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Resumo: Os procedimentos de validagdo visam demonstrar que um método analitico possui as
caracteristicas necessarias para obter resultados com a qualidade exigida e podem incluir, quando aplicavel,
as seguintes figuras de mérito: linearidade, efeitos de matriz, seletividade, limite de detec¢do, limite de
quantificacdo, precisdo, exatidao 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 versdo 4.1.3
(Team, 2013) e a sua interface de desenvolvimento integrado RStudio. Ao obter os dados de sua pesquisa,
0 usudrio os inserem no pacote desenvolvido neste estudo e executa suas fungdes, adquirindo como retorno
os resultados sobre a avaliagdo dos valores extremos, a normalidade dos residuos de regressdo da curva
analitica, bem como a homoscedasticidade e a autocorrelagdo desses residuos, a significancia dessa
regressdo e seu desvio da linearidade. Além disso, sdo retornados os resultados do efeito de matriz, da
seletividade, do limite de deteccdo e de quantificacdo e da precisdo e exatiddo do método. Por fim, tem-se
o0 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 facil visualizagéo, tudo isso
em questdo de segundos. O denvolvimento do pacote permitird uma reducdo consideravel do tempo de
execucdo dos calculos e interpretacdo dos resultados, aumentando a confiabilidade das operacGes
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.

Keywords: R language, Chemometrics, Extraction method, GC, HPLC.
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1. Introducéo

Um procedimento de validacdo visa demonstrar que um metodo analitico tem as
caracteristicas necessarias para obter resultados com a qualidade exigida. Logo, é uma
medida essencial para garantir a produgéo de dados analiticos confidveis e, por isso, todos
os laboratorios devem implementa-lo. Esse procedimento deve ser realizado com
métodos existentes que foram modificados para atender alguma necessidade especifica
ou metodos totalmente ineditos, ou seja, desenvolvidos pelo préprio laboratério
(THOMPSON et al., 2002; INMETRO, 2016; SANTE, 2019).

As etapas de validacdo de meétodos analiticos devem incluir, quando aplicavel, as
seguintes figuras de mérito: linearidade, efeito de matriz, seletividade, limite de deteccédo
(LD), limite de quantificacdo (LQ), exatiddo e precisao (INMETRO, 2016). Além disso,
pode ser necessario a utilizacdo de testes de média para comparar diferentes métodos
analiticos (EVERITT & SKRONDAL, 2016).

Linearidade de um método analitico € a capacidade de obter, dentro de uma determinada
faixa, resultados que sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra.
A avaliacdo da linearidade consiste em realizar o seguinte delineamento experimental:
determinar o intervalo de concentracdo da curva analitica; preparar a curva analitica com
pelo menos seis niveis de concentracdo equidistantes, com trés repeticGes independentes
para cada nivel e aplicar o método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO) aos dados
experimentais obtidos (THOMPSON et al., 2002; DE SOUZA & JUNQUEIRA, 2005;
ICH, 2010; INMETRO, 2016; SANTE, 2019).

As matrizes contém, além dos analitos de interesse, diversos outros constituintes que, em
geral, alteram a resposta das técnicas analiticas. Essa interferéncia é denominada efeito
de matriz. E importante salientar que as alteracdes geradas pelos componentes da matriz
ndo dependem apenas das caracteristicas dos compostos, mas também do método
utilizado para preparar e analisar a amostra. Portanto, fatores além das caracteristicas dos
compostos podem ser considerados na interpretacdo dos resultados do efeito de matriz
(DE PINHO et al., 2009; CHAMKASEM & HARMON, 2016).

A seletividade refere-se a capacidade do método identificar o analito alvo na presenca 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 detec¢do (LD) é definido como a menor quantidade de analito alvo que pode
ser detectada em uma amostra, mas ndo necessariamente quantificada como um valor
preciso. Ja o limite de quantificacdo (LQ) é definido como a menor quantidade de analito
de interesse que pode ser quantificada com precisdo em uma amostra (AOAC, 2002;
THOMPSON et al., 2002; ICH, 2010; INMETRO, 2016).

A exatiddo de um método analitico expressa a proximidade dos resultados encontrados
com o valor de referéncia e deve ser especificada em termos das taxas medias de
recuperacdo do analito alvo. J& a precisdo expressa a proximidade entre os resultados
encontrados e deve ser especificada em termos do desvio padréo relativo das taxas de
recuperacdo do composto de interesse (THOMPSON et al., 2002; ICH, 2010;
EURACHEM, 2014; SANTE, 2019).

Os procedimentos utilizados para avaliacdo desses parametros ndo sdo padronizados em
relacdo aos delineamentos experimentais e ferramentas estatisticas (DE SOUZA &
JUNQUEIRA, 2005). Assim, neste trabalho estd inserido apenas um exemplo de
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delineamentos e ferramentas utilizadas para validar métodos analiticos.

A validacdo do método analitico € um procedimento extenso e requer um grande numero
de experimentos analiticos e calculos estatisticos. Desta forma, pretende-se com este
estudo fornecer um algoritmo de facil acesso e manuseio, pelo Rstudio, sendo uma IDE
(ambiente de desenvolvimento integrado) voltada a area da estatistica. Assim, ao exercer
as funcbes mencionadas, o pesquisador ird se deparar com dados precisos e de facil
interpretacdo para a verificacdo quanto a confiabilidade estatistica do seu método
analitico.

2. Metodologia

O pacote Chemometrics foi desenvolvido em linguagem R, adaptando algumas funcdes
ja existentes de outros pacotes voltados a célculos estatisticos da parte de regressédo linear
e testes de média, mas também apresenta a criacdo de fungdes novas no que diz respeito
a seletividade, efeito de matriz, limites de detec¢do e quantificacdo, exatidao e precisao.
A excecdo do teste de média, as demais funcBes foram criadas para atender o
procedimento de analise proposto no protocolo SANTE (2019).

Para avaliar a linearidade os parametros de regresséo linear foram estimados por meio do
método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO). Os outliers foram identificados e
descartados pelo teste Jackknife. O uso do MMQO foi avaliado através da analise da
normalidade (teste de Shapiro-Wilk), independéncia (teste de Durbin-Watson) e
homoscedasticidade (teste de Brown-Forsythe) dos residuos da regressdo, além da analise
de variancia (ANOVA) para a significancia da regressdo e desvio da linearidade (DE
SOUZA & JUNQUEIRA, 2007).

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

EM = ((Xmatriz—asolvente ) % 100 (1)

Asolvente

Onde, matriz ¢ a inclinacdo da curva analitica no extrato da matriz fortificada, e solvente
é a inclinacdo da curva analitica em solvente.

Os valores obitidos pela equacédo 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 classificacdo de médios efeitos matriciais; e valores abaixo de -50% ou acima
de +50% implicaram em altos efeitos matriciais (ECONOMOU et al., 2009; TOMASINI
etal., 2012).

A seletividade foi conferida por meio da comparacdo dos cromatogramas do extrato da
matriz livre do composto de interesse com 0s cromatogramas do extrato da matriz
fortificado com o analito alvo (SANTE/12682/12682, 2019).

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) fordo determinados por meio da relagédo
sinal/ruido, comparando as areas dos sinais medidos em uma amostra fortificada com o
analito alvo (amostra fortificada) com os ruidos obtidos em uma amostra livre desse
analito (amostra branca). Para estimar o LD, foi considerada uma relac¢do sinal/ruido de
3:1, enquanto para o LQ, uma relago sinal/ruido de 10:1 foi adotada como aceitavel. E
fundamental que o tempo de retencdo do ruido na amostra branca seja 0 mesmo do sinal
medido para o composto alvo na amostra fortificada. Além disso, foi necessario realizar,
no minimo, 6 repeticdes 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 exatiddo foi avaliada por experimentos de fortificacdo/recuperacédo utilizando trés
concentragdes, cada uma em triplicata. No qual valores de recuperacao entre 70% e 120%
foram considerados aceitaveis para cada nivel (SANTE/12682/12682, 2019).

A preciséo foi avaliada pelo desvio padréo relativo (DPR) obtido a partir de experimentos
de fortificacdo/recuperacdo. Os testes foram realizados em concentracgéo fixa determinada
pelo analista, com sete repeticdes independentes, 0 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 diferenca entre as condicdes
(tratmentos) avaliadas no estudo.

3. Resultados e discussdes

Conforme apresentado na metodologia, 0 pacote conta com um total de seis
funcionalidades, as quais possuem as descri¢cdes das variaveis envolvidas, bem como
exemplos apresentados para melhor compreensdo do usuério. Suas funcbes foram
testadas utilizando os resultados obtidos por Soares et al. (2024), sendo apresentadas a
seguir.

3. 1. Linearidade

A primeira funcdo a ser apresentada requer a entrada de dois dados, as concentragdes das
amostras em triplicata (x), e suas respectivas areas cromatogréaficas (y). Inserindo tais
valores, basta chamar a funcao “REG (x,y)” para a execu¢do. Por padrio a fungdo
mencionada retorna a regressao linear dos dados, bem como os testes da normalidade
(teste de Shapiro-Wilk), independéncia (teste de Durbin-Watson) e homoscedasticidade
(teste de Brown-Forsythe) dos residuos da regressao, além da analise de variancia
(ANOVA) para a significancia da regressao e desvio da linearidade. Para exemplificar a
entrada de dados, bem como o retorno da funcéo, seguem as Figuras 1, 2 e 3.

Figura 1 - Entrada de dados
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Regression model
Estimate Std. E
(Intercept) -132285.81 101478.
trat ©7980.82 1146.87
Regressicn bilases
OF 380 M3Q F
Linear 1 1.5163%4=+14 1.516354e+14 4631.711434
Deviations 4 2.3766%36=+11 7.441740=+10 2.273023
Residual 12 3.928727e+11 3.27393%e+10
p-value
Linear €.724560e-17
Deviations 1.216264e-01
Residual
—————————— Considerations—————-——--

L= p-wvalue (Linear) < zlpha, the linear model describes the data, with 55% confidence
&s p-value (Deviations) > alpha, there are no deviaticns from linearity, with 55% confidence

p-value: 0.6004854
Zccording to the Shapiro-Wilk test at 95% confidence, the residuals can be considered normal.

Brown—Forsythe Test for Homogeneity of Variances
p-value: 0.7030716
Rccording to the Brown-Forsythe test, at $5% confidence, the variances can be considered homogenecus.

Curbin-Watson Test for Independence of Residuals
p-value: 0.208

Lccording to the Durbin-Watscn test at 95% confidence, the residuals are independent.

Jacknife Test
Lccording to the

Figura 2 - Retorno da fungdo “REG”

Com a anélise da Figura 2, pode-se afirmar, com 95% de confianca, que o modelo linear
descreve bem os dados. A regessao € significativa e ndo ha desvios de linearidade, tendo
em vista que o p-valor obtido na analise foi menor que o nivel de significancia (a). Além
disso, é retornado que pelo teste de Shapiro-Wilk os dados ofertados seguem uma
distribuicdo normal. J& o teste de homogeneidade das variancias de Brown-Forsythe
indicou que as variancias podem ser consideradas homogéneas e o teste de Durbin-
Watson mostrou que os residuos sdo independentes. Por fim, o teste de residuos
padronizados Jacknife mostrou que o dado 14 é um valor extremo, que pode ser excluido.
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Figura 3 - Retorno grafico da fun¢do “REG”

A Figura 3 mostra informacdes visuais quanto ao ponto avaliado como valor extremo,
ficando acima da linha tracejada em vermelho, bem como a equacédo da reta dos dados e
o coeficiente de determinagdo R?, cujo valor foi 0,998041, indicando que 99,8041% da
variabilidade dos dados é explicada pelo modelo de regressao linear.

3. 2. Efeito de matriz

A funcéo para determinacdo do efeito de matriz requer as concentra¢fes das amostras em
triplicata (X) e suas repectivas areas cromatograficas em extrato da matriz (y) e em
solvente (acetonitrila) (z). Ao fazer a chamada da fun¢éo, 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 cromatogréafica do dinotefurano causada por
componentes do extrato da matriz solo.

Figura 4 - Chamada da funcéo para determinacdo do efeito de matriz e seu retorno.
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Figura 5 - Retorno grafico da fun¢do “ME”

3. 3. Exatid&o e precisao

A Figura 6 apresenta a entrada dos dados para a funcdo exatiddo e precisdo, bem como
0s resultados retornados. Observa-se que a precisdo foi confirmada pelo valor do desvio
padrdo relativo ter sido de 8,589 %, ou seja, abaixo do valor de aceitabilidade de 20%.
Além disso, a exatiddo foi confirmada pelo valor de recuperacdo encontrado, sendo de
98,282%, ou seja, dentro da faixa aceitavel de 70 a 120%, seguindo as diretrizes do
protocolo SANTE (2019).

31 #Testing the LZccuracy and Precision function with data (Sandro, Exat Prec)
32 a <- 50 #Value of the analyzed concentraticon
33
coga o
34 9553, 51
35 75894, 98
36 area of
37
g, f——-—-—-——————"—"—""—-""—"—————————————— e —
Result: In the 50 concentration

Interpreting the result:

The method is considered to be accurate

1f the averags recovery rates of the zanalytes ars within

from the range of 70 to 120%. On the other hand, the method will
ke considered accurate 1f the standard devistions

relatives are less than 20%.

Figura 6 - Chamada da funcéo de exatid&o e precisdo, bem como seu retorno.
3. 4. Limite de deteccéo (LD) e Limite de quantificagéo (LQ)

A Figura 7 demonstra a entrada dos dados para a funcdo dos limites de deteccéo (LD) e
quantificacdo (LQ), bem como seu retorno. O valor do LQ estd dentro da faixa de
concentracdo permitida para o dinotefurano em diversas culturas agricolas no Brasil (10
a 600 ug kg') (ANVISA, 2024).
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40 4$Testing the LD LQ function with data (Sandro, LD LQ)
41 a <- 863887 #Average of a triplicate of the fortified sample
42 b<- 468066 #Blank sample

43 LDLQ(a,k)

> LDLO (&, k)
Detection limit: 5.545%775
Limit of gquantification: 18.43525

Figura 7- Chamada da funcéo para LD e LQ, bem como resultados retornados
3. 5. Seletividade

A Figura 8 mostra a entrada de dados da funcéo seletividade, enquanto a Figura 9 mostra
os gréaficos da funcdo seletividade. Analisando a Figura 9, nota-se que o método foi
considerado seletivo para o dinotefuran, pois nenhum pico de interferéncia foi detectado
no mesmo tempo de reten¢do do analito alvo (4,62 minutos).

47 #Testing the selectivity function with data (Sandro, 90 ppb 1 validac3oc & Branco
48 sChromatogram parametsrs

49 tdp <- 1950 #Total data points

50 t<- 13 #Time,in minutes, of the Chromatographic run

51 =xm <- 13/t #x axis multiplier
52 wym <- 7.45e-6 #v axis multiplier
53 #Calling ths walues from the spreadsheet

54 library(readxl)
55 dados_excel <- read excel ("C:OneDrive/Dados Artigo/Seletividade/BP %0ppb 1 walid:
56 vy <- dados_sxcel[[2]]

57 dados_excel2 <- read excel ("C:0OneDrive/Dados_Artigo/Seletividade/Branco 1 validac
58 z <- dados_exceli[[Z]]
59 SEL(tdp,t,vym,¥,Z)

Bl w P

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

4.8980537

3.8980537

2.8980537 — Analyte

1.8980537

0.8980537 ~ colour
-0.1019463 o y
-1.1019463 i Fortified sample
-2.1019463 -

=
-3.1019463 J TR
-4.1019463 f\[\\ \\u \ﬂ_,v_,ﬁv,,,_/—-—/\gf‘j
-5.1019463 iy e
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.510.010.511.011.512.012.5
Time (minutes)

Absorbance(mUA)

4.8980537 ==

3.8980537 =

2.8980537 N

1.8980537 e -

0.8980537 JOPALE o coloUr
-0.1019463 — -
-1.1019463 blank sample
-2.1019463

-3.1019463

-4.1019463

-5.1019463

Absorbance(mUA)

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.010.511.011.512.012.5
Time (minutes)

Figura 9- Gréficos retornado da fungéo seletividade “SEL”
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3. 6. Testes de média

Na ultima andlise tem-se a funcdo de comparagdes multiplas, a qual a Figura 10 apresenta
a entrada dos dados, ao passo que a Figura 11 demonstra os resultados retornados.

-]
Lo IR+ R )

-]

=t

attach(dados)
COMP (dados)

|

63 #Testing the mean testing

64 Mediae = c(71.01,6%.21,76.
65 7.1

66 86.4

&7 20

& 79

& (dados = data.frame(trat =

function with data (Ensaics e recuperacio

8%,79.21,72.%6,80.57,84.47,74.52,768.07,

%6,59.46,45.10,62.25,97.25,65.95,81.88,

§2,78.86,82.63,81.853,72.22,83.38,87.03,

525,100.35,96.74,594.44,83.58,76.71,85.¢67,

38)

factor (rep(c('A','B','C','D','E','F"', 'G', 'H',
rIr,'a, 'R, LY 'M'), each = 3)),Medias

Figura 10- Entrada de dados para a fung¢do de comparagdes multiplas “COMP”

Creatment mean =d sem tukey snk
1 F 97.1%00 3.0004 3.87Z26 a a
2 = B89.2833 2.7031 3.87Z2a ab  zb
3 J B85.4033 4.7899 3.8726 ab  zab
4 L 83.45332 &£.4%e0 3.87Z2Z6 ab zab
5 F 81.7067 15.6307 3.87Z6 ab  ab
& H 31.10e7 1.%983e4 3.8726 ab  ab
7 M 79_.8100 1.4300 3.87Z6 a ab
8 C T79.0200 5.04Ze 3.87Z6 a b
9 B 77.5800 4.0584 3.8726 ab b
10 I 74.37&7 B8.8285 3.38726 bc b
11 A 72,4033 4.072% 3.87Z6 bec b
12 D 71.7233 5.89569 3.872Z6 bc b
13 E 55,6033 9.2025 3.87Z26 o c
duncan t scott knott
1 2 a 2
2 akb  zb a
3 ac  bc b
4 bed bd b
5 becd  be b
& bed  be b
7 bed be | o]
8 becd be b
9 bed cde b
10 cd cde c
11 cd de= c
1z d = c
13 e f d

Figura 11- Retorno da fungdo “Comp”

Os dados ofertados ap6s a execucdo da fungédo “Comp” séo as médias dos tratamentos
(testes) empregados no estudo, requerendo triplicata para cada tratamento. As médias das
triplicatas dos tratamentos sdo listadas em ordem decrescente e atribui-se letras para 0s
tratamentos, se as médias de dois ou mais tratamentos nao sao 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 possivel fazer a escolha do tramento que apresentou a
maior média. Por exemplo, o teste Scott-Knott, com 95% de confianca, indicou que os
tratamentos 1 e 2 ndo diferem entre si, mas sendo diferentes dos tratamentos 3, 4, 5, 6, 7
8 e 9, que sdo um grupo de tratamentos que ndo se diferem estatisticamente. Além disso,
os tratamentos 10, 11 e 12 sdo 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. Concluséao

O pacote oferece diversas funcionalidades que permitem a avaliacdo de linearidade, efeito
de matriz, seletividade, limites de deteccdo e quantificacdo, exatiddo e precisdo, além de
testes de comparacdo de médias. As funcgdes foram elaboradas para serem acessiveis e de
facil uso, garantindo resultados confidveis. Sendo assim, espera-se que o Chemometrics
contribua significativamente para a automatizacdo e eficiéncia dos processos de
validacdo, atendendo as exigéncias normativas e proporcionando uma ferramenta
poderosa e gratuita para pesquisadores e profissionais da area. Finalmente, além da
prépria descricdo das funcBes e exemplos contidos no pacote, foi feito um video para
demonstracdo de seu funcionamento, podendo ser acessado pelo link:
https://youtu.be/fNMUEuazzY U.
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