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Confiabilidade analitica na analise de alimentos
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A confiabilidade analitica pode ser definida como um conjunto de
propriedades que auxiliam na caracterizacdo das informacdes analiticas em
termos de qualidade e utilidade para os usuarios finais. E uma fungéo cumulativa
e se materializa em varias propriedades que sao usadas como indicadores de
qualidade. Tais indicadores permitem avaliar, comparar e validar métodos e
processos analiticos e os resultados que eles fornecem de maneira
fundamentada e eficiente. Por exemplo, ter um conhecimento prévio do nivel de
exatidao exigido, da rapidez com que os resultados serdo produzidos e do custo
maximo aceitavel por amostra, entre outros requisitos, € essencial para facilitar
e fornecer embasamento para a tomada de decisfes corretas e oportunas. Sem
essa referéncia, estratégias e trabalhos analiticos de laboratério ndo fazem
sentido.

O fluxograma da Figura 1 agrupa os dois elementos essenciais da
qualidade analitica e sua correlagdo com outras propriedades bésicas e
acessorias de maneira hierarquica conforme proposto por Vélcarcel e Rios
(1993). As propriedades analiticas, vistas individualmente ou coletivamente, ndo
sdo independentes umas das outras, mas podem exibir relacdes mutuas e,
ocasionalmente, opostas. As setas no esquema ilustram a dependéncia das
propriedades principais em relacdo as propriedades béasicas, uma vez que
precisdo, sensibilidade, seletividade e robustez fornecem suporte para a
exatidao, e a amostragem adequada constituiu a base para a representatividade.

O desenvolvimento do processo analitico e, consequentemente, sua
qualidade, também deve considerar aspectos relacionados a sua produtividade
e seguranca, tal como estabelecido no fluxograma da Figura 1 como

“propriedades acessorias”. Um bom gerenciamento do tempo, custos, materiais,
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reagentes, mao-de-obra e atenuacéo de riscos, conduzem a maior agilidade,
economia, automacao, seguranca e conforto pessoal. Tais fatores dependem
em grande parte da estrutura que um laboratério apresenta e do quanto o mesmo
€ conduzido para operar de forma eficiente. O equilibrio entre esses objetivos &
0 que determina em grande parte a qualidade do processo analitico e, por

conseguinte, dos resultados.
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Figura 1. Propriedades analiticas e suas relacdes entre si e com a qualidade
analitica. Adaptado de VALCARCEL, 1993.

1. Propriedades analiticas principais

O adjetivo "principal" é sinbnimo de "fundamental" e de "superior" e é
usado aqui para qualificar as propriedades no topo da hierarquia analitica:
exatidao e representatividade.

Ambas sdo complementares e dependerdo da qualidade do trabalho
realizado fora (amostragem) e dentro do laboratério (processo analitico). Um
resultado altamente exato € completamente inutil quando ndo é representativo
da amostra pois ndo a descreve e, portanto, ndo resolve qualquer problema
analitico em questao. Igualmente, a exatiddo também valida a representatividade
ja que esta se torna irrelevante caso as informacdes analiticas forem inexatas.
Logo, a qualidade dos resultados somente é alcancada quando exatidao e
representatividade sédo obtidas simultaneamente. Na sequéncia estdo resumidas

as caracteristicas mais relevantes das propriedades analiticas principais.
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1.1. Exatidao

A exatiddo é a propriedade analitica mais intimamente relacionada ao
trabalho de laborat6rio em que a composi¢ao quimica de uma amostra conhecida
é determinada. E complementar & representatividade porque permite que sejam
feitas determinacfes analiticas especificas sobre uma amostra. Em termos
amplos, a exatidao € definida como o grau de consisténcia entre um resultado
com o valor real do que se estd determinando. Essa definicdo € puramente
tedrica, pois em termos praticos o valor verdadeiro, que é puramente ideal, deve
ser substituido por um valor de referéncia aceito como verdadeiro. Isso pode ser
feito a partir da utilizacdo de materiais de referéncia (certificados ou néo), uso de
padrdes analiticos, etc.

Para estimar adequadamente a exatidao é preciso considerar ndo apenas
a proximidade de um resultado ao valor tido como verdadeiro, mas também a
coeréncia entre os resultados repetidos que compdem a sua média. Ou seja,
para definir a exatiddo de um método, deve-se conhecer previamente sua
precisdo e comparar a dispersdo dos resultados com a do valor tido como
verdadeiro. Na Figura 2 estdo quatro exemplos relacionando exatiddo com
precisdo e como tal define a qualidade de um resultado em relagdo a um valor
de referéncia tido como verdadeiro:
A - O resultado € preciso e exato, pois a média do conjunto de resultados se
concentra bem préxima ao intervalo de X'
B - O resultado ndo é exato, ainda que preciso, pois esta muito distante do
intervalo de X".
C - O resultado embora exato, € menos preciso que na situacao A pois, ainda
gque a média dos valores seja compativel com X', esta apresenta uma alta
disperséo (incerteza) em relacédo a esse valor.
D - O resultado ndo € exato nem preciso. O intervalo de incerteza para X'
abrange apenas uma pequena fracdo daquele para a média do conjunto de

dados.
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Figura 2. Relacao entre exatidao e precisdo na determinagcédo de um resultado.

Os quatro métodos principais, propostos para o estudo da exatidao, sao
baseados no uso de material de referéncia certificado (MRC), na comparacéo do
método proposto com um método de referéncia, no uso de ensaios de

recuperacao na matriz e em estudos colaborativos.

1.2. Representatividade

No contexto analitico, a representatividade é sinbnimo de consisténcia
dos resultados com o material do qual as amostras sdo extraidas e com o
objetivo da analise em questdo. Um claro entendimento do problema analitico a
ser respondido é determinante na maneira como as amostras serdo obtidas e
analisadas.

A selecdo de uma amostra representativa e dos protocolos combinados
para amostragem e analise devem basear-se no claro entendimento da natureza
dos alimentos. Amostragem adequada € essencial para atingir um grau de
representatividade apropriado ao problema analitico e, assim, fornecer
resultados de qualidade. Exatiddo na analise de uma amostra ndo representativa
nao tem sentido.

Por exemplo, uma determinacéo precisa do conteudo de gordura do leite
em apenas algumas embalagens selecionadas aleatoriamente pelo uso de
metodologias validadas com base em instrumentagdo moderna ndo é uma

informacao analitica Util se 0 objetivo é determinar o conteddo de gordura de um
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lote de 10.000 embalagens. E necessaria uma amostragem estatistica
apropriada para que as informagbes produzidas sejam representativas do
problema como um todo.

Os alimentos sdo muito variaveis em sua composic¢ao, principalmente os
alimentos frescos de origem vegetal. Deve-se levar em consideracdo que
existem comportamentos fisioldgicos distintos, modificagées advindas do tipo de
processamento aplicado ao alimento e diferencas na composi¢ao entre as varias
partes de um mesmo alimento. A importancia da fase de amostragem néao pode
deixar de ser exaustivamente enfatizada. Se a por¢cdo ensaiada (amostra) néo
for representativa do material original, ndo sera possivel relacionar o resultado
analitico medido aquele no material original, ndo importando a qualidade do
meétodo analitico, nem o cuidado na conducéo da andlise. A representatividade
€, portanto, um pré-requisito inevitavel e determinante de todo o processo
analitico e nenhuma outra propriedade analitica pode ser justificada na auséncia
de representatividade.

Embora seja bastante dificil avaliar a representatividade, certas
aproximacoes estatisticas podem ser aplicadas a técnicas de amostragem que
as tornam mais faceis de implementar e mais confiaveis. Planos de amostragem
podem ser aleatdrios, sistematicos ou sequenciais, e podem ser empregados
para obtencdo de informac¢des quantitativas ou qualitativas, ou para determinar
a conformidade ou ndo-conformidade com uma especificagdo. Em muitos casos,
€ imperativo considerar peculiaridades da amostra e investigar uma variedade
de técnicas para garantir uma pergunta analitica adequadamente definida que

fornecera resultados representativos do problema cientifico abordado.

2. Propriedades analiticas basicas

Precisdo, seletividade, sensibilidade e robustez s&o as quatro
propriedades analiticas basicas que caracterizam o processo analitico (método).
Amostragem adequada, outro objetivo analitico basico, ndo é estritamente uma
propriedade analitica.

Resultados exatos ndo sao possiveis sem sensibilidade adequada,
auséncia de interferéncias e repetibilidade/reprodutibilidade razoavel (isto €,

baixa incerteza). Assim como nenhuma representatividade pode ser reivindicada
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na auséncia de amostragem adequada. Segue uma descricdo dos aspectos

mais relevantes de cada propriedade.

2.1. Preciséo

A precisdo € uma propriedade basica do processo analitico e pode ser
definida como o “grau de consisténcia entre um conjunto de resultados obtidos
aplicando-se um mesmo método analitico separadamente (testes
independentes) a aliquotas individuais de uma amostra”. Preciséo € sinbnimo de
agrupamento, logo, quanto menor a dispersdo maior serd a precisdo e vice-
versa. Os parametros usados para medir a precisado estao relacionados a erros
aleatorios (indeterminados) e medem a dispersao ou desvio dos resultados entre
si e entre a sua média no caso de analises quantitativas, ou como taxas de
verdadeiro e falso positivo (e negativo) no caso de analises qualitativas.

A precisdo ndo é um conceito Unico e isolado, sendo dependente do
objeto ao qual se aplica e da maneira como 0 conjunto de resultados é obtido.
Ela pode ser expressa em relacdo a um resultado individual, a todos os
resultados ou a média de uma parte desses resultados.

Embora, por definicdo, o método e a amostra sejam mantidos durante as
medicbes, o laboratério, instrumentos, aparelhos, reagentes, padrdes,
operadores e periodo de tempo poderdo variar entre as medidas. Quanto mais
diferentes forem as condicbes experimentais, mais diversas seréo as fontes de
variabilidade e maior sera a dispersédo dos resultados. Assim, considerando as
condi¢cdes em que os dados sao obtidos, a precisdo podera ser calculada em
termos de repetibilidade e reprodutibilidade (ou suas variantes).

A repetibilidade pode ser definida como a disperséo dos resultados para
testes independentes entre si, usando o0 mesmo método aplicado a aliquotas da
mesma amostra, no mesmo laboratorio, pelo mesmo operador, usando 0 mesmo
equipamento por um curto intervalo de tempo. Ou seja, medicdes feitas sob
condicdes que podem ser repetidas. J& a reprodutibilidade, em termos gerais,
consiste na dispersdao dos resultados obtidos aplicando o mesmo método a
mesma amostra em condicdes que podem ser reproduzidas, isto €, diferentes
dias, operadores, equipamentos ou laboratorios. A terminologia para designar
ensaios intra ou interlaboratoriais pode variar entre as instituicdes reguladoras.

A ANVISA, por exemplo, subdivide este parametro em “precisédo intermediaria”
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para classificar a variabilidade dos resultados produzidos em um mesmo
laboratorio enquanto a reprodutibilidade se limita a verificagdo do desempenho
do método por diferentes laboratérios.

A diferenca mais saliente entre repetibilidade e reprodutibilidade € o grau
de rigor. Como a repetibilidade é calculada sem alteracdes nas condi¢cOes
experimentais e invariavelmente leva a valores de precisdo mais altos (ou seja,
a menor dispersao nos resultados) do que a reprodutibilidade, que é calculada
com alguma alteracao nas condicdes e, portanto, reflete um rigor variavel que
depende de um, varios ou todas as condi¢des experimentais. Ou seja, embora a
reprodutibilidade seja menos precisa que a repetibilidade, ela é muito mais
rigorosa porque o0s resultados s&o confirmados em diferentes condi¢des
experimentais. Em resumo, a repetibilidade reflete a dispersdo minima possivel
(maior precisdo) e a reprodutibilidade a dispersdo maxima possivel (menor
precisdo) de um determinado processo analitico. Esses dois extremos
representam os limites superior e inferior para os parametros com base nos quais

a disperséo é expressa.

2.1. Seletividade e especificidade

Quando se deseja avaliar um determinado analito em uma amostra
alimenticia, é necessario levar em consideracao que, de maneira geral, esta sera
composta também por uma matriz e por outros componentes. Estes, ainda que
ndo sejam de interesse para a medicdo, poderdo ter algum efeito no
desempenho da mesma, assim como a magnitude desse efeito podera depender
de sua concentracdo no alimento. Assim, o efeito de interferentes pode impedir
gue um meétodo seja seletivo para um determinado analito ou conduzir a erros
sistematicos que alteram o resultado final deste.

A seletividade é uma propriedade basica que suporta a exatiddo e
representa, em termos gerais, o grau em que um método pode determinar um
analito na presenca de outros analitos, matrizes ou de outro material
potencialmente interferente. Um método é chamado seletivo mesmo quando
produz respostas para varios analitos, desde que se possa distinguir a resposta
de um analito da dos outros. Ja o termo especificidade, muitas vezes utilizado
erroneamente como sindnimo de seletividade, refere-se a capacidade de um

método em responder para apenas um analito de interesse.
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Interferéncias sao perturbacfes que alteram algumas ou todas as etapas
do processo analitico a partir de erros sistematicos que aumentam ou diminuem
o resultado em relagéo ao valor considerado verdadeiro. Em outras palavras, se
a seletividade nado for assegurada, a exatiddo do método estara seriamente
comprometida. As interferéncias podem ser ocasionadas por um ou multiplos
interferentes e sdo classificadas de acordo com a sua origem, sinal, efeito na
curva de calibracdo e mecanismo pelo qual a perturbacéo € exercida:

- Em relacdo a origem, as interferéncias podem ser quimicas (espécie quimica
interferente produz uma reacao de cor semelhante a produzida pelo analito por
adicdo de um reagente (ligante) a amostra), fisicas (por exemplo, causado por
particulas suspensas em uma amostra que dispersa a luz durante medi¢Ges da
intensidade de fluorescéncia do analito ou de seu produto de reacdo) e
instrumental (por exemplo, quando a taxa de fluxo e/ou a temperatura
operacional ndo séo cuidadosamente controladas em cromatografia gasosa).

- Em relag&o ao sinal analitico, as interferéncias podem tanto causar um aumento
de sinal, e levar a resultados sujeitos a erros sistematicos positivos (exemplo das
interferéncias quimicas citadas anteriormente) ou diminuir o sinal, causando
erros negativos (por exemplo, na presenca de uma espécie mascarada que
reage competitivamente com um reagente que deveria interagir apenas com o
analito).

- O mecanismo pelo qual a interferéncia é produzida pode ser semelhante ou
idéntico ao qual o analito produz seu sinal (exemplo das interferéncias quimicas
anterior) ou diferente dele (exemplo das interferéncias fisicas em uma
determinacao quimica).

- O efeito na curva de calibracéo depende da relacéo da interferéncia em questao
com o analito. Assim, interferéncias aditivas sdo causadas por espécies ou
efeitos independentes da concentracédo do analito (a curva de calibracéo possui
uma interceptacao positiva ou negativa, embora independente do espaco em
branco, e é deslocada para cima ou para baixo como resultado). Interferéncias
proporcionais surgem quando a perturbacdo depende do nivel de concentracao
do analito, uma vez que a sensibilidade € aumentada ou diminuida como
resultado da mudanca na inclinagcdo da parte linear da curva de calibracéo.
Também pode ser o caso de multiplas interferéncias as quais produzem erros

aditivos e proporcionais. Interferéncias na determinac¢éo de um Unico analito (ou
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a concentracdo total de analito em uma mistura) podem surgir da matriz da
amostra, assim como a determinacdo discriminante de varios analitos também
pode estar sujeita a interferéncias mutuas entre os analitos.

Para ilustrar alguns dos tipos mais comuns de interferéncias, tendo em
vista uma abordagem qualitativa da sensibilidade, pode-se utilizar o exemplo da
determinacao de ferro em vinho a partir de um método colorimétrico. O método
envolve adicionar um redutor, como &cido ascoérbico ou hidroxilamina, a uma
aliquota de vinho para reduzir Fe** a Fe?*, ajuste do pH pela adicdo de um
tampéao e de um ligante como 1,10-fenantrolina para formar um quelato solavel
fortemente colorido (FelLs?*) (equacdo) cuja aliquota é usada para medir a
absorbéancia a 510 nm.

Fe?* + redutor <—= Fe?t
Fe?*+3L —— Fel,?
(quelato colorido)

A determinacdo de Fe?* no vinho pela formacdo de um quelato colorido
pode ser interferida por trés fatores diferentes:
1) A cor tipica do vinho tinto, que pode aumentar as leituras de absorbancia do
fotbmetro e levar a erros positivos (sinal aumenta) pelo efeito do instrumento que
mede um excesso de cor (por exemplo, pela presenca de taninos no vinho tinto).
Embora seja de natureza quimica, esse fenébmeno surge da presenca de outras
substancias no vinho e ndo de uma reacéo quimica (quelacdo) do Fe2* ou outros
ions.
2) A formacdo de quelatos coloridos com Cu?*, resultante de uma reacéo
indesejada do ligante com ifons Cu?* no vinho, a qual pode ser uma fonte de
interferéncia se os quelatos cuprosos forem visiveis no comprimento de onda
medido e levar a um erro positivo do sinal devido ao excesso de cor. Essa
interferéncia é de natureza quimica e surge da formacéo de quelatos coloridos
e, portanto, pelo mesmo mecanismo usado para determinar o Fe?*.
3) A formacdo de quelatos incolores de Fe?* com ions fluoreto impede que a
totalidade de ion ferroso seja quelatado pelo ligante (L) e se torne "visivel" ao

fotbmetro. Isso leva a uma redugdo do sinal ("uma deficiéncia de cor"). Essa
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interferéncia também é de natureza quimica e também surge da formacgéo de

quelatos.

2.2. Sensibilidade

A sensibilidade pode ser definida tanto como “a capacidade de detectar
(analise qualitativa) ou determinar (andlise quantitativa) pequenas quantidades
de um analito em uma amostra” quanto pela “capacidade de discriminar entre
concentragdes similares de analito”. E uma propriedade basica que caracteriza
0 método analitico e da suporte para a exatiddo dos resultados. Maior sera a
sensibilidade de um procedimento analitico quanto menores forem as
concentracdes de analito detectadas ou determinadas, ou mais similares, que
possam ser distinguidas.

Maior sera a sensibilidade quanto mais marcada for a alteracédo no sinal
produzido por uma pequena alteragdo na concentracdo do analito. Essa ideia
pode ser expressa graficamente através de uma curva de calibracdo, na qual a
sensibilidade corresponde a inclinacdo da parte linear central da mesma.
Comumente, a curva é construida experimentalmente medindo os sinais para
uma série de padrdes de concentracdo conhecidas crescentes do analito (dentro
da faixa de concentracdo pretendida ou esperada da amostra), incluindo um
“branco analitico” (amostra sem o analito). A Figura 3 corresponde a uma curva
de calibracéo tipica que exibe varias faixas que permitem avaliar a sensibilidade
em trés partes distintas pela variacao do sinal analitico (X) como a concentracdo
de analito (C):

X)

Faixa linear
K== — >

Faixa de trabalho

Figura 3. Representacéo grafica dos parametros de sensibilidade com base na
curva de calibracéo.



71

- Em baixas concentragfes de analito (S = 0), o mesmo nao pode ser detectado
ou determinado. Logo, o menor sinal possivel (limite inferior da curva) é o
produzido pelo instrumento em resposta a um espago em branco (amostra que
nao contém analito e/ou ruido de fundo do instrumento) e o inicio da curva.

- Em concentracdes muito altas de analitos, o sinal ndo varia mais com a
concentracdo (S = 0) e o maior sinal possivel (limite superior da curva)
corresponde ao nivel de saturacdo do analito, além do qual o instrumento néo
pode detectar quantidades maiores.

- Em concentracdes intermediarias de analito, a sensibilidade é diferente de
zero (S > 0). Nesse caso, uma faixa de trabalho é delimitada, e corresponde a
faixa de concentracdo em que o sinal sai do sinal em branco (limite inferior) até
o sinal de saturacédo (limite superior). O limite inferior € chamado de "limite de
deteccao" (LD) porque coincide com o ponto além do qual o analito pode ser
diferenciado do branco.

Na regido central da faixa de trabalho, S permanece constante, sendo
essa a chamada "faixa linear". A faixa linear € a faixa de concentracdo em que
o sinal varia linearmente com a concentracdo ao longo de uma linha reta e,
portanto, de acordo com uma lei de primeira ordem na qual a inclinagéo e a
sensibilidade serdo constantes e equivalentes. A faixa linear € delimitada por
outras duas regides, onde S aumenta e diminui, respectivamente. O limite inferior
da faixa linear define as coordenadas para o limite de quantificacdo (LQ)
porque € o ponto além do qual a quantidade de analito na amostra pode ser
determinada a partir de uma simples relacao sinal-concentracdo. Ja o limite
superior da faixa linear é atingido quando ha um desvio significativo da
linearidade, ou seja, a resposta do sinal deixa de ter uma relagéo linear com o
analito.

Como pode ser observado, a sensibilidade esta inversamente relacionada
aos limites de deteccéo e quantificacdo, ou seja, quanto mais baixo forem esses
limites, maior sera a sensibilidade de um método em relacdo a uma determinada
amostra ou analito.

Limite de deteccdo (LD) é a menor quantidade ou concentracdo do
analito na amostra que pode ser detectada, porém n&o necessariamente

guantificada. Em termos mais praticos, o LD remete ao sinal produzido pelo
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analito em determinada concentracdo que pode ser diferenciada, de forma
confiavel, do sinal do branco ou do ruido (se for o caso).

Conhecer o LD é especialmente crucial quando se trabalha com baixas
concentracfes do analito ou elementos-traco, como residuos de defensivos
agricolas ou contaminantes. A importancia dessa determinacao e os problemas
associados a ela advém do fato de que a probabilidade de detec¢cdo ndo muda
rapidamente de “0” para “1” quando seu limiar é ultrapassado. Além disso, o tipo
de matriz ou amostra pode exercer bastante influéncia no LD de um analito.

Dentre as muitas formas de estimar o LD, as mais comuns sdo a partir de
métodos visuais, razdo do sinal-ruido e a partir da curva analitica. De forma
geral, o limite de deteccédo € estabelecido por meio da andlise de solu¢des de
concentracfes conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel
detectavel. No caso de métodos nao instrumentais (CCD-cromatografia de
camada delgada, titulacdo, comparacdo de cor), a obtencdo de uma
aproximacéo desse limite pode ser feita visualmente, onde o limite de detecgéo
€ considerado o menor valor de concentracdo capaz de produzir o efeito visual
esperado (mudanca de cor, turvacédo, etc.). Para métodos que gerem uma linha
de base (CLAE-cromatografia liquida de alta eficiéncia, CG-cromatografia
gasosa, absorcao atdmica, espectrofotometria, etc.) o LD pode ser determinado
pela comparacdo dos sinais medidos de amostras com baixas concentracfes
conhecidas do analito com os ruidos produzidos pelos brancos, definindo-se a
concentracdo minima em que o analito pode ser detectado com confianca. A
relacdo sinal/ruido de 3:1 ou 2:1 é geralmente considerada aceitavel para
estimativa do limite de detec¢cdo. Também pode-se obter uma aproximacado do
LD a partir da curva de calibracéo (Figura 3) ou da analise de nimero apropriado
de desvios-padrao de uma média de brancos.

Limite de quantificacdo (LQ) é definido como a menor quantidade ou
concentracdo do analito em uma amostra que pode ser determinada com
precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condigbes experimentais estabelecidas.
Acima do LQ, o instrumento pode discriminar diferentes quantidades
(concentracdes) de analito (ou, em outras palavras, o analito é "visivel" para o
instrumento e pode ser quantificado por ele).

O limite de quantificagéo € obtido por comparacao dos sinais medidos de

solugbes contendo concentracdes decrescentes do analito com as do branco,
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estabelecendo-se a concentracdo minima na qual o analito pode ser
quantificado.

Assim como para o LD, o LQ pode ser estimado a partir do ruido da linha
de base sendo tipicamente considerado como a concentracdo que produza
relacéo sinal-ruido superior a 10:1. Também pode ser estimado a partir do limite

inferior da faixa linear da curva de calibragao (Figura 3).

2.3. Robustez

A robustez representa a resisténcia a mudanca da resposta (resultado)
quando um método analitico € aplicado independentemente a aliquotas da
mesma amostra, mas sob condi¢des experimentais ligeiramente diferentes. As
alteracdes experimentais introduzidas na determinacdo da robustez de um
meétodo sdo usadas para identificar fontes potenciais de variabilidade na rotina
pratica. O objetivo final é detectar e quantificar as "fraquezas" experimentais do
método, para que quaisquer fatores criticos possam ser antecipados e
controlados, assegurando a confiabilidade e transferibilidade! do mesmo. Por
exemplo, um método que tolera temperaturas entre 15 e 20 °C sera mais robusto
e confiavel do que outro que fornece resultados aceitaveis apenas a 20 °C.

A robustez constitui uma propriedade atipica, pois ndo pode ser expressa
guantitativamente. No entanto, pode ser testada, pela introducéo deliberada de
pequenas variacfes experimentais (por exemplo, influéncia da temperatura,
pureza e tipo de reagentes utilizados, pH e condicdbes de separacao
cromatografica) e andlise das consequéncias geradas por elas. Essas variacdes
podem ou ndo ter uma influéncia significativa sobre o desempenho de um
método e, a medida que afetam a resposta analitica, torna-se imprescindivel
manter a adocao de precaucdes para manter as condicOes de realizacdo dos
ensaios em um nivel constante e aceitavel de variabilidade.

O exemplo ilustrado na Figura 4 compara a robustez entre dois métodos
em relagdo a variacdo de pH durante um processo analitico. O sinal de pH obtido
com o método A muda abruptamente com a alteragdo dessa variavel. Ja o sinal

obtido a partir do método B permanece similar em uma faixa de pH maior.

L A transferibilidade de um método representa sua capacidade de fornecer resultados consistentes quando
aplicado/comparado por diferentes laboratérios.
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Portanto, o método A é muito mais sensivel e dependente do pH enquanto o

método B é muito mais robusto que o método A.

Sinal
o

pH

Figura 4. Comparacéao da robustez entre dois métodos em relacdo ao pH.

Em geral, para verificar a robustez de um método analitico deve-se:
- Identificar as variaveis que poderiam ter um efeito significativo no desempenho
do método;
- Planejar e realizar experimentos para avaliar o efeito de pequenas mudancas
nos fatores variando-se a procedéncia ou pureza de reagentes, preparo de
amostras, quantidades de amostras utilizadas, tempos de reacao e elui¢cdo entre
outros.
- Verificar a existéncia de efeitos significativos para todos os fatores ensaiados,
isolados e conjuntamente para antecipar a possibilidade de efeito sinérgico,
como por exemplo do tempo e da temperatura de reacao.

A robustez de um procedimento analitico € convencionalmente
determinada por comparacoes interlaboratoriais. No entanto, a avaliacdo do
impacto que as condi¢cdes de mudanca tém no procedimento analitico pode ser

previamente realizada dentro do laboratoério.
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