeito = Mnomal — Mvariaczo

Equacao 15 — Determinagéo do efeito.

Sendo:
s,u,w,y,t,v,x,z = efeitos das combinacgdes
M normal — Média dos resultados das amostras sob as condi¢cdes normais

M variaggo — Média dos resultados das amostras sob as condi¢des variadas
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4 - RESULTADOS

4.1. — SELECAO DAS AMOSTRAS COMERCIAIS

Na avaliacdo dos dados disponiveis no SGA de analises das amostras do
programa Instrumentos de Saude/ Artigos de Saude do INCQS foi possivel verificar
a incidéncia de amostras de bolsa de sangue com as solu¢des anticoagulantes
ACD-A, CPD e CPDA e solucao preservadora SAG-M1 no periodo de estudo. Foi
verificada, ainda, a auséncia da analise de amostras contendo a solucdo
anticoagulante ACD-B e a solucéo preservadora SAG-M2.

Na consulta ao banco de dados disponibilizado pela Anvisa foram
identificados os 3 detentores de registro de bolsas de sangue que apresentavam
maiores numeros de produtos registrados contendo as solucbes analisadas pelo
INCQS identificados por letras na tabela 25 (ANVISA, 2011).

Tabela 25 - Identificacdo dos maiores detentores de registros de

produtos contendo as solucdes avaliadas

Solucéao Detentor de registro
Solucéo preservadora SAG-M1 A/B/C
Solucéo anticoagulante CPD A/B/C
Solucédo anticoagulante CPDA A/DI/E
Solucéo anticoagulante ACD-A C/DI/E

(Adaptado de ANVISA, 2011)

Na selecdo das amostras comerciais, além de considerar referéncia a um dos
detentores relacionados na tabela 25, a disponibilidade e a validade, e, por
corresponder a uma determinacdo de multiplos analitos, foi admitido, para a anélise
de precisao, exatidao, efeito matriz (seletividade) e robustez, a amostra SAG-M1 do
detentor A por apresentar os trés analitos e as demais amostras, CPD do detentor A,
CPDA do detentor C e ACD-A do detentor D, para avaliacdo do efeito matriz apenas.
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4.2. — PLANEJAMENTO DA VALIDACAO ANALITICA

4.2.1. — Adequacao do sistema cromatografico

A técnica instrumental empregada em determinagBes para controle de
qualidade fisico-quimico deve proporcionar resultados confiaveis (ABNT, 2005;
GARCIA, 2009). Neste objetivo, muitos autores recomendam a realizacdo da
verificagdo da conformidade do sistema cromatogréfico (system suitability) no
desempenho do equipamento em reproduzir o método (RIBANI, 2004a).

Inicialmente, verificou-se a satisfatoriedade na separacdo completa dos sinais
cromatograficos dos analito pela auséncia de sobreposic6es conforme apresentado

anteriormente na figura (figura 11).

Figura 11 - Cromatograma referente a solucéo-padrdo de glicose a 2,7
mg/mL, frutose a 0,2 mg/mL e manitol a 0,75 mg/mL na avaliagdo da
adequacao do sistema cromatogréfico.
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Padré@o analitico de concentragdo de 2,7 mg/mL de glicose, 0,2 mg/mL de frutose e
0,75 mg/mL de manitol, utilizando como fase mével agua tipo | sob o fluxo de 0,5
mL/minuto, coluna de troca ibnica Shodex SC1011 tamanho 300 x 6,5mm, detec¢éo
por indice de refracdo com temperatura da célula em 55°C e temperatura do forno em
80°C.
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A avaliacdo dos sinais cromatogréaficos demonstrou que todos os parametros
de adequacdo estavam dentro dos critérios de conformidade estabelecidos pela
farmacopéia americana (CHROMATOGRAPHY, 2011).

A resolucdo apresentou-se superior a 2, o fator de assimetria inferior a 2, o
fator de retenc&o no intervalo de 1-10, o numero de pratos tedricos superior a 2000 e
a repetitividade expressa em desvio padrdo relativo (DPR) inferior a 2 %
(CHROMATOGRAPHY, 2011).

Cabe ressaltar que, a resolucéo indica o poder de separacao do sistema para
um par de analitos de interesse, sendo também definida como capacidade de
separacao de dois ou mais analitos (CHROMATOGRAPHY, 2011; GRAEF, 2007).
Assim, considerando que, a avaliacdo foi realizada na solugcdo-padrdo onde os
analitos apresentaram-se solubilizados em fase movel (dgua tipo 1), os sinais
cromatograficos obtidos corresponderam apenas aos analitos de interesse nao
sendo possivel determinar a resolucdo referente ao analito glicose que elui
primeiramente (menor tempo de retencao).

A tabela 26 descreve a média dos parametros de adequacao obtidos pelos
sinais cromatograficos revelando excelente reprodutividade e conformidade com os

principais compéndios oficiais.

Tabela 26 - Resultados obtidos na adequacao do sistema cromatografico para a
determinacao de glicose e frutose monoidratas e manitol utilizando coluna Shodex
SC1011 lote 708082.

Parametros de glicose frutose manitol
adequacéo Valor DPR Valor DPR Valor DPR
Tempo de reten¢do (Tr) 16,11 0,01 19,32 0,01 2420 0,01
Resolugéo (Rs) 3,45 0,39 5,48 1,56

Fator de retencao (K) 2,22 0,01 2,87 0,02 3,84 0,01
Fator de assimetria (Tf) 1,06 0,07 1,02 1,39 1,00 0,22
N°. pratos teoricos (N) 5322 0,34 6206 1,68 14462 0,30
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4.2.2. - Verificagao preliminar da resposta linear

Na verificacdo da resposta preliminar da faixa linear observou-se que todos os
niveis de concentracdo das curvas analiticas (glicose, frutose e manitol) preparadas
conforme item 3.2.2. apresentaram relagéo linear com excelentes resultados para o
coeficiente de determinacéo.

As tabelas 27, 28 e 29 relacionam as médias das areas obtidas pelos sinais

cromatograficos e as figuras 12,13 e 14 representam as curvas analiticas obtidas.

Tabela 27 - Resultados obtidos na verificacéo preliminar da resposta

linear de glicose.

Solucbes-padrao Média da area (u) Concentracdo (mg/mL)
A 197254,7 0,6
B 295889,7 0,9
C 394686,3 1,2
D 491334,3 15
E 591798,7 1,8
F 688334,3 2,1
G 787895,7 2,4
H 886131,3 2,7
I 986222,7 3,0
J 1084732,0 3,3

1182090,0 3,6




Figura 12 - Curva analitica obtida na verificagcao preliminar da
resposta linear de glicose.

Curva analitica de glicose

1400000 -

1200000 - y =330401x- 1540
RZ = 0,999995

1000000
= 800000 -
o
L 600000 -
<L

400000 -

200000 -

O T T T T T T T 1

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
Concentragao (mg/mL)

Média das areas obtidas nos cromatogramas dos padrdes na faixa de
concentracdo de 0,60 a 3,60 mg/mL, utilizando como fase mdvel agua tipo |
sob o fluxo de 0,5 mL/minuto, coluna de troca i6nica Shodex SC1011 tamanho
300 x 6,5mm, temperatura do forno em 80°C e detecc¢éo por indice de refragao
com temperatura da célula em 55°C.

Tabela 28 - Resultados obtidos na verificacdo preliminar da resposta

linear de frutose.

Solucbes-padrao Média da area (u) Concentracdo (mg/mL)
A 5309,7 0,02
B 12137,7 0,04
C 18483,3 0,06
D 24946,7 0,08
E 31247,3 0,10
F 41099,7 0,13
G 50530,0 0,16
H 56615,7 0,18
I 64213,7 0,20
J 128542,7 0,40

191906,7 0,60




Figura 13 - Curva analitica obtida na verificagcao preliminar da

resposta linear de frutose.
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Média das areas obtidas nos cromatogramas dos padrdes na faixa de
concentracdo de 0,02 a 0,60 mg/mL utilizando como fase mével agua tipo |
sob o fluxo de 0,5 mL/minuto, coluna de troca idnica Shodex SC1011 tamanho
300 x 6,5mm, temperatura do forno em 80°C e deteccao por indice de refracédo
com temperatura da célula em 55°C.

Tabela 29 - Resultados obtidos na verificacdo preliminar da resposta

linear de manitol.

Solugdes-padrao

Média da area (u)

Concentragdo (mg/mL)

A

T O m moOQO W

125125,7
141498,0
158843,7
174381,3
191491,7
205334,7
221967,7
239636,3
255284,7
271760,0
288150,3

0,40
0,45
0,50
0,55
0,60
0,65
0,70
0,75
0,80
0,85
0,90

92
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Figura 14 - Curva analitica obtida na verificacao preliminar da

resposta linear de manitol.

Curva analitica de manitol
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Média das &reas obtidas nos cromatogramas dos padrdes na faixa de
concentracdo de 0,40 a 0,90 mg/mL utilizando como fase moével agua tipo |
sob o fluxo de 0,5 mL/minuto, coluna de troca idnica Shodex SC1011 tamanho
300 x 6,5mm, temperatura do forno em 80°C e deteccao por indice de refracédo
com temperatura da célula em 55°C.

Segundo Souza (2007), os coeficientes de correlacdo (r) e determinacéo (R?)
nao sdo adequados como indicadores de linearidade indicando apenas o grau de
ajuste dos dados a curva e podendo, até mesmo, corresponder a pontos bem
ajustados em um modelo néo linear. Entretanto, segundo recomendado pela Anvisa
(2003), o critério de aceitabilidade para o coeficiente de correlacdo corresponde a
0,99.

Esta etapa apresentou-se importante para identificar possiveis desvios de
linearidade devido a determinacdo de manitol associado a outros analitos em
solugdes preservadoras apresentar-se ausente nos compéndios oficiais, estando,
esta determinacdo, relacionada apenas em alguns estudos cientificos, como o
desenvolvido por Fontes (2009) que avaliou a determinagéo de glicose, frutose e
manitol em suco de caju, produto alimenticio (uso oral). O estudo em questdo nao
oferece seguranca na comparacdo com a determinacdo de manitol na solucao
preservadora de bolsa de sangue, imprescindivel para a manutencgéo da viabilidade

do sangue e extremamente critica por oferecer risco ao paciente receptor no seu uso
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indevido. Cabe ressaltar ainda que, esta avaliagdo nédo apresentou fidelidade quanto
aos niveis de concentracdo determinados na etapa de validacao analitica

4.2.3 — Otimizagdo dos parametros analiticos

4.2.3.1 — Avaliagéo do fluxo da fase movel

A avaliacdo do fluxo da fase mével foi realizada para verificar sua influéncia

no método proposto. A tabela 30 descreve os resultados obtidos para a glicose,

frutose e manitol comprovando pela avaliacdo do tempo de retencéo que o fluxo da

fase movel é determinante no tempo de andlise.

Tabela 30 - Resultados da separacao cromatografica obtida na avaliacdo do fluxo

da fase movel para a determinacéo de glicose e frutose monoidratadas e manitol.

Parametros de glicose Frutose manitol
adequacéo 0,4 0,5 0,6 04 05 0,6 0,4 0,5 0,6

Tr 20,1 16,1 134 | 24,2 193 16,1 30,2 24,2 20,2
Rs --- --- --- 3,85 350 3,32 5,86 5,54 5,27
K 303 222 129 |383 286 223 5,05 3,84 3,04
N 6320 5726 5264 8144 7741 6631 14498 14443 12951
Tf 1,06 107 1,08 | 104 104 1,05 1,04 1,01 1,03

Tr - Tempo de retencdo k — Fator de retencdo Tf — Fator de assimetria

N — NUmero de pratos tedricos Rs — Resolugéo

Na avaliacdo dos parametros de adequacdo, foi visualizada a reducdo da
resolucdo, do numero de pratos tedricos e do fator de retencdo pelo aumento do
fluxo de fase movel. Este resultado comprovou a especificacdo do fabricante da
coluna cromatogréfica, que informa que a coluna para analises de monossacarideos
e oligossacarideos apresenta a resolucdo e o0 numero de pratos teoricos

relacionados inversamente com o fluxo da fase mével (SHODEX, 2011a).
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Os resultados obtidos demonstraram satisfatoriedade dos parametros de
adequacao para os analitos nos fluxos testados. No fluxo de 0,6 mL/min foi
verificado um fator de retencéo inferior para a glicose sendo excluido da avaliacao.
Embora os fluxos de 0,4 e 0,5 mL/min tenham apresentado valores muito proximos,

optou-se por utilizar o fluxo de 0,5 mL/min devido ao menor tempo de anélise.

4.2.3.2 — Avaliagao da temperatura do forno

A temperatura do forno foi avaliada, apds o estabelecimento do fluxo de fase
moével (0,5 mL/min), para verificar sua influéncia no método proposto. Isto devido,
Santos et al. (2006) em seu estudo de determinacéo de acucares, ja mencionar que
em determinacdes com deteccdo por indice de refracdo, além do fluxo de fase
movel, o controle de temperatura exerce grande influéncia.

Neste estudo, as temperaturas avaliadas permitiram a andlise dos analitos
sendo encontrado valor inadequado referente ao niumero de pratos teéricos (valor
inferior a 2000) para o analito glicose na temperatura de 60°C e por isso foi excluida

esta temperatura. Os resultados obtidos apresentam-se descritos na tabela 31.

Tabela 31 - Resultado da separacédo cromatografica na avaliacdo da temperatura

do forno para a determinacao de glicose e frutose monoidratadas e manitol.

Parametros de Glicose Frutose Manitol
adequacéo 60°C 70°C 80°C |60°C 70°C 80°C 60°C 70°C  80°C
Tr 16,0 16,1 16,1 | 20,4 19,8 19,3 24,2 25,0 24,2
Rs --- --- --- 259 3,22 3,50 4,33 5,17 5,54
K 220 221 222 |307 295 286 4,22 4,01 3,84
N 1445 3037 5264 | 2366 4858 6631 11361 12431 14443
Tf 126 1,11 1,07 | 1,04 105 1,01 1,02 1,04 1,01
Tr - Tempo de retencdo K — Fator de retengéo Tf — Fator de assimetria

N — Ndmero de pratos tedricos Rs — Resolugéo
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As avaliacbes nas temperaturas de 70° e 80°C também ndo apresentaram
problemas na eficiéncia de separacdo, sendo que na temperatura de 80°C foram
obtidos os resultados com maiores numeros de pratos tedricos, maior proximidade
de 1 (um) dos valores de fator de assimetria e melhor resolu¢cdo concordando com a
especificacdo do fabricante da coluna cromatogréfica. Este indica a temperatura de
80°C para um aumento da eficiéncia da separagdo cromatografica de
monossacarideos (SHODEX, 2011b).

4.2.4 - Qualificagdo do padrdo secundario

Considerando a disponibilidade e o alto custo dos materiais de referéncia
cerfificados (MRC), a substituicdo desses surge como uma alternativa que, conforme
mencionada em alguns trabalhos cientificos, viabiliza o processo analitico (BRITO et
al., 2003; SILVA, 2010; SOUZA, 2007). Sua utilizacdo apresenta-se também
recomendada pela Anvisa (2003) condicionada a comprovacéo do teor.

Para esta finalidade, inicialmente, os padrées secundarios Aldrich Sigma de
glicose, frutose e manitol foram avaliados apresentando-se na forma de pd branco
homogéneo, assim como os respectivos padrdes de referéncia USP dos analitos.

Na avaliacdo dos sinais cromatograficos obtidos foi observada a auséncia de
interferentes na regido de determinacdo dos analitos e o teor (pureza) foi
determinado permitindo posteriores correcdes nas avaliagdes. Os resultados obtidos
apresentam-se descritos detalhadamente no APENDICE D e, resumidamente, na

tabela 32 e confirmaram as informacdes técnicas disponibilizadas pelo fabricante.



97

Tabela 32 - Resultados da qualificagdo do padréo secundario para a determinacéo
de glicose e frutose monoidratadas e manitol.

_ Conc. tedrica.  Conc. exp. Média do teor
Analito Teor (%)
(mg/mL) (mg/mL) (%)
2,866 2,852 99,5
glicose 2,865 2,849 99,4 99,5
2,864 2,848 99,5
0,326 0,324 99,5
frutose 0,322 0,320 99,4 99,5
0,322 0,321 99,6
0,519 0,510 98,4
manitol 0,521 0,514 98,8 98,4
0,521 0,511 98,0

4.2.5 - Verificagcao da resposta de separa¢ao da coluna cromatografica

Na etapa de adequacao do sistema cromatografico (item 3.2.1.) foi avaliado o
equipamento no desempenho do método analitico utilizando a coluna cromatografica
Shodex SC1011 de lote 708082. Entretanto, para avaliacdo dos parametros da
validacdo analitica, optou-se por utilizar uma nova coluna cromatografica de mesma
especificacao (propriedades fisicas) diferenciando-se no lote, 011009.

Desta forma, foi necesséaria a realizacdo da verificacdo da resposta de
separacdo cromatografica da nova coluna através da avaliacdo dos parametros de
adequacao ja descriminados anteriormente.

Os sinais cromatograficos referentes aos niveis de concentracdo da curva
analitica descrita no item 3.2.4. apresentaram os resultados descritos na tabela 33

relacionados com as médias dos valores obtidos nos sinais cromatograficos.
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Tabela 33 - Resultados da verificacdo da resposta de separacdo cromatografica
para a determinacéo de glicose e frutose monoidratas e manitol utilizando a coluna
cromatografica Shodex SC1011 lote 011009.

Parametros de Glicose Frutose Manitol
adequacéo Valor DPR Valor DPR Valor DPR
Tempo de retencéo 16,86 0,01 19,97 0,01 24,65 0,01
Resolucao 3,25 0,14 5,04 0,15

Fator de retencéo 2,37 0,02 2,99 0,02 3,93 0,02
Fator de assimetria 1,08 0,04 1,04 0,27 1,05 0,23
N°. pratos tedricos 5415 0,41 6543 0,45 12722 0,24

Nesta avaliagdo, os resultados apresentaram pequenas alteracbes em
relacdo a etapa de adequacdo do sistema cromatografico sendo mais significativo
para namero de pratos tedricos na separacdo do manitol. Esta variacdo apresenta-
se relacionada com a diferenca de eficiéncia de separacao das colunas. No entanto,
todos os resultados apresentaram-se dentro dos critérios de conformidade
estabelecidos pela Farmacopéia Americana permitindo a utilizacdo da mesma.

A verificacdo da separacdo cromatografica da nova coluna assegurou que a
alteracdo de coluna nédo interferiu significativamente no desempenho do

equipamento para a producao dos resultados pelo método em estudo.

4.2.6 - Estudo da estabilidade das solucfes dos analitos

No estudo da estabilidade das solu¢des dos analitos foi possivel comparar as
areas obtidas nas injecdes da solucdo-padrdo e da solugdo-amostra. Segundo
Aguiar (2009), esta etapa apresenta-se importante para evitar que 0s experimentos
sejam afetados por instabilidades nas solu¢cdes permitindo estabelecimento da
seguranca do tempo de preparo e uso das solucdes permitindo a reducéo do custo
analitico. As figuras 15, 16 e 17 demonstram a variagdo observada na area da

solugao-padréo e da solugcdo-amostra para cada analito.



Figura 15 - Avaliacédo da estabilidade da solugéao-padréo e da

solucdo-amostra do analito glicose em funcéo do tempo.
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Areas referentes ao analito glicose obtidas nos cromatogramas da solug&o-
padrédo e da solu¢éo-amostra SAG-M1, utilizando como fase movel agua tipo |
sob o fluxo de 0,5 mL/minuto, coluna de troca i6nica Shodex SC1011 tamanho
300 x 6,5mm, deteccdo por indice de refracdo com temperatura da célula em
55°C e temperatura do forno em 80°C.

Figura 16 - Avaliacédo da estabilidade da solugao-padréo e da

solucdo-amostra do analito frutose em fungéao do tempo.
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padrédo e da solugcdo-amostra SAG-M1, utilizando como fase movel agua tipo |
sob o fluxo de 0,5 mL/minuto, coluna de troca i6nica Shodex SC1011 tamanho
300 x 6,5mm, deteccdo por indice de refracdo com temperatura da célula em
55°C e temperatura do forno em 80°C.
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Figura 17 - Avaliagédo da estabilidade da solucao-padréo e da

solucado-amostra do analito manitol em fung&o do tempo.
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Areas referentes ao analito manitol obtidas nos cromatogramas da solug&o-
padréo e da solu¢éo-amostra SAG-M1, utilizando como fase movel agua tipo |
sob o fluxo de 0,5 mL/minuto, coluna de troca i6nica Shodex SC1011 tamanho
300 x 6,5mm, deteccédo por indice de refracdo com temperatura da célula em
55°C e temperatura do forno em 80°C.

Neste estudo, os sinais cromatograficos apresentaram auséncia de produtos
de degradacdo na regido de determinacdo dos analitos. De acordo com o0s
resultados obtidos pode-se observar, apés 100 horas (quatro dias) de preparo de
solucéo, pequena variacdo de area mais evidente no analito glicose. Para os demais
analitos (frutose e manitol), pode-se verificar que ambas as solugbes (solugéo-
padrdao e solucdo-amostra) permaneceram com suas concentragcdes inalteradas no

periodo estudado (336 horas ou quatorze dias).

4.3 — PARAMETROS DE VALIDACAO ANALITICA

4.3.1 — Avaliagéao da seletividade

Conforme as definicbes do item 1.4.4. referente a seletividade e

especificidade, nesta etapa foi avaliada a seletividade do método e ndo sua
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especificidade uma vez que o método em estudo apresenta como aplicabilidade
produzir resposta para multiplos analitos (BARBOSA, 2009).

Considerando a importancia da seletividade pelo comprometimento dos
resultados de linearidade, exatiddo e precisdo, conforme mencionado por Ribani
(2004b) optou-se por avaliar este parametro em duas etapas conforme descrito no
item 3.3.1..

i) Comparacédo de matriz isenta de analito e matriz adicionada de analito

Nesta avaliagdo, o0s grupos de solugbes-amostra foram preparados e
submetidos as condicbes de degradacdo forcada, neste caso utilizou-se a
autoclavacao por apresentar-se como uma etapa do processo industrial de bolsas de
sangue e provocar a formacgéo de possiveis produtos de degradacéo.

Cabe ressaltar que se tratando de solugbes anticoagulantes e preservadoras
autoclavadas, a dextrose apresenta como principais subprodutos de degradacéo a
frutose e o 5-hidroximetilfurfural (HMF).

Segundo Templeton (2003), a deteccdo por indice de refracdo de HMF
exigiria uma sensibilidade muito grande devido aos baixos niveis de formacao
desses compostos. Além disso, este analito apresenta tempo de retencdo superior
aos analitos de interesse conforme comprovado pela figura 18.

No caso da frutose, que possui a mesma aplicabilidade da glicose segundo
Costa Junior (2006), esta apresenta sua quantificacdo como um dos objetivos deste
estudo apresentando seu resultado final expresso em associacdo com o teor de

glicose.
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Figura 18 - Avaliagéo da seletividade do método de determinagéo de

glicose e frutose monoidratas e manitol.
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Cromatogramas referentes ao padrdo analitico de 5-hidroximetilfurfural na
concentracdo de 3 mg/mL (cor preta) sobreposto ao cromatograma da solugéo-
padrdo do nivel intermediario (D) da avaliacdo da adequac¢do do padrdo secundério
(cor rosa), utilizando como fase mével agua tipo | sob o fluxo de 0,5 mL/minuto,
coluna de troca i6nica Shodex SC1011 tamanho 300 x 6,5mm, detec¢éo por indice de
refracdo com temperatura da célula em 55°C e temperatura do forno em 80°C.

Os cromatogramas obtidos foram avaliados visualmente quanto a presenca
de interferentes e/ou produtos de degradacdo. A comparacdo dos cromatogramas
obedeceu a sequéncia descrita no item 3.3.1. subitem i).

A comparagdo dos cromatogramas da matriz simulada com analito
autoclavada (a) com a amostra comercial (b) apresentada na figura 19 comprovou
gue a matriz simulada em laboratério apresentou as caracteristicas cromatograficas
da amostra proveniente do processo industrial pela verificagdo dos sinais
cromatograficos em tempos de retencdo semelhantes.
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Figura 19 - Comparagao da matriz simulada com os analitos e a amostra comercial

na avaliacao da seletividade para a validacdo da determinacédo de glicose e frutose
monoidratas e manitol.
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Cromatogramas referentes a matriz simulada de SAG-M1 com analito autoclavada (a) e a matriz
comercial de SAG-M1 (b), utilizando como fase mével agua tipo | sob o fluxo de 0,5 mL/minuto,
coluna de troca ibnica Shodex SC1011 tamanho 300 x 6,5mm, deteccdo por indice de refragdo com
temperatura da célula em 55°C e temperatura do forno em 80°C.

A figura 20 compara os cromatogramas da matriz simulada com analito ndo
autoclavada (c) com a matriz simulada isenta do analito (d) ndo autoclavada para

identificar a presenca do interferente no placebo e na matriz simulada com analito.

Figura 20 - Comparacao das matrizes nao autoclavadas com os analitos e isenta
dos analitos na avaliacdo da seletividade para a validacéo da determinacgéo de
glicose e frutose monoidratas e manitol.
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Cromatogramas referentes a matriz de SAG-M1 com analito ndo autoclavada (c) e a matriz de SAG-
M1 isenta do analito (placebo) ndo autoclavada (d), utilizando como fase mével agua tipo | sob o fluxo
de 0,5 mL/minuto, coluna de troca idnica Shodex SC1011 tamanho 300 x 6,5mm, detecgéo por indice
de refragdo com temperatura da célula em 55°C e temperatura do forno em 80°C.




104

A figura 21 relacionou a comparagédo dos cromatogramas da matriz simulada
isenta dos analitos antes (e) e ap0s autoclavacgdo (f) permitindo avaliar o efeito ndo

representativo do processo de degradacao no placebo.

Figura 21 - Comparacao da matriz isenta dos analitos antes e apos autoclavagao
na avaliacao da seletividade para a validacdo da determinacao de glicose e

frutose monoidratas e manitol.
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Cromatogramas referentes a matriz de SAG-M 1 isenta do analito ndo autoclavada (e) e a matriz de
SAG-M 1 isenta do analito (placebo) autoclavada (f), utilizando como fase movel 4gua tipo | sob o
fluxo de 0,5 mL/minuto, coluna de troca idnica Shodex SC1011 tamanho 300 x 6,5mm, deteccéo por
indice de refragdo com temperatura da célula em 55°C e temperatura do forno em 80°C.

Finalizando, os cromatogramas obtidos nas analises da matriz simulada com
os analitos antes (g) e apos (h) o processo de degradacéo relacionado na figura 22
comprovou a formacéo do produto de degradacédo frutose e a auséncia de sinais de
interferentes e outros produtos em eluicdo simultanea com os analitos de interesse.
O 5-hidroximetilfurfural ndo foi observado devido aos cromatogramas serem
realizados no tempo maximo de 30 minutos e este produto de degradacéo
apresentar tempo de retencdo superior (aproximadamente 40 minutos) e fora da
regido de interesse.

A reducéo da area de glicose nas soluc¢des autoclavadas para a formacéo de
frutose apresentou-se variavel para cada solucdo anticoagulante e preservadora

estando em menor propor¢ao na amostra simulada de SAG-M1.



105

Figura 22 - Comparacado da matriz com os analitos antes e apds autoclavacao na
avaliacao da seletividade para a validacao da determinacdo de glicose e frutose

monoidratas e manitol.
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Cromatogramas referentes a matriz de SAG-M1 com analito ndo autoclavada (g) e a matriz de SAG-
M1 com analito autoclavada (h), utilizando como fase mdével agua tipo | sob o fluxo de 0,5 mL/minuto,
coluna de troca ibnica Shodex SC1011 tamanho 300 x 6,5mm, detecg&o por indice de refragdo com
temperatura da célula em 55°C e temperatura do forno em 80°C.

Os resultados apresentados corresponderam as avaliacbes na matriz SAG-
M1, sendo também reproduzido nas demais solucbes anticoagulante e
preservadora. Cabe ressaltar que, devido a auséncia de solu¢cdes comerciais de
SAG-M2 e ACD-B néao foi possivel realizar a comparagdo da amostra com analito
autoclavada e a amostra comercial, no entanto, as avaliacbes sequenciais foram
realizadas.

A auséncia de interferentes e a auséncia dos produtos de degradacdo em
eluicdo simultanea com os analitos de interesse foram comprovadas, assim como na
avaliacdo da matriz SAG-M1 comprovando que o método permite detectar os

analitos na presenca de outras substancias.
i) Avaliagéo do efeito-matriz
Esta etapa, recomendada pelo Inmetro (2010) e citada em alguns trabalhos

cientificos, dentre eles o estudo desenvolvido por Souza (2007), permitiu avaliar ndo

somente os interferentes da matriz, mas também todos aqueles provenientes de
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materiais e reagentes relacionados com o preparo das solu¢cdes-amostra e solugbes
padréo.

Considerando que trata-se de uma determinacédo simultanea dos analitos em
diferentes matrizes, as avaliacGes foram realizadas para cada combinacdo analito-
matriz separadamente, conforme recomendado por Souza (2007).

Os resultados obtidos relacionados com as duas curvas (curva-solvente e
curva-matriz) foram avaliados segundo os critérios da planilha de linearidade de
Souza e Junqueira para comprovacdo da linearidade. Isto devido aos estudos
realizados por Fust (2011), Aguiar (2008) e Souza (2007) indicarem que, na
indisponibilidade de materiais de referéncia, € necessario o delineamento
experimental para comprovacao da linearidade no preparo das curvas analiticas
destinadas a verificacdo de efeito matriz.

Na segunda etapa da avaliacéo, através da planilha desenvolvida no Setor de
Alimentos e Contaminantes do INCQS/FIOCRUZ, a verificacdo da existéncia de
homogeneidade entre as variancias residuais foi ensaiada através do teste F sendo
considerada auséncia de significancia entre as variancias (homogeneidade das
variancias) na obtengdo do valor de F calculado ter sido inferior ao valor de F
tabelado (F critico).

Nesta avaliacdo, considerada determinante para a avaliagao das inclinacdes e
intersecdes das curvas, foi verificada a homogeneidade das variancias para todos os
analitos nas amostras estudadas com excecao da avaliacdo do analito glicose na
solucédo anticoagulante ACD-A (INMETRO, 2007).

Na avaliacdo das inclinacbes e intersecbes das duas curvas estudadas
(curva-solvente e curva-matriz), obedecendo ao critério da avaliacdo da
homogeneidade de variancias residuais, o teste t indicou que todas as matrizes
estudadas apresentaram rejeicdo do efeito matriz no ensaio pelos valores de t
calculado (t.2 e t,°) inferiores aos valores de t tabelado (t critico).

Os resultados apresentam-se descritos resumidamente nas tabelas 34 e 35 e
as planilhas das avaliagcdes de efeito matriz das solugdes anticoagulantes CPDA,
CPD e ACD-A e da solucao preservadora SAG-M1 relacionadas detalhadamente no
APENDICE E, relacionados respectivamente com os analitos correspondentes.

t,” - Estatistica t para comparacéo das inclinacdes das curvas solvente e matriz

t, - Estatistica t para comparacao das intersecgdes das curvas solvente e matriz
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Tabela 34 - Resultados da avaliacdo da homogeneidade das variancias do efeito

matriz na validagéo da determinacao de glicose e frutose monoidratas e manitol.

Solugdes anticoagulantes Resultados  Resultados Avaliacéo
e preservadora de Fearc de Fiap

G|ICOS€ 42,56 2,29 Fca|(;> Ftab
SAG-M1 Frutose 56,82 2,26 Fecac™> Frab
Manlt0| 51,97 2,34 Fca|(;> Ftab
Glicose 48,98 2,24 Feaic> Frab

CPDA
Frutose 79,52 2,26 Feac> Fiap
G|ICOS€ 3,72 2,17 Fca|c> Ftab

CPD

Frutose 208,30 2,26 Feaic> Frab
Glicose 1,61 2,17 Fcac< Ftab

ACD-A
Frutose 13,01 2,26 Feac> Fiap

Tabela 35 - Resultados da avaliacao das inclinacdes e intersecdes das curvas do
efeito matriz na validacédo da determinacao de glicose e frutose monoidratas e

manitol.

Solugbes anticoagulantes Resultados Resultados Resultados

Avaliacéao
e preservadora de t, de tp de tiap
Glicose 0,58 1,16 2,09
SAG-M1 Frutose 1,07 1,88 2,10
Manitol 0,64 1,05 2,09
Glicose 1,89 1,37 2,09 ta < tiap
CPDA
Frutose 0,38 1,34 2,10
Glicose 2,02 0,72 2,05 ty < tiab
CPD
Frutose 0,92 1,44 2,10
Glicose 0,06 0,35 2,02
ACD-A

Frutose 0,90 1,67 2,10
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A determinagédo do efeito matriz vem apresentando crescente aplicagdo em
validacBes de métodos quantitativos conforme pode ser observado nos estudos de
Teixeira (2008), Aguiar (2008), Cardoso (2008) e Fust (2011).

Assim como nas comparagdes da matriz isenta de analito com a matriz
adicionada de analito, a determinagdo do efeito matriz permitiu excluir a
possibilidade de interferéncia no desempenho das medi¢des conforme recomendado
pelo Inmetro (2010) e Anvisa (2003).

4.3.2 — Avaliacao da linearidade, limite de quantificacéo e limite de deteccéo

Na avaliacdo da linearidade, assim como na avaliacéo realizada por Barbosa
(2009) e outros autores, foram construidas 3 curvas analiticas sob injecdo em
triplicata conforme descrito no item 3.3.2. admitindo 7 niveis de concentracéo
equidistantes obedecendo aos critérios estabelecidos pela Anvisa (BRASIL, 2003) e
Inmetro (INMETRO,2010).

A faixa linear de trabalho escolhida permitiu a determinacdo dos analitos em
seis solucdes anticoagulantes e preservadoras que apresentam variagcbes ha
concentracdo dos analitos conforme descrito na tabela 3 (item 1.3.1.).

Nesta etapa, optou-se utilizar como ferramenta, a planilha desenvolvida por
Souza & Junqueira (2005) - Planilha de Avaliacdo da Linearidade de Curva Analitica
devido a avaliacdo visual e os coeficientes de correlacdo e determinagdo, embora
ainda recomendado em muitas literaturas se apresentarem inadequados por
possibilitarem indicar apenas pontos bem ajustados a curva (SOUZA, 2007). Cabe
ressaltar que, todos os valores encontrados de coeficiente de correlacao
apresentaram-se superiores a 0,99 conforme estabelecido pela Anvisa (2003).

Na avaliacao estatistica dos resultados dos analitos, o tratamento dos valores
outliers (valores extremos) pelo teste de Jacknife considerou o limite maximo de
22,2% do numero total de resultados da curva analitica (21 replicatas) (HORWITZ,
1995). A premissa da distribuicdo normal para os residuos foi confirmada pelo teste
de Ryan-Joiner, a variabilidade aleatéria pelo teste de Levene demonstrou
homoscedasticidade e a independéncia dos residuos foi comprovada pelo teste de
Durbin-Watson. A confirmacdo da homocedasticidade e independéncia indicaram o

uso do MMQO (Método dos Minimos Quadrados Ordinarios) para estimativa dos
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parametros da regressao. Nesta etapa, as avaliagbes nas faixas estudadas (glicose
entre 2,1 e 3,3 mg/mL, frutose entre 0,010 e 0,448 mg/mL e manitol entre 0,90 e
1,80 mg/mL) nao interferiram na determinacdo da significAncia da regresséo e
desvio da linearidade. As descricbes das avaliacdes realizadas apresentam-se no
APENDICE B (VALE, 2010).

Os limites de deteccao e quantificagdo foram determinados pela planilha
desenvolvida por Souza & Jungueira (2005) baseando-se no desvio padrdo da
resposta e nos coeficientes angular e linear conforme relacionado no estudo
realizado por BRITO et al. (2003).

A avaliacdo dos analitos apresentou satisfatoriedade das premissas e
comprovacao da linearidade com excelentes coeficientes de correlacdo satisfazendo
aos critérios estabelecidos pela Anvisa (2003) e Inmetro (2010). Os resultados
encontrados apresentam-se resumidamente descritos na tabela 36 e relacionados
detalhadamente nas planilhas descritas no APENDICE F.

Tabela 36 - Resultados obtidos na avaliagao da linearidade na validagéo da
determinacao de glicose e frutose monoidratadas e manitol.

Parametro estatistico glicose frutose manitol
Intervalo de concentragao (mg/mL) 21-33 0,010-0,448 0,90-1,80

Coeficiente de correlacéo 0,9998 0,9999 0,9990
Limite de deteccao (mg/mL) 2,94E-02 5,84E-03 4,17E-02
Limite de quantificacdo (mg/mL) 8,79E-02 1,75E-02 1,24E-01

4.3.3 — Avaliacao da preciséo

i) Avaliacao da repetitividade

Esta avaliacéo foi realizada pelo doseamento de vinte replicatas da solugéo-
amostra em curva analitica de sete niveis injetados em triplicata. O numero de
réplicas adotado apresentou-se superior ao recomendado pela Anvisa que

corresponde a nove determinagdes (BRASIL, 2003).
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Além da denominacéo, repetitividade e repetibilidade, o Inmetro e a Anvisa
apresentam ainda divergéncias quanto os critérios de aceitabilidade. A Anvisa
recomenda como critério de aceitabilidade o valor de DPR igual ou inferior a 5% e o
Inmetro recomenda a avaliacdo pela equacéo de Horwitz j4 estabelecida no seu guia
e esta encontra-se relacionada com a razdo de concentragdo do analito (BRASIL,
2003; INMETRO, 2010).

Esta ultima, considerada por Wood (1999) como a melhor opgdo para o
critério de aceitabilidade da precisdo de um método, apresenta seus valores obtidos
no estudo desenvolvido por Horwitz que independe da natureza do analito ou da
técnica de analise envolvida.

Na avaliacdo foram considerados os dois critérios de aceitabilidade (Anvisa e
Inmetro), conforme descritos na tabela 37 que relaciona também os resultados
obtidos. O APENDICE G descreve detalhadamente todos os resultados da

avaliacao.

Tabela 37 - Resultados obtidos na avaliacdo da repetitividade na

validacéo da determinacgéo de glicose e frutose monoidratadas e

manitol.
Curva glicose Frutose manitol
Concentracdo média 8,90 0,049 5,20
DPR 1,04 2,57 1,90
Critério Anvisa - DPR <5% <5% <5%
Critério Inmetro - DPR 4% 8% 4%

O critério de aceitabilidade do Inmetro apresenta-se relacionado com a razao
de concentragdo analito na amostra estabelecendo uma relagdo inversamente
proporcional entre esta razdo de concentracdo e o valor de desvio padrao relativo
conforme apresentado na tabela 10. Esta relacéo justifica o critério de aceitabilidade
de maior desvio padréo relativo para o analito frutose em comparagdo com O0S

demais analitos.
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Este parametro demonstrou a concordancia entre os resultados de medigdes
sucessivas sob as mesmas condigdes num curto intervalo de tempo pela obtencao
de valores de DPR dentro dos critérios de aceitabilidade (BRASIL, 2003; INMETRO,
2010).

i) Avaliacdo da precisao intermediaria

A precisdo intermediaria avaliada em duas instrumentacdes diferentes
contemplou o recomendado pela Anvisa (2003) pelo nimero de dias e numero de
equipamentos e superou o numero de réplicas recomendadas pelo Inmetro (2010).

A avaliacdo deste parametro foi realizada conforme recomendado pelo
Inmetro baseando-se na dispersdo entre os resultados obtidos, como critério de
aceitabilidade. Assim como na repetitividade, foram admitidos os valores de DPR
recomendados pela Anvisa e pelo Inmetro relacionados na tabela 38.

Conforme recomendado por Ribani (2004a; 2004b), esta etapa é considerada
importante para a aceitabilidade do método, sendo esperado que corresponda a
avaliagcdo com maior representatividade quanto a variabilidade dos resultados. No
entanto, os resultados de DPR apresentaram baixa variabilidade, estando
resumidamente descritos na tabela 38 e relacionados sucintamente no APENDICE
H.

Tabela 38 - Resultados obtidos na avaliagdo da precisao intermediaria

na validacao da determinacédo de glicose e frutose monoidratadas e

manitol.
Curva glicose Frutose manitol
Concentracdo média 8,94 0,049 5,17
DPR 0,86 2,71 1,53
Critério Anvisa - DPR <5% <5% <5%

Critério Inmetro - DPR 4% 8% 4%
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4.3.4 — Avaliagéao da exatidao

A exatiddo do método foi avaliada pela determinacdo da recuperacao,
recomendado pelo Inmetro (2010) e pela Anvisa (2003) e escolhido por ser
considerado o método mais utilizado para validacdo de processos analiticos
(LOWEN, 2003; MAMANI, 2007; BARBOSA, 2009; BENETTI, 2011,).

Embora a Anvisa e o Inmetro recomendem a utilizagdo de 3 niveis de
concentracdo, nesta avaliacdo foram utilizados os sete niveis de concentracdo da
curva analitica, preparados e avaliados conforme descrito no item 3.3.4. (BRASIL,
2003; INMETRO, 2010).

As avaliacdes foram realizadas isoladamente para cada analito e foi adotado
como critério de aceitabilidade o estudo desenvolvido por Horwitz (1995). Neste
estudo, a recuperagao apresenta-se relacionada com as concentracdes dos analitos,
obtidas na etapa de repetitividade, e correspondente a 95-105% para os analitos
glicose e manitol e 80-110% para o analito frutose.

A tabela 39 descreve todos os resultados obtidos para recuperacdo e o
APENDICE | relaciona detalhadamente os célculos envolvidos, sendo possivel
observar que as médias dos resultados se encontram dentro dos limites

estabelecidos.

Tabela 39 - Resultados obtidos na avaliagéo da recuperacao na
validacéo da determinacgéao de glicose e frutose monoidratadas e manitol.

Curva glicose (%) frutose (%) manitol (%)
Nivel 1 98,3 91,2 103,7
Nivel 2 96,5 94,4 105,1
Nivel 3 98,7 95,0 103,8
Nivel 4 99,8 95,5 105,5
Nivel 5 99,6 96,2 104,6
Nivel 6 99,8 96,0 106,2
Recuperacéo
98,8 94,7 104,8

média (%)
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4.3.5 — Avaliacao da robustez

A robustez do método foi avaliada pela adaptacdo do teste de Youden,
recomendado pelo Inmetro (2010) e considerado o método mais utilizado nesta
avaliacdo. Esta ferramenta permite avaliar e ordenar a influéncia de cada uma das
variacdes nos resultados finais indicando o grau desta influéncia (TEIXEIRA, 2008;
BARBOSA, 2009; INMETRO, 2010; BENETTI, 2011). A escolha das variaveis,
denominadas de fatores, baseou-se na indicacdo da Anvisa (2003) apresentando-se
relacionada com a técnica empregada no método e estando descrito no item 3.3.5..

Foram considerados dois niveis, identificado por nivel | e nivel Il, para
avaliacdo dos fatores de temperatura da célula do detector, temperatura do forno,
volume de injecdo, composicdo da fase movel e fluxo da fase mével. O nimero de
injecbes em cada combinagdo também obedeceu ao critério de aceitabilidade
estabelecido pela Farmacopéia Americana que determina o minimo de seis injecdes
para valores de DPR inferiores a dois (CHROMATOGRAPHY, 2011).

Todos os resultados das combinacbes dos fatores apresentam-se
relacionados detalhadamente no APENDICE J correspondente as determinacdes de
glicose, frutose e manitol respectivamente. Esses resultados foram demonstrados
pelos parametros de adequacao do sistema cromatogréficos: resolucédo (Rs), fator
de retencao (k), fator de assimetria (Tf) e nUmero de pratos teéricos(N), tempo de
retencdo (Tr) e area obtida. A tabela 40 indica, resumidamente, a variabilidade dos

resultados obtidos para a determinacdo de cada analito.

Tabela 40 - Variabilidade dos resultados dos parametros de adequacéo da avaliagao

da robustez na validacdo da determinacéo de glicose e frutose monoidratadas e

manitol.
Parametros Glicose Frutose Manitol
Tempo de retencao 13,3-16,9 16,1 -22,3 20,3 -27,6
Resolugéo 2,806 - 3,483 4,197 - 5,210
Fator de retencéo 1,659 — 2,741 2,222 — 3,464 3,057 — 4,525
Fator de assimetria 1,065 — 1,113 1,013-1,120 0,924 - 1,145
N°. pratos teéricos 2919 - 6181 3546 - 8845 5128 - 13242
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Foi observada que todas as combinacGes apresentaram valores dentro dos
critérios de aceitabilidade, ou seja, a resolucdo (Rs) superior a 2, o fator de retencéo
(k) entre 1 e 10, fator de assimetria (Tf) inferior a 2 e nimero de pratos tedricos (N)
superior a 2000. Além disso, todos os resultados apresentaram repetitividade dentro
do permitido (inferior a 2%), conforme descrito detalhadamente no APENDICE J,
demonstrando baixa variabilidade do equipamento (CHROMATOGRAPHY, 2011).

Os efeitos resultantes dessas combina¢fes para cada fator na determinacgao
dos analitos apresentam-se descritos com valores em moédulo nas tabelas 41, 42 e
43 respectivamente e a verificagdo grafica demonstrada nas figuras 23, 24 e 25
possibilita observar a influéncia dos fatores no método.

Tabela 41 - Resultados dos efeitos de cada fator da avaliagdo da robustez na
validacdo da determinacgéo de glicose.

Fator Nivel Tr Rs K F N
Temperatura do () 0,2 0,3 0,6 13,1
detector (1 0,0 0,0 0,5 4,2
0] 0,1 0,2 1,0 55

Temperatura do forno

(D) 0,1 0,2 0,5 16,7

L 0 0,2 0,3 0,3 5,2

Volume de injecao

(D) 0,1 0,2 0,5 3,8
Composicédo da fase () 4,8 7,1 0,4 14,1
movel () 0,8 1,1 0,1 2,5
() 8,8 13,0 0,3 16,4

Fluxo da fase mével
(1)) 11,1 16,3 0,4 8,9
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Figura 23: Avaliagéo do efeito de cada fator da avaliacdo da robustez na validacdo

da determinacao de glicose.

Avaliacao da robustez na determinacao da glicose monoidratada

Fluxo da fase maoawvel (1)
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-k
Tr

Volumede injecdao (1)

Temperatura do forno
(1]

Temperatura do forno
()]

Temperatura do
detector (11}

L

Fluxo da fase maowvel (11) —
I
[
]
[
]
-
a
|
[
I
| ]

Temperatura do
detector (1)

Q,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0
Efeito

= Pratos tedricos

Tabela 42 - Resultados dos efeitos de cada fator da avaliagdo da robustez na

validagédo da determinagéo de frutose.

Fator Nivel Tr Rs k F N
Temperatura do (1 0,0 3,6 0,0 0,3 9,3
detector (1 0,0 2,0 0,0 1,2 5,1
|

Temperatura do forno M 0.3 1.3 0.4 2.1 34
(1) 0,8 2,0 1,1 0,0 9,8
L (1 0,4 25 0,5 1,1 5,8

Volume de injecao
(I 0,2 2.0 0,3 1,0 4,2
Composicéao da fase 0] 4,7 6,6 6,5 1,5 17,0
movel (1) 0,7 1,6 1,0 0,1 5,5
, 0 5,8 7.8 12,0 1,2 18,7

Fluxo da fase moével
(1) 11,0 4,0 15,0 1,1 8,5




Figura 24 - Avaliacao do efeito de cada fator da avaliagdo da robustez na
validac&o da determinacgao de frutose.
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Avaliagao darobustez na determinacao da frutose monoidratada

Fluxo da fase maoawvel (11}

Fluxo da fase mawvel (1)

Composigiao da fase maowvel (I1)

Composigao da fase mavel (1) _
I
volume de injecao (1) = Pratos teoricos
s Pl -
i — -k
Volumede injegao (1) F = Resolucéo
Tr
Temperatura do forno (1)
Temperatura do forno (1)
I
Temperatura do detector (11}
Temperatura do detector (1)
[
1 1 1
0,0 5.0 10,0 15,0 20,0 25,0

Efeito

Tabela 43 - Resultados dos efeitos de cada fator da avaliagdo da robustez na
validacéo da determinagédo de manitol.

Fator Nivel Tr Rs k F N
Temperatura do () 0,2 0,3 0,2 2.0 1,3
detector (1) 0,2 3,7 0,1 0,4 10,2

|

Temperatura do forno M 0.5 1.2 0.7 1.5 13,4
(1) 1,3 3,1 1,6 1,5 10,0

L (1 0,5 0,2 0,6 1,5 1,5

Volume de injecao

(1) 0,5 3,6 0,2 0,4 10,5

Composicéao da fase 0] 4.6 4.1 5,8 5,9 0,2
movel (1) 0,7 0,6 0,8 1,6 3,5

(1) 8,7 5,2 11,1 5,6 0,3

Fluxo da fase mével
(1 11,0 0,7 14,0 0,2 6,2
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Figura 25 - Avaliacao do efeito de cada fator da avaliagao da robustez na
validacdo da determinacéo de manitol.

Avaliacao darobustez na determinacao do manitol
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Os resultados demonstraram que o niumero de pratos tedéricos foi o parametro
de adequacdo que apresentou maior alteracédo, verificado pela variabilidade dos
resultados em todas as combinacbes e pelos efeitos nas determinacbes dos
analitos. Além disso, o fator de retencdo (k), na determinacdo de frutose e manitol,
se apresentou sob forte influéncia da variagdo do fluxo de fase movel e, na
determinacao de glicose, da variacdo do fluxo e da composicao de fase movel.

O fluxo de fase movel foi o fator que demonstrou maior efeito nos parametros
de adequacdo do sistema cromatografico sendo seguido do fator composicdo da
fase movel (presenca de componente organico). Os demais fatores, temperatura do
detector, temperatura do forno e volume de Iinjecdo, apresentaram baixa
variabilidade nas respostas obtidas para os parametros de adequacdo do sistema
cromatografico.

Segundo Barbosa (2009) a aceitabilidade dos parédmetros de adequacao
comprova que as mudancas promovidas nao podem ocasionar Vvariacbes
significativas com relacdo aos parametros de adequacédo do sistema avaliados

(tempo de retencdo, resolucéo, fator de retencédo, fator de assimetria, e numero de
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pratos tedricos). Os valores baixos de DPR comprovaram que o método € robusto a
pequenas variacbes nas condi¢bes analiticas avaliadas mantendo sua exatiddo e
precisdo, e garantindo a confiabilidade dos resultados obtidos (REIS, 2006;
TEIXEIRA, 2008).



119

5 - CONCLUSAO

As informacfes disponibilizadas no SGA e no banco de dados da Anvisa
permitiram observar a incidéncia de amostras de bolsas de sangue e os maiores
detentores de registro desses produtos sendo escolhida a solucdo preservadora
SAG-M1 como solucao principal de trabalho.

O meétodo avaliado demonstrou separacdo cromatografica eficiente
comprovada pelos parametros de adequacéao do sistema cromatografico e resposta
linear satisfatoria na faixa de concentragdo compreendida entre 0,6 e 3,6 mg/mL
para a glicose, 0,02 e 0,60 mg/mL para a frutose e 0,40 e 0,90 mg/mL para o
manitol.

A otimizacao das condicfes analiticas do método através da variacdo do fluxo
de fase movel e da temperatura do forno permitiu a avaliagdo da influéncia dessas
variaveis nos parametros de adequacao do sistema cromatografico, indicando o
fluxo de 0,5 mL/minuto e a temperatura de 80°C como favoraveis para o
desempenho do método.

A qualificacdo dos padrdes secundérios possibilitou a reducdo do custo
analitico de validacdo comprovando as especificacfes declaradas pelo fornecedor e
contribuindo, também, para as andlises de rotina. Além disso, a avaliagdo da
estabilidade dos analitos na solucdo-padrao e na solu¢cao-amostra permitiu garantir a
integridade dos analitos na amostra caracterizada pela pequena variabilidade na
area do sinal cromatografico e auséncia de produtos de degradacao.

Na validacdo analitica, a comparacdo das matrizes no parametro de
seletividade comprovou a formacéo da frutose a partir da glicose apds a etapa de
autoclavacdo, assim como a formacdo do produto de degradacdo 5-
hidroximetilfurfural em tempo de retencdo (aproximadamente 40 minutos) distinto
dos analitos analisados nas mesmas condicdes. A avaliacdo do efeito matriz através
da verificacdo da homocedasticidade das curvas, através do teste F, indicou
variancias homogéneas para todos os analitos e solucdes, exceto para a avaliacao
do analito glicose na solucao anticoagulante ACD-A que se apresentou heterogénea.
A comparacdo entre as inclinacdes das duas curvas pelo teste t revelou que o
método ndo sofre efeito de matriz para nenhum dos analitos em nenhuma das

solugdes.
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O parametro da linearidade apresentou coeficientes de correlagdo superiores
aos valores recomendados pela Anvisa e pelo Inmetro para os intervalos de
concentracdo de 2,1 a 3,3 mg/mL para a glicose, 0,010 a 0,448 mg/mL para a
frutose e 0,90 a 1,80 mg/mL para o manitol. O estudo estatistico dos resultados
revelou a inexisténcia da tendéncia nos residuos confirmando a adequacgdo do
modelo testado. Os limites de detecgdo e quantificagdo foram determinados pelo
método dos minimos quadrados.

A repetitividade e a precisdo intermediaria indicaram valores de DPR
satisfatorios em relacdo aos recomendados pela Anvisa e Inmetro variando entre
1,04% e 2,57% na repetitividade e 0,86% e 2,71% na precisdo intermediaria,
respectivamente.

A exatiddo foi avaliada através da recuperacdo média sendo determinada em
todos os niveis de concentracdo das curvas analiticas estabelecidas, obtendo-se a
recuperacéo de 98,8% para o analito glicose, 94,7% para o analito frutose e 104,8%
para o analito manitol.

A robustez do método foi avaliada através da adaptacdo do método de
Youden, pelas variagcbes de cinco condi¢cdes analiticas denominadas de fatores,
indicando que o numero de pratos tedricos e o fator de retencdo foram os
parametros de adequacdo que apresentaram as maiores alteracdes. Na avaliacao
dos efeitos dos fatores, o fluxo e a composicdo de fase mdvel apresentaram o0s
efeitos mais significativos.

Este estudo contribuiu para a revisdo da legislacdo vigente apresentando-se
em Consulta Publica n° 65/2011. E, ressalta ainda, a importancia da validacao
analitica para assegurar a qualidade ndo s6 de bolsas de sangue, mas também de
produtos de ambito sanitario, principalmente, disponibilizados pelo Ministério da

Saude, garantindo produtos seguros e eficazes a populacao brasileira.
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APENDICE A - DESCRICAO DA PLANILHA DE AVALIACAO DO EFEITO MATRIZ

Descricdo da planilha de verificacdo do efeito matriz elaborada pelo Setor de
Alimentos e Contaminantes do INCQS/FIOCRUZ.

Esta planilha apresenta como condi¢cdo preliminar a adequacédo ao modelo
linear seguindo para avaliagdo baseada na estatistica do teste F (Snedecor) e do

teste t (Student) compreendendo as etapas abaixo:

1) Preparo das curvas analiticas

Avaliacdo: As curvas analiticas com concentracdes idénticas ou na mesma faixa de

concentracdo avaliadas nas condigcBes analiticas normais em curto periodo de

tempo.

e Curva-solvente: Preparo da curva analitica pela adi¢cdo do analito no solvente

e Curva-matriz: Preparo de curva analitica utilizando materiais de referéncia ou
pela adicdo do analito em amostras brancas (matrizes isentas do analito) ou

diretamente na matriz.

2) Avaliacao da linearidade

Objetivo: Verificar as premissas de normalidade dos residuos da regressao e
adequacao ao modelo linear

Avaliacdo: Planilha desenvolvida por Souza & Jungueira (2005) descrita no
APENDICE B

Caracteristicas: Esta avaliacdo é realizada devido a exigéncia da avaliacdo de
comparacoes das inclinacdes e intersecdes pelo teste t. Na presenca de modelo nao
lineares, métodos estatisticos complexos devem ser realizados podendo ser

realizada também a avaliacdo visual.
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3) Avaliacdo da Homocedasticidade dos residuos

Objetivo: Verificar a homocedasticidade das variancias dos residuos da regressao
das duas curvas através do teste F (Snedecor).
Avaliacdo: Utilizacdo das equacdes 16 e 17 para estabelecer a razdo entre as

variancias F, sendo a maior varidancia no numerador e a menor no numerador.

Feritico = I:(1-(1/2;n1-2;n2-2)

Equacéo 16 — Determinacao do valor de Fiiico-

- 2 2
Feac =S1°/ S2

Equacéo 17 — Determinacao do valor de F¢aiculado-

Sendo:

s,% e s,” = estimativas do desvio padr&o residual das curvas 1 e 2

Admitindo:
Feac > Feritico — Variancias heterocedasticas

Feac < Feritico — Variancias homocedasticas

Caracteristicas: Adotar um nivel de significancia a = 0,05 (5%) ou nivel de confianga
1- a=0,95 (95%)

4) Comparacéo das inclinacdes e intersecdes

Objetivo: Comparar as inclinacdes e intersecfes através do teste t (Student).
Avaliacdo: Utilizar o teste t com variancias combinadas pelas equacdes 18, 19, 20,
21 e 22 para variancias homogéneas e o teste t com variancias distintas (variancias

de cada curva) pelas equacdes 23, 24, 25 e 26 para variancias heterogéneas.

e Variancias homogéneas
teritico = t(1-a/2;n1+n2-4)

Equacao 18 — Determinacédo do valor de tico para variancias homogéneas.
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ta = (a1 — a2) / V((Sp° I x1%)/N1SXX1) + (Sp°Y X2°)/N2SXX2))

Equacao 19 — Determinagé&o do valor de tinear para variancias homogéneas.

th = (D1 — b2) / V((Sp°/SXX1) + (Sp°/SXX2))

Equacéo 20 — Determinacgéo do valor de tanguar para variancias homogéneas.

sz = ((nl'z)sresl2 + (nZ‘Z)Sreszz) [ ni+n; -4
Equacéo 21 — Determinacao do desvio padréo residual agregado para variancias

homogéneas.

Sxxn = ¥ (Xn-Xm)?

Equacéo 22 — Determinacao do desvio padréo das curvas solvente e matriz.

Admitindo:
ta, b > teritico — INClinacdes e intersecdes diferentes

ta , th < teritico — INClinacdes e intersecdes idénticas

e Variancias heterogéneas
teritico = Ya-a2v)

Equacédo 23 — Determinacao do valor de t.ico para variancias heterogéneas.

ta = (a1 — a2) / V((Sp°Yx12)/N1Sxx1) + (8p Y X2°)/N2SxX2) )
Equacéo 24 — Determinacao do valor de tjneqr para variancias heterogéneas.

ty' = (b1 — D2) / V((Sres?/SXX1) + (Sres?/SXX2))
Equacéo 25 — Determinacgéo do valor de tahguar para variancias heterogéneas.

V = ((Sres1 /M) + (Sres2/N2) | ((Sres1/M1)” 1 N1-2)+ ((Sres2”/N2)” / N2-2)
Equacao 26 — Determinagdo do desvio padréo residual agregado para variancias

heterogéneas.

Admitindo:

ta", tb' > teritico — INClinagdes e intersecgdes diferentes
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ta', ' < teritico — INClinacdes e intersecdes idénticas

Sendo:

indices 1 e 2 = curvas do analito em solventes e em matriz

a; e ap = coeficiente linear da curva l e 2

b, e b, = coeficiente angular da curva 1 e 2

s,o2 = estimativa do desvio padrao residual agregado das duas curvas

Xn = concentracdo da curva-solvente ou curva-matriz no nivel n

Xm = média das concentragfes da curva-solvente ou curva-matriz

Sres1’ € Sres2” = estimativas do desvio padr&o residual das curvas 1 e 2

t, = Estatistica t para comparacao das inclinacdes das curvas solvente e matriz

t, = Estatistica t para comparacao das interseccdes das curvas solvente e matriz

Caracteristicas: Adotar um nivel de significancia a = 0,05 (5%) ou nivel de confianga
1- a = 0,95 (95%). A verificagado de inclinagdes e interse¢des idénticas indica que o
anico efeito matriz presente é a interferéncia natural ocasionada pelo nivel basico do
analito.

(INMETRO, 2007; SOUZA, 2007; CARDOSO, 2010).
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APENDICE B - DESCRICAO DA PLANILHA DE AVALIACAO DE LINEARIDADE

Descricdo da planilha de verificacdo da linearidade de curva analitica
elaborada por Souza & Junqueira (2005).
Esta planilha baseia-se na avaliagdo pelo método dos minimos quadrados
ordinarios (MMQO). E seu ajuste se baseia nas hipoéteses:
e Os residuos sao variaveis aleatorias com média zero e variancia constante e
desconhecida;
e Os residuos sao variaveis normalmente distribuidas;
e Os residuos sdo homocedasticos, com distribuicdo constante ao longo dos
valores de X;
¢ Os residuos nao séo correlacionados e independentes; e

e Arelacdo entre Xje Y; € linear.

TESTES:

1) Teste de Jack-Knife
Objetivo: Verificar valores extremos (populacéo diferente) ou erros de medicao.
Avaliacdo: J <t ¢
Caracteristicas: O célculo do residuo padronizado J emprega uma estimativa da
variancia dos residuos da regresséo independente do ponto sob suspeita. Apresenta
valor diferenciado para cada ponto da curva de calibracédo e segue a distribuicéo de
Student t. Apesar das excelentes caracteristicas do método dos minimos quadrados
ordinarios (MMQO), este método tem o inconveniente de ser muito sensivel a
presenca de pontos de influéncia como valores extremos (outliers) ou pontos de
alavanca (leverages).
Observacfes: Podem ser removidos em percentual maximo de 22,2 % do numero
total de replicatas. Nao podendo ser retirado todos os resultados de um mesmo nivel

e apos cada remocao novos calculos sao realizados.
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2) Teste da significancia da regresséao e do desvio da linearidade

Objetivo: Significancia da regressdo linear - Testar a hipdtese de que a
regressao linear seja ou néao significativa.

Avaliacdo: Regresséo linear significativa - Festimado > Feriico OU Na planilha p <
0,001.

Objetivo: Desvio da linearidade — Testar se o modelo linear apresenta desvio de
linearidade.
Avaliacdo: N&o ha desvio de linearidade - Festimado < Feritico OU Na planilha p > 0,05.

Caracteristicas: Para realizar o teste da significancia da regressdo e do desvio da
linearidade, a variabilidade total das respostas €& decomposta na soma dos
quadrados dos residuos da regressdo (em torno da regressdo) e na soma dos
guadrados devido a regressdo. A soma dos quadrados dos residuos da regressao é
entdo separada em soma dos quadrados do desvio da linearidade (falta de ajuste ao
modelo) e soma dos quadrados do erro puro. A soma dos quadrados dos residuos
pode ser obtida pela diferenca entre a soma dos quadrados total e a soma dos
quadrados devida a regressdo. A soma dos quadrados do erro puro é obtida pela
diferenca entre a soma do quadrado total e a soma do quadrados entre niveis. A
estatistica deste teste é a razdo entre as variancias, que segue a distribuicdo F com
os graus de liberdade correspondentes.

Observacdes: Um desvio da linearidade significativo indica que o modelo é
inadequado sendo necessario encontrar a inadequac¢ao. Desvio da linearidade néo
significativo indica adequacdo do modelo e para ambos, soma dos quadrados do

erro puro e do desvio da linearidade, podem ser utilizados como estimativas de o2.

3) Teste de Ryan-Joiner

Objetivo: Verificar a normalidade dos residuos da regressao.

Avaliagdo: Os residuos seguem a distribuicdo normal: Ryeq > Reiit.

Caracteristicas: A estatistica deste teste se baseia no coeficiente de correlagédo do
grafico de probabilidade normal ou coeficiente de correlacdo de Ryan-Joiner R.
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4) Teste de Durbin-Watson

Objetivo: Verificar a autocorrelacéo dos residuos da regressao.
Avaliacdo: Os residuo séo independentes d ¢4 > dU .
Os residuo sdo dependentes d ¢ < dL.
Resultado inconclusivo: dL<d¢ac<dU.
Caracteristicas: A estatistica deste teste se baseia na estatistica de Durbin-Watson
d. Para cada conjunto de dados, ha dois limites criticos d_ (limite inferior) e dy (limite

superior).

5) Teste de Levene

Objetivo: Avaliar homocedasticidade.

Avaliacdo: Homocedasticidade — teac <t crit.

Caracteristicas: A estatistica deste teste se baseia no F de Levene F_, mas no caso
especifico de dois grupos, ou seja, para um grau de liberdade de tratamentos, em

que t = \VF , pode ser usada a estatistica t de Levene t,.

(AGUIAR, 2008; SOUZA & JUNQUEIRA, 2005; VALE, 1010).
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APENDICE C — DESCRICAO DO MATERIAL CALIBRADO UTILIZADO NA
VALIDACAO ANALITICA

Material Capacidade | ldent. | N° Registro Erro Incerteza
de volume calibracéo
Baldo wlumétrico 25,00 mL 254 7250/2011 | 0,015 mL | 0,05 mL
Baldo wolumétrico 25,00 mL 1852 0309/2005 | 0,050 mL | 0,05 mL
Baldo wolumétrico 25,00 mL 1855 0316/2005 | 0,030 mL | 0,05 mL
Bal&o wolumétrico 25,00 mL 1856 | 0312/2005 | 0,010 mL | 0,05 mL
Baldo wolumétrico 25,00 mL 1857 0323/2005 | 0,040 mL | 0,05 mL
Baldo wolumétrico 25,00 mL 1858 0310/2005 | 0,030 mL | 0,05 mL
Baldo wolumétrico 25,00 mL 1859 0315/2005 | 0,030 mL | 0,05 mL
Bal&o wolumétrico 25,00 mL 1860 | 0313/2005 | 0,050 mL | 0,05 mL
Bal&o wolumétrico 50,00 mL 2886 1461/2007 | 0,01 mL | 0,10 mL
Baldo wolumétrico 50,00 mL 2887 1462/2007 | 0,010 mL | 0,10 mL
Baldo wolumétrico 50,00 mL 2888 1463/2007 | 0,01 mL | 0,10 mL
Bal&o wolumétrico 50,00 mL 2889 1476/2007 | 0,00 mL | 0,10 mL
Baldo wlumétrico 50,00 mL 2891 1465/2007 0,02 mL 0,10 mL
Baldo wolumétrico 50,00 mL 2892 1477/2007 | 0,00 mL | 0,10 mL
Baldo wolumétrico 50,00 mL 2894 1466/2007 | 0,03 mL | 0,10 mL
Bal&o wolumétrico 50,00 mL 2896 1475/2007 | 0,00 mL | 0,10 mL
Baldo wolumétrico 50,00 mL 2897 1468/2007 0,00 mL 0,10 mL
Baldo wolumétrico 50,00 mL 2898 1474/2007 | 0,01 mL | 0,10 mL
Baldo wolumétrico 50,00 mL 2900 1478/2007 | 0,01 mL | 0,10 mL
Bal&o wolumétrico 50,00 mL 2903 1481/2007 | 0,01 mL | 0,10 mL
Baldo wolumétrico 50,00 mL 3212 1836/2007 | 0,03 mL | 0,10 mL
Baldo wolumétrico 50,00 mL 3213 1822/2007 | 0,02mL | 0,10 mL
Baldo wolumétrico 50,00 mL 3214 1837/2007 | 0,04 mL | 0,10 mL
Bal&o wolumétrico 50,00 mL 3215 1838/2007 | 0,02mL | 0,10 mL
Baldo wolumétrico 50,00 mL 3216 1823/2007 | 0,01 mL | 0,10 mL
Baldo wolumétrico 50,00 mL 3217 1821/2007 | 0,01 mL | 0,10 mL
Baldo wolumétrico 50,00 mL 3218 1824/2007 | 0,04 mL | 0,10 mL
Bal&o wolumétrico 50,00 mL 3219 1825/2007 | 0,02 mL | 0,10 mL
Baldo wolumétrico 50,00 mL 3220 1839/2007 | 0,06 mL | 0,10 mL
Baldo wolumétrico 50,00 mL 3221 1826/2007 | 0,03 mL | 0,10 mL
Baldo wolumétrico 50,00 mL 3222 1840/2007 | 0,02mL | 0,10 mL
Bal&o wolumétrico 50,00 mL 3223 1841/2007 | 0,04 mL | 0,10 mL
Baldo wolumétrico 50,00 mL 3224 1842/2007 | 0,05 mL | 0,10 mL
Baldo wolumétrico 50,00 mL 3225 1843/2007 | 0,03 mL | 0,10 mL
Bal&o wolumétrico 50,00 mL 3226 1827/2007 | 0,02 mL | 0,10 mL




Material Capacidade | Ident. | N° Registro Erro Incerteza
de volume calibracéo

Baldo wolumétrico 50,00 mL 3227 1844/2007 | 0,04 mL | 0,10 mL
Baldo volumétrico 50,00 mL 4490 4371/2010 | 0,03 mL | 0,10 mL
Bal&o wolumétrico 50,00 mL 4491 4372/2010 | 0,03 mL | 0,20 mL
Baldo wolumétrico 100,00 mL 3191 1803/2007 | 0,13 mL | 0,20 mL
Baldo wolumétrico 100,00 mL 3192 1804/2007 | 0,12mL | 0,20 mL
Baldo wolumétrico 100,00 mL 3193 1805/2007 | 0,10 mL | 0,20 mL
Bal&o wolumétrico 100,00 mL 3194 1806/2007 | 0,13 mL | 0,20 mL
Baldo wolumétrico 100,00 mL 3195 1807/2007 | 0,13 mL | 0,20 mL
Baldo wolumétrico 100,00 mL 3196 1808/2007 | 0,14 mL | 0,20 mL
Bal&o wolumétrico 100,00 mL 3197 1809/2007 | 0,13 mL | 0,20 mL
Bal&o wolumétrico 100,00 mL 3199 1811/2007 | 0,12 mL | 0,20 mL
Baldo wolumétrico 100,00 mL 3200 1812/2007 | 0,13 mL | 0,20 mL
Baldo wolumétrico 100,00 mL 3325 2035/2008 | 0,11 mL | 0,20 mL
Pipeta eppendorf 0,1-1,0 mL 2666 6547/2011 0-1 uL 1uL

Pipeta eppendorf 0,5-5,0 mL 2665 7018/2011 4-8 uL 1-3 uL
Pipeta eppendorf 1,0-10,0 mL 3972 4975/2011 0-10 uL 100 uL
Pipeta wvolumétrica 5,00 mL 3908 3131/2009 | 0,04 mL | 0,03 mL
Pipeta wolumétrica 10,00 mL 2791 1370/2007 | 0,02mL | 0,02 mL
Pipeta wolumétrica 15,00 mL 2936 1511/2007 | 0,02 mL | 0,03 mL
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APENDICE D - RESULTADOS DA QUALIFICACAO DO PADRAO SECUNDARIO
SIGMA- ALDRICH UTILIZADO NA VALIDACAO ANALITICA

Curva dos Padrdes de Glicose
pesada
Cdédigos co1 Cc02 CO03 Média conc.(mg/mL) (mg)
SGFM03062011A | 663730 | 663739 | 663432 | 663633,7 2,01600 50,4
SGFM03062011B | 717372 | 717322 | 717433 | 717375,7 2,16800 54,2
SGFM03062011C | 785641 | 785854 | 786033 | 785842,7 2,38000 59,5
SGFM03062011D | 856103 | 855656 | 855898 | 855885,7 2,59600 64,9
SGFMO03062011E | 922172 | 922366 | 922612 | 922383,3 2,79600 69,9
SGFM03062011F | 996433 | 996388 | 996363 | 996394,7 3,01600 75,4
SGFM03062011G | 1067918 | 1067820 | 1067589 | 1067775,7 3,21600 80,4
Regresséo Linear
Intersecéo | -7699,84
conc.(mg/mL) 333406,9

Analise de glicose em solucdo anticoagulante/preservadora
Amostras A B C Média Incerteza
Co1 943634 | 941779 941966
C02 942948 | 942200 941672
Amostra Co03 943185 | 942417 942067
meédia |943255,7 | 942132 |941901,67
conc.(mgimt) | 2,852237 | 2,848867 | 2,8481758 2,84976 0,005394406

Curva dos Padrdes de Frutose

conc. pesada
Coédigos Co1 C02 C03 Média (mg/mL) (mg)
SGFMO03062011A | 31649 31770 31785 31734,7 0,10000 62,5

SGFM03062011B | 47450 47570 47438 47486,0 0,15000
SGFM03062011C | 63507 63517 63589 63537,7 0,20000
SGFM03062011D | 79697 79660 79801 79719,3 0,25000
SGFMO03062011E | 95650 95696 95654 95666,7 0,30000
SGFM03062011F | 112626 | 112423 | 112613 | 112554,0 0,35000
SGFM03062011G | 128450 | 128414 | 128596 | 128486,7 0,40000

Regresséo Linear
Intersecéo -1348,7
conc.(mg/mL) 324571,2

Analise de frutose em solugdo anticoagulante/preservadora
Amostras A B C Média Incerteza
Cco1 103986 | 102234 | 102557
Cco2 103866 | 102275 | 102622
Amostra Cco3 103926 | 102594 | 102913
média | 103926 |102367,7 | 102697,33
conc.(mgmr) | 0,32435 |0,319549 | 0,3205646 0,321488 ]0,006281638




Curva dos Padrdes de Manitol

Caédigos C01 C02 C03 Média | conc.mgmu) | pesada (mg)
SGFMO07062011A | 131896 | 132045 | 132020 |131987,0| 0,40096 125,3
SGFMO07062011B | 148329 | 148518 | 148520 |148455,7| 0,45108
SGFMO07062011C | 165134 | 165273 | 165103 |165170,0| 0,50120
SGFMO07062011D | 181372 | 181551 | 181559 |181494,0| 0,55132
SGFM07062011E | 198206 | 198040 | 197946 |198064,0| 0,60144
SGFMO07062011F | 215429 | 215629 | 215520 |215526,0| 0,65156
SGFM07062011G | 232133 | 231901 | 231987 |232007,0| 0,70168

Regresséao Linear

Intersegéo | -2224,52
conc.(mg/mt) | 333710,3
Anélise de manitol em soluc&o anticoagulante/preservadora
Amostras A B C Média Incerteza
Cco1 168146 | 169581 | 168111
C02 168116 | 169382 | 168223
Amostra C03 168092 | 169307 | 168271
média | 168118 | 169423 | 168202
conc.(mg/my) | 0,510450 | 0,514362 | 0,510701 | 0,511838 | 0,005435828
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APENDICE E — RESULTADO DA AVALIAGAO DO EFEITO MATRIZ DAS
SOLUGOES ANTICOAGULANTES CPDA, CPD, ACD-A E DA SOLUCAO
PRESERVADORA SAG-M1 NA VALIDAGCAO ANALITICA

Efeito Matriz Avaliagdo do efeito matriz para o analito glicose na solugio anticoagulante CPDA

Curva com Solvente

Parso | CTUI | ) | ves | vetes | ooxmea? | xy S
51 2,09 704724 | 701474,5238 | 3249 47619 | 0,356551578 | 43677568 (Teste F Snedecor)
S2 2,09 695808 | 701474,5238 | 6576,52381| 0,356551578 | 4,3677568 S?res Solv | 47536412, 56
53 2.00 604283 | 7014745238 | 719152381 0,356551578 | 43677568 S2res Malriz| 970589,5739
51 2,29 773344 | 767230,6667 | 6113,33333 | 0,156467368 | 5,2303274 GL ot om %6
52 2,29 779803 | 761230,6667 | 12572,3333 | 0,158467368 | 52393274 Fiiwzol 224
S3 2,29 760842 | 767230,6667 | -6368,06667| 0,156467368 | 52303274 Teste F | 48,97684237
51 2,49 830651 | 83286,8005 | 233580052 0,030616842 | 6,1901316
S2 2,49 827621 | 832986,8095 | 5365,80952| 0,039616842 | 6,1901316
53 2.49 834010 | 83286,8005 | 1923,19048 | 0,030616842 | 6,1901316
S 2,69 904311 | 898742,9524 | 5568,04762 0 7,2201695 Estatisticas (Solvente)
52 2,69 800045 | 898742,9524 | 302,047619 0 7,2201685 Inclinacéo | 330366,8053
53 2,60 894225 | 808742, 0524 | A517,05238 0 72201695 Infercecao | 1103502381
51 2,89 062038 | 964499,0952 | 2461,09524| 0,039616842 | 8,329441 Sxx, | 3320814127
S2 2,89 963481 | 964499,0952| 1018,09524| 0,039616842 | 8,329441 s’res, | A7536M12,56
53 2.80 073049 | 064499, 0052 | 944900476 | 0,039616842 | 8320441 Ny 21
S 3,00 1030752 | 1030255, 238 | 496,761005 | 0,156467368 | 9,5179463 T2 | 154,9513732
52 3,00 1036449 | 1030255,238| 6193,7619 | 0,158467368 | 9,5179463 Xmed | 26870373
S3 3,00 1026307 | 1030255, 238 | 3048,2381 | 0,158467368 | 9,5179463
51 3,28 1105472 | 1096011,361 | 9460,61905 | 0,356551578 | 10,785685 Estatisticas (Matriz)
52 3,28 1076945 | 1096011,381 | -17066,381 | 0,356551578 | 10,785685 Inclinacio | 3355953878
53 3,28 1006552 | 1006011,361 | 540,619048 | 0,356551578 | 10,785685 Intercecao | 8553,4307
Sxx, | 3,284448885
s2res, 970589 5739
Ny 19
Curva com Matriz 57 138,5332801
Xmed 26680254
Padréo (s (Il || e Y,est Y, Yest | (X, -X,med) X,2
(Xz) (Yz)
51 2,00 691157 | 602140, 7284 | 002,728443| 0,336498607 | 4,3504051 Avaliagao
S2 2,09 693206 | 692149,7284 | 1056,27156 | 0,336498607 | 4,3594951 5% 25546996, 15
53 2,00 690073 | 602140, 7284 | -1176,72844| 0,336408607 | 4,3504051 t, 1,363316846
S 2,29 760559 | 759400,695 | 1158,30502 | 0,144166015 | 5,2364697 T, 1,888793333
52 2,29 760587 | 759400,695 | 1186,30502 | 0,144166015 | 52364697 GL 11 . ). o 19.85502250
53 2,29 760433 | 759400,605 | 1032,30502 | 0,144166015 | 5,2364607 Ly 2,09
51 2,49 827755 | 626651,6615 | 1103,33648 | 0,032148131 | 6,1937501
S2 2,49 825680 | 826651,6615| 971,661519| 0,032148131 | 6,1937501
53 2.49 825137 | 826651,6615 | 1514,66152| 0,032148131 | 6,1937501
S1 2,69 892900 | 893902,6281| 912,628057| 0,000444957 | 7,2313631
52 2,60 803037 | 893002,6261 | 865,628057 | 0,000444057 | 7,2313631
S3 2,60 893356 | 803002,6281| -546,628057| 0,000444057 | 7,2313631
51
52
53 2,80 062619 | 061153, 5046 | 1465, 40541 | 0,049056491 | 83497819
S1 3,00 1027662 | 1028404,561 | 742,561133| 0,177982734 | 9,5475154
52 3,00 1028458 | 1026404561 | 53,4366674 | 0,177982734 | 9,5475154
S3 3,00 1028464 | 1028404,561 | 59,4388674 | 0,177982734 | 9,5475154
51 3,29 1095528 | 1005655,528 | 127,527671| 0,387223687 | 10,826064
S2 3,29 1095375 | 1095655,528 | 280,527671] 0,387223687 | 10,826064
53 329 1006672 | 1005655,528 | 1016, 47233 | 0,387223687 | 10,526064
Curva com Solvente Curva com Matriz
1200000 1200000
1000000 - 1000000
800000 1 800000 A
~ ©
\0 600000 1 E 600000 4
400000 1 y=330367x + 11035 400000 { y = 335595x - 85634
200000 A R2=0,9974 200000 4 RE=1
0 r r . 0 T T T
0,00 1,00 2,00 3.00 4,00 0,00 1,00 2,00 3,00 4,00
Conc. (mg/L) Conc. (mglL)




Efeito Matriz Avaliag3o do efeilo maliniz para o analito frutose na solugao anticoagulante CPDA
Curva com Solwente
Conc. (mg/L Area ici
oo | v | ves | vevest | ouxmear | xg e
S1 0,010 3162 | 3599507042 | 437,507042| 0,042687326 | 9,908E 05 {J=SIEiRS nedecor)
S2 0,010 3027 |3599,507042|572,507042| 0,042887326 | 9,908E-05 SZres Solv | 10645533,26
53 0,010 3081 | 3599507042 518507042 0042887326 | 9,908E-05 SZres Matriz| 133872,8685
S1 0,083 28455 |26741,80282( 1713,19718 | 0,018071022 | 0,0068257 GL e 0 4 35
52 0,083 25460 | 26741,80282 | 127280282 | 0,018071022 | 0,0068257 Frra 226
S3 0,083 26036 | 26741,80282 -705,802817 | 0,018071022 | 0,0068257 Teste F | 7951972185
S1 0,155 55252 | 49884,09859 | 5367,90141 | 0,003814847 | 0,0241125
52 0,155 52383 | 4988400850 | 2504 90141 | 0,003814847 | 0,0241125
53 0,155 49253 | 49884,09859 |-631,008592 | 0,003814847 | 0,0241125
S1 0,228 73333 | 73026,39437 | 306,605634 | 0,000118801 | 0,0519594 Estatisticas (Solvente)
52 0,228 74383 | 73026,30437 | 1356,60563 | 0,000118801 | 0,0519504 nclinacéo | 318483 411
53 0,228 73993 | 73026,39437 | 966,605634 | 0,000118801 | 0,0519504 Intercecéo | 4293295389
S1 0,301 91146 | 9616869014 |-5022,60014| 0,006982886 | 0,0903665 Sxx, | 0393628827
52 0,301 91683 |06168,60014 | 447969014 0,006982886 | 0,0003665 s?res, | 10645533,%6
S3 0,301 90572 | 96168,69014 | 5596,69014| 0,006982886 | 0,0903665 n, 20
S1 0,373 120592 | 119310,3859 | 1281,01408 | 0,024407099 | 0,1393337 X2 1,335812784
52 0,373 120479 | 1193109859 | 116801408 | 0,024407099 | 0,1393337 X;med | 0,217046534
S3 0,373 120702 | 1193109859 | 1391,01408 | 0,024407099 | 0,1393337
51 0,446 150021 | 142453 2817 | 7567,71831 | 0,052391442 | 0198861 Estatisticas (Matriz)
52 Inclinagdo | 3255212732
53 0,446 138067 | 142453 2817 | 4386 28169 | 0,052391442 | 0198861 Intercecéo | -88,71635651
Sxx, | 0,395555437
s7res, 1338728685
ny 19
Curva com Matriz X2 1,326729129
Xmed | 0,221350084
Padrio C°"°"x‘;9"‘) A&E; Yest | Y ¥est | (XXgmed? | X2
s1 0,009 3119 | 2983813837 135,186163 | 0,044919108 | 8,909E-05 Avaliagao
S2 0,009 3238 | 2983,813837 | 254,186163 | 0,044919108 | 8,909E-05 s%p 5530869,644
53 0,009 3312 | 2983813837 | 328,186163 | 0,044919108 | 8,009E-05 t, 1,344930765
S1 0,083 26704 |26817,20542(-113,205421| 0,019244682 | 0,0068318 t, 0,352954867
B 0,083 26875 | 26817,20542 | 57,7945792 | 0,019244682 | 0,0068318 GL 1, 0. 4 18,47627124
S3 0,083 26400 |26817,20542| 417,205421| 0,019244682 | 0,0068318 [ 2.10
S1 0,156 50706 | 50650507 | 554029957 | 0,004291445 | 0,0242958
52
S3 0,156 51017 | 50650507 | 366402996 | 0,004291445 | 0,0242958
S1 0,229 73772 | 7448398859 711,988588| 0000059 | 0,0524809
52 0,229 74536 | 7448398850 352,011412 | 0000059 | 0,0524809
S3 0,229 74128 | 7448308850 | 355,988588| 0,000059 | 0,0524809
s1 0,302 98027 | 96317 38017 | 200,380171| 0,006548538 | 0,00138672
S2 0,302 93004 |98317,38017|-313,380171| 0,006548538 | 0,0913872
53 0,302 98498 | 96317 38017 | 180,619829 | 0,006548538 | 0,0013672
51 0,376 121811 |122150,7718| 339, 771755 | 0,023758867 | 01410147
52 0,376 121740 | 122150,7718|410,771755| 0,023758867 | 0,1410147
S3 0,376 122266 | 1221507718 115,228245 | 0,023758867 | 0,1410147
S1 0,449 146601 | 145084,1633 | 616,836662 | 0,051690385 | 0,2013634
S2 0,449 146475 | 145984,1633 | 490,836662 | 0,051690385 | 0,2013634
53
Curva com Solvente Curva com Matriz
160000 . 160000
140000 140000 -
120000 120000 -
« 100000 4 < 100000 -
2 80000 3 80000 A
< 60000 ’ 60000 - - N
40000 - y=31§:1§30xg945129.33 40000 - Y 3.%?5:2(1)?(999898 718
20000 4 T 20000 A
0 r . ' ' 0 T T T T
0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0000 07100 0,200 0300 0400 0,500
Conc. (mg/L) Conc. (mg/L)
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Efeito Matriz

Awaliagao do efeito matiiz para o analito glicose na solugao anticoagulante CPD

Curva com Solvente

Area

. Conc. (mg/L) Homoce dasticidade das
Padriao ) o) Y,est Y,-Y,est (XX med)? X2 Mg
S1 2.00 704724 | 701474,5238 | 3249,47619 | 0,356551578 | 4,3677568 (Teste F Snedecor)
52 2,09 695808 | 701474,5238 | 5576,52381| 0,356551578 | 4,3677568 S res Solv | 47536412 56
53 2,00 604283 | 701474,5238 | 719152381 0,356551578 | 4,3677568 S?res Matriz| 12766716,22
S1 2,29 773344 | 767230,6667 | 6113,33333 | 0,158467368 | 5,2303274 6L oremn o 38
52 2,20 779803 | 767230,6667 | 12572,3333 | 0,158467368 | 5,2303274 Frouzal 217
S3 2,29 760842 | 767230,6667 | 6388,66667 | 0,156467368 | 5,2393274 Teste F | 3,723464337
51 2,49 830651 | 832966,8005 | 233580952 | 0,030616842 | 6,1001316
52 2,49 827621 | 832086,0005 | 5365,80052| 0,030616642 | 6,1901316
53 2,49 834010 | 832966,8005 | 1023,10048 | 0,039616842 | 6,1001316
S1 2,60 904311 | 808742,0524 | 5568,04762 0 7,2201695 Estatisticas (Solvente)
52 2,60 800045 | 898742,9524 | 302,047619 0 7,2201695 Inclinagéo | 330366,8053
S3 2,69 894225 | 898742,0524 | 4517,95238 0 7,2201695 Intercecao | 11035,02381
51 2,80 062038 | 964400, 0052 | 2461,00524| 0,030616842 | 8 329441 Sxx, | 332781472
52 2,80 063481 | 964400,0052 | -1018,00524 | 0,030616842 | 8 329441 sres, | 4753601256
53 2,80 073049 | 964490,0052 | 9449,90476 | 0,039616842 | 8,320411 n, 21
S1 3,00 1030752 | 1030255,238 | 496,761905 | 0,158467368 | 9,5179463 ™2 | 1549513732
52 3,00 1036449 | 1030255 238 | 6103,7619 | 0,158467368 | 95170463 Xmed | 2.6870373
53 3,00 1026307 | 1030255, 238 | 30482381 | 0,158467368 | 95170463
51 3,28 1105472 | 1096011,381 | 9460,61905 | 0,356551578 | 10,785685 Estatisicas (Matriz)
52 3,28 1078945 | 1006011,381| -17066,381 | 0,356551578 | 10,785685 Inclinagéo | 3334597619
53 3,78 1096552 | 1006011,381 | 540,619048 | 0,356551578 | 10,785685 Intercecao | 12280 42619
Sxx, 3,36
s?res, 1276671622
n, ral
Curva com Matriz T 155,3181
X,med 2,69
Padrio Conc. (mgiL) | Area Yoest Y Yest | (XyXmedp X2
(X3) (Y
51 2,00 685650 | 684650,4762 | 1008,52381 0,36 41,3681 Avaliagao
52 2,00 685385 | 684650,4762 | 734,52381 0,36 43681 5% 3015156439
53 2,09 685207 | 684650,4762 | 556,52381 0,36 4,3681 1, 0,72731791
S1 2,29 749072 | 751342, 4286 | 2270,42857 0,16 52441 1, 2,017893491
52 2,29 760008 | 751342, 4786 | 9655,57143 0,16 5,2441 GL 1. 00| 78.51896313
53 2,29 748900 | 751342, 4206 | 2343 42857 0,16 52441 [ 2,05
s1 2,49 817004 | 815034,381 | -040,380052 0,04 6,2001
52 2,49 818106 | 818034,381 | 71,6190476 0,04 6,2001
53 2,49 817771 | 818034,381 | 263 360052 0,04 6,2001
S1 2,69 881079 | 8847726,3333 | 364733333 0 7.2361
52 2,69 800042 | 864726,3333 | 5315,66667 0 7,2361
S3 2,69 876869 | 884726,3333 | 1857,33333 0 7,2361
51 2,80 040158 | 9514182857 | 226028571 0,04 8,3521
52 2,80 048160 | 9514182857 | 325828571 0,04 8,3521
53 2,80 048192 | 9514182857 | 2926,28571 0,04 8,3521
S1 3,00 1018857 | 1018110,238 | 746,761905 0,16 90,5481
52 3,00 1018766 | 1018110,238 | 655,761905 0,16 9,5481
53 3,00 1017687 | 1018110,238 | 423,238005 0,16 09,5481
51 3,20 1087493 | 1084802,19 | 2690,80052 0,36 10,8241
52 3,20 1086362 | 1084802,19 | 1559,80952 0,36 10,8241
53 3,20 1067997 | 108480219 | 3194, 80052 0,36 10,8241
Curva com Solvente Curva com Matriz
1200000 1200000
1000000 - 1000000 1
800000 1 800000 1
8 600000 - g 500000 1
400000 A y= 330367 + 11035 400000 y 33;51682 99132280
200000 4 R2=0,9974 200000 4
0 T T T 0 T v T
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 0.00 1,00 2,00 3,00 4,00
Conc. (mg/L) Conc. (mg/L)
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Efeito Matriz

Awaliagao do efeito matiiz para o analito fiutose na solugdo anticoagulante CPD

Curva com Solvente

. Conc. (mg/L) Area Homoce dasticidade das
Padriao ) o) Y,est Y,-Y,est (XX med)? X2 Mg
S1 0,010 3162 | 3599507042 | 437 507042 | 0,042887326 | 9.906E 05 (Teste F Snedecor)
S2 0,010 3027 3599,507042 |-572,507042| 0,042887326 | 9,908E-05 S%res Solv | 10645533,26
53 0,010 3081 3599507042 | -518,507042 | 0,042887326 | 9,908E-05 S?res Matriz| 51105,64014
S1 0,083 28455 | 26741,80282 | 1713,19718 | 0,018071022 | 0,0068257 GL (01 4121 4 35
52 0,083 25469 | 26741,80282 | 1272,80282 | 0,018071022 | 0,0068257 Eremm 2,26
S3 0,083 26036 | 26741,80282 | -705,802817| 0,018071022 | 0,0068257 Teste F 208,3044696
S1 0,155 55252 | 49564,00850 | 5367,00141 | 0,003814847 | 0,0241125
52 0,155 52389 | 49884,09859 | 2504,90141 | 0,003814847 | 0,0241125
S3 0,155 49753 | 49564,00850 | 631,006502 | 0,003814847 | 0,0241125
S1 0,228 73333 | 73026,39437 | 306,605634 | 0,000118801 | 0,0519594 Estatisticas (Solvente)
52 0,228 74383 | 73026,39437 | 1356,60563 | 0,000118801 | 0,0519594 Inclinagéo | 318483,411
S3 0,228 73993 | 73026,39437 | 966,605634 | 0,000118801 | 0,0519594 Intercecéo | 429,3295389
S1 0,301 91146 | 06168,60014 | 5022,60014 | 0,006982886 | 0,0003665 Sxx, | 0,393628807
52 0,301 91689 | 96168,69014 | 447969014 | 0,006982886 | 0,0903665 SETES.I 10645533,26
53 0,301 90572 | 96165,69014 | -5596,69014 | 0,006982886 | 0,0903665 n, 20
S1 0,373 120592 | 119310,9859( 1281,01408 | 0,024407099 | 0,1393337 X 42 1,335812784
S2 0373 120479 | 119310,9850 | 1168,01408 | 0,024407099 | 0,1393337 X,med | 0,217046534
53 0,373 120702 | 119310,9859 | 1391,01408 | 0,024407099 | 0,1393337
51 0,416 150021 | 142453,2817 | 7567,71831 | 0,052391442 | 0,198861 Estatisticas (Matriz)
52 Inclinagdo | 325970,539
53 0,446 138067 | 142453,2817 | -4386,28169 | 0,052391442 | 0,198861 Intercecéo | -810,5864992
Sxx, 0,365197505
s?res, | 51105,64014
n, 19
Curva com Matriz T 1,537079199
Xomed | 0.248350526
Padrio Conc. (mgiL) | Area Yoest Y Yest | (XyXmedp X2
X3) (\F)]
51 Avaliagdo
52 0,010 2780 2413262131 366,737869 | 0,056863423 | 9,781E-05 s 5499668, 418
53 0,010 2769 2413,262131| 355,737869 | 0,056863423 | 9,781E-05 iy 1,435999483
S1 0,083 26086 | 26391,65498|-305,654979| 0,027192184 | 0,0069639 ty 0,919651632
S2 GL 1. 0.4 18.18188758
53 0,083 26042 | 26391,65498 | -349,654979| 0,027192184 | 0,0069639 tzar 2,10
51 0,157 50410 | H50373,30753 | 36,6924678 | 0,008341265 | 0,0246553
S2 0,157 50318 | H0373,30753 | -H5,3075322| 0,008341265 | 0,0246553
53 0,157 50194 | 50373,30753 | -179,307532 | 0,008341265 | 0,0246553
S1 0,231 74431 74351,70038 | 79,2996201 0,000316 0,0531671
52 0,231 THM03 | 74351,70038 | -248,70038 0,000316 0,0531671
S3 0,231 74459 | 74351,70038| 107,29962 0,000316 0,0531671
S1 0,304 98215 | 06333, 35293 | 118,352933 | 0,003113581 | 0,0925072
52 0,304 98332 | 98333,35293|-1,35293294| 0,003113581 | 0,0925072
53 0,304 98319 | 98333,35293 | -14,3529329 | 0,003113581 | 0,0925072
S1 0,378 122462 | 122311,7458  150,254219 | 0,016733873 | 0,1426648
52 0,378 122151 | 122311,7458|-160,745781 | 0,016733873 | 0,1426648
53 0,378 122488 | 122311,7458( 176,254219 | 0,016733873 | 0,1426648
51 0,41 143114 | 1430076153 | 106,384699 | 0,03719092 0,1946574
S2 0,41 143367 | 143007,6153 | 359,384699 0,03719092 0,1946574
53 0,441 142703 | 143007,6153 [ -304,615301 0,03719092 0,1946574
Curva com Solvente Curva com Matriz
160000 ry 160000
140000 A 140000 +
120000 120000 A
« 100000 . 100000 A
oo Eoe
60000 4 1 = -
40000 1 y=31;:l§30x;-9229.33 40000 Y 3259:}?;1;(1 810,59
20000 4 T 20000
0 T T T T 0 T T T T
0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500

Conc. (mg/L)

Conc. (mg/L)
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Efeito Matriz

Analiagao do efeito matiiz para o analito glicose na solugao anticoagulante ACD-A

Curva com Solvente

. Conc. (mg/L) | Area Homoce dasticidade das
Padriao ) o) Y,est Y,-Y,est (XX med)? X2 Mg
S1 2.00 704724 | 701474,5238 | 3249,47619 | 0,356551578 | 4,3677568 (Teste F Snedecor)
52 2,09 695808 | 701474,5238 | 5576,52381| 0,356551578 | 4,3677568 S res Solv | 47536412 56
53 2,00 604283 | 701474,5238 | 719152381 0,356551578 | 4,3677568 S?res Matriz| 76311374,86
S1 2,29 773344 | 767230,6667 | 6113,33333 | 0,158467368 | 5,2303274 6L oremn o 38
52 2,20 779803 | 767230,6667 | 12572,3333 | 0,158467368 | 5,2303274 Frouzal 217
S3 2,29 760842 | 767230,6667 | 6388,66667 | 0,156467368 | 5,2393274 Teste F | 1,60532465
51 2,49 830651 | 832966,8005 | 233580952 | 0,030616842 | 6,1001316
52 2,49 827621 | 832086,0005 | 5365,80052| 0,030616642 | 6,1901316
53 2,49 834010 | 832966,8005 | 1023,10048 | 0,039616842 | 6,1001316
S1 2,60 904311 | 808742,0524 | 5568,04762 0 7,2201695 Estatisticas (Solvente)
52 2,60 800045 | 898742,9524 | 302,047619 0 7,2201695 Inclinagéo | 330366,8053
S3 2,69 894225 | 898742,0524 | 4517,95238 0 7,2201695 Intercecao | 11035,02381
51 2,80 062038 | 964400, 0052 | 2461,00524| 0,030616842 | 8 329441 Sxx, | 332781472
52 2,80 063481 | 964400,0052 | -1018,00524 | 0,030616842 | 8 329441 sres, | 4753601256
53 2,80 073049 | 964490,0052 | 9449,90476 | 0,039616842 | 8,320411 n, 21
S1 3,00 1030752 | 1030255,238 | 496,761905 | 0,158467368 | 9,5179463 ™2 | 1549513732
52 3,00 1036449 | 1030255 238 | 6103,7619 | 0,158467368 | 95170463 Xmed | 2.6870373
53 3,00 1026307 | 1030255, 238 | 30482381 | 0,158467368 | 95170463
51 3,28 1105472 | 1096011,381 | 9460,61905 | 0,356551578 | 10,785685 Estatisicas (Matriz)
52 3,28 1078945 | 1006011,381| -17066,381 | 0,356551578 | 10,785685 Inclinagéo | 3299793125
53 3,78 1096552 | 1006011,381 | 540,619048 | 0,356551578 | 10,785685 Intercecao | 16910,80576
Sxx, | 3,356937771
s?res, | 76311374,86
n, ral
Curva com Matriz T 155,6493194
Yomed | 2,692957143
Padrio Conc. (mgiL) | Area Yoest Y Yest | (XyXmedp X2
(X3) (Y
51 2,00 707935 | 707755,4944 | 179,505567 | 0,350228085 | 4,363161 Avaliagao
52 2,00 722074 | 7065675660 | 15506,4311 | 0,363557316 | 4,3661 5% 61923893, 71
53 2,09 708396 | 7065675669 | 1828,43109 | 0,363557316 | 4,3681 1, 0,063656545
S1 2,29 763518 | 773784,3549 | -10266,3549 | 0,159406266 | 5,2610597 1, 0,354952838
52 2,29 771298 | 773764,3549 | 2486 35487 | 0,150406266 | 52610507 6L 1y vom 38
53 2,29 764903 | 773764 3540 | B791,35487| 0,150406266 | 5,2610507 [ 2,02
s1 2,49 848002 | 839613,2153| 9176,7847 | 0,039663568 | 62190384
52 2,49 830474 | 839613,2153 | -339,215299 | 0,039663568 | 6,2190384
53 2,49 841684 | 830613,2153| 1870,7847 | 0,030663568 | 62100384
S1 2,69 907981 | 905842,0757 | 2138,92427 | 8 BB0BE 07 | 7,2570072
52 2,69 008426 | 905842,0757 | 2583,92427 | 8,8898E-07 | 7,2570972
S3 2,69 908672 | 905842,0757 | 2829,92427 | 8,8898E-07 | 7,2570972
51 2,80 064036 | 971870,9362 | 783493617 | 0,04041823 | 8375236
52 2,80 062457 | 971870,9362 | 041393617 | 0,04041823 | 8375236
53 2,80 064734 | 971870,9362 | -7136,93617| 0,04041823 | 8,375236
S1 3,00 1044113 | 1037899,797 | 6213,2034 | 0,160015592 | 9,5734548
52 3,00 1034800 | 1037800 707 | -3000,7966 | 0,160915592 | 0,5734548
53 3,00 1019854 | 1037890,797 | 18045,7966 | 0,160015502 | 8,5734548
51 3,29 1108617 | 1102542,744 | 6074,25608 | 0,356460173 | 10,8241
52 3,29 1121897 | 1102542,744 | 19354,2561 | 0,356460173 | 10,8241
53 3,29 1102199 | 1102542, 744 | —343,74392 | 0,356460173 | 10,8241
Curva com Solvente Curva com Matriz
1200000 1200000
1000000 - 1000000 -
800000 1 800000 1
8 600000 - g 500000 1
400000 A y=330367x + 11035 400000 4 y= 3&539_7825«5186911
200000 4 R2=0,9974 200000 4 '
0 y r 0 T ' T
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 0,00 1,00 2,00 3,00 4,00
Conc. (mg/L) Conc. (mg/L)
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Efeito Matriz

Awaliagao do efeito matiiz para o analito fiutose na solugdo anticoagulante ACD-A

Curva com Solvente

Area

. Conc. (mg/L) Homoce dasticidade das
Padriao ) o) Y,est Y,-Y,est (XX med)? X2 Mg
S1 0,010 3162 | 3599507042 | 437 507042 | 0,042887326 | 9.906E 05 (Teste F Snedecor)
S2 0,010 3027 3599,507042 |-572,507042| 0,042887326 | 9,908E-05 S%res Solv | 10645533,26
53 0,010 3081 3599507042 | -518,507042 | 0,042887326 | 9,908E-05 S?res Matriz| 813188,923
S1 0,083 28455 | 26741,80282 | 1713,19718 | 0,018071022 | 0,0068257 GL (01 4121 4 35
52 0,083 25469 | 26741,80282 | 1272,80282 | 0,018071022 | 0,0068257 Eremm 2,26
S3 0,083 26036 | 26741,80282 | -705,802817| 0,018071022 | 0,0068257 Teste F 13,09109478
S1 0,155 55252 | 49564,00850 | 5367,00141 | 0,003814847 | 0,0241125
52 0,155 52389 | 49884,09859 | 2504,90141 | 0,003814847 | 0,0241125
S3 0,155 49753 | 49564,00850 | 631,006502 | 0,003814847 | 0,0241125
S1 0,228 73333 | 73026,39437 | 306,605634 | 0,000118801 | 0,0519594 Estatisticas (Solvente)
52 0,228 74383 | 73026,39437 | 1356,60563 | 0,000118801 | 0,0519594 Inclinagéo | 318483,411
S3 0,228 73993 | 73026,39437 | 966,605634 | 0,000118801 | 0,0519594 Intercecéo | 429,3295389
S1 0,301 91146 | 06168,60014 | 5022,60014 | 0,006982886 | 0,0003665 Sxx, | 0,393628807
52 0,301 91689 | 96168,69014 | 447969014 | 0,006982886 | 0,0903665 52res1 10645533,26
53 0,301 90572 | 96165,69014 | -5596,69014 | 0,006982886 | 0,0903665 n, 20
S1 0,373 120592 | 119310,9859( 1281,01408 | 0,024407099 | 0,1393337 Zxﬁ 1,335812784
S2 0373 120479 | 119310,9850 | 1168,01408 | 0,024407099 | 0,1393337 X,med | 0,217046534
53 0,373 120702 | 119310,9859 | 1391,01408 | 0,024407099 | 0,1393337
51 0,416 150021 | 142453,2817 | 7567,71831 | 0,052391442 | 0,198861 Estatisticas (Matriz)
52 Inclinagdo | 327474065
53 0,446 138067 | 142453,2817 | -4386,28169 | 0,052391442 | 0,198861 Intercecéo | -822,1748329
Sxx, 0,39562319
s?res, 813188,923
n, 19
Curva com Matriz T 1,329188613
X,med 0,221664211
Padrio Conc. (mgiL) | Area Yoest Y Yest | (XyXmedp X2
(X;) )
51 0,010 2955 2357,598339 | 597,401661 | 0,044924587 | 9,428E-05 Avaliagdo
52 0,010 2819 2357,598339 | 461, 401661 | 0,044924587 | 9,428E-05 s 5869823, 156
53 0,010 2910 2357,598339 | 552,401661 | 0,044924587 | 9,428E-05 iy 1,666649735
S1 0,083 25589 | 26335,24938|-746,249381| 0,019247181 | 0,0068774 ty 0,896193179
52 0,083 25515 | 26335,24938|-820,249381| 0,019247181 | 0,0068774 GL 1014 po_ 4] 2086821474
53 0,083 25722 | 26335,24938|-613,249381| 0,019247181 | 0,0068774 tzar 2,09
51
S2 0,156 51220 | 50309,62568 | 910,374317 | 0,004293422 | 0,0243797
S3 0,156 50529 | 50300,62568 | 219374317 | 0,004293422 | 00243797
S1 0,229 74669 | 74287,27673 | 381,723274 0,000059 0,052606
52 0,229 T2942 | 7428727673 | 1345,27673 0,000059 0,052606
S3 0,229 74265 | 74287,27673|-22,2767258 0,000059 0,052606
S1 0,303 GB734 | 0626492777 | 309277684 | 0,006547365 | 0,0915547
52 0,303 97539 | 98264,92777|-725,927768| 0,006547365 | 0,0915547
53 0,303 98925 | 98264,92777 | 660,072232 | 0,006547365 | 0,0915547
S1 0,376 122331 | 122239,3041 | 91,6959296 | 0,023754759 | 0,1412181
52 0,376 120179 | 122308,0736 | -2129,07362 | 0,023819536 0,141376
53 0,376 124134 | 122239,3041 | 1894,69593 | 0,023754759 | 0,1412181
51
S2 0,419 146484 | 146216,9551 | 267,044887 | 0,051686108 0,20161
53 0,449 146614 | 146216,9551 | 397,044887 | 0,051686108 0,20161
Curva com Solvente Curva com Matriz
160000 ry 160000
140000 A 140000 A
120000 120000 A
« 100000 . 100000 A
£ o000 | & oo ]
60000 4 1 = -
40000 - y= 31;??%" 9+ 9229'33 40000 Y 3%11737(999872 21
20000 4 T 20000
0 T T T T 0 T T T T
0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500
Conc. (mg/L) Conc. (mg/L)
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Efeito Matriz

Awaliagao do efeito matiiz para o analito glicose na solugao presewvadora SAG-M

Curva com Solvente

Area

. Conc. (mg/L) Homoce dasticidade das
Padriao ) o) Y,est Y,-Y,est (XX med)? X2 Mg
S1 2.00 704724 | 701474,5238 | 3249,47619 | 0,356551578 | 4,3677568 (Teste F Snedecor)
52 2,09 695808 | 701474,5238 | 5576,52381| 0,356551578 | 4,3677508 Sres Solv | 47536412,56
s3 2,00 694283 | 701474,5238 | -7191,52381| 0,356551578 | 4,367 7568 S?res Mairiz| 1116827, 706
51 2.29 773344 | 767230,6667| 6113,33333 | 0,158467368 | 5,2303274 6L mieom £
52 229 779803 | 767230,6667 | 12572,3333 | 0,158467368 | 52303271 FrounaL 229
53 2,29 760842 | 767230,6067 | ©388,06667| 0,1586467368 | 5,2393274 Teste F | 42,56378339
] 2,49 830051 | 832986,8005 | 2335,80952 | 0,039616842 | 6,1901316
52 2.49 827621 | 832086,8005| 5365,80052| 0,030616842 | 6,1901316
53 2,49 834910 | 832986,5005 | 1923,19046 | 0,039616842 | 6,1901316
51 2,69 904311 | 808742,0524 | 5568, 04762 0 7,2201695 Estatisticas (Solvente)
52 2,69 800045 | 898742,9524 | 302,047619 0 7.2016% Inclinagéo | 330366,5053
53 2,69 594225 | 896742,9524 | 4517,95238 0 7,2201695 Intercegao | 11035,02381
] 2,89 062038 | 064499, 0052 | 2461,00524 | 0,030616842 | B,320441 Swx, | 3.327814727
52 2,89 963481 | 064499,0052 | -1018,00524 | 0,030616842 | B,320441 sPres, | 4753641256
53 2,89 973949 | 964499,0052 | 9449,90476 | 0,039616842 | 8,329441 n, 7
51 3,00 1030752 | 1030255,238 | 496,761905 | 0,158467368 | 9,5179463 ™2 | 1549513732
(33 3,00 1036449 | 1030255,238| 6193,7619 | 0,158467368 | 9,5179463 Xmed | 26870373
53 3,00 1026307 | 1030255 2368 | 3048,2381 | 0,158467368 | 9,5179463
51 328 1105472 | 1096011,381 | 9460,61905 | 0,356551578 | 10,785685 Estatisicas (Matriz)
52 3,28 1078945 | 1086011,381| -17066.381 | 0.356551578 | 10785685 Inclinagao | 334805,2327
53 3.78 1006552 | 1096011381 | 540.619048 | 0,356551578 | 10,785685 Intercegao | 5037488025
Sxx, | 3,283079208
s?res, 1116827, 706
n, 18
Curva com Matriz X52 135,7620235
Yomed | 2,112911969
Padrio Conc. (mgiL) | Area Yoest Y Yest | (XyXmedp X2
(X3) (Y
51 2,08 705781 704602 1179 0,380683520 | 4,3658727 Avaliagao
52 2,08 704841 704602 239 0,380683520 | 4,3658727 % 76316030,91
53 2,09 705642 | 704602 1040 0,388663520 | 4,3658727 , 1,160609925
51 2,29 771864 | 771694,625 | 169,375 | 0,178972901 | 5,2434502 1, 0,577204811
(33 2,29 771559 | 771604,625 | 135625 | 0,178972901 | 52434502 GL 1. oo 2003797153
53 2.29 770050 | 771604625 | 744,625 | 0,178072901 | 5,2434502 . 2,09
51 2,49 837360 | 838787,25 | -1427,25 | 0,049576981 | 6,2013604
52
53
51 2,69 904048 | QU5B70.875 | 1831,875 | 0,00049 | 7,2395763
52
53 2,69 904961 | 905879,875 | 918,875 0,000196 | 7,2395763
] 2,89 973719 | 9729725 7465 0,031729268 | 8358107
52 2,89 974450 | 9720725 1486 5 0,031729268 | 8358107
53 2,89 972442 | 9729725 5305 | 0,031720268 | 8358107
51 3,00 1040012 | 1040065,125| 53,125 | 0143277475 | 9,5569523
(33 3,08 1038535 | 1040065,125| -1530,125 | 0,143277475 | 0,5560523
53 3,08 1041011 | 1040065,125| 945,875 | 0,143277475 | 9,5569523
51 329 1106269 | 1107157,75 | 888,75 | 033514030 | 10,836112
52 329 1108275 | 1107157,75 | 1117,25 | 0,33514039 | 10,836112
53 3,29 1108295 | 1107157.75 | 1137.25 | 033514000 | 10,836112
Curva com Solvente Curva com Matriz
1200000 1200000
1000000 1000000 1
800000 A 800000 1
8 600000 - g 500000 1
400000 y= 330367 + 11035 400000 4 y= 33@23%959%037,5
200000 4 R2=0,9974 200000 4
0 T T T 0 T v T
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 0.00 1,00 2,00 3,00 4,00
Conc. (mg/L) Conc. (mg/L)
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Efeito Maftriz Awaliagao do efeito matiiz para o analito fiutose na solugdo presenadora SAG-M
Curva com Solvente
. Conc. (mg/L) | Area Homoce dasticidade das
Padriao ) o) Y,est Y,-Y,est (XX med)? X2 Mg
S1 0,010 3162 | 3599507042 | 437 507042 | 0,042887326 | 9.906E 05 (Teste F Snedecor)
S2 0,010 3027 3599,507042 |-572,507042| 0,042887326 | 9,908E-05 S%res Solv | 10645533,26
53 0,010 3081 3599507042 | -518,507042 | 0,042887326 | 9,908E-05 S?res Matriz| 187370,7269
S1 0,083 28455 | 26741,80282 | 1713,19718 | 0,018071022 | 0,0068257 GL (01 4121 4 35
52 0,083 25469 | 26741,80282 | 1272,80282 | 0,018071022 | 0,0068257 Eremm 2,26
S3 0,083 26036 | 26741,80282 | -705,802817| 0,018071022 | 0,0068257 Teste F 56,81534913
S1 0,155 55252 | 49564,00850 | 5367,00141 | 0,003814847 | 0,0241125
52 0,155 52389 | 49884,09859 | 2504,90141 | 0,003814847 | 0,0241125
S3 0,155 49753 | 49564,00850 | 631,006502 | 0,003814847 | 0,0241125
S1 0,228 73333 | 73026,39437 | 306,605634 | 0,000118801 | 0,0519594 Estatisticas (Solvente)
52 0,228 74383 | 73026,39437 | 1356,60563 | 0,000118801 | 0,0519594 Inclinagéo | 318483,411
S3 0,228 73993 | 73026,39437 | 966,605634 | 0,000118801 | 0,0519594 Intercecéo | 429,3295389
S1 0,301 91146 | 06168,60014 | 5022,60014 | 0,006982886 | 0,0003665 Sxx, | 0,393628807
52 0,301 91689 | 96168,69014 | 447969014 | 0,006982886 | 0,0903665 52r551 10645533,26
53 0,301 90572 | 96165,69014 | -5596,69014 | 0,006982886 | 0,0903665 n, 20
S1 0,373 120592 | 119310,9859( 1281,01408 | 0,024407099 | 0,1393337 zxﬁ 1,335812784
S2 0373 120479 | 119310,9850 | 1168,01408 | 0,024407099 | 0,1393337 X,med | 0,217046534
53 0,373 120702 | 119310,9859 | 1391,01408 | 0,024407099 | 0,1393337
51 0,416 150021 | 142453,2817 | 7567,71831 | 0,052391442 | 0,198861 Estatisticas (Matriz)
52 Inclinagdo | 3283759363
53 0,446 138067 | 142453,2817 | -4386,28169 | 0,052391442 | 0,198861 Intercecéo | -1023,590323
Sxx, 0,341616947
s?res, 187370,7269
n, 19
Curva com Matriz T 1,539138
X,med 0,251052632
Padrio Conc. (mgiL) | Area Yoest Y Yest | (XyXmedp X2
(X;) )
51 Avaliagdo
52 0,009 2916 1931,793103 | 984,206897 | 0,058589476 0,000081 s 5565854,318
53 iy 1,883246125
S1 0,082 25752 | 25903,23645(-151,236453 | 0,028578792 0,006724 ty 1,067989448
S2 0,082 75800 | 25008,23645 | 4,2364532 | 0,028578792 | 0,006724 GL 1. 04| 18.06637458
53 0,082 25313 | 25903,23645(-590,236453 | 0,028578792 0,006724 tzar 2,10
51 0,155 50040 49874,6798 | 165,320197 | 0,009226108 0,024025
S2 0,155 49110 49874,6798 | -764,679803 | 0,009226108 0,024025
S3 0,155 50330 | 49674,6798 | 455320197 | 0,009226108 | 0,024025
S1 0,228 73579 | 73846,12315| -267 123153 0,000531 0,051984
52 0,228 73588 | 73846,12315 | -258,123153 0,000531 0,051984
S3 0,228 73780 | 73846,12315|-66,1231527 0,000531 0,051984
S1 0,301 97530 | 97817,5065 | 287,566502 | 000249474 | 0,090601
52 0,301 97559 97817,5665 |-258,566502 | 0,00249474 0,090601
53 0,301 97843 97817,5665 | 254334975 | 0,00249474 10,090601
S1 0,374 122023 | 121789,0099 | 233,990148 | 0,015116055 | 0,139876
52 0,374 122569 | 121789,0099 | 779,990148 | 0,015116055 0,139876
53 0,374 121990 | 121789,0099 | 200,990148 | 0,015116055 0,139876
51 0,447 146042 | 145760,4532 | 281,546798 | 0,038395371 0,199809
S2 0,447 145413 | 145760,4532 | -347,453202 | 0,038395371 0,199809
53 0,447 145629 | 145760,4532 | 131,453202| 0,038395371 | 0199809
Curva com Solvente Curva com Matriz
160000 ry 160000
140000 A 140000 A
120000 120000 A
« 100000 . 100000 A
£ o000 | & oo ]
60000 4 1 = -
40000 - y= 31;??%" 9+ 9229'33 40000 Y 3,%?3:78?(99;;) 28
20000 1 TV 20000
0 T T T T 0 T T T T
0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0 0,1 0,2 0,3 04 0,
Conc. (mg/L) Conc. (mg/L)
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Efeito Matriz

Awaliagao do efeito matiiz para o analito manitol na solugdo presenadora SAG-M

Curva com Solvente

. Conc. (mg/L) | Area Homoce dasticidade das
Padriao ) o) Y,est Y,-Y,est (XX med)? X2 Mg
S1 0,80 706318 | 295077,6195 | 340360529 | 0,102344898 | 07921 (Teste F Snedecor)
52 0,59 296731 | 295077,6195| 753,380529 | 0,192344898 | 0,7921 Sres Solv | 5625924503
s3 0,89 276799 | 295977,6195 | 19178,6195| 0,192344898 | 0,7921 S?res Mairiz| 1082448,476
51 1,03 350381 | 344615,7779| 5765,22214 | 0,0801448098 | 1,0600 6L mieom 7]
52 1,03 347832 | 344615,7779| 3216,22214 | 0,089144898 | 1,009 FrounaL 234
53 1,03 352002 | 344615,7179 | 7476,22214 | 0,089144898 | 1,0609 Teste F | 51,97406276
] 118 397176 | 396725,0004 | 447 909582 | 0,022073469 | 1,3924
52 1,18 407729 | 306728,0004 | 11000,0006 | 0,022073468 | 1,3924
53 118 395680 | 396725,0004 | -1048,00042 | 0,022073469 | 1,3924
51 1,33 450002 | 448840,403 | 1161,50702 | 2,04082E-06 | 1,7680 Estatisticas (Solvente)
52 1,33 415358 | 448840,403 | -3482,40298 | 2,04082E-06 | 1,7689 inclinagéo | 3474154171
53 1,33 450505 | 448840,403 | 1664,59702 | 2,04082E-06 | 1,7689 Interceao | -13222,10171
] 1,48 501324 | 500052,7155| 371,284464 | 0,022930612 | 2,1904 Sxx, | 1818057143
52 1,48 494684 | 500052, 7155 | 6268,71554| 0,022030612 | 2,1904 sPes, | 56259245,03
53 1,48 496336 | 500952, 7155 | 4616,71554| 0,022030612 | 2,1901 n, 7
51 1,62 544304 | 549590,6739 | -5196,87392| 0,084930612 | 2,6244 ™ 38,556
(33 162 545568 | 540500,8739 | 4022,87392 | 0,084030612 | 2,6244 Xmed | 1,328571429
53 162 565060 | 549590,8739 | 15460, 1761 | 0,084030612 | 2,6244
51 1,07 611079 | 601703,1865 | 9375,81352 | 0,194850184 | 3,1329 Estatisticas (Matriz)
52 1,77 595141 | 601703, 1865| -6562,18648| 0,194859184 | 3,1320 Inclinagéo | 341490,0056
53 177 505037 | 601703, 1865 | -6666,18648| 0,194850184 | 3,1329 Intercegao | 181005956
Sxx, | 1,564411765
s?res, 1082448 476
n, 17
Curva com Matriz T 30,555
X,med 1,305882353
Padrio Conc. (mgiL) | Area Yoest Y Yest | (XyXmedp X2
(X3) (Y
51 09 789941 | 2869240,4085 | 700,500525 | 0, 164740484 0,81 Avaliagao
52 0.9 289080 | 280240,4005 | 739,500525 | 0,164740484 0,81 % 31916540,67
53 09 200145 | 289240,4095 | 904,500525 | 0,164710481 081 , 1,053699715
51 1,05 340415 | 340463,9103 | 48,0103215| 0,065475779 | 1,1025 1, 0,637729721
(33 1,05 340085 | 340463,9103 | 378,910321| 0,065475779 | 1,1025 GL .o 4| 19.89965956
53 1,05 330006 | 340463,0103| 557,010321] 0,085475779 | 1,1025 . 2,09
51 1.2 301810 | 3916874112 | 122588832 | 0,011211073 1,44
52 1.2 301797 | 391687,4112 | 109,588832 | 0,011211073 1,44
53 12 391151 | 391687, 4112 | 536411168 0,011211073 144
51
52
53 1,35 440057 | 442910,912 |-1953,91201| 0,0019463668 | 1,8225
] 15 494151 | 4941344129 | 16,5871404 | 0,037681661 255
52 15 493867 | 404134,4129| 267,41286 | 0,037681661 2.25
53 15 494108 | 494134,4129 | 26,4128596 | 0,037681661 225
51
(33 1,65 547863 | 545357,0137 | 2404 01371 0,118416055 | 2,7225
53 1,65 546346 | 545357,0137| 086,086204 | 0,118416055 | 27225
51 18 507933 | 596581,4116 | 1351,58545 | 0,244152219 324
52 18 597913 | 596581,4146 | 1331,58545 | 0,244152249 3,24
53
Curva com Solvente Curva com Matriz
700000 700000
600000 1 600000 4
500000 - 500000 1
& 400000 o 400000
& 300000 1 £ 300000 {
200000 1 y=347415x - 13222 200000 Y !
100000 1 R#=09949 100000 :
0 r r ' 0 T ' T
0 0.5 1 0 0,9 1 1,9 2
Conc. (mg/L) Conc. (mg/L)
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APENDICE F — RESULTADO DA AVALIACAO DA LINEARIDADE NA VALIDACAO

ANALITICA

Ministério da Satde

1 [1 ~
| [ FUNDACAO OSWALDO CRUZ

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude 'NQQS -
AVALIACAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA
Dados da Curva Analitica
Andlise: Avaliagéo da linearidade para a determinacéo de glicose
Data de Confecc¢éo da Curva: Curva N°: 1
Replicatas por Nivel (k): 3 N° de Niweis (n): 7
Equipamento: Shimadzu LC-20 Responsawel: Renata

Tabela de dados originais

Nivel . Conc. Resposta Avaliagéo de Valores Extremos
(k) I mg/mL Area (Teste de Jack-Knife para avaliagéo de valores extremos)
& 8; ;gg ggg;gg: Os Qados da tabela marcados em vermelho foram avaliados _e retirados do
2 2 conjunto de dados por se tratarem de valores extremos (outliers). Estes
93 209 GIBER1S dados ndo seréo considerados na avaliacéo das premissas.
2 04 2,29 768805,8
05 2,29 769691,7
06 2,29 764149,3 Curva Analitica Final
3 07 2,49 827723,3 1400000
08 2,49 829844,0 1200000 4
09 2,49 830709,7 1000000 4
4 10 2,69 928805,5 800000 4
11 2,69 895437,3 £ 600000 4
12 2,69 898057,0 400000 4
5 13 2,89 965248,8 200000 4 | Intervalo de Confianga |
14 2,89 962471,7 0 T T T T
15 2,89 960095,3 0 1 2 3 4 5
6 16 3,09 1028966,3 Concentragdo (mg/mL)
17 3,09 1025285,3
18 3,09 1023692,3 Lo .
= o 3.08 11033815 o Gréfico de Residuos
20 3,28 1091393,7 2000 4 -—-n———————o—-———-o
21 3,28 1093721,0 2003 J “ c%.0
Normalidade dos Residuos -2000 8o0o%o O o
(Teste de Ryan-Joiner) -4000 9 o o
Req 0.99 i 0 05 1 15 2 25 3 35
Rerit (o.= 0,05) 0,95 ’ Concent;ax;,éo (mg/mL) ' '
Autocorrelacdo dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson) Estatisticas da Regresséo Linear (Modelo: Y = a + bX)
d (calculado) 1,43 Coeficiente Angular (b):| 3,28E+05 Coeficiente Linear (a): 1,38E+04
dL (Limite Inferior) o = 0,05 1,18 r 0,9998 R? 0,9997
dU (Limite Superior) o = 0,05 1,40 N 19 Graus de Liberdade 17
Homogeneidade da Variancia dos Residuos Limites de Detecgéo e Quantificagdo (LD e LQ)
(Teste de Brown-Forsythe) [ Limite de Deteccdio | 2,94E-02 | Limite de Quantificacdo | 8,79E-02 |
Variancia Combinada 6,77E+06
t, calculado -4,67E-01 ANOVA da Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)
trabelado (ot = 0,05) 2,11E+00 fonte G.L. SQ MQ F p
] 6,47E-01 regressao 1 3,18E+11 | 3,18E+11 | 5,23E+04 4,31E-31
residuos 17 1,04E+08 | 6,09E+06
Resumo da Avaliac&o Ajuste 5 4,50E+07 | 8,99E+06 [ 1,84E+00 1,79E-01
Homogeneidade de variancia erro puro 12 5,86E+07 | 4,89E+06
HA Homocedasticidade p > 0,05 total 18 3,18E+11
Regressao e Teste de Desvio de Linearidade
A regresséo € significativa p < 0,001 Observacdes
N&o h& desvio de Linearidade p > 0,05
Autocorrelacéo dos Residuos (o = 0,05)
N&o ha autocorrelagcéo d>du
Teste de Normalidade (o = 0,05)
Segue a Normal Req > Rcrit
Responsawel: Data: __/ /[ Verificado por: Data: I 1

AVALIACAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA I
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Ministério da Satde

I 1 I ~
] [ FUNDACAO OSWALDO CRUZ

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde 'N905
AVALIAQAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA
Dados da Curva Analitica
Andlise: Avaliagao da linearidade para a determinagédo de frutose
Data de Confeccdo da Curva: Curva N°: 1
Replicatas por Nivel (k): 3 N° de Niweis (n): 7
Equipamento: Shimadzu LC-20 Responsawel: Renata

Tabela de dados originais

Nivel . Conc. Resposta Avaliacéo de Valores Extremos
(k) I mg/mL Area (Teste de Jack-Knife para avaliagédo de valores extremos)
i 8; 8’818 gg?ig Os _dados da tabela marcados em vermelho foram avaliados _e retirados do
03 0:010 3013:3 conjunto~de da~dos por.se tratarem de \‘alo~res extremo§ (outliers). Estes
> 0a 0.083 261337 dados ndo seréo considerados na avaliacéo das premissas.
05 0,083 26472,3
06 0,083 25891,3 Curva Analitica Final
3 o7 0,156 49334,7 200000
08 0,155 47978,3
09 0,156 49259,0 150000
4 10 0,228 73614,3 o 100000
11 0,228 73090,5 =z
12 0,228 73150,3 50000
5 13 0,301 87107,0 Intervalo de Confianca |
14 0,300 94318,7 (o] T T T T T
15 0,301 96621,0 0 0,1 0,2 0,3 0,4 05 0,6
6 16 0,374 121185,3 Concentragdo (mg/mL)
17 0,373 120718,3
18 0,374 119671,7 PR .
= g 0.447 145588 7 Gréfico de Residuos
20 0,446 144022,0 2000 o
21 0,447 | 1434707 1000 49 Q Q od o
0 o ) hdd %4 o o
Normalidade dos Residuos -1000 4 Q
(Teste de Ryan-Joiner) -2000 4 5]
Req 0.97 e 0 0,1 0,2 03 0,4 05
Rerit (o= 0,05) 0,95 ' Concer;tragéo (m g/n; L) ’ '
Autocorrelagédo dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson) Estatisticas da Regresséo Linear (Modelo: Y = a + bX)
d (calculado) 1,83 Coeficiente Angular (b):| 3,24E+05 Coeficiente Linear (a): | -8,31E+02
dL (Limite Inferior) a = 0,05 1,20 r 0,9999 R? 0,9997
dU (Limite Superior) o = 0,05 1,41 N 20 Graus de Liberdade 18
Homogeneidade da Variancia dos Residuos Limites de Deteccdo e Quantificagdo (LDe LQ)
(Teste de Brown-Forsythe) [ Limite de Deteccdo | 5,84E-03 | Limite de Quantificacdo | 1,75E-02 |
Variancia Combinada 7,06E+05
t, calculado -1,12E+00 ANOVA da Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)
ttabelado (¢ = 0,05) 2,10E+00 fonte G.L. SQ MQ F p
p 2,78E-01 regressao 1 4,61E+10 | 4,61E+10 | 6,61E+04 | 1,53E-33
residuos 18 1,26E+07 | 6,98E+05
Resumo da Avaliagdo Ajuste 5 4,73E+06 | 9,46E+05 | 1,57E+00 2,36E-01
Homogeneidade de variancia erro puro 13 7,83E+06 | 6,02E+05
H& Homocedasticidade p > 0,05 total 19 4,61E+10
Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade
A regresséo é significativa p < 0,001 Observagdes
N&o h& desvio de Linearidade p > 0,05
Autocorrelagdo dos Residuos (o = 0,05)
N&o hé autocorrelacéo d > du
Teste de Normalidade (o= 0,05)
Segue a Normal Req > Rcrit
Responséavel: Data: __/ [  Verificado por: Data: I/
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Ministério da Satde

I 1 I ~
] [ FUNDACAO OSWALDO CRUZ

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde 'N905 -
AVALIAQAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA
Dados da Curva Analitica
Andlise: Avaliagao da linearidade para a determinagdo de manitol
Data de Confeccdo da Curva: Curva N°: 1
Replicatas por Nivel (k): 3 N° de Niweis (n): 7
Equipamento: Shimadzu LC-20 Responsawel: Renata

Tabela de dados originais

Nivel . Conc. Resposta Avaliacéo de Valores Extremos
(k) I mg/mL Area (Teste de Jack-Knife para avaliagédo de valores extremos)
i 8; g’gg ggggg:g Os _dados da tabela marcados em vermelho foram avaliados _e retirados do
2 ° conjunto de dados por se tratarem de valores extremos (outliers). Estes
93 ;89 XA dados ndo seréo considerados na avaliacéo das premissas.
2 04 1,03 349738,3
05 1,03 345055,3
06 1,03 344250,7 Curva Analitica Final
3 o7 1,18 404604,5 800000
08 1,18 391621,7 700000
09 1,18 397683,3 600000
4 10 1,33 446474,5 500000
11 1,33 | 4a3261,3 | | & 400000
: : << 300000
12 1,33 439682,3 200000
5 13 1,48 499033,8 100000 Intervalo de Confianca |
14 1,48 491039,0 0 T T T T
15 1,48 489134,7 0 0,5 1 15 2 25
6 16 1,62 543446,5 Concentragéo (mg/mL)
17 1,62 541129,0
18 1,62 538869,0 PR .
= g 177 500606 3 oo Gréfico de Residuos
20 1,77 590740,7 10000 4 ° °
21 1,77 586585,0 5008 4 o g © a0 © a
Normalidade dos Residuos 5000 1 8 o 3 8 o 3
(Teste de Ryan-Joiner) -10000 1
Req 0,98 e 0 0,5 1 15 2
Rerit (a = 0’05) 0,95 ' Concentragédo (mg/mL) '
Autocorrelagédo dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson) Estatisticas da Regresséo Linear (Modelo: Y = a + bX)
d (calculado) 2,38 Coeficiente Angular (b):| 3,34E+05 Coeficiente Linear (a): 5,27E+02
dL (Limite Inferior) a = 0,05 1,22 r 0,9990 R? 0,9979
dU (Limite Superior) o = 0,05 1,42 N 21 Graus de Liberdade 19
Homogeneidade da Variancia dos Residuos Limites de Detec¢éo e Quantificagdo (LDe LQ)
(Teste de Brown-Forsythe) [ Limite de Deteccdo | 4,17E-02 | Limite de Quantificacdo | 1,24E-01 |
Variancia Combinada 2,20E+07
t, calculado 5,58E-03 ANOVA da Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)
ttabelado (¢ = 0,05) 2,09E+00 fonte G.L. SQ MQ F p
p 9,96E-01 regressao 1 2,03E+11 | 2,03E+11 | 9,24E+03 | 5,29E-27
residuos 19 4,17E+08 | 2,20E+07
Resumo da Avaliagdo Ajuste 5 7,95E+07 1,59E+07 6,59E-01 6,60E-01
Homogeneidade de variancia erro puro 14 3,38E+08 | 2,41E+07
H& Homocedasticidade p > 0,05 total 20 2,03E+11
Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade
A regresséo é significativa p < 0,001 Observagdes
N&o h& desvio de Linearidade p > 0,05
Autocorrelagdo dos Residuos (o = 0,05)
N&o hé autocorrelacéo d > du
Teste de Normalidade (o= 0,05)
Segue a Normal Req > Rcrit
Responséavel: Data: __/ [  Verificado por: Data: I/

AVALIAGAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA I
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APENDICE G — RESULTADO DA AVALIACAO DA REPETITIVIDADE NA
VALIDACAO ANALITICA

Calculo da Repetitividade

Glicose Frutose Manitol

Area Média Teor (g/L) Area Média Teor (g/L) Area Média Teor (g/L)

P1 828534 825031 8,9686 3251 | 3145  0,0489 526444 525061 5,1702
821528 3040 523677

P2 819916 '817104,5 8,8849 3201 © 3226 = 0,0496 531247530178 5,2197
814293 3251 529108

P 3 820930 826583,5 8,9850 3115 | 3188  0,0493 538505 530837 5,2261
832237 3261 523169

P4 8151727 814557 8,8579 2059 | 3131 = 0,0488 519652 522421 5,1447
813942 3303 525189

P 5 824490 826139,5 8,9803 3100 & 3021 = 0,0479 532700 529769 5,2158
827789 2041 526837

P6 8211837828721,5 09,0076 2087 | 3149  0,0490 560056 550494 5,4164
836260 3312 540932

P 7 828937 824453 8,9625 3337 " 3183  0,0493 547058 551421 5,4253
819969 3028 555783

P8 816264 815012 8,8627 2852 | 3056 = 0,0482 517527 519192 5,1134
813760 3260 520857

P9 822310'821500,5 8,9313 3028 " 3061 @ 0,0482 537530 532652 5,2437
820691 3095 527774

P10 813339 815376 8,8666 3048 | 3145  0,0489 526159 522860 5,1489
817413 3241 519560

P 11 820825 825516,5 8,9738 2992 3008  0,0478 518563 520474 5,1258
830208 3024 522384

P 12 815523 812525,5 8,8365 3817 3319  0,0504 521636 518189 5,1037
809528 2820 514742

P 13 809790 807917,5 8,7878 3505 3860 0,0514 516777 525373 5,1733
806045 4215 533969

P 14 804526 808564  8,7946 2937 3004  0,0478 517648 521505 5,1358
812602 3071 525361

P 15 797741 803193,5 8,7378 2875 2930  0,0472 514063 514700 5,0700
808646 2985 515337

P 16 819540 812391 8,8350 2688 2825  0,0463 517936 519967 5,1209
805242 2961 521998

P 17 859031 839061,5 9,1169 3447 3299  0,0502 521037 521394 5,1347
819092 3152 521750

P 18 813127 814750 8,8600 3033 3054 = 0,0482 527036 532586 5,2431
816373 3075 538135

P 19 813141 815981,5 8,8730 3293 3385 = 0,0509 538539 536026 5,2763
818822 3477 533512

P 20 807079 825695 8,9756 3201 3179  0,0492 536256 536636 5,2823
844311 3157 537016

Min. 8,7378 0,0463 5,0700

Max. 9,1169 0,0514 5,4253

Md 8,9049 0,0489 5,1995

s 0,0923 0,0013 0,0987

DPR 1,0367 2,5676 1,8988

r 0,7506 0,0101 0,7035

ESM 0,0292 0,0004 0,0312

I.C. 0,0660 0,0009 0,0706

Res.

(VR : menor que 4 %)

(VR : menor que 8%)

(VR : menor que 4 %)
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APENDICE H — RESULTADO DA AVALIACAO DA PRECISAO INTERMEDIARIA

NA VALIDACAO ANALITICA

Calculo da Precisdo intermediaria

Glicose Frutose Manitol

Teor (g/L) Teor (g/L) Teor (g/L) Teor (g/L) Teor (g/L) Teor (g/L)

P1 9,0312 8,9686 P1 0,0470 0,0489 P1 5,2004 5,1702

P2 8,9621 8,8849 P2 0,0479 0,0496 P2 5,2158 5,2197

P3 9,0223 8,9850 P3 0,0466 0,0493 P3 5,1714 5,2261

P4 9,0551 8,8579 P4 0,0479 0,0488 P4 5,2199 5,1447

P5 9,0431 8,9803 P5 0,0487 0,0479 P5 5,1934 5,2158

P6 9,0270 9,0076 P6 0,0469 0,0490 P6 5,2058 5,4164

P7 8,9827 8,9625 P7 0,0489 0,0493 P7 5,2017 5,4253

P8 8,9957 8,8627 P8 0,0491 0,0482 P8 5,2328 5,1134

P9 9,0012 8,9313 P9 0,0499 0,0482 P9 5,1600 5,2437

P10 9,0041 8,8666 P10 0,0485 0,0489 P10 5,1149 5,1489

P11 8,9574 8,9738 P11 0,0462 0,0478 P11 5,0930 5,1258

P12 8,9066 8,8365 P12 0,0491 0,0504 P12 5,0908 5,1037

P13 8,9298 8,7878 P13 0,0482 0,0514 P13 5,0529 5,1733

P14 8,8707 8,7946 P14 0,0459 0,0478 P14 5,0811 5,1358

P15 8,9075 8,7378 P 15 0,0488 0,0472 P 15 5,0739 5,0700

P 16 8,8437 8,8350 P 16 0,0479 0,0463 P 16 5,0792 5,1209

P 17 8,9184 9,1169 P 17 0,0472 0,0502 P17 5,1065 5,1347

P 18 8,9426 8,8600 P 18 0,0480 0,0482 P 18 5,1120 5,2431

P 19 8,9602 8,8730 P 19 0,0497 0,0509 P 19 5,1481 5,2763

P 20 8,9630 8,9756 P 20 0,0516 0,0492 P 20 5,1535 5,2823
Min. 8,8437 8,7378 Min. 0,0459 0,0463 Min. 5,0529 5,0700
Max. 9,0551 9,1169 Max. 0,0516 0,0514 Max. 5,2328 5,4253
Md 8,9662 8,9049 Md 0,0482 0,0489 Md 5,1454 5,1995
s 0,0581 0,0911 s 0,0014  0,0013 S 0,0575 0,0987
DPR 0,6479 1,0230 DPR 2,8454 2,5676 DPR 1,1167 1,8988
r 0,4186 0,7506 r 0,0113 0,0101 r 0,3562 0,7035
ESM 0,0184  0,0288 ESM 0,0004  0,0004 ESM 0,0182 0,0312
I.C. 0,0415 0,0651 I.C. 0,0010 0,0009 I.C. 0,0411 0,0706




Calculo da Precisado Intermediaria

Glicose Frutose Manitol

1°0 - 1° 2°0 - 2°| 1°0 - 1°1 2°0 - 2°| 1°0 - 1°| 2°0 - 2°|

(YEMAYD2 (Y2-MdY2)2 (YEMdAYD2  (Y2-MdY2)2 (YEMdAYD2 (Y2-MdY2)2
P1 0,0042 0,0041 0,000001 0,000000 0,003032 0,000858
P2 0,0000 0,0004 0,000000 0,000001 0,004969 0,000410
P 3 0,0031 0,0064 0,000003 0,000000 0,000679 0,000709
P4 0,0079 0,0022 0,000000 0,000000 0,005558 0,003007
P5 0,0059 0,0057 0,000000 0,000001 0,002306 0,000265
P 6 0,0037 0,0105 0,000002 0,000000 0,003651 0,047026
P7 0,0003 0,0033 0,000000 0,000000 0,003170 0,050996
P8 0,0009 0,0018 0,000001 0,000000 0,007646 0,007409
P9 0,0012 0,0007 0,000003 0,000000 0,000214 0,001952
P10 0,0014 0,0015 0,000000 0,000000 0,000928 0,002559
P11 0,0001 0,0047 0,000004 0,000001 0,002741 0,005433
P 12 0,0036 0,0047 0,000001 0,000002 0,002976 0,009180
P 13 0,0013 0,0137 0,000000 0,000006 0,008548 0,000687
P 14 0,0091 0,0122 0,000005 0,000001 0,004129 0,004059
P 15 0,0034 0,0279 0,000000 0,000003 0,005106 0,016773
P 16 0,0150 0,0049 0,000000 0,000007 0,004376 0,006180
P 17 0,0023 0,0449 0,000001 0,000002 0,001510 0,004201
P 18 0,0006 0,0020 0,000000 0,000000 0,001113 0,001900
P 19 0,0000 0,0010 0,000002 0,000004 0,000008 0,005896
P 20 0,0000 0,0050 0,000011 0,000000 0,000067 0,006854
S 1 0,0641 0,1577 0,000036 0,000030 0,0627 0,1764
S 2 0,2218 0,0001 0,2391
Si(o,i) 0,0764 0,001315 0,07932
Min. 8,7378 0,0459 5,0529
Max. 9,1169 0,0516 5,4253
Md 8,9356 0,0485 5,1724
DPR 0,855 2,708218 1,5335
R 0,75058 0,01127 0,73738

(DPR : menor que 5 %)

(DPR : menor que 8 %)

(DPR : menor que 5 %)
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APENDICE | - RESULTADO DA AVALIACAO DA EXATIDAO NA VALIDACAO
ANALITICA

Avaliacdo da Tendéncia para Glicose

C1l Cc2 C3 Recuperacéo
2,2964 2,0999 0,2000 98,3
2,4857 0,4000 96,5
2,6919 0,6000 98,7
2,8980 0,8000 99,8
3,0954 1,0000 99,6
3,2971 1,2000 99,8

Tendencia 98,8

Avaliacdo da Tendéncia para Frutose

Cl C2 C3 Recuperagéo
0,0756 0,0091 0,0730 91,2
0,1469 0,1460 94,4
0,2171 0,2190 95,0
0,2878 0,2919 95,5
0,3602 0,3649 96,2
0,4295 0,4379 96,0

Tendencia 94,7

Avaliacdo da Tendéncia para Manitol

C1 Cc2 C3 Recuperacéo
1,0555 0,9000 0,1500 103,7
1,2152 0,2999 105,1
1,3669 0,4499 103,8
1,5325 0,5998 105,5
1,6878 0,7498 104,6
1,7998 0,9098 106,2

Tendencia 104,8

C1 - Média da concentracao do analito na amostra fortificada
C2 - Média da concentracao do analito na amostra nao fortificada
C3 - Média da concentragéo tedrica do analito fortificado
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APENDICE J — RESULTADO DA AVALIACAO DA ROBUSTEZ NA VALIDACAO

Resultados obtidos nas combinacdes do teste de Youden na avaliacio

ANALITICA

da robustez para a determinacdo de glicose

Combinacéo Tr Area Rs Kk Tf
Media 16,9 898801 -- 2,370 1,100 5615
1 DPR 0,02 0,02 -- 0,02 0,04 0,14
Media 154 817833 -- 2,065 1,105 4172
2 DPR 0,01 0,19 -- 0,02 0,67 0,79
Media 15,4 902826 -- 2,086 1,091 5075
3 DPR 0,45 0,30 -- 0,67 0,83 1,43
Media 16,9 990913 -- 2,375 1,107 6181
4 DPR 0,01 0,03 -- 0,09 0,02 0,29
Media 14,6 958095 -- 1,921 1,079 3157
5 DPR 0,00 0,04 -- 0,05 0,00 0,23
Media 13,3 897842 -- 1,659 1,074 2919
6 DPR 0,08 0,06 -- 0,13 0,68 0,38
Media 146 898212 -- 1,919 1,065 3457
7 DPR 0,01 0,12 -- 0,00 0,07 0,14
Media 13,3 820476 -- 1,661 1,066 3232
8 DPR 0,01 0,07 -- 0,00 0,15 0,27
Combinacéo Tr Area Rs K Tf
Media 16,9 898801 -- 2,370 1,100 5615
9 DPR 0,02 0,02 -- 0,02 0,04 0,14
Media 18,7 994069 -- 2,741 1,098 5105
10 DPR 0,01 0,06 -- 0,01 0,04 0,67
Media 18,7 895530 -- 2,740 1,107 5743
11 DPR 0,01 0,05 -- 0,02 0,19 1,67
Media 19,8 802959 -- 2,361 1,113 4291
12 DPR 0,04 0,03 -- 0,25 0,06 0,75
Media 16,2 868843 -- 2,248 1,069 3756
13 DPR 0,01 0,03 -- 0,00 0,05 0,37
Media 146 806876 -- 1,920 1,082 2924
14 DPR 0,17 0,03 -- 0,26 0,06 0,45
Media 14,6 906462 -- 1,929 1,074 3479
15 DPR 0,50 0,17 -- 0,76 0,32 1,13
Media 16,2 1007633 -- 2,247 1,078 3163
16 DPR 0,01 0,05 -- 0,02 0,04 0,36




Resultados obtidos nas combinacdes do teste de Youden na avaliacao

da robustez para a determinacao de frutose
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Combinacao Tr Area Rs k Tf
Media 19,0 73902 3,388 2,986 1,071 7511
1 DPR 9,00 0,09 0,05 0,03 0,16 0,17
Media 18,2 67606 3,076 2,644 1081,2 6005
2 DPR 0,05 0,86 1,72 0,06 1,63 1,03
Media 18,3 75038 3,146 2,651 1,061 6250
3 DPR 0,35 0,75 1,25 0,48 1,93 0,41
Media 20,0 82400 3,686 3,005 1,120 8845
4 DPR 0,00 0,63 0,14 0,68 0,00 0,39
Media 17,8 81841 2,844 2,551 1,027 3647
5 DPR 0,01 0,23 0,09 0,16 0,00 0,27
Media 16,2 73065 2,783 2,235 1,018 3546
6 DPR 0,01 0,54 0,39 0,02 0,26 0,70
Media 17,7 72987 2,885 2,533 1,013 3867
7 DPR 0,01 1,15 0,34 0,02 0,36 1,28
Media 16,1 67011 2,806 2,221 1,017 3683
8 DPR 0,01 0,21 0,18 0,02 0,15 0,28
Combinacao Tr Area Rs k Tf
Media 19,0 73902 3,388 2,986 1,071 7511
9 DPR 9,00 0,09 0,05 0,03 0,16 0,17
Media 22,3 82399 3,482 3,464 1,093 7564
10 DPR 0,01 0,17 0,40 0,01 0,24 0,93
Media 22,1 75058 3,436 3,422 1,106 7746
11 DPR 0,02 0,60 0,98 0,03 0,60 0,97
Media 20,0 66472 3,181 3,010 1,104 6282
12 DPR 0,03 0,34 0,46 0,03 0,56 1,14
Media 19,6 73826 2,994 2,925 1,039 4281
13 DPR 0,01 0,22 0,21 0,01 0,10 0,41
Media 17,8 65801 2,872 2,569 1,017 3660
14 DPR 0,13 0,38 0,19 0,19 0,63 0,49
Media 17,7 71613 2,922 2,544 1,029 4068
15 DPR 0,41 2,79 0,76 0,56 1,64 2,37
Media 19,8 82292 2,946 2,963 1,029 3776
16 DPR 0,01 0,31 0,75 0,01 0,24 0,36




Resultados obtidos nas combinacdes do teste de Youden na avaliacdo

da robustez para a determinacdo de manitol
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Combinac&o Tr Area Rs k Tf N
Media 24,6 444912 5,210 3,910 1,10 13242
1 DPR 0,02 0,06 0,05 0,03 0,07 0,11
Media 22,5 412527 4,668 3,501 0,924 10437
2 DPR 0,04 1,60 1,61 0,04 0,37 0,59
Media 225 423623 4,764 3,498 0,943 12932
3 DPR 0,34 0,14 3,97 0,45 0,53 0,21
Media 24,7 490171 5,121 3,942 1,102 10209
4 DPR 0,00 0,20 0,12 0,16 0,00 0,30
Media 22,4 518877 4,216 3,479 1,026 7631
5 DPR 0,01 0,05 0,11 0,18 0,01 0,20
Media 20,5 457410 4,245 3,092 1,002 5128
6 DPR 0,01 0,25 0,27 0,01 0,14 0,51
Media 22,3 431073 4,305 3,459 1,021 7734
7 DPR 0,01 0,17 0,36 0,01 1,21 0,35
Media 20,3 414345 4,197 3,057 0,987 7625
8 DPR 0,01 1,46 0,11 0,01 0,98 0,45
Combinacdo Tr Area Rs k Tf N
Media 24,6 444912 5,210 3,911 1,096 13242
9 DPR 0,02 0,06 0,05 0,03 0,07 0,11
Media 27,6 510512 5,048 4,525 1,123 10521
10 DPR 0,02 0,55 0,37 0,02 0,71 0,76
Media 27,2 463796 4,949 4,449 1,144 10273
11 DPR 0,02 0,51 0,75 0,03 1,29 0,85
Media 24,8 412459 4,664 3,958 1,145 9424
12 DPR 0,02 0,08 0,49 0,03 0,61 0,85
Media 24,7 469881 4,359 3,940 1,038 7672
13 DPR 0,01 0,06 0,10 0,01 0,09 0,35
Media 22,6 422596 4,285 3,520 1,013 7766
14 DPR 0,12 6,74 151 0,16 2,43 0,21
Media 22,3 448741 4,371 3,457 0,976 7967
15 DPR 0,02 1,27 0,68 0,02 0,47 0,52
Media 24,0 508068 4,306 4,010 1,025 7541
16 DPR 0,01 0,02 0,69 0,01 0,10 0,31




