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INTRODUCCIO

El Diccionari de Quimica Analitica publicat recentment pel TERMCAT defineix la Quimiometria com la brancade la
Quimica que socupa de I'aplicacié de técniques matematiques als procediments del mesurament per tal d'obtenir dels

resultats la maxima quantitat d'informacio quimicai fisica

Ningu no discuteix avui que la Quimiometria constitueix una part imprescindible dels programes universitaris de
Quimica Andlitica i, de fet, en tots els manuals avancats sinclou un o alguns capitols dedicats a tema. L'assignatura
Ampliacié de Quimica Analitica, que és obligatoria per a tots €ls estudiants de Quimica de la UB, inclou en d seu
programa alguns temes d'introduccié a la Quimiometria. Atés que aguests temes impliquen un contingut important
d'estadistica i calcul numeric, ca ampliar els conceptes introduits a les classes de teoria amb seminaris assistits per
ordinador que han de consistir en larealitzacié d'exercicis practics relacionats amb el's punts suara esmentats.

Les questions i problemes recollits en aguest text responen a la necessitat de posar a l'abast dels estudiants un recull
d'exercicis que €ls gjudin a comprendre i aprofundir alguns dels conceptes basics de la Quimiometria. Els temes
seleccionats responen ala part de la disciplina que tracta sobre I'aplicacié ala Quimica Analitica de diferents méetodes
estadigtics i d'optimitzacio i Sagrupen en quatre blocs que son: 1) Hipotesis i Tests Estadistics; 2) Andis de la
Variancia i Disseny d'Experiments; 3) Optimitzacié d'Experiments, i 4) Calibratge Analitic Univariant. La resolucio
dels problemes proposats es realitza mitjancant I'aplicacié de fulls de calcul, de les eines estadistiques que agquests
tenen incorporades, i, s sescau, de I'aplicacié de programes d'ordinador especialment dissenyats per a la reditzacio
dels exercicis preparats. En d text es presenten alguns exercicis resolts i uns atres per resoldre. El full de calcul
escollit per alaresolucio practica dels exercicis proposats en aquest manual ha estat I’ Excel de Microsoft. Es per aixo
gue en aquest text guia es donen instruccions d’ Us d'algunes de les eines que proporciona I’ Excel, tal com les ofereix €l

mateix programa.

La innovacié que va representar €l fet de posar en marxa aquests seminaris, les dificultats que comporta la seva
organitzacié per a un nombre gran d'estudiants en un periode relativament curt de temps, aixi com la necessitat de
disposar, per part dalumnes i professors, d'un material escrit que possibilités I'optimitzacié de I'aprenentatge, ens va

orientar cap ala preparacio d'aguest text guia.

Volem posar de manifest i agrair I'esfor¢ realitzat per les persones que han contribuit a posar a punt els exercicis i
problemes d'aquesta assignatura, €l's professors implicats, i especialment Jordi Iglesias Y agle, que ha tingut cura de la
diagramacié, maguetacio i edicio técnica d'aguest text. A més volem fer constar € nostre agraiment a Gabinet
d'Avaluacié i Innovacio Universitaria (GAIU) per la subvencio rebuda per ala redaccié d'una primera versio d'aquest
llibre.
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CAPITOL 2

2. ANALISI DE LA VARIANCIA (ANOVA)

En € capitol anterior s han estudiat i aplicat diferents tests estadistics per comparar dos resultats (o parelles de
resultats) obtinguts en condicions diferents. Perd en moltes situacions ca poder comparar més de dos resultats. La técnica
estadistica més emprada en aquests casos és|'analis de la variancia. Alguns exemples as quals s aplicarial’ andlis de la
variancia serien:

a) estudi de I' efecte del temps d’ emmagatzematge d’ una mostra de serum sobre € contingut proteic d’ aquesta
mosira;

b) comparacié ddls resultats obtinguts per diferents laboratoris en I’andlis d’'una mateixa mostra fent servir €
mateix métode andlitic;

¢) estudi del contingut en traces de Pb d' una aigua potable emmagatzemada en un diposit, a partir de mostres preses
aestoriament.

En aguests exemples hi ha dues possibles fonts de variacio dels resultats obtinguts. En tots €ls casos una d'elles és
I’error aleatori associat a propi procediment analitic. Aquest error aeatori es pot quantificar a partir de mesures replicades
d'una mateixa mostra. L’atra possible font de variacio és d temps d emmagatzematge en I'exemple (a), es diferents
laboratoris en I'exemple (b) i la presa de mostra en I’ exemple (c). Aquesta segona font de variacié correspon a factor
I'efecte dedl qual s estd avaluant. Molt sovint a aguest factor se I'anomena factor controlat, per diferenciar-lo de I’ error
aeatori inherent atotes les mesures experimentals. No obstant aix0, no ésd’ s general, jaque en I’exemple (¢) € factor que
S estudiatambé és aeetori. Tot i aix0, aquesta serala nomenclatura que esfara servir en aquest capital.

L’'andlis de la variancia és una eina estadistica que permet separar i estimar les diferents causes de variacié dels
resultats: permet separar i quantificar lavariacié en les dades deguda a canvis en € factor controlat, de lavariacio degudaa
I’error aeatori. Un cop es coneixen aquestes dues magnituds, es poden comparar estadisticament entre S. S hi ha
diferencies significatives entre les dues fonts de variacid, es podra concloure que canvis en d factor controlat impliquen
canvisen € valor de lapropietat que es mesura. En I’ exemple (a) aixo implicaria que les condicions d’ emmagatzematge de
lamostrano sin les adients perque € contingut proteic variaa llarg del temps; en I’ exemple (b) aixo ensindicariaque un o
més dels laboratoris probablement esta cometent algun error sstematic en I'andlis; i en I'exemple () la preséncia de
diferencies significatives ens indicaria que @ contingut del dipdsit no és homogeni i que, com a consequiencia, I error de
presa de mostra és significativament superior a de I'andis. S no hi ha diferéncies significatives entre les dues fonts de
variacio, aixo voldradir que € factor controlat no té cap efecte sobre la propietat que es mesura.
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En dsexemples anteriors s estudiaval’ efecte d un Unic factor controlat. L’ ANOV A que es portaaterme en aquests
casos s anomena ANOVA d'un factor. En aguests tipus d ANOVA es requereix la redlitzacio de mesures replicades de
cadaandlis per poder quantificar I’ error deatori.

En dtres casos pot ser necessari |'estudi de més d'un factor controlat sobre les dades experimentals. En aquests
casos es porta a terme I anomenat ANOVA de dos factors. S es volguessin estudiar smultaniament n factors controlats,
shauriade fer un ANOVA den factors.

Exemples en els quals es requereix un ANOVA de dos factors son €ls seglients:

a) exercici smultani d'intercalibracioé de laboratoris i de metodes d'andisi: diferents laboratoris anditzen una
mateixa mostra amb metodes diferents;

b) estudi del tempsi de la temperatura d emmagatzematge d’ una mostra de sérum de la qua es vol determinar €
contingut en traces de Cu(ll).
2.1. ANOVA d'un factor

Suposem que esvol portar aterme unacomparacié dels resultats obtinguts per 5 laboratoris diferents en I'andis

d’'una mateixa mostra fent servir d mateix métode anditic. Cada laboratori fa 3 andlisis replicades de la mostra.
Normament els resultats experimental s es representen en unataula, tal i com s'indica a continuacié;

Répl. 1 Répl. 2 Répl. 3 M;
Lab. 1 10.0 115 103 106
Lab. 2 12.0 105 9.3 106
Lab.3 10.1 134 125 120
Lab. 4 96 7.0 8.0 82
Lab.5 14.1 14.2 125 136
M goba 11.0

A lataulashi ha afegit la mitjana per a cada laboratori (M;) i la mitjana global (Mga). A partir de tots aguests
valors, ja es pot calcular I'error deatori i I'error associat a factor controlat. Les expressons que es fan servir, pel cas
generd d'anditzar r valors diferents del factor controlat (en I’ exemple son laboratoris) amb n replicats per a cadascun
d'els, son les seglients:

Vaianciaassociadaal’ error aeatori:

(Ste)” = (k= M)/ 1(1+1) = SSyea/ 1(1-1)

i=1...r esrefereix alslaboratoris.
k=1,...,n esrefereix asreplicats per laboratori.
Xik ésunamesuraindividual que correspon a laboratori i i a replicet K.
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Varianciaassociadaa factor controlat:

(Sa)* = NZ(M; —Mgora)”/ (-1) =SS/ (r-1)
Varianciaglobal:
(Syo)” = Z (X1~ Mogin)” / (1+1) = SSyeen / (1)

Un cop s han obtingut els valors de les variancies associades al’ error aestori i a factor controlat, esredlitzaun test
F per tal de veure s lavariancia deguda a factor controlat és significativament superior aladegudaal’ error aestori 0 no.
S es compleix la hipotes nul-la es podra concloure que €ls resultats experimentals no estan afectats pel vaor del factor

controlat. Si, pel contrari, es compleix la hipotes adternativa, aixd indicara que € resultat experimental depén del factor
controlat.

Totalainformacio obtingudaen I’ ANOVA esresumeix en unataula, tal i com s indicaa continuacio:

Font devariacié Sumade quadrats Grausdellibertat Variancia Valor deF
Factor controlat SSa (r-1) SSw/ (r-1) F=Sa’ /Siea
Error aleatori SSie r(n-1) SSiea / 1(n-1)

Global SSyota m-1 SSyowa / (M-1)

2.1.1. Usdd full de calcul Excel per al’ aplicacié del’ ANOVA d un factor

S had entrar en d ment Herramientasi en e subment Anélisis de datos. Un cop en aguest subment s hadetriar
I’opcié Analiss de varianza de un factor. Apareix una finestra que esta dividida en dues parts. una amb € titol
ENTRADA i I'dtraamb d titol OPCIONES DE SALIDA. En la primera part es demana tota la informacio necessria
per fer correr el programa:

- Rango de entrada: correspon ales cel-les on hi hales dades experimentals; també s hi poden incloure les cdlles
que contenen les etiquetes identificatives.

- Agrupado por: s cada vaor del factor controlat correspon a una fila, aeshores s ha de marcar on posa Filas, §
cadavalor dd factor controlat correspon a una columna, s hade marcar on posa Columnas.

- Titulos en la primera columna (o fila, depenent de com esta agrupat): s hem posat etiquetes identificatives ho
hem de marcar, i aixi € programa sabra que aquella columna o filano conté resultats.

- Alfa: hem de donar € nivell de significacio que volem per reditzar € test F.

En la segona part (OPCIONES DE SALIDA) es demana on es vol que € programa tregui €ls resultats. Els pot
treure (a) en € mateix full on hem introduit les dades experimentals, (b) en un full noui (c) en unllibre nou. El més simple
és fer servir I'opcid (a). S ha de marcar aquesta opcid i Sha d'indicar en € requadre adjunt quina és la cdl-la superior
equerraapartir delaqual esvol que apareguin elsresultats.
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A continuaci6 es mostren el's resultats obtinguts amb Excel amb les dades de |’ exemple anterior:

Repl. 1 Repl. 2 Reépl. 3
Lab. 1 10 15 103
Lab.2 12 105 93
Lab.3 101 134 125
Lab. 4 96 7 8
Lab.5 141 142 125

Analissdevarianza deun factor (resumen)

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Lab.1 3 318 10.6 0.63
Lab.2 3 318 10.6 183
Lab.3 3 36.0 120 291
Lab.4 3 24.6 82 172
Lab.5 3 40.8 136 091

Andlissdevarianza

Origen delas Sumade Gradosde Promediode [F Probabilidad Valor criticode
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F
Entregrupos 47.76 4 1194 7.4625 (0.00472195 3.47804985
Dentrodelos

grupos 16 10 16

Total 63.76 14

A partir dels resultats obtinguts (Fecuada > Fpuada Pl Nivell de significacié escallit, que en aquest cas ha estat de
0.05) es pot concloure que hi ha diferencies significatives entre laboratoris. Aixo pot implicar que un o més dels laboratoris
andlitzats esta cometent un error sistematic. Aquesta comparacid també es pot portar aterme entre e nivell de significacio
experimental per alaF trobada (indicat per “ Probabilided” alataulade resultats) i € nivell de significacié escollit (0.05 en
aguest cas). En aguest exemple, @ nivell de significacié experimentd ésinferior al’ escallit, la qual cosaindica que hi ha
diferencies significatives entre laboratoris.

2.2. ANOVA dedosfactors
En agquest cas S estudia I’ efecte de dos factors controlats diferents sobre d resultat. Un exemple d'aplicacio d'un

ANOVA de dos factors seria en un exercici smultani d'intercalibracio de laboratoris i metodes d’ andlisi, on una mateixa
mostra és analitzada per diferents laboratoris amb metodes diferents.
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En una ANOV A de dos factors es poden donar dues situacions diferents:

a) no estenen replicats. En I’ exemple anterior aixo implica que cada laboratori analitza només un cop la mostra per
cadamétode;

b) estenen replicats. Cada laboratori analitzan vegades|la mosira per cada metode.

2.2.1. ANOVA de dos factors sense replicats

En aguesta Stuacio la variacio globa associada als resultats es pot separar en tres gportacions diferents, dues
degudes ds factors controlats i la tercera que conté I'error residual. Aquest error residua engloba I'error aestori i
I aportacié deguda ala possible interaccio entre els dos factors controlats. Ates que no s han fet replicats, I’ error aeatori no
es pot calcular directament, i es fa servir I’error residual com a mesura d’ aguest. Obviament aguesta SUposicié només sera
certaen casd abstnciad interaccio entre factors.

A lataula seglent es donen, atitol d’exemple, €ls resultats experimentals obtinguts per 4 laboratoris diferents en
I"andis d’unamostraamb tres métodes diferents:

Métode 1 Métode 2 Métode 3 M;
Laboratori 1 84 79 83 82
Laboratori 2 80 7 78 78
Laboratori 3 83 80 80 81
Laboratori 4 79 79 78 79
M; 82 79 80
Mgowa = 80

M; éslamitjanaper acadalaboratori i, peri =1...... r
M; éslamitjana per acadametodej, peraj = 1...... c

A lataula s hi han afegit les mitjanes per cada laboratori, per cada métode i la mitjana global. A partir de tots
aguests valorsjaes pot calcular la contribucid de cadafactor controlat alavariacié global i I error residual.

Vaianciaentre laboratoris:

(Sa)” = € XM, - Mgaa)*/ (r-1) =SS / (-1)

Varianciaentre métodes:

(Sre)” =1 XM, - M)’/ (C-1) = SSiee / (C-1)
Varianciaglobal:

(Syovd)” = 22X - Mgopa)” / (rc-1) = SSyopa / (rc-1)
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Vaianciaassociadaal’ error residud :

Es determina per diferéncia:
SSeesica = SSyobd = SSab - SSre
grausdellibertat = (rc-1) - ((c-1) + (r-1)) =rc-c-r+1=(r- 1)(c- 1)

Un cop obtinguts aquests valors de les variancies, es redlitzen dos tests F per determinar s hi ha diferencies
significatives 0 no entre la variancia deguda a cadascun dels factors controlatsi lade I’ error residudl.

Totalainformacié obtingudaen I’ ANOV A esresumeix en unataula, tal i com s indicaa continuacio:

Font devariacié Sumade Grausde Variancia Valor deF
qguadrats llibertat

Entrelaboratoris SS. (r-1) SSa/ (r-1) Sar’ ! Sesica”

Entre métodes SSoe (c-1) SS/ (c-1) Sr> | Sesicua”

Error resdual SSidua (r-D(c-1) SSesaua / (r-1)(c-1)

Global SSyoa (rc-1) SSyopa / (rc-1)

2.2.2. Usdé full de calcul Excel per al’ aplicacié del’ ANOVA de dos factors sense replicats

Shad entrar en e ment Herramientasi en € subment Andlisis de datos. Un cop en aguest subment s hadetriar
I’opcié Analisis de varianza de dos factor es con una sola muestra por grupo. Apareix unafinestra que esta divididaen
dues parts, amb dstitols ENTRADA i OPCIONES DE SALIDA, respectivament. En la primera part es demanatota la
informacid necessariaper afer correr e programa:

- Rango de entrada: correspon ales cel-les on hi hales dades experimentals; també s hi poden incloure les cdlles
gue contenen les etiquetes identificatives.

- Titulos: s hem posat etiquetes identificatives ho hem de marcar, i aixi € programa sabra que la primera columnai
laprimerafilano contenen resultats.

- Alfa; hem de donar € nivell de significacid que volem per redlitzar € test F.

En la segona part (OPCIONES DE SALIDA) es demana on es vol que € programa tregui els resultats. Els pot
treure (a) en & mateix full on hem introduit les dades experimentals, (b) en un full noui (c) en un llibre nou. El més simple
és fer servir I'opcid (a). S ha de marcar aquesta opcid i Sha d'indicar en € requadre adjunt quina és la cdla superior
exquerraapartir delaqual esvol que apareguin elsresultats.
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A continuacié es mostren els resultats obtinguts amb Excel amb les dades de |’ exemple anterior:

Métode 1 M étode 2 Métode 3
Laboratori 1 84 79 83
Laboratori 2 80 77 78
Laboratori 3 83 80 80
Laboratori 4 79 79 78
Andlissdevarianza de dosfactores con una sola muestra por grupo
RESUMEN Cuenta Suma Promedio Varianza
Laboratori 1 3 246 82 7
Laboratori 2 3 235 78.3333333 2.33333333
Laboratori 3 3 243 81 3
Laboratori 4 3 236 78.6666667 0.33333333
Métode 1 4 326 815 5.66666667
Meétode 2 4 315 78.75 1.58333333
Meétode 3 4 319 79.75 5.58333333
Anadlissdevarianza
Origendelas |Sumade Gradosde |Promediode |F Probabilidad |Valor critico
variaciones cuadrados [libertad los cuadrados deF
Filas 28.666667 3 9.5555556 5.83050847 0.03275623 4.75705519
Columnas 155 2 7.75 4.,72881356 0.05848241 5.14324938
Error 9.8333333 6 1.6388889
Total 54 11

En I’ exemple lesfiles corresponen alaboratoris i les columnes ametodes. S es compara el valor de F tabulat per a
nivell de significacié escallit i € caculat a partir de I’ANOVA, es pot concloure que hi ha diferéncies significatives entre
laboratorisi que no hi ha diferencies significatives entre metodes. Aixo implica que agun (o aguns) dels laboratoris esta
cometent un error sistematic probablement en alguna etapa del tractament de la mostra, comuna a tots els métodes. Tal i
comjas haindicat préviament, aquesta comparacio també es pot portar a terme entre  nivell de significacio experimental

per alaF trobadai € nivell de significacid escallit.

2.2.3. ANOVA de dos factors amb replicats

En aquest cas lavariacio globa associada a's resultats experimentals es pot separar en quatre aportacions diferents,
dues degudes ds factors controlats, una deguda a I’ error aeatori i una deguda a la interaccid entre factors. Ara I’ error
deatori jaes pot cacular directament a partir dels replicats. En canvi, la variacio deguda a lainteraccié s ha de determinar

per diferencia
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A la taula seglient es donen els resultats experimentas obtinguts en I’exemple seglient: En un exercici
dintercaibracié de laboratoris Senvien tres mostres diferents de carb6 a tres laboratoris perqué en determinin € contingut
darsenic. Cadalaboratori ha de fer dos replicats de cada mostra. S els resulltats son €ls que figuren alataula, decidiu g hi
ha diferencies entre ds resultats dels diferents |aboratoris.

Modgral Modgra?2 Mogra3 M;
Laboratori 1 51 51 58 54 65 6.1 5.66
Laboratori 2 53 54 54 59 66 6.7 5.88
Laboratori 3 53 51 52 55 65 64 5.66
M; 522 553 6.46
Mgwa = 574

M; éslamitjana per acadalaboratori, peri=1...... r
M; eslamitjana per acadamostra, peraj =1...... c
Cadalaboratori fan replicatsde cadamostra, k= 1...... n

A lataula s hi han afegit les mitjanes per a cada laboratori, per a cada mostra i la mitjana globa. A partir de tots
aguests valors ja es pot cacular la contribucio de cada font de variacié (factors controlats, error aegtori, interaccio) ala

variacié global.

Varianciaentre laboratoris:

(Sa)>=NCZ(M; - Mgea)*/ (1-1) = SS / (-1)

Varianciaentre mostres:

(Srosre)” = N0 Z(M; - M) / (6-1) = SSioatres (C-1)

Varianciaassociadaal’ error aeatori:

(St = ZEF (- M) Tr0(-1) = SSea / rE(r-1)
Variandiaglobal:
(Sjobd)z = ZZZ(Xijk - Mglobd)zl (an-l) = SSgIobd / (nrc—l)

Varianciaassociadaalainteraccio:

Es determina per diferéncia:
SSinteraccis = SSyaba = SSeb - SSosra - SSuent
grausdellibertat = (nrc-1) - ((c-1) + (r-1) + (re(n-1))) = (r -1)(c-1)

(Smeraw'é)z = SSmeraodé/ ((I’-l)(C-l))
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Un cop obtinguts aquests valors, es poden redlitzar trestests F diferents:
a) § esvol veure s hi hadiferencies sgnificatives entre laboratoris:
F= (Sa)”/ (Suea)”
b) s esvol veure s hi hadiferencies significatives entre mosires:
F = (Srosred”/ (Sen)
¢) § esvoal veures hi hainteraccié entre els dos factors controlats:
F = (Secce)” / (Sea)”

Totalainformacio obtingudaen I’ ANOVA esresumeix en unataula, tal i com s indicaa continuacio:

Font devariacié Sumadequadrats | Grausde Variancia Valor deF
llibertat

Entrelaboratoris SS. r-1 SSa /(r-1) Sab’ ! Sieat

Entre mostres SSoares c-1 SShosres/ (C-1) Srosres | Sea

Interaccio SSierancio (r-1)(c-D) SSteracaio /((--1)(c-1)) Steracci6 | Steat”

Error aleatori SSiex re(n-1) SSyex /(re(ne1))

Global SSyobe rcn-1 SSyova / (ren-1)

2.2.4. Usdé full de calcul Exce per al’ aplicacié del’ ANOVA de dos factors amb replicats

Shad entrar en d ment Herramientasi en e subment Andlisis de datos. Un cop en aguest submenu s hadetriar
I’opcio Andliss de varianza de dos factor es con varias muestras por grupo. Apareix una finestra que esta dividida en
dues parts, amb estitols ENTRADA i OPCIONES DE SALIDA, respectivament. En la primera part es demana tota la
informacid necessariaper afer correr e programa:

- Rango de entrada: correspon ales cdl1es on hi hales dades experimentds; també s han d'incloure les cd les que
contenen les etiquetes identificatives.

- Fila por muestra: cada replicat s ha de donar en una fila diferent. Aqui demanen quants replicats es tenen per a
cadaandis. El nombre dereplicats hade ser  mateix per atoteslesandiss.

- Alfa: hem de donar € nivell de significacio que volem per aredlitzar € test F.

En la segona part (OPCIONES DE SALIDA) es demana on es vol que € programa tregui €ls resultats. Els pot
treure (a) en € mateix full on hem introduit les dades experimentals, (b) en un full noui (c) en un llibre nou. El més ssimple
és fer servir I'opcid (a). S ha de marcar aquesta opcid i Sha d'indicar en € requadre adjunt quina és la cdl-la superior
equerraapartir delaqual esvol que apareguin elsresultats.





