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Resumo: A validação de métodos analíticos é complicada devido à necessidade de muitos cálculos. Este 

trabalho visa criar uma planilha no Excel para simplificar esses cálculos. A linearidade foi conduzida 

utilizando o Método dos Mínimos Quadrados Ordinários. O efeito de matriz foi analisado através de 

curvas analíticas em solvente e matriz e os limites de detecção e quantificação pela relação sinal/ruído. 

Métodos com recuperação entre 70% e 120% e desvios padrão relativos < 20% foram considerados exato 

e preciso, respectivamente. O teste de média foi realizado para determinar se há diferença significativa 

entre as médias de diferentes experimentos e a seletividade para identificar se existem compostos que 

interferem na análise. A planilha foi testada utilizando dados da literatura. A análise confirmou que o 

modelo linear é adequado. O efeito de matriz foi baixo. A seletividade, exatidão e precisão do método 

foram confirmadas. A planilha demonstrou eficácia na simplificação de tarefas complexas 

Palavras-chave: Validação analítica, cálculos, planilha eletrônica. 

 

 

CREATION OF A SPREADSHEET TO EVALUATE SOME 

PERFORMANCE CHARACTERISTICS USED IN THE 

VALIDATION OF ANALYTICAL METHODS 
 

Abstract: The validation of analytical methods is complicated due to the need for many calculations. This 

work aims to create an Excel spreadsheet to simplify these calculations. The linearity was conducted 

using the Ordinary Least Squares Method. The matrix effect was analyzed through analytical curves in 

solvent and matrix and the limits of detection and quantification of the signal/noise relationship. Methods 

with recovery between 70% and 120% and relative standard deviations < 20% are considered accurate 

and precise, respectively. The mean test was carried out to determine the significant difference between 

the means of different experiments and the selectivity to identify if there are composts that interfere in the 

analysis. The spreadsheet was tested using literature data. The analysis confirmed that the linear model is 

adequate. The matrix effect was low. The selection, accuracy and precision of the method are confirmed. 

The spreadsheet demonstrates effectiveness in simplifying complex tasks. 

Keywords: Analytical validation, calculations, spreadsheet. 

1. Introdução 
A validação de um método analítico é uma etapa essencial para assegurar a 

confiabilidade dos dados obtidos, garantindo que o método exiba as características de 

desempenho necessárias para alcançar os padrões de qualidade exigidos. Esse processo 

é obrigatório para assegurar que métodos utilizados em laboratórios, sejam eles novos 

ou adaptados, forneçam resultados precisos e robustos (Thompson et al., 2002; 

INMETRO, 2016). A validação é, assim, imprescindível tanto para métodos 
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previamente existentes que passaram por modificações para atender a necessidades 

específicas quanto para métodos desenvolvidos de forma inédita pelo próprio 

laboratório (INMETRO, 2016; Eurachem, 2014). 

As figuras de mérito frequentemente avaliadas na validação incluem linearidade, efeito 

de matriz, limites de detecção e de quantificação, exatidão e precisão (INMETRO, 

2016). A linearidade, por exemplo, indica a capacidade do método em fornecer 

respostas que sejam proporcionais à concentração do analito em uma faixa específica, 

tornando-se um requisito fundamental para a análise quantitativa (ICH, 2010; 

INMETRO, 2016). Para a verificação da linearidade, é comum utilizar uma curva 

analítica que cubra uma faixa representativa de concentrações, analisada com 

replicações para assegurar a reprodutibilidade dos dados (De Souza, 2007). 

Um fator crítico na análise é o efeito de matriz, que corresponde às interferências 

ocasionadas por componentes distintos da amostra, além do analito de interesse. Tais 

interferências podem impactar a resposta do método, variando conforme a preparação e 

análise da amostra (De Pinho et al., 2009; NATA, 2018). A consideração desse efeito é 

relevante, pois fatores além dos compostos analisados podem alterar os resultados 

finais, necessitando ajustes nos procedimentos para minimizar essas interferências 

(Chamkasem & Harmon, 2016). 

O limite de detecção (LD) define a menor quantidade do analito que pode ser detectada, 

mas não quantificada de forma precisa, enquanto o limite de quantificação (LQ) 

representa a menor quantidade que pode ser quantificada com exatidão. Essas métricas 

são vitais para definir a sensibilidade do método e determinar sua adequação ao 

contexto analítico em questão (AOAC, 2002; Thompson et al., 2002; ICH, 2010; 

INMETRO, 2016). 

Para medir a confiabilidade dos dados, a exatidão e a precisão são duas métricas 

cruciais. A exatidão reflete a proximidade entre o valor obtido e o valor de referência, 

enquanto a precisão indica a consistência dos resultados em medições repetidas, sendo 

ambas expressas em termos de taxas de recuperação (Ribani et al., 2004; Eurachem, 

2014). O uso de métricas de recuperação permite avaliar a eficácia do método em 

diversos contextos e condições analíticas (EC, 2017). 

O Teste de Tukey HSD (Honestly Significant Difference) é um método estatístico 

empregado para comparações múltiplas entre médias de grupos após a utilização da 

ANOVA, permitindo identificar quais médias diferem significativamente entre si. Ele 

ajusta o nível de significância para controlar o erro global, sendo particularmente útil 

em estudos com várias condições ou tratamentos. Este teste é amplamente 

recomendado, garantindo comparações estatisticamente válidas e fortalecendo a 

credibilidade dos resultados (McDonald, 2009). 

A seletividade em métodos instrumentais de separação é crucial para garantir análises 

precisas de substâncias em amostras complexas, mesmo na presença de interferentes. 

Ela assegura a identificação e quantificação exata dos compostos de interesse e é vital 

para a linearidade, exatidão e precisão dos resultados. A seletividade deve ser 

constantemente reavaliada, especialmente quando as amostras podem degradar-se 

(Pharmacopeia,1999; Ribani et al., 2004; Jenke, 1998). 

Os procedimentos utilizados para avaliação desses parâmetros não são padronizados em 

relação aos delineamentos experimentais e ferramentas estatísticas (De Souza, 2007). 

Assim, neste artigo está inserido apenas um exemplo de delineamentos e ferramentas 

utilizadas para validar métodos analíticos.  
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A validação do método analítico é um procedimento extenso e requer um grande 

número de experimentos analíticos e cálculos estatísticos (Ribeiro et al., 2008). Desta 

forma, pretende-se com este estudo, criar uma planilha eletrônica para avaliar as 

algumas figuras de mérito utilizadas na validação de métodos analíticos e, assim, 

agilizar e facilitar os cálculos estatísticos. 

 

2. Metodologia 

A planilha eletrônica foi elaborada no Excel da Microsoft Office 2016 (.xlsx) que é 

compatível com a Planilha OpenDocument (.ods) de formato aberto (livre). Para 

garantir a confiabilidade da nossa planilha, realizamos testes utilizando dados obtidos 

por Soares et al. (2024). 

A linearidade do método analítico foi avaliada através da aplicação do método dos 

mínimos quadrados ordinários (MMQO) aos dados experimentais obtidos no 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. Foram estimados os parâmetros e 

resíduos da regressão, com suas respectivas variâncias, assim como o coeficiente de 

determinação (R2). Os parâmetros estimados foram os coeficientes de inclinação e 

interseção.   

Para dar prosseguimento ao estudo, foi necessário realizar o teste de Jacknife que 

permitiu identificar e excluir valores extremos que poderiam afetar significativamente a 

estimativa dos parâmetros da regressão (De Souza, 2007; INMETRO, 2016). 

Em seguida, a utilização do MMQO foi validada através da avaliação das premissas dos 

resíduos da regressão e do modelo linear simples de acordo com o procedimento 

realizado por Souza & Junqueira (2005).  

O efeito de matriz foi verificado através de duas curvas analíticas, uma em solvente e 

outra em extrato da matriz. Essas curvas foram comparadas através da razão entre os 

coeficientes angulares obtidos para a curva analítica em extrato da matriz e em solvente 

de acordo com a Eq. (23) (tópico 2.2. Efeito de Matriz). Valores entre -20% e +20% 

indicam baixo efeito de matriz; no intervalo de -20% a -50% ou entre +20% e +50%, 

tem-se médios efeito de matriz e valores abaixo de -50% ou acima de +50% implicaram 

em altos efeito de matriz (Economou et al. 2009; Tomasini et al. 2012; Chamkasem & 

Harmon, 2016). 

O LD e LQ foram determinados pela relação sinal/ruído, comparando as áreas dos sinais 

medidos para uma amostra fortificada com o analito alvo (amostra fortificada) com os 

ruídos de uma amostra livre desse analito (amostra branca). Relações sinal/ruído de 3:1 

e 10:1 foram consideradas aceitáveis para a estimativa do LD e LQ, respectivamente. É 

importante ressaltar que o tempo de retenção do ruído na amostra branca foi o mesmo 

do sinal medido para o composto alvo na amostra fortificada. Além disso, foram 

realizadas pelo menos 6 repetições independentes tanto para as amostras fortificadas 

como para as brancas (Thompson et al., 2002; ICH, 2010; Eurachem, 2014; US EPA, 

2016; INMETRO, 2016). 

Para avaliar a exatidão e precisão do método, foram realizados experimentos de 

recuperação do analito alvo a partir de amostras fortificadas, utilizando pelo menos três 

níveis de concentração dentro da faixa de linearidade, com três repetições para cada 

nível para a exatidão e apenas um nível de concentração, com sete repetições para a 



Revista de Engenharia e Tecnologia                                       ISSN 2176-7270 

 

V.xx, No.x,xxxx/xxxx                                                                                                        Página 
4 

precisão. Métodos com taxas médias de recuperação dentro do intervalo de 70 a 120% e 

desvios padrão relativos menores que 20% foram considerados exatos e precisos, 

respectivamente (Ribani et al., 2004; ICH, 2010; EC, 2017). 

A seletividade é crucial para assegurar que o sinal obtido corresponda exclusivamente 

ao analito em questão, minimizando a interferência de outros elementos, como 

impurezas, produtos de degradação, ou outros compostos com propriedades semelhantes 

(Pharmacopeia, 1999). A seletividade neste trabalho foi determinada por meio da 

comparação dos cromatogramas do extrato da matriz livre da substância de interesse 

com do extrato da matriz fortificado com o analito alvo (EC, 2017; Ribani et al., 2004). 

O método foi considerado seletivo quando não foram identificados interferentes no 

mesmo tempo de retenção do composto alvo. 

Por fim, foi realizado o teste de média de Tukey para determinar se há diferença 

significativa entre as médias de dois ou mais experimentos (Nogueira, 2017; Littell et 

al., 2006). 

 

3. Resultados e discussões 

A planilha foi elaborada para avaliar algumas figuras de mérito utilizadas na validação 

de métodos analíticos. A seguir são apresentados os resultados e discussões de como 

utilizar a planilha, os testes foram realizados utilizando os resultados obtidos por Soares 

et al. (2024). 

3.1. Linearidade 

Após a planilha ser carregada, esta é iniciada na página apresentada na Figura 1, 

intitulada “Entrada de Dados”. Nesta página são inseridos os dados obtidos através do 

delineamento experimental para a curva analítica. 

 

Figura 1 – Print screen da planilha denominada entrada de dados. 
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Após inseridos os dados, vão ser retornados os resultados de cada um dos testes 

presentes na planilha. A seguir são mostradas as planilhas e as funcionalidades de cada 

uma delas. 

Na planilha denominada resumo, Figura 2, serão encontrados os resumos dos resultados 

da linearidade, efeito de matriz, precisão e exatidão e LD e LQ. Com essas informações 

resumidas, o usuário não precisará abrir a planilha de cada teste individualmente, o que 

agilizará a sua análise dos resultados. 

 

Figura 2 – Print screen da planilha denominada resumo. 

A planilha da Figura 3, intitulada "Regressão", apresenta os resultados do teste de 

Jackknife, os parâmetros e os resíduos da regressão, acompanhados de suas respectivas 

variâncias. Para cada valor de Xi, no qual uma resposta Yi é fornecida, o resíduo da 

regressão (ei) é calculado como a diferença entre a resposta medida (Yi) e o valor 

estimado (Yest). Esses resíduos (ei) são utilizados para realizar o teste de Jacknife, no 

qual identificamos os outliers que podem ter impacto significativo na estimativa dos 

parâmetros da regressão e, por isso, podem ser excluídos. Ao analisar os dados na 

Figura 3, constatou-se que o dado 15 é um valor extremo, recomendando sua exclusão. 

 

Figura 3 – Print screen da planilha denominada regressão. 
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Na Figura 4 são mostrados os resultados para o teste Ryan-Joiner que serve para 

verificar a normalidade dos resíduos. Esse teste é nossa primeira premissa a ser avaliada 

para a utilização do MMQO ser validada. O coeficiente de correlação Req deve ser 

comparado com os valores críticos de R para um α = 0,10; α = 0,05 e α = 0,01, onde o 

coeficiente deve ser maior que os valores críticos, caso eles foram menores, não há 

normalidade dos resíduos da regressão. Com a análise da Figura 4 é possível dizer que 

para os dados ofertados há uma normalidade dos resíduos da regressão. 

 

Figura 4 – Print screen da planilha denominada normalidade. 

Na Figura 5 é mostrado o teste de Levene modificado por Brown e Forsythe que 

consiste em avaliar a homocedasticidade que é a segunda premissa dos resíduos da 

regressão a ser avaliada. Nesse caso observaremos a presença da homocedaticidade se a 

estatística (t*) não exceder o valor crítico (t0,975). Para os dados ofertados o t* = 0,069, 

logo, as variâncias podem ser consideradas homogêneas. 

 

Figura 5 – Print screen da planilha denominada homocedasticidade. 

Na Figura 6 é mostrado os valores obtidos no teste de independência ou auto correlação 

dos resíduos, que é a terceira premissa dos resíduos da regressão a ser avaliada. Esse 

teste calcula dois limites críticos, o limite inferior e o superior, se o valor de d estiver 

entre os dois limites, o teste é inclusivo, caso ele seja menor que o dL isso indica auto 

correlação e valores maiores que dU indica independência dos resíduos. A partir desses 

testes é mostrado que os resíduos são independentes por ter o valor de d maior do que os 

valores de dU. 
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Figura 6 – Print screen da planilha denominada independência. 

A Figura 7 mostra a análise de variância (ANOVA) que é utilizada para avaliar as 

premissas do modelo de regressão linear simples: significância da regressão e desvio da 

linearidade. O valor da significância p observado para a regressão deve ser menor que 

0,001, enquanto o valor da significância p observado para o desvio da linearidade 

deverá ser maior que 0,05. Com isso conseguimos confirmar que o modelo linear é 

adequado e sua regressão é significativa. 

 

Figura 7 – Print screen da planilha denominada ANOVA. 

 

3.2. Efeito de Matriz 

O efeito de matriz é verificado por comparação dos coeficientes angulares obtidos para 

a curva do analito no solvente e no extrato matriz. A comparação entre essas curvas é 

feita a partir do cálculo realizado na planilha mostrada na Figura 8. O efeito de matriz 

calculado foi de 14,18%, esse valor está entre -20% e +20% indicando um baixo efeito 

de matriz. 
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Figura 8 – Print screen da planilha denominada efeito de matriz. 

 

3.3. Limite de detecção e limite de quantificação 

A Figura 9 apresenta o cálculo do limite de detecção (LD) e do limite de quantificação 

(LQ) utilizando uma planilha eletrônica. O LD e o LQ foram determinados com base 

nas relações sinal/ruído de 3:1 e 10:1, respectivamente. Após inserir os dados das 

amostras, verificou-se que os valores de LD e LQ estão em conformidade com o 

resultado encontrado por Soares et al. (2024). Foi obtido um limite de detecção de 10 μg 

kg⁻¹ e um limite de quantificação de 15 μg kg⁻¹. 

 

Figura 9 – Print screen da planilha denominada efeito de matriz. 

 

3.4. Precisão e Exatidão 

A Figura 10 apresenta a determinação da precisão e exatidão do método, realizada por 

meio da planilha eletrônica. Para que o método seja considerado preciso, o desvio 

padrão relativo da taxa de recuperação deve ser inferior a 20%. Já para que seja 

considerado exato, a taxa de recuperação precisa estar entre 70% e 120%. Conforme os 

resultados exibidos na Figura 10, observa-se que, nos Níveis 1, 2 e 3, a precisão e 

exatidão foram confirmadas. No Nível 1, foi obtido um desvio padrão relativo de 1,35% 

e uma taxa de recuperação de 88,5%; no Nível 2, o desvio padrão relativo foi de 8,44% 
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e a recuperação foi de 92,8%; e, no Nível 3, obteve-se um desvio padrão relativo de 

1,25% e uma recuperação de 83,35%. Todos os valores estão dentro da faixa aceitável. 

 

Figura 10 – Print screen da planilha denominada precisão e exatidão. 

 

3.5. Seletividade 

A Figura 11 mostra a determinação da seletividade pela planilha eletrônica. A 

seletividade é avaliada qualitativamente por meio da inspeção dos cromatogramas 

obtidos para o extrato da matriz livre da substância de interesse e para o extrato da 

matriz fortificado com o composto alvo. De acordo com a Figura 11 não tem 

interferentes no mesmo tempo de retenção do composto alvo e, portanto, o método pode 

ser considerado seletivo. 

 

Figura 11– Print screen da planilha denominada seletividade. 
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Figura 12– Print screen do gráfico retornado da planilha denominada seletividade. 

 

3.6. Teste de média 

A Figura 13 mostra os resultados da ANOVA para comparação de médias, seguido pelo 

teste de Tukey para comparações múltiplas, que verifica quais grupos possuem médias 

significativamente diferentes. O resultado da ANOVA indica se há uma diferença 

significativa geral entre os grupos; neste caso, o valor-p é menor que 0,05, sugerindo 

que existem diferenças significativas. O teste de Tukey lista todas as comparações de 

pares de grupos, mostrando a diferença entre as médias e se essa diferença é 

significativa. Se o resultado for "diferentes", isso indica que a diferença entre as médias 

dos grupos é estatisticamente significativa. Já “iguais”/“ (vazio) ” indica que não há 

diferença significativa. A análise desses resultados ajuda a identificar quais grupos têm 

diferenças significativas, permitindo conclusões sobre as condições ou tratamentos 

estudados. Ao analisar os dados apresentados, concluímos as seguintes diferenças entre 

as colunas: 

• A coluna 1 é diferente das colunas 5, 7 e 11. 

• A coluna 2 é diferente das colunas 5 e 11. 

• A coluna 3 é diferente das colunas 5 e 11. 

• A coluna 4 é diferente das colunas 5, 7 e 11. 

• A coluna 5 é diferente das colunas 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 e 13. 

• A coluna 8 é diferente da coluna 11. 

• A coluna 9 é diferente da coluna 11. 

• A coluna 11 é diferente da coluna 13. 

As colunas não mencionadas são iguais entre si. 
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Figura 13– Print screen da planilha denominada teste de média. 

 

4. Conclusão 

A planilha eletrônica desenvolvida neste estudo representa uma solução prática para a 

validação de métodos analíticos, abordando de forma abrangente e automatizada, 

aspectos fundamentais como linearidade, efeito de matriz, limites de detecção e 

quantificação, exatidão e precisão, seletividade e teste de médias. Estruturada para 

oferecer clareza e facilidade de uso, a ferramenta permite que profissionais e 

pesquisadores insiram seus dados experimentais e obtenham uma análise detalhada e 

confiável em cada etapa do processo de validação. Cada funcionalidade da planilha foi 

cuidadosamente projetada, desde o cálculo dos resíduos da regressão e teste de 

premissas até a comparação de médias e verificação de interferências, proporcionando 

uma avaliação robusta e abrangente dos parâmetros de desempenho analítico. 

Essa abordagem automatizada não apenas aumenta a eficiência e reduz o tempo de 

análise, mas também garante maior consistência e precisão nos resultados, atendendo às 

exigências normativas e padrões de qualidade esperados para métodos analíticos. 

Assim, espera-se que essa ferramenta gratuita se torne um recurso essencial para 

laboratórios e profissionais da área, promovendo a padronização e assegurando que 

métodos novos e adaptados atendam aos critérios de confiabilidade e robustez. Em 

suma, a planilha eletrônica apresentada surge como uma contribuição valiosa para a 

modernização dos processos analíticos, facilitando a validação de métodos com rigor e 

praticidade. 

Por fim, foi produzido um vídeo demonstrativo que explica o funcionamento da 

planilha, complementando a descrição de suas funções e os exemplos apresentados. O 

vídeo está disponível no seguinte link: https://youtu.be/9hrMOKk09ec . 
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