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RESUMO. Resultados analiticos que ndo tenham passado por um processo de validagdo carecem de
qualquer valor. O presente trabalho enfoca etapas algumas vezes negligenciadas em laboratorios de
cromatografia e que, no entanto, sdo cruciais para obtenc¢do de resultados analiticos confidveis: uso de
métodos analiticos validados e como valida-los, confirmagio da identidade do composto de interesse,
escolha de métodos de quantificagdo adequados, emprego de amostras de referéncia e testes de recuperagio
na rotina de controle de qualidade e participacdo em testes de proficiéncia.

PALAVRAS-CHAVE. Cromatografia; validagcdo de métodos analiticos; controle de qualidade analitico.

INTRODUCAO

A razdo de ser de um laboratério é produzir resultados
analiticos confiaveis. O analista, no seu dia a dia, preocupa-se
em obter resultados que afastem qualquer divida razoavel com
respeito a sua exatiddo e que possuam uma precisdo adequada
para a finalidade a que se destinam. Para que esta confiabilidade
seja atingida, algumas etapas sdo necessarias, ¢ estardo neces-
sariamente incluidas em qualquer bom programa de controle ¢
segurancga de qualidade analitica: uso de métodos analiticos
validados, confirmagédo da identidade do composto de interesse,
escolha de métodos de quantificagdo adequados, emprego de
amostras de referéncia ¢ testes de recuperacdo na rotina de
controle de qualidade e participa¢do em testes de proficiéncia.
Sem tentar cobrir todos os aspectos de seguranga e controle de
qualidade analiticas, o presente artigo visa rever algumas das
etapas essenciais na obtengdo de resultados confiaveis em
métodos cromatograficos.

1. Valida¢ao de um Método Analitico

O primeiro passo para a obtengao de resultados analiticos
confiaveis esta na validagdo do método analitico escolhido. Um
método analitico pode ser validado intralaboratorialmente ou
interlaboratorialmente. No proprio laboratorio, através de testes
de recuperagdo e um ou dois dos enfoques seguintes, o analista
pode validar um método analitico: (a) comparagdo com um método
independente; (b) emprego de material de referéncia certificado’.
Interlaboratorialmente, a valida¢do pode ser obtida através de
um estudo colaborativo envolvendo varios laboratorios. Note-se
que se o método escolhido ja foi objeto de um estudo colabo-
rativo; ainda assim, o analista esta obrigado a valida-lo intralabo-
ratorialmente para provar que pode ser usado no seu laboratorio.

Em testes de recuperagdo faz-se a adi¢do do componente
de interesse a matriz, seguida da execucdo do método sendo
avaliado. O teor medido do componente adicionado ¢ dividido
pelo valor efetivamente adicionado e multiplicado por 100,
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obtendo-se assim a percentagem de recuperacgao. Este enfoque
sofre com o fato que o analito (composto de interesse sendo
analisado) ndo sendo parte integrante da amostra, sua extracao
pode ser mais facil do que a de uma amostra que o contenha
naturalmente, por ter sido nela produzido ou, ainda, com ela
produzido. Porém, os resultados deste tipo de teste, quando
associado a outros enfoques, pode fornecer um panorama do
comportamento do método com relacdo ao composto de
interesse no tipo de matriz usado no teste. Amostras formuladas
sinteticamente e, ainda, o método de adi¢des, podem também
ser empregadas no teste de recuperagéo.

Na comparagdo com um método independente, a
condi¢do mais importante ¢ escolher um método baseado em
principios fisicos ou quimicos diversos do método sendo
testado. Por exemplo, se o método a ser testado faz uso de
cromatografia gasosa com detecc¢do por ionizagdo de chama, o
outro método pode ser cromatografia liquida com deteccao por
fluorescéncia, ou ainda outro tipo de coluna e outro tipo de
detector na cromatografia gasosa. Preferencialmente, o método
empregado na comparagdo deve ja ter sido validado anterior-
mente.

Ao empregar material de referéncia certificado, deve-se
escolher aqueles cujas matrizes (tudo que o material contém
menos o composto de interesse) mais se aproximem do tipo de
amostra para o qual o método sendo testado sera usado. A
ISO" (International Standardization Organization) define material
de referéncia como um material ou substancia na qual uma ou
mais propriedades estdo suficientemente estabelecidas para
serem usados para a calibra¢ao de um instrumento, avaliagdo de
um método analitico ou para designar valores a materiais. Neste
sentido, cada laboratério pode criar seus proprios materiais de
referéncia para o controle de qualidade rotineiro. Para a validacéo
de métodos, no entanto, emprega-se material de referéncia
certificado'!, o qual ¢ um material de referéncia onde teores de
uma ou mais propriedades estdo certificados por um proce-
dimento tecnicamente valido, acompanhado por um certificado
proveniente de um organismo certificador acreditado. Alguns
exemplos de organizagdes que fornecem materiais de referéncia
certificados: Community Bureau of Reference (Unido Européia),
Ministry of Agriculture, Fisheries and Food (Reino Unido),
National Institute for Standards and Technology (antigo
National Bureau of Standards, EUA), National Research Council
(Canada), National Institute for Environmental Studies (Japao)
e, ainda, firmas particulares.

Avaliagdo interlaboratorial de um método ¢ realizada
através de um estudo colaborativo. Protocolo para execugao
destes estudos foi harmonizado pela ISO, IUPAC e AOAC ¢ é
reconhecido pelo Codex Alimentarius e dentro da Unido
Européia'®. Nele, uma ou varias amostras homogéneas sdo
distribuidas a laboratdrios, onde o método ¢ executado por
analistas experientes. Os resultados vao indicar a exatiddo do
método, sua precisdo interlaboratorial (R, reprodutibilidade) e
intralaboratorial (r, repetibilidade). Métodos estudados colabo-
rativamente sdo publicados por entidades governamentais ou
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privadas que se dedicam a este tipo de estudo. E sempre
vantajoso para o analista utilizar estes métodos devido a sua
confiabilidade.

As condi¢des para a realizagdo de um estudo interla-
boratorial sdo: (a) participagdo de 8 ou mais laboratdrios, (b)
amostras homogeéneas e representativas do produto e um minimo
de 5 materiais diferentes distribuidos entre os laboratérios
participantes, (¢) um minimo de um par de duplicatas “cegas”
(d) analistas competentes para executar a analise, (¢) a média de
todos os resultados é considerada a melhor estimativa da
quantidade do composto sendo determinado'®*.

E oportuno lembrar que estudos interlaboratoriais podem
servir para varias finalidades, tais como”'*: (a) prover estimativas
darepetibilidade e da reprodutibilidade de um método analitico,
(b) prover uma estimativa objetiva do desempenho do labora-
torio, (c) encorajar a autocritica e a percepgao dos erros come-
tidos durante analises, (d) ajudar a identificar as necessidades
de treinamento do pessoal do laboratorio.

Ainda na década de 80, Horwitz et al.'® publicaram um
estudo dos métodos colaborativamente estudados e aceitos
pela “Association of Official Analytical Chemists” (atualmente
AOAC International). Eles demonstraram que o coeficiente de
variagdo interlaboratorial de qualquer método nao depende do
instrumento utilizado, da matriz, ou técnica empregada, e sim,
do teor em que o componente analisado se encontra no alimento
e que pode ser descrito pela equagdo:

CcV (0/0) = 2(1-051log C)

A concentragdo C ¢ expressa como poténcia de 10. Por
exemplo: 1 ppm =10 g/kg, o que nos dd um CV % = 16%.

Para o analista ¢ 1til conhecer ainda algumas outras
propriedades do método analitico que pretende empregar. O
conceito de limite de deteccdo tem sido objeto de diferentes
defini¢des conforme a 4rea de trabalho. E bom saber que o proprio
analista pode criar sua propria definicdo de limite de detec¢ao
desde que expresse claramente qual ¢ o seu conceito desta
medida. De uma maneira geral, pode-se definir como limite de
deteccdo a menor concentragdo do analito da qual podemos
estar confiantes na sua medi¢do. Uma boa defini¢do é proposta
por Caulcutt e Boddy?, os quais nos dizem ser o limite de detec¢do
amenor concentracao do analito da qual temos 95% de confianga
que sera detectada pelo método. Uma outra defini¢do ¢ ainda
fornecida pelo Codex Alimentarius’, que declara ser o limite de
detecgdo convencionalmente aceito como 3 vezes o desvio
padrao do branco da amostra. Limite de quantificagdo tem sido
usualmente definido como 5 vezes o limite de detecgao.

2. Confirmacio da Identidade de um Composto

A cromatografia ¢ um poderoso método de separagdo de
compostos mas ndo de identificacdo. A cromatografia apenas
fornece dados auxiliares na identificacdo de compostos. Algumas
das técnicas mais comumente empregadas para auxiliar na
identificagdo de compostos estdo descritas a seguir e sdo
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decisivas em casos negativos, isto é, para comprovar que um
composto com um certo tempo de retencao (cromatografia liquida
ou gasosa) ou distancia de retencao (cromatografia em camada
delgada ou em papel) ndo € o que se julgava ser:

(a) Comparagdo do tempo de retengdo ou distancia de retengo
do composto com o dos padrdes. Uma coincidéncia de tempos
de retencdo entre o analito e o padrdo significa que o analito
talvez seja 0 mesmo composto que o padrdo. Em caso ne-
gativo, pode-se afirmar que nao é.

(b) Co-cromatografia - adiciona-se uma quantidade de padrio
na amostra e depois verifica-se se ha aumento do pico ou da
mancha ou se ha surgimento de outro pico ou mancha. No
primeiro caso, o analista tem um “presuntivo positivo” ¢ a
analise merece progredir para uma etapa de confirmacéao de
identidade. No segundo caso, o analista esta diante de uma
negativa, isto é, o composto ndo ¢ sem sombra de duvida o
que se supunha inicialmente.

(c) Grafico do log do tempo de retengdo corrigido versus numero
de carbono de compostos pertencentes a uma sériec homo-
loga. Muito util em cromatografia de séries homologas e se
o processo de isolamento dos compostos de interesse da
matriz for suficientemente especifico, pode—se, em alguns
casos, ser aceito como prova de identidade.

(d) Indices de retengdo: o indice de Kovatz é o mais interessante
e foi desenvolvido originalmente para hidrocarbonetos.

(e) Fatores de separacdo: sdo baseados no principio de que
para qualquer série homologa, em condi¢des constantes de
temperatura e vazao de gas de arraste, o tempo levado por
um composto com N carbonos para eluir da coluna tem uma
relagdo constante com os tempos de reten¢do dos componen-
tescom N+ 1 e N - 1 4tomos de carbono. Exemplos: t'n+1/tn’
=F=tn/t’'n-1; 'n+2/t'n=F2 =t’n/t’'n-2; tn+x/t'n=Fx

Um presuntivo positivo vai normalmente requerer do
analista outras medidas comprobatdrias. A identidade de um
composto pode ser confirmada através de caracteristicas
quimicas, tais como: (a) reacdes quimicas que alterem as
propriedades cromatograficas do composto de interesse; (b)
espectro de massas; (c) testes de imunoafinidade e por
caracteristicas fisicas, tais como: (d) espectro ultravioleta, (e)
espectro infravermelho, (f) detectores em série, (g) detector
ultravioleta/visivel ou de fluorescéncia.

(a) Reagdes quimicas —reagdes quimicas especificas e capazes
de modificar as caracteristicas cromatograficas do composto
sendo identificado'®. O tempo de reten¢do do composto e
do padrao devem mudar de maneira idéntica e os picos
originais devem sumir ou reduzir substancialmente (a reagdo
de confirmagdo ndo precisa ser quantitativa).

(b) Espectro de massas — o espectrometro de massas ioniza as
moléculas e separa ions de acordo com a razdo m/z (massa/

carga) e nos fornece um histograma das abundancias
relativas de ions individuais com diferentes razdes massa/
carga geradas por um composto em condi¢des especificadas.
Obtemos através deste processo um padrao de fragmentagao
caracteristico ¢ informagdes sobre caracteristicas estruturais
do composto. Muitas vezes consegue-se também o peso
molecular. O monitoramento de um ion isolado nio constitui
confirmagao e a presenga de 20% de impurezas no compos-
to, apos a separagao cromatografica, inviabiliza a compara-
¢do com o padrao durante a confirmagdo. A confirmagio
pode ser obtida com o auxilio dos seguintes critérios: a
intensidade relativa e a razao entre 4 picos caracteristicos
sdo empregados para comparagdo entre padrdo e composto
sendo identificado. No caso de ndo existirem 4 picos
caracteristicos pode-se usar dois métodos diferentes de
derivacdo do analito ou dois métodos diversos de ionizagao.
Em cada caso pelo menos dois ou trés picos caracteristicos
devem ser obtidos. As intensidades relativas dos picos
escolhidos devem ser as mesmas dos padrdes com uma
margem de 10% para impacto de elétrons e 20% para
ionizagdo quimica’.

(c) Testes de imunoafinidade — colunas ou kits de imuno-
afinidade podem ser usados em paralelo com a separagéo ¢
quantifica¢do por cromatografia gasosa servindo de con-
firmagdo devido a sua especificidade®. Os kits antes devem
ser testados com padrdes para verificar se ndo estdo degra-
dados por armazenamento prolongado ou por terem sido
submetidos a temperaturas inadequadas. A qualidade deve
ser avaliada verificando se ndo ha reagdes cruzadas com
outros compostos com estruturas quimicas semelhantes. E
necessario também testar o comportamento do kit diante de
cada tipo diferente de matriz para verificar se nesta ndo
existem substancias capazes de interferir nos resultados.

(d) Espectro ultravioleta — em cromatografia liquida, o detector
de arranjo de diodos é cada vez mais empregado e cumpre
bem as fungdes de quantificar e confirmar a identidade do
composto de interesse. Porém, para que haja confiabilidade
€ necessario que o comprimento de onda maximo do padréo
coincida com o do composto de interesse dentro de & 2 nm
e que nos demais aspectos do espectro haja coincidéncia’.
Alguns instrumentos possuem softwares que fornecem o
grau de pureza do pico sendo examinado comparando os
espectros em diversos pontos do pico cromatografico, como
por exemplo, na subida, no apice e na descida. Este calculo
fornece um dado extra para o analista que assim sabera se ha
ou ndo interferentes eluindo a0 mesmo tempo que o analito.

(e) Espectro infravermelho — aqui devemos procurar maximos
de absor¢do no espectro do padrdo que preencham os
seguintes critérios: o maximo de absor¢do aparecendo entre
1800-500 cm!, a intensidade ndo deve ser menos que 12,5%
do pico mais intenso da regido. Um minimo de 6 picos sdo
requeridos para esta comparagdo entre os espectros do
padrdo e do composto sendo identificado’.
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(f) Detectores em série — dois detectores baseados em principios
diferentes tais como ultravioleta/visivel e fluorescéncia sdo
uteis para confirmagdo de identidade em cromatografia
liquida®®. A razéo entre duas caracteristicas marcantes do
analito, tais como absorvancia no comprimento de onda
maximo e fluorescéncia no comprimento de onda de emissao
maxima, sdo caracteristicas fisicas constantes. O sistema
cromatografico empregado deve ser o mesmo para o analito
e o padrao e arazdo calculada deve se manter, permitindo-se
no maximo 5% de variagao.

(g) Detector ultravioleta/visivel ou de fluorescéncia —um tnico
detector pode fornecer confirmagdo de identidade através
da razdo entre as absorvancias ou fluorescéncias em croma-
tografia liquida'®. O espectro de absorvéncia ou de fluores-
céncia do analito deve possuir comprimentos de onda
suficientemente distintos e significativos onde ocorrem
maximos ou minimos de absorvancia ou fluorescéncia. O
padrio e o analito devem ser analisados no mesmo sistema
cromatografico. Também neste caso diferengas entre a razéo
calculada para o padrio e a calculada para o analito podem
divergir em até 5%. Valores superiores a 5% indicariam que o
analito ndo esta eluindo isoladamente e sim em conjunto
com interferentes. O mesmo pode ser observado com relagéo
ao item (f).

Note-se que alguns procedimentos analiticos sdo
especificos o suficiente para dispensar maiores esfor¢cos em
confirmacdo, isto ¢, o processo de extracao do analito da matriz,
a remocdo de interferentes e a etapa cromatografica sdo
suficientemente especificas para dar ao analista a seguranga
necessaria para afirmar qual a identidade do composto. Tais
situagdes, no entanto, sdo a excec¢ao € ndo a regra em quimica
analitica. Um bom exemplo ¢ a determinagdo de 4cidos graxos
por cromatografia gasosa. A fracao lipidica do alimento ¢ extraida,
os trigliceridios s@o hidrolizados e em seguida esterificados,
para depois serem submetidos & cromatografia. Quando as
amostras nao sdo complexas, uma simples comparagdo com os
tempos de retencdo de padrdes, ou o uso de um grafico nimero
de carbonos versus logaritmo do tempo de reten¢do, ou ainda o
emprego do ECL (equivalent chain length) ¢ suficiente para
comprovar a identidade de cada acido graxo. Em resumo, cabe
ao analista avaliar o grau de confirmagao necessario em cada
tipo de analise de maneira que satisfaca outros profissionais
usuarios dos dados gerados.

3. Quantificacdo: métodos e elaboracio de uma curva padrio

Na etapa de quantificagdo o analista estabelece a
correlacao entre o sinal do detector e quantidade do componente
de interesse no caso de métodos cromatograficos instrumentais.
Os sistemas usados para quantificagdo sdo*!2: (a) normalizagao,
(b) padronizagdo externa, (c) padronizagdo interna e, ainda, (d)
método de adigdes.
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(a) Normalizagdo: as areas de todos os picos sdo medidas e
somam-se todas as areas. O teor do composto é expresso
como % composto A = (area de A/area total dos picos) x
100. Este método ¢ valido quando todos os compostos da
fracdo injetada foram detectados. Fatores de resposta devem
ser estabelecidos ¢ usados para corre¢do no caso de
compostos para os quais o detector tenha sensibilidade
diferente. E mais utilizado para séries homélogas onde
diferenca na resposta pode ser considerada desprezivel ou
facilmente corrigida por um fator de resposta.

(b) Padronizagdo externa: neste caso interessa apenas um
composto ou poucos compostos. Os padrdes sdo croma-
tografados separadamente em quantidades conhecidas para
possibilitar o tragado de uma curva padrio que relacione a
area com o peso do composto. Para se obter uma melhor
precisdo deve-se manter as mesmas condigdes cromato-
graficas durante a analise, alternar os padrdes com as
amostras, manter o mesmo volume de injecao para os padroes
e para a amostra (para evitar distor¢oes dos picos), manter a
concentra¢ao ou massa do padrdo proxima a do componente
de interesse, utilizar padrdes de alta pureza. Lembrar que
zero quantidade deve dar zero resposta pois a curva deve
passar pela origem. Alguns fatores podem levar a curva a
ndo passar pelo zero, tais como: presenca de impurezas,
adsorc¢ao irreversivel, degradacdo no injetor ou na coluna.
Todos estes fatores sdo indesejados e devem ser eliminados.

(c) Padronizagdo interna: usa-se um padrdo interno para o qual
deve ser escolhida uma substancia que nao existe na amostra.
E normalmente incorporada & solugdo da amostra antes da
injecdo no cromatdgrafo. Especialmente aconselhavel
quando alta precisdo é necessaria porque o padréo interno
sofre as mesmas condi¢des da substincia de interesse
durante a corrida cromatografica®'?. Pequenos desvios de
tempo de retencdo e na sensibilidade do detector que ocorrem
entre corridas diferentes em um mesmo dia de trabalho sdo
corrigidos®. O tempo de retengdo do composto de interesse
pode ser calculado relativo ao padro interno minimizando
diferencas no tempo de retengéo que ocorrem entre corridas
diferentes. Uma das grandes utilidades de um padréo interno
estd nos casos em que o analito ndo € estavel para arma-
zenamento sob a forma de padrio, dificultando, portanto,
seu uso como padrao externo, ou ainda quando ¢ dificil de
ser encontrado como padrdo ou este apresenta prec¢os
proibitivos. Reduz ainda os erros devido as variagdes no
volume de injegdo, o que representa um problema maior em
cromatografia gasosa®. O padrdo interno deve ser escolhido
dentro de alguns requisitos. O composto escolhido deve
eluir da coluna adequadamente separado de todos os
compostos da amostra, deve eluir o mais perto possivel dos
compostos de interesse, deve ser estavel nas condi¢des de
analise, a quantidade injetada deve ser proxima a da
substancia de interesse e deve ser suficientemente estavel
para permitir a estocagem por um tempo adequado’®. Para
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uso de um padrdo interno, uma curva padrdo deve ser
construida como se segue: (a) injeta-se quantidades conhe-
cidas do composto de interesse junto com um padrio interno;
(b) traga-se um grafico da concentracdo do composto de
interesse versus a razao entre a area do padrao interno e a
area do composto de interesse. Alguns pesquisadores tém
usado padrdes internos para medir a recuperagdo em uma
analise além do seu uso na quantificagdo'?, o que pode nédo
ser recomendavel, pois a medida da recuperacdo so ¢é
confiavel quando o proprio composto de interesse ¢ em-
pregado nesta finalidade. Estes pesquisadores escolhem
neste caso compostos com estruturas quimicas o mais
proximo possivel do analito.

(d) Método de Adigdes: quantidades conhecidas do composto
de interesse sdo adicionadas a quantidades conhecidas da
amostra ¢ cromatografadas. As quantidades da amostra
devem ser sempre as mesmas. Uma curva de calibragdo ¢é
construida. O ponto onde a curva corta o eixo das ordenadas
corresponde ao pico do composto de interesse na amostra
sem adigdo de padrdo. A extrapolagdo da reta dara o ponto
zero e permitira a medida, diretamente no grafico, da
concentragdo da substancia de interesse na amostra.

Quando cromatografia planar esta sendo usada, o ana-
lista tem a opgdo de realizar a quantificagdo in situ por com-
paracdo visual ou densitométrica ou ainda extrair a substancia
de interesse ¢ quantifica-la por métodos espectrofotométricos.
No primeiro caso, um dos métodos acima descrito pode ser
escolhido para quantificagdo.

Alguns analistas julgam que elaborar uma curva de
calibra¢do ¢ uma das etapas mais simples de uma analise. No
entanto, a exatiddo dos resultados repousam na confiabilidade
da curva elaborada. Preparagdo e diluigdo das solugdes padréo
¢ das amostras sdo geralmente as maiores causas de erros.
Durante a calibracdo podem aparecer: (a) erros sistematicos
(determinados); (b) erros aleatorios (indeterminados); (¢) erros
devidos ao uso de uma matriz para o padrao diferente da matriz
das amostras (erros determinados ou indeterminados).

Um ponto freqlientemente discutido é o namero de
pontos necessario em uma curva de calibragdo. Esta divida foi
resolvida por um par de estatisticos dedicados a problemas anali-
ticos? que demonstraram ser um niimero maior que 6 pontos
desnecessario. Isto porque a faixa de confiabilidade ou invélucro
de seguranga a nivel de 95% de confianca de uma curva de
calibra¢do ndo diminui de maneira vantajosa para o analista
quando este toma mais que seis pontos. No entanto, o alargamen-
to do invélucro de confianga aumenta acentuadamente quando
menos de seis pontos sdo usados para a curva de calibragéo.

4. Aspectos da Rotina de Controle de Qualidade Analitica

Um laboratorio, ao utilizar métodos analiticos validados,
cumpriu apenas uma etapa no seu controle de qualidade interno.
Além de métodos confiaveis, tera que demonstrar que em seu

dia a dia produz resultados confiaveis. Isto é conseguido com a
inclusdo de materiais de referéncia e a execugao de analises em
duplicata no trabalho de rotina e a participagdo em estudos
colaborativos para teste de proficiéncia do laboratorio'®.

O material de referéncia usado na rotina nao precisa ser
certificado. O proprio laboratorio pode preparar material de
referéncia doméstico em quantidade suficiente para alguns meses
de trabalho. Para tanto é recomendével que escolha um material
semelhante em composi¢do aos que sdo objeto freqiiente de
analises. O material de referéncia doméstico deve ser caracte-
rizado por andlises executadas em dias diferentes até que se
consiga um numero elevado de resultados, permitindo o conhe-
cimento da incerteza associada aos resultados obtidos, assim
como a eliminagdo de eventuais resultados espurios da média.
De preferéncia, o processo de caracterizacdo do material de refe-
réncia doméstico deve incluir anélises de material de referéncia
certificado e testes de recuperagao que confiram maior seguranga
a caracterizacao.

Na realidade, a rotina de controle de qualidade em um
laboratorio é simples, como pode ser visto no esquema sugerido
e descrito a seguir: realizar cada analise em duplicata e as
duplicatas, de preferéncia, em dias diferentes. Cada batelada de
amostras deve ser acompanhada de uma amostra de referéncia,
ou na impossibilidade da inclusdo desta, de um teste de recupe-
racdo. Periodicamente, uma amostra de referéncia certificada deve
ser analisada. A vantagem deste esquema esta no fato que
qualquer anomalia no equipamento ou no procedimento empre-
gado sera rapidamente apontado pelos resultados das duplicatas
e das amostras de referéncia. E melhor ainda, o laboratdrio podera
sempre demonstrar a confiabilidade de suas analises. Este pe-
queno programa pode ser enriquecido pela participagdo do
laboratorio em estudos colaborativos promovidos por entidades
nacionais ou internacionais acreditadas (definidos na ISO Guia
25" como ensaios de proficiéncia).

Uma pergunta natural que o analista poder-se-ia fazer
neste ponto: qual seria o tamanho adequado para uma batelada
de amostras? Como as amostras de uma batelada sdo analisadas
dentro de um periodo curto de tempo, ¢ de se esperar que as
condic¢des do laboratorio ndo sofram modifica¢do, mantendo,
portanto, o erro determinado associado as condi¢des de trabalho
no laboratério também, pelo menos aproximadamente, constante.
Esta capacidade do laboratdrio em realizar andlises em um curto
espago de tempo ¢ que ird definir o nimero de amostras de uma
batelada.

O nosso hipotético analista, que aqui nos representa a
todos, poderia ainda perguntar: quando os resultados podem
ser considerados bons? Esta ¢ uma pergunta que qualquer
analista se faz. A resposta estd na equagdo desenvolvida por
Horwitz para precisdo interlaboratorial'®. Os resultados
intralaboratoriais foram observados apresentando a metade ou
um terco da precisd@o dos observados em resultados interla-
boratoriais. Desta maneira, o analista pode prever quais seriam
os resultados aceitaveis para um determinado tipo de analise.
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ABSTRACT. Analytical results that did not go through a validation process lack any value. The present
review focus into steps for chromatography labs but some times neglected and that are essential for
obtaining reliable analytical results: use of validated analytical methods and how to validate analytical
methods, confirmation of identity of analytes, choice of adequate confirmation methods, routine use of
reference materials and recovery tests for analytical quality control and participation in proficiency tests.
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