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RESUMO

Kataoka, Verdnica Yumi. Testes estatisticos na validagio de métodos e ensaios de
proficiéncia interlaboratoriais em sementes de nabo forrageiro. 2009. 244 p.
Tese (Doutorado em Estatistica e Experimentagdo Agropecudria ) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.”

Dentre as varias demandas de pesquisas na area de sementes, no que diz respeito
a proposi¢io e & investigagdo de técnicas estatisticas apropriadas para a
avaliagdo de diversos processos nesta area, estio sendo consideradas neste
trabalho duas delas. A primeira demanda refere-se ao processo de validagao de
métodos para teste de qualidade de sementes, em que uma avaliagdo estatistica
criteriosa dos resultados ¢ essencial, uma vez que, ap6s a validagéo, o método €
incorporado na Regra para Analise de Sementes (RAS), passando a ser utilizado
como base de comercializagio e certificagdo de sementes. A segunda demanda
esta associada aos programas de ensaios de proficiéncia, ja4 que as sucessivas
checagens interlaboratoriais, além da implantagdo de sistemas de qualidade,
fazem parte das exigéncias para o credenciamento de laboratorios de sementes
junto a orgdos como a International Seed Testing Association (ISTA) e o
Ministério de Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA). Neste contexto,
os problemas de pesquisa abordados neste trabalho foram: avaliar técnicas
estatisticas complementares a um padro de analise j& determinado pela ISTA,
num processo de validagdo de métodos para o teste de germinagao em sementes
de nabo forrageiro e investigar a adequagdo de trés técnicas estatisticas, além do
método do Z-score, para avaliar os resultados de um ensaio de proficiéncia,
utilizando dados simulados, similares as condigdes reais. Foram desenvolvidas
também rotinas especificas no software R, de codigo aberto e gratuito, que
serviram para a otimizagéo das anélises. Como conclusdo geral, verificou-se que
as técnicas estatisticas propostas como complementares ao padrio da ISTA
podem ser utilizadas em um programa de validagdo de métodos para sementes,
uma vez que:os resultados possibilitaram a verificagdo da eficiéncia desses
procedimentos nas diversas etapas do processo. Foi possivel comprovar que 0s
métodos propostos para o teste de germinagdo em sementes de Raphanus sativus
var. Oleiferus, com utilizacdo de temperatura alternada 20°-30°C, em substrato
papel ou areia, apresentam exatiddo, robustez e preciséo (repetibilidade e
reprodutibilidade), podendo ser, assim, considerados validados. As técnicas de

* Comité Orientador: Marcelo Silva de Oliveira — DEX/UFLA (orientador), Maria
Laene Moreira de Carvalho - DAG/UFLA, Eric Batista Ferreira
— DCE/UNIFAL (coorientadores).



analise generalizada de Procrustes, método campos e analise de agrupamento,
quando utilizadas conjuntamente com o método do Z-score, sio promissoras
para a avalia¢@o dos resultados de ensaios de proficiéncia na 4rea de sementes.
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ABSTRACT

KATAOKA, Verdnica Yumi. Statistical tests for methods validation and
interlaboratory proficiency tests in oil radish seeds. 2009. 244 p. Thesis (PhD in
Statistics and Agricultural Experiments) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,

MG, Brazil.”

Among the various research demands in the area of seeds, regarding the
proposition and investigation of proper statistical techniques for the assessment
of several processes in the area, two of them are considered in this work. The
first demand refers to the process of method validation for seed quality test, in
which a solid statistical evaluation is essential, as, after validation, the method is
incorporated into the Rules for Seed Testing, and is therefore used as basis for
seed trade and certification. The second demand is associated with proficiency
essay programs, given that successive inter-laboratory verifications, in addition
to implementation of quality systems, are part of the requirements for seed
laboratory accreditation at agencies such as the International Seed Testing
Association (ISTA) and the Brazilian Ministry of Agriculture, Livestock and
Supply (MAPA). In this context, the research problems approached in this work
were to: assess complementary statistical techniques for an analysis standard
already determined by ISTA, in a process for method validation for oil radish
seed germination test, and investigate the appropriateness of three statistical
techniques, in addition to the Z-score method, to evaluate the results of a
proficiency essay, using simulated data, similar to real conditions. Specific
routines have also been developed in the R software, open coded and free of
charge, which served for analysis optimization. As a general conclusion, we
verified that the statistical techniques proposed as complementary to the ISTA
standard can be used in a program for validation of seed methods, once the
results allowed for the verification of the efficiency of such procedures in the
several stages of the process. It was possible to evidence that the proposed
methods for germination test in seeds of Raphanus sativus var. Oleiferus, with
the use of alternate temperatures of 20°-30°C, in substrates paper or sand, present
accuracy, robustness and precision (repeatability and reproducibility),and
therefore can be considered as validated. The techniques of generalized
Procrustes analysis, Campos method and grouping analysis, whenever jointly

* Guidance Committee: Marcelo Silva de Oliveira - DEX/UFLA (Adviser), Maria Laene
Moreira de Carvalho - DAG/UFLA (co-advisor), Eric Batista
Ferreira — DSC/UNIFAL (Co-adviser).

iii



used with the Z-score method, are promising in the evaluation of proficiency
essay results in the area of seeds.
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CAPITULO 1



1 INTRODUCAO GERAL

Na pesquisa cientifica, a Estatistica atua com as suas técnicas em todas
as etapas, sendo que geralmente as evidéncias empiricas sio analisadas por
amostragem e estatistica descritiva, testadas por meio da inferéncia estatistica, e
que ao final permitem algum tipo de tomada de decisio.

Machado et al. (2005) salientam que o uso da metodologia estatistica
ndo salva uma pesquisa mal planejada ou mal conduzida, e que a participagio de
um especialista em Estatistica deve iniciar-se, pelo menos, na fase de
planejamento.

Corroborando com essas idéias, especificamente no caso do programa
do método de validag@o de testes na area de sementes da International Seed
Testing Association (ISTA), esta organizagdo preconiza que todo o processo
deve ser acompanhado por dois estatisticos: um que ¢ responsavel por todas as
orientagdes durante a execugdo e outro para revisar os resultados obtidos.

Esta recomendagcio se justifica pelo fato de que uma avaliagdo estatistica
criteriosa dos resultados ¢ uma fase essencial nesse processo, uma vez que, apos
a validagdo, o método € incorporado nas Regras para Anilise de Sementes da
ISTA (RAS - ISTA), passando a ser utilizada como base de comercializagio e
certificagdo de sementes em todo o mundo.

Se o-método ndo atender aos requisitos de exatidio, robustez,
reprodutibilidade e repetibilidade, a conseqiiéncia direta sera a sua aplicagio de
forma inadequada em futuros testes.

Entdo, a discussdo aqui ndo perpassa apenas pelo fato de que, no
momento da tomada de decisGes, podem-se cometer os erros tipo I ou II, ji que

esses estdo sempre implicitos nos processos e podem ser controlados, mas,



também, pela utilizagdo de métodos estatisticos inadequados ¢ ou insatisfatorios
para analise dos resultados.

No Brasil, para atender a uma demanda do mercado interno, o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), em consonéncia
com as regras internacionais, ja esta desenvolvendo um programa de validag¢do
de métodos que, associado & implantagio de sistemas de qualidade como uma
exigéncia para credenciamento de laboratérios de sementes, € as sucessivas
checagens interlaboratoriais (denominadas de ensaios de proficiéncia) que serdo
realizadas, aumentario a possibilidade de uniformizagdo de testes e
procedimentos.

Neste contexto, verifica-se a necessidade premente de investigar, propor
e avaliar métodos estatisticos apropriados, tanto para o processo de valida¢do de
método, como para os ensaios de proficiéncia na area de sementes, bem como o
desenvolvimento de rotinas especificas num programa estatistico para estes tipos
de analises.

Este foi o problema de pesquisa abordado neste trabalho, o qual foi
estruturado em dois capitulos. No capitulo 2, ¢ apresentado o processo de
validagio de método para um teste de germinagdo com sementes de nabo
forrageiro. No capitulo 3 sdo abordados os procedimentos de um ensaio de
proficiéncia utilizando dados simulados, exemplificando uma situagdo de testes
de germinagdo similares as condigdes reais. Um resumo esquematico das etapas
que foram desenvolvidas em cada um dos capitulos pode ser observado na
Figura 1.

Ressalta-se que, apesar de terem sido utilizadas sementes de nabo
forrageiro, o propésito final deste trabalho € que as técnicas avaliadas e
selecionadas sirvam como referéncia metodologica para programas de validagao

de método e ensaios de proficiéncia com sementes de qualquer espécie vegetal.



Pesquisas na irea de Sementes
“Consideradas nessa tese"

Programas Interlaboratoriais
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Exatiddo, robustez, precisdo (repetibilidade e
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y
Capitulo 2 Capitulo 3

\/

Desenvolvimento de rotinas especificas num 1inico software

FIGURA 1 Resumo esquematico das etapas desenvolvidas nos capitulos 2 e 3
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CAPITULO2
VALIDACAO DE METODOS



1 RESUMO

Para varias espécies vegetais, o teste de germinagdo, bem como varios outros
testes, ndo tem seus procedimentos descritos nas Regras para Analise de
Sementes (RAS) utilizadas no Brasil pela falta de padronizagdo e validagdo
metodologica. A International Seed Testing Association (ISTA), para assegurar
a padronizagio de métodos para o comércio internacional de sementes,
estabeleceu critérios de validagio de método e, neste processo, a descrigdo do
método deve ser clara e completa e o procedimento deve fornecer exatiddo,
robustez, reprodutibilidade e repetibilidade, consequentemente, varios
procedimentos estatisticos devem ser utilizados para analisar os resultados. O
objetivo deste estudo foi propor e avaliar o uso de outras técnicas estatisticas,
além do padrao ISTA, num processo de validagdo de métodos especificos para o
teste de germinagio em sementes de nabo forrageiro, utilizando os substratos
areia e papel e temperatura alternada 20°-30°C. Os testes de germinagdo foram
realizados em oito laboratérios. As técnicas estatisticas foram utilizadas para:
verificar a homogeneidade dos lotes (teste H), identificar a presenga de valores
discrepantes (método de Hampel) e outliers nas varidncias (teste de Levene para
média); avaliar os efeitos de laboratorios e lotes (analise de varidncia); verificar
a repetibilidade, a reprodutibilidade, a exatiddo e a robustez (limites criticos de
repetibilidade, reprodutibilidade, estatisticas h e k de Mandel); comparar os
diferentes métodos de germinago (testes F) e reavaliar o nivel de qualidade dos
lotes (andlise discriminante). Tanto no aspecto estatistico como no fitotécnico,
os métodos para o teste de germinagdo em sementes de nabo forrageiro com a
utilizagdo dos substratos areia e papel ¢ temperatura alternada 20°-30°C podem
ser consideradas validadas, pois apresentaram exatidao, robustez, repetibilidade
e reprodutibilidade adequados. As técnicas estatisticas propostas, como teste de
Levene, limites criticos de repetibilidade e reprodutibilidade, testes F e analise
discriminante, contribuem para a melhoria e o aperfeicoamento das analises no
processo de validagdo de métodos. ‘



2 ABSTRACT

For several vegetal species, the germination test, as well as many other tests, has
no procedures described in the Rules for Seed Testing used in Brazil due to lack
of standardization and methodological validation. The International Seed
Testing Association (ISTA), to ensure the standardization of methods for the
international seed trade, established criteria for the validation method and, in the
process, the method description should be clear and comprehensive, and the
procedure should provide for accuracy, robustness, reproducibility and
repeatability, consequently, several statistical procedures shall be used to
analyze the results. This study aims at proposing and evaluating the use of other
statistical techniques, in addition to the ISTA standard, in a process of validation
of specific methods for germination tests in oil radish seeds, using sand and
paper as substrates at alternate temperatures of 20°-30°C. Germination tests were
carried out in eight laboratories. The statistical techniques have been used to:
verify the homogeneity of lots (H test), identify the presence of discrepant
values (Hampel method) and outliers in variances (Levene’s test for average);
assess the effects of laboratories and lots (analysis of variance); verify
repeatability, reproducibility, accuracy and robustness (critical limits of
repeatability, reproducibility, Mandel’s h and k statistics); compare different
germination methods (F tests); and reevaluate the quality level of lots
(discriminating analysis). Both in statistical and phytotechnical aspects, the
methods for germination test in oil radish seeds with the use of substrates sand
and paper and alternate temperatures of 20°-30°C can be considered validated, as
they presented proper accuracy, robustness, repeatability and reproducibility.
The proposed statistical techniques, such as the Levene’s test, critical limits of
repeatability and reproducibility, F tests, and discriminating analysis, contribute
to improving and perfecting analyses in the process of method validation.



3 INTRODUCAO

Uma exigéncia do comércio de sementes € a produ¢do das mesmas em
quantidade e qualidade suficientes para viabilizar o cultivo de uma determinada
cultura pelo produtor e, por conseguinte, possibilitar, por exemplo, a produg@o
de graos em larga escala.

Para averiguar os componentes de qualidade das sementes, sdo
realizados testes, como o de germinagdo, sob condigdes ideais e artificiais que
permitem a manifestagdo do maximo potencial de germinagdo (Association of
official seed analysts, AOSA, 1983). Mas, para varias espécies vegetais, o teste
de germinagio, bem como varios outros testes, ndo tem seus procedimentos
descritos nas Regras para Analise de Sementes (RAS) utilizadas no Brasil.

Segundo a literatura internacional (ISTA, 2007a; Sheppard & Cockerell,
2000; Eurachem, 1998), a designa¢do de um teste ou método deve basear-se em
principios de metrologia. Dessa forma, a indicagdo de um determinado teste
deve ser precedida de procedimentos de validagao metodologica.

A International Seed Testing Association (ISTA), para assegurar a
padronizagdio de métodos para o comércio internacional de sementes,
estabeleceu critérios de validagio de métodos em um protocolo elaborado em
2002. Este programa consiste de uma avaliagio critica para assegurar que a
descricio do método seja clara e completa, e que o procedimento fornega
exatiddo, robustez, reprodutibilidade e repetibilidade dos resultados em
concordéncia com as especificagdes estabelecidas pelo proprio método. Quando
apropriado, confirma a relagdo entre os resultados de um teste de qualidade € a
expressio pratica da qualidade fisiolégica da semente.

Para a avaliagio do processo de validagdo de métodos, jé existe uma

recomendacdo da ISTA para o desenvolvimento de uma andlise padrdo que



considera a utiliza¢do de algumas técnicas estatisticas, mas que nio restringe a
proposi¢ao de novos procedimentos (ISTA, 2007a).

O problema de pesquisa para esta etapa do estudo foi definir,
primeiramente, uma cultura importante no cenario agricola nacional de produgio
e que ainda ndo tivesse procedimentos especificos de testes descritos na RAS
para avaliar a qualidade das suas sementes. Segundo, para a espécie em questio,
definir qual ou quais métodos deveriam ser avaliados. Por fim, verificar se
outras técnicas estatisticas, além das recomendadas pela ISTA, poderiam
contribuir para a melhoria e/ou o aperfeigoamento das analises do programa de

validag@o de métodos.
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4 REFERENCIAL TEORICO

Nesta se¢do sdo apresentadas, em linhas gerais, as duas etapas propostas
neste estudo (Figuras 2 e 3) para o desenvolvimento de um programa de

valida¢do de métodos na area de sementes, bem como 0s conceitos envolvidos

neste processo.

Programa de Validacdo de Método

12 etapa
Definir
Espécie > Método

O Lote é homogéneo?
SELECIONAR

Lote heterogéneo
descartado

Caracterizar os lotes de acordo com o
nivel de qualidade fisiologica

v

Distribuir os materiais para os
laboratdrios selecionados

v

Realizar testes

FIGURA 2 Esquema da 1° etapa do programa de validagdo de métodos na area
de sementes: procedimentos iniciais
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Programa de Validagdo de Método
22 etapa

r

Realizar os testes
nos laboratérios selecioandos

Existem valores
discrepantes?
IDENTIFICAR

Observacio retirada

Laboratdrio retirado

Andlise de Varidncia

/V\

Avaliar a repetibilidade e Avaliar as estatsticas ke h Reavaliar o nivel de
reprodutinilidade (precisdo) de Mandel qualidade do lote

Tem Exatidao;
Precisdoe
Robustez?
AVALIAR

Reavaliar o método

Comparar métcdos
(se for o caso)

Sim

y

Validar o método

FIGURA 3 Esquema da 2* etapa do programa de validagdo de métodos na area
de sementes: avalia¢do dos resultados
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As explicagdes sobre os elementos dos dois esquemas sdo dadas nas

sec¢des que se seguem.

4.1 Programas de validacao de métodos: aspectos gerais

De acordo com a Associagdo Brasileira de Normas Técnicas, ABNT
(2000), validagio é a comprovagdo, por meio da apresentagdo de evidéncia
objetiva, de que os requisitos para uma aplicagdo ou uso especificos pretendidos
foram atendidos.

Esta defini¢io pode ser interpretada para o método de validagdo em
sementes como sendo uma investigagdo critica de um teste de qualidade para
assegurar que a descrigio do método ¢ clara e completa e que o procedimento
fornece exatidio, precisdo (reprodutibilidade e repetibilidade) e robustez (ISTA,
2007a).

O método de validagio de um teste de qualidade de sementes ¢
importante para a determinag¢do de um resultado correto e que seja capaz de
mostrar que ¢ “correto”, dentro de limites de variagio executdveis e aceitavelis.
Importantes decisdes poderdo ser tomadas com base nesses resultados. Além
disso, o custo de execugio de um teste deve ser considerado quando da sua
indicag¢3o.

No caso especifico da 4rea de sementes, a ISTA é a organizag¢do
internacional responsavel pela oficializagdo de métodos de testes de qualidade e
pela promogio de seu uso seguro, conferindo, assim, confianga aos resultados e
certificagdes.

Até 2002, ndio existia um sistema consistente para a incorporagdo dos
métodos de teste em sementes nas regras da ISTA e cada comité técnico tinha
seu proprio procedimento.

Em 2002, o comité executivo deste 6rgdo elaborou um programa de

validagdo de método tnico, tendo como objetivo fornecer um sistema que

13



permite validar novos métodos para teste em sementes, comparar métodos
equivalentes e verificar a manutengdo (revisdo) de métodos ja existentes para
avaliagdo da qualidade da semente (ISTA, 2007a).

Salienta-se que, no caso deste trabalho, o programa de validagdo foi
utilizado no intuito de validar novos métodos para teste de qualidade de
sementes.

O programa de validagdo da ISTA vem sendo desenvolvido por meio de
estudos colaborativos entre laboratorios (validagio multilaboratorial
colaborativa) para assegurar que o procedimento do teste em sementes fornega
resultados confiaveis e reprodutiveis, de acordo com as especificagdes
estabelecidas pelo método de teste. Existem alguns critérios para selecionar os
laboratérios participantes (ISTA, 2007a). Sio eles:

¢ somente laboratorios com experiéncia em anélise de teste de qualidade
de semente ou aplica¢@o das técnicas especificas a serem avaliadas no
teste comparativo deverdo ser convidados a participar do programa;

e estes laboratdrios devem ter profissionais qualificados, instalagdes
apropriadas € equipamentos recomendados para executar o teste em
sementes; devem entender € aceitar as suas obriga¢des ao participar de
um programa de validag¢@o de métodos;

e em casos nos quais exista alguma duvida sobre a habilidade de um
laboratério em executar o teste de qualidade de sementes, um pré-teste
pode ser utilizado. Com base nos resultados, 0 organizador de teste
decidird quais laboratérios podem ser envolvidos no ensaio

comparativo.
O processo completo de validagdo da ISTA é desenvolvido em cinco

fases: selecdo e desenvolvimento do método; validagio por meio de testes

comparativos; revisio dos resultados dos testes comparativos e preparagdo de
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um relatério final; aprovagio e aceitagdo final dos métodos pelos membros da
ISTA e posterior publicagdo nas Regras Internacionais para Andlise de
Sementes.

No processo de validagdo de métodos proposto neste trabalho, somente
as trés primeiras fases citadas foram contempladas, ja que nenhuma
documentacdo foi enviada para a ISTA, pois ndo era este o foco principal do
estudo.

Como apresentado no esquema da Figura 1, a 1° etapa para o programa
de validagdo proposta neste trabalho foi composta de alguns procedimentos
iniciais, tendo como 1° subetapa a definigdo da espécie a ser estudada.

Neste estudo, foi escolhido o nabo forrageiro (Raphanus sativus L. var.
oleiferus Metzg.), ja que ndo existem procedimentos especificos para teste de
germinagdo para esta cultura nas RAS. O que vem sendo utilizado atualmente

sdo métodos descritos para o teste de germinagio para Raphanus sativus.

4.2 Importincia da cultura do nabo forrageiro

A justificativa para o desenvolvimento de estudos mais aprofundados
com o nabo forrageiro (Raphanus sativus L. var. oleiferus Metzg.) néio decorre
apenas do fato de nfio haver procedimentos especificos de teste descritos na
RAS, mas porque as suas sementes tém se revelado uma op¢&o promissora como
matéria-prima para a produgdo do biodiesel', por possuir alto rendimento em
oleo de baixa viscosidade, com teor médio estimado de 35%.

Vieira (2007) observa, ainda, que o 6leo do nabo forrageiro é de facil

extragdo, mas o principal fator que atesta a qualidade dessa matéria-prima € a

! Segundo a Lei n° 11.097, de 13 de janeiro de 2005, biodiesel € um biocombustivel para
uso em motores a combustdo interna com igni¢do por compressdo ou, conforme o
regulamento, para geracdo de outro tipo de energia, que possa substituir parcial ou
totalmente combustiveis de origem fossil (Brasil, 2005).
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elevada presenca de triglicerideos no dleo, os quais vdo dar origem a ésteres
alquilicos de acidos graxos e glicerina. Sdo os ésteres que constituem o
biodiesel.

Desde 2002, pesquisas vém sendo realizadas no intuito de otimizar o
aproveitamento das sementes de nabo forrageiro para a produ¢iio de biodiesel.
Atualmente, essas pesquisas buscam, principalmente, o melhoramento genético
dessa planta para a obten¢do de uma maior produtividade, ja que o rendimento
médio € de apenas 1.000 kg de grdo por hectare, sendo este ainda um fator
limitante para seu uso em larga escala.

Esta cultura estd incluida, principalmente, nos programas estaduais de
biodiesel dos estados do Mato Grosso do Sul e do Parand. Em Minas Gerais,
apesar de ndo estar incluida como prioritaria para pesquisas, foi inaugurada em
Céssia, no ano de 2005, a primeira industria de biodiesel no Brasil (Sol e
Minas), produzido com sementes de nabo forrageiro.

A utilizagdo de biodiesel no Brasil vem sendo incentivada por projetos
definidos pelo governo federal, por ser uma alternativa vidvel para a reducdo de
importagdo do dleo diesel que gera despesas anuais na ordem de US$1,2 bilhdo
para o pais. Existem, ainda, outros aspectos relevantes a favor da introducdo do
biodiesel, como a diminui¢do da polui¢do do ar, a sustentagdo de um grande
programa de geragdo de emprego e renda com a participagdo da agricultura
familiar, além da possibilidade de geragdo de excedentes de biocombustivel
exportaveis para outros paises (Holanda, 2004).

Vale ressaltar que, além dos beneficios ambientais, a produgdo de
biodiesel pode, ainda, propiciar vantagens econémicas e politicas ao Brasil pelo
cumprimento dos acordos estabelecidos no Protocolo de Quioto e nas diretrizes
do mecanismo de desenvolvimento limpo (MDL), pela geracio de cotas de
carbono e pelo fortalecimento de sua situagdo como um dos paises de matriz

energética limpa (Holanda, 2004).
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Segundo Foster (2004), a diretriz do programa do governo federal &
produzir biodiesel no Brasil de forma economicamente sustentével, fazendo a
inclusdo do pequeno produtor do campo, promovendo a sustenta¢do social.
Nesse sentido, o nabo forrageiro parece ser bem apropriado, ja que seu custo de
produgio é baixo em relagdo a outras culturas, como a da soja ou a do girassol, e
o seu teor de 6leo é tdo elevado quanto ao dessas culturas.

De acordo com Vieira (2007), a planta de nabo forrageiro se adapta bem
a diferentes condi¢des edafoclimaticas, fornece massa foliar para adubagéo
verde, ¢ indicada para a rotagdo de culturas, como cobertura do solo durante o
inverno e, eventualmente, para compor a alimentagdo animal, além de ndo
competir como matéria-prima na alimentagdo humana.

O desafio atual é a produgio de sementes de nabo forrageiro em
quantidade e qualidade suficientes para possibilitar um aumento na
produtividade dessa cultura e, por conseguinte, viabilizar sua utilizagdo como
matéria-prima competitiva e rentavel para producéo de biodiesel.

Para o comércio de sementes, o resultado de um teste de germinagio € o
principal indicativo da qualidade fisiologica da semente, sendo considerado um
dos testes obrigatorios a serem realizados.

No caso do nabo forrageiro, 0 método para o teste de germina¢do que
vem sendo utilizado é o mesmo empregado para a espécie Raphanus sativus, nao
existindo um procedimento especifico para variedade Oleiferus. Entdo, a
proposta deste trabalho foi avaliar o processo de validagdo de métodos

especificos para o teste de germinagdo em sementes desta cultura.

4.3 Testes de germinac¢io
A germinagdo é um fendmeno bioldgico que pode ser considerado, em
analise de sementes, como a emergéncia e o desenvolvimento das estruturas

essenciais do embrido, manifestando a sua capacidade para dar origem a uma
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planta normal, sob condi¢des ambientais favoraveis (Instituto de Pesquisas e
Estudos Florestais, IPEF, 1998).

A avaliagdo da germinagio das sementes ¢ efetuada pelo teste de
germinagdo, conduzido em laboratorio sob condi¢des controladas e por meio de
métodos padronizados que visam, principalmente, avaliar o valor dessas
sementes para a semeadura e comparar a qualidade de diferentes lotes, servindo
como base para a comercializagdo (Novembre, 1994; Marcos Filho et al., 2005).

O conhecimento das condi¢des ideais para a germinac¢do da semente de
uma determinada espécie € de fundamental importéncia, principalmente pelas
respostas diferenciadas que ela pode apresentar em fun¢do de diversos fatores,
como viabilidade, dorméncia, condi¢des de ambiente, envolvendo agua, luz,
temperatura, oxigénio € auséncia de agentes patogénicos, associados ao tipo de
substrato para a sua germinagéo (Brasil, 1992; Bewley & Black, 1994; Carvalho
& Nakagawa, 2000).

Os substratos utilizados no teste de germinag@o, em geral, tém como
principal fung@o dar sustentagdo as sementes, tanto do ponto de vista fisico
como quimico (Aguiar et al., 1993). Em fun¢do do tamanho e das exigéncias
ecofisiologicas das sementes quanto a umidade e a luz, cada substrato é utilizado
de maneira a oferecer maior praticidade nas contagens e na avaliagio das
plantulas (Popinigs, 1985).

Nery et al. (2007) e Nery (2008) realizaram testes de germinagdo para
sementes de nabo forrageiro, visando definir a temperatura étima e o substrato
ideal para avaliagdo da qualidade de sementes das cultivares CATI AL-1000 e
IPR 116. Estes autores verificaram que a temperatura alternada de 20°-30°C e
uso do substrato areia seriam as condi¢des ideais.

Apesar de essas duas pesquisas ja apresentarem indicativos de um

meétodo adequado para o teste de germinagdo em sementes de nabo forrageiro,
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como dito, ndo existe ainda uma recomendacdo especifica, descrita nas RAS,
para a variedade Oleiferus.

Foram avaliados, no programa de validagdo deste trabalho, dois métodos
para o teste de germinagdo, um utilizando como substrato a arcia, ¢ 0 outro o

papel, com temperatura alternada de 20°-30°C (Figura 4).

Programa de Validagdo de Método

12 etapa
- Substratos areia e papel
2l Temperatura 20°-30°C
Espécie P Método :
"Nabo forrageiro" L “Teste cde germinacdo"
Y

FIGURA 4 Esquema da 1* etapa do programa de validagdo de métodos, com
énfase na subetapa definigdo da espécie ¢ do método

Definidos a espécie a ser estudada e os métodos a serem validadas, a
subetapa seguinte de um programa de validagdo ¢ verificar se os lotes coletados
para o processo podem ser considerados homogéneos. Para isso, sdo realizados
testes correspondentes ao escopo cm estudo (teste de germinagdo, no caso deste

trabalho) e, com os resultados, aplica-se o teste de heterogeneidade (teste H).

4.4 Selecio de lotes de acordo com a homogeneidade — Teste H
A homogeneidade dos lotes e a representatividade da amostra
constituem principios bdasicos da amostragem para andlise de sementes

(Copeland & Liu, 2005).



A exigéncia para tal homogeneidade é a de que um lote de sementes é
caracterizado pelo conjunto de todos os seus componentes. Assim sendo, se um
lote for perfeitamente homogéneo, todos os seus componentes estario
uniformemente distribuidos em todas as suas partes. Dessa forma, uma amostra
tomada em um ponto seria idéntica a outra tomada em qualquer outro ponto, no
que se refere as diferentes caracteristicas submetidas & andlise (Brasil, 1992).
Isto €, sendo um lote considerado como homogéneo, garante-se a aleatoriedade
no processo de amostragem.

Neste contexto, antes de iniciar o processo de validagdo, é necessario
selecionar os lotes que sejam mais homogéneos, sendo recomendado pela RAS
(Brasil, 1992) o teste de heterogeneidade (H), desenvolvido por J.G.
Tarttersfield e A. Bould, na década de 1970.

No teste H, a medida da heterogeneidade de um lote de sementes
envolve uma comparagdo entre a varidncia observada, encontrada entre as
amostras, € a varidncia tedrica, se a distribuigio for ao acaso. De fato, no
calculo, ¢ utilizada a varidncia aceitavel, que é obtida pela multiplicagio da
varidncia tedrica pelo um fator “f” de variagdo adicional. No caso do teste de

germinagdo, a varidncia teérica ¢ calculada utilizando-se a distribui¢io binomial
(Figura 5).
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Programa de Validagdo de Método

12 etapa
v
Wi Substratos areia e papel
perinlr Temperatura 20°-30 °C
Espécie Método
"Nabo forrageiro” T "Teste de germinagéo”
Teste H
2 Nédo O lote &
Lote heterogéneo homogéenzo'?
descartado i v
SELECIONAR Variancias:
observada e
edrica
¥
- Calcular a
estatistica H

FIGURA 5 Esquema da 1* etapa do programa de validagdo de métodos, com
énfase na subetapa selegio de lotes

Bould (1975) computou os valores de H criticos com base na
distribuigdo y2. As regras da ISTA incluem estes valores criticos de H na tomada
de decisdes no controle de qualidade de um lote de sementes (ISTA, 2007b).

No programa de validagdo, tdo importante quanto trabalhar com lotes
homogéneos ¢ assegurar-se de que cles tenham niveis de qualidade fisiologica

diferentes, determinando, assim, a 4" subetapa, que ¢ a caracterizagio dos lotes.



4.5 Caracterizagdo dos lotes

Uma das caracteristicas do processo de validagdo de métodos para testes
de qualidade de sementes é a utilizagdo de lotes com qualidade diferentes,
previamente determinados antes do inicio do estudo (ISTA, 2007a).

O objetivo ¢ avaliar se, de fato, o0 método proposto sera robusto sob a
condi¢do de lotes com qualidade diferentes, isto é, se serd pouco sensivel a
variagdes causadas por flutuagdes nas varidveis que definem e controlam o
desenrolar do teste de qualidade de sementes.

De acordo com Waeny (1980), o método ideal deve ser robusto para
suportar condi¢des adversas de aplicagdo e também ser preciso (repetibilidade e
reprodutibilidade) e exato.

Os lotes podem ser classificados, quanto & sua qualidade fisiolégica, em
trés niveis: inferior, intermediario e superior. A qualidade fisiologica é definida
como a capacidade das sementes para desempenharem fungdes vitais,
caracterizadas pela sua germinagdo, vigor e longevidade (Popinigis, 1985) e tem

sido avaliada rotineiramente por meio do teste de germinagdo (Figura 6).
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Programa de Validagdo de Método
12 etapa

Substratos arela e papel
- Temperatura 20°-30°C .

,,,r de germinacio®

) 4 .
Néio Teste H
- —————— - Olote'é »
. Lote heterogéneo . “homogéneo? 7
i Oertado SELECIONAR Varianciss:
L observada e
Sim ~ tedrica
v
. Calculara
- estatfstica H

Distribuir os materiais para os
laboratérios selecionados

Realizar testes

FIGURA 6 Esquema da 1° etapa do programa de validagdo de métodos, com
énfase na subetapa caracterizagéo dos lotes

Maiores detalhes sobre o procedimento de distribuigdo do material para
os laboratorios selecionados (5° subetapa), ainda desta 1° etapa, podem ser
observados na subsec¢do 5.3.

Na 2° etapa do programa de validagdo (Figura 3), os resultados dos

laboratdrios sdo avaliados de acordo com vdrias técnicas estatisticas, sendo a 1*
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subetapa do processo a investigagdo de valores discrepantes. A orientagdo do
programa de validagdo, nos casos em que for detectado algum outlier, é
promover a sua retirada do banco de dados, antes de proceder as préximas
analises (ISTA, 2007 a).

De acordo com Williams et al. (2002) e Liu et al. (2004), ¢ importante a
identificagéio dos valores discrepantes antes da modelagem e andlise, pois a
presenga desses valores pode levar a um modelo mal especificado, & estimagdo

viesada de pardmetros e, por conseguinte, a resultados incorretos.

4.6 Identificacio de valores discrepantes (outliers)

Podem ser considerados outliers aqueles elementos que ndo obedecem a
um padrio do conjunto de dados ao qual eles pertencem.

Bamett & Lewis (1994) relatam que as fontes potenciais de outliers sdo:

¢ variabilidade inerente: varia¢do natural das observagdes sobre o grupo,
eventos inesperados durante o processo de geragdes dos dados;

e crros de medi¢do: instrumentos de medigdo inadequados, erros na
transcricdo dos dados, arredondamentos nos valores obtidos;

e erro praticado: variabilidade devido a coleta imperfeita dos dados,
como, por exemplo, a escolha de uma amostra viesada.

Para identificar a presenga valores discrepantes, podem ser utilizados
diversos testes estatisticos e técnicas graficas. A ISTA (2007a) utiliza, nos seus
programas de validagdo de métodos para teste de qualidade de sementes, o teste
de Hampel e o Boxplot.

O método de Hampel (Hampel, 1985) é uma técnica robusta para a
detec¢@o de outlier e que troca as estimativas da média e do desvio padrio,
sensiveis a presenga de valores discrepantes, respectivamente, pela mediana e o

desvio absoluto mediano, robusto aos outliers.
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O Boxplot (Tukey, 1977) é um tipo de grafico que sumariza medidas
estatisticas, como: mediana, quartis inferior e superior, valores maximo e
minimo, além de dar uma ideia da posi¢do, da dispersdo, da assimetria e da
presenga de valores discrepantes, permitindo também confrontar varidveis da
mesma natureza em uma mesma escala (Bussab & Morettin, 2003).

Neste estudo, optou-se pelo uso do método de Hampel, para a retirada
dos outliers em detrimento do Boxplot.

A decisio pela utilizagéo do método de Hampel foi baseada no conceito
de breakdown point (Hampel, 1974; Rousseeuw & Croux, 1993; Gnanadesikan,
1997; Carling, 2000; Cunha, 2002; Reiman et al., 2005; Davies & Gather, 2007,
Hellerstein, 2008).

Dada uma amostra aleatoria X,,...X, e um estimador 8(X,,..X,) de
um parimetro @, o breakdown point é a maior fragdo da amostra X,..X, em
que os elementos X, podem assumir valores extremos sem afetar a robustez do
valor de é(X . ¢ ,,). Por exemplo, para a média amostral, o breakdow point,
considerando uma amostra finita, € igual a 1/n, pois, se os valores de x,...,x,_,

forem fixados e x, assumir um valor tendendo ao infinito, a média amostral

também tendera para o infinito. Ou seja, para a média amostral, basta que um

valor seja extremo para afetar a robustez da estimativa. Logo, assintoticamente,
. Ly L. .1
breakdow point para a média amostral € igual a zero | lim—=0|.
n—>w n

De acordo com Hampel (1974), Rousseeuw & Croux (1993), o desvio

absoluto mediano (MAD:mediana {IX -7[}) ¢ um estimador de escala mais
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robusto’ do que a amplitude interquatilica (éﬁ:(fo.zs—f’w )), ja que os

breakdown points assintoticamente sio iguais a 50% e 25%; respectivamente.
O breakdown point do desvio absoluto mediano ¢ assintoticamente igual

a 50% porque, considerando, uma amostra finita de tamanho », se a minoria das
observagdes #((n—1)/2), em que em que k(-) representa o maior inteiro menor

que o argumento, tenderem para o infinito e o resto das observagdes tiver um

valor fixado, entdo, a mediana permanece com a maioria. Assim, o breakdown

point para uma amostra finita é h[(n -1/ 2n] e assintoticamente igual a —;—, pois

(Iim (n-1) =1).
e 2p 2

Os métodos diferem também na suas regras de decisdo. No caso do

método de Hampel, uma observagdo (Y;) é considerada outlier se o desvio

absoluto em relagdo a mediana (}7 ) for maior que 52MAD, em que

MAD =mediana {IY, -y |} (para o esquema dessa subetapa ver Figura 7).

ZA grosso modo, um estimador € considerado robusto, se for “insensivel” a desvios de
pressuposi¢des basicas, por exemplo, mesmo na presenga de outliers o seu resultado ndo
¢ afetado de maneira significativa.
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Programa de Validacdo de Método

23 gtapa
g l s Método de Hampel
Avaliar os resultados dos ; -
testes de gernminacao 7
Mediana
Desvio abs. meciano
¥

Existern valores
discrepantes?
IDENTIFICAR

[ Observacao retirada Regra de decisdo

FIGURA 7 Esquema da 2° ectapa do programa de validagdo de métodos, com
énfase na subetapa identificagdo de valores discrepantes

No caso do Boxplot, o valor absoluto da observagio deve ser maior que

1,5 vez a amplitude interquatilica ()?0, - Y[,_TS) ,isto &, 1| > !,5(};(,‘25 - )7(,'75) :

Fazendo um paralelo entre essas duas téenicas, se os dados seguirem

uma distribuigdo normal padrdo, tem-se que 5,2MAD correspondem a
aproximadamente 3,5¢ (prova i), ¢ que 1,5()’0‘25 = YMS) ¢ equivalente a 2,20

(prova ii) (Figura 8).
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N~(0,1)

2.020

FIGURA 8 Curva da Normal Padrio, com delimitagdo das regides

correspondentes a 2,20 ¢ 3,50

Prova (i)

1 -
P(|Y-p|5MAD)=5=PU£&£s

M4DJ 1—P(|Z| MAD]
c 2

Para uma distribuigdo simétrica, a MAD ¢é a distincia entre o 1° e 2°
quartis (equivalentemente, 2° e 3° quartis). Entdio, o fator escala para o uso da
MAD para uma distribui¢do normal padrdo € o 75° percentil, logo:

MAD _ o' (i) =0,6745= 0 =1,4826 MAD
o 4
Num paralelo com a regra de decisdo do método de Hampel, tem-se:

|Y Y|>52MAD=>|Y Y|>52 |Y Y|>350'
1,482
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Prova (ii)
Para demonstrar que 1,5(}’0.25 - sz) é equivalente a, aproximadamente,

2,020 , deve-se levar em consideragdo que

|Y—,U|< (Yo.zs _Yo.7s)}___>

1
p(|y-y|s(x,_zs—x,.7s))=3=P[| P

%=P{|Z|S (Yo.zs —Y0.75)J

g

Y, .- Y,
Q‘:S—&SL 207 (3) =2.0,6745=> 0 =0,7413(¥, 55 - ¥, 15

o 4 ’ )
Num paralelo com a regra de decisdo do Boxplot, tem-se:

g
0,7413

|%|>1,5(Yoas — Yos )= %[> 1.5 =|¥|>2,020

Reimann et al. (2005) investigaram trés procedimentos para a detecgdo
de outliers, o Boxplot, mediana+2MAD e a médiaz2c e concluiram, por
meio de simulagdes, que a fungio Boxplot era mais informativa se o niimero de
outliers estivesse abaixo de 10% do total de observagdes. Quando esta propor¢ao
foi superior a 15%, somente a mediana + 2MAD teve desempenho satisfatorio.

Ap6s a investigagdo de valores discrepantes, a préxima subetapa do
processo de validagdo consiste em avaliar se a varidncia de algum laboratério €
discrepante em relagdo aos demais e, caso seja identificado como sendo um
outlier, recomenda-se a retirada do laboratério para as préximas etapas (ISTA,
2007a).
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4.7 1dentificacao de outliers nas variancias

Quanto as varidncias, um dos pressupostos fundamentais assumidos para
0o bom desempenho dos testes paramétricos na avaliagio de resultados
provenientes de diferentes fontes é considerar que as mesmas sdo homogéneas, a
ponto de néo ultrapassarem determinados limites de tolerdncia. Tais limites sdo,
via de regra, com tolerdncia zero, isto €, varidncias homogéneas sdo variancias
iguais. -

De acordo com as recomendag¢des da ISTA (2007a), o teste de Cochran
(Cochran, 1941) deve ser utilizado para verificar a hipdtese nula de
homogeneidade (igualdade) entre varidncias dos laboratérios, sendo a sua

estatistica expressa por:

max (S;)

p
2.5
1=l

em que p é o numero de laboratérios e S} € o estimador da varidncia do /-ésimo

g=—"", (l)

1~

laboratério.

Mas, observando-se os resultados do Capitulo 2, especificamente o lote
3, para os dois métodos, areia e papel, verificou-se haver certa restri¢gdo no uso
deste teste®, que sera explicitado posteriormente (Tabela 1). Foi entio realizado
um estudo investigativo para avaliar a adequabilidade de outros trés testes:
Levene para a média, designado de teste 2 (Levene, 1960); Bartlett - teste 3
(Bartlett, 1937) e Levene para mediana - teste 4 (Brown & Forsythe, 1974).

? Este resultado esta sendo apresentado antecipadamente nesta segdo, com o objetivo de
auxiliar a discussdo sobre a escolha do teste para a verificagdo de homogeneidade das
variancias.
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TABELA 1 Varidncias dos laboratérios e valor p dos testes 1 (Cochran), 2
(Levene para média), 3 (Bartlett) ¢ 4 (Levene para mediana) para
os resultados do teste de germinagio em sementes de nabo
forrageiro do lote 3, para os substratos areia ¢ papel

Teste (valor p)

2
Substrato Lab. s 1 ) 3 2

4,50
2,33
0,00
833
1,00
4,50
8,33
0,50

Areia p=0,8897 p=0,0099  ----m-- p=0,8953

6,33
1,00
0,33
100 p=00180 p=00073 p=02390  p=0,0423
2,33
24,50
2,33

Papel

COAWUNEWN—~loIARWKLBEWN —~

De acordo com os resultados, observa-se que, pelo teste de Cochran, a
1% de significncia, ndo ha evidéncias para rejeitar a hipdtese de
homogeneidade das varidncias para os dois métodos. O mesmo resultado foi
encontrado para os testes de Bartlett ¢ Levene modificado para a mediana.

Pelos resultados, parece haver alguma condi¢do de restricdo no uso
destes testes, uma vez que a maior variancia é igual a 8,33 vezes a menor
variancia, no caso do substrato areia e 74,24 vezes, no caso do substrato papel.

Vale salientar que, para o teste de Bartlett, no caso do substrato areia, a

estatistica > do teste (expressdo 2) nem foi calculada, ja que o laboratorio 3

tem variancia igual a zero e, consequentemente, lim ln(Sf ) =+00:
;-0
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\ (N-p)m(s},)—z,":,(n,-1)1n(s,2)

s CICh N

em que: N= Z;;n, , sendo », o nimero de repeti¢bes do /-ésimo laboratério;

S =N;—p,:, (n, —-1)S} ¢ o estimador da variancia combinada, sendo S? o
estimador da variancia do /-ésimo laboratorio.

Vorapongsathom et al. (2004) e Almeida et al. (2008) afirmam que os
testes de Cochran e Bartlett sdo sensiveis a desvios de normalidade. De acordo
com Hines & O’Hara Hines (2000), o teste de Levene modificado para a
mediana (veja sua estatistica # de teste na formula 3) é uma alternativa robusta
com relagdo a desvios de normalidade, mas pode tornar-se ineficiente para

detectar desigualdade de varidncias na presenca de zeros estruturais dado por:

WN-pY" n(Z,-Z)
W= = — 3)
(p—I)ZIr-IZk:l(Zlk _Z’~) ’

em que Z, =|Y,k —Y,_I, sendo Y, a porcentagem de germinagdo da k-ésima

repeticdo no /-ésimo laboratério ¢ ¥, o estimador da mediana do /-ésimo

laboratorio.

Os zeros estruturais correspondem a valores de Z, nulos, que sempre

existem para n, impar, pois, nesse caso, a mediana coincide com um dos valores
de Y (Almeida et al., 2008).

O teste de Levene para média foi o inico que rejeitou a hipétese nula
para os dois substratos. De acordo com Vorapongsathorn et al. (2004), para uma

grande variedade de distribui¢des, este teste € robusto.
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A unica diferenga na estatistica do teste de Levene para média em

relacio 4 mediana é que, na determinagdo de Z,, utiliza-se justamente o
estimador da média ()_’;) em vez da mediana ()7,) Segundo Almeida et al.

(2008), a estatistica do teste de Levene é obtida a partir de uma analise de
varidncia com um tnico fator, ja que os niveis sdo os grupos e cada observagio é
k substituida pelo desvio absoluto da varidvel em relagio a média do seu
respectivo grupo (Figura 9).

Por essa andlise preliminar dos quatro métodos, no contexto deste
estudo, parece que o teste mais adequado foi o de Levene para média, ja que
foram detectados desvios de normalidade nos resultados de alguns laboratdrios
(teste de Shapiro-Wilk) e a presenga de zeros estruturais (na maioria dos

laboratodrios, o niimero de repetigdes era impar).
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FIGURA 9 Esquema da 2* etapa do programa de validagdo de métodos, com
énfase na subetapa identificagio de outliers nas variancias

4.8 Avaliacio da repetibilidade, reprodutibilidade e das estatisticas h e k de
Mandel

Numa mesma medig¢io podem ocorrer dois tipos de erros. Pode-se ter o
erro aleatorio, que ¢ a componente do erro da medigido que varia de uma forma
imprevisivel (variagdes inerentes ao objeto, ao instrumento ou observador)
quando se efetuam véarias medigdes da mesma grandeza (Vocabulario

Internacional de Metrologia, VIM, 2000), ou, ainda, é um erro tal que os »

resultados y, se distribuem de maneira aleatéria em torno valor verdadeiro y,
(na auséncia de erro sistematico) e, quando n — o, o valor médio y — y, (lei

dos grande niimeros).
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O outro tipo de erro é o sistematico, que é o componente do erro da
medigdo que se mantém constante ou muda de forma previsivel quando se
efetuam varias medi¢des da mesma grandeza (VIM, 2000). Isto ¢, quando existe

somente o erro sistematico, os » resultados y; s@o iguais ¢ a diferenga para o
valor verdadeiro y, é a mesma (Vuolo, 2000).

A possibilidade de esses erros estarem presentes num estudo exige do
pesquisador a realizagio de aferi¢des de erro nas medidas de suas variaveis.
Segundo Pereira (2004), essa aferigdo diz respeito & confiabilidade da medida e
inclui avaliagdes de exatiddo e precisdo dessas medidas.

Exatiddo € o grau de concordéncia entre o valor médio obtido de uma
grande série de resultados de ensaio e um valor de referéncia aceito € a sua
medida € usualmente expressa em termos de viés. Assim, quanto menor o Vi€s,
maior ¢ a exatiddo. Viés é um erro sistematico, em que um ou mais componentes
do erro podem contribuir para 0 mesmo, por exemplo, viés do laboratdrio, de um
método de medigdo (Association of Analytical Communities, AOAC, 1993).

De acordo com Mood et al. (1974), um estimador T ¢ definido ser um

estimador ndo viesado ou exato do parimetro 7(6) se, e somente se, a
esperanga de T é igual a 7(8), ou seja, E[T], =7(6). O termo 7(8)-E[T], ¢

denominado de viés do estimador T.

Lupin & Schouenborg (2000) definem precisdo como sendo o grau de
concordincia entre resultados de testes independentes obtidos sobre condigdes
pré-estabelecidas e que dependem somente da distribui¢do dos erros aleatorios.
Vuolo (2000) afirma que, em medigdes com boa precis@o, obtém-se resultados
com muitos digitos e bem repetitivos. Entretanto, pode existir um erro
sistematico grande e, por conseguinte, a exatiddo pode ndo ser boa (Figura 10).

Estatisticamente, a precisdo é uma medida da proximidade dos valores

oriundos de repetigdes de um processo em relagio a uma medida de tendéncia
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central desse mesmo processo. Por exemplo, uma medida possivel para a

precisdo seria soma de quadrados ou um quadrado médio do tipo variincia:

Var[)’;].

(c)

FIGURA 10 Representagdo da exatiddo e precisdo
Fonte: adaptado de Pereira (2004: p.49)
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Na Figura 10 as simbologias significam: (a) Iglp - inexatiddo (ndo se
aproxima do alvo) e - imprecisdo (as marcas sao dispersas); (b) IgP — inexatiddo
(esta longe do alvo), mas precisdo (pequena dispersdo dos tiros); (c) Elp -
exatidio (aproxima-se do alvo), mas imprecisdo (marcas dispersas) e (d) EP -
exatidio (acerta o alvo) e precisdo (pequena dispers&o).

No caso do programa de validagdo de método para testes de qualidade
de sementes, a precisio dos resultados é avaliada considerando-se tanto a
precisdo dentro do laboratério, denominada de repetibilidade, como a preciséo
geral (entre e dentro dos laboratérios), designada de reprodutibilidade.

Segundo Campos (1998), repetibilidade ¢ a concordancia entre 0s
resultados de uma série de medidas de uma caracteristica, quando hé constancia
de um método, analista, instrumento, local ¢ demais condi¢des operacionais €
ambientais. No caso de variar-se premeditadamente uma ou mais das condigdes
que garantem a avaliagdo da repetibilidade, a concordincia entre os resultados
de uma série de medidas de uma caracteristica representaria a reprodutibilidade.

As condigdes de repetibilidade e reprodutibilidade estéo sumarizadas no
Quadro 1.

QUADRO 1 Condigdes de repetibilidade e reprodutibilidade

Condicdes de repetibilidade Condicdes de reprodutibilidade
o mesmo laboratdrio diferentes laboratdrios
0 mesmo operador diferentes operadores
0 mesmo equipamento diferentes equipamentos

usando o mesmo método de teste

medindo materiais idénticos

ocorrendo num pequeno intervalo de tempo

Fonte: Lupin & Schouenborg (2000).
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No protocolo da ISTA (2007a), para a validagdo de métodos, esses
conceitos podem ser interpretados da seguinte forma: a repetibilidade ird
quantificar a variabilidade média dos resultados dentro de cada laboratério,
quando as repeti¢des sdo feitas na amostra de um dado lote e a reprodutibilidade
sera a repetibilidade aumentada pela variabilidade dos resultados de um
laboraté6rio para outro laboratério de um dado lote (variancia entre laboratdrios),
sendo calculadas de acordo com as normas da ISO 5725-2 (1994).

Com os valores da repetibilidade e reprodutibilidade, podem ser
calculados os seus limites criticos, por meio da multiplicagdo por um fator
numérico D, que se refere a uma amplitude padronizada baseada na tabela de
Tukey (1977), com graus de liberdade tendendo para o infinito.

Esses limites criticos podem ser utilizados na comparagio com as
amplitudes determinadas entre as repeticSes dentro dos laboratérios e entre
laboratérios, determinando, assim, se os indices obtidos de repetibilidade e
reprodutibilidade sdo aceitaveis (Olivieri, 1988; Campos, 1998; Campos et al.
1999, Lupin & Schouenborg, 2000).

Outra medida que pode auxiliar na avaliagdo da precisdo, além da
repetibilidade e da reprodutibilidade, € a estatistica k de Mandel, que indica o
desvio de um laboratério, quando comparado com o desvio padrio da
repetibilidade (ISTA, 2007a).

Ja a estatistica h estd relacionada com a avalia¢do da exatiddo, ja que o
seu valor indica a estimativa do viés, ou seja, o valor h é a medida do desvio da
média de um laboratério, quando comparado com a média geral obtida de todos
os laboratérios (Lupin & Schouenborg, 2000).

Assim, os valores de 4 podem ser calculados para verificar quais
resultados dos laboratdrios estdo super ou subestimados, em comparagdo com a
média geral (ISTA, 2007a).
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Geralmente, as estatisticas k ¢ h de Mandel sdo apresentadas
graficamente. Um exemplo do grafico k considerando oito laboratérios e quatro

lotes pode ser observado na Figura 11.

2,50 4
2,25 4
2,00 - 1,71

1,75 - / Kerit (1%)

1,50 {---=-u-- - W TetERE - -
1,25
1,00 A
0,75 A
0,50

0.25 {71
0 i [ ]

Lab1 Lab2 Lab3 Lab4 Lab5 Labs Lab7 Labs

a3

T

e

Estatistica k de Mandel

||:|I0t1 DIot2 @ (ot3 @ lotd |

FIGURA 11 Exemplo do grafico da estatistica k de Mandel, comparado com os
valores criticos (Kecrit), a 1% e 5%, para um ensaio com oito
laboratérios e quatro lotes

Uma sintese dos passos desta subetapa pode ser observada na Figura 12.
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FIGURA 12 Esquema da 2" etapa do programa de validagdo de métodos, com
énfase nas subetapas avaliagdo de repetibilidade, reprodutibilidade
e das estatisticas h e k de Mandel
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No que tange a robustez dos métodos’, neste contexto do processo de
validacdo, ela passa a ser uma consequéncia direta da avaliagdo da precisdo e
exatiddo dos resultados para cada um dos lotes. Isto €, se um lote de qualidade
inferior ndo apresentar, por exemplo, reprodutibilidade, e se um lote
intermediario for considerado reprodutivel, pode ser um indicio de que o método

nio seja suficientemente robusto.

Outro detalhe importante ¢ que a classificagdo dos lotes € feita por meio
de um processo de amostragem, sendo os resultados avaliados pelo laboratorio
que coordena o processo de validagdo. Sendo assim, € interessante averiguar se,
de fato, esses resultados vio estar em consonancia com os que serdo obtidos nos
demais laboratdrios, ou seja, se um lote considerado previamente como sendo de
baixa qualidade continuara mantendo a mesma classifica¢éo apos o processo de
validagdo.

Para tal, a técnica estatistica que pareceu ser a mais apropriada para
fazer essa reavaliagdo do nivel de qualidade dos lotes foi a analise discriminante.
Ressalta-se que esse procedimento ndo faz parte do padrdo da ISTA para um

programa de validagio de método, sendo uma proposta desta tese.

4.9 Analise discriminante
A técnica multivariada de analise discriminante, segundo Barroso &
Artes (2003) e Ferreira (2008), tem como principais objetivos:
e discriminagdo: consiste em encontrar fungdes das varidveis observadas
(fungSes discriminantes) que sao responsaveis ou que possam mensurar

as diferencas entre as g populagbes;

I3

4 Método robusto € aquele que suporta condicdes diferenciadas sem apresentar
resultados descontroladamente erréneos, isto ¢, ndo ha comprometimento da
confiabilidade dos resultados.
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e classificagdo ou alocagdo: consiste em determinar fungGes das variaveis
que permitam classificar novos objetos em uma das g populacdes.

Esta técnica consiste em determinar uma combinagio linear entre duas
ou mais variaveis independentes que discriminardo melhor os grupos definidos a
priori. A discriminagdo ¢ conseguida estabelecendo-se os pesos da combinagdo
linear que maximizam a varidncia entre grupos relativos a varidncia dentro dos
grupos. A combinagdo linear para a analise discriminante é também conhecida
como fun¢io discriminante (Hair et al., 2006).

Uma fase importante no procedimento da analise discriminante é a
verificagdo de violagdo de hipoteses, como normalidade e multicolinearidade,
dentre outras. A suposi¢do de normalidade ndo ¢ condigio necessaria para as
analises quando aplicado o método de Fisher para a determinagio da fungdo
discriminante. Entretanto, a suposi¢do de igualdade das matrizes de variancias e

covariancias € requerida, ou seja, X, =...=X_ =X (Mingoti, 2005).
! 8

Uma vez que a fungdo discriminante linear for calculada, uma
observagéo pode ser alocada para uma das g populagdes com base em seu “score
discriminante” e, como na amostra, a populagio de origem de cada observagio é
conhecida, sera possivel identificar quais deles foram classificados corretamente
ou ndo. Assim, pode ser calculada a taxa estimada de erro (TEE), que ¢ a fragdo
das observagdes incorretamente classificadas, sendo uma estimativa da taxa de
erro verdadeira.

De acordo com Ferreira (2008), uma boa regra de alocagdo deve levar a
uma baixa TEE, mas este valor pode estar sendo subestimado, pois a mesma
amostra € usada para determinar a fun¢do de classificagdo. Para contornar esse
problema, pode-se usar um procedimento de validagio cruzada (cross-

validation), sugerido por Lachenbruch & Mickey (1968).
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Portanto, no contexto do processo de validagdo, indiretamente, o uso da
analise discriminante auxilia na avaliagdo da robustez do método estudado
(Figura 13).

Apos a aplicag@o de todas essas técnicas estatisticas, se o procedimento
fornece exatiddo, robustez e precisdo (reprodutibilidade, repetibilidade), o

método testado pode ser considerado como validado.

4.10 Comparagao de métodos

No caso deste estudo, para finalizar o processo de validagdo proposto,
foi necessario definir também uma técnica estatistica para comparar os dois
métodos testados (substratos areia e papel). Verificou-se que a utilizagdo de
testes F poderia ser um procedimento adequado para tal fim.

Lupin & Schouenborg (2000) afirmam que podem ser realizados testes F
para comparar tanto a precisdo dentro dos laboratérios como a precisdo geral de
dois métodos, utilizando-se como base os indices de repetibilidade de cada
método e os de reprodutibilidade, respectivamente (Figura 14).

Salienta-se que esta subetapa da comparag@o ndo interfere diretamente
no processo de validag@io de cada método, ja que os testes F vdo avaliar apenas

se os indices de precisdo de um método sdo diferentes do outro.
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Programa de Validacdo de Método

22 ptapa
l —» Método de Hampel
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Laboratdrio retirado
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criticos com
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qualidade do lote
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y
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FIGURA 13 Esquema da 2 etapa do programa de validagdo de métodos, com
énfase na subetapa reavaliagio do nivel de qualidade dos lotes.
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Programa de Validagiio de Método
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| Observacdo retirada
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FIGURA 14 Esquema da 2* etapa do programa de validagdo de métodos, com
énfase na subetapa comparagdo de métodos.
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Como ressaltado na se¢dio 3, um dos problemas de pesquisa foi propor o
uso de técnicas estatisticas complementares ao procedimento padrio da ISTA, o

que fica mais bem descrito observando-se o resumo apresentado no Quadro 2.

QUADRO 2 Resumo do procedimento padrdo da ISTA e as técnicas estatisticas
propostas complementares para o processo de validagdo de

métodos deste trabalho.
Padrdo ISTA Propostas complementares
- Teste de Hampel, Boxplot - Teste de Levene para média (em
- Andlise de varincia substitui¢do ao teste de Cochran)
- Valores de repetibilidade, | - Limites criticos de repetibilidade e

reprodutibilidade, estatisticas h e k de | reprodutibilidade
Mandel - Testes F para comparagio dos métodos

- Anélise discriminante
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5 MATERIAL E METODOS

Foram adquiridas sementes de sete lotes de nabo forrageiro, cultivar
CATI AL 1000, de diferentes safras e procedéncias, sendo coletados 40 kg de
cada lote.

As etapas de selegdo e caracterizagdo dos lotes e preparagdo do material
para distribui¢do aos laboratdrios selecionados para processo de validag@o foram
realizadas no Laboratorio de Analise de Sementes, no Departamento de

Agricultura da Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG.

5.1 Seleciio de lotes de acordo com a homogeneidade — Teste H

Ap6s a aquisicio dos materiais, foram realizados testes de germinacgao
para a avaliagdo da homogeneidade do lote por meio do teste H.

Cada lote de 40 kg foi divido em 5 recipientes e de cada um deles foi
retirada 1 subamostra de 30 g, com o auxilio de um amostrador tipo duplo para
sementes. A coleta foi feita de acordo com as prescri¢des da RAS (Brasil, 1992).

Para a realizagio do teste de germinacdo, as subamostras foram
classificadas de acordo com o tamanho das sementes, utilizando-se uma peneira
de 8 mm.

A semeadura foi realizada em caixas acrilicas do tipo gerbox em
substrato papel mata-borrdo umedecido com agua destilada 2,5 vezes a sua
massa. Foram utilizadas 100 sementes de cada subamostra, divididas em duas
caixas de 50.

Em seguida, as caixas foram transferidas para uma cidmara de
germinagdo tipo BOD (biological oxigen demand) regulada a temperatura
alternada 20°-30°C, e procedida 4 contagem de plantulas normais aos trés e sete

dias. Com os resultados foi realizado, para cada lote, o teste H.
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No teste H, a varidvel aleatoria estudada foi a porcentagem de

germinagio (Q), considerando como hipétese nula (H,) se o lote é homogéneo
e, como hipétese alternativa (H,) se o lote é heterogéneo.
Foi computada a estatistica H (valor da heterogeneidade) para o j-ésimo
lote, utilizando-se a expressao (ISTA, 2007b):
H=2b.g, )
w.

J

Ni lel - (Z Qj: J..

i=] i=l

N(N-1)

em que V, = € o estimador da variéncia observada:, sendo

O, a porcentagem de germinagdo na i-ésima subamostra e N o numero de

~J

0,(100-0;)

subamostras; W, = . J € o estimador da variancia aceitavel:, sendo

n
. = Y :
n o numero de sementes de cada subamostra, Q, =Z,-=,7\," o estimador da
média e f o fator para variagdo adicional. Para o teste de germinagio,
f assume o valor constante 1,1.

(H+/)N-1)

Ressalta-se que , sob Hy, segue uma distribui¢io qui-

quadrada, com N -1 graus de liberdade. Com os resultados do teste H, foram
selecionados, para as proximas etapas, apenas os lotes homogéneos.

A sumarizagido das fases e um exemplo tedrico da organizagio dos
dados e dos calculos auxiliares para o teste H podem ser observados na

Figura 15 e Tabela 2, respectivamente.
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Oloweé
homogéneo?
SELECIONAR

TesteH

\
Varidvel aleatoria
Porcentagem de germinagdo
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Fator para variacao
V,— W, adicional ()
Estatistica do teste
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H+/YN-1
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valorp>a?

r Lote heterogéneo

r Lote homogéneo J

FIGURA 15 Resumo esquematico do teste H para a variavel aleatdria
porcentagem de germinagio (Q)no j-ésimo lote
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TABELA 2 Exemplo teérico da organizagdo dos dados e calculos auxiliares
para a realizagéo do teste H utilizando os resultados de um teste de

germinagdo no j-ésimo lote com 5 subamostras (N) de 100

sementes cada (n)

Lote Subamostra o, Q,’, 0, V; w;
1 Qi
J 5 Ois
> z

* Um exemplo numérico pode ser observado no Anexo B (p. 208)

5.2 Caracterizacio dos lotes — Teste de germinacao inicial

Apds a realizagdo do teste H, os lotes selecionados foram
homogenizados com o auxilio de um divisor mecénico do tipo solo com oito
canaletas (Brasil, 1992). Cada lote foi dividido em oito repeticbes de,
aproximadamente, 5 kg cada.

Para cada repeticdo do lote foi retirada uma amostra de,
aproximadamente, 100g para a realizagdo do teste de germinagdo. As sementes
foram classificadas de acordo com o tamanho, utilizando-se uma peneira de 8
mm.

Nessa etapa foram testadas dois métodos, um utilizando, como substrato,
o papel e o outro, areia.

A areia passou por um processo de lavagem em 4gua corrente,
esterilizada em autoclave por 2 horas e foi umedecida em 50% da sua
capacidade de retengdo, conforme Brasil (1992).

O papel foi umedecido conforme ja descrito no procedimento de
germinagdo do teste H, bem como o processo de semeadura em caixas acrilicas

do tipo gerbox; as condigbes da cdmara de germinagdo e a contagem aos trés e
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sete dias de plantulas normais. As sementes dormentes, remanescentes ao final
do teste, foram submetidas ao teste de tetrazolio (Brasil, 1992).

Durante a contagem, as plantulas normais, as plantulas anormais, € as
sementes duras, mortas e dormentes foram descritas e fotografadas, para a
padronizagdo dos resultados do teste de germinagao.

O experimento, para cada método, foi instalado segundo um
delineamento inteiramente casualizado (DIC), apenas para a variavel resposta
porcentagem de germinagdo, com 8 repeti¢des de 50 sementes. Os dados foram
submetidos 2 analise de varidncia e o efeito dos lotes, quando significativo, teve
suas médias comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de significancia
(Figura 16).

Silva et al. (1999) recomendam a utilizagdo do teste de Scott-Knott para
os procedimentos de comparagdes multiplas, devido ao fato de ele possuir
poder elevado, taxas de erro tipo I quase sempre de acordo com 0s niveis
nominais € por nio apresentar resultados com ambiguidade

De acordo com os resultados deste teste de germinagio inicial, os lotes
foram classificados em trés niveis de qualidade: inferior, intermediaria e
superior.

Neste trabalho, o lote foi considerado de qualidade inferior se a taxa de
germinagio fosse menor que 60%, intermediaria entre 60% e 70%, e superior
acima de 70%. Essas faixas foram escolhidas com base na porcentagem de
germinagdo minima para comercializagdo, que ¢ de 60% para Raphanus sativus
(Brasil, 2008).

5 O poder de um teste é a capacidade deste de identificar todas as reais diferengas entre
os tratamentos (Ramalho et al., 2000), ou seja, a probabilidade de rejeitar a hipotese
nula H,, quando ela é falsa (1-4). (Mood et al., 1974)
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Teste de germinacao inicial
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DIC - 8 repeti¢Ses de 50 sementes
Substratos areai e papel
Temperatura 20°-30°C

!
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Niwel de qualidade

Inferior, Intermedidrio e Superior

FIGURA 16 Resumo esquematico do teste de germinagdo inicial da variavel
aleatoria porcentagem de germinago ()
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5.3 Distribui¢do do material para os laboratérios

Nessa etapa foram coletadas, de cada lote, amostras com cerca de 4 kg,
utilizando-se um amostrador tipo duplo, classificadas de acordo com o tamanho
por meio de uma peneira de 8 mm, ficando reduzidas a 1,2 kg. As amostras
enviadas aos oito laboratérios foram resultantes da subdivisdo desse total, ou
150g por laboratorio.

Deve-se ressaltar que os laboratérios selecionados eram de prestagdo de
servico ou de pesquisa, credenciados ou no pelo MAPA e com diferentes niveis
de experiéncia com o teste de germinagéo para nabo forrageiro.

As sementes foram acondicionadas em sacos de papel multifoliado e
caixas de papeldo e enviadas aos laboratérios, juntamente com as instru¢des para
a realiza¢do e a avaliagdo do teste de germinagdo, além de um questionario para
avaliar a execug3o pratica de cada um dos métodos (Anexo A). Os laboratérios
foram informados da data de envio das amostras, sendo solicitada a rapida
execugdo do teste de germinagio para evitar a deterioragdo das sementes

(Figura 17).



Distribuir o material para os
laboratdris selecionados

.

Instrugdes para a
realizecdo e avaliacio
do teste de germinacgéo

Questi onério de
avaliacdo das

Am ostras de
150g par lote
Sacos multif dliados

metodologias

FIGURA 17 Resumo esquemético da distribuigdo de material para os
laboratérios selecionados.

Cada método proposto foi realizado trés vezes pelos laboratérios, que
foram denominado de ensaios 1, 2 € 3.
Todos os procedimentos descritos para os dois métodos propostos neste

trabalho foram estabelecidos com base nos estudos de Nery (2008).

5.4 Das técnicas estatisticas

Nesta segdo serdo descritas as técnicas estatisticas que foram utilizadas
para: identificar a presenga de valores discrepantes e outliers nas variancias;
avaliar os efgitos de laboratérios e lotes; verificar a repetibilidade, a
reprodutibilidaﬂe, a exatiddo e a robustez; comparar os diferentes métodos de
germinagdo e reavaliar o nivel de qualidade dos lotes (Figura 14, p. 45).

Exemplos numéricos para apresentar a aplicabilidade de algumas dessas
técnicas podem ser observados no Anexo B.

Ressalta-se que, para proceder as anlises estatisticas, foram calculadas

as médias de cada ensaio (médias de 8 repeti¢des) e estas passaram a ser
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denominadas de repeticdes, ou seja, de cada lote nas analises foram consideradas
apenas as trés repeti¢des. A variavel aleatéria em estudo foi a porcentagem de
germinagdo (Y).

Cada etapa foi realizada separadamente para os substratos papel e areia,
com excegdo do teste F (subsegdo 5.4.5), que foi utilizado justamente para
comparar os resultados dos dois métodos.

A estrutura padrio dos dados para esse processo de validagdo dos
métodos pode ser observada na Tabela 3. Exemplos de como esta estrutura foi
sendo modificada de acordo com as exigéncias de calculo de cada técnica
estatistica podem ser observados tantos nos exemplos teoricos que vao ser
apresentados a seguir, bem como por meio dos exemplos numéricos no Anexo

B.
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TABELA 3 Estrutura padrao dos dados para o processo de validagio de métodos

Lote (/) Laboratério (/) Repeticio (k)  Germinagao (Y, )
l )’“l
1 2 Y
3 Yis
1
Vs,
8 2 Y
3 Yo
Y;ll
1 2 y5|2
Y513
5
),581
8 ¥,
3 Yoes

S.4.1 Identificagiio de valores discrepantes (outlier)

Para a detecgdo de valores discrepantes em todos os laboratorios do
J-ésimo lote, foram utilizadas dois tipos de técnicas, uma grafica pelo esbogo do
Boxplot (Tukey, 1977) e outra quantitativa, por meio de método de Hampel
(Hampel, 1985).

O método de Hampel para o j-ésimo lote consistiu em:

o computar a mediana (¥, ) e o desvio absoluto mediano

MAD ;=mediana {IYj,k —}';JI}, em que Y, € a j-ésima porcentagem de

germinagio observada na k-ésima repeticio (ensaio) do /-ésimo

laboratério;
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e utilizar a regra IYj,k -—)71“|>5,2MAD}. para identificar se uma

determinada observagdo era um outlier.

Deve-se ressaltar que, apenas nos casos em que foi detectada a presenca
de outliers por meio do método de Hampel, esses valores foram retirados das
amostras para as proximas fases do processo de validagdo.

O Boxplot foi utilizado tanto como uma técnica auxiliar ou
confirmatéria do método de Hampel, como para permitir uma avaliagdo visual
do comportamento dos resultados (a descri¢do das medidas necessarias para sua
construgdo pode ser observado no Anexo C).

A sumarizagdo das fases ¢ um exemplo tedrico da organizagdo dos
dados e dos calculos auxiliares para o método de Hampel podem ser observados

na Figura 18 e na Tabela 4, respectivamente.
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Existem valores
discrepantes?
IDENTIFICAR

Métcdo de Hampel

Variavel aleatoria
Porcentagem de germinacéo
Y.

J

'

Desvio absoluto mediano

MAD, = mediana{|Y, - 7, |}

Observeges retiradas

Sim

Observacdes continuam na andlise

FIGURA 18 Resumo esquemitico do método de Hampel para a variavel
- aleatoria porcentagem de germinagio ();) no j-ésimo lote
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TABELA 4 Exemplo tedrico da organizagdo dos dados e calculos auxiliares
para a realizagio do método de Hampel utilizando os resultados de
um teste de germinagdo no j-ésimo lote com p laboratérios e trés

repetigoes
Lote Lab. Rep. Yu IY,.,k - }7,|
1 le !
1 2 Y
Yis
J 1 el
p 2 Yij
3 jp3
y Mediana— Mediana l
MAD,
5,2MAD;

* Um exemplo numérico pode ser observado no Anexo B (p. 210)

5.4.2 Identificagao de outlier nas variincias

Para avaliar a homogeneidade nas varidncias dos laboratérios, em cada
lote foi realizado o teste de Levene (utilizando a4 média), com as seguintes
hipéteses estabelecidas para o j-ésimo lote:

_"'—O-P;

© 0

2.
H,: o/ =0

~

H,:o} # ., para pelo menos um par (b,m),

em que p; ¢ o numero de laboratérios no j-ésimo lote.

Foi computada a estatistica W, para o j-ésimo lote, utilizando-se a

seguinte expressdo (Levene, 1960):
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W = (N pJ)ZI =1 I/( Z )
j ®)
j—l)z Z ( /2 )

emque Z,, =|Yj,k - Yﬂ-l’ sendo )71.,. o estimador da média do /-ésimo laboratério

e Y, aporcentagem de germinagdo da k-ésima repetigdo no /-ésimo laboratério;

n; € o numero de repeticdes do /-ésimo laboratério € N, € o numero total de

observagdes (N =D J.,) :

A estatistica W, sob Hy, segue uma distribuicdo F com ( p; —l) e

( N,-p j) graus de liberdade.

No caso em que era detectada a presenca de outlier, o laboratério com
maior varidncia era retirado e o processo repetido, até que ficassem apenas os
laboratdrios com varidncias homogéneas, de acordo com o teste Levene.

A sumarizagdo das fases € um exemplo tedrico da organiza¢io dos
dados e dos célculos auxiliares para o teste de Levene podem ser observados na

Figura 19 e na Tabela 5, respectivamente.
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Retirar o
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Laboratérios com variancias
homogénesas

FIGURA 19 Resumo esquemdtico do teste de Levene para a varidvel aleatoria
porcentagem de germinag@o (Y;) no j-ésimo lote.
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TABELA 5 Exemplo teérico da organiza¢do dos dados e célculos auxiliares
para a identificagdo de outliers pelo teste de Levene utilizando os
resultados de um teste de germina¢do no j-ésimo lote com p
laboratérios e trés repetigdes

Lote Lab Rep ) Z,y = lyjlk - Y]II (Z e z ,7.)2 (—/I -z je )2

1 Y
I 2 Y
3 Y3

. Y, z, > >
J ] a
2 Y,
3 Y3

Y, z, > >

z, z z

* Um exemplo numérico pode ser observado no Anexo B (p. 211)

5.4.3 Analise de variancia

Para avaliar os efeitos dos laboratérios e lotes, foi aplicada a teoria da
analise de varidncia num delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial com oito repeticdes, entretanto considerou-se a interagio desprezivel,
ficando seu efeito confundido nos residuos. Foi proposto entio o seguinte

modelo estatistico:

Yj/k=#+/6j+7’/+5jlk’ (6)
em que:Y, ¢ a porcentagem de germinagio da k-ésima repetigdo, no /-ésimo
laboratdrio e j-ésimo lote (V k =1,..,n,, I=1,2,..,p ej=1,2,.., n;); 1 é amedia
geral; B, € o efeito do j-ésimo lote; y, é o efeito do /-ésimo laboratério ; & €

o erro experimental da k-ésima repetig@o, no /-ésimo laboratério e j-ésimo lote
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(ak,j ~NID(O,0'2 )) S. n; = numero de lotes; n, = numero de repetigdes;

p = nimero de laboratdrios.

5.4.4 Avaliacdo da repetibilidade, reprodutibilidade e estatisticas h e k de
Mandel
a) Repetibilidade

A varidncia de repetibilidade representa uma medida da variabilidade
dentro dos laboratérios. Para o j-ésimo lote, o seu estimador foi obtido por meio

da expressdo (ISO 5725-2, 1994):

P,

Z(”ﬂ "1)5;21

si=l_ ™

” i("ﬂ ‘1)

I=]

em que n,, é o numero de repetigdes do /-ésimo laboratério; p, ¢é o numero de

laboratorios € Sf, é o estimador da varidncia do /-ésimo laboratoério.

O limite critico r; de repetibilidade para cada lote foi esttimado por
r,=S,D;, em que D, foi obtido da tabela de Tukey, com graus de liberdade

/Al

tendendo para o infinito (Banzatto & Konkra, 2006), podendo também ser

calculado pela expressio D, =z, /n; , em que z, € O quantil 100y% da
distribuigo normal padronizada e 7; € o numero médio das repetices dos

laboratérios no j-ésimo lote.

¢ A sigla NID significa normal e independentemente distribuido.
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Esse valor de r; foi comparado com a amplitude entre as repeti¢des de
cada laboratorio, em cada lote (Lrj,),, avaliando-se, entdo, quais laboratérios

tiveram repetibilidade aceitavel.

Um exemplo tedrico da organizag¢do dos dados e dos calculos auxiliares

para a avaliagdo da repetibilidade pode ser observada na Tabela 6.

TABELA 6 Exemplo teérico da organizagdo dos dados e célculos auxiliares
para a avaliagdo da repetibilidade nos resultados de um teste de
germinagio no j-ésimo lote com p laboratérios e trés repeti¢des

Lote Lab Rep Yy n, 5/,2- Lr, . 5;- D, T
1 Y
: 2 Y, n; Sju Lry,
3 Y,
7
j
1Y,
, 2 n, Sfp Lr,
3 Yjp3
Y, ,

w
* Um exemplo numérico pode ser observado no Anexo B (p. 212)

b) Reprodutibilidade
A variancia de reprodutibilidade representa uma medida da variabilidade

entre ¢ dentro dos laboratérios. Para o j-ésimo lote, o seu estimador pdde ser

obtido por meio da expressdo 8 (ISO 5725-2, 1994).

Sy =S:+S;, ®



em que Sfj =—4 7 ¢ o estimador da varidncia entre laboratorios;
n .
2 1 & (s =V = . .
Sy = o —l);n j,(Yj,‘ —Yj) ; sendo Y, o estimador da média geral de todas
J =

as observagdes e Y, o estimador da média do [-ésimo laboratdrio;

2 Z n
Dl 2"~
ny ==,
n.

7
=1

j.

(p

O limite critico R; de reprodutibilidade para cada lote foi estimado por
R, =S,,D;, sendo adotado o mesmo procedimento descrito anteriormente para a

repetibilidade, com a diferenca apenas de que a amplitude foi calculada entre os

laboratérios para cada repeti¢do LR, determinando, assim, quais lotes tiveram

reprodutibilidade aceitavel.

A sumarizagio das fases para a avaliagio da repetibilidade e
reprodutibilidade pode ser observada na Figura 20, e um exemplo tedrico da
organizagio dos dados e dos calculos auxiliares para a avaliagio da

reprodutibilidade pode ser observada na Tabela 7.
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Avaliar a repetibilidade e
reprodutiliblldade (recisio)
— r
Avaliar a repetbilidade Avaliar a reprodutibilidade
Variabilidade dentro des Variabilidade entre e dentro dos
laboratorios laboratrios
Limite critico Limite critico
.'" = SJ_]D] R: = SR_r'Df
Sim Sim
Laboratorios tem repetibilidade Lotes tem reprodutbilidade
aceitdvel aceirdwel

FIGURA 20 Resumo esquematico de avaliagdo da repetibilidade e da
reprodutibilidade para o j-ésimo lote.
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TABELA 7 Apresentagdo tedrica dos calculos auxiliares para a avaliagdo da
reprodutibilidade nos resultados de um teste de germinagdo no
Jj-ésimo lote com p laboratorios e trés repeticSes

Lote Rep. Lab. ) LR;4 53,- 52, S :Ze, D; R;

1 Y

1 v LR;,
p YJP'
1 Y

J 2 ... LR;
14 i
1 Y3

3 ... LR;;
p Yjp3

* Um exemplo numérico pode ser observado no Anexo B (p. 213)

c) Estatistica k de Mandel (&, ) e o valor critico (k)

Uma das medidas utilizadas para auxiliar na avaliagdo da precisdo dos
resultados foi a estatistica k de Mandel que, ap6s determinada, foi comparada ao
valor critico (k.), determinados para o j-ésimo lote por (ISO 5725-2, 1994):

S

ky =5 ©
kc = ’ n"F;‘“hv'h) (10)

VP + (=D
em que F,, ., ¢ 0 quantil 100(1-a)% da distribuigio F com 7, =(n, 1) e
7, =(p—1)n, 1) graus de liberdade, sendo »,0 numero de repeticdes € p 0

numero de laboratorios.
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d) Estatistica h de Mandel () e do valor critico (k)

A medida utilizada para avaliar graficamente a estimativa do viés dos
resultados foi a estatistica h de Mandel para o j-ésimo lote que foi obtida, bem
como o valor critico (A1), por (ISO 5725-2, 1994):

hjl - p(yjl. _Y,) ) 1)
= (?ﬂ ‘7; )2
(PJ 'l)’—’J
(p_l)t(a.q) (12)

\/p(t(za.r;) +p- 2)
em que 7, ., € o quantil 100(1-a)% da distribuigdo 7 de Student, com graus de
q (a.7)

liberdade 7= (p - 2).

Apos os calculos, foram esbogados os graficos dos valores de # e k para
cada lote e laboratério, como no exemplo da Figura 10 (subsegdo 4.8), e
comparados com os valores criticos para os niveis de significincia de 1% e 5%.

Exemplo tedrico da organiza¢io dos dados e célculos auxiliares para a

determinagéo dos valores de h e k podem ser observados na Tabela 8.
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TABELA 8 Exemplo teérico da organizagdo dos dados e calculos auxiliares
para a determina¢do das estatisticas h e k de Mandel nos
resultados de um teste de germinagfo no j-ésimo lote com p
laboratorios e trés repeti¢des

Lote Lab Rep Yuy Sy S, K Vi. hy
l Y; "
1 2 Yo Si L7 hji
3 Y
) Vj.
J
1
P § Sip kip hip
V.

* Um exemplo numérico pode ser observado no Anexo B (p. 214)

5.4.5 Comparagao dos métodos
a) Comparagdo da precisdo dos métodos dentro dos laboratérios

Foi calculada uma estatistica F,, para cada lote j=(1,2..,n;) ¢ feita a

comparagio com dois limites tabelados F e F, utilizando-se as

o rjsup 2
estimativas das varidncias da repetibilidade, considerando os dois substratos,

areia e papel (Lupin & Schouenborg, 2000):

SZ
—_a
F =t (13)
r2
F;ji“f = F;(l-a/z)")jl"'il} e F’U'WP =F;a/2’”jl-”,3=’

em que F,,,, ¢ o quantl 100(1-a)% da distribuigio F com

My=ppn, =1) e n,=p;n,-1) graus de liberdade, sendo 7, o nimero
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de repeticGes do método 1 no j-ésimo lote, p, o nimero de laboratérios do

método 1 no j-ésimo lote, a designagdo para o método 2 é equivalente.

Sendo as linhas de decisdo como seguem:

o se [ <F,<F, . nio ha evidéncias de que os métodos tenham

precisdes diferentes dentro de cada laboratério;

e Se 1~',j<F.

inr » N4 evidéncias de que o método 1 tenha precisdo superior
ao método 2 dentro de cada laboratdrio;

e Se F,j>F

isup » N4 €vidéncias de que o método 1 tenha precisdo inferior

ao método 2, dentro de cada laboratorio;

b) Comparagio da precisio geral dos métodos

Foi calculada uma estatistica F,;, para cada lote (j = 1,...,n) e feita a

comparagdo com os valores criticos, inferior e superior, similares aos
apresentados no item a, bem como as linhas de decis@o. A unica diferenga ¢ que
a interpretacdo foi feita para a precisio geral, sendo, entdo, utilizadas as
estimativas das varidncias de reprodutibilidade e repetibilidade dos substratos

areia e papel (Lupin & Schouenborg, 2000):

2 1 2 2 ] 2
Fp=| S, —{1-— |82 | /] 82, -] 1-—|s2, |, 14
’Rj ( " [ nkj’J 'Jl] { i ( ”kfz} ,,-] (9

e Frop =F

‘a/z"lﬂ "I/:; ?

Fjins = F;(I-a/!).qﬁ.’l,gl sip

em que F, ., ¢ o quantl 100(1-a&)% da distribuigio F, com
n,=(p, —1) e n,,=(p;, —1) graus de liberdade.

A sumariza¢do das fases de execu¢do para a comparagdo de métodos

pode ser observada na Figura 21.

70



Comparar 0s métodos

A 4

- .. Precisdo entre e dentro dos
Precisdo dentro dos laborawrios Jaboratorios (geral)
A y
Estatistica do teste Estatistica do teste

SZ 2 l 2 2 I 2
e

2

Fryig S Fy <

f)
jinf = ~ Rj Fstup ‘

Sim

Métodos no tm precises ciferontes entre e dentro dos
diferentes dentro dos laboratorios laboratdrios

FIGURA 21 Resumo esquematico da comparagio entre métodos para o J-
ésimo lote

5.4.6 Analise discriminante

Como foram selecionados lotes com niveis de qualidade diferentes,
utilizou-se a técnica de analise discriminante para averiguar, com base nos
resultados obtidos pelos laboratérios, a adequagdo da classificagdo feita a priori.
Assim, foram formados trés grupos, correspondentes aos lotes de qualidade

inferior, intermediaria e superior.
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A aplicagdo do método de Fisher’ foi dividida em quatro etapas,

considerando:

e trés grupos, denotados por 7; (lote inferior), 7, (lotes intermediarios) e z;
(lote superior),
* o vetor da m-ésima observagio (porcentagem de germinago) no i-ésimo

o® representado por X, e composto das medidas das r-varidveis
grup P im p

(repetigdes), logo X, =[X,, ... X, ] (Figura122);
G Amostras
rupo 1 r Ex: Vetor da observagdo 1 do grupo 1
1 X X —D
] X2 X, X, =[Xu| an]

FIGURA 22 Exemplo teérico da representagdo de um vetor de observagdo
gerado a partir de um banco de dados (um exemplo numérico
pode ser observado no Anexo B, p. 214)

7 Os passos € a simbologia (em negrito, para representar uma matriz ou um vetor)
utilizados estdo de acordo com Barroso & Artes (2003), com algumas adaptagdes para o
contexto deste estudo.

® Nzo ha correspondéncia direta entre a variavel Y (utilizada nas etapas anteriores) e a
varidvel X, no que tange a indicacdo do lote e/ou do laboratério. Ou seja, o valor, por
exemplo, da observagdo yi), ndo € igual ao da observagio x;), ja que a primeira
representa a porcentagem de germinagio do lote 1, laboratério 1 e repeticio 1 e a
segunda representa a porcentagem de germinagdo do grupo 1, laboratério 1 e repetigéo 1.
Por este motivo, elas foram indexadas com letras diferentes.

72



e cada grupo foi composto de n; observagdes r-variadas: X, X,,,..., X},
amostradas da populagio 7, X,,,X,,,...X,, da populagio 7, e
X, X5+ X;,, da populagdo 73;

o estimadores dos vetores de médias () denotadas por X,,X,, X

e estimadores das matrizes de varidncias e covaridncias (Z;) do vetor X

para os trés grupos, representados por ,,S,,S5;.

1° etapa: avaliagio da suposigdo de igualdade das matrizes de covaridncia

Para avaliar a suposigdo que §,=S,=S,, foi utilizado o teste de Box M,

sendo S, calculado como segue:

S; =nl lnzl(xim—ii)(xim_x’i)r’ (15)
i T L m=l

L

s 1 . . . s
emque X, = —ZX . € 0 estimador do vetor de médias do i-ésimo grupo.
n,’ m=1

2° etapa: determinagdo das fungdes discriminantes lineares de Fisher
As s fungdes discriminantes lineares de Fisher sdo determinadas por

meio de combinagGes lineares das varidveis em estudo e representadas por
T, =0I"X,emque u= 1, 2,..5",..., 5, sendo s =min(r,g -1), isto &, existem s

solugdes ndo-nulas de combinagdes lineares igual a0 minimo entre o nimero de
r varidveis e o mimero de grupos (g) menos 1 (Ferreira, 2008).

" A ideia inicial de Fisher (1938), para obter uma funggo discriminante 7,
foi estabelecer combinagdes lineares que maximizassem uma razéo em que 0

numerador era a soma das distincias ao quadrado entre as médias de T de cada

% Para maiores detalhes veja Anexo D.
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grupo e a média global de T e o denominador, a varidncia de 7. Ou seja, a razio
entre a variabilidade entre grupos e a variabilidade comum dentro de grupos,

representada por:

= , (16)

em que: X, =I"X, é o estimador da média de T para o i-ésimo grupo;

g —
X
i=1

X,=I'X ¢ o estimador da média geral de T, sendo X =

0Q |~

£
S; =1'S, 1 ¢ o estimador da varianciade T; S, = g; D(n -1)S; é

Zni -& =

i=l

o estimador de 2., ou seja, a matriz de variancias e covariancias combinada

e B, ¢ o estimador da soma de produtos cruzados: B, = "Z()? X)X, -X )T .

i=|

Logo, o problema em questio consistia em obter o vetor / que
maximizasse a expressdo (1.16), o que equivale & maximiza¢do de uma razio
entre formas quadraticas (Ferreira, 2008 e Barros & Artes, 2003). Dessa forma,

os vetores I, foram obtidos dos autovetores do sistema de equagdes
homogéneas:

(B,-AS,)1,=0 (17)
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Para solucionar este sistema, adotou-se a transformagdo linear

ndo-singular do vetor /,, dada por I, =S"?e, e pré-multiplicando-se o sistema

u

por S;'?, obtendo-se:
(5;2B,S;" - A4,1)e, =0 (18)

emque A, e e, sdo os autovalores e autovetores da matriz'® S;"*B,S;"

Calculados os autovetores, determinou-se o vetor de combinagio linear,

retomando-se a expressio /, = S,"’e, .

Assim, os coeficientes da primeira fungdo discriminante (/,) s&o os
elementos do autovetor padronizado de S;‘ﬁo, associado ao maior autovalor
dessa matriz.

Para determinar a segunda fungdo discriminante, deve se buscar o vetor /

que maximiza a referida razio sujeita & restricio Cov(/ X A X)=0,queéo
autovetor padronizado associado ao segundo maior autovalor de S;'Bo.

Generalizando, a s’-ésima fungdo discriminante € I,T.X , em que [.é o
correspondente  s’-ésimo  autovetor padronizado, sujeito  a condigé@o

CovlI X,I'X)=0,b<s".

3” etapa: regra linear de classificagéo

Considerou-se T o vetor de dimensdes s x 1, cujos elementos foram as s

funcdes discriminantes e X ;. o correspondente vetor de estimadores das médias

!

' As matrizes S;'B, eS,"*B,S;"* tém os mesmos autovalores ¢ os autovetores de

S;'B, sdo iguaisa S;'* vezes os autovalores de S;'B,S;'"* (Barroso & Artes, 2003).
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no i-ésimo grupo. A regra de classificagao consistiu em alocar X no grupo 7., Se

a distancia ao quadrado entre T, e X i, fosse menor que a mesma disténcia entre

TeX .7 » para todo izk, ou seja, alocar X em 7, se:

!

S

(-, ) =>[r(x-X)] sg[l,f(x -x)T. (19)

n=| u=l

Para todo i#k, em que [, € o u-ésimo autovetor padronizado de S;'f?o .

4" etapa: avalia¢do da funcéo de classificagdo

Para avaliar a fun¢do de classificagdo, foi utilizado o procedimento de
validagdo cruzada ou método Pseudo-Jackknife (Lachenbruch & Mickey, 1968),
para o calculo da taxa de erro estimada (TEE).

De acordo com Ferreira (2008), a idéia deste método é omitir uma

~ &g . . . . .
observagdo por vez das ZH n; originals na amostra de treinamento € estimar as

regras de classificagdo utilizando-se as Zf_l n,—1 observagdes remanescentes.

A observagdo omitida € classificada em um dos grupos. Como se sabe qual o
grupo foi originalmente amostrado, pode-se determinar, para cada grupo,
quantas observagdes foram classificadas corretamente. Monta-se, entdo, a
denominada “matriz de confusdo” (Tabela 9) e calcula-se a TEE a partir da

mesma:

TABELA 9 Exemplo de uma matriz de confusdo para trés grupos

grupo classificado Total
verdadeiro T 2 7
7) hy n; n;; m
<) ny n LX) ny
%) n3y N3 N33 n3
Total A Ay Ay N




A TEE geral foi calculada, entdo, da seguinte forma

"‘Znﬁ
TEE = —&—, (20)
n

em que n;; = niimero de observagdes de g; classificados em 7;; n, = numero de

observagdes classificadas em r,; »; = numero de observacdes em 7, €

n = numero total de observacdes na amostra.

Essa taxa de erro geral abrange todos os tipos de erros de classificagdo
que podem ocorrer, mas foi possivel estimar também a taxa de erro de qualquer
um dos grupos. Por exemplo, para calcular a TEE de se classificar uma

observagdo do grupo 7; no grupo 7, utilizou-se a seguinte expressao:

n.
TEE(jli)=—*,
n.

1

1)

Além disso, foi calculada a TEE de se classificar uma observagdo da
grupo 7, incorretamente, dada por:
. h-n
TEE()=—"%, (22)
A sumarizagio das fases de execugdo para a utilizagdo da técnica de
analise discriminante pode ser observada na Figura 23.
Um exemplo numérico de todos os passos apresentados para esta técnica

pode ser observado no Anexo B.
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y

Reavaliar o nivel de
qualidade do lote

I—. Andlise Discriminante

3 Grupos definidos

Lotes: inferior, intermediario, superior

v

Vetor das observagdes
Porcentagem de germinacao

X:n =[Ximl XimZ XimS]
v

Teste de Boxs M
S, = Sz = Ss

v
n—Zn Funcéo discriminante linear de Fisher
TEE= =l XI = I:X

Classificagdo - Validagdo Cruzada
Taxas de Erro

FIGURA 23 Resumo esquemdtico da técnica de andlise discriminante no
contexto de um processo de validagdo de método
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5.5 Rotinas no R

Para todas as analises estatisticas foram desenvolvidas fungdes
especificas no software R (R Development Core Team, 2008), no intuito de
facilitar a manipulagdo e a interpretagdo dos resultados ndo apenas para
estatisticos, mas para pesquisadores da area de sementes.

As fungdes foram estruturadas de tal forma que o usudrio deve entrar
apenas com um banco de dados inicial e, por exemplo, se for detectado um valor
discrepante pelo método de Hampel, o mesmo era retirado e um segundo banco
gerado automaticamente para a execugdo do teste de Levene. Novamente, se
algum laboratério for considerado como um outlier, um terceiro banco era
gerado para as etapas seguintes.

Para a comparago dos métodos, s3o necessarios os valores dos desvios
padrdes de reprodutibilidade e repetibilidade, bem como o numero de
laboratérios € um numero de repetigdes por lote. E gerado também,
automaticamente, um banco de dados ap0s a execugdo dessa etapa
correspondente.

Os nomes € os argumentos necessarios para cada fungdo podem ser

observados na Tabela 10.
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TABELA 10 Nome da fungio e argumentos necessarios, de acordo com a

técnica estatistica

Técnica Nome da fungdo Argumentos
- nome do banco de dados.
- n° de amostras simples;
Teste H FungdoTesteH - n° de sementes por amostra;
- fator de corregio (f)
- nivel de significancia.
Método de Hampel e Boxplot FuncdoHampelBXP - nome do banco de dados.
- nome do banco de dados
(pré-estabelecido*);
Teste de Levene FungioLevene - nivel de significancia;
- numero de vezes que o
procedimento  deve  ser
repetido.
Anélise de variancia Fun¢ioANAVA Eprné?:;:abi?ecgzt):? de dados
Repetibilidade, - nome do banco de dados
Reprodutibilidade Fun¢doRRhk (pré-estabelecido);
Valoresdehe k - grau de confianca.
- nome do banco de dados
Comparagio dos métodos FuncdoCompmetod  (pré-estabelecido);
- nivel de significincia.
Analise discriminante Fungdodiscrim - nome do banco de dados;

- probabilidades a priori.

' O banco de dados era gerado na etapa anterior, com um nome ja pré-estabelecido.

Exemplos de alguns relatérios gerados, tipo de banco de dados e os

comandos para execugdo da Fung¢doTesteH podem ser observados no Anexo E.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta se¢do sdo apresentados tanto os resultados obtidos nos
procedimentos iniciais no Laboratorio de Analise de Sementes (LAS) da UFLA
(1* etapa), como na aplicagdo do processo de validagdo nos oitos laboratorios

selecionados (2° etapa).

6.1 Seleciio de lotes de acordo com a homogeneidade - Teste H

De acordo com os resultados do teste H, cinco dos sete lotes avaliados
ndo apresentaram evidéncias estatisticas para rejeitar a hipotese de
homogeneidade do lote, a 1% de significdncia (Tabela 11 e Figura 24).

Estes cinco lotes foram selecionados atendendo ao critério de
homogeneidade dos lotes, que é um dos principios basicos da amostragem para

analise de sementes (Copeland & Liu, 2005).

TABELA 11 Resultados do teste H (H calculado e valor p) para os sete lotes de
sementes de nabo forrageiro

Lote H calculado valor p
1 -0,30 0,5731
2 5,58 <0,0001
3 -0,83 0,9125
4 0,52 0,2074
5 2,29 0,0151
6 3,21 0,0035
7 1,63 0,0417
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O lote é homogéneo?
SELECIONAR

Resultados do teste de germinacéo
para 7 lotes

Ndo

Teste H
valor p > 0,05?

Lotes 2 e 6 heterogéneos
"‘RETIRADOS"

Lotes 1,3, 4, 5 e 7 homogéneos
"CONTINUAM NO PROCESSO*

FIGURA 24 Resumo esquematico dos resultados do teste H, a 1% de
significancia

Para etapas posteriores, somente os lotes considerados homogéneos 1, 3,

4, 5 e 7 foram utilizados e renumerados de 1 a 5, mantendo-se a mesma ordem.

6.2 Caracterizagio dos lotes - Teste de germinacio inicial

Os resultados obtidos no teste de germinago indicam haver diferencas
estatisticamente significativas entre os efeitos dos lotes, tanto na utilizagdo do
substrato areia como papel, sendo aplicado o teste de Scott-Knott, a 5%
significancia. Esses lotes foram classificados, quanto ao nivel de porcentagem de
germinacdo, de acordo a qualidade fisiologica, em grupos: inferior, intermediaria

e superior (Tabela 12 e Figura 25).
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TABELA 12 Resultados médios'' (%) obtidos no teste de germinago inicial
com sementes de cinco lotes de nabo forrageiro para os métodos

areia e papel

Lote '‘Médias
Areia Papel
1 76a 75a
2 55¢ 44 ¢
3 76 a 70 a
4 66 b 57b
5 67b 67 a

' Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna néo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott, a 5% de significancia.

Caracterizar os lotes
Teste de germinagao inicial

Os efeitos dos lotes sdo
diferentes?
Teste de Scott-Xnott

Lotes4e5S -
"Qualid]-aocs iiferior" "Qualidade " Olmll-i(c)ltae;elsfl ; rior*
intermediaria” - P

FIGURA 25 Resumo esquematico do resultado do teste de Scott-Knott, 2 5% de
significancia

' No cilculo das médias apresentadas neste estudo foi utilizado o critério de
arredondamento estabelecido nas Regras Internacionais para Analise de Sementes
(ISTA, 2007b). Deve-se ressaltar que essa aproximagdo, para a Estatistica, €
desnecessaria e desaconselhavel, por provocar mudangas, algumas vezes significativas
num resultado de um teste.
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Apesar de a média do lote 5, para o métodos papel, ter sido considerada
estatisticamente igual a dos lotes 1 e 3, o mesmo foi classificado como nivel
intermedidrio, em razdo do resultado obtido na areia e por apresentar valor
médio de germinagdo entre 60% a 70%, proximo ao valor minimo para
comercializagdo de sementes da espécie Raphanus sativus, que é de 60% (Brasil,
2008).

A utilizagdo de lotes com niveis de qualidades diferentes no processo de
validagdo de métodos € necessaria porque o método ideal deve ser robusto para
suportar condigbes adversas de aplicagdo e também,ser preciso e exato (Waeny,
1980).

Ressalta-se que foram realizados mais dois testes de germinagdo com
objetivo de confirmar as classificagdo dos lotes encontrados nesse teste, mas

seus resultados ndo estdo sendo apresentados nesse trabalho.

6.3 Teste de germinacio nos laboratérios selecionados

Observa-se, pelo resultado geral dos oito laboratérios, que, para todos os
lotes no substrato areia, a média de germinagdo foi maior e o coeficiente de
variag@o foi menor em relagio ao papel (Tabela 13). Resultados similares, sob as
mesmas condigdes de teste, foram encontrados por Nery et al. (2007) e Nery
(2008).
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TABELA 13 Resultados médios (%) e coeficientes de varia¢do (%) obtidos no
teste de germinagio com sementes de cinco lotes de nabo
forrageiro para os métodos areia € papel

Sub Lab Lotel Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5

ubstrato  Lab. —5T~yT T cy 3y oV ¥y CV._ ¥ CV
1 89 490 55 833 87 654 64 091 80 3,31

2 94 487 62 652 95 161 78 518 87 2,90

3 98 0,59 64 631 9 000 8 1,18 92 0,00

4 94 281 62 795 94 3,07 71 1632 85 4,25

Areia 5 92 251 68 594 95 105 72 911 86 4,08

6 92 452 63 11,14 91 625 66 1808 79 5,80

7 91 634 61 867 93 3,11 69 825 85 0,68

8 93 569 63 1606 91 1238 79 1438 85 13,94

Geral 93 4,51 62 960 93 545 73 1290 86 6,31

1 88 455 53 17,02 8 283 59 11,29 83 552

2 91 496 56 88 94 106 61 14,13 B85 3,78

3 98 059 68 3,06 93 062 83 3,69 94 2,13

4 94 487 61 11,16 94 106 65 19,66 85 9,51

Papel 5 95 2,19 66 1061 9 159 81 744 93 4,06

6 92 349 61 434 84 955 68 1326 77 845

7 76 836 40 29,63 74 14,04 45 3747 60 20,88

8 95 1,05 64 827 95 161 77 852 8 0,66

Geral 91 7,78 59 1754 S0 9,19 68 2149 83 1395

Nos casos de espécies com nivel de domesticagdo inferior, ou com altos

indices de infestagio com microorganismos, segundo Ashton (2005),

recomenda-se a utilizagio do substrato areia, uma vez que este materal

possibilita maior taxa e velocidade de germinagdo. A maior velocidade de

germinag3o pode ser explicada por autores, tais como Lopes et al. (2005),

Pacheco et al. (2006) e Nery (2008), como sendo consequéncia da maior area de

contato da semente com a areia, 0 que propicia maior velocidade na absor¢ao de

agua. Da mesma forma, as menores médias de germinagao obtidas no substrato

papel parecem estar associadas, segundo Andrade et al. (2006), a uma menor

capacidade de retengdo de agua deste material ou a proximidade das plantulas no

substrato, o que pode facilitar a contaminagio por microrganismos.
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Para os dois métodos avaliados, o lote 2, de modo geral, apresentou
menores médias de germinacdo em relagdo aos demais lotes, o que corrobora
com a classifica¢@o estabelecida no teste de germinacao inicial, como sendo este
de qualidade inferior.

Em relagdo ao coeficiente de variagdo, de maneira geral, observam-se
maiores valores para os lotes 2, 4 € 5, que foram considerados em estados mais
avangados de deterioragdo. Resultados semelhantes foram encontrados por
Illipront Junior (1997), trabalhando com sementes de soja, que concluiu existir
maior variagdo individual de sementes em lotes com estados progressivos de
deteriorac@o em relagdo aos deteriorados ou aqueles de qualidade superior.

Este resultado era esperado também do ponto de vista estatistico, pois a
varidncia da proporgdo € fung¢do quadrdtica da prépria proporgdo (p), como

pode ser observado pela curva apresentada na Figura 26.

Var(p)

0.0 0.2 04 05 06 [12:} 10

FIGURA 26 Curva da varidncia, em fungio da proporgio
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Pode-se observar que, quanto mais proximo de 0,5 (50%), maior a
varidncia e, consequentemente, maior o coeficiente de variagdo.

Essas consideragdes acerca dos resultados podem ser verificadas
também por meio de uma inspegdo visual ao Boxplot (Figura 27). Observa-se a
menor variagio de resultados para os lotes 1 e 3, de qualidade superior.

Vale salientar que as taxas de germinag¢do encontrados nessa etapa pelos
oito laboratérios foram superiores as determinadas na etapa de caracterizagdo
dos lotes (Tabela 12). A baixa germinag#o na etapa anterior foi atribuida a uma
alta incidéncia de microrganismos, comprovada por uma elevada porcentagem
de plantas anormais infectadas nos lotes recém-colhidos. Ap6s um periodo de
armazenamento, observou-se redugdo dessa infestagdo, o que propiciou, por

conseguinte, elevagdo nas taxas de germinagdo nesta fase do processo.
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FIGURA 27 Boxplot de acordo com o método para cada lote (a) e
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6.4 Identificacio de valores discrepantes (outliers)

Para o método areia, foi identificado, pelo método de Hampel,
quantidade menor de outliers em relagio ao papel, trés e sete, respectivamente
(Tabela 14).

TABELA 14 Identificagio de valores discrepantes nos resultados do teste de
germinagio em sementes de nabo forrageiro, pelo método de
Hampel e do Boxplot para os métodos areia e papel

Método de Hampel Boxplot
Substrato Lote Lab Rep. Germ. Lote Lab. Rep. Gemm.
3 1 2 81 3 1 2 81
Areia 3 6 3 85 3 8 3 78
3 8 3 78 5 6 3 74
5 8 3 71
1 7 1 69 1 7 1 69
2 7 1 26 2 7 1 26
3 6 1 76 3 6 1 76
Papel 3 7 1 62 3 7 1 62
3 7 2 80 5 7 1 47
3 7 3 80 S 7 3 61
5 7 1 47

Para o substrato areia dos trés outliers identificados pelo método de
Hampel, apenas dois foram detectados também pelo Boxplot. J& para o papel dos
sete lotes detectados pelo Hampel, cinco sdo concordantes com o Boxplot. Esses
resultados reforcam as diferengas entre as duas técnicas apresentadas na
subsegdo 4.6.

Observa-se, ainda com base nos resultados, a elimina¢do de todas as
repeti¢des do laboratério 7 no lote 3 para o substrato papel. De forma geral, este
laboratério, principalmente para o substrato papel, obteve resultados bem

diferenciados dos demais (Figura 28), tendo sido, inclusive, identificadas
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algumas plantulas com danos de umidade, provocados, possivelmente, por

condi¢des inadequadas na realizagdo do teste de germinagao.
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FIGURA 28 Boxplot de acordo com o laboratério para os substratos areia
(a) e papel (b), com as médias representadas pelo simbolo ()
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6.5 Identificacio de outlier nas variancias
Para o método areia, foram identificados, pelo teste de Levene, outliers

nos lotes 3, 4 e 5 e, para o papel, apenas no lote 3 (Tabela 15).

TABELA 15 Resultados do teste de Levene, a 1% de significancia, para cada
combinacio de lote e substrato

Substrato Lote valorp Condicdo Indicacao
1 0,0915 Variancias homogéneas Continuar a analise
2 0,2698 Variancias homogéneas Continuar a analise
Areia 3 0,0099 Variancias heterogéneas Repetir o teste
4 0,0067 Varidncias heterogéneas Repetir o teste
5 0,0009 Variancias heterogéneas Repetir o teste
1 0,1419 Variancias homogéneas Continuar a analise
2 0,1602 Variancias homogéneas Continuar a analise
Papel 3 0,0073 Variédncias heterogéneas Repetir o teste
4 0,1268 Variancias homogéneas Continuar a analise
50,0399 Variancias homogéneas Continuar a analise

A principio, esses resultados parecem ser contraditdrios ou incoerentes
com toda a discussdo feita anteriormente, de que houve uma menor varia¢ao nos
resultados para o substrato areia, ja que foram identificados trés lotes com
variancias heterogéneas para este método e apenas um lote para o papel. De fato,
o que acontece é que comparagdes dessa natureza (entre medidas descritivas e
um teste estatistico) nio procedem, uma vez que medidas como coeficiente &e
variagio e desvio padrio s3o meramente descritivas e mostram apenas
tendéncias de comportamento. Além disso, seus valores sdo calculados
assumindo a hipétese de ndo haver diferencas entre laboratérios.

Ja o teste de Levene é um processo inferencial, em que estdo associados

grau de confianga e erros tipo I e II, € o que esta sendo testado € justamente se 0s
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laboratérios podem ser considerados, quanto d sua variagdo, homogéneos ou
nao.

No caso dos lotes 4 € 5, por serem considerados intermediarios, espera-
se que, na maioria das vezes, este tipo de lote apresente sementes em diferentes
estagios de deterioragdo, propiciando assim uma maior variagdo no resultados
entre repeti¢des e laboratodrios (Illipronti Junior, 1997).

Para cada lote em que foram identificados outliers, retirou-se o
laboratério com maior variancia e repetiu-se o teste de Levene e, com excegdo
do lote 4 — areia, para os demais lotes ndo foi rejeitada a hipétese nula de

varidncias heterogéneas nos laboratérios restantes (Tabela 16).

TABELA 16 Resultados da reaplicagdo do teste de Levene, 1% de significincia,
para as combinagGes de lote e substrato

- Laboratério
Substrato Lote valor p Condigao retirado
3 0,0198 Varidncias homogéneas 4e7
Areia 4 0,0080 Variancias heterogéneas 6
5 0,0845 Varidncias homogéneas 8
Papel 3 0,3372 Variancias homogéneas 6

No caso do lote 3 - areia, foram retirados, simultaneamente, os
laboratérios 4 e 7, por apresentarem varidncias iguais. Para o lote 4 — areia,
mesmo com a retirada do laboratério 6, foi necessdrio reaplicar o teste de
Levene pela segunda vez, sendo excluido também o laboratério 4 (Figura 29).
Finalmente, as varidncias dos laboratérios restantes para este lote foram
consideradas homogeéneas (valor p = 0,0145), salientando que sdo retirados
apenas os resultados dessas combinagdes lote-laboratdrio e ndo laboratério como

um todo.
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nas variancias?
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Teste de Levene para média
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5 combinagGes lote-laboratorio 1 combinacao lote - aboratorio
retirados retrado

FIGURA 29 Resumo esquematico dos resultados do teste de Levene para
os substratos areia e papel, a 1% de significincia

6.6 Analise de variincia
Com as retiradas de outliers, o delineamento experimental passou a ser
ndo balanceado. Logo, para a obtengdo dos quadrados médios, foram utilizadas

as somas de quadrados tipo III (Tabela 17).
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TABELA 17 Resumo da andlise de varidncia e teste de Shapiro-Wilk para a
variavel porcentagem de germinag@o em substrato areia e papel,
de acordo com oito laboratdrios, em ensaios com sementes de
cinco lotes de nabo forrageiro

Sub. Fonte de variagio G.L.  Quadrado médio F Valor p
Laboratério 7 122,8865 527  <0,0001
Lote 4 3.912,8757 167,94  <0,0001
Areia  Residuo 90 23,2987
C.V (%) 5,94
Shapiro — Wilk (valor p) 0,4583
Laboratorio 7 717,1304 19,05  <0,0001
Lote 4 4.588,0339 121,87 <0,0001
Papel Residuo 99
C.V (%) 7,78
Shapiro — Wilk (valor p) 0,0001

Pelos resultados da analise de variancia, para os dois substratos, foram
identificadas diferengas estatisticamente significativas entre os efeitos de
laboratdrios.

Algumas hipéteses podem ser levantadas para explicar tais diferencas
nos resultados, como, por exemplo, a alta variagio no estidio de maturagio das
sementes no momento da colheita, grande nimero de sementes imaturas, mal
formadas e chochas (Bittencourt et al., 1991). Uma possivel dificuldade na
analise e interpretagio do teste pelos laboratorios é o fato de ser uma planta
pouco avaliada e conhecida pelos mesmos ou, ainda, o excesso de
microrganismos, pois ja foi constatada alta associagdo entre patégenos e nabo
forrageiro (Nery, 2008). Ou, ainda, o fato de que nem todos os laboratdrios
selecionados sdo credenciados pelo MAPA ou tem um programa ativo de
controle de qualidade.

Ao contririo dos laboratérios, era previsivel a presenga de diferencas

estatisticamente significativas para o efeito dos lotes, ja que, por principio,
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inicia-se o processo de validagdo com lotes de qualidades diferentes (ISTA,
2007a).

Pelo teste de Shapiro-Wilk, a 1% de significincia, foi rejeitada a
hipétese de normalidade nos residuos para o substrato papel, o que pode ser
confirmado pela inspegdo visual do grafico dos residuos padronizados pelos
quantis tedricos (Figura 30). Observa-se que os maiores desvios de normalidade

encontram-se nas caudas inferiores.

Reslduos Padronizados

-2 -1 [v] 1 2
Quantis Tedricos

FIGURA 30 Graficos para a verificagdo das suposi¢des de normalidade dos
residuos para o substrato papel

6.7 Avaliacio da repetibilidade, reprodutibilidade e dos valores de h e k
1) Repetibilidade

No caso do substrato areia, comparando-se a amplitude de cada

laboratdrio (Lrj) com os limites criticos de repetibilidade por lote, grau de

confianga de 99%, pdde-se verificar que, com excegdo dos laboratdrios 4 € 7, em
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relag@o ao lote 3 e laboratorio 8 para o lote 5, todos os demais apresentaram

repetibilidade aceitavel (Tabela 18).

De fato, esses laboratorios que ndo apresentaram repetibilidade nio

tinham sido incluidos no célculo do limite critico, j4 que foram retirados da

analise em etapas anteriores, sendo reapresentado apenas para confirmar a

situagdo de ndo adequabilidade dos seus resultados, para os lotes mencionados,

no processo de validagao.

TABELA 18 Amplitude (Lrj,), limite critico, desvio padrdo de repetibilidade e

resultados da determinagdo da condigdo de repetibilidade (Re) ou
ndo (Nr) para os laboratdrios em cada lote no substrato areia

L. Lote
Laboratério ] 3 3 2 3
1 Lr il 8 9 3 1 5
Condig¢io Re Re Re Re Re
2 Lry 9 7 3 8 )
Condi¢do Re Re Re Re Re
3 Lrp 1 8 0 2 0
Condicéo Re Re Re Re Re
4 Lr. 41 5 9 5 21 7
Condicdo Re Re Nr Re Re
5 Lris 5 8 2 13 7
Condi¢do Re Re Re Re Re
6 Lrg 8 14 3 22 9
Condicio Re Re Re Re Re
2 Lry 10 10 5 11 1
Condi¢do Re Re Nr Re Re
8 Lryg 10 18 1 21 21
Condi¢do Re Re Re Re Nr
Limite critico 16,32 23,58 4,93 24,51 11,79
S, 4,05 5,85 1,34 6,08 2,93

Apesar de os laboratérios 4 ¢ 6, com relagdo ao lote 4, estarem na

mesma situagdo dos outros trés citados anteriormente, ainda conseguiram
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apresentar condi¢des de repetibilidade. A explica¢do parece estar associada a
alta variabilidade apresentada por este lote (Figura 28(a)).

Ja para o substrato papel, as excegdes foram os laboratérios 6 € 7, para o
lote 3, que também tinham sido retirados da andlise nas outras etapas

(Tabela 19).

TABELA 19 Amplitude (Lrj,), limite critico, desvio padrdo de repetibilidade €

resultados da determinagdo da condig¢@o de repetibilidade (Re) ou
néo (Nr) para os laboratérios em cada lote no substrato papel

L . Lote
Laboratdrio ] > 3 2 5
1 Lr, il 8 18 5 13 9
Condicio Re Re Re Re Re
’ Lry 9 9 2 17 6
Condicio Re Re Re Re Re
3 Lr;s 1 4 1 6 4
Condicdo Re Re Re Re Re
4 Lry; 9 13 2 25 14
Condicdo Re Re Re Re Re
5 Lr;s 4 13 3 12 7
Condicdo Re Re Re Re Re
6 Lris 6 5 16 18 13
Condi¢do Re Re Nr Re Re
7 Lr 0 1 18 31 11
Condi¢do Re Re Nr Re Re
3 Lr 2 10 3 13 1
Condicdo Re Re Re Re Re
Limite critico 12,33 22,34 6,00 38,64 19,74
Sr 3,13 5,66 1,49 9,59 5,00
2) Reprodutibilidade

Quanto as condigdes de reprodutibilidade, no caso do substrato areia,

comparando-se a amplitude de cada repeti¢do (LR, ) com os limites criticos por
p p P y p
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lote, grau de confianga de 99%, pdde-se verificar que todos os lotes

apresentaram reprodutibilidade aceitavel (Tabela 20). No caso do substrato

papel, a excegdo foi novamente o lote 4.

TABELA 20

Amplitude (Lrjk), limite  critico, desvio  padrdo

de reprodutibilidade e resultados da determinacio da
condi¢do de reprodutibilidade (Rr) ou ndo (NR) para os lotes
em cada repetigdo nos substratos areia e papel

Substrato Lote

Repeticdo Limite

Sr

! 2 3 critico

: Coﬁgi:;kéo o me R 164 420

2 c(,fgi"ao R B B9 5%

Areia 3 oo Re Re R 349 23
4 COﬁf}L‘so 2 mm 866

° Coﬁfii:ao o — 1820 452

: Colr;gi;kﬁo Ifr g Ilii 22,12 5,61

2 Coﬁfi;kao o B e ses

Fapel 3 ot R B R 1064 26
4 Coﬁfl%%o o 6046 1500

> Coﬁdﬁ?ﬁo 12{1- 12{?; g 36,13 9,16

3) Valoresde he k

Pela observagdo dos gréficos dos valores de h e k para o substrato areia

(Figura 31), venifica-se que os h e k criticos a 1% ndo foram ultrapassados,

evidenciando a

consisténcia dos resultados de cada lote por laboratério.
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Ocorreram apenas uma tendéncia a subestimagdo pelo laboratorio 1 e
superestimagio pelo laboratorio 3, comparados com a média geral, de acordo
com os valores de h ¢ maior variabilidade entre os lotes para o laboratdrio 8, de

acordo com os valores de k.
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FIGURA 31 Gréficos dos valores de h e k, para o substrato areia
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FIGURA 32 Graficos dos valores de h e k, para o substrato papel

Para o substrato papel verifica-se também que os h e k criticos a 1% ndo

foram ultrapassados (Figura 32), com tendéncia a subestimacgio dos resultados

pelos laboratorios 1 e 7, superestimagdo pelos laboratorios 3 ¢ 5, comparados
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com a média geral, baseado nos valores de h e maior variabilidade entre os lotes

dos laboratérios 1 e 7, de acordo com os valores de k.

6.8 Comparacio dos métodos
De acordo com o teste F, ndo existiram evidéncias estatisticas para
considerar diferencas na precisao nem dentro dos laboratorios € nem no geral,

para os dois métodos em cada lote (Tabela 21).

TABELA 21 Resultados da comparagio dos dois métodos pelo teste F, a 1% de

significancia
Comparagio Lote Substrato  F calculado F inferior F superior
1 AT 0.59 032 322
Papel
2 Areia 0.94 0,32 3,93
Papel
Dentro dos 3 e 123 0.25 4.07
laboratorios Papel
4 ARl 249 0,29 3,86
Papel
5 AT 2.92 0.30 347
Papel
1 Aiel 6.93 0.11 8.88
Papel
) Areia 6,68 0.11 8.88
Papel
Geral 3 Areld 1,34 0.07 14,94
Papel
4 HIGIS 339 0,10 14,20
Papel
5 s 481 0,11 10,79
Papel

Além dos resultados estatisticos, cada laboratorio preencheu uma ficha

de avaliagdo (Anexo A) na qual foram comparados os dois métodos, sempre
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indicando qual dos dois seria mais facil na execugdo de alguns procedimentos.
Para todas as respostas, o método papel foi eleito, pela maioria dos laboratérios,

como o mais facil (Tabela 22).

TABELA 22 Respostas para a ficha de avaliacdo sobre facilidade dos dois
métodos, de acordo com a etapa de execugdo

n° de laboratorios

Etapa

Areia Papel Ambos
Pré-montagem 0 7 0
Montagem 1 5 1
Manipulacdo 1 6 0
Avaliacdo 2 4 1

* Apenas um laboratdrio ndo enviou a ficha de avaliacio.

As principais dificuldades apontadas por alguns laboratérios foram: na
pré-montagem, o método areia foi de dificil manipulagdo e esterilizacdo; ja na
avaliagdo, o papel possibilitou maior incidéncia de fungos nas sementes.

Os comentérios gerais enviados pelos os laboratérios foram:

* “Embora o método papel tenha sido de mais facil montagem a
manipulagdo, observou-se que as plantulas estavam mais definidas
no meétodo da areia”;

e “Como as sementes estavam sem tratamento, durante a avaliagdo do
teste de germinagdo em papel, verificou-se uma maior contaminacio
de fungos™;

e “Para a nossa rotina, preferimos o papel, por questdo de facilidade™;

e “Para manipulagdo, a montagem em papel é mais facil. J& para

avaliagdo, € mais facil em areia.”



. an

6.9 Anilise discriminante

Os cinco lotes foram divididos em trés grupos, cada grupo
correspondendo aos niveis de qualidade: grupo 71 — inferior (lote 2); grupo 72 —
intermediario (lotes 4 € 5) e grupo 73 — superior (lotes 1 € 3).

Para a utilizagdo da técnica de analise discriminante, foram retirados, de
cada lote, os laboratorios que tinham sido considerados outliers pelo teste de
Levene.

Pelos resultado do teste de Box M, a 1% de significancia, para o método
areia (valor p= 0,1258) pareceu ndo haver evidéncias para rejeitar a hipétese de
igualdade das matrizes de varidncias e covaridncias, sugerindo a utilizagdo da
regra linear para a classificagdo. Ja no caso do papel (valor p = 0,0004), esta
hipétese foi rejeitada e a primeira indicagdo seria utilizar a funcdo quadratica
(Barroso & Artes, 2003).

Apesar dos resultados do teste de Box M, foram determinadas, para 0s
dois métodos, as fungdes discriminantes lineares de Fisher. A justificativa da
utilizag@o da regra linear, no caso do papel, serd apresentada posteriormente.

Para avaliar a fun¢io de classificagdo, foi utilizado o processo de
validagdio cruzada, obtendo-se as matrizes de confusio para os dois métodos
(Tabelas 23 e 24).

TABELA 23 Matriz de confusio com valida¢do cruzada — regra linear de Fisher,
para os resultados do teste de germinagdo em sementes de nabo
forrageiro, para o método areia

Grupq Grupo classificado total
verdadeiro T %) 5
(3] 8 0 0 8
o 2 8 3 13
7 0 0 14 14
Total 10 8 17 35
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Para 0 método areia, somente o grupo 2 apresentou taxa de erro de
classificagdo, o que era em parte esperado por serem lotes de qualidade
intermediaria (Illipronti, 1997).

Pelos resultados apresentados na matriz de confusdo para o substrato
areia (Tabela 23), verifica-se uma tendéncia do grupo 2, tanto a sub como a
superestimagio, uma vez que foram duas observagdes classificadas no grupo 1 e
trés no grupo 3. E, desses cinco valores confundidos, quatro deles sao
observagdes do lote 4, reforgando também o que ja foi dito sobre este lote, no
que se refere a sua alta variabilidade em relagdo aos demais lotes.

Para o método papel, a primeira consideragéo a ser feita € que a escolha
pela utilizagdo da regra linear em detrimento da regra quadratica vem do fato de
que a taxa de erro geral obtida foi menor, ja que, no caso quadratico, a TEE seria
igual a 46,15%.

Esses melhores resultados da regra linear, mesmo que as matrizes de
varidncias e covaridncias sejam diferentes, podem estar associados a desvios de
normalidade. De acordo com Johnson & Wichern (1998), a regra quadratica é
mais afetada pela falta de normalidade multivariada do que a regra linear. Ja o
método de validagdio cruzada, segundo Giri (2004), ndo ¢ muito sensivel a
viola¢do de normalidade.

Essa suposigdo de rejeigdo & hipotese de normalidade multivariada foi
verificada no caso do grupo 3 do método papel (valor p = 0,00001), pelo teste de
Shapiro Wilk multivariado de Royston (Royston, 1983), a 1% significéncia.

Comparando-se os dois métodos, verifica-se que os trés tipos de taxa de
erro para o substrato papel foram bem superiores a0 da areia, evidenciando um
fato ja constatado de uma variagdo maior dos resultados obtidos no papel.
Segundo Ferreira (2008), o desempenho de uma regra de classificagdo depende

das distancias dos grupos e essa distdncia depende da variabilidade. Quanto



menor for a dispersdo do grupo, menores serdo os emos de classificagdo
incorreta.

Pode-se observar que, independente do método, o grupo 2 apresentou as
maiores taxas de erro de classificagéo, o que parece estar associado a uma maior
dispersdo nos resultados obtidos num lote de qualidade intermediaria. Como
afirma Ferreira (2008), “por melhores que sejam os métodos matematicos uma

boa regra de decisdo dependera de outros fatores exégenos ao controle.”

No geral, foi possivel sustentar a confirmagdo da classificagio feita a
priori, dessa forma os métodos puderam ser considerados de fato robusto, por

discriminar os lotes com diferentes niveis de qualidade.

6.10 Discussido geral

Para os dois métodos, os resultados indicaram que os procedimentos
forneceram exatiddo, robustez, reprodutibilidade e repetibilidade. Assim, numa
avaliacdo global, em termos estatisticos e considerando o nivel de significancia
de 1% para todos os testes e anilises, verifica-se que métodos com a utilizagdo
dos substratos areia e papel, temperatura alternada 20°-30°C, podem ser
validadas para o teste de germinagio em sementes de nabo forrageiro
(Figura 33).
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Avaliar a repetibilidade Avaliar as estatisticas Reavaliar o nivel de

¢ reprodutibilidade (precisio) k e h de Mandel qualidade do lote
A Y
A maioria dos laboratdrios
apresentou repetibilidade No geral, taxas de erro de
aceitavel Os valores de k e h ndo classificacdo baixas
-1 ultrapassaram os valores - .
Amaioria dos lotes : criticos de 1% : | Confirmada a classificagao
apresentou : ; dos loes
reprodutbilidae aceitivel |: :

beneeg - »Tem Exatidao,

RODUSTOZ 7 e canepmmenncenencnnnn :
AV ALIAR

Os indices de preciséo
para os dois métcdos
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similares
Os métocdos podem ser
VALIDADOS

FIGURA 33 Resumo esquematico dos resultados para avaliagdo da exatiddo,
precisio e robustez no processo de validagdo dos métodos que
utilizam substratos areia e papel, temperatura alternada 20°-30°C,
para o teste de germinagdo em sementes de nabo forrageiro

Em termos fitotécnicos, observou-se que a eficiéncia do método depende
do nivel de deterioracgdo do lote. Aqueles de qualidade intermediaria apresentam
maior variagdo de resultados entre e dentro dos laboratérios. Mas, apesar de ndo
ter apresentando, como dito, diferengas estatisticas entre os dois métodos, parece

haver uma preferéncia dos laboratorios pelo uso do substrato papel.
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Outra consideracdo a ser feita ¢ quanto & utilizagdo do nivel de
significdncia de 1% em detrimento, por exemplo, de um valor mais tradicional,
como 5%. A justificativa estd associada ao fato que, no processo de validagéo, o
controle do erro tipo I € importante e necessirio, mesmo ocasionando um
aumento no erro tipo II. Além disso, para a maioria dos testes estatisticos, existe
uma dificuldade metodoldgica de definir o erro tipo II.

Nesse contexto de validagdo, deve-se diminuir o risco de considerar que
um laboratdrio ou método estejam fora do padrdo quando de fato ndo estejam,
isto €, rejeitar hipoteses nulas, como os laboratérios tém repetibilidade, os
métodos tém mesma precisdo, quando elas sdo verdadeiras. Por isso, a opgdo de
tornar os testes mais conservativos'” .

Para o teste Scott-Knott, apresentado na segdo 6.2, optou-se por
considerar o nivel de significincia de 5%, tornando o teste mais liberal'.
Naquele contexto, um maior controle do erro tipo II era importante, ji que
caracterizar o lote com um determinado nivel de qualidade, sem que de fato seja
a classifica¢do verdadeira, pode até mesmo inviabilizar o processo de validag3o.

Como dito, ter lotes com caracteristicas diferentes é um pré-requisito para este

tipo de processo.

'2 Um teste é conservativo quando o erro tipo I é controlado de forma excessiva,
aumentando-se a taxa de erro tipo II e diminuindo-se o poder do teste (Carmer &
Swanson, 1973). Em um teste conservativo, a probabilidade de se encontrar um
resultado significativo falso (erro tipo I) € inferior ao valor a estabelecido (Snedecor &
Cochran, 1980).

1> Um teste € liberal quando se aumenta a taxa de erro tipo I, diminuindo a taxa de erro
tipo II e aumentando o poder do teste (Machado et al., 2005).
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7 CONCLUSOES

As técnicas estatisticas propostas contribuem para a melhoria e o
aperfeicoamento das analises no processo de validagéo, no sentido de que:

e o teste de Levene para média permite identificar alguns laboratorios

discrepantes que no sio considerados no uso do teste de Cochran;

e a determinagdo dos limites criticos de repetibilidade e reprodutibilidade
permite afirmar mais pontualmente que laboratérios e lotes tém essas
condigGes satisfeitas;

e quanto aos seus indices de precisdo, os métodos de germinagio podem
ser comparadas, com base em resultados de um teste estatistico;

e a técnica da Analise Discriminante auxilia o processo de validagdo de
método, sendo instrumentagio de confirmagio dos resultados obtidos
nos laboratorios relativos a classificagio de um lote quanto ao seu
potencial de germinagdo. Pode-se entdo considerar este resultado como
um indicativo que o método a ser validado seja de fato robusto, por

discriminar lotes com diferentes niveis de qualidade.

O controle da taxa de erro tipo I, em todos os testes estatisticos, €
determinante para a viabilidade do processo de validagdo de método.

Por fim, tanto no aspecto fitotécnico como no estatistico, os métodos
para o teste de germinagdo em sementes de nabo forrageiro com a utiliza¢do dos
substratos areia e papel temperatura alternada 20°-30°C podem ser consideradas
validadas, pois a anélise dos resultados obtidos em oito diferentes laboratorios
confirmaram que os mesmos apresentarem exatiddo, precisdo (repetibilidade e

reprodutibilidade) e robustez.
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CAPITULO3
ENSAIOS DE PROFICIENCIA
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1 RESUMO

O ensaio de proficiéncia é um dos tipos de programas interlaboratoriais
que permitem determinar o desempenho de um laboratério por meio de
uma comparagio que utiliza medidas em materiais homogéneos, ou
similares, em pelo menos dois laboratérios, sob condigdes
predeterminadas. Na 4rea de sementes, para o processo de manutengdo do
credenciamento ou acreditagio, a International Seed Testing Association
(ISTA) exige a participagdo dos laboratérios de sementes credenciados em
ensaios de proficiéncia. A técnica estatistica utilizada pela ISTA na avaliagdo
dos resultados de um ensaio de proficiéncia é o método do Z-score. O problema
de pesquisa abordado neste capitulo foi investigar e avaliar técnicas estatisticas,
além do método do Z-score, que pudessem ser adequadas para analisar os
resultados de ensaios de proficiéncia na area de sementes. Foram avaliados
entdo trés procedimentos: método Campos, analise de agrupamento €
analise generalizada de Procrustes. Para gerar o banco de dados foram
realizadas trés simulagdes, cada uma representando os resultados de um
teste de germinagdo com doze laboratorios participantes. Esses doze
laboratérios formaram uma composi¢io de dois grupos discrepantes em
relagdo a algum(ns) pardmetro(s) estatistico(s), como a média e a matriz
de varidncias e covariancias. No caso do método do Z-score, foram
calculados, para cada laboratério e simulagdo, a precisdo e a exatiddo, e
atribuido uma classificagio ¢ uma nota. No método Campos também
foram calculados para cada laboratério e simulagdo a precisdo e a
exatidio e atribuido um selo. Na analise de agrupamento foram
construidos dendrogramas e calculadas as correlagdes cofenéticas para
cada simulagio. Na andlise generalizada de Procrustes, para cada
simulagio foram construidos elipses de confianga de 95%. As trés
técnicas propostas, no geral, conseguiram distinguir os dois grupos,
mostrando-se como potenciais procedimentos para a uttilizagdo em
ensaios de proficiéncia na area de sementes. O método do Z-score ndo
conseguiu separar adequadamente os grupos, sendo necessarios maiores
estudos para avaliar o desempenho deste procedimento nas situagdes
simuladas.
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2 ABSTRACT

Proficiency test is a type of inter-laboratory program that allows
determining the performance of a laboratory by comparing to at least
other two laboratories through measurements in homogeneous or similar
materials under predetermined conditions. In the area of seeds, for the
process of maintaining accreditation, the International Seed Testing
Association (ISTA) requires the participation of accredited seed
laboratories in proficiency tests. The statistical technique used by ISTA for
the assessment of proficiency test results is the Z-score method. The research
problem approached in this chapter was to investigate and assess statistical
techniques, besides the Z-score method, that would prove adequate to analyze
the results of proficiency tests in the area of seeds. Therefore, three
procedures have been evaluated: Campos method, Cluster Analysis, and
Generalized Procrustes Analysis. In order to generate the database three
simulations have been carried out, each representing the results of
germination test with twelve participating laboratories. The twelve
laboratories were arranged in two discrepant groups regarding some
statistical parameter(s) such as variance and covariance average and
matrix. In the case of Z-score method, precision and accuracy were
calculated for each laboratory and simulation, and rating and grade were
attributed. In the Campos method, precision and accuracy were also
calculated for each laboratory and simulation, and a label was attributed.
In the grouping analysis, dendrograms were built and cophenetic
correlations were calculated for each simulation. In the Generalized
Procrustes Analysis, confidence ellipses of 95% were built for each
simulation. The three proposed techniques, in general, managed to
distinguish the two groups, presenting themselves as potential procedures
to be used for proficiency tests in the area of seeds. The Z-score method
did not manage to adequately separate the groups, and further studies
become necessary to assess the performance of that procedure in the
simulated situations.
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3 INTRODUCAO

A participagio dos laboratérios em programas interlaboratoriais € um
dos mecanismos de controle de qualidade dos seus resultados previstos na NBR
ISO/IEC 17025 (Association of Analytical Communities, AOAC, 1993). Estes
tipos de ensaios comparativos podem auxiliar os laboratdrios na detecgéo e, por
conseguinte, na corregdo de possiveis fontes de erros. Esses erros podem ser
aleatorios ou sistematicos, provenientes de deficiéncias nos procedimentos de
analise, nos equipamentos e nos analistas, dentre outras fontes.

De acordo com a indicagio dessa mesma norma, para garantir a
qualidade dos resultados de um laboratério, os mesmos devem ser provenientes
de um método validado, seguido da estimativa da incerteza de medic&o, ou seja,
de uma avaliag3o da exatidao e precisio.

O ensaio de proficiéncia é um dos tipos de programas interlaboratoriais
que permitem determinar o desempenho de um laboratério por meio de uma
comparagio que utiliza medidas em materiais homogéneos, ou similares, em
pelo menos dois laboratérios, sob condi¢des predeterminadas.

Para o processo de manutengdo do credenciamento ou acreditagéo, a
International Seed Testing Association (ISTA) exige a participagdo dos
laboratérios de sementes credenciados em ensaios de proficiéncia.

O objetivo dos ensaios de proficiéncia da ISTA ndo ¢ identificar os
melhores laboratérios de analises de sementes no mundo, mas sim destacar
aqueles que ndo satisfazem ao desempenho minimo, que € razoavel esperar de
um laboratério credenciado e determinar se estdo, de fato, tomando acgdes
corretivas para que seu desempenho atinja, pelo menos, o nivel minimo (ISTA,
2007).
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A técnica estatistica utilizada pela ISTA na avaliagdo dos resultados de
um ensaio de proficiéncia ¢ o método do Z-score. Em outras areas (quimica,
meio ambiente, solos, etc.) sdo utilizados, além desse método, procedimentos
estatisticos, como, por exemplo, os métodos da elipse de confianga de Youden
(Olivieri, 1988) e do Profert (Oliveira et al., 1995).

Atualmente, no Brasil, a Rede Metroldgica RS e a Lanagro/RS vém
desenvolvendo um programa de ensaio de proficiéncia em sementes de soja,
com os seguintes itens de ensaios: analise de pureza e determinagio de outras
sementes por numero (determinagdo do numero total por categoria e
determinagdo do nimero por espécie). O desempenho de cada laboratério sera
avaliado também pelo método do Z-score (Rede Metrologica, 2008).

O problema de pesquisa abordado neste capitulo foi investigar e avaliar
técnicas estatisticas, além da método do Z-score, que pudessem ser adequadas

para analisar os resultados de ensaios de proficiéncia na area de sementes.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Programas interlaboratoriais: aspectos gerais

De acordo com a norma Associagio Brasileira de Normas Técnicas,
ABNT NBR ISO 9000 (ABNT, 2000), qualidade pode ser definida como sendo
a totalidade das propriedades e das caracteristicas de um produto ou servigo que
lhe conferem aptidio para satisfazer as necessidades implicitas ou explicitas dos
clientes.

No caso do laboratorio de sementes, o servigo prestado ¢ a avaliagdo da
qualidade de sementes, por meio de procedimentos de anilise, até a emissao do
respectivo boletim de anélise.

De acordo com a legislagdo pertinente, para proceder as analises, 0s
laboratérios baseiam-se nas Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992), que
se fundamentam na uniformidade dos procedimentos e especificam os diferentes
métodos de anélises que devem ser empregados, os tamanhos maximos para 0s
lotes de sementes, o peso minimo da amostra média ou submetida e da amostra
de trabalho e a utilizagdio de tabelas de tolerdncia para os diferentes tipos de
testes em sementes (Zorato, 2005).

No que tange as tabelas de tolerdncia', calculadas por Miles, em 1963,
os laboratérios fundamentam-se nas mesmas como um método estatistico para
controle interno de qualidade em testes de rotina, bem como para comparar
resultados de diferentes laboratérios, uma vez que € possivel garantir que os

resultados estejam dentro dos padrdes exigidos pela RAS.

14 As tabelas de tolerancia determinam a amplitude toleravel para as diferencas entre
repetigdes de um teste com (1-a) de confianga, ou seja, no caso do teste de germinagao,
s3o equivalentes as amplitudes de intervalos de confianga unilateral ou bilateral para a

propor¢ao.
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Contudo, no calculo dessas tabelas, levou-se em consideragio apenas a
varia¢do aleatoria das amostras obtidas em diferentes laboratérios e, de acordo
com os estudos de Jorgensen et al. (1992), a variagio entre testes de germinagdo
conduzidos no mesmo laboratdrio ndo pode ser explicada exclusivamente pela
variagdo ao acaso da amostragem.

Miles (1963), citado por Oliveira & Cicero (1996), afirma que as
diferengas significativas dos resultados no teste ou entre testes de germinagio
podem ter como causas: o acaso, deficiéncia de equipamentos, incluindo
variagdo de ambiente dentro do germinador, deficiéncia de método, deficiéncia
técnica, erros ou inconsisténcia na distingdo entre plantulas normais e anormais,
fungos e bactérias, produtos quimicos nas sementes, contagens ou registros
imprecisos, amostragem ndo casualizada das sementes para o teste ¢ mudanga na
porcentagem de germinagéo entre os testes.

Em consonincia com essas afirmagdes, Rennie & Tomlin (1984)
observaram que variagoes ocorridas em testes de germinagdo podem ser devido
as diferengas normais de amostragem, ou dos procedimentos e condigdes para o
teste, ou, ainda, as variagdes nas avaliagdes entre analistas. Esses mesmos
autores verificaram também, em seus estudos, que a variagio de resultados entre
laboratdrios foi maior que a variag@o entre repeticdes ou entre testes, em um
mesmo laboratorio.

Nesse sentido, a participagdo dos laboratorios em trabalhos de
comparagdo pode auxiliar na busca de fontes de erros, para elimina-los ou
minimizar seus efeitos, podendo, assim, auxiliar o controle interno de qualidade
laboratorial (Chui et. al., 2004).

Segundo Olivieri & D’elia (1996), citados por Campos (1998), os
programas interlaboratoriais devem permitir aos laboratérios participantes a

comparagd@o dos seus resultados, para verificar se a exatiddo e a precisdo obtidas
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em seus processos metrologicos sdo coerentes com os resultados de outros
laboratérios que atuam em um mesmo setor tecnologico.

As comparagdes interlaboratoriais s3o utilizadas para determinar
caracteristicas de métodos, materiais ou laboratérios. Se o interesse for conhecer
caracteristicas de métodos, é necessario utilizar materiais adequados e
laboratérios competentes para realizar as medigdes propostas. Se o problema €
atribuir valores para certificar materiais de referéncia, o estudo devera ser
apoiado por laboratérios confidveis de mais alta qualidade metrologica. Por
outro lado, ndo é certo avaliar o desempenho de laboratérios, a menos que
estejam disponiveis amostras homogéneas a serem distribuidas para laboratérios,
utilizando-se de métodos validados (Chui et al., 2002).

Pelo relatado, o termo “Programa Interlaboratorial” ¢ muito abrangente.
O planejamento, a organizagdo, a operacionalizagdo € a interpretagdo dos
resultados dependem da finalidade a que se destinam, resultando, por

conseguinte, na utilizagdo de diversas técnicas estatisticas para avaliagdo dos

resultados (Quadro 3).
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QUADRO 3 Tipos de programas interlaboratoriais (PI), descri¢iio e técnicas
estatisticas associadas

. Objeto de . Técnicas
Tipos de P1 estudo Descrigio estatisticas
Avaliagdo do desempenho
de laboratérios,
Ensaios de . . reconhecimento formal da Método do
x Laboratdrio . ..
proficiéncia sua competéncia técnica Z-score
para um determinado
ensaio
Compatibilizagio .. Comparagio dos resultados Meétodo da Elipse
Laboratério . de Confianga de
de resultados entre laboratdrios
Youden
Estudo de precisdao
de métodos — Método Avaliagdo do desempenho ANOVA/ISO
estudo de um método 5725
colaborativo
Cenlﬁc?gao de . Estimativa do. valor real ANOVA/ABNT/
materiais de Material de uma ou mais amostras
i . - ISO 35
referéncia em um material
Calibragado de
Calibraciio Equipamento equipamentos, utilizando Método do erro
¢ quip padrées ou materiais de normalizado
referéncia
Visa o aprimoramento das
técnicas operacionais, . .
orientando os laboratérios Método da Elipse
.. .. de Confian¢a de
Aferigdo . participantes a atentarem ao
. . Laboratadrio X . Youden
interlaboratorial método, a calibragdo ou
aferi¢do do 1n§trumental, Método Profert
bem como treinamento do
operador

Fonte: Quadro adaptado de Chui (2006).

As técnicas estatisticas identificadas no Quadro 3, para cada tipo de
programa interlaboratorial, sdo os padrdes utilizados na maioria das analises,
mas ndo sdo unicas, podendo acontecer algumas alteragdes e ou adaptagdes, de

acordo com a conveniéncia do estudo. Outro ponto importante a ser ressaltado ¢é
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que, em quaisquer das situagdes mencionadas, 0 mais complexo numa analise €
determinar quais valores devem ser designados para as avaliagdes estatisticas
dos resultados oferecidos pelos laboratérios participantes de um programa de
comparagio interlaboratorial. Como valor designado entende-se aquele que
melhor estima o valor verdadeiro (AOAC, 1993).

Geralmente, em ensaios de proficiéncia, estes valores séo estabelecidos
como os "verdadeiros”, pelo 6rgdo competente que o patrocina. Os laboratorios
que se submetem ndo questionam os valores designados utilizados na avaliagio
estatistica, por entenderem que a entidade que oferece o programa esteja
imbuida de sua autoridade. J4 no caso da compatibilizagdo de resultados, estes
valores podem ser estabelecidos por consenso.

Nos programas para certificagdo de materiais de referéncia, geralmente,
sdo escolhidos os laboratérios de maior hierarquia na escala metrologica, ou
seja, laboratorios de metrologia, de instituigdes piblicas reconhecidas, ou
especialistas que podem demonstrar sua capacidade metrolégica.

A principio, ndo existem os valores verdadeiros e, nio havendo critério
suficiente para defini-los, utilizam-se, por consenso, a meédia € 0 desvio padrdo
do conjunto de resultados apresentados pelos laboratérios, correndo-se 0 risco de
aceitacdo de quase todos eles (tanto faz usar, por exemplo, o método do Z-score
como a Elipse de Confian¢a de Youden). De acordo com Wong (2005), muitas
variaveis influenciam estes valores, como, por exemplo, numero de
participantes, homogeneidade dos itens de ensaios distribuidos, precisdo dos
métodos e repetibilidade dos resultados dos laboratdrios.

Enfim, pode-se dizer que todos os programas citados tém o propdsito de
avaliar o desempenho de laboratérios. O que distingue uma situagdo da outra sdo
os objetivos para os quais a avaliagdo se propde. Nesse trabalho, o programa
interlaboratorial proposto seguiu as caracteristicas de um ensaio de proficiéncia

para area de sementes.
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4.2 Ensaios de proficiéncia

Apesar de existirem varios tipos de programas de ensaios de
proficiéncia, como descrito no ABNT ISO/IEC guia 43-1 (ABNT, 1999), todos
possuem uma caracteristica em comum: os resultados de um laboratério de
ensaio sdo comparados com aqueles obtidos por um ou mais participantes do
programa (AOAC, 1993).

Os beneficios advindos da insergdo neste tipo de programa
interlaboratorial incluem que o laboratério participante dispde de uma avaliagio
externa regular e independente da qualidade de seus resultados, podendo
comparar o seu desempenho com o de outros laboratorios semelhantes e os
dados obtidos podem servir de subsidio para a implementagdo de agdes
preventivas para a melhoria dos procedimentos do laboratério (Instituto
Nacional de Metrologia, INMETRO, 2005)

No ensaio de proficiéncia, os materiais enviados aos laboratérios devem
ser estaveis e homogéneos, para que qualquer variabilidade significativa
observada ndo seja atribuida aos mesmos.

No caso da area de sementes, a ISTA promove ensaios de proficiéncia
que sdo realizados por escopo'’. Os laboratérios credenciados da drea sdo
obrigados a participar, sendo permitida também a adesdo voluntiria de
laboratérios credenciados em outros escopos que queiram aferir-se, bem como
os ndo credenciados (ISTA, 2007).

Outra caracteristica dos ensaios de proficiéncia da ISTA é que sdo

realizadas pelo menos duas avaliagGes anuais, sendo cada uma delas chamada de

15 Escopo - Define as atividades de um laboratério para o qual demonstrou a sua
competéncia e que sdo abrangidas por um sistema que proporciona confianga na
capacidade do laboratério para cumprir os critérios estabelecidos. O escopo do
credenciamento € um resumo do trabalho do laboratério, mas detalhado o suficiente para
tornar a distingdo entre os seus diferentes elementos. E baseada em métodos e espécies
individuais ou grupos de espécies, conforme o caso (ISTA, 2007).
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rodada. Para o teste de germinagdo, geralmente, realizam-se trés rodadas por ano
e a avaliagdo final é feita no periodo de trés anos, ou seja, a cada rodada, o
laboratério vai acompanhando o seu desempenho, recebendo classificagbes
parciais e, ao final, ainda recebe uma classificag@o geral.

Nos ensaios de proficiéncia da ISTA, o procedimento estatistico
utilizado ¢ o método do Z-score. Assim, a proposta deste trabalho foi verificar se
outras técnicas estatisticas poderiam auxiliar e/ou aperfeicoar a analise dos
resultados de um ensaio de proficiéncia na 4rea de sementes. Para tal, foram
avaliados mais trés procedimentos: método Campos, analise de agrupamento €
analise generalizada de Procrustes. O primeiro foi proposto, inicialmente, para a
avaliagdo de um programa interlaboratorial na area de solos e os outros dois s@o
técnicas multivariadas usados em diversos contextos (Figura 34).

Vale ressaltar que é possivel utilizar o contexto multivariado no ensaio
de proficiéncia, no sentido de que, para cada laboratério, sempre s&o distribuidas
duas ou mais amostras e essas podem ser tratadas como as varidveis

explicativas.
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Programas Interleborat ariais

Desemp enho dos
Métodos validados labo?atérios

Ensaios de Profidénda
na area de sem entes

Mgt eriais similares Contrale de qualidade

h 4 y

Padrao ISTA — Proposta do trabalho

M#éodo do Z-score

h 4

Método Campos (1S98)

y

Analise de Agrup am ento

Analise Generalizade de
Procrustes

A 4

FIGURA 34 Resumo esquemdtico das técnicas estatisticas utilizadas na
avaliagdo de um ensaio de proficiéncia na drea de sementes
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4.3 Método do Z-score

A técnica de Z-score é adotada quando se deseja avaliar o desempenho
técnico de laboratorios, principalmente em ensaios de proficiéncia, fornecendo
boa indicagdo da competéncia analitica do laboratorio. O principio deste método
¢ calcular Z-scores baseados na determinagdo do valor de referéncia aceito,
representado pela estimativa da média, apés a retirada dos valores discrepantes
(ISTA, 2007).

Com os valores do Z-scores sio calculados os indices de viés, precisdo e
exatiddo para cada laboratério (Figura 35).

A avaliagdo de desempenho do laboratério, por exemplo, para o teste de

germinagdo, segue o seguinte critério: |Z|< 2 indica desempenho satisfatério; se
2<|Z|<3, o desempenho é questionavel e, quando |Z|23, o desempenho ¢

considerado n3o satisfatorio.

No programa do ensaio de proficiéncia da ISTA, estes critérios sdo
adaptados, pois, a cada rodada, sdo enviadas trés amostras para cada laboratério,
senso assim somados os Z-scores calculados para cada uma delas e atribuida a
seguinte classifica¢@o:

» A - soma absoluta do Z-scores < 3,5;

» B- 3,5 <soma absoluta do Z-scores < 5,3;

> C-5,3 <soma absoluta do Z-scores<7,0 ¢

» BMP (below minimum performance) - soma absoluta do Z-scores > 7,0.
Estas classificagdes s@o convertidas em “notas”, em cada rodada e a

classificacdo, ao final de seis rodadas, fica definida como descrito na Tabela 26.
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Ensaios de Proficiénda
na irea de sementes

y A

Método do Z-score Métcdo Campos A‘Q‘ﬁfﬁ&fm GPA

1

lldentifimr val
™ discrepantes

Determinar
Z-scores

Calcular viés,
Lyl precisioe
. exatiddo.

Atribuir notas e
. classificacio

FIGURA 35 Esquema de um ensaio de proficiéncia na area de sementes, com
énfase no Método do Z-score

TABELA 26 Classificacéo geral de todos os testes, baseados nas notas apds 6

rodadas
Class:?;:gzo por Nota atribuida Intervalo Classificagao geral
A 5 28-30 A
B 4 21-27 B
C 3 16-20 c
BMP 0 Abaixo de 16 BMP

Fonte: The ISTA Proficiency Test Program (ISTA, 2007).
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4.4 Método Campos

O método denominado Campos, neste estudo, se refere a proposta
metodoldgica estatistica apresentada por Campos (1998). De fato este autor, ja
tinha realizado algumas alteragdes no método originalmente denominado de
PROFERT, proposto por Oliveira et. al. (1995).

Segundo Campos et. al. (1999), o método do PROFERT pode ser
utilizado para avaliar resultados de um programa de controle de qualidade das
analises de laboratérios de solos, por meio de técnicas da estatistica basica.

Nos estudos de Campos (1998), foram comparados os métodos de
Waeny e PROFERT, associados ao método grifico da elipse de confian¢a de
Youden em dois conjuntos de dados: um ensaio real e outro simulado no
contexto de um programa interlaboratorial na area de solos, sendo verificada
uma maior adequagdo nas situagdes propostas do método PROFERT em
detrimento das outras duas técnicas.

O método PROFERT baseia-se em propriedades da distribuigdo normal
de probabilidade, para a construgdo de faixas de confianga para mediana
(considerada como valor de referéncia), obtendo-se a estimativa da exatiddo de
um laboratério. A precisio pode ser determinada por meio de um indice de
imprecisdo, de acordo com um intervalo de confianga para a razdo de varidncias.

No PROFERT, a exatiddo e a precisdo sdo quantificadas, sendo
considerados exatos todos os laboratérios que possuam, pelo menos, 67% de
exatiddo e precisos se apresentam também, no minimo, 67% de indice de
precisdo. Ao final, recebem uma atribui¢do de selos com os seguintes critérios:
nenhum selo, se forem inexatos; selo prata, se forem exatos, porém, imprecisos €

selo ouro, classificados como exatos e precisos (Figura 36).
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FIGURA 36 Esquema de um ensaio de proficiéncia na drea de sementes, com
énfase no método Campos

4.5 Analise de agrupamento

Segundo Mingoti (2005), o objetivo da anélise de agrupamento ¢ dividir
os elementos de uma amostra ou populagdo em grupos, de forma que os
elementos pertencentes a um mesmo grupo sejam similares entre si com relagdo
as varidveis avaliadas e as observagdes em grupos diferentes sejam heterogéneas
para estas mesmas caracteristicas.

Nenhuma suposi¢do ¢ feita a respeito do numero de grupos ou de sua
estrutura. Assim, o principio dessa técnica ¢ agrupar elementos de acordo com

suas similaridades.
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Para esse procedimento, é necessario definir, primeiro, as medidas de
similaridade ou de dissimilaridade que serdo utilizadas. Se as medidas forem de
dissimilaridade, quanto menores os seus valores, mais similares sdo os
elementos que estio sendo comparados. A segunda etapa se refere a
determinagio do método de agrupamento.

Existem diversos tipos de medidas de dissimilaridade, e a escolha por
uma delas depende de alguns fatores, dentre eles, o tipo de variavel em estudo.
No caso das varidveis quantitativas, podem ser utilizadas, por exemplo, distancia
de Minkowsky, distincia generalizada ou ponderada, distdncia euclidiana e
distdncia Manhattan ou quarteirdo (city block), sendo essas duas ultimas casos
particulares da distdncia de Minkowsky.

De acordo com Ferreira (2008), a distdncia euclidiana ¢ apropriada para
os casos em que os grupos de varidveis possuem escalas similares, pois, caso
contrario, varidveis com maior variabilidade irdo dominar a classificagdo das
distancias. No contexto de um ensaio de proficiéncia, as medidas das variaveis
(amostras) sempre tém a mesma escala.

Quanto aos métodos de agrupamento, existem também diversos tipos € 0
pesquisador deve decidir qual o mais adequado a0 seu proposito, uma vez que
diferentes técnicas podem levar a diferentes solugdes (Souza et al., 1997).
Segundo Bussab et al. (1990), todos os métodos baseiam-se um duas ideias
basicas: coesdo interna dos elementos e isolamento externo entre 0s grupos.

Os métodos de agrupamentos sdo divididos em hierarquicos e néo
hierarquicos. Segundo Rencher (2002), nos métodos ndo hierarquicos, o numero
de grupos deve ser definido previamente ¢ os elementos sdo alocados de forma
otimizada; ja os hierdrquicos sdo aqueles em que os elementos sao classificados
em grupos em etapas diferentes, ou seja, de modo hierarquico, produzindo,

como resultado final, um grafico denominado dendrograma (Figura 37). Os
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dendrogramas apresentam os elementos e os respectivos pontos de jun¢io ou de
divisdo dos grupos formados em estagio (Ferreira, 2008).

Um método hierdrquico ¢ dito aglomerativo quando o processo de
agrupamento inicia-se com g grupos, cada um contendo um dos elementos e

termina com um tinico grupo formado por todos os elementos.

20
N

Medida das dislancias
10

- |
] ] 3 2 3
Grupos

FIGURA 37 Exemplo de um dendrograma para o método de agrupamento
hierarquico aglomerativo com cinco laboratérios, a partir dos
dados de um teste de germinagio

As técnicas aglomerativas mais utilizadas sdo: métodos do vizinho mais
proximo, do vizinho mais distante, da ligagdo média, do centroide, da mediana e
de Ward. Néo existe uma recomendagdo especifica sobre qual método é o mais
adequado para um conjunto de dados, mas, de acordo com Totti et al. (2001), o

método da ligagdo média é bastante utilizado.

136



Uma das formas de escolher o método de agrupamento pode ser por
meio de comparagio dos valores da correlagdo cofenética, isto €, o método
selecionado serd aquele que apresentar a maior correlagdo cofenética. Essa
correlagio ¢ uma medida da qualidade do ajuste, pois mede o grau de
preservagdo das distdncias emparelhadas pelo dendrograma resultante do
agrupamento em relagdo as distancias originais (Ferreira, 2008).

A determinagdo do numero final de grupos também € uma etapa
importante no procedimento de agrupamento, ou seja, apesar de o método
aglomerativo terminar sempre com a formagdo de um unico grupo, essa pode
ndo ser a jungdo ideal ou natural. Mingoti (2005) afirma que, em termos de
variabilidade, no estagio inicial tem-se a parti¢io com menor dispersdo possivel,
ja que todos os grupos tém um unico elemento. Logo, a varidncia de cada um
deles ¢ igual a zero e, no estagio final, tem-se a maior dispersio interna possivel.

Desse fato decorre a necessidade de buscar uma parti¢do natural dos
elementos, estabelecendo um ponto de corte. Um critério que vem sendo
utilizado é o proposto por Mojena (1977), que leva em consideragdo a média € o
desvio padrio das distdncias para a determinagdo de uma regra de decisdo
(Figura 38).

Em sihtese, a utilizagdo da técnica de andlise de agrupamento para
analise dos resultados no contexto de ensaio de proficiéncia parece ser
apropriada, uma vez que os laboratérios que apresentem desempenhos similares
devem se agrupar naturalmente e, por conseguinte, devem formar grupo(s)
isolado(s) os de piores desempenhos. Quanto ao tipo de agrupamento, pelo
exposto, o hierarquico aglomerativo pode ser indicado, porque, de fato, os
laboratérios nio estariam reunidos em grupos pré-estabelecidos e té-los
inicialmente em grupos separados, verificando passo a passo as jungdes, pode

ser mais adequado.
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FIGURA 38 Esquema de um ensaio de proficiéncia na area de sementes com
énfase na analise de agrupamento

4.6 Andlise generalizada de Procrustes

Desenvolvida em meados de 1970, a analise generalizada de Procrustes
(cuja sigla em inglés é GPA) surgiu para resolver um problema puramente
matematico e acabou tendo enorme impulso pela sua aplicagdo pratica,
particularmente no campo da anélise sensorial (Ferreira & Oliveira, 2007).

No contexto da GPA (Gower, 1975) ha sempre trés elementos presentes:
os individuos, os objetos e as varidveis. Por exemplo, para a andlise sensorial,

geralmente, os individuos s@io os provadores, os objetos sdo os alimentos e as
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variaveis sdo os atributos desses alimentos (sabor, aroma, etc.). Fazendo um
paralelo para um ensaio de proficiéncia na area de sementes, os individuos
podem ser considerados como sendo as repeti¢des de um determinado teste, 0s
objetos, os laboratorios e as varidveis, as amostras. Portanto, assim como a
anélise sensorial busca, por meio da sensiometria, caracterizar um grupo de
alimentos ao longo dos provadores, a GPA, neste contexto, busca caracterizar os
laboratérios ao longo das repetigdes.

A GPA, em linhas gerais, procura ajustar os dados vindos de vérios
individuos para obter uma configuragdo de consenso, minimizando as diferengas
geométricas. Para tal, todos os m conjuntos de dados sio simultaneamente
transladados, rotacionados e multiplicados por um fator de escala, enquanto um
critério de qualidade de ajuste € otimizado (Ferreira et al., 2008).

Um dos resultados da GPA é um plano-resposta que € formado por dois
eixos principais representando combinagdes lineares das varidveis em que os
objetos foram originalmente avaliados. Esse plano mostra cada objeto como um
ponto (Ferreira & Oliveira, 2007).

Ferreira et al. (2007) verificaram, em seus estudos, a importincia de
determinar uma distdncia minima significativa entre objetos no plano-resposta,
sendo, entdo, pfoposta por esses autores a estimagdo de uma regido de confianga
ao redor de cada ponto (objeto) via técnica de reamostragem Bootstrap. Nos
casos em que ocorria a intersegfio entre elipses, um teste de hipoteses Bootstrap
era entdo estabelecido para decidir a significincia sobre a distancia euclidiana
entre tais pontos (Ferreira & Oliveira, 2007).

Logo, parece promissora a proposigéo do uso dessa técnica para analise
dos resultados de um ensaio de proficiéncia, uma vez que € razoavel supor que
laboratérios (objetos) que tenham desempenhos similares serdo identificados

pelas intersegdes entre as suas elipses e, por conseguinte, os mais discordantes
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ficardo geometricamente distantes dos demais, com um determinado grau de

confianga pré-estabelecido (Figura 39).
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FIGURA 39 Esquema de um ensaio de proficiéncia na drea de sementes com
énfase na GPA
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5 MATERIAL E METODOS

Nesta se¢do sio apresentados os procedimentos utilizados para a geragdo
do banco de dados, bem como a descri¢io metodologica das técnicas estatisticas

adotadas nesse estudo.

5.1 Dos dados

Como nio houve tempo habil para a coleta de dados reais, foi feita a
opsdo pela utilizagdo de um exemplo ilustrativo com dados simulados. Deve-se
ressaltar que o procedimento de simulacio utilizado aqui ndo se presta a
comparagio entre métodos, quando entdo simulagdo implica em reamostragem.
Nesta tese, simulagio é um procedimento que gera uma massa de dados apenas
para efeito ilustrativo. Ainda deve se salientar que esta geracdo de dados
ilustrativos utilizou valores de pardmetros condizentes com a realidade, como
sera explicitado a seguir. Assim, para gerar o banco de dados, foram realizadas
trés simulagdes, cada uma representando os resultados de um teste de
germinag¢do com doze laboratérios participantes.

Esses doze laboratérios formaram uma composi¢do de dois grupos
discrepantes em relagdo a algum(ns) pardmetro(s) estatistico(s), como a média e
a matriz de varidncias e covaridncias. Para a definicdo dos paridmetros da
simulagdo, foram utilizados os resultados de germinagdio de alguns lotes ¢
laboratérios selecionados do capitulo 2 (Figura 40).

O grupo 1 foi composto por dez laboratérios € o grupo 2, por apenas
dois laboratérios. A determinagio do nmimero de laboratdrios por grupo foi
estabelecida por uma decisdo empirica, ja que, num ensaio de proficiéncia,
espera-se que os resultados de laboratérios credenciados ndo sejam muito

discordantes. Assim, foram inseridos apenas dois laboratérios com alguma
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medida de discrepancia para avaliar se as técnicas seriam adequadas para

detectar tais diferencas.

Selecdo doslotes e laberatérios do capitulo 1
Defini¢do dos grupos
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FIGURA 46 Resumo esquematico da selegio do laboratdrios e lotes do capitulo
2, para a determinag@o dos pardmetros das simulagdes
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O critério para a escolha dos lotes foi baseado no principio, ja
comentado anteriormente, de que o grupo 1 ficasse discrepante do grupo 2.
Logo, para o primeiro grupo, optou-se pelos lotes que foram caracterizados, no
capitulo 2, como de qualidade superior (lotes 1 e 3) e, para o outro grupo, foi
selecionado o lote considerado inferior (lote 2). Quanto aos laboratdrios, foram
selecionados os quatros primeiros que finalizaram as suas analises.

Escolhidos os lotes e os laboratérios do capitulo 2, foram calculadas as
médias e as matrizes de varidncias e covaridncias para a defini¢do dos
parametros das simulages, considerando as trés repeti¢oes, denominadas, neste

contexto, de amostras (Tabelas 27 e 28).

TABELA 27 Propor¢des médias de germinagdo das trés amostras, para 0s
grupos 1 e 2, de acordo com os dados do capitulo 2

Grupo Amostra
1 2 3
1 0,94375 0,93712 0,94137
2 0,63875 0,63750 0,62250

' Os dados nio foram simulados na forma percentual.

TABELA 28 Variancias e covaridncias das trés amostras, para os grupos 1 e 2,
de acordo com os dados do Capitulo 2

Grupos Amostra 1 Amgstra 3
1 0,00136 0,00064 0,00077
1 2 0,00162 0,00108
3 0,00136
1 0,00792 -0,00001 0,00149
2 2 0,00890 -0,00010
3 0,00767

*Para cada grupo, os valores da diagonal correspondem as variancias e 0s
demais valores as covariancias, por exemplo, Cov(a,,a,)=-0,00001.
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Com os pardmetros iniciais definidos, foram geradas as trés simulagdes,
sob as seguintes condigdes:
e simulagdo 1: médias iguais entre os dois grupos e matriz de
variancias e covariancias diferentes;
e simulagdo 2: médias diferentes e matrizes de varidncias e
covaridncias iguais entre os grupos;
e simulagdo 3: médias e matrizes de varidncias e covaridncias

diferentes.

As simulagdes foram realizadas considerando, para o i-ésimo grupo

(i=1,2), a varidvel aleatéria porcentagem de germinagio como normais

multivariadas ¥, ~ N(u;,Z,), em que ¥; é a matriz de propor¢io de germinagio
com dimensdes vxg, sendo v=n,p (n, é o nimero de repetigdes € p € o nimero
de laboratorios) e ¢ o numero de amostras; #; € o vetor de médias das ¢
amostras e 2., ¢ a matriz de varidncias e covariincias das g amostras.

Apesar da recomendagdo da ISTA (2007) para a realizagdo de seis
rodadas nos ensaios de proficiéncia, neste estudo foi considerada apenas uma
rodada, pois nio teria sentido pratico utilizar, nas simulagdes, os mesmos

parametros estatisticos para a gerag@o dos resultados das demais rodadas.

5.2 Das técnicas estatisticas

Foram estabelecidos quatro procedimentos estatisticos para avaliar o
desempenho dos laboratérios nesse ensaio de proficiéncia simulado: o método

do Z-score, o método Campos, a andlise de agrupamento e a anélise generalizada

de Procrustes. A porcentagem de germinagio (Y ) foi a variavel aleatoria em

estudo.
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Os procedimentos, com exce¢do da analise generalizada de Procrustes,

foram descritos em forma de etapas apenas para fins didéticos.

5.2.1 Método do Z-score

Para calcular os indices de viés, exatiddo, precisdo de cada laboratério
utilizando o método do Z-score, foi seguida a metodologia adotada nos ensaios
de proficiéncia da ISTA (2002):

1° etapa: identifica¢do de valores discrepantes (outliers)
Nesta etapa, o laboratério foi considerado como outlier, se a estimativa
da sua média, numa determinada amostra (a-ésima amostra), ndo estivesse

contida num intervalo de confianga para a mediana dado por:

ICoyy = [Ya - S;’ata/z-.n)?zz + S;ta(a/2;'7):]’ (23)
em que 170 ¢ o estimador da mediana para a variavel aleatéria porcentagem de
germinagdo (Y); S; é o estimador do desvio padrio dos valores acima da

mediana; !

sty © © quantil 100(1-a/2)% da distribuiggo t de Student com

graus de liberdade 7=(n, — 1), sendo n,, o numero de laboratérios que t€m

valores acima da mediana, ¥ ¢é o grau de confianga € a = (l - 7) .

Um exemplo tedrico da organizagio dos dados e dos calculos auxiliares

para esta etapa do método do Z-score pode ser observado na Tabela 29
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TABELA 29 Exemplo tedrico da organizagio dos dados e calculos auxiliares
para a identificagdo de valores discrepantes pelo método do Z-
score nos resultados de um teste de germina¢io em g amostras
com p laboratérios

Amostra 1 Amostra g
Lab  Média Meédia
I ¥, ¥,
p YI P }_,‘ll’
Mediana - }7,, f’, ?q
Desvio padrio (acima da mediana) - S, S, S;

* Um exemplo numérico pode ser observado no ANEXO B (p. 220)

2 ? etapa: determinagéo do Z- score

Considerando  apenas os laboratérios aceitaveis, ou seja,
desconsiderando os outliers, em cada amostra foram calculados os valores de Y,
(estimador da porcentagem média de germinagio da a-ésima amostra) e S,

(estimador do desvio padrdo da a-ésima amostra).
Em seguida, foi calculado o Z- score para cada laboratério numa

determinada amostra (Z,,), inclusive para os valores discrepantes, de acordo

com a expressdo (24).

z,= LYS_—Y) 24)

em que ¥, é o estimador da porcentagem média de germinagdo do /-ésimo

laboratorio na a-ésima amostra.
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3 ® etapa: classificagdo numa rodada
A classificagdio dos laboratérios com as designagdes A, B, C ou BMP foi
feita de acordo com as regras da ISTA (Tabela 26, segdo 4.3), somando-se 0 Z
score absoluto de todas as amostras:
q
|Z, = ZZaI’ (25)
a=1
em que g € o nimero de amostras.

Com o valor de Z,, foi atribuida & nota ny,: 5, 4, 3 ou 0, para cada

laboratério, também de acordo com as regras da ISTA para apenas uma rodada.
4 * etapa: calculo do viés

Para o calculo do viés de cada laboratério foi determinada a média do

Z- score utilizando a expressao (2.4).

y, == (26)

Para valores de ¥ superiores a 1,5 recomenda-se que o laboratorio revise

todos os seus procedimentos (ISTA, 2002).

5 * etapa: célculo da precisdo
A medida da precisdo para o /-ésimo laboratério foi determinada em
fungdo do viés e do Z-score, de acordo com a expresséo (27).

q

(Zal - VI )2

P=d= — @7
q
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6 ? etapa: calculo da exatiddo
A medida da exatiddo do /-ésimo laboratorio foi obtida, em fungdo do

viés e da precisdo, pela expressio (28).
EP =) +(B"Y (28)

Para 0,000 < E,(’ )< 1,499, o laboratdrio teve exatiddao considerada como

aceitével,; paral,500<E!) <1,999, critica e para E")>2,000, inaceitivel

(ISTA, 2002).

Um exemplo tedrico da organizagio dos dados e dos célculos auxiliares,
bem como a sumarizagdo das fases para a aplica¢do do método do Z-score, pode

ser observado na Tabela 30 e na Figura 41, respectivamente.

TABELA 30 Exemplo tedrico da organizagdo dos dados e calculos auxiliares

para determinag&o do Z-score (| Z, |), viés (¥,), precisdo (P,(') ) e

exatiddo (E,(')), pelo método do Z-score, nos resultados de um

teste de germinagdo em g amostras com p laboratdrios

v, PO g

Amostra ] ... Amostrag <
>z, 1z

Lab Z-score Z-score oo
1 Zy, Z, Z, 1 Z, | 14 P,(,) E,U)
p Z, qu z, 1Z, | Y, P:S,) EA(PI)
Média - ¥, y, Y,
Desvio padrdo - S, S S,

* Um exemplo numérico pode ser observado no Anexo B (p. 221-222)
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Método do Z-score

Varidvel aleatdria

I > Porcentagem de germinacio

'

Calcular a média

Y

Existem valores discrepantes?

Retirar do calculo da média e
IC para mediana

do desvio padrédo

Calcular a médiae o
desvio padrdo

Determinaro Z-score

) T,

Qual é a classificagdo? Calcular o viés —»  Calcular a precisdo
Eanota?

A-notas Qual é a classificacdo
quant a exatiddo?

B-notad < .

Aceitavel
C-nota3

Crritico
BMP-nota0 |« .
Inaceitavel

FIGURA 41 Resumo esquemdtico do método do Z-score no contexto de um
ensaio de proficiéncia

149



5.2.2 Método Campos (1998)

Para calcular a precisdo e a exatiddo de cada laboratério, utilizando o
método Campos, foi seguida a metodologia adotada por Campos (1998), com

algumas adaptac¢des para o contexto deste estudo.

1  etapa: identificar valores discrepantes (outliers)
Para identificar e eliminar os outliers, foram utilizadas estatisticas
robustas, especificamente os quartis € o intervalo interquartilico para k-ésima

repeti¢@o e a-ésima amostra

. B. - B -
(};ak)OJS --z—a(ak);)?ak)o.ZS '*'Ea(ak))a (29)

~

em que Y, € o estimador do quantil para porcentagem de germinagdo com

frequéncia de 25% acima (3° quartil), )"(‘,,‘.)o_75 € o estimador do quantil com

~ ~

frequéncia de 75% acima (1° quartil), 8,y =¥ 1y '}iak)ws € o estimador do

intervalo interquartil; B € definido como sendo d, =B -1, paraB>0.

Fazendo d, variar de 0 a 9, e consequentemente B variando de 1 a 10, foi
considerada como outlier toda a determinago que tivesse discrepéncia'® d, > 2,

-

. . . 5 - 32
ou seja, que estivesse fora do intervalo (};a“ms —% (ak);},(ak)0.2$+55( d)),

devendo ser retirado para o procedimento da 2* etapa.

'® A medida de discrepancia para uma determinagio Y indica que ¥ ndo ¢ aceito como
sendo um valor proximo do verdadeiro valor que, neste caso, ¢ a mediana, isto é, Y ndo é
um valor aceitavel para a caracteristica em questio (Campos, 1998).
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Neste caso, entendeu-se como determina¢do de ¥ como sendo Y, , que

¢ porcentagem de germinagdo da k-ésima repeti¢do do /-ésimo laboratdrio na

a-ésima amostra.

Um exemplo tedrico da organizagio dos dados e dos célculos auxiliares

para esta etapa do método de Campos pode ser observado na Tabela 31.

TABELA 31 Exemplo teérico da organizagdo dos dados e calculos auxiliares

para a determinagdo dos limites inferiores e superiores e valores

de d; pelo método Campos, nos resultados de um teste de
-‘ p . -

germinagdo em g amostras com p laboratorios € n, repetigoes

Amostra 1 Amostra g
Repetigao Repetic¢do
B
1 2 ... n a B 1 2 ... n a
Li Li
1 Ls 0 1 Ls 0
Li Li 1
Ls Ls
Li Li
10 Ls 9 .. 10 Ls 9
)‘}(Ik)DJS );(P" Jo.75
‘(u)o.zs )‘;(pk)o.zs
%) Spt)

* Um exemplo numérico pode ser observado no Anexo B (p. 223-224)

2 * etapa: calculo da medida de discrepéncia d,

a) Foram estabelecidos intervalos de confian¢a para a mediana da k-ésima

repeti¢do e a a-ésima amostra:

151



(Lil"le ) U(LiZ’ 's2 )

. - - . (30)
(Yak —(B+DS, s Yo — BSmd(ak)) b (Yak +BS, iy Yo +(B+ DS itat) )’

5

5 . . . TSy . . .
em que ¥, € o estimador da mediana; S, ., =,|—. % ¢ o estimador do desvio
2

nak

padrdo da mediana, sendo S>, o estimador da varidncia, #, o novo tamanho da

amostra ap6s a retirada dos outliers na 1° fase (n, <n_,), com n, sendo o

numero de observagdes iniciais.

b) Foi determinado o valor de outra medida de discrepancia para a determinagio

0,seB=0

. Assim, fazendo d, variar de 0 a 9,
B-1,seB>0

de Y, denominada d, ={

cada determinagdo de Y recebeu uma classificagdo, de acordo com o intervalo

em que estivesse contido.
Um exemplo tedrico da organizacdo dos dados e dos calculos auxiliares

para esta etapa do método de Campos pode ser observado na Tabela 32.
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TABELA 32 Exemplo tedrico da organizag¢@o dos dados e de calculos auxiliares
para a determinagdo dos limites inferiores € superiores e valores
de d,, pelo método Campos, nos resultados de um teste de

germinag¢do em g amostras com p laboratorios € n, repeti¢oes

Amostra 1 Amostra g
Repeticdo Repeti¢ido
B d, B d
1 2 ... n 1 2 .. n

L;; Ly

0 Ly=1L; 0 0 Ly=Lp 0
L,-g Ls.’
Ly Ly

9 LS]= L,-g 10 9 L51= L,'g 10
.L,g Ls.’

Y;k oo };k

Sy :k

n; P ... n.qk

Smd(lk) cee S,,.d(qk)

* Um exemplo numérico pode ser observado no Anexo B (p. 225)

3 ? etapa: calculo da exatiddo
Ap6s o calculo de d; e d, foi proposto o célculo da exatiddo do /-ésimo

laboratério como segue:

7

(18n)’

em que 7, é a soma das discrepancias d; e d; de todas as repeti¢des (n,) e

3D

E™ =100% -

amostras (¢) numa tnica rodada; », é o nimero de resultados total (7,g).
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4 * etapa: calculo da precisdo
Para determinar a precisdo do /-ésimo laboratdrio, foi necessaria a
utilizagdo de trés medidas auxiliares: varidncia minima inerente, variincia

observada e imprecisao, como descrito a seguir.

a) Variancia minima inerente — variancia das determinagdes em que a soma das

discrepancias d, com d, era igual a zero

2
min(a)

Foi calculado primeiro o efeito para cada amostra ( ) e, depois, o

efeito geral (2, ) .

. |3

2

Zy%__i__

r =l n,
e m-1 (32)
o -2
. ZnaSmin(a)
Snin ==F——, (33)

em que n, (1< n,< ng) serd o numero de determinagdes em que a soma das

discrepéincias d, € d, ¢ zero para a-ésima amostra.

b) Varidncia observada — varidncia para cada laboratorio com os dados de todas

as amostras, independente das discrepancias d, e d,

2 a=) k=) n, ' (34)
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¢) Calculo do indice de imprecisido

-

S 1
[ =h| 20— 35
) < T (35)

min a(n .1, )

em que #(-) representa o maior inteiro menor que o argumento; F, . €0

quantil  100(1-a)% da distribuigdo F com 7 =(n-1) e

4
7= (Zna - 1) graus de liberdade.
a=]

d)Precisio:

P = 100_(‘{1';&] (36)

5 * etapa: classificagio dos laboratérios

O laboratério foi considerado exato e preciso se os valores de E;" e
P | respectivamente, tivessem sido superiores a 67%'’, recebendo a seguinte

classificagdo por selos:
> nenhum selo — inexatos e imprecisos;
> selo bronze'® — inexatos e precisos;
> selo prata — exatos e imprecisos;
>

selo ouro — exatos e precisos.

17 O valor determinado como limite para a exatiddo e precisdo (67%) foi resultado de
discussdes e de um consenso entre profissionais das areas de estatistica e de fertilidade

dos solos (Campos, 1998).
18 Esta classificagdo com atribuigdo do selo bronze ndo existia na proposta original de

Campos (1998).
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Um exemplo teérico da organiza¢io dos dados e dos calculos auxiliares
para as etapas de 3 a 5 do método de Campos, bem como a sumariza¢do dos
procedimentos, pode ser observado na Tabela 33 e na Figura 42,

respectivamente.

TABELA 33 Exemplo teérico da organizag¢do dos dados e calculos auxiliares
para a determinagio da exatiddo (E,(")) , da precisdo (P;(") ) eda

classificacdo dos laboratorios pelo método Campos nos
resultados de um teste de germinagdo em g amostras com p
laboratérios e n, repeti¢des

-

)] " " 2 2 2 2 () ~
Lab. ny EI n, n, Smin( ) Smin(!) Smin Sobs(l) 1/ }:; Clas.

N

p

* Um exemplo numérico pode ser observado no Anexo B (p. 226)
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Método Campos

Variavel aleatdria
l———> Porcentagem de germinacdo
Y

Retirar do calculo da
mediana e desvio
padrio

Identificar valores discrepante
Intervalo interquartilico

(d>2)

- Calcular a mediana
r e o desvio padrao

Intervalo para a mediana
Determinar a discrepancia
a,

/\

Calcular a exatddo Calcular a precisdo

Classificar

»| Selo ouro

» Selo prata

Selo bronze

FIGURA 42 Resumo esquemético do método de Campos no contexto de um
ensaio de proficiéncia

157



5.2.3 Anilise de agrupamento
Para o uso desta técnica foram consideradas apenas as médias de cada
laboratorio por amostra. A metodologia utilizada estd de acordo com Ferreira

(2008) e Mingotti (2005), com algumas adaptagdes para o contexto deste estudo.

1? etapa: escolha do critério de parecenga
Neste estudo adotou-se a distdncia euclidiana como medida de
dissimilaridade entre dois objetos £ e j, e que determina a distincia fisica entre

dois objetos, considerando o espago euclidiano.

2" etapa: escolha do algoritmo de agrupamento

Foi selecionado o método da ligagio média'® ou média das distdncias, no
qual a distdncia entre grupos € calculada pela média das distincias entre todos os
pares de elementos dos dois grupos que estdo sendo comparados.

As fases para o desenvolvimento do algoritmo estdo descritas a seguir.

12 fase
Inicialmente, o numero de grupos estabelecidos foi igual ao numero de

laboratdrios, ou seja, 12 grupos com um laboratorio cada, sendo calculada a

distincia euclidiana entre dois grupos quaisquer (i ), de um laboratério cada

(expressdo 37).

G7

' A escolha por este método foi baseada em estudo comparativo, no qual o valor da
correlagdo cofenética para este método foi superior aos dos métodos do vizinho mais
proximo, do vizinho mais distante, centroide, mediana e Ward. Esses resultados nio
serdo apresentados neste trabalho.
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em que g ¢ igual ao numero de amostras; Y, € o estimador da porcentagem

!

média de germinagdo do i-ésimo grupo (laboratério) na a-ésima amostra; Y,

o estimador da porcentagem média de germinag@o do j-ésimo grupo na a-€sima

amostra.

Em seguida, foi montada uma matriz de distdncias e observada a

combinagdo com o menor valor de 4, estabelecendo-se, assim, os dois

laboratérios que passaram a constituir um novo grupo.

2* fase

Com o primeiro grupo formado, atualizou-se a matriz de distancias
calculando-se a distdncia entre o grupo recém-criado € 0s grupos remanescentes,
utilizando-se o critério de tomar a média das distdncias entre todos os pares de
elementos que podem ser formados com os elementos dos dois grupos que estdo

sendo comparados. Assim, se o grupo G, tem n, elementos € o grupo G; tem

n; elementos, a distancia entre eles pode ser definida por:

d(G,G;)= (38)

meG, ¢4eG; n n
Este processo foi entdo repetido, até se formar apemas um unico
grupo (g =1) e, com os valores de distancias obtidos em cada passo do processo

iterativo, foi construido o dendrograma, indicando-se os grupos que foram

formados e as distincias correspondentes.

3 ? etapa: determinag@o do numero de grupos
Para a determinagdo do numero de grupos g, foi utilizado o critério

proposto por Mojena (1977), que aperfeicoa a qualidade do ajuste do



agrupamento aos dados. Isto €, foi escolhido o mimero de grupos dado pelo
primeiro estagio no dendrograma, no qual

a,>a+¢s, 39)
em que m=12,...,p, sendo p o nimero maximo de grupos (neste contexto o
numero de laboratérios); «,¢€ o valor da distdncia para o estigio da jungdo
correspondente a p—m+1 grupos, & € S, sdo estimadores da média e o desvio

padrdo dos a's distancias; ¢ € uma constante.

Millingan & Cooper (1985) sugerem utilizar ¢=1,25, baseados em

resultados de simulagéo.

4 ? etapa: validagdo do agrupamento

Para validar o agrupamento foram comparadas as distincias
efetivamente observadas entre os objetos (distancias euclidianas) e as distincias
previstas a partir do processo de agrupamento, utilizando-se a correlagio de
Pearson, mas que, neste contexto, é denominada de correlagdo cofenética.
Quanto mais proximo de 1 melhor a qualidade de ajuste do agrupamento.

A sumarizagdo das fases para a utilizagdo da técnica de andlise de
agrupamento pode ser observada na Figura 43.

Um exemplo numérico de todos os passos apresentados para esta técnica

pode ser observado no Anexo B.

160



Andlise de Agrupamento

Variavel aleatoria
I . Porcentagem de germinacdo

Y
v

Calcular a média

Y
v

Calcular as distancias euclidianas

v

Formar grupos
1 Arualizar a matriz das distancias
"Método da ligagdo média"

Representar graficamente oS grupos
“Dendograma”

Determinar o nimero de grupos
v "Critério de Mojena"

Validar o agrupamento
"Correlagéo cofenética”

FIGURA 43 Resumo esquemdtico da técnica de andlise de agrupamento, no
contexto de um ensaio de proficiéncia
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5.2.4 Analise generalizada de Procrustes (GPA)
A seguir s3o apresentadas, de forma sucinta, as fases de organizagdo e
analise de dados na GPA. A metodologia utilizada estd de acordo com Ferreira

et al. (2007), com algumas adaptagdes para o contexto deste estudo.

Organizagio dos dados

Os dados foram organizados em », matrizes de dimensdes pxg, em que
n, € o numero de repetigdes; p € o numero de laboratérios € g € o mimero de
amostras.

Cada matriz foi denotada por X, (k =1,...,r',...,n,) , tendo na linha a
porcentagem de germinagdo correspondente ao /-ésimo laboratério (/=1,...,p)

e, na coluna, a g-ésima amostra (a=1,...,g).

em que x; € a porcentagem de germinag@o do /-ésimo laboratério e da a-ésmia

amostra.

Andlise dos dados

Como comentado na se¢do 4.6, geometricamente, a ideia basica da
técnica de Procrustes ¢ procurar uma configuragdo de consenso que se ajuste
simultaneamente a todos os #, conjuntos de dados.

Para tal, as matrizes X, devem ser transformadas aplicando-se

sequencialmente operagdes matemdticas de translagdio, rotagdo e escala, de
forma que fiquem as mais parecidas possiveis.

Essa transformacéo pode ser expressa por:
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X, > s, (X, -1u,)Q, (40)
em que X, éamatrizX, transformada; s, € um fator de escala; #, ¢ um vetor
coluna de translagdo (dimensdo lxp ) é que contém as médias das colunas de
X, ; 1 é um vetor linha de uns e @, ¢ uma matriz ortogonal que promove a
rotacao.

A maneira de verificar a similaridade entre as matrizes X, € adotar um

critério de ajuste a ser otimizado, como a minimiza¢do da soma de quadrados

dos residuos, representada por:

5=:§||x;,_a|| (41)

em que G=lZ'sk(Xk—1u'k)Q‘.=iZX2, representando a média das

nr k=1 nr k=1
matrizes transformadas (com a mesma dimenséo de X, ).

Assim, para resolver o problema da minimizagdo de S, é necessario
estimar s, u;, O, € determinar a matriz G, sendo utilizado, para tal, um
algoritmo iterativo.

A reamostragem Bootstrap ¢ utilizada para permitir a inferéncia
estatistica (intervalos de confianga e teste de hipéteses), como descrito por
Ferreira et al. (2007). Cada unidade reamostral, neste contexto, ¢ uma das

matrizes X, que geram as estimativas de Bootstrap de localizag@o dos objetos

(1aboratdrios, Iieste contexto).

Neste estudo, foram compostas 100 amostras de Bootstrap, resultando,
consequentemente, em 100 matrizes G, e que, para fins de visualizagdo gréfica,
utilizaram-se apenas as duas primeiras colunas de sua proje¢do no espago gerado

pelos eixos principais.
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Vale salientar que, além dos 100 conjuntos de pontos gerados por
reamostragem Bootstrap, o conjunto de pontos proveniente da amostra original
também foi utilizado para a tomada de decisdes.

Determinados os 100 pontos, foram esbogadas p elipses, com 95% de
confianga, cada uma representando geometricamente a configura¢gdo de um
laboratério. A sumarizag@o das fases para a utilizagdo da técnica de GPA pode

ser observada na Figura 44.

Andlise Generalizada de
Procrustes
Transformar as matrizes
X, s, (Xk _Iuk)Qk

Minimizar a soma de quadrados dos residuos

s-3pi-d
v

Estimar

Si. Ur. O
“Algoritmo iterativo”

|

Reamostragem Bootstrap

"Elipses de confian¢a”®

|

Representar geometricamente

a configuracdo de um leborawrio

FIGURA 44 Resumo esquemdtico da andlise generalizada de Procrustes, no
contexto de um ensaio de proficiéncia

164



5.3 Rotinas no R

Para as analises estatisticas, foram desenvolvidas fun¢des especificas no
software R (R Development Core Team, 2008), com exce¢do da andlise de
agrupamento, em que foram usadas as fungdes ja implementadas. Os nomes e 0s
argumentos necessarios para cada fungdo podem ser observados na Tabela 34.

Vale salientar que Campos (1998) desenvolveu, numa planilha de
cilculo, as rotinas para a execu¢do do método PROFERT e verificou que o
tempo gasto era de 32 minutos, em média, para realizar uma andlise completa.
Com as rotinas desenvolvidas no software R, ndo foram gastos nem 2 segundos
para proceder a mesma analise, incluindo a geragdo automética de um relatorio

completo.

TABELA 34 Nome da fungdo e argumentos necessarios, de acordo com a
técnica estatistica

Técnica Nome da fungdo Argumentos
Método do Z score FungdoZscore - nome do banco de dados.
- grau de confianca
Método Campos Fun¢doCampos - nome do banco de dados
- array de dados
- nome das dimensées
- légico, diz se a
Analise generalizada bootGPA transfom;ac;ao ~deve ser
de Procrustes (desenvolvida por Ferreira, 2007) onqgona (rotagao)
- numero de reamostragens
bootstrap
- grau de confianga das
elipses

Exemplos de alguns relatorios gerados e tipo de banco de dados podem

ser observados no Anexo E.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta se¢@o sdo apresentados os resultados obtidos nas trés simulagdes,
bem como a aplicagdo, para cada caso, das quatro técnicas estatisticas propostas
neste estudo.

Cada simulagdo correspondeu a um ensaio de proficiéncia, tendo como
escopo o teste de germinagio realizado em doze laboratérios com trés amostras e

oito repetigdes.

6.1 Simulagéo 1
Na simulagdo 1, os dados foram gerados utilizando-se as matrizes de
variancias e covaridncias diferentes € médias iguais para os dois grupos, um com

10 (grupo 1) e outro com 2 ( grupo 2) laboratdrios.

Dados simulados
Os resultados simulados das propor¢des médias de germinagio e das
variancias e covaridncias para os dois grupos podem ser observados nas Tabelas

35 e 36, respectivamente.

TABELA 35 Proporgdes médias de germinagdo das trés amostras para o
conjunto de dados dos grupos 1 e 2, de acordo com os critérios
estabelecidos para a simulagdo 1.

Simulagdo Grupo 1 Amgstra 3
1 1 0,94132 0,93708 0,93872
2 0,95737 0,92561 0,94317
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TABELA 36 Varidncias e covaridncias da propor¢do de germinagdo das trés
amostras para o conjunto de dados dos grupos 1 e 2, de acordo
com os critérios estabelecidos para a simulagdo 1.

Simulagdo Grupo Amostra 1 Amgstra 3
1 0,00131 0,00052 0,00061
1 2 0,00154 0,00091
1 3 0,00107
1 0,00307 0,00177 0,00009
2 2 0,00418 -0,00124
3 0,00487

Método do Z-score

Pelos valores do Z-score dos doze laboratdrios para as trés amostras,

observa-se que o laboratorio 3 teve dois valores na faixa de desempenho

considerada como insatisfatoria (|Z | > 3|), assim como os laboratérios 6, 7, 10,

11 e 12, com apenas um valor cada. Os melhores desempenhos foram os dos

laboratérios 1, 4, 5 ¢ 9 - |Z| < 2| (Figura 45).
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Z-score

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
Laboratorios

FIGURA 45 Valores de Z-score para um ensaio de proficiéncia em doze
laboratorios, com trés amostras, de acordo com os critérios
estabelecidos para a simulagio 1

Levando em consideragdo tanto as notas como a classificagdo da
exatiddo, verifica-se que ndo foi possivel distinguir satisfatoriamente os dois

grupos para a simulagdo 1 (Tabela 37).
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TABELA 37 Resultados do método do Z-score para o conjunto de dados dos
grupos 1 e 2, de acordo com os critérios estabelecidos para a
simulacio |

Grupo Lab. Classificagdo Nota Viés Precisio Exatidao Classﬁ_'lc? ¢a0
exatiddo
1 A ) 0,6 1,2 14 Aceitavel
2 A 5 1,1 14 1,7 Critico
3 BMP 0 2,8 5,7 6.4 Nio aceitavel
4 A 5 0,5 0,1 0,5 Aceitavel
1 5 A 5 0,6 1,2 1,3 Aceitavel
6 C 3 2,1 4,1 4,6 Nio aceitavel
7 C 3 1,8 1,7 2,4 Nio aceitavel
8 B 4 1.4 0,5 1,5 Aceitavel
9 A 5 0,9 0,7 1,1 Aceitavel
10 C 3 2,1 44 4,8 Nio aceitavel
’ il C 3 1,8 1,8 2,6 Nio aceitavel
12 BMP 0 2,6 5,5 6,1 Nio aceitavel

Neste contexto, o que se pode questionar é o risco que se ocorre de
classificar um laboratério como BMP, por exemplo, o laboratério 3, quando ele
deveria ter desempenho similar aos demais laboratérios do seu grupo inicial.
Esta estranheza existe pelo menos em tese, ja que se esta trabalhando com dados
simulados e espera-se, consequentemente, que em condigdes relativamente
controladas.

Assim, parece que esta técnica talvez nio seja a mais adequada para a
situagio em que as matrizes de varidncias e covaridncias sejam diferentes.

Mas, sem levar em consideragdo a discussdo sobre a distingdo dos
grupos, esses resultados indicam que, no contexto de um ensaio de proficiéncia,
os laboratorios que receberam classificagdo C ¢ BMP devem ser alertados para
fazer uma revisio geral em todos os seus procedimentos € equipamentos, antes
de uma préxima rodada (ISTA, 2007), bem como aqueles que apresentaram

indice de viés acima de 1,5 (ISTA, 2002).
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Método Campos (1998)

Pelos resultados do método de Campos foi possivel classificar os
laboratérios do grupo 1 com um selo diferente do grupo 2, evidenciando as
diferen¢as entre os valores de precisio e exatiddo para os dois grupos
(Tabela 38).

TABELA 38 Resultados do método Campos para o conjunto de dados dos
grupos 1 e 2, de acordo com os critérios estabelecidos para a
simulagdo 1

Grupo Lab. Precisdo (%) Exatidao (%) Selo
1 93,29 88,89 Ouro

2 96,30 100,00 Ouro

3 88,89 88,89 Ouro

4 91,90 77,78 Ouro

1 5 97,92 100,00 Ouro
6 91,90 88,89 Ouro

7 93,29 88,89 Ouro

8 95,60 88,89 Ouro

9 93,06 100,00 Ouro

10 94,68 88,89 QOuro

5 11 81,25 66,67 Prata
12 86,57 55,56 Prata

Andlise de Agrupamento
Inicialmente, utilizando-se o critério proposto por Mojena (1977), s6
seria formado um tunico grupo, pois o ponto de corte foi igual a 4,63

(@=2,51;s,=1,70) e o valor da distancia do estgio da jungdo correspondente a

um grupo foi 6,49, de acordo com o dendrograma (Figura 46)
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Ponto de Corte

Medida das distancias

1ab11
labd

lab12
lab6

1ab10
1ab7
12bS
fabd
lab8
1ab2
1ab9

Grupos

FIGURA 46 Dendrograma para o agrupamento de doze laboratérios utilizando o
método da ligagdo média, de acordo com os critérios estabelecidos
para a simulagdo 1

Contundo, este valor de distancia foi considerado outlier pelo método de
Hampel. Logo, neste estudo, estd sendo proposta uma modificagdo no
procedimento original do critério de Mojena, isto &, primeiro deve-se verificar
uma possivel presenca de um valor discrepante na medida das disténcias, para
depois calcular a média, o desvio padrio e, consequentemente, o ponto de corte.

Neste caso, 0 novo ponto de corte foi igual a 3,52 (E =2,10;s, = 1,13) e

a medida da distincia correspondente 4 jun¢dio da formagdo de dois grupos foi
de 4,39. Assim, o laboratério 11 ficou separado dos demais laboratorios, mas
ndo foi possivel, com o uso da técnica de analise de agrupamento, separar
também o laboratério 12.

O agrupamento pdde ser considerado de boa qualidade, pois o valor da

correlagdo cofenética foi igual a 86,52%.
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Anilise Generalizada de Procrustes (GPA)

De acordo com a inspegdo visual do grafico gerado pela utilizagdo da
técnica de GPA, verifica-se que os laboratorios do grupo 2 estdo relativamente
afastados do grupo 1. Este afastamento nota-se, principalmente, no laboratério
12, ja que a elipse do laboratorio 11 ainda intercepta numa pequena regido da
elipse do laboratério 7, porém, estatisticamente (valor p = 0,2920) o suficiente
para ndo se poder afirmar que ha discordancia entre seus resultados. Contudo,
parece ser ainda uma técnica apropriada para a distingdo dos laboratorios na

situagdo da simulag¢do 1 (Figura 47).

Principal Axis 2 {0.3524)

0.4 02 00 02 04 06
Principal Axis 1({0.4963)

FIGURA 47 Elipses de confianga de 95%, geradas pela técnica de GPA para os
doze laboratérios, de acordo com os critérios estabelecidos para a
simulagdo 1
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6.2 Simulagao 2

Na simulagdo 2 os dados foram gerados utilizando-se médias diferentes
¢ matrizes de varidncias e covaridncias iguais para os dois grupos.
Dados simulados

Os resultados simulados das médias e das matrizes de varidncias e
covaridncias para os dois grupos podem ser observados nas Tabelas 39 e 40,

respectivamente.

TABELA 39 Proporgdes médias de germinagdo das trés amostras para o
conjunto de dados dos grupos 1 e 2, de acordo com os critérios
estabelecidos para a simulagio 2

Simulagéo Grupo 1 Amcz)stra 3
) 1 0,94563 0,93079 0,93327
2 0,63152 0,62662 0,61657

TABELA 40 Variincias e covariancias da propor¢do de germinagdo das trés
amostras para o conjunto de dados dos grupos 1 e 2, de acordo
com os critérios estabelecidos para a simulagéo 2

Simulaggo Grupo Amostra 1 Amgstra 3
1 0,00128 0,00047 0,00062
1 2 0,00145 0,00113
o 3 0,00143
1 0,00183 0,00049 0,00110
2 2 0,00138 0,00086
3 0,00103

Técnicas estatisticas
No caso da simulagfo 2, apesar de 0 método Z-score ndo ter conseguido

distinguir satisfatoriamente os dois grupos (Tabela 41), deve-se observar que os
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scores para as trés amostras dos laboratorios 11 ¢ 12 sdo bastante elevados
negativamente (Figura 48). Tal comportamento ndo foi observado os resultados
desses dois laboratorios para as condigdes da simulacdo 1 (Figura 45). Assim,
cssas consideragdes parccem scr um indicativo que poderia ser proposta uma
classificacdo intermediaria entre C e BMP.

Todas as demais técnicas diferenciaram, de forma satisfatoria, os dois
grupos, como pode ser observado pelos resultados da Tabela 42, no caso do
Método Campos, o dendrograma para Analise de Agrupamento (Figura 49) ¢ o

grafico gerado pela GPA (Figura 50).

Z-score

b

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Laboratérios

2 . A .

FIGURA 48 Valores de Z-score” para um ensaio de proficiéncia em doze

laboratérios com trés amostras, de acordo com os critérios
estabelecidos para a simulagéo 2

* Para os laboratérios 11 e 12, os valores de Z-score eram muito elevados, nio tendo
sido adotada a escala do eixo y em fungdo dos mesmos, para ndo provocar uma
distor¢do visual dos demais valores, bem como torna-los compardveis com as outras
simulagdes.
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TABELA 41 Resultados do método do Z-score para o conjunto de dados dos
grupos 1 e 2, de acordo com os critérios estabelecidos para a
simulag@o 2

. - .. - s Classificagdo
Grupo Lab. Classificagdo Nota Viés Precisio Exatidao exatiddo
1 A 5 0,8 0,5 0,9 Aceitavel
2 B 4 1,7 0,5 1,8 Critico
3 B 4 1,4 0,3 1,4 Aceitavel
4 A 5 0,6 09 1,1 Aceitavel
1 5 B 4 1,7 2,5 3,1 Naio aceitavel
6 A 5 0,9 0,7 1,2 Aceitavel
7 B 4 1,3 1,3 1,8 Critico
8 C 3 2,1 4,3 4.8 Nio aceitavel
9 B 4 1,2 1,3 1,8 Critico
10 B 4 1,5 3,2 3,5 Nio aceitavel
’ 11 BMP 0 41,2 82,5 92,2 Nio aceitavel
12 BMP 0 39,4 79,1 88,3 Nio aceitavel

TABELA 42 Resultados do método Campos para o conjunto de dados dos
grupos 1 e 2, de acordo com os critérios estabelecidos para a
simula¢édo 2

Grupo Lab. Precisdo (%) Exatidao (%) Selo

1 93,98 88,89 Ouro

2 93,29 88,89 Ouro

3 94,91 88,89 Ouro

4 96,06 88,89 Ouro

1 5 96,30 100,00 Ouro

6 97,69 100,00 Ouro

7 90,74 88,89 Ouro

8 92,82 88,89 Ouro

9 93,89 88,89 Ouro

10 93,89 88,89 Quro
’ 11 7,18 100,00 Bronze
12 9,26 88,89 Bronze
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Dados simulados
Os resultados simulados das médias e das varidncias e covaridncias para

os dois grupos podem ser observados nas Tabelas 43 e 44, respectivamente.
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TABELA 43 Propor¢des médias de germinagdo das trés amostras para o
conjunto de dados dos grupos 1 e 2, de acordo com os critérios
estabelecidos para a simulagdo 3

Simulagéo Grupo 1 Amtz)stra 3
2 1 0,93958 0,93590 0,93529
2 0,65235 0,63809 0,61254

TABELA 44 Variancias e covariancias da propor¢io de germinacio das TRES
amostras para o conjunto de dados dos grupos 1 e 2, de acordo
com os critérios estabelecidos para a simula¢io 3

Simulagio Grupo Amostra 1 Am«z)stra 3
1 0,00726 0,00031 0,00481
1 2 0,00533 -0,00168
2 3 0,00954
1 0,00144 0,00079 0,00086
2 2 0,00200 0,00135
3 0,00144

Técnicas estatisticas

No caso da simulagio 3, também com excecdo do método do Z-score
(Figura 51 e Tabela 45), todas as demais técnicas diferenciaram de forma
satisfatoria os dois grupos, no caso do Método Campos com os resultados
apresentados na Tabela 46, o dendrograma para Anilise de Agrupamento
(Figura 52) e o gréafico gerado pela GPA (Figura 53).
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FIGURA 51 Valores de Z-scorc’' para um ensaios de proficiéncia em doze
laboratdrios, com trés amostras, de acordo com os critérios
estabelecidos para a simulagdo 3

TABELA 45 Resultados do método do Z-score para o conjunto de dados dos
grupos 1 e 2, de acordo com os critérios estabelecidos para a
simulagio 3

Grupo  Lab. Classificagio Nota Viés Precisdo Exatiddo Classnﬁcia §ao
exatidio
1 A 5 0,8 1,8 2,0 Critico
2 BMP 0 3.2 0,4 3,2 Nio aceitavel
3 A 5 0,5 0,9 1,0 Aceitavel
4 A 5 0,5 1,1 1,2 Aceitavel
I 5 A 5 1,1 04 1,2 Aceitavel
6 A ) 0,7 04 0,8 Aceitavel
7 B 4 i3 0,5 1.4 Aceitavel
8 A 5 0,7 1,5 1,6 Critico
9 A 5 0,4 0,6 0,7 Aceitavel
10 A 5 1,0 2.0 23 Nio aceitavel
) 11 BMP 0 23.4 47,1 52,6 Nio aceitavel
12 BMP 0 26,4 52,9 59,1 Nio aceitavel

2 .t A _

2! Para os laboratérios 11 e 12, os valores de Z-score eram muito elevados, nio tendo
sido adotada a escala do eixo y em fun¢do dos mesmos para ndo provocar uma distor¢ao
visual dos demais valores, bem como tornd-los comparaveis com as outras simulagdes.
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TABELA 46 Resultados do método Campos para o conjunto de dados dos
grupos 1 e 2, de acordo com os critérios estabelecidos para a
simulagdo 3

Grupo Lab. Precisdo (%) Exatiddo (%) Selo
1 97,45 100,00 Ouro
2 91,20 100,00 Ouro
3 95,60 88,89 Ouro
4 93,52 88,89 Ouro
1 5 97,45 88,89 » Ouro
6 97,45 88,89 Ouro
7 95,14 88,89 Ouro
8 90,74 88,89 Ouro
9 97,45 100,00 Ouro
10 96,76 88,89 Ouro
5 11 19,91 55,56 Nenhum selo
12 15,97 22,22 Nenhum selo
S -

40
N

Medida das distancias
30

10
'

Ponto de Corte

1ab2
lad?
labs
1ab6 [
led1
tab10 [~
1ab9
1ab8
lab3
lab4
lab11
2b12

Grupos

FIGURA 52 Dendrograma para o agrupamento de doze laboratérios,
utilizando o método da ligagdo média, de acordo com os
critérios estabelecidos para a simulagdo 3
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Para a técnica de agrupamento, o ponto de corte estabelecido, apds a
retirada da distdncia 52,56 (outlier pelo método de Hampel), foi igual a 6,18
(&:2,99;sa =2,54) e a medida da distdncia correspondente & jun¢do da
formagdo de dois grupos de 8,09. Assim, os laboratérios 11 e 12 ficam num

grupo diferente dos demais. O agrupamento pode ser considerado de boa

qualidade, pois o valor da correlagdo cofenética foi igual a 99,39%.
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Principal Axis 1 (0.9912)

FIGURA 53 Elipses de confianga de 95%, geradas pela técnica de GPA para os
doze laboratorios, de acordo com os critérios estabelecidos para a
simulagéo 3

6.4 Discusséo geral
Como sintese dos resultados, verificou-se que, no caso da simulag¢do 1,
para a maioria das técnicas, a distingdo dos dois grupos ndo foi considerada

totalmente satisfatoria, apresentando, por exemplo, no caso da analise de
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agrupamento, menor valor de correlagdo cofenética em relagdo as demais

simulagbes. J4 no caso da GPA, como comentado, ocorreu até mesmo a

intercepg¢do entre dois laboratérios de grupos distintos (Figura 54).

Ensaios de Proficiéncia
*Teste de germinagdo”
A F
— Simulacdo 1 — Simulacio 2 I Simulacio 3
Matrizes de variancias e Lo Médias e matrizes de
> covariincias diferentes | [¥| Mediasdiferentes | var. e cov. diferentes
Método do Z- score Método do Z- score Méwdo do Z- score
»| distnc&o dos grupos | distingdo dos grupos L s distingiio dos grupos
insatisfatéria insatisfatdria insatsfatoria
Método Campos Método Campos Método Campos
Lol  Grupo 1- selo ouro » Grupo 1- selo ouro »| Grupo 1-selo ouro
Grupo 2 - selo prata Grupo 2 - selo bronze Grupo 2 - nenhum selo
Anal de Agrupamento Andl. de Agrupamento Anil. de Agrupamento
L »  Separado o lab 11 »| Grupos separados |  Grupos separados
Cor. Cof. =86,52% Cor. Cof. =99,86% Cor. Cof. =99,39%
L. GPA N GPA GPA
Separado o lab 12 Grupos separados ™ Grupos separados

FIGURA 54 Resumo esquematico dos resultados das quatro técnicas estatisticas
utilizadas na avaliagdo dos trés ensaios de proficiéncia simulado
para um teste de germinag@o, sendo os laboratérios de 1 a 10
considerados como grupo 1 e os laboratdrios 11 e 12, como grupo
2
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No caso do método do Z-score, para as trés simulagdes, foi reavaliado o
uso desta técnica considerando apenas o grupo 1, isto €, as notas e as
classificagdes atribuidas foram recalculadas retirando-se os dados do grupo 2.
Nesta nova avaliagdo ocorreram poucas mudangas tanto na classificacdo como
nas medidas de viés, precisdo e exatiddo (resultados no Anexo F). Em alguns
casos, aconteceu até mesmo redugdo da nota, parecendo indicar que esta técnica
tem certa restrigio de uso em algumas situagdes e que novos estudos devem ser
feitos para avaliar o desempenho desse procedimento.

Numa discussdo mais geral acerca do emprego do método do Z-score
para analise dos resultados de um ensaio de proficiéncia, deve-se ressaltar que a
utilizag@io exclusiva desta técnica deve ser feita com cautela, pois pode colocar
em risco algum laboratério quanto a sua real condigio de qualidade. Por outro
lado, 0 seu uso conjunto com outros procedimentos pode provocar duvidas
também quanto a validade dos resultados, como € o caso neste estudo.

A baixa disting@io dos grupos, no caso do método do Z-score, pode estar
associada ao tamanho da amostra, pois os intervalos de confian¢a para mediana
sio construidos utilizando-se um valor de t de Student alto (graus de liberdade
igual a 4), provocando, consequentemente, um aumento da taxa de erro para um
grau de confianga pré-fixado.

Vale salientar que, mesmo com os grupos ja pré-estabelecidos na
simulago, ndo foram utilizadas nem a técnica de andlise discriminante nem a
prépria técnica de anélise de agrupamento pelo método, por exemplo, das k-
médias (agrupamento ndo hierarquico) para a confirmagéo dos grupos, pois 0
objetivo era justamente verificar quanto uma determinada técnica poderia
detectar essas diferencas naturalmente, ou seja, tentando reproduzir uma
situacdo com dados reais em que numero de grupos néo ¢ pré-estabelecido, nem

tampouco os seus elementos.
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Se fosse feito um paralelo dos resultados obtidos com testes de

germinagdo real para essas trés situagdes de simulagdo, poderia se considerar

que:

caso da simulagdo 1 €, talvez, o menos esperado de acontecer, isto €,
laboratérios apresentarem, para uma mesma espécie testada, médias
1guais e variabilidade tdo diferentes, a ndo ser que existam realmente
diferencas quanto a qualidade dos laboratdrios;

para a simulagdo 2, em que as médias sdo diferentes, esta situagio pode
ocorrer na pratica se os laboratérios também forem bem diferentes ou se
houver algum problema no procedimento do teste ou no material
enviado;

a situacdo da simulagdo 3 ndo seria incomum em testes de germinagio
com espécies silvestres, pois, geralmente, ocorre maior variabilidade
entre repeticdes e laboratdrios, como verificado nos resultados do

capitulo 2.
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7 CONCLUSOES

Para os trés casos de simulagdo, existem limitagdes na utilizagdo do
método do Z-score, uma vez que ndo foi possivel a distingdo dos grupos de
forma satisfatoria. J4 o método de Campos sempre atribuiu selos diferentes para
os dois grupos.

A modificagio proposta para o teste de Mojena mostrou ser apropriada
para a defini¢do do nimero de grupos, na presenca de distdncias discrepantes.

As técnicas de andlise de agrupamento e da analise generalizada de
Procrustes, de forma geral, distinguiram bem os grupos. Deve-se ressaltar que,
com a utilizagdo destes dois procedimentos, foi possivel fazer consideragdes
acerca do desempenho dos laboratorios, com base apenas na representacdo
grifica dos resultados (dendrograma e biplot, respectivamente). Nio foi
necessaria, entio, nestes casos, a obtencdo de indices de precisdo e exatiddo para
avaliar os laboratérios no contexto de um ensaio de proficiéncia.

De forma geral, os laboratorios que apresentaram distor¢do nos
resultados foram identificados por pelo menos uma das técnicas. Logo, esses
resultados podem servir para nortear, por exemplo, as diretrizes do programa de
Controle de Qualidade de um laboratério e o processo de credenciamento de

laboratérios de sementes junto aos orgaos certificadores.
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CONSIDERACOES FINAIS
Neste estudo, de forma geral, deve-se considerar que:

O desenvolvimento de rotinas especificas no software R serve para
otimizagdo das andlises, sendo todos os relatorios gerados
automaticamente ¢ de forma rapida, além de possibilitar o0 uso de um
software unico, de codigo aberto, gratis e livre.

As técnicas estatisticas propostas no capitulo 2, como, por exemplo, a
andlise discriminante para avaliar a classificagdo dos lotes e os testes F
para comparagdo de dois métodos, podem ser utilizados em um
programa de validagdo de métodos para sementes, uma vez que as
analises possibilitam mostrar a eficiéncia desses procedimentos nas
diversas etapas do processo.

Para o teste de germinagdo em sementes de Raphanus sativus var
oleiferus, os métodos utilizando temperatura alternada 20°-30°C e
substratos areia ou papel estdio validados por terem apresentado
exatiddo, precisdo (repetibilidade e reprodutibilidade) e robustez.

A analise generalizada de Procrustes, 0 método Campos e a analise de
agrupamento, apresentadas no capitulo 3, séo técnicas promissoras para
a avaliagdo dos resultados de ensaios de proficiéncia na area de
sementes.

No caso dos ensaios de proficiéncia na area de sementes, a utiliza¢do
simultdnea das quatro técnicas estatisticas (as trés citadas no item
anterior, acrescidas do método do Z-score) ¢é inédita, sendo
recomenddvel para potencializar a avaliagdo do desempenho dos

laboratorios.
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Apesar dos indicativos positivos da adequabilidade das técnicas
estatisticas propostas neste trabalho, tanto para programas de validagdo
de métodos como para ensaios de proficiéncia, verifica-se a necessidade
do desenvolvimento de mais alguns estudos teoricos, como, por
exemplo, a avaliagio do tamanho da amostra, do efeito de lote, da
espécie, bem como outras técnicas para a deteccdo de valores e

variancias discrepantes.
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ANEXO A

Neste anexo sdo apresentadas as instru¢des para a realizacdo e avaliagéo
do teste de germinagdo, € um questionario para verificar a execugdo pratica de

cada um dos métodos.

Etapas para realizagio do teste de germinacio em sementes de nabo

forrageiro (Raphanus sativus L. var. oleiferus Metzg).

Organizadores do teste: UFLA/MAPA
e-mail:sementes@ufla.br

Endere¢o:Campus da UFLA/DAG/Setor de Sementes-CP3037-CEP37200-000
Lavras MG

Telefone: 35 3829 1055 ou 35 3829 1084

1) Orientacdes gerais

a) O teste devera ser iniciado imediatamente apds o recebimento das amostras
dos cinco lotes de sementes de nabo forrageiro. Caso ndo seja possivel, as
amostras devem ser armazenadas em local fresco € seco.

b) O teste de germinagdo devera ser realizado em dois tipos de substrato: areia
fina e papel mata-borrdo; e com 8 repetigoes de 50 sementes por lote;

b) As caixas acrilicas tipo gerbox deverdo ser acondicionadas em cimara de
germinacio regulada a temperatura alternada 20°C-30°C, com fotoperiodo de
8/16 horas;
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¢) Ap6s 3 dias deverdo ser retiradas as plantulas normais, e os resultados dessa
primeira contagem (expressos em porcentagem) registrados na ficha de
avaliagdo (Anexo Al);

d) Apos 7 dias as sementes deverdo ser avaliadas, em porcentagem, de acordo
com as seguintes categorias: plantulas normais (N), anormais defeituosas (AD),
anormais infeccionadas (AI), mortas (M) e dormentes (D); e os resultados
preenchidos na ficha de avaliag@o (Anexo Al).

e) Para padronizag¢do dos resultados do teste observe a Figura 1A (Anexo A3),

correspondente as categorias N, AD, AI, M e D.

f) Para uma categorizagdo adequada das sementes remanescentes, em mortas ou
dormentes, devera ser utilizado o teste de Tetrazélio com solugZo de 0,5% por 3
horas a 40 °C, sendo as viaveis classificadas como dormentes e inviaveis como

mortas. (Figura 2A — Anexo A3) e registrados na ficha de avaliagdo (Anexo A2)

2) Procedimento inicial

Determinacdo e uniformizacdo do grau de umidade das sementes

a) O grau de umidade devera ser determinado pelo método de estufa a 105+3°C
por 24 horas (BRASIL, 1992), com 2 repetigdes de 10 gramas de sementes por

lote.

3) Substrato papel mata-borrao

a) 0 papel devera ser umedecido com agua destilada numa quantidade

correspondente a 2,5 vezes da sua massa;

b) As sementes em numero de 50 por repetigdo ou gerbox, deverdo ser dispostas

de forma alternada sobre o papel (Figura 3A — Anexo A3);
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c) Apés a montagem as caixas deverdo ser transferidas para o germinador,

seguindo as orientacdes gerais ja descritas no item 1.

4) Substrato areia

a) 500 gramas de areia fina deverdo ser peneiradas, lavadas e secas ao livre por

um 24h.

b) Esterilizar a areia em estufa a 200°C/2h, devendo ser utilizada no maximo em

até 15 dias.

¢) Antes da montagem do teste a areia devera ser umedecida em 50% da sua

capacidade de campo;

d) Para cada caixa acrilica tipo “gerbox™ devera ser utilizado 215 gramas de

areia;

e) A areia devera ser nivelada, utilizando um pedago de papel germitest dobrado.
O papel deveré ser passado no sentido vertical, numa quantidade de vezes

suficiente para o seu nivelamento completo (Figura 3A— Anexo A3).

f) Apos o nivelamento, as sementes deverdo ser dispostas alternadamente sobre a

areia (Figura 3A— Anexo A3).

g) As caixas deverdo ser transferidas para o germinador, seguindo as orientagoes

gerais ja descritas no item 1.

5) Comunicacio dos resultados

a) Deverdo ser enviadas via correio (enderego acima) uma copia das fichas de
avaliagdo, bem como o questionario (Anexo A4) devidamente preenchidos. Os

originais deverdo ser mantidos no laboratério até o final do processo.
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b) Os resultados deverao também ser enviados via mail, pelo preenchimento dos

anexos e encaminhamento ao organizador do teste.Endereco:sementes@ufla.br

c) Cada laboratério recebera um codigo identificador para pode verificar os seus
resultados no boletim parcial. Qualquer inconsisténcia nos resultados o

laboratorio devera ser comunicada imediatamente ao organizador do teste.

6) Orientacdes finais

a) Caso seja necessario um re-teste o organizador deverd ser informado. Esse
procedimento deverd ser adotado nas seguintes circunstincias: problemas no
equipamento durante a condugdo do teste; resultados aparentemente
inconsistentes, sendo que neste caso as possiveis causas devem ser investigadas

imediatamente e caso haja dividas o organizador do teste devera ser consultado.

b) O material sobressalente s6 devera ser descartado apds o término do processo

de validag@o, data que sera informada via e-mail.

¢) Qualquer duvida e/ou possiveis problemas no material enviado poderdo ser

encaminhadas via e-mail para o organizador do teste.
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ANEXO Al

FICHA DE AVALIACAO

Teste para validaciio de método
Espécie: Raphanus sativus L. var. oleiferus Metzg
Escopo: Germinagdo

Codigo do laboratério:

Método — Substrato: ( ) Areia ( ) Papel
Lote: ( )1 ( )2 ( )3 ( )4 ( )5
PN PN PN
Rep | Contagem | Contagem PAD PAl SM SD
a0 3°dia | ao 7°dia total
1
2
3
4
5
6
7
8
total

*PN = Plantulas normais; PAD = Plantulas anormais deformadas; PAI = Plantulas
anormais infeccionadas, SM = Sementes mortas; SD = Sementes duras.

Observacgdes:
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ANEXO A2

FICHA DE AVALIACAO

Teste para validacdo de método
Espécie: Raphanus sativus L. var. oleiferus Metzg
Escopo: Tetrazolio

Cadigo do laboratério:

Método — Substrato: ( )Areia () Papel
Lote: ( )1 ()2 ()3 ()4 ()»
Repeticao Viaveis Inviaveis
1
2
3
4
5
6
7
8
Observacdes:
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ANEXO A3

FIGURA 1A Categorias de sementes encontradas no teste de germinagdo em
lotes de sementes de nabo forrageiro. A - Plantula Normal: B —

Anormal deformada; C — Anormal infeccionada; D — dormente
¢ E—morta ao final de 7 dias
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FIGURA 2A Categorias de sementes encontradas no teste de tetrazolio em lotes
de sementes de nabo forrageiro. Vidveis: A - embriio com
coloragdo rosa ou menos de 50% do embrido descolorido sem
atingir o eixo embriondrio ¢ tecido com aspecto normal e firme.
Invidveis: B — mais de 50% dos cotilédones descoloridos; C -
regido do eixo embriondrio descolorida; D — embrido com
coloragio vermelho carmim e E - embrido completamente
descolorido

B

FIGURA 3A M¢étodos adotados para o teste de germinagiio em lotes de sementes
de nabo forrageiro. A — método utilizando como substrato o papel
germitest; B — nivelamento da areia fina; C — método utilizando
como substrato areia fina
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ANEXO A4

QUESTONARIO DE AVALIACAO

Teste para validagio de método

Espécie: Raphanus sativus L. var. oleiferus Metzg

Escopo: Germinagdo

Codigo do laboratério:

1) Os métodos estdo descritos de forma clara e sem ambigiiidades?
( ) Sim ( )Nio

2) Qual dos dois métodos vocé considerou mais “facil” no momento da:

a) Pré-montagem (Preparagio do material)
( ) Areia ( ) Papel ( ) Ambas

Se for o caso, indique as principais dificuldades:

( ) Nenhuma delas

b) Montagem
( ) Areia () Papel ( ) Ambas

Se for o caso, indique as principais dificuldades:

( ) Nenhuma delas

c) Manipulagéo
( ) Areia ( ) Papel { ) Ambas

Se for o caso, indique as principais dificuldades:

( ) Nenhuma delas

d) Avaliagio (Contagem — visualizag@o)
( ) Areia ( ) Papel ( ) Ambas

Se for o caso, indique as principais dificuldades:

( ) Nenhuma delas

3) Comentarios gerais:
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ANEXO B

Neste anexo sdo apresentadas passo a passo algumas técnicas estatisticas
utilizadas neste estudo por meio de exemplos numéricos. Ressalta-se que os
dados utilizados sdo apenas para fins didéticos, ndo havendo, portanto uma
preocupagdo excessiva quanto ao tamanho da amostra, nimero de laboratorios

selecionados, dentre outras medidas.

Teste H

Para verificar se um lote pode ser considerado homogéneo pelo teste H é
necessario calcular as varidncias: observada (V) e teérica (W) de um teste de
germinagdo (Tabela 1B). Determinar a estatistica H; e comparar com um nivel
de significdncia estabelecido.

No caso do teste de germinagéo, o valor do fator para variagdo adicional
¢ sempre igual a 1,1. Sendo a variavel aleatoria em questdo a porcentagem de

germinagio (Q)

TABELA 1B Determinag¢@o pelo teste H; da condi¢do de homogeneidade de um
lote utilizando os resultados de um teste de germinagdo de 5
subamostras (N) com 100 sementes cada (n)

Subamostra gi q 2,' 7 v w
1 98 9.604
2 96 9.216
3 89 7.921 93,40 14,80 6,78
4 94 8.836
5 90 8.100

Y =467 ¥ =43.667
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Calculodevew

N NV
) NY g -(gq) _5(98% +...+90%) — (98 +...+ 90)’

= =14,80
N(N-1) 5(5-1)
7(100-7 93,40(100-93,40
eI q).f= o ) 11=6,78
n 100
Determinagio da estatistica H

H=Y -f=%—l,l=l,08=> valor p = 0,0942

w 6,

O lote avaliado pode ser considerado homogéneo pelo teste H, ao nivel

de significancia de 1%.

Método de Hampel

Para a detecgio de um outlier pelo método de Hampel é necessério

calcular: mediana de um conjunto de dados para um determinado nivel do

estudo, neste exemplo, o nivel ¢ o lote; a diferenga entre cada observagdo e a

mediana (desvios); a mediana desses desvios (MAD) e a regra de decis@o -

outlier > 5,2MAD (Tabela 2B).
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TABELA 2B Identificagdo de outliers pelo método de Hampel para os
resultados de um teste de germinagdo em dois laboratérios com
dois lotes e trés repeti¢oes cada

Lote 1 Lote 2
Lab. Rep. Vi |¥u—7.| Condigdo Lab. Rep. Ysx [Vw-7.| Condigio
1 88 2 nio 1 92 1,5 n3o
1 2 91 1 niao 1 2 89 1,5 nao
3 93 3 néo 3 93 2,5 nio
1 93 3 ndo 1 65 25,5 outlier
2 2 89 1 nio 2 2 85 55 ndo
3 86 4 nao 3 92 1,5 nao
Y. 90,0 * Mediana V2. 90,5 * Mediana
MAD, 2,5 MAD, 2,0
5,2 MAD, 13,0 5,2 MAD, 10,4

Somente a observagdo y,, foi considerada um outlier, uma vez que

IJ’m _yz.l =25,5>5,2MAD, =10,4

Teste de Levene

Para o uso desta técnica € necessario calcular varios tipos de desvios em
relagdo: a média de um subnivel (laboratério), a média geral dos desvios de um
subnivel, a média geral dos desvios de um nivel - lote (Tabela 3B). Determinar a

estatistica /' e comparar com um determinado nivel de significincia.

N-p)S?n(Z,-Z. Y
Célculo da estatistica: W, = W%, )g"’ ””( £ __’)_
(p; —I)Z/; k;l(zj’k _Zﬂ-)

(6-2).[3.(0,11) +3.(0,1)] 2,68
(2-1).(3,19+6,74) 9,93

N =0,2686

valor p=0,6316 (distribui¢éo F com 1 e 4 graus de liberdade)
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_ (5-2)[3.(0,60) +2.(1,36)] 13,61
T (2-1).(1,41+0,00) 1,41

b) WZ =9,6710

valor p= 0,0529 (distribuigio F com 1 e 3 graus de liberdade)

TABELA 3B Identificagido de outliers nas varidncias pelo teste de Levene
utilizando os resultados do teste de germinagdo apresentados na

Tabela 2B
Lote Lab Rep Yin i = |y itk -y ,l.l (Z Jlk —:7-/'[‘ ). (Ejl. -z
1 88 |88-90,671=2,67 (2,67-1,78)>=0,79
91 0,33 2,09
I3 o3 233 0,31
: V. 90,67 7, =178 =319 0,11
1 93 3,67 1,49
2 89 0,33 4,46
2 3 86 333 0,79
Yu. 89,33 Z,. = 2,44 ¥=6,74 0,11
7 =21l
1 92 0,67 0,79
2 89 2,33 0,60
1 3 o3 1,67 0,01
5 Yo 91,33 Z, =1,56 T =141 0,60
1
2 85 3,50 0,00
2 3 9 3,50 0,00
¥ 88,50 Z, =3,50 2.=0,00 1,36
z, =1,87
Nenhum laboratério, ao nivel de significancia de 1%, é considerado um
outlier.
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Condigoes de repetibilidade
Para avaliar as condigdes de repetibilidade de um determinado
laboratério e lote, € necessério calcular: a varidncia dos dados, a varidncia de

repetibilidade, o limite critico e a amplitude dentro dos laboratérios (Tabela 4B).

Exemplo para o calculo da varidncia do labl e lote 1:

s T (w-7)  (88-90,67) +(91-90,67) +(93-90,67)’
s = = =6,33
(n, -1) (3-1)

TABELA 4B Determinagdo da amplitude dentro do laboratdrio, da variincia e
dos limites criticos de repetibilidade utilizando os resultados do
teste de germinagdo apresentados na Tabela 2B

Lote Lab Rep Y i n it N i’ L", 1. S ,-; D )i Y

88
9 3 6,33 5
93
90,67
03 933 403 1231

89 3 12,33 7
86

89,33

.:“'wN-—;'uM._.

=
o

92
89 3 4,33 4
93

91,33

11,06 3,68 12,24

85 2 24,50 7
92

88,50 7, =25

N
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Os laboratérios apresentam repetibilidade aceitdvel, com grau de

confianga de 99%, pois as amplitudes (Lr;;) sdo menores que os limites criticos

(r)-

Condigdes de reprodutibilidade

Para verificar as condigdes de reprodutibilidade de uma determinada
“repeticdo” e lote, é necessario calcular: a varidncia entre laboratorios, a
variancia de reprodutibilidade, o limite critico € a amplitude entre os laboratorios

(Tabela 5B).

TABELA 5B Determinagio da amplitude entre laboratérios, da varidncia e dos
limites criticos de reprodutibilidade utilizando os resultados do
teste de germinagdo apresentados na Tabela 2B

Lote Rep. Lab. Yiw LRM» S, jj s i’ S ;2;’ Dj Rj
I 88
1 2 93 >
1 2 ! o1 2 266 222 711 403 1075
2 89 ¢ J ? ? k b ]
1 93
3 2 86 7
I )
1 ] 0
1 89
2 2 ; 2 4 1003  -042 10,63 3,68 11,99
1 93
3 2 92 !

Exemplo do célculo Sjj e 7, para o lote 1, considerando as informagdes da

Tabela 5B.
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2 (3u=3.)" [3(90,67-90) +3(89,93-90) ]
52 = 1= == =2,66
“ (7 - (2-1)

> oy
A=l Sn, - & =;[(3+3)—3 *3] 3
m-D| =5, | @D 343

I=1

As repeticbes apresentam reprodutibilidade aceitavel, com garu de

confianga de 99%, pois as amplitudes sd3o menores que os limites criticos (R;).
p q Y

Valores de h e k

O valor de k para cada laboratério ¢ lote ¢ determinado pela divisdo da
varidncia entre laboratorios pela varidncia de reptibilidade. Para obter o valor de
h sdo calculados dois tipos de desvios em relagdo: a média do laboratério, a

média geral do lote (Tabela 6B)

TABELA 6B Determinagéo dos valores de he k

Lotet Lab Rep Vi Sy S, ki Y. hy

1 88
91 2,52 0,8239 1,2247
1 3 93
Y. 90,67
1 5 3,05 ———— 90,00
89 3,51 1,1496 -1,2247
86
89,33

3
V2
1 92
2 89 2,08 0,6257 1,0954
1 3 93
.7 21
1
2
3

91,33

333 — 89,92

85 4,95 1,4883 -1,0954
92
Yn. 88,50
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Exemplo para o valor de h do labl ¢ lote 1:
(Yn. - YI)

(90,67 -90,00)

" \/i(l_’u 1) /(p. ~1)7 J(90,67-90,00)° +(89,33-90,00)’° /(2-1).3

1
I=1

Analise Discriminante

Como descrito na se¢do 5.3.6 do capitulo 2, esta técnica pode ser

desenvolvida em 4 etapass.

12 etapa) Avaliagdo da suposi¢@o de igualdade das matrizes de covariancia

Sdo calculados os vetores de médias, as matrizes de varidncias e

covaridncias (Tabela 7B) e aplicado o teste de Box’s M (que ndo serd

apresentado).

TABELA 7B Resultados de um teste de germina¢do em oito laboratorios para
dois lotes (grupo) e duas repetigdes cada

=1,2247

Lab Grupo Amostra 1 Amostra 2 Ex: Vetor da observagdo 1 do grupo 1

(a) (22) Xy X

1 1 94 92 .

2 1 90 94 x,=[94 92

3 1 88 92

4 1 90 98

5 1 92 96 Vetor das médias para cad

6 1 9 98 ' 1as para caca gripo

7 1 94 96 5 [91,75 _ [75,50

§ 1 96 96 “los,25| 7 |s1,75

1 2 72 74 = ’

2 2 98 88

3 2 86 84

4 2 64 78 . cn en .

5 2 78 88 Matrizes de covaridncias e vanancias para

6 2 76 84 cada grupo

7 2 64 84 ,,

8 2 66 74 7,36 0,36 = 141,43 42,71

0,36 5,64 i 42,71 32,50
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Exemplo do célculo da determinagéo de X,

s 2SR B )

_ 17347 [91,75
X, =—- =
' 817621 |95,25

Exemplo do célculo da determinagZo de s,

5| FHRAIG G - (RG]

p
[ 2’25][2,25 -3,25]+...+[4’25][4,25 0,75])
-3,25 0,75

[5,06 -7,31]+_”+[13,06 3,19D
\[-7.31 10,56 3,19 0,56
1{51,50 2,501 [7,36 0,36
7] 2,50 39,50]_[ ]

<=

| -

)
]

0,36 5,64

2? etapa) Determinagdo das fungdes discriminantes lineares de Fisher

Supondo a igualdade das matrizes das varidncias e covaridncias,

determinam-se as fungdes discriminantes lineares de Fisher, por meio de

algumas medidas auxiliares: X, ﬁo es,.
Cilculode X, B, e S, com os dados apresentados na Tabela 7B

- 122:2 _1{[o175],[75.50])_ 1([167.25]) _[167.25]_[83,62
247 2l|9s5,25] | 81,75() 2\|177,00() |177,00| | 88,50

i=l
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b= (% - %)X,

i=l

. _([91757] [83.62
BO
95,25] | 88,50

-X)

91,75] [83,62 ’+ 75,50
95.25| |88,50 81,75

. _([66.015 543845] 66,015
°71| 54,845 45,560 |54,845

54,845

45:56OD=[

132,03 109,69
109,76 91,12 | |

_[83.62])([ 75,501 [83.62 ’
88,50 | || 81,75 || 88.50

£

Z”i -& =

7,36 0,36
@&-1 +(8-1
s = 0,36 5,64

2

n-1)S, =

(n,

~1)S, +(n, -

1S,

)[141,43 42,71

(m +ny)-2

42,71 32,50

]

P

74,39 21,53
P | 21,53 19,07

]

(8+8-2)

No caso em que g =

2, o vetor / pode ser obtido diretamente por

=(X, - X, )T S, logo para este exemplo:

1=[0,019 0,686]= y=0,019q, +0,686a,

3? etapa) Regra de classificagdo

Para o caso em que g =2, calcula-se o ponto médio m entre duas médias
1, _—\7 o=, =
—(%-%) 5 (% +%) e

univariadas amostrais dado por m =%(}7, +3,)= >

estabelecesse a regra de classificagdo para x como sendo: alocar x em 7, se

I"x>m e alocar em 7, caso contrario (Tabela 8B).
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TABELA 8B Valores da fungio discriminante para os dois grupos

Lab Grupo fun¢do
64,89
66,19
64,78
68,94
67,60
68,94
67,64
67,68
52,13
62,23
59,26
54,72
61,85
59,07
58,84
52,02

0O ~J N bW =100 0 WK B W N —
[3S JN (S I S I 6 N NG R NG N NG N NG T S U U G

Assim, tomando com exemplo vetor da observagio 1 do grupo 1

: 94 . . .
x, = [92] a classificag@o pode ser obtida da seguinte forma:

. 1{[9L75] [75,50 i 74,39 21,531 ([91,75 75,50
h=— - + =62,33
21195,25 ) | 81,75 21,53 19,07 95,25| (81,75

e [0,019

= ][94 92]=64,89 > 62,33
0,686

Pela regra de classificagdo adotada esta observagado ¢ considerada sendo

do grupo 1.
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4 etapa) Avaliagdo da fungdo de classificagdo
Com as observagdes classificadas é construida a matriz de confusdo
(Tabela 9B) e determinada a taxa de erro geral. Neste exemplo, ndo estd sendo

apresentado o método de validagdo cruzada utilizado no capitulo 2.

TABELA 9B Matriz de confusdo simples — regra linear

grupo grupo classificado
) total
verdadeiro 7 15
1l 8 0 8
T 0 8 8
Total 8 8 16

Como todas as observagbes foram classificadas corretamente nido ha

taxas de erro a serem determinadas.

Método do Z score
Como apresentado na se¢do 5.2.1 do capitulo 3, esta técnica pode ser

desenvolvida em 6 etapas.

1° etapa) Identificagdo de valores discrepantes (outliers)

Sdo estabelecidos, para cada nivel de estudo (neste caso a amostra),
intervalos de confianga para mediana, e considera-se um outlier se o resultado
médio de um teste de germinagdo ndo estiver contido neste intervalo (Tabela
10B).
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TABELA 10B Identificagdo de outlier pelo método do Z-score nos resultados
médios de um teste de germinagdo com nove laboratérios em
duas amostras

Amostra | Amostra 2
Lab. Média Lab. Média

6 98 6 97

5 95 5 95

1 92 1 91

3 92 4 89
Mediana 4 90 9 89

7 86 8 86

9 86 3 81

8 85 7 80
(Outlier) 2 60 2 54
Média 87,11 84,67
Mediana - , 90,00 89
Desvio padro (acima da mediana) - s, 2,87 3,65
Graus de liberdade 3 3
1a(0,005;3) 5,84 5,84
Limite Inferior - $, — 5,440,005 7324 67.67
Limite Superior - y, +s;ta(o_005;3) 106.76 110,32

! Nivel de confian¢a de 99%.

2? etapa) Determinagéo do Z- score
Calcula-se a média e o desvio padrio para cada amostra,
desconsiderando os outliers identificados na etapa anterior, e determina-se o

valor do Z-score para cada laboratdrio (Tabela 11B).
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TABELA 11B Determinagio do Z-score para os resultados médios de um teste
de germinagdo com nove laboratdrios em duas amostras

Amostra 1 Amostra 2
Lab. Média < Lab. Média Zu
6 98 1,61 6 97 1,41
5 95 0,97 5 95 1,07
1 92 0,32 1 91 0,41
3 92 0,32 4 89 0,08
4 9  -0,11 9 89 0,08
7 86  -0,97 8 86 0,41
9 8  -097 3 81 -1,24
8 85 -1,18 7 80  -141
2 60  -6,55 2 54 -5,70
Média - y, 87,11 84,67
Desvio padrédo - s, 2,87 3,65

3 ® etapa) Classificagdo numa rodada
Nio estdo sendo apresentadas nem a classificagdo, nem a nota que seria

atribuida a cada laboratdrio, uma vez que, neste exemplo, ndo ha trés amostras.
4" a 6 ® etapas) Calculo do viés, precisdo e exatiddo

Pelos resultados obtidos, o laboratério 6 tem exatiddo considerada como
critica (1,500 <E"N < 1,999)e o laboratério 2 como inaceitavel. (Eg' ) > 2,000)

Todos os laboratorios apresentam boa precisdo. (Tabela 12B)
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TABELA 12B Determinagdo do viés, precisio, exatiddo pelo método do
Z-scroe dos nove laboratdrios em duas amostras

Amostra 1 Amostra 2 4" a 6" etapas
Lab. Média 2, Lab. Média Z Yz, v, p gW
a=]
6 98 16l 6 97 14l 302 1,51 007 1,51
5 95 097 5 95 1,07 204 1,02 004 1,02
1 92 032 I 91 04l 0,74 037 003 0,37
392 032 4 89 0,08 040 020 008 0,22
4 90 -0l 9 89 008 0,02 -0,01 007 0,07
7 8 -097 8 8 -04l -1,38 -0,69 020 0,72
9 8 -097 3 81 -124 221 -1,10 0,10 1,11
8 85 -8 7 80 -141 2,59 -129 008 1,30
2 60 -655 2 54 =570 212,25 6,13 0,30 6,13

Exemplo para o célculo da precis@o do lab 1:

1,61-1,51) +(1,41-1,51)’
a0\ I+ )’ oo

Método Campos (1998)

O banco de dados utilizado como exemplo para aplicagdo do método

Campos encontra-se na Tabela 13B.

TABELA 13B Resultados de um teste de germinagdo em trés laboratorios com
duas amostras e quatro repeti¢Ges cada

Amostra 1 Amostra 2
Repetigdo Repeticdo
Lab. — 2 3 4 Lab. — 2 3 4
1 88 91 93 97 1 92 89 93 96
2 97 96 99 99 2 100 99 98 100
3 73 59 66 68 3 65 65 52 65
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Como descrito na se¢do 5.2.2 do capitulo 3, esta técnica pode ser

desenvolvida em 5 etapas.

1 * etapa) Identificagdio de valores discrepantes (outliers)

S3o construidos intervalos interquartilicos (Tabela 14B) e verifica-se em
qual deles a observagio esta contida, sendo atribuido um indice de discrepancia
dy com valor correspondente ao numero do intervalo menos uma unidade
(Tabela 15B).

TABELA 14B Determinagio dos limites inferiores e superiores e valores de d;
para os trés laboratorios em duas amostras e quatro repeti¢des

cada
Amostra 1 Amostra 2
Repeticdo Repeti¢do
B 1 2 3 4 d B 1 2 3 4 d
. Li 745 658 71,3 748 | Li 69,8 68,5 61,0 71,8 0
Ls 98,5 100 100 100 Ls 100 100 100 100
) Li 685 565 63,0 670 5 Li 61,0 60,0 49,5 63,0 .
Ls 100 100 100 100 Ls 100 1060 100 100
. Li 62,5 473548 593 3 Li 52,3 51,5 38,0 54,3 )
> Ls 100 100 100 100 Ls 100 100 100 100
Voryos 80,5 75,0 79,5 82,5 Vs 78,5 77,0 72,5 80,5
Foryos 92,5 93,5 96,0 98,0 Varyo.s 96,0 94,0 95,5 98,0
5(,‘., 12,0 18,5 16,5 15,5 5(2” 17,5 17,0 23,0 17,5

' Quando o limite superior ultrapassava a 100 foi feita a substitui¢do por 100.

Exemplo para o célculo dos limites da repetigdo 3, amostra 2 € B = 3:

- B . B 3 3
(y(zs)o.';s -E (23)> V(23)0.25 +35(23)) = (72,5"'2'~(1 5,5);,95,5 +%-(15,5)) =(38,0;132,5)
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TABELA 15B Determinagio de d; (com base nos limites da Tabela 14C) para
os trés laboratdrios em duas amostras e quatro repeti¢des cada

Amostra 1 Amostra 2
Repetigio Repetigdo
Lab. —— ) 3 4 Lab. 2 = 3 4
Yk 88 91 93 97 Vi 92 89 93 96
d, 0 0 0 0 d, 0 0 0 0
Ve 97 96 99 99 Yo 100 99 98 100
d, 0 0 0 0 d, 0 0 0 0
Wiax 73 59 66 68 Yk 65 65 52 65

d; 1 1 1 1 d, 1 1 1 1

Neste caso néo ¢ identificado nenhum outlier, pois todos os valores de d,

sdo menores que 3, permanecendo todos os valores para o 2° passo.

2 * etapa) Célculo da medida de discrepancia d,

Sdo construidos intervalos de confian¢a para mediana (Tabela 16B) e
verifica-se em qual deles a observagdo esta contida, sendo atribuido um indice
de discrepancia d, com valor correspondente ao numero do intervalo menos uma
unidade, com exce¢do de d» =0, que é determinado pelos dois primeiros
intervalos (Tabela 17B).
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TABELA 16B Determinacio dos limites inferiores e superiores e valores de d>
para os trés laboratorios em duas amostras e quatro repeti¢des

cada
Amostra | Amostra 2
Repetigdo Repeti¢do
B 1 2 3 4 . B 1 2 3 4 d
L, 792 76,5 803 844 L; 78,7763 74,7 82,1
0 Ly=L; 8800910 930 970 O 0 Ly=L;>92,0890 93,0 96,0 0
L, 96,7 100 100 100 L, 100 100 100 100
L, 705 61,9 67,6 71,9 L, 65,5 63,7 56,5 683
1 Ly=L>792 76,5 80,3 84,4 0 1 L,=L-78,7763 74,7 82,1 0
L, 100 100 100 100 L, 100 100 100 100
L; 61,7 47,4 548 593 Ly 52,251,0 38,2 544
2 Ly=L>704 619 676 71,9 1 2 Ly=L-655637 565 683 1
L, 100 100 100 100 L, 100 100 100 100
P 88,0 91,0 93,0 97,0 P 92,0 89,0 93,0 96,0
s 147 403 309 301 s, 336 305 637 367
n, 3 3 3 3 n,, 3 3 3 3
S md(rt) 88 14,5 12,7 126 Sma(2k) 13,3 12,6 18,3 13,9

TABELA 17B Determinagio de d> (com base nos limites da Tabela 16B) para
os trés laboratdrios em duas amostras e quatro repeti¢cdes cada

Amostra 1 Amostra 2
Repeticao Repeti¢do
Lab =3 3 Lab. 2 3 4
i 88 91 93 97 Yok 92 89 93 96
d; 0 0 0 0 d, 0 0 0 0
d; 0 0 0 0 d> 0 0 0 0
Wik 97 96 99 99 Yo 100 99 98 100
d 0 0 0 0 d 0 0 0 0
d> 0 0 0 0 d> 0 0 0 0
Y T3 59 66 68 Vi 65 65 52 65
d, 1 1 1 1 d; 1 1 1 1
d> 0 1 1 1 d> 1 1 1 1
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3% a 5" etapas) Classificagio, cilculo da exatiddo e precisio (Tabela 18B)

TABELA 18B Determinagdo de medidas auxiliares, exatidio, precisdo e
classificagéo pelo método de Campos para os trés laboratérios

em duas amostras
Lab. 7, p E,( n "; ”; Sisnu) s:-nin(‘.’) Sisn S:hs(l) 1, 17( M Clas.
1 0 8 100 9,7 0 100  Ouro
2 0 8 100 8 8 15,7 17,0 16,3 2,0 0 100  Ouro
3 13 8 90,3 390 O 100 Ouro

Para os célculos de s, € si.. S30 excluidas todas as determinagdes
do laboratorio 3, uma vez que a soma de d; com d, ¢ diferente de zero.

Anailise de agrupamento
Para a aplicacdo da técnica de andlise de agrupamento, estio sendo

utilizados resultados de um teste de germinacdo, com cinco laboratérios e duas

amostras (Tabela 19B).

TABELA 19B Resultados médios de um teste de germinacdio com cinco
laboratérios em duas amostras

Lab. Amostra 1 Amostra 2
1 86 85
2 82 80
3 82 81
4 82 85
5 72 74
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A primeira etapa consiste no célculo da distancia euclidiana entre cada
par de laboratérios — grupos (Tabela 20B). Determina-se¢ um novo grupo para a

combinag3o que apresentar a menor distancia.

TABELA 20B Resultados das distancias euclidianas para combinag¢des duas a
duas de quatro laboratorios em duas amostras

Combinagdes d; Novo grupo
Labl — Lab2 6,43

Labl — Lab3 5,66

Labl — Lab4 4,00

Labl ~- Lab5 17,80

Lab2 - Lab3 1,00 Lab2 e Lab3, representado
Lab2 — Lab4 5,00 por Lab23
Lab2 - Lab5 11,66

Lab3 - Lab4 4,00

Lab3 - Lab5 12,21

Lab4 - Lab5s 14,87

Exemplo do calculo da distancia entre os laboratorios 1 € 2

i(.}_’u "72&,)2 =\/Z§6—82)2 +(85—80)2 =6,43

1* matriz de distincias:
Labl Lab2 Lab3 Lab4 Labs
Labl [0,00 6,43 5,66 4,00 17,80]
Lab2 | 6,43 0,00 1,00 5,00 11,66
Lab3 | 5,66 1,00 0,00 4,00 12,21
Lab4 | 4,00 5,00 4,00 0,00 14,87
Lab5 17,80 11,66 12,21 14,87 0,00 |
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Processo 1: Recalcular a matriz de distincias pelo método de ligagdo média,

considerando o novo grupo Lab23 com os demais grupos.

Exemplo do calculo da distdncia do Labl (grupo G,) com o novo grupo Lab23

(grupo G, ) utilizando os resultados da 1* matriz:

dy, +d;) 6,43+5,66
(1.2) 2

d(G,,GZ)=d(Labl,Lab23)=( =6,05

Calculam-se também as distdncias entre Lab4 e Lab23; e entre Lab5
com Lab23, atualizando-se assim a matriz de distdncias com esses novos valores

e mantendo as demais distincias apresentadas na 1* matriz de distdncias.

2° matriz de distincias:
Labl Lab23 Lab4 Lab5s

Labl | 0,00 6,05 4,00 17,80
Lab23 | 6,05 0,00 4,50 11,94
Lab4 | 4,00 4,50 0,00 14,87
Lab5 {17,80 11,94 14,87 0,00

Processo 2: Recalcular a matriz de distancia, considerando o novo grupo Labl4
(menor distancia apresentada na 2* matriz) com os grupos remanescentes Lab23

e Lab5, utilizando ainda alguns resultados da 1° matriz de distancias:

d,+d,+d,+d,;) 6,43+5,66+5,00+4,00

d(Labl4,Lab23) = ( ) 2

=5,27
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32 matriz de distancias:
Labl4 Lab23 Lab5s

Labl4{ 0,00 5,27 16,43
Lab23| 5,27 0,00 11,94
Lab5|16,43 11,94 0,00

Processo 3: Recalcular a matriz de distdncia, considerando o novo grupo
Lab2314 (menor distancia apresentada na 3* matriz) com o grupo remanescente
Labs.

dys +ds; +dis+d,s) 12,21+14,87+17,80+11,66
@) 4

d(Lab2314,Lab5) = ( =14,14

42 matriz de distincias:
Lab2314 Lab5

Lab2314} 0,00 14,14
Lab5 |14,14 0,00

O processo ¢ finalizado com a formagdo de um unico grupo Lab23145,
sendo construido o dendrograma considerando as menores distdncias em cada

processo, neste exemplo, 1,00; 4,00; 5,27; 14,14 (Figura 1B).
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FIGURA 1B Dendrograma para o agrupamento de 5 laboratdrios a partir dos
dados de germinagdo utilizando o método da ligagdo média

Para verificar quanto grupos de fato devem ser considerados no final do

processo, pode se utilizar o procedimento de Mojena (1977) (Tabela 21B).

TABELA 21B Determinag@o do ponto de corte para determinagdo do niimero
de grupos, procedimento de Mojena (1977)

Estagio (m) Grupos a,

1 Labl,Lab2,Lab3, Lab4, Labs

2 Labl, Lab23, Lab4, Labs 1,00

3 Labl4, Lab23, Lab5 4,00

4 Lab2314, Lab5 5,27

5 Lab23145 14,14
Média (&) 6,10
Desvio padrdo (s, ) 5,65
a+¢s, - Ponto de corte 13,16
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Neste exemplo, por este critério, seria considerado apenas um unico
grupo com todos os laboratérios.

Para validar o agrupamento sio comparadas as distancias efetivamente
observadas entre 0s objetos (distdncias euclidianas) e as distdncias previstas a
partir do processo de agrupamento, utilizando-se a correlagdo cofenética (Tabela
22B).

TABELA 22B Medidas das distincias euclidianas e previstas para o célculo da
correlagdo cofenética

Combinagées Distincia euclidiana Disténcia prevista
Labl — Lab2 6,43 5,27
Labl - Lab3 5,66 5,27
Labl — Lab4 4,00 4,00
Labl - Lab5s 17,80 14,14
Lab2 - Lab3 1,00 1,000
Lab2 - Lab4 5,00 5,27
Lab2 - Lab3 11,66 14,14
Lab3 - Lab4 4,00 5,24
Lab3 — Lab5s 12,21 14,14
Lab4 — Lab5 14,87 14,14
Correlagédo cofenética 0,95

O agrupamento pode ser considerado de boa qualidade, pois o valor da

correlagdo cofenética € proximo de 1.
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ANEXO C

Para esbogar um boxplot devem ser calculadas varias medidas

descritivas (Figura 1C).

Valores extremos: valores maiores que 3
* comprimentos da caixa, a partir do percentil 75%
25% dos
dados estédo Outliers: valores maiores que 1,5 comprimentos da
Lacnma da o caixa, a partir do percentil 75%
caixa
Maior valor que n3o ¢ outlier
S— 4
ﬁ Percentil 75%
—

50% dos
dados estido Mediana

—— —
dentro da
caixa

Percentil 25%
! l Menor valor que n@o € outlier

——— ——
25% dos
dados estdo o Outliers: valores menores que 1,5 comprimentos da
labaixo da caixa, a partir do percentil 25%
caixa

* Valores extremos: valores menores que 3
comprimentos da caixa, a partir do percentil 25%

Fonte: Cazorla (2001)™

FIGURA 1C Descri¢do das medidas utilizadas na construgéo de um boxplot

2 CAZORLA, 1. C. Educaco estatistica: anilise exploratoria. Ilhéus, BA, 2001. Cap.
111, 41 p.

Disponivel em: <http://www.socio-estatistica.com.br/Edestatistica/apostila.htm>.
Acesso em: 10 abr. 2009.
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Calculadas as medidas descritivas como: mediana, o pecentil 25%, o
percentil 75% e a amplitude interquartilica é possivel esbogar o boxplot, sendo
que o comprimento da caixa ¢ determinado pela amplitude
interquartilica = 0s - 0,
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ANEXOD

Teste de Box’s M (Ferreira, 2008%)

Um dos testes para verificar a homogeneidade de matrizes de
covaridncias de /> 2 populag¢des normais multivariadas é conhecido como teste
de Box’s M.

Esse teste foi proposto por Box (1949) como uma modificagio ao teste
de Bartlett (1947).

O interesse € testar a hipétese de homogeneidade sobre as covaridncias
(pxp) das I populagdes dada por:
Hy: 2\ =%,=.=2,
Considerando amostras aleatérias de I populagdes normais p-variadas
N,(#4,X;) de tamanho #,, cada uma i=(1,2,..,/). A amostra da i-ésima

populagdo € dada por Y,,Y,,....Y, em que Y, €eR” corresponde a j-ésima da

! L.
. n., a estatistica

izl B?

unidade da i-ésima populag3o. Considerando ainda que n= Z

do teste de Box’s M ¢ dada por:

2 _ ’i_ 1 2p* +3p-1 1 o
£ [(ZV n—IJ(é(w1)(1-1)]]"[?‘“"5"' (r f)lnISc],

possui distribuigdo assintética qui-quadrado com f =(/-1)p(p+2)/2 graus

de liberdade, sendo que os estimadores (S, e S.) ndo-viesados das matrizes de

covariancias populacionais sdo definidos por:

23 FERREIRA, D F. Estatistica multivariada. Lavras: UFLA/DEX, 2008.
661 p.
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LS (5 -5)(5-5) e 5.=—=(n-D)s,

n =154
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ANEXOE

Neste anexo sdo apresentados os tipos de bancos de dados que foram
montados para andlise no R e variaram conforme a técnica estatistica
empregada; um exemplo com alguns relatérios gerados e os comandos para a
execug¢do da FungdotesteH.

A justificativa para apresentagdo de tais exemplos decorre de dois fatos.
Primeiro, as rotinas desenvolvidas no R estio na forma de linguagem de
programagao e, conseqiientemente, apresentam uma logica para a montagem do
banco de dados.

Segundo, exemplificar para pesquisadores a montagem de alguns tipos

de banco de dados para viabilizar a utilizagdo dos mesmos no software R.

Teste H

TABELA 1E Exemplo da montagem de um banco de dados para a realizagio do

teste H
Lote! Subamostra Germinagio
LT1 S1 98
LT1 S2 92
LTI S3 96
LTl S4 95
LT1 S5 94
LT2 S1 85
LTS S5 74

' Néo utilizar, por exemplo, a simbologia L T 1, ou seja, ndo devem ser dados
espago entre letras, sendo o software R fard a leitura considerando como sendo 3
colunas separadas
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Método de Hampel
Foi montado um banco de dados inicial somente para a detec¢do de

outliers (se¢do 5.4.1 do capitulo 2).

TABELA 2E Exemplo da montagem de um banco de dados para a realizag¢do do
método de Hampel

Laboratorio Lote Repeticdo Germinagio
LBI LT1 R1 98
LBl LT1 R2 92
LBI LT 1 R3 96
LB2 LT1 R1 95
LB2 LT1 R2 94
LB2 LT1 R3 85
LBS8 LTS5 R3 75

Analise Discriminante

TABELA 3E Exemplo da montagem de um banco de dados para a Analise

Discriminante
Grupo R1 R2 R3
Gl 90 95 98
Gl 89 94 92
Gl 92 91 96
Gl 94 93 95
Gl 91 96 94
Gl 89 97 85
G3 75 70 72




Método do Z-score e Método Campos (1998)

TABELA 4E Exemplo da montagem de um banco de dados para o método do Z-
score € método de Campos (1998)

Laboratério Lote Repeticio Germinacao Rodada'
LBl LTI R1 98 1
LBI1 LTIl R2 92 1
LBl LTl R3 96 1
LB2 LT1 Rl 95 1
LB2 LT1 R2 94 1
LB2 LTI R3 85 1

LB12 LTS R3 79 6

! No caso desse estudo foi realizada apenas uma rodada.

Analise de Agrupamento

TABELA 5SE Exemplo da montagem de um banco de dados para a Anilise de

Agrupamento
! Amostral Amostra2 Amostra3
LBI1 90 95 98
LB2 89 94 92
LB3 92 91 96
LB4 94 93 95
LB5 91 96 94
LB6 89 97 85
LBI2 75 70 72

' Na utilizagdo das fungdes ja implementadas no R para esta técnica, ndo se
nomeia a coluna do fator
2 S3o utilizadas as médias de cada laboratorio de acordo com a amostra.
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Analise Generalizada de Procrustes (GPA)

Para a Analise Generalizada de Procrustes o banco de dados inicial €
formado por um vetor unico. No proprio R sdo estruturadas oito (repetigdes)
matrizes (arrays) tendo nas linhas os laboratérios € nas colunas as amostras, de

acordo com os seguintes comandos:

gvar=read.table("gvar.txt",h=T)
attach(gvar)
testvar<-array(gv,
dim=c(12,3,8),
dimnames=list(Lab=c("1","2","3","4","5","6" ,"7","8","9","10","11","12"),
Amostra=c("1","2","3"),
Repeti¢dgo=c("1","2","3","4","5","6","7","8")))
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Outliers detectados pelo Método de Hampel - Areia

Lab. Lote Rep. Germ.
1 3 2 81
6 3 3 85
8 3 3 78

Outliers detectados pelo Box plot - Areia

Lab. Lote Rep. Germ.

1 3 2 81
8 3 3 78
6 5 3 74
8 5 3 71

Detecgdo de outliers nas varidncias para cada lote pelo Teste de
Levene - Areia

Lote valorp Condigéo?
1 0.0915 var. Homogéneas - continuar a analise
2 0.2698 Var. Homogéneas - continuar a analise
3 0.0099 var. Heterogéneas ~ repetir o teste
4 0.0067 Var. Heterogéneas - repetir o teste
5 0.0009 Var. Heterogéneas - repetir o teste

!Nivel de significancia = 0.01

Comparag¢do com Limite critico de Reprodutibilidade - Areia

Lote Amostra.l Amostra.2 Amostra.3 limite_critico sR
1 14 7 13 16.93892 4.203881
2 14 16 21 23.99690 5.955523
3 6 4 7 8.49251 2.308827
4 23 23 20 34.91761 8.665812
5 12 9 18 18.20006 4.516870

FIGURA 1E Exemplo de alguns relatorios gerados no software R para o
Capitulo 2
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Resultado do 2 score! - Exatidéo

Lab. Viés.rod Precisdo.rod Exat.rod Clas.Exat.rod?
0.6 Aceitavel
Critico
Nio aceitavel
Aceitavel
Aceitavel
Nao aceitavel
8o aceitavel
Aceitavel
Aceitavel
N&o aceitéavel
N&o aceitéavel
N&o aceitavel

.
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QOO U d NP J BN
AN B P NS OGP
OV U oW LB )

=z

i

(o]

'Nivel de confianca = 0.95

? Aceitéavel - Exatidao menor que 1,5
Critico - Exatidao maior ou igual a 1,5 e menor que 2,0
N3o aceitavel - Exatiddo maior do que 2,0

Resultado do Método do Profert

Lab. Exatiddo Precisdo Selo!
1 93.29 88.89 Ouro
2 96.3 100 Ouro
3 88.89 88.89 Ouro
4 91.9 77.78 Ouro
5 97.92 100 Ouro
6 91.9 88.89 Ouro
7 93.29 88.89 Ouro
8 95.6 88.89 Ouro
9 93.06 100 Ouro

210.....94.68... 88.89 Ouro _  _

11 81.25 66.67 Prata T e
12 86.57 55.56 Prata

! Selo Ouro - Exatiddo e Precisdo maiores que 67%
Selo Prata - Exatiddo maior que 67% e Precisdo menor ou igual a
67%
Selo Bronze - Exatiddo menor que 67% e Precis&o maior que 67%
Nenhum selo - Exatiddo e Precisdo menores ou iguais a 67%

FIGURA 2E Exemplo de alguns relatérios gerados no software R para o
Capitulo 3
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44.

L1

# Nome : FungdoTesteH

# Autora : Verdnica Yumi Kataoka
# Data : 18/08/2008
# Versio tvl

#Objetivo  : Realizar o teste H de acordo com as normas ISTA., 2006

FungdoTesteH =function (a,N,n,fc,prob)
{

mg=tapply(a[,3],a[,1],mean)
s2=a[,3]"2
stot=tapply(s2,a[,1],sum)
stotq=(tapply(a[,3],a[,1],sum))*2
varobs=(N*stot-stotq)/(N*(N-1))
varaceit=(mg*(100-mg)*fc)/n
H=round(((varobs/varaceit)-fc),2)
qui=qchisq((1-prob),N-1)
Htabela=(fc*qui)/(N-1)
Htabelaf=round((Htabela -fc),2)
lt=as.factor(a[,1])

nL=nlevels(lt)

j=matrix(0,nL,1)

for(i in 1:nL)

{
Jli]<- ifelse(H[i] < Htabelaf, "Homogéneo", "Heterogéneo")

d<-data.ﬁ'ame(Lote=levels(a[,l]),HcalcuIado=l-l,Htabelado'=Htabelaf,Condi¢50 =j)
cat(" ","\n")

cat(" Teste H "."\n")

Cat(" "’u\nn)
print(d,row.names=FALSE)

cat("

",'A'Erl.")

cat("'Nivel de significancia =",(prob),"\n")
Cat(" "’"\nn)
Sys.time( )

cat(" l‘l,"\n")
cat(ll ##ﬂ,"\n")

}

FIGURA 3E Programa para execugio da FungaoTesteH no software R
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ANEXO F

Neste anexo sdo apresentados resultados complementares do Capitulo 3.

TABELA 1F Resultados do método do Z-score para o conjunto de dados do

grupo 1, de acordo com a simulag@o 1

Grupo Lab. Classificagdio Nota Viés Precisdo Exatiddo Classif. Exatiddo

1 A 5 0,8 1,5 1,8 Critico
2 A 5 0,9 1,2 1,5 Critico
3 BMP 0 2,9 5,9 6,6 Nio aceitavel
4 A 5 0,7 0,1 0,7 Aceitavel

1 5 A 5 0,5 I,1 1,3 Aceitavel
6 B 4 1,7 3,3 3,7 Nio aceitavel
7 C 3 1,8 1,4 2,3 Nio aceitavel
8 B 4 1,6 04 1,6 Critico
9 B 4 1,2 1,3 1,7 Critico
10 B 4 1,4 3,0 3,3 Nio aceitavel

TABELA 2F Resultados do método do Z-score para o conjunto de dados do

grupo 1, de acordo com a simulag@o 2

Grupo Lab. Classificacio Nota Viés Precisdo  Exatiddo Classif. Exatiddo

1 A 5 0,3 0,5 0,5 Aceitavel
2 B 4 1,4 1,2 1,8 Critico
3 A 5 0,8 0,1 0,8 Aceitavel
4 B 4 1,3 2,6 2,9 Nio aceitavel

1 5 C 3 2,1 3,6 4,1 Nio aceitavel
6 A 5 0,7 0,7 1,0 Aceitavel
7 C 3 2,2 42 4,7 Nio aceitavel
8 BMP 0 5,0 10,6 11,7 Nio aceitavel
9 C 3 2,3 43 49 Nio aceitavel
10 BMP 0 4,1 9,1 10,0 Nio aceitavel
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TABELA 3F Resultados do método do Z-score para o conjunto de dados do
grupo 1, de acordo com a simulagio 3

Grupo Lab.  Classificacgdo Nota Viés Precisio Exatidio Classif. Exatidao

1 A 5 0,9 1,9 2,1 Naio aceitavel
2 BMP 0 2.9 0,7 2,9 Nio aceitavel
3 A 5 0,5 1,0 1,1 Aceitavel
4 A 5 0,5 1,1 1,2 Aceitavel
1 5 A 5 1,0 0,4 1,1 Aceitdvel
6 A 5 0,6 0,5 0,8 Aceitavel
7 A L) 1,1 0,3 1,2 Aceitavel
8 A 5 0,7 1,5 1,6 Critico
9 A 5 0,4 0,6 0,8 Aceitavel
10 A 5 1,0 1,9 2,2 Nio aceitavel
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