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Resumo: Os procedimentos de validação visam demonstrar que um método analítico possui as 

características necessárias para obter resultados com a qualidade exigida e podem incluir, quando aplicável, 

as seguintes figuras de mérito: linearidade, efeitos de matriz, seletividade, limite de detecção, limite de 

quantificação, precisão, exatidão e teste de média. Portanto, o objetivo deste estudo foi criar um pacote no 

ambiente R para avaliar essas figuras de mérito. Neste trabalho foi utilizado o software R versão 4.1.3 

(Team, 2013) e a sua interface de desenvolvimento integrado RStudio. Ao obter os dados de sua pesquisa, 

o usuário os inserem no pacote desenvolvido neste estudo e executa suas funções, adquirindo como retorno 

os resultados sobre a avaliação dos valores extremos, a normalidade dos resíduos de regressão da curva 

analítica, bem como a homoscedasticidade e a autocorrelação desses resíduos, a significância dessa 

regressão e seu desvio da linearidade. Além disso, são retornados os resultados do efeito de matriz, da 

seletividade, do limite de detecção e de quantificação e da precisão e exatidão do método. Por fim, tem-se 

o resultado do teste de média, tendo acesso aos testes de Tukey, Student-Newman-Keuls, Duncan, t de 

Student e Scott-Knott. Sendo esses resultados retornados de forma precisa e de fácil visualização, tudo isso 

em questão de segundos. O denvolvimento do pacote permitirá uma redução considerável do tempo de 

execução dos cálculos e interpretação dos resultados, aumentando a confiabilidade das operações 

envolvidas, tudo isso disponibilizado de forma gratuita ao instalar o pacote no RStudio. 
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DEVELOPMENT OF A PACKAGE IN THE R 

ENVIRONMENT TO EVALUATE FIGURES OF MERIT USED 

IN ANALYTICAL METHOD VALIDATION 
 

 

Abstract: Validation procedures aim to demonstrate that an analytical method has the necessary 

characteristics to obtain results with the required quality and may include, when applicable, the following 

figures of merit: linearity, matrix effects, selectivity, detection limit, quantification limit, precision, 

accuracy, and mean test. Therefore, the objective of this study was to create a package in the R environment 

to evaluate these figures of merit. In this work, the R software version 4.1.3 (Team, 2013) and its integrated 

development interface RStudio were used. Upon obtaining the research data, the user inserts them into the 

package developed in this study and executes its functions, obtaining as a return the results on the evaluation 

of outliers, the normality of the regression residuals of the analytical curve, as well as the homoscedasticity 

and autocorrelation of these residuals, the significance of this regression and its deviation from linearity. In 

addition, the results of the matrix effect, selectivity, detection and quantification limits, and the precision 

and accuracy of the method are returned. Finally, we have the result of the mean test, with access to the 

Tukey, Student-Newman-Keuls, Duncan, Student's t and Scott-Knott tests. These results are returned in an 

accurate and easy-to-view manner, all in a matter of seconds. The development of the package will allow a 

considerable reduction in the execution time of calculations and interpretation of results, increasing the 

reliability of the operations involved, all of which is made available free of charge when installing the 

package in RStudio. 
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1. Introdução 

Um procedimento de validação visa demonstrar que um método analítico tem as 

características necessárias para obter resultados com a qualidade exigida. Logo, é uma 

medida essencial para garantir a produção de dados analíticos confiáveis e, por isso, todos 

os laboratórios devem implementá-lo. Esse procedimento deve ser realizado com 

métodos existentes que foram modificados para atender alguma necessidade específica 

ou métodos totalmente inéditos, ou seja, desenvolvidos pelo próprio laboratório 

(THOMPSON et al., 2002; INMETRO, 2016; SANTE, 2019). 

As etapas de validação de métodos analíticos devem incluir, quando aplicável, as 

seguintes figuras de mérito: linearidade, efeito de matriz, seletividade, limite de detecção 

(LD), limite de quantificação (LQ), exatidão e precisão (INMETRO, 2016). Além disso, 

pode ser necessário a utilização de testes de média para comparar diferentes métodos 

analíticos (EVERITT & SKRONDAL, 2016). 

 Linearidade de um método analítico é a capacidade de obter, dentro de uma determinada 

faixa, resultados que são diretamente proporcionais à concentração do analito na amostra. 

A avaliação da linearidade consiste em realizar o seguinte delineamento experimental: 

determinar o intervalo de concentração da curva analítica; preparar a curva analítica com 

pelo menos seis níveis de concentração equidistantes, com três repetições independentes 

para cada nível e aplicar o método dos mínimos quadrados ordinários (MMQO) aos dados 

experimentais obtidos (THOMPSON et al., 2002; DE SOUZA & JUNQUEIRA, 2005; 

ICH, 2010; INMETRO, 2016; SANTE, 2019). 

As matrizes contêm, além dos analitos de interesse, diversos outros constituintes que, em 

geral, alteram a resposta das técnicas analíticas. Essa interferência é denominada efeito 

de matriz. É importante salientar que as alterações geradas pelos componentes da matriz 

não dependem apenas das características dos compostos, mas também do método 

utilizado para preparar e analisar a amostra. Portanto, fatores além das características dos 

compostos podem ser considerados na interpretação dos resultados do efeito de matriz 

(DE PINHO et al., 2009; CHAMKASEM & HARMON, 2016). 

A seletividade refere-se à capacidade do método identificar o analito alvo na presença de 

outros compostos, matrizes ou de outro material potencialmente interferente. Um método 

é considerado seletivo quando o resultado obtido para o analito de interesse pode ser 

diferenciado dos resultados de outros compostos (THOMPSON et al., 2002; AOAC, 

2002; EURACHEM, 2014; INMETRO, 2016; SANTE, 2019). 

O limite de detecção (LD) é definido como a menor quantidade de analito alvo que pode 

ser detectada em uma amostra, mas não necessariamente quantificada como um valor 

preciso. Já o limite de quantificação (LQ) é definido como a menor quantidade de analito 

de interesse que pode ser quantificada com precisão em uma amostra (AOAC, 2002; 

THOMPSON et al., 2002; ICH, 2010; INMETRO, 2016). 

A exatidão de um método analítico expressa a proximidade dos resultados encontrados 

com o valor de referência e deve ser especificada em termos das taxas médias de 

recuperação do analito alvo. Já a precisão expressa a proximidade entre os resultados 

encontrados e deve ser especificada em termos do desvio padrão relativo das taxas de 

recuperação do composto de interesse (THOMPSON  et al., 2002; ICH, 2010; 

EURACHEM, 2014; SANTE, 2019). 

Os procedimentos utilizados para avaliação desses parâmetros não são padronizados em 

relação aos delineamentos experimentais e ferramentas estatísticas (DE SOUZA & 

JUNQUEIRA, 2005). Assim, neste trabalho está inserido apenas um exemplo de 
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delineamentos e ferramentas utilizadas para validar métodos analíticos.  

A validação do método analítico é um procedimento extenso e requer um grande número 

de experimentos analíticos e cálculos estatísticos. Desta forma, pretende-se com este 

estudo fornecer um algoritmo de fácil acesso e manuseio, pelo Rstudio, sendo uma IDE 

(ambiente de desenvolvimento integrado) voltada a área da estatística. Assim, ao exercer 

as funções mencionadas, o pesquisador irá se deparar com dados precisos e de fácil 

interpretação para a verificação quanto à confiabilidade estatística do seu método 

analítico. 

2. Metodologia 

O pacote Chemometrics foi desenvolvido em linguagem R, adaptando algumas funções 

já existentes de outros pacotes voltados a cálculos estatísticos da parte de regressão linear 

e testes de média, mas também apresenta a criação de funções novas no que diz respeito 

a seletividade, efeito de matriz, limites de detecção e quantificação, exatidão e precisão. 

À exceção do teste de média, as demais funções foram criadas para atender o 

procedimento de análise proposto no protocolo SANTE (2019). 

Para avaliar a linearidade os parâmetros de regressão linear foram estimados por meio do 

método dos mínimos quadrados ordinários (MMQO). Os outliers foram identificados e 

descartados pelo teste Jackknife. O uso do MMQO foi avaliado através da análise da 

normalidade (teste de Shapiro-Wilk), independência (teste de Durbin-Watson) e 

homoscedasticidade (teste de Brown-Forsythe) dos resíduos da regressão, além da análise 

de variância (ANOVA) para a significância da regressão e desvio da linearidade (DE 

SOUZA & JUNQUEIRA, 2007). 

O efeito de matriz (EM) foi avaliado pela Equação (1): 

 

EM = (αmatriz− αsolvente

αsolvente
 ) ×  100                                  (1) 

 

Onde, matriz é a inclinação da curva analítica no extrato da matriz fortificada, e solvente 

é a inclinação da curva analítica em solvente. 

Os valores obitidos pela equação 1 foram interpretados como: valores entre -20% e +20% 

indicam baixos efeitos matriciais; no intervalo de -20% a -50% ou entre +20% e +50%, 

tem-se a classificação de médios efeitos matriciais; e valores abaixo de -50% ou acima 

de +50% implicaram em altos efeitos matriciais (ECONOMOU et al., 2009; TOMASINI 

et al., 2012).  

A seletividade foi conferida por meio da comparação dos cromatogramas do extrato da 

matriz livre do composto de interesse com os cromatogramas do extrato da matriz 

fortificado com o analito alvo (SANTE/12682/12682, 2019).  

Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) forão determinados por meio da relação 

sinal/ruído, comparando as áreas dos sinais medidos em uma amostra fortificada com o 

analito alvo (amostra fortificada) com os ruídos obtidos em uma amostra livre desse 

analito (amostra branca). Para estimar o LD, foi considerada uma relação sinal/ruído de 

3:1, enquanto para o LQ, uma relação sinal/ruído de 10:1 foi adotada como aceitável. É 

fundamental que o tempo de retenção do ruído na amostra branca seja o mesmo do sinal 

medido para o composto alvo na amostra fortificada. Além disso, foi necessário realizar, 

no mínimo, 6 repetições independentes tanto para as amostras fortificadas como para as 
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brancas (THOMPSON et al. (2002), ICH (2010), EURACHEM (2014), US EPA (2016) 

e INMETRO (2016)). 

A exatidão foi avaliada por experimentos de fortificação/recuperação utilizando três 

concentrações, cada uma em triplicata. No qual valores de recuperação entre 70% e 120% 

foram considerados aceitáveis para cada nível (SANTE/12682/12682, 2019). 

A precisão foi avaliada pelo desvio padrão relativo (DPR) obtido a partir de experimentos 

de fortificação/recuperação. Os testes foram realizados em concentração fixa determinada 

pelo analista, com sete repetições independentes, o método foi considerado preciso 

quando o valor do DPR foi menor que 20% (SANTE/12682/12682, 2019). 

Por fim, os testes de média Tukey, Student-Newman-Keuls (SNK), Duncan, t de Student 

e Scott-Knott foram utilizados para averiguar se existe diferença entre as condições 

(tratmentos) avaliadas no estudo. 

 3. Resultados e discussões 

Conforme apresentado na metodologia, o pacote conta com um total de seis 

funcionalidades, as quais possuem as descrições das variáveis envolvidas, bem como 

exemplos apresentados para melhor compreensão do usuário. Suas funções foram 

testadas utilizando os resultados obtidos por  Soares et al. (2024), sendo apresentadas a 

seguir. 

 3. 1. Linearidade 

A primeira função a ser apresentada requer a entrada de dois dados, as concentrações das 

amostras em triplicata (x), e suas respectivas áreas cromatográficas (y). Inserindo tais 

valores, basta chamar a função “REG (x,y)” para a execução. Por padrão a função 

mencionada retorna a regressão linear dos dados, bem como os testes da normalidade 

(teste de Shapiro-Wilk), independência (teste de Durbin-Watson) e homoscedasticidade 

(teste de Brown-Forsythe) dos resíduos da regressão, além da análise de variância 

(ANOVA) para a significância da regressão e desvio da linearidade. Para exemplificar a 

entrada de dados, bem como o retorno da função, seguem as Figuras 1, 2 e 3. 

 

 

Figura 1 - Entrada de dados 
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Figura 2 - Retorno da função “REG” 

Com a análise da Figura 2, pode-se afirmar, com 95% de confiança, que o modelo linear 

descreve bem os dados. A regessão é significativa e não há desvios de linearidade, tendo 

em vista que o p-valor obtido na análise foi menor que o nível de significância (ɑ). Além 

disso, é retornado que pelo teste de Shapiro-Wilk os dados ofertados seguem uma 

distribuição normal. Já o teste de homogeneidade das variâncias de Brown-Forsythe 

indicou que as variâncias podem ser consideradas homogêneas e o teste de Durbin-

Watson mostrou que os resíduos são independentes. Por fim, o teste de resíduos 

padronizados Jacknife mostrou que o dado 14 é um valor extremo, que pode ser excluído. 
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Figura 3 - Retorno gráfico da função “REG” 

A Figura 3 mostra informações visuais quanto ao ponto avaliado como valor extremo, 

ficando acima da linha tracejada em vermelho, bem como a equação da reta dos dados e 

o coeficiente de determinação R², cujo valor foi 0,998041, indicando que 99,8041% da 

variabilidade dos dados é explicada pelo modelo de regressão linear. 

 3. 2. Efeito de matriz 

A função para determinação do efeito de matriz requer as concentrações das amostras em 

triplicata (x) e suas repectivas áreas cromatográficas em extrato da matriz (y) e em 

solvente (acetonitrila) (z). Ao fazer a chamada da função, conforme mostrado na Figura 

4, obtém-se a resposta demonstrada na Figura 5. O efeito de matriz calculado foi de 

14,187%, indicando um aumento na resposta cromatográfica do dinotefurano causada por 

componentes do extrato da matriz solo. 

 

 

Figura 4 - Chamada da função para determinação do efeito de matriz e seu retorno. 
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Figura 5 - Retorno gráfico da função “ME” 

 3. 3. Exatidão e precisão 

A Figura 6 apresenta a entrada dos dados para a função exatidão e precisão, bem como 

os resultados retornados. Observa-se que a precisão foi confirmada pelo valor do desvio 

padrão relativo ter sido de 8,589 %, ou seja, abaixo do valor de aceitabilidade de 20%. 

Além disso, a exatidão foi confirmada pelo valor de recuperação encontrado, sendo de 

98,282%, ou seja, dentro da faixa aceitável de 70 a 120%, seguindo as diretrizes  do 

protocolo SANTE (2019). 

 

 

Figura 6 - Chamada da função de exatidão e precisão, bem como seu retorno. 

3. 4. Limite de detecção (LD) e Limite de quantificação (LQ) 

A Figura 7 demonstra a entrada dos dados para a função dos limites de detecção (LD) e 

quantificação (LQ), bem como seu retorno. O valor do  LQ está dentro da faixa de 

concentração permitida para o dinotefurano em diversas culturas agrícolas no Brasil (10 

a 600 μg kg⁻¹) (ANVISA, 2024). 
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Figura 7- Chamada da função para LD e LQ, bem como resultados retornados 

 3. 5. Seletividade 

A Figura 8 mostra a entrada de dados da função seletividade, enquanto a Figura 9 mostra 

os gráficos da função seletividade. Analisando a Figura 9, nota-se que o método foi 

considerado seletivo para o dinotefuran, pois nenhum pico de interferência foi detectado 

no mesmo tempo de retenção do analito alvo (4,62 minutos). 

 

Figura 8- Entrada de dados para a função seletividade “SEL” 

 

 

 

 

 

Figura 9- Gráficos retornado da função seletividade “SEL” 
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 3. 6. Testes de média 

Na última análise tem-se a função de comparações múltiplas, a qual a Figura 10 apresenta 

a entrada dos dados, ao passo que a Figura 11 demonstra os resultados retornados. 

 

Figura 10- Entrada de dados para a função de comparações múltiplas “COMP” 

 

Figura 11- Retorno da função “Comp” 

Os dados ofertados após a execução da função “Comp” são as médias dos tratamentos 

(testes) empregados no estudo, requerendo triplicata para cada tratamento. As médias das 

triplicatas dos tratamentos são listadas em ordem decrescente e atribui-se letras para os 

tratamentos, se as médias de dois ou mais tratamentos não são estatisticamente diferentes 
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entre si, essas devem receber a mesma letra, conforme apresentado em “Treatment” da 

Figura 11. 

Assim, ao avaliar os resultados, é possível fazer a escolha do tramento que apresentou a 

maior média. Por exemplo, o teste Scott-Knott, com 95% de confiança, indicou que os 

tratamentos 1 e 2 não diferem entre si, mas sendo diferentes dos tratamentos 3, 4, 5, 6, 7 

8 e 9, que são um grupo de tratamentos que não se diferem estatisticamente. Além disso, 

os tratamentos 10, 11 e 12 são similares entre si e diferente dos demais. Por fim, o 

tratamento 13 difere de todos. Nesse exemplo os tratamentos 1 e 2 apresentaram as 

maiores médias. 

 4. Conclusão 

O pacote oferece diversas funcionalidades que permitem a avaliação de linearidade, efeito 

de matriz, seletividade, limites de detecção e quantificação, exatidão e precisão, além de 

testes de comparação de médias. As funções foram elaboradas para serem acessíveis e de 

fácil uso, garantindo resultados confiáveis. Sendo assim, espera-se que o Chemometrics 

contribua significativamente para a automatização e eficiência dos processos de 

validação, atendendo às exigências normativas e proporcionando uma ferramenta 

poderosa e gratuita para pesquisadores e profissionais da área. Finalmente, além da 

própria descrição das funções e exemplos contidos no pacote, foi feito um vídeo para 

demonstração de seu funcionamento, podendo ser acessado pelo link: 

https://youtu.be/fNMUEuazzYU. 
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