USO DE PLANILHA ELETRONICA NA VERIFICACAO
DA ADEQUACAO DE CURVA ANALITICA AO MODELO

LINEAR

THE USE OF ELECTRONIC SPREADSHEET IN THE
VERIFICATION OF THE ADEQUACY OF ANALYTICAL
CURVE TO THE LINEAR MODEL

RESUMO
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A avaliagdo de curvas analiticas quanto a sua adequagéo ao modelo linear € uma etapa im-
portante para a confiabilidade dos resultados do laboratério. O presente trabalho apresenta
uma solugéo para a otimizagdo do tempo gasto com os célculos estatisticos, imprescindi-
veis para a avaliagdo da curva. Para a apresentagéo da planilha foi utilizado como exemplo
o preparo de uma curva analitica para a determinagdo do mondémero g-caprolactama em
matriz alcodlica (etanol 95%). A planilha foi desenvolvida no software Microsoft Excel® e
pode ser gratuitamente obtida.
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ABSTRACT

The evaluation of analytical curves and their suitability for the linear model is an important
step in the reliability of laboratory results. This paper presents a solution to the optimization
of the time spent with statistical calculations, essential for the evaluation of the curve. For
the presentation of the spreadsheet was used as an example the preparation of an analytical
curve for the determination of e-caprolactam monomer in alcoholic matrix (ethanol 95%). The
spreadsheet software was developed in Microsoft® Excel and can be obtained free of charge.
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INTRODUGAO

A construgdo de curvas analiticas & uma pratica comum
em laboratério, sendo este passo de extrema importancia
para a obtencdo de resultados precisos e com boa exatidao.
Uma curva analitica bem construida e bem estudada garan-
te confiabilidade a analise e ao resultado analitico, porém ha
dificuldade na avaliagdo mais aprofundada sobre a adequagéao
desta ao modelo adotado. Uma avaliagéo simplificada através
do coeficiente de correlagdo, por muitas vezes, ndo é a mais
adequada. Por outro lado testes mais completos requerem
um conhecimento estatistico minimo, além de exigir uma alta
carga de calculos matematicos.

O uso de planilhas eletrdnicas construidas para este fim
pode ser, quando utilizadas adequadamente, uma poderosa
ferramenta para tais avaliagdes. Por meio da planilha eletr6-
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nica podemos avaliar uma curva analitica através de calculos
matematicos complexos em poucos minutos de maneira facil
e confiavel.

Neste trabalho é apresentada uma planilha eletronica,
desenvolvida com base nos estudos de Souza e Junqueira
(2005), para avaliagdo da adequacdo de uma curva analitica
ao modelo linear.

Existem diversos modelos de teste disponiveis sendo al-
guns mais adequados a cada situagdo. Para a construgéo da
planilha eletrénica apresentada foram selecionados testes ja
bastante utilizados e discutidos. Souza e Junqueira propde
um procedimento detalhado para o teste de linearidade de
curvas de calibragcdo na validagdo do ensaio analitico pelo
método de minimos quadrados ordinarios (OLSM), incluindo
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delineamento experimental, a estimativa dos parametros, e
tratamento de valores extremos (outliers) (SOUZA E JUN-
QUEIRA, 2005).

MATERIAIS E METODOS

A seguir sera apresentada a metodologia utilizada no
preparo da curva analitica assim como sua avaliagdo por
meio da planilha eletrbnica. Para exemplificar foi utilizada
uma curva analitica para determinagédo da concentragdo de
g-caprolactama em matriz alcodlica (etanol 95%).

Desenho experimental da curva analitica

Para definigdo da faixa de trabalho a ser utilizada é neces-
saria a observagao do limite de restricdo do analito, presente
na legislagdo. Esta concentracao deve encontrar-se no meio
da faixa de trabalho, onde a curva analitica apresenta a menor
incerteza para a determinacdo da concentragéo. Os niveis de
concentracdo da curva analitica devem ser igualmente espa-
cados e preparados com trés repeticOes genuinas, ou seja,
cada repeticdo € preparada independentemente, a partir de
solucdes estoque diferentes (THOMPSON et al, 2002).

Métodos utilizados para a avaliacao da curva
Estimativa dos pardmetros de Regressao

Os parametros a e b da regressao sido estimados através
das equacdes 1 e 2.

b= Sy , Equacgéo 1
SX.‘K
a=7y-bx Equacgéo 2
Sendo,

Sy =35 D0, -7)»
Sxx :i:(xi 7)?)2 .
i=1

O residuo e, referente a cada valor x, € dado pela equag&o 3.

& =y,—¥ Equacgéo 3

Sendo,
)A/i = variavel dependente estimada pela equagéo de regresséo.
O coeficiente de determinagéo do ajuste R? é definido pela
equacéo 4.

> G-
Y-

Equacéo 4
R*=

Tratamento de Valores Extremos (outliers)
Valores extremos sdo valores ou dados que estatisti-
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camente ndo fazem parte do conjunto de dados estudado,
podendo levar a erros na estimativa dos parametros da re-
gressdo (BELSEY et al, 1980). Sendo assim é importante a
avaliacdo da presencga destes e uma possivel exclusdo. Os
valores extremos séo avaliados pelo método dos residuos pa-
dronizados Jacknife, cuja estatistica é o residuo padronizado
Jacknife J;, calculado para cada ponto da curva de calibra-
¢ao, conforme descrito pela equagao 5.

J,=r ”717712 , Equac&o 5
n—-p-r
Sendo,

p =numero de parametros do modelo,

Q

r = . (residuo padronizado),

12}

er

S = Sy - h, (erro padrao do residuo),

b= l+ (x-%)’ (ponto de alavanca),
" on S

Valores maiores que o valor f_,,.,_, ; critico s@o consi-
derados valores extremos, podendo ser removidos até o ma-
ximo de 22,2% do total de determinagdes (HORWITZ, 1995).
Nao se deve também excluir todo um nivel de concentracao,
devendo permanecer ao menos uma repeticdo em cada
nivel. A cada dado excluido os parametros de regressdo sédo
novamente estimados.

Teste de Normalidade

O método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO)
pressupde que os residuos da regressdo seguem a distri-
buicdo normal, ndo havendo desvios de normalidade. A nor-
malidade dos residuos da regressao é verificada pelo teste
Ryan-Joiner (RYAN, JOINER, 1976). Os residuos sdo primei-
ramente ordenados em ordem crescente. Em seguida, é
construido um grafico dos valores dos residuos ordenados
e; versus os valores dos percentis estimados para uma dis-
tribuigdo normal reduzida ¢; (quantis normais). Os quantis
normais sé@o obtidos pela equagéo 6.

L[G@-3/8)] . ~
= =1... , Equacao 6
9,=9¢ {(n+1/4)}’l sl quac
Sendo,
g ;= valor normal esperado,
(0_1 = inverso de uma funcé&o de distribuicdo normal padréo.

O coeficiente de correlacéo Req entre €, e g, é calcula-
do pela equagéo 7.
S

— °q

R, I S. xS,

Equacéo 7
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Sendo,

n

w=2(e,~2)Ng,-7,)= ;e,q, E

i
i=l n

i=1

n
O coeficiente de correlagdo Req € entdo comparado com
o Rcrit(n) para um a de 0,05, como descrito na equacgao 8.

q=

Rerit(n) = 1,0063 — . Equacéo 8

n n

0,1288 0,6118 + 1,3505
Jn

O coeficiente de correlagédo Ré,q deve ser maior que o va-
lor de Rcrit(n). Valores abaixo indicam, a ndo normalidade dos
residuos da regresséo.

Teste de Homoscedasticidade

A homoscedasticidade dos residuos da regressao é verifi-
cada através do teste de Levene (1960) (LEVENE, 1960), mo-
dificado por Brown & Forsythe (1974). Os residuos sao dividi-
dos igualmente em dois grupos, mas sem que haja separagao
de repeticdes de um mesmo nivel em grupos diferentes. Um
deve conter os niveis de menor concentragéo e outro os niveis
restantes. Sdo calculadas as medianas dos residuos de cada
grupo (El e Ez ), 0 valor absoluto das diferencas entre os resi-
duos e as medianas dos respectivos grupos (a’l = El —¢;
e d,;=|e,—e,,|), a média das diferencas d, e a soma
dos quadrados dos desvios SQD, dos valores d ki de cada k
grupo. A estatistica ¢, é obtida pela equag&o 9.

¢ (L?I_JZ)

=
1.1
noom )t

Sendo,

7 Z‘Ek —ek/‘

=

Equacédo 9

ny

n, = nimero de dados em cada k grupo,
Ek = mediana de cada k grupo,
Sp2 (variancia combinada), onde d i ¢é a diferenga entre cada
j-ésimo residuo e a mediana de seu k grupo.

Ha indicacdo de homoscedasticidade caso a estatistica
{; ndo exceda o valor critico £_;5,, ., 2 -
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Teste de Independéncia (Autocorrelacao dos residuos)

A autocorrelagdo ou independéncia dos residuos é veri-
ficada através do teste de Durbin-Watson (DURBIN & WAT-
SON, 1951). A estatistica deste teste é a estatistica d , defini-
da pela equacgéo 10.

n

z(el _e:—l)z
d = = n
2
2
i=1

Sao0 calculados dois limites criticos dL (limite inferior) e
dU (limite superior). Se o valor de d estiver entre os dois li-
mites, o teste é inconclusivo. Valores de d menores que dL
, indicam autocorrelacédo, enquanto valores de d maiores
que dU indicam independéncia dos residuos. Os limites dL
e dU para um & =0,05 s&o dados pelas equagdes 11 e 12.

Equacéo 10

n z1’9693_2,8607_3,4148+16,6;¥00 , Equacdo 11
. \/; n n
3,0547 13862 16,3662 =
dy % 19832 - = 2=k e Equagéo 12

Teste de significancia da regressao
e do desvio da linearidade

O teste de significancia da regresséo e do desvio da linea-
ridade é realizado através da andlise de variancia apresentada
na Tabela 1, avaliada através da estimativa dos parametros
pelo método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO)
(DRAPER & SMITH, 1998).

O valor da significancia p observado para a regresséo deve
ser menor que 0,001 enquanto o valor da significancia p observa-
do para o desvio da linearidade devera ser maior que 0,05.

Tabela 1. Andlise de variancia para significancia da regressao e do
desvio da linearidade

Fv GL SQ am F p
S (x5 y’,;)} SO,... oM,,., Distribuico de
Regresséo 1 ['7‘ . & % probabilidade F
>(x-3) GLy. o Sres
i=1 DISTF(FRCL’V;GLchr;GLRD\MHU)
p S 1S3 SOpes _ 2
Resfduos | n-2 ;(y, A
) Distribuica
Desvioda | | 5, ;oo SOpesio | _OM o :gg;%ﬁ:ﬁig:i
Linearidade =G GlLowio | OMpropive .
DISTF(F ..., GL i3 GL b))
Entre Niveis | u-1 | 2m @ -’
i=l
""" =2 SOtrvopuro
Erro Puro | n-u 22 Oy =) GL, ..
< SOrai
Total n-1 =) =L
;(y ! GLTum/

FV, fonte de variacdo; GL, graus de liberdade; SQ, soma dos
quadrados; QM, média dos quadrados; F, estatistica da analise de
variancia; p, significancia.
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Limites de deteccao e quantificacao

Através da curva analitica final, apds sua avaliagdo e ex-
clusdo de possiveis valores extremos, sdo determinados os li-
mites de detecgdo LOD (Equacgéo 13) e de quantificagcdo LOQ
(Equagédo 14). O método utilizado baseia-se na curva prepara-
da e no seu intervalo de confianca (MILLER & MILLER, 1993).

Y, - ~
rop=Tm =9, Equagao 13
b
1 (2xLOD-X)’
(2XLOD xb+a) +1g45,,0) X Sy [14 =422 g ~

IV \/T , quagio 14

L0Q = P

Onde,

—2
Yop =a+10.05,2) % Syx 1+%+nL
Z(xi _f)z ’
i=1

Uso da Planilha Eletronica

A planilha eletrénica foi desenvolvida no software Micro-
soft® EXCEL 2003 e requer que este esteja habilitado para
rodar macros. Os célculos referentes aos testes empregados
correspondem aos apresentados anteriormente. E possivel
a sua utilizagdo para avaliagdo de curvas analiticas lineares
com um maximo de 21 dados, sendo estes distribuidos en-
tre os niveis de concentragédo. Os niveis de concentragbes
devem ter um minimo de duas repetigdes independentes ou
replicatas, sendo o nimero ideal de no minimo trés.

ranrg da T e
FUNDAGAQ OSWALDO CRUZ i
s Nasral 56 Coctaw 64 Seniedn in Bavte -3!
Etlilsi Planibs
it/ C el ST
EFll 11
1 AR
madzu GC-2090 sbio Bz
L T
cesdcd (O 0 Aymazenae Dados Aaias s
1 2d1 It
10|
3 3 0T
2 [ T
2| tica eees e
[ EF I
F] W0 | s Recoperar Dados
[ 1400 | s
3 138586 | Jsead
i W W02 | S0
n 13982 | M1ags
iz 15 857 T
B ] 243 | arenty
1 25 900 | Bwoade
2ATE | AR
] =
7 853 | sizsks
] Figi2 | seasss

Figura 1. Pagina inicial da planilha (Entrada de Dados)
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Entrada de Dados

Apés a planilha ser carregada, esta é iniciada na pagina
inicial apresentada na Figura 1, chamada de “Entrada de Da-
dos”. Nesta pagina sdo inseridos os dados de rastreabilidade
da curva analitica assim como os resultados encontrados e
informacgdes importantes para a mesma.

Através do botao “Editar Planilha” sera aberta a janela de
“Opgdes” apresentada na Figura 2.

ienens g Sk e
FUNDAGAQ OSWALDO CRUZ oy
AT SACEAM B COPTOR S8 Duaieact 4% B meas

Figura 2. Caixa de opc¢des de entrada de dados

Nova Planilha: Inicia a entrada de dados de uma nova pla-
nilha. Caso haja dados previamente inseridos estes dados
s&o apagados.

Editar dados de identificacdo da curva: Abre a caixa de
opc¢des de edigdo dos dados previamente inseridos.

Salvar Planilha: Esta opgéo abre a janela “Salvar como”
onde é possivel salvar a planilha no local desejado. A identifi-
cagdo dada para a curva é sugerida como nome do arquivo,
porém este pode ser alterado como desejado.

Limpar Resultados da Curva: Limpa todos os resultados
da curva inseridos.

Sobre a Planilha: Abre a janela de informagdes da plani-
Iha contendo a sua versdo atual, autor e e-mail de contato. E
possivel ainda, através desta janela, visualizar as referéncias
utilizadas para o desenvolvimento da mesma.

Ao selecionar a opgao “Nova planilha” ou “Editar da-
dos de identificagdo da curva” sera aberta a janela “Dados
da Curva”, como apresentado na Figura 3. Nesta janela sdo
inseridos os dados da curva, ou 0os mesmos podem ser
editados posteriormente. Algumas entradas possuem opgdes
cadastradas que podem ser selecionadas, porém outras op-
¢Oes podem ser inseridas nas caixas de texto.
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Figura 3. Caixa de entrada e edicao de dados da curva

Na planilha principal apresentada na Figura 2 s&o inseridas
as concentragdes calculadas para os padrées preparados e os
resultados encontrados para os mesmos. Apds a insercao des-
tes dados pode-se através do botdo “Armazenar Dados” salvar
os resultados da curva para posterior recuperagcdo dos mesmos.
Este passo é importante, pois na préxima etapa alguns dados
podem ser considerados extremos, sendo excluidos.

Avaliacao da Presenca de Valores Extremos

O botédo “Avaliar Outliers” abre a janela “Avaliagdo de Ou-
tliers” (Figura 4) onde sdo carregados os resultados do teste
de presenca de valores extremos (outliers). Valores considera-
dos extremos sdo apresentados em vermelho e estes podem
ser excluidos selecionando-se o dado desejado e clicando-se
no botao ”Retirar Outliers”. Primeiramente devem ser exclui-
dos os dados com maior valor absoluto de J, para posterior
exclusdo do préximo. Deve-se observar ainda o maximo de
22,2% de dados excluidos.

Apds a exclusdo de possiveis valores extremos pode-se
acessar a pdagina do relatorio final através do botdo “Resu-
mo dos Resultados” ou acessando a pasta “Curva Analitica”.
No relatério final constam todos os dados e resultados dos
testes realizados assim como a avaliagéo final dos mesmos.
No campo “Resumo da Avaliagdo” observa-se a avaliagdo
dos testes, sendo resultados negativos apresentados em ver-
melho. O campo “Limites de Detecgéo e Quantificagédo (LD e
LQ)” apresenta os limites de quantificagédo e deteccdo deter-
minados para a curva analitica preparada.

Os resultados dos testes sdo apresentados no relatério
final, porém as planilhas completas contendo os célculos rea-

Revista Analytica « Junho/Julho 2012 « N° 59

[T T -
FUNDAGAD DSWALDO CRUZ o

e NBST SR B0 Sanasan o Bt

13 L
; 4 | arvrrn | s |
: a; anRiEoun L aiinid |
ETRE-T - W .
T | S ussien | susst | awom
n BTEETTE .
- 17 ]
F 5] = !
] al 1
I !‘MHﬁq
3 i)
1T

Figura 4. Avaliacao da presenca de valores extremos
Relatério Final

lizados para os testes podem ser acessadas selecionando-se
a pasta referente ao teste desejado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da planilha eletrénica foram realizados os testes apre-
sentados anteriormente. Os resultados sao apresentados abaixo.

Preparo da curva analitica

Inicialmente foram preparadas trés solugdes esto-
que genuinas com concentragdo nominal de 1000 mg/L
de g-caprolactama através da pesagem de trés massas do
padrdo o mais proximas possivel. A partir de cada solugao
estoque preparou-se uma curva analitica com seis niveis de
concentragdo igualmente espagcados. A Tabela 2 apresenta
as concentragdes calculadas para cada padrao preparado.

Tabela 2. Concentragdes dos padroes

Nivel Repeticéo 1 Repeticéo 2 Repeticéo 3
1 2,041 2,030 2,027
2 8,065 8,022 8,012
8 14,079 14,004 13,986
4 20,029 19,922 19,897
B 26,043 25,904 25,872
6 32,022 31,852 31,812
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Avaliacao da presenca de valores extremos

A presenca de valores extremos foi avaliada sendo exclu-
idos dois pontos da curva analitica, 11,1% do total de dados
iniciais. Os dados excluidos pertenciam ao quarto e quinto
niveis de concentragédo. A pds a exclusdo destes dados nédo

Teste de homoscedasticidade dos residuos

A homoscedasticidade dos residuos da regressao foi veri-
ficada e a Tabela 5 apresenta os resultados obtidos.

Tabela 5. Resultados do teste de homoscedasticidade

houve a necessidade de excluir novos dados. A Tabela 3 apre- S EITED ST
senta a curva final apds a avaliagdo dos valores extremos. w 9 l
Mediana 2,47x103 -2,41x10°
4 4
Tabela 3. Curva analitica final apds tratamento de valores extremos e Lz 2l
(outliers) Variancia 1,8x108
Nivel Conc. Resposta t -1,38
n .
(k) mg/L Area tyors 2,145
01 2,041 31446 p 0,19 p > 0,05
1 02 2,030 30670 n, numero de observacdes no grupo; dm, média das diferencas entre
cada residuo e a mediana do seu grupo; t, estatistica t; t, o, t critico;
03 2,027 30389 p, significancia.
04 8,065 136621
5 05 8,022 115532 Teste de autocorrelacao dos
% 8012 113017 residuos ou independéncia
ur 5 deit A autocorrelagao dos residuos foi verificada e a Tabela 6
3 08 14,004 292610 apresenta os resultados obtidos para os limites d, (inferior) e
09 13,986 255804 d, (superior) com um nivel de significancia de 0,05. O valor
10 20,029 401845 calculado para a estatistica d do teste é maior que o limite
4 1 19,922 341495 superior, indicando a independéncia dos residuos.
12 19,897 427037() Tabela 6. Resultados do Teste de Autocorrelagao
13 26,043 476979 Limites
5 14 25,904 493635 d dL du
15 25,872 410663() 2,246 1,106 1,370
16 32,022 568445 d, estatistica d; d,, limite inferior; d,,, limite superior
6 17 31,852 612566 el A . =
Teste de significancia da regressao
18 31812 55899 e desvio de linearidade

0 Estes valores representam os dados excluidos na avaliagéo da
presenca de valores extremos. Apesar de estarem presentes na
planilha estes dados nao séo utilizados para as avaliagdes realizadas.

Teste de normalidade

A normalidade dos residuos da regressao da curva anali-
tica foi avaliada, sendo os resultados apresentados na Tabela
4. O valor de Req encontrado, maior que o valor critico Rcrit
(a=0,05) indica que os residuos da regressdo seguem a dis-

O teste de significancia da regressao e desvio da lineari-
dade foi realizado através da andlise de variancia - ANOVA. A
Tabela 7 apresenta os resultados obtidos. O valor de p cal-
culado para regressao é inferior a 0,001 indicando que a re-
gressao ¢ significativa. O valor de p calculado para a falta de
ajuste, ou desvio de linearidade, € superior a 0,05 indicando
que a falta de ajuste nao é significativa.

Tabela 7. Resultados da Andlise de variancia para significancia da
regressao e do desvio da linearidade

tribuicdo normal. Fonte de Variagdo | GL SQ am F p
Regresséo 1 6,27x10" | 6,27x10" | 1,24x10° | 4,68x10™
Residuos 14 | 7,10x10° | 5,07x10°®
Tabela 4. Resultados do teste de normalidade Desvio da
Estatisticas do Teste Linearidade 4 2,41x10° | 6,04x108 1,29 3,38x10"
9 8
Req Rerit (=005 Erro Puro 10 | 4,69x10° | 4,69x10
Total 15 | 6,34x10""
GEH) il GL, graus de liberdade; SQ, soma dos quadrados; QM, média dos

Req, coeficiente de correlagéo entre e, e g; Rerit, R critico.
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quadrados; F, estatistica da andlise de variancia; p, significancia.
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CONCLUSOES

Devido a crescente necessidade de utilizagdo de ferra-
mentas mais completas para a um estudo mais aprofundado
sobre a adequagéo de curvas analiticas preparadas no labo-
ratério ao modelo adotado linear, temos na utilizagdo da pla-
nilha eletrébnica uma importante ferramenta para redugéo do
tempo de trabalho.

O desenvolvimento da planilha eletrénica permitiu uma
reducéo consideravel do tempo de execucgéo e interpretacao
dos testes, aumentando ainda a confiabilidade dos calculos
executados.

A planilha eletronica desenvolvida e apresentada nes-
te trabalho pode ser obtida através do endereco eletrdnico:
fabio.bazilio@incgs.fiocruz.br
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