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RESUMEN

Se utilizé espectroscopia de infrarrojo medio (MIR) e infrarrojo cercano (NIR) junto
con la ayuda de analisis multivariado para encontrar un modelo de prediccion,
donde se cuantificé simultaneamente el porcentaje de grupos dimetilaminoetil
(DMAE) y el porcentaje de grupos de acido metacrilico (AMC), relacionados con el
grado de ionizacién e hidrolisis respectivamente, que se da durante la modificacion
del polimero comercial Eudragit E 100 con acido clorhidrico. El objetivo principal
de este proyecto fue plantear una metodologia alterna al método primario de
determinacion por medio de valoraciones potenciométricas. Para el desarrollo de
esto se realizaron calibraciones con 7 espectros de muestras preparadas de
clorhidrato de Eudragit E 100 a diferentes grados de ionizacion en un rango de 0 a
100%, utilizando diferentes métodos de regresiébn como Partial Components
Regression (PCR), Classic Least Square (CLS) y Partial Least Square (PLS), y
una validaciébn cruzada con 3 espectros de muestras con porcentajes de
ionizacién dentro de este mismo rango. Se trabajoé con diferentes pretratamientos
de los espectros como primera y segunda derivada. Posteriormente, se obtuvo
coeficientes de determinacion (R?) y errores cuadraticos medios de calibracion y
validacion (RMSEC y RMSECV) para establecer la validez de los modelos. Los
resultados obtenidos de los diferentes modelos fueron evaluados por medio de
una prueba t pareada frente a los resultados del método primario o de referencia.
Finalmente, la comparacién de ventajas y desventajas de ambas técnicas, junto
con los resultados estadisticos, permitio determinar que el mejor modelo para
cuantificar estas variables fue el que utilizé la primera derivada de la coleccién de
espectros en la region MIR y una regresion por minimos cuadrados parciales
(PLS). Para la metodologia planteada se obtuvo los siguientes parametros:
RMSEC de 0,6250 %DMAE y 4,0200 %AMC, y coeficientes de determinacion de
0,9841 y 0,9971, respectivamente.

Palabras claves: NIR, MIR, Andlisis Multivariante, Validacién cruzada



ABSTRACT

Mid-infrared (MIR), near infrared (NIR) spectroscopy and multivariate analysis
were used to find a prediction model for the percentage of dimethylaminoethyl
groups (DMAE) and the percentage of methacrylic acid groups (AMC) in one
simple analysis. Samples were obtained by hydrochloric acid modification of
Eudragit E 100, a commercial polymer. The main objective of this project was to
propose an alternative methodology for the determination of degree of ionization in
modified polymer samples; such methodology would replace the primary method, a
potentiometric titration. The calibration was developed with 7 samples obtained
from acidification of Eudragit E 100 with hydrochloric acid at different degrees of
ionization ranging from 0-100%. Different statistical models were employed Partial
regression as components regression (PCR), Classic least square (CLS) and
Partial Least Square (PLS). A cross-validation with 3 spectra of samples with
percentages of ionization within this same range was used. All statistical models
were employed after working the data with a frst and second derivative.
Subsequently, determination coefficients (R2) and mean square errors of
calibration and validation (RMSEC and RMSECV) were obtained to establish the
validity of the models. The results of the different models were evaluated by a
paired t test versus the results of the primary or reference method. Finally, a
comparison of advantages and disadvantages of both techniques together with
statistical results, revealed that the best model to quantify these variables was
used by the first derivative of the collection of spectra in the MIR region and a least
squares regression partial (PLS). RMSEC of 0.6250% and 4.0200% DMAE AMC,
and determining coefficients of 0.9841 and 0.9971, respectively: the proposed
methodology for the following parameters were obtained.

Keywords: NIR, MIR, Multivariate Analysis, Cross-Validation



INTRODUCCION

Debido a la falta de informacion sobre los mecanismos por los cuales ciertos
polimeros tienen aplicacion en la industria farmacéutica, se empieza la
investigacion de ciertas propiedades de interés en polimeros modelo como el
Eudragit E 100, a los cuales se les han realizado modificaciones estructurales
simples, con el fin de poder relacionar estas propiedades como el porcentaje de
hidrélisis y de ionizacidén con sus aplicaciones, estabilidad fisicoquimica y nuevos
usos posibles.

A raiz de continuar los estudios en esta area surge la necesidad de implementar
técnicas alternativas de andlisis para cuantificar dichas propiedades, que sean de
bajo costo, faciles de usar y mas rapidas en comparacién con las técnicas
tradicionales. Las técnicas espectroscépicas como el infrarrojo cercano (NIR) y el
infrarrojo medio (MIR) adquieren especial interés, debido a que son rapidas, no
destructivas, no requieren preparacion de muestra, Son un poco menos costosas
que los métodos convencionales y generalmente son mas amigable con el medio
ambiente.

La combinacion de este tipo de técnicas con el andlisis multivariado proveniente
de la estadistica y quimiometria, ha permitido que se pueda cuantificar facilmente
variables de interés en muestras tan complejas como las bioldgicas, sin necesidad
de realizar una preparacion previa de las muestras, debido a esto diferentes tipos
de industrias como la agricola, materias primas, materiales y, recientemente, la
industria farmacéutica se han interesado en la implementacion de estas dentro de
sus procesos de control de calidad como una forma de caracterizacion rapida.

La idea de este proyecto es ampliar el panorama y mostrar que la aplicacién de
este tipo de técnicas no es exclusivo para la industria, sino que se puede utilizar
para la investigacion en cualquier campo de las ciencias basicas, en donde se
necesite cuantificar alguna propiedad de interés, resaltando que en la universidad
Icesi existe el personal, instalaciones y equipos adecuados para llevar a cabo este
tipo de proyectos.
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DESCRIPCION DEL PROYECTO

Pregunta de investigacion y justificacion.

Uno de los principales enfoques trabajados en las ciencias farmacéuticas en las
tltimas décadas ha sido el desarrollo de sistemas que permitan el transporte y
liberacion de farmacos (Séez , Hernaez, Sanz, & Katime, 2004), de tal manera que
se puedan realizar cambios a propiedades como solubilidad y permeabilidad de
los principios activos, con el fin de modificar su absorcion y sitio de liberacion (Qiu
& Zhou, 2011). Una de las propuestas a la solucién de este problema ha sido el
desarrollo de sistemas de liberacion modificada a base de polimeros, tanto
naturales como sintéticos y semisintéticos, que han traido mdultiples beneficios
entre los que se encuentran: mayor eficacia, reduccion de efectos adversos,
aumento de la comodidad y cumplimiento de los pacientes, mayor selectividad y
nuevas indicaciones para farmacos ya existentes. (Qiu, 2009).

Unos de los materiales polimericos utilizados en la industria farmacéutica para
lograr sistemas de liberacion modificada, son los derivados de polimetacrilatos
conocidos comercialmente como Eudragit, y disponibles en varias presentaciones
de acuerdo al tipo de aplicacibn que se desee. La particularidad de estos
polimeros es su similitud estructural y la variedad de aplicaciones que se les
puede dar, por ejemplo, para formulaciones de recubrimiento entérico (Eudragit
FS), proteccion frente agentes medioambientales como humedad o luz ( Eudragit
E 100), y para liberacion sostenida (Eudragit RL), ver llustracion 1 ("Eudragit
Productos y servicios," 2015). Este ultimo es considerado como un polielectrolito
por su capacidad de disociacibn en medios polares como el agua (Salamanca,
2007). Esto los hace polimeros de interés para incorporacién de principios activos
poco solubles en formulaciones farmacéuticas de liberacion modificada.

(a) (b) (c)
CHy CHj CH3* CHy  CH, c|—|3* GHs  GHy  CHs
c. ¢ C c. ¢
So Do I % SR NN o [So Mo
0% 09 o0© o” Yo Yo o 02 09 o
by by L T T by by L
o CHa CHa NS é_,l—tg éHa Ho” P
HyC” “HsC X
C1N+
HyC” | ~CH,
CHs

llustracién 1. Estructuras quimicas de Eudragit FS (a), E 100 (b) y RL (c) respectivamente.
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Al revisar la literatura acerca de la utilizacion de polimeros en el desarrollo de
formas farmacéuticas y sistemas de liberacidbn controlada, se encuentra
informacion referente a diferentes métodos de sintesis (Yoshida, 2001),
caracterizacion estructural (Holmes, Bohrer, & Kohn, 2008) y sus aplicaciones
(Bajpai, Shukla, Bhanu, & Kankane, 2008). Sin embargo, existe muy poca
informacion de los mecanismos por los cuales se controla la liberacion de los
principios activos (Salamanca, 2007).

A partir de lo anterior, el grupo de investigacion de fisicoquimica farmacéutica de
la Universidad Icesi, ha estado desarrollando la linea de investigacion en
modificacion de polielectrolitos ya existentes de una forma sencilla y econdmica,
con el fin de estudiar los mecanismos de liberacion de los farmacos que contienen
estos polimeros dentro de sus formulaciones.

No obstante, para el estudio de estos mecanismos se debe empezar por estudios
de pre-formulacibn donde se evallan las caracteristicas estructurales y
propiedades fisicoquimicas de los materiales modificados, lo que ha llevado a que
el equipo de investigacion haya desarrollado trabajos anteriores relacionados con:
la sintesis de sales de clorhidrato de Eudragit E-100 (Agredo & Florez, 2013) y su
caracterizacion estructural (Villada Morales, 2015), que contibuyen con resultados
importantes para la recopilacién de informacion que a futuro permitira proponer
mecanismos de liberacién de farmacos con matrices de polilectrolitos modificados.

Durante el desarrollo de los trabajos anteriores, se ha encontrado que las
metodologias para evaluar estas propiedades demandan mucho tiempo y
consumen gran cantidad de reactivos quimicos (Villada Morales, 2015). Por lo cual
este trabajo busca proveer una metodologia alterna méas rapida y facil de
implementar, en comparacién con la técnica potenciométrica utilizada para
evaluar propiedades fisicoquimicas de este tipo de polimeros, empleando como
modelo el clorhidrato de Eudragit E-100. Dicha técnica sera la espectroscopia
infrarroja (IR), que permite predecir el grado de hidrélisis que se produce durante
su sintesis, la cual traeria como ventajas un menor tiempo de experimentacion,
menor consumo de reactivos quimicos y disminucion en la produccién de
desechos contaminantes.

13



MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

Estado del arte.

En trabajos anteriores se ha evaluado las caracteristicas estructurales de
diferentes polielectrolitos modificados como: clorhidrato, formiato y acetato de
Eudragit E-100, y se ha encontrado una mayor tendencia de hidrdlisis en los
ionoméros sintetizados a partir de acidos fuertes (Villada Morales, 2015). Esto
sirvi6 como base para determinar que el porcentaje de hidrdlisis es la variable de
interés a cuantificar, tomando como modelo el clorhidrato de Eudragit E-100.

Marco Tebrico.

Polimeros de uso farmacéutico.

El entendimiento del papel que juegan los polimeros como ingredientes de
formulaciones farmacéuticas y el mecanismo por el cual proveen ciertas
propiedades, es la base para familiarizarse con el funcionamiento de los productos
farmacéuticos, desarrollo de nuevas formulaciones o el mejoramiento de los
sistemas de liberacion (Martin, Sinko, & Singh, 2011).

Los polimeros son un subconjunto de macromoléculas formadas a partir de
unidades repetitivas unidas entre si, llamadas monémeros (Martin et al., 2011). La
flexibilidad en sus pesos moleculares y la variedad en sus estructuras quimicas,
les permite tener propiedades Unicas como: temperaturas de transicion vitrea de
sélidos cristalinos y materiales amorfos, resistencia mecanica, capacidad de
deformacion, plasticidad, biocompatibilidad y biodegradabilidad, lo que les permite
ser incorporados dentro de formulaciones farmacéuticas.

14



Alternating co-polymer
monomer units alternate
Random co-polymer
monomer units arranged randomly
Block co-polymer

blocks of homopolymer units

Graft co-polymer

homopolymer chains joined

llustracién 2. Representacion de los diferentes tipos de copolimeros (York, 2015).

Los polimeros pueden ser clasificados de diferentes formas, por ejemplo, de
acuerdo a su origen se encuentran los naturales, sintéticos o semi-sintéticos, que
a su vez pueden subclasificarse de acuerdo a los monémeros que los conforman,
si son unidades idénticas se conocen como homopolimeros y si tienen 2 o mas
unidades diferentes se les denominan copolimeros. De acuerdo al ordenamiento
de sus unidades se les puede encontrar en bloque, al azar o alternados (Bruice,
2008) Ver llustracion 2. También dentro de las mdultiples clasificaciones de los
polimeros se encuentran unos de mucho interés para el desarrollo de este
proyecto conocido como polielectrolitos.

Los polielectrolitos son un tipo de polimeros que llevan grupos ionizables a lo largo
de su cadena principal, y que en disolventes polares como el agua pueden
contrarrestar cargas de las cadenas, macroiones y pequefios contraiones en
solucién (Ciferri, Perico, & Ebooks Corporation., 2012). La importancia de estos
para la aplicacion en sistemas de liberacion modificada radica en que pueden
presentar propiedades anfipaticas en sistemas acuosos, idénticas a las exhibidas
por agentes tensoactivos convencionales, esto se debe a que contienen cadenas
laterales hidrofobas dentro de sus estructuras, lo que les confiere la capacidad
autoorganizarse y formar sistemas microheterogéneos similares a las micelas
(Salamanca, 2007).

Dentro de una subclasificaciébn de los polielectrolitos se puede encontrar los
cationicos y anionicos, que pueden obtenerse mediante reacciones de
neutralizacion o ionizacion hidrolisis de los principales grupos ionizables presentes
en las moléculas, por ejemplo grupos carboxilicos y aminas (Young & Lovell,
2011).
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Eudragit E-100.

N \ N\

<N

CH; CHs CsHg CHy

llustracioén 3. Estructura del Eudragit E -100 (EVONIK, May 2014).

De acuerdo a la clasificacibn mencionada anteriormente, el polimero que se
utilizara como modelo (Eudragit E-100) es un copolimero con mondémeros
distribuidos aleatoriamente. Se deriva de la combinacion de metacrilato de
dimetilaminoetil, metacrilato de butilo y metacrilato de metilo, como se muestra en
la llustracién 3 (EVONIK, 2015). Debido a su estructura tienen la capacidad de
ionizarse segun el pH del medio, lo que le permite generar interacciones en
medios acuosos y aumentar su solubilidad a pH &cido.(Goddard &
Ananthapadmanbhan, 1993); sin embargo, a pH fisiolégico es poco soluble. Por lo
cual se aprovechan sus caracteristicas acido-base para realizar modificaciones en
su estructura, y poder obtener sales de mayor solubilidad, para evaluarlos como
posibles matrices poliméricas.

Sin embargo, se ha encontrado que durante la modificacion de esté polimero se
promueve la hidrélisis no selectiva de los grupos esterificados de la molécula y
que a su vez, presenta una tendencia mayor cuando se utilizan acidos fuertes, lo
gque conduce a un aumento de la temperatura de transicidn vitrea de los
materiales.(Villada Morales, 2015). Para la evaluacion, de esta caracteristica se
utilizé una técnica potenciométrica, la cual se explicara a continuacion.

Anélisis Potenciométrico.

Los métodos potenciométricos de analisis se basan en la medida del potencial de
electrodos indicadores, frente a electrodos de referencia de celdas
electroquimicas. Desde hace mas de un siglo se ha utilizado esta técnica para la
deteccion de puntos finales de valoraciones en cuantificacion de analitos o
especies quimicas de interés (D.A. Skoog, West, & Holler, 1997).
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Una celda electroquimica tipica para un analisis potenciométrico se representa de
la siguiente forma:

Electrodo de referencia |puente salino| disolucion del analito| electrodo indicador

- AN J . _J
~N Y "

Eref Ej Eind

Los dos componentes principales de la celda son: el electrodo de referencia y el
electrodo indicador. El primero debe tener un potencial conocido, estable e
insensible a la composicién de la disolucién del analito, el mas utilizado es el
electrodo estandar de hidrogeno; el segundo, generalmente es muy selectivo y
responde a la actividad del analito (D.A. Skoog et al., 1997).

El electrodo indicador de interés para medida de pH estd compuesto de una
membrana de vidrio porosa e higroscopica, sintetizada a partir de materiales
especiales como 6xidos de sodio (Naz0), 6xidos de calcio (CaO) y salicilatos (SO
4), que permiten un intercambio de iones monovalentes con los hidrogeniones en
la interface membrana/ disolucion del analito, como se muestra en la llustracion 4.
y en la reaccion 1.(Douglas A Skoog, Holler , & Crouch, 2008)

H* + NatV™ 2 Nat + H*V~ Reaccioén 1.
— — —

disolucién vidrio disolucién vidrio

Mlembarana Disoluciin

4 © F
o™ ':' 0. ]
L 2 'S
e -y
. w s (‘
. ..' O J:I o - i ?- ( O

0" P o*F .
® Ssilicia S e \L

Oxigeno
O Na* b s
+ H membrana’disalucidn

llustraciéon 4. Representacion del fenémeno de intercambio iénico en un electrodo indicador de
vidrio (D.A. Skoog et al., 1997).

Después de que se genera el intercambio i6nico, debe darse un proceso de
conduccion eléctrica que genere una diferencia de potencial proporcional a la
actividad de iones hidronio en el medio. Esta diferencia de potencial se genera por
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los desplazamientos de los equilibrios quimicos llevados a cabo a cada lado de la
membrana, como se muestra en las reacciones 2 y 3. Donde los subindices 1y 2
indican la parte interna y externa de la membrana de vidrio.(Douglas A Skoog et
al., 2008)

H* + NatV~ 2 H*V~ Reaccién 2.
Disolucion: vidrio: vidrioz

H* + NatV~ 2 H*V~ Reaccion 2.
Disolucion: vidrioz vidrioz

Basandose en el principio anterior y por medio de la medida de pH en una
titulacion en solvente no acuoso, se pudo cuantificar la cantidad de grupos
ionizables y de acido carboxilico proveniente de los grupos metacrilicos de la
molécula de polimero y de su respectiva sal. Con esto se pudo cuantificar el
porcentaje de Hidrdlisis que se produjo después de la sintesis del clorhidrato de
Eudragit (Villada Morales, 2015).

La técnica analitica propuesta como alternativa es la espectroscopia de infrarrojo
cercano, que se explicara a continuacion.

Espectroscopia infrarrojo

Espectroscopia es el término general que se utiliza para designar el estudio de la
interaccion de la radiacion con la materia. Dentro de la espectroscopia existen
diferentes clasificaciones dependiendo la zona de interés del espectro
electromagnético, por ejemplo para el desarrollo de es la comprendida entre
12800 y 10 cm correspondiente al infrarrojo, sin embargo también existe la
absorcion atémica, UV/Vis, de emisién, Raman, etc (Douglas A Skoog et al.,
2008).

Dentro de las técnicas espectroscopicas de infrarrojo se pueden encontrar de
absorcién, emision y reflexion de la radiacién, y también estas se pueden
clasificar de acuerdo a la zona del espectro que cubren. Para el infrarrojo cercano
va desde 12,800 a 400 cm, para el medio de 4000 a 200 cm y el lejano de 200 a
10 cm™ (Douglas A Skoog et al., 2008).

La caracteristica de la radiacion infrarroja es que no es lo suficientemente
energética como para producir transiciones electronicas, como en el caso de los
rayos X, Uv y visible; por lo tanto, para observar una sefial espectroscopica las
moléculas deben sufrir un cambio neto en su momento dipolar, debido a la
vibracion y rotacion que produce la radiacion IR en las moléculas, en el caso del
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infrarrojo medio. Por el contrario, el infrarrojo cercano se basa en la medida de
combinacion de sobretonos que se generan por las bandas de tension y flexion de
las moléculas (D.A. Skoog et al., 1997) (Dardenne & Baeten, 2002).

Las caracteristicas instrumentales de los equipos para medicion en el infrarrojo
son funcion de la region en la que se quiera llevar a cabo la medicion y del tipo de
muestra a trabajar, es asi que para la toma de un espectro de infrarrojo medio las
fuentes generalmente utilizadas son emisores de Nerst, fuentes globulares o
filamentos incandescentes; el divisor de haz es de KBr y detectores como los
piroeléctricos compuestos de glicerina deuterada y sulfatada (DTGS). Mientras
que para la medicion en infrarrojo cercano se utilizan ldmparas de luz blanca,
divisores de cuarzo y detectores de Arsenuro de galio indio (InGaAs). En la
siguiente llustracion se sefialan las partes mencionadas anteriormente que se
deben tener en cuenta para la correcta toma de espectros en el infrarrojo.
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X Sample Mirror
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llustracién 5. Representacion esquematica de los componentes de un espectrometro IR, sefialando
en amarillo las partes principales que cambian de acuerdo a la medida de la regién (MIR o NIR).
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Al comparar los aspectos tedricos que rigen la deteccién de moléculas en la region
media y cercana del infrarrojo se tiene que: la deteccion en el infrarrojo medio se
basa en el cambio en el momento dipolar de las moléculas, para el infrarrojo
cercano se basa en la combinacion de sobretonos generados por las vibraciones
fundamentales de flexion y tensién, en enlaces X-H principalmente. Ademas de lo
anterior, se detectan con mayor facilidad grupos funcionales de tipo C-O, C-N,
C=0,C=C en el MIR, debido a que su mayor absorcion se encuentra a mas de los
2000 cm™, mientras que en el NIR se detectan grupos funcionales como C-H, O-H
y N-H por su absorciéon a menos de 2000 cm. También, se debe resaltar que la
deteccion en el infrarrojo medio es de gran selectividad estructural, por lo que su
principal aplicacion es para el analisis cualitativo; sin embargo, se puede
cuantificar tanto en MIR como en NIR haciendo uso de herramientas
quimiométricas y del andlisis multivariado, como se explicara a continuacion
(Burns & Ciurczak, 2007).

Quimiometria y modelos estadisticos

La quimiometria se puede entender como la disciplina que maneja la adquisicion,
procesamiento y aprovechamiento de la informacion de aplicaciones analiticas,
por medio de métodos estadisticos (Fernandez, 2011).

Con la aplicacion de herramientas quimiométricas se puede recolectar datos
asociados a diferentes variables de una muestra, lo que se conoce como sistemas
multivariados, y a partir de ello se pueden aplicar modelos de calibracién
multivariantes para la evaluacién del mejor modelo ajustado a los resultados que
se obtengan.

Los principales modelos descritos en la literatura acerca de calibracion
multivariante son: la regresién por componentes principales (PCR, por sus siglas
en inglés Principal Components Regression) y la regresién por minimos cuadrados
parciales (PLS), por sus siglas en inglés Partial Least Square Regression) (Burns
& Ciurczak, 2008).

Ambos modelos de regresion se basan en un analisis preliminar de componentes
principales (ACP), en el cual se busca encontrar factores que describan una
muestra y un menor volumen a los datos iniciales. Estos factores se expresan en
términos de vectores en un plano (ver llustracion 6), y los puntos de este
corresponden a las variables que se quieran relacionar en el modelo, por ejemplo
2 longitudes de onda frente a 30 espectros.
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ector 2

Vector 1

llustracién 6. Representacion de los factores generados por APC como vectores dentro de un
plano.

Cada uno de los vectores que se encuentren estan ubicados ortogonalmente unos
a otros formando un espacio eliptico, por medio de una reduccion de algebra lineal
gue se pueden encontrar combinaciones lineales de variables que generan los
parametros de calibracion. La redundancia debida a la co-linearidad de los datos
permite disminuir el volumen de estos, debido a que pocos factores pueden
describir la muestra (Miller & Miller, 2002).

La diferencia entre los métodos de regresion PCR y PLS radica en que, el primero
solo utiliza informacién espectral para encontrar dichos factores, mientras que en
el segundo caso se tiene en cuenta tanto la informacion espectral como la
informacion de la concentracion para hallar los factores; debido a este hecho, PLS
corre menos riesgo de correlacionar informacion irrelevante.

Por ultimo, se debe tener en cuenta el concepto de pruebas de significancia, las
cuales se utilizan para establecer si existe diferencia significativa entre las
metodologias propuestas. Para este caso se utilizard la comparacion de dos
medias experimentales por medio de una prueba t pareada, en donde los datos
analiticos de un método nuevo se pueden contrastar con unos de un método de
referencia. Se toma como hipétesis nula que los dos métodos proporcionan el
mismo resultado (Miller & Miller, 2002).

El estadistico ¢ que se utiliza se define a través de la siguiente ecuacion
(1 —X3)

1 1
s ’— +—

nq ny

Ecuacién 1. Estadistico ¢ en una prueba pareada.

t =
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Donde n es el nUmero de datos y s es la estimacion conjunta de la desviacion
estandar que se calcula mediante la siguiente ecuacion.

_ (ny —Ds? + (np — 1)s3
B (ny +ny; —2)

Ecuacion 2. Varianza en una prueba t pareada.

También, se debe tener en cuenta previo a la realizacion de esta prueba la
comprobacion de los supuestos de homogeneidad de varianzas y de normalidad.
Que al igual que la prueba de significancia, se realizaran a través del software
estadistico Minitab.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Generar un método por espectroscopia infrarrojo para la cuantificacion del
porcentaje de hidrolisis del clorhidrato de Eudragit E-100.

Objetivos Especificos

e Determinar el porcentaje de hidrolisis que se produce en el proceso de
modificacion del Eudragit E 100 a diferentes grados de ionizacion por medio
de potenciométria.

e Asociar los porcentajes de hidrolisis obtenidos potenciométricamente, con
los espectros infrarrojos del clorhidrato de Eudragit E 100 modificado.

e Generar un modelo estadistico que permita calcular el porcentaje de
hidrélisis mediante espectroscopia de infrarrojo.
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METODOLOGIA.

Modificacion y obtencion del material polimérico

Para poder sintetizar el clorhidrato de Eudragit E 100 (Cl Eu 100) al grado de
ionizacion deseado, se debia conocer la cantidad de grupos ionizables del
polimero, en este caso la cantidad de grupos dimetilaminoetil (DMAE) ionizables.

Determinacion de grupos DMAE ionizables

Se determindé la cantidad de DMAE presentes en el polimero usando la
metodologia reportada por el fabricante EVONIK y sustentada en la farmacopea
americana (<541> Titulacion Potenciometrica, 2014). Para esto se tomaron 0,2 g
del polimero Eudragit E-100 (Eu-100), se disolvieron en 96 mL de acido acético
glacial y 4 mL de agua. Para titular se utilizd una solucion 0,1 N de &cido perclorico
y un pH-metro marca Ultrabasic de Denver Instruments con electrodo de cuerpo
de vidrio.

Modificacion del material polimérico

Se pes6 5 g de polimero Eu-100 en frascos Schott de 500 mL y se mezclé con las
cantidades exactas de acido clorhidrico para lograr una ionizacién del 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100% de los grupos DMAE, determinados por la valoracién
potenciométrica. En la tabla 1 se describen los valores de acido al 1M que se
adicionaron. Posteriormente, se agreg6 la cantidad suficiente de agua destilada
para alcanzar 100 mL. Las soluciones se mantuvieron bajo agitacion constante
hasta alcanzar una disolucion completa. Una vez disuelto el polimero se procedio
a liofilizar.
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Tabla 1. Cantidad de acido adicionado para alcanzar el grado de ionizacién deseado.

Porcentaje de ionizacion Polimero Soluciéon de HCI 1M

@) (mL)

100% 5 8,3
90% 5 7,4
80% 5 6,6
70% 5 5,8
60% 5 5,0
50% 5 4,1
40% 5 3,3
30% 5 2,5
20% 5 1,7

0% 5 0,8

Liofilizacion de los materiales poliméricos

Las soluciones obtenidas se distribuyeron en balones de fondo redondo de 500
mL y fueron enfriados a -28°C, en el equipo de congelacion Low Temperature
Circulation Bath PFR-1000 EYELA de la Universidad Icesi. Posteriormente, se
realizd la liofilizacion en el equipo Freeze Dryer FDU-1110 de EYELA por un
tiempo de 6 horas.

Desarrollo Instrumental y Quimiométrico

Para esto se sigui6 como modelo el algoritmo de validacion de calibracién para
NIR de la llustraciéon 7 (Burns & Ciurczak, 2008) y se tomé como referencia la
metodologia propuesta por el grupo de investigacion en analisis quimico e
instrumental de la Universidad Icesi, para la determinacion de micro y
macronutrientes en tejido foliar (Yarce & Rojas, 2012), que comprende los
siguientes pasos.
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Recoleccion de muestras

v

Medida de los espectros
para las muestras.

Se seleccionan las Se seleccionan las
muestras de calibracidn muestras de validacidn

Analisis Quimico primario
se lleva a cabo para todas
las muestras

Se calcula un modelo de
calibracion utilizando
estadistica multivariante

I

Pruebas de validacion se
realizan para el modelo

Se desarrollala
aplicacion para analisis
de rutina

afiadir muestras
atipicas al conjunto de
calibracidn

Se analizan con
precisidn

muestras de

verificacidn

El instrumento
funciona

Si correctamente

Las muestras de
werificacién dan
valores atipicos

llustracién 7. Algoritmo para desarrollo de un modelo de calibracion
2008).
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Adquisicion de los valores primarios

Determinacion de Grupos DMAE libres

Se realizé nuevamente la titulacion potenciométrica para la determinacién de los
grupos DMAE que no se ionizaron durante el proceso de modificacion, siguiendo
el método reportado por el fabricante y basado en farmacopea estadounidense
vigente (<541> Titulacién Potenciometrica, 2014). Para esto se tom6 50 mg de
cada material polimérico obtenido (Cl Eu 100) y se disolvieron en 29 mL de &cido
aceético glacial y 1 mL de agua. Para titular se utilizé una solucion 0,1 N de &cido
perclérico en acido acético glacial y un pH-metro marca Ultrabasic de Denver
Instruments con electrodo de cuerpo de vidrio.

Posteriormente, se utilizé las siguientes ecuaciones para determinar el porcentaje
de grupos DMAE por gramo de polimero (Eudragit E100, Eudragit E PO and
Eudragit E 12,5 Technical Information Spefication and Technical Methods, 2012).

mL de 0,1N HClO, X 561
peso de la muestra X % de DS

Valor basico (mg KOH/g de DS) =

Ecuacion 3. Valor Basico (VB) (DS=Sustancia Seca).
% de grupos dimetilaminoetil = VB x 0,1286
Ecuacion 4. Porcentaje de grupos DMAE.

Para los célculos se determiné un porcentaje de materia seca del 98% en
concordancia con los pardmetros de calidad del excipiente (Eudragit E100,
Eudragit E PO and Eudragit E 12,5 Technical Information Spefication and
Technical Methods, 2012). Las titulaciones se realizaron por quintuplicado.

Determinacion de Grupos AMC generados

Se realiz6 una titulacion potenciométrica reportada por el fabricante y basada en la
farmacopea americana (<541> Titulacion Potenciometrica, 2014) para la
determinacién de los grupos hidrolizados del material, por medio de la
cuantificacion de la cantidad de acido metacrilico generado. Para esto se tomo 50
mg de cada material polimérico (Cl Eu 100), se disolvido en 50 mL de una mezcla
alcohol isopropilico/agua (3:2) y se usé como titulante una solucién de NaOH 0,5
N. Para la determinacion se utilizé la siguiente ecuacion.
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mL 0,5N NaOH * 430,45
peso de la muestra (g) * % de DS

% unidades de acido metacrilico (AV) =

AV (mg KOH /g DS) = % de &cido metacrilico x 6.517

Ecuacion 5. Porcentaje de acido metacrilico (DS=sustancia seca)

El valor de acido (AV) indica los mg de KOH necesarios para neutralizar los
grupos &cidos contenido en 1 g de sustancia seca.

Para los célculos se determiné un porcentaje de materia seca del 98% en
concordancia con los parametros de calidad del excipiente(Eudragit E100,
Eudragit E PO and Eudragit E 12,5 Technical Information Spefication and
Technical Methods, 2012). Las titulaciones se realizaron por quintuplicado.

Coleccion de espectros de NIR y MIR

Para la hacer la coleccion de espectros tanto de MIR como de NIR se utilizé el
espectrometro FT-IR 6500 de marca NicoletTM- Thermo Scientific disponible en la
Universidad y el software de recoleccién de datos, visualizacion y procesamiento
de herramientas de analisis, Thermo Scientific ™ OMNIC ™. Sin embargo, para la
toma de los espectros en las dos regiones se utilizé una técnica diferente.

Espectros MIR.

Se tomo aproximadamente 5,0 mg de cada material polimérico y se mezcl6é en una
relacion 1:10 de KBr. Posteriormente, por medio de una prensa hidraulica se formo
una pastilla, que fue leida en el rango de 4000 a 400 cm™ esto con el fin de
disminuir el efecto de concentracion en los espectros.

Espectros NIR

Para la toma de estos espectros se utilizd la técnica de reflectancia por medio del
accesorio Smart integration sphere disponible en la universidad. No se necesité un
tratamiento previo de la muestra, cada material polimérico se distribuyd en viales
de vidrio de fondo plano y puestos sobre el accesorio. Se realizo la lectura de los
espectros en una region de 4000 a 10000 cm™.

Desarrollo de curvas de calibracion

Para la creacién de las curvas de calibracion y los modelos de prediccion se utilizé
el software TQ Analyst™ Pro Edition Software. Se establecio un disefio para lograr
realizar los experimentos de forma mas eficientes, los parametros a modelar
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fueron:

e Laregion del infrarrojo en la que se quiere medir los espectros, esta incluye
infrarrojo medio y cercano.

e La propiedad de interés que se desea calcular, en este caso el porcentaje
de ionizacién y el porcentaje de hidrolisis.

e Tipo de andlisis cuantitativo, este incluye los tipos de modelos de regresion
con los que cuenta el software y que fueron evaluados CLS, PLS, PCR.

e Y por ultimo, el tipo de tratamiento ndamerico que se le realiz6 a los
espectros para utilizarlos en el modelamiento, estos incluyen primera y
segunda derivada.

Con este disefio se logro realizar un total de 18 modelos.

Tabla 2. Representacién del disefio aplicado para la creacion de los modelos de prediccién.

- Propiedad Mod_elo_qle Tipo de tratamiento
Region : ! prediccion - :
de interés . numerico
aplicado
%Ionizacion «CL Sin tratamiento
NIR % Hidrolisis \ PLS Primera derivada
PCR Segunda derivada
%lonizacion «CL Sin tratamiento
MIR % Hidrolisis \ PLS Primera derivada
PCR Segunda derivada

Validacion cruzada y comprobaciéon de los modelos generados

Para evaluar la validez de los modelos se uso 3 de los mismos 10 estandares de
calibracion (20,50 y 80%), se determiné los errores estandar de calibracion y de
validacion (RMSEC y RMSECYV), y los coeficientes de determinacion, tanto para la
calibracion como para la validacion.
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Determinacion del porcentaje de ionizacion e hidrdlisis en muestras desconocidas

Para esta etapa se utilizaron los mismos materiales poliméricos, después de haber
sido sometidos a condiciones de almacenamiento favorables a la absorcién de
agua del ambiente durante tres meses. Se les tomo espectros de MIR y NIR a los
polimeros sintetizados y se midieron en el software TQanalyst como muestras
para cuantificar.
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MATRIZ MARCO-LOGICO.

Objetivo general

Generar un método por espectroscopia infrarrojo para la cuantificacion del porcentaje de hidrolisis del

clorhidrato de Eudragit E-100.

Objetivo especifico Actividades Supuestos Indicador
Determinar el porcentaje de Titular potencio- Se obtendra la sal Porcentaje de
hidrélisis que se produce métricamente el del clorhidrato de ionizacion e

en el proceso de
modificacion del Eudragit E
100 a diferentes grados de
ionizacion por medio de
una titulacion
potenciométrica.

Eudragit E 100 para
determinar la
cantidad de grupos
ionizables.

Determinar la
cantidad de acido
clorhidrico que se
debe agregar para
obtener el
clorhidrato de
Eudragit E 100 a
diferentes  grados
de ionizacion
conocida.

Titular potencio-
métricamente la sal

obtenida para
determinar el
porcentaje real de
ionizacion e
hidrélisis de las
muestras

sintetizadas

Eudragit E 100 a los
grados de ionizacion
requeridos.

hidrélisis de las
sales de polimero
sintetizadas.

Asociar los porcentajes de
ionizacion e  hidrolisis
obtenidos de la titulacion,
con los espectros
infrarrojos del clorhidrato
de Eudragit E 100
modificado.

Capacitacion en el
manejo del equipo
IR.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion de materiales poliméricos

Inicialmente, se realizé la determinacidon de grupos ionizables e hidrolizables
definida como el porcentaje de grupos DMAE vy el porcentaje de AMC en el
polimero comercial, con el fin de establecer la cantidad de &cido requerido para
lograr los porcentajes de ionizacion deseados.

Para la determinacién de los grupos DMAE ionizables en el polimero Eudragit E-
100 comercial, se realizdé una titulacion potenciométrica en solvente no acuoso
como se muestra en la metodologia; y se utilizé el método de la primera derivada
para determinar los volumenes de equivalencia de cada titulacion realizada
(ilustracién 9). Los resultados se muestran a continuacion:

llustracion 8. Fotografia del montaje experimental para la realizacion de valoraciones
potenciométricas.
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llustracién 9. Determinacion de Grupos DMAE en el Eudragit E 100. A la izquierda representacion
de una curva promedio de titulacién potenciométrica, a la derecha representacién del método de la
primera derivada promediado.

Se encontrd un volumen de equivalencia de 5,5 mL, valor que se reemplazé en las
ecuaciones 3y 4 para calcular el porcentaje de grupos DMAE en sustancia seca.

KOH 55mLde 0,1N HCIO % 561
Valor basico ( ) =

= 149 68( Kon )
™9 de DS 0,2199 x 98% -

mgg de DS

% de grupos DMAE = 149,68 x 0,1286 = 19,73%

Al comparar este resultado con la especificacion del fabricante (20,8-25,5%), se
puede plantear que el polimero se ha ido degradando, y por lo tanto la cantidad de
grupos DMAE es menor a la esperada.

Posterior a esto se realizd la determinacion de los grupos acido carboxilicos
presentes en el polimero, a través del porcentaje de acido metacrilico (AMC)
presente en la muestra, que es el acido resultante de la hidrélisis de los ésteres
que componen la estructura del polimero.

Para esto se realiz6 una titulacién potenciométrica en solvente no acuoso como se
muestra en la metodologia (llustracion 8), y se utilizd6 el método de la primera
derivada para determinar los volimenes de equivalencia de cada titulaciéon
realizada. Los resultados se muestran a continuacion en la ilustracion 10.
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llustracién 10. Determinacién de Grupos hidrolizables AMC en el Eudragit E 100. A la izquierda
representacién de una curva promedio de titulacién potenciométrica, a la derecha representacion
del método de la primera derivada promediado.

0,04mL 0,5N NaOH 430,45

% unidades de acido metacrilico (AV) = 0,0501 (g) % de DS = 0,35
) 0

AV (mg KOH /g DS) =0.35 *6.517=2,28%
Ecuacion 5. Porcentaje de acido metacrilico.

Se pudo determinar que el polimero comercial ya habia sufrido un proceso de
hidrélisis y esto confirma la hipotesis de que este se ha ido degradando con el
tiempo, probablemente por la absorcion de agua debido a sus condiciones de
almacenamiento.

Posteriormente, se procedio a llevar a cabo la modificacion del polimero con los
volumenes de acido mostrados en la tabla 1 de la metodologia. Se observo
inicialmente una solucién blanca y viscosa (ver llustracion 11), que luego se torné
traslucida; sin embargo, al disminuir la cantidad de &cido del medio las soluciones
se fueron tornando opacas y mas dificiles de disolver.

En trabajos anteriores se pudo establecer que el comportamiento de la solubilidad
de este tipo de material, se debe a las interacciones moleculares entre el agua y
los grupos ionizables de la molécula. A mayor cantidad de acido en el medio se
potencia mas la carga basica del nitrégeno del grupo amino del polimero, lo que
ocasiona que cambie el ambiente de la cadena polimérica y su plegamiento, esto
permite mayor contacto del solvente acuoso con el grupo iénico de la molécula y
mayor solubilidad. Por lo tanto, al disminuir la cantidad de acido en el medio
disminuyen estas cargas, aumenta el ambiente hidr6fobo y el polimero es mas
dificil de disolver (Villada Morales, 2015).
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llustracién 11. Fotografia al inicio de la adicion de HCI para llevar a cabo la modificion del Eudragit
E 100 y obtencion de las sal clorhidrato de Eudragit E 100 (Cl Eu).

Una vez los polimeros estuvieron disueltos se procedio a liofilizarlos, esto con el
fin de eliminar el agua mediante congelacion y posterior sublimacion para obtener
el material solido y seco. Una de las variables mas importante para que este
proceso sea efectivo es la temperatura de congelacion (ver ilustracion 12), puesto
gue se debe garantizar que el solvente, en este caso agua, este completamente
en fase solida para poder evacuarlo en forma de gas (GIDOLQUIM, 2015); por
esta razoén, se utilizé una temperatura mas baja al punto de congelacion del agua
para llevar a cabo el proceso.

llustracién 12. Fotografia de la etapa de congelamiento de uno de los materiales poliméricos
obtenidos.
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Al finalizar esta etapa que duré aproximadamente 3 semanas, se obtuvo 10
materiales poliméricos a diferentes porcentajes de ionizacion. La primera
observacion realizada fue en cuanto a la estructura fisica de los materiales,
encontrdndose que a mayor cantidad de &cido adicionado los materiales lucian
como cristales finos, a medida que se disminuia la cantidad de acido, estos lucian
compactos y grumosos (ver ilustracién 13). Cabe resaltar que la morfologia de los
polimeros depende de la orientacién y organizacion de sus cadenas, esto a su vez
depende directamente de la estructura quimica del polimero y puede verse
afectadas por el medio circundante (York, 2015), lo que explicaria porque al variar
la concentracion del acido varia su morfologia.

Cl Eu 100% lonizacién Cl Eu 40% lonizacion Cl Eu 10% lonizacion

llustracién 13.Fotografias en el estereoscopio a un objetivo de 6x de diferentes 3 de los materiales
poliméricos obtenidos.

Desarrollo instrumental y quimiomeétrico

El primer paso para esto, y el mas importante, es la adquisicién de los valores
primarios, a través de un método de referencia. Se considera asi porque los
resultados obtenidos a partir de esté, suponen un alto grado de exactitud y
precision de las variables a cuantificar, ademas debe estar sustentado en la
literatura (Castorena, 2006); es decir, que si el método de referencia no es el
adecuado o no arroja buenos resultados, el modelo de prediccion que se
encuentre no sera el indicado para el proposito requerido.

En este caso la adquisicion de estos valores se llevd a cabo por medio del método
de referencia reportado por el fabricante (titulacion potenciométrica) y sustentado
en la farmacopea americana.

Al igual que lo realizado para el polimero comercial, se determinaron los
volimenes de equivalencia para la cuantificacion de los grupos DMAE y AMC por
medio de las graficas de primera derivada, como se muestra en las ilustraciones
14 y 15. En estas ilustraciones también se puede observar como varia el volumen
de equivalencia requerido dependiendo del material polimérico que se titulé. En el
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caso de los grupos DMAE se observé que a mayor grado de ionizacion menos
cantidad de titulante (acido acético) fue requerido, lo que indica que hay menor
cantidad de grupos amino libres para titular y un mayor grado de ionizacion. Para
los grupos AMC se observa que la cantidad de titulante (hidroxido de sodio) es
mayor a medida que aumenta el grado de ionizacion, por lo tanto se generaron
mas grupos de &cido debido a la hidrdlisis de los esteres. Esto concuerda con
resultados anteriores donde se proponia que a medida que se aumentaba la
cantidad de acido en el medio, se favorecia tanto la ionizacion como la hidrdlisis
de los materiales poliméricos (Villada Morales, 2015). En la tabla 3 y 4 se
muestran los resultados de estas dos variables para todos los materiales
poliméricos obtenidos.

——CIEu10% ——CIEu10%
——CI Eu 50% ——Cl Eu 100%

——Cl Eu 100% ——CI Eu 50%
800

700 +
560
600
500
480 400 A

300

Potencial (mV)

200 4

Primera derivada (dmV/dmL)

400 100 4

04

T T T T T T T
0.0 07 14 02 00 02 04 06 08 10 12 14 16

Volumen (mL) Volumen (mL)

llustracion 14. Determinacion de Grupos ionizables DMAE en las diferentes sales de Eudragit E
100. A la izquierda representacién de una curva promedio de titulacion potenciométrica, a la
derecha representacion del método de la primera derivada promediado.
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Tabla 3. Resultados obtenidos de las valoraciones potenciométricas para la determinacion de
grupos DMAE en los materiales poliméricos obtenidos.

lonizacién deseada Volumen de Porcentaje grupos
equivalencia (mL) DMAE libres (%)
10% 1,0 14,53
20% 0,9 13,19
30% 0,9 13,16
40% 0,9 13,10
50% 0,9 13,18
60% 0,9 13,17
70% 0,8 11,68
80% 0,7 10,28
90% 0,6 8,76
100% 0,5 7,31
——Cl Eu 10% ——CIEu10%
——Cl Eu50% = CI Eu 50%
——CI Eu 100% s ——CI Eu 100%|
0 24
g -200 — g 104
124
14
16 -
-400 n : - - 1 t t - - : ' t t t
0 70 140 20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
Volumen (pL) Volumen(uL)

llustracién 15. Determinacion de Grupos hidrolizables en las diferentes sales de Eudragit E 100. A
la izquierda representacion de una curva promedio de titulacién potenciométrica, a la derecha
representaciéon del método de la primera derivada promediado.
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Tabla 4. Resultados obtenidos de las valoraciones potenciométricas para la determinacion de
grupos AMC generado en los materiales poliméricos obtenidos.

L, Volumen de Porcentaje de AMC
lonizacion deseada . .
equivalencia (uL) generado (%)
10% 80 14,53
20% 90 13,19
30% 90 13,16
40% 90 13,10
50% 90 13,18
60% 90 13,17
70% 100 11,68
80% 110 10,28
90% 120 8,76
100% 150 7,31

Al evaluar el comportamiento de los grupos DMAE y AMC de los diferentes
materiales con respecto al porcentaje de ionizacién, se encontré que no seguia
una tendencia lineal como lo encontrado en trabajos anteriores, sino que se
presentd un estado estacionario aproximadamente entre el 20 y 50% de ionizacion
(ilustracion 16), en donde la cantidad de acido adicionada actuaba en igual
proporcion tanto ionizando como hidrolizando el material, esto se pudo observar
debido a que se amplid el intervalo de concentraciones trabajadas y se logré
obtener mas materiales poliméricos en el mismo rango de trabajo (0-100%).

100

80

80

40 4

AMC (%)

T u T . T T T T T T ¥ T 1 T T T
0 50 100 0 20 40 €0 80 100

lonizacion (%) lonizacion (%)

llustracién 16. Graficas de comportamiento de la ionizacion y la Hidrélisis del clorhidrato de Eudragit a
diferentes volimenes de &cido clorhidrico adicionado.
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Una vez obtenidos los datos primarios de %DMAE y %AMC, se procedi6 a la toma
de espectros en la region del infrarrojo medio y cercano, como se muestra en la
ilustracion 17, y a la posterior asignacion de estos valores a cada uno de ellos.

Ademas de las colecciones de espectros en estas dos regiones, se realizaron
tratamientos numericos a estos para obtener la primera y segunda derivada, como
se muestra en las ilustraciones 18 y 19. Estos permiten la maximizacion de
regiones del espectro que no son observables facilmente y que pueden
representar cambios o tendencias importantes para modelar los pardmetros de
interés, esto es debido principalmente a dos razones: primero, con estos
tratamientos se puede aumentar la resolucién del espectro original y se pueden
resolver bandas que estén demasiado cerca en el espectro normal, y segundo,
permiten discriminar facilmente bandas finas del espectro de interés para el
modelamiento (Universidad Nacional de Colombia, 2001).

600

400 —

Transmitancia (%)
Transmitancia (%)

200

50 4

— 1+ T ‘' T T T ‘' T T T T+ T
T 4
3000 9000 000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm”
Numero de onda (cm”') (em’)

llustracién 17. Graficas de las colecciones de espectros de NIR (izquierda) y MIR (derecha).

Primera derivada
Primera derivada

-3.0 T T T T T T T T T T T SR CREE NN R SRI SRS CRNE SR FRNL I R S |
4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

K 1
Numero de onda (cm”) Numero de onda cm

llustracién 18. Graficas de las colecciones de espectros de NIR y MIR respectivamente con el
tratamiento de primera derivada.
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llustracién 19. Graficas de las colecciones de espectros de NIR (izquierda) y MIR (derecha) con el
tratamiento de segunda derivada.

Calibracién, modelos de prediccién y validaciéon cruzada

Después de tener asignados los valores primarios se procedié a aplicar los
pardmetros de regresion en el software quimiométrico del instrumento TQanalyst,
este evalla las relaciones que existen entre las longitudes de onda medidas y los
pardmetros a modelar, estableciendo unas regiones de longitud de onda dentro de
cada coleccién de espectros, donde se evaluaron las variables de interés y que
permitieron establecer los mejores modelos para la cuantificacion de estos
parametros, tanto en MIR como en NIR, posteriormente se generaron una curvas
de calibracién pertinentes a cada modelo evaluado, en las ilustraciones 20,21,22 y
23 se muestran como ejemplo 4 de las gréaficas creadas por el software, para
ambos componentes mediante dos modelos.
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llustracién 20. Grafica de calibracion para el
modelo de prediccion NIR (modelo 1), valores

llustracion 21. Gréfica de calibracion para el
modelo de prediccion NIR (modelo 4), valores

primarios %DMAE.

Y%lonizacion [6)
RMSEC: 0,625 Corr.Coeff.: 0,9841
RMSEP: 0,349 Corr. Coeff.: 0,9971
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[  haa )
llustracién 22. Grafica de calibracion para el
modelo de prediccion MIR (modelo 1), valores
primarios %AMC.

S S S ——

primarios %AMC.

%Hidrolisis
RMSEC: 4,02 Corr.Coeff.: 0,9842
RMSEP: 5,93 Corr. Coeff.: 0,9243
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llustracion 23. Gréfica de calibracién para el
modelo de prediccion MIR (modelo 4), valores
primarios %AMC.

En donde el eje x, designado como: actual indica el valor de referencia y el eje y
designado como: calculated es el valor predicho

Los parametros estadisticos que se muestran en las graficas anteriores sirven
para demostrar la viabilidad y capacidad predictiva de los modelos, estos son: los
coeficientes de determinacion (R?) y el error cuadratico medio tanto de calibracion
(RMSEC) como de validacion cruzada (RMSECV). Cabe resaltar que estos dos
parametros se calculan simultaneamente en el instrumento al seleccionar dentro
de los estandares algunos para la validacion cruzada. Estos resultados permitieron
descartar modelos y escoger solo 4 de los 18 evaluados. Los resultados se

observan en la tabla 5.
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Tabla 5. Resultados de los parametros estadisticos de calibracién y validacién cruzada
encontrados en los modelos de prediccién escogidos.

L. - Formato del RMSEC 2 RMSECV 2

Regresién  Regién espectro Componentes %) R¢ (%) Ry SEP RPD RER

% lonizacion 0,0996 0,9996 0,530 0,9676 15 1,6 4,9
Modelo Primera
1 PCR NIR derivada

% Hidrdlisis 0,6070 0,9996 7,030 0,9549 124 1,0 3,2

% lonizacion 0,5000 0,9898 5,560 0,3389 1,9 0,5 15
Mogelo PCR MIR Espectro

% Hidrdlisis 2,1700 0,9954 33,40 0,4446 13,2 0,6 1,8

% lonizacién 0,116 0,9995 0,292 0,9970 2,0 04 11
Modelo Primera
3 PCR MIR derivada

% Hidrdlisis 1,6200 0,9974 5,090 09374 11,2 0,6 1,7

% lonizacion 0,6250 0,9841 0,349 0,9971 2,4 0,5 15
Modelo Primera
4 PLS MIR derivada

% Hidrdlisis 4,0200 0,9842 5,930 0,9243 14,9 0,5 1,4

Como se observa en la tabla 5. La mayoria de los modelos presentan buenos

coeficientes de determinacion de calibracién (RZ), es decir muy cercanos a 1, para
ambos componentes o variables de interés. Estos resultados son buenos, ya que
indican qué tan bien los datos se ajustan al modelo estadistico (Rooney,
McDowell, Strachan, & Gordon, 2015).

Sin embargo, unos buenos coeficientes de determinacion no son suficientes para
establecer la validez de los modelos. En general, un buen modelo predictivo debe
tener valores de R? cercanos a 1 y valores bajos de RMSEC y RMSECYV (Infantino
et al.,, 2015) cercanos a cero. Es en este punto donde algunos de los modelos
encontrados empiezan a mostrar algunas deficiencias, lo que indica que estos
modelos pueden presentar problemas de sobre o subestimacion (Bellon-Maurel &
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McBratney, 2011) de los componentes %DMAE y %AMC, y una baja robustez
(Chavez et al., 2015). Aparte de los parametros estadisticos arrojados por el
software se calcul6 el SEP (error estandar de prediccion), RPD (Relacion entre el
error estdndar de rendimiento para la desviacién estandar) y RER (Relacion de
error del rango) para complementar el analisis sobre la validez de los modelos.

El SEP es un parametro que indica la precisién de la prediccion, se esperaba que
el SEP fuera muy cercano a cero para asegurar un sesgo bajo en los resultados
(Analytical et al., 2013), sin embargo, se observa que los valores mas bajos se dan
para el %DMAE en todos los modelos. Lo que indica una baja precision en el
modelamiento de los parametros.

El siguiente pardmetro es el RPD, que matematicamente es el SEP dividido la
desviacion estandar de los datos arrojados por el modelo y al igual que el SEP,
este brinda informacion acerca de la precision del modelo, se incluye este
parametro dentro del andlisis debido a que se conocen valores tabulados en la
literatura sobre aplicaciones en agricultura que pueden servir de referencia para
establecer una clasificacién del modelo entre no recomendado, aceptable y bueno
para la cuantificacion. Estos valores son RPD de 0 a 3 malo, de 3,1- 4,9 aceptable
y de 5 en adelante bueno. Como se observa en la tabla 5, se obtienen valores muy
cercanos a cero, lo que indica que estos modelos son poco recomendados para la
cuantificacion de estas variables. Sin embargo, cabe resaltar que estos valores
son para aplicaciones en agricultura y los rangos pueden variar para otro tipo de
aplicaciones.

El dltimo parametro es el RER, que mateméaticamente es el rango/SEP y al igual
que el RPD existen valores tabulados en la literatura de referencia que permiten
clasificar que tipo de aplicacion se le puede dar al modelo, es decir, si es
recomendado para screening (RER de 13 a 20), control de calidad (RER de 21 a
30), control en proceso (RER de 31 a 40), o si no es recomendado para ninguna
aplicacion (RER por debajo de 6) como es el caso de todos los modelos
mostrados en la tabla 5.

A partir de esto, se puede inferir que los modelos encontrados son poco robustos,
probablemente debido a la baja cantidad de muestras con las que se trabajo,
generalmente para este tipo de metodologias se utilizan entre 100 y 300 muestras
para tener la cantidad suficiente y representativa de la variable a cuantificar y en
este caso solo se utilizo 10.

AuUN con estos resultados, se quiso realizar una evaluacion estadistica por medio
de una prueba de significancia, para establecer si alguno de los modelos no diferia
estadisticamente de los valores primarios.
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Analisis estadistico

Para la realizacion de este andlisis se tomaron los espectros de MIR y NIR de los
mismos 10 polimeros, después de haber sido sometidos a condiciones favorables
a la hidrdlisis durante un periodo de aproximadamente 3 meses, y se cuantificé el
%DMAE y el %AMC por cada uno de los modelos. Los resultados se muestran en
la tabla 6.

Tabla 6. Resultados de porcentaje DMAE y AMC mediante la valoraciéon potenciométrica y los
modelos escogidos.

Valoracion potenciométrica  Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4
%I %H %I %H %l %H %l %H %I %H
14,5 45,4 13,9 29,2 17,6 12,1 12,8 40,1 11,0 55,6
13,2 51,1 12,7 43,2 17,4 151 12,4 44.4 9,1 68,9
13,2 51,1 10,7 47,7 17,6 12,2 11,9 46,0 11,6 53,5
13,1 51,2 119 41,0 17,6 12,6 12,9 39,8 114 55,4
13,2 51,2 12,9 26,8 17,8 12,9 13,1 40,9 11,6 53,9
13,1 51,2 9,1 37,5 17,4 13,8 12,4 44,1 9,8 70,5
11,7 56,8 9,0 59,0 14,9 35,3 11,2 58,9 11,0 57,9
10,2 62,3 7,3 77,0 16,7 18,9 11,8 46,0 12,2 49,7
8,8 73,6 7,2 83,3 16,2 23,8 10,9 57,4 12,6 54,4
7,3 85,3 10,4 445 17,5 12,8 12,3 43,6 9,6 67,1

Previo a la realizacién de la prueba de significancia se debié comprobar los
supuestos de normalidad e igualdad de varianzas a cada uno de los modelos.

Prueba de normalidad

La realizacién de esta prueba se llevd a cabo a través del software estadistico
Minitab® 16 y se estableci6 como hipétesis nula que los datos se distribuyen
normalmente. La ilustracion 24 representa una de las graficas para la evaluacion
de la distribucion normal del %DMAE por medio de la valoracién potenciométrica,
donde se muestra que el valor p > 0,100 y mayor al valor alfa de 0,05, por lo tanto
la Ho se acepta, y los datos se distribuyen normalmente.

El mismo procedimiento se realiz6 para el método de valoracién potenciométrica
con el % de AMC, como se observa en la ilustracion 25. Los resultados de esta
prueba para cada uno de los modelos se resumen en la tabla 7.

Se puede observar que todos los modelos cumplen con este supuesto para ambos
componentes, debido a que sus valores p son mayores al valor alfa definido de
0,05.
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llustracidn 24. Grafica de la prueba de Ryan Joiner para la evaluacién de normalidad de datos por
medio de la técnica primaria (valoracién potenciométrica) del % DMAE en los materiales
poliméricos Cl Eu 100, valor p>0,1 valor alfa utilizado 0,05. Minitab ®16.
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llustracién 25. Grafica de la prueba de Ryan Joiner para la evaluacién de normalidad de datos por
medio de la técnica primaria (valoracién potenciométrica) del % AMC en los materiales poliméricos
CI Eu 100, valor p>0,1 valor alfa utilizado 0,05. Minitab ®16.

46



Tabla 7. Resultados de la prueba de normalidad para los datos de las diferentes modelos
seleccionados. El valor alfa utilizado es de 0,05.

Componente Modelo Valor p
Modelo 1 >0,100
. L Modelo 2 0,065
% lonizacién Modelo 3 >0,100
Modelo 4 >0,100
Modelo 1 >0,100
%Hidr6lisis mggg:g 2 0200
Modelo 4 0,082

Prueba de igualdad de varianzas

Al igual que la prueba de normalidad, el supuesto de homogeneidad de varianzas
se evalué a través del software estadistico Minitab® 16 y se establecié como
hipotesis nula que los datos tienen varianzas homogéneas, Ho: s1= S2.

Se compar6 cada modelo con respecto a los resultados del método primario. La
ilustracion 26 representa una de las graficas para la evaluacion del %DMAE por
medio de la valoracion potenciométrica vs el modelo 2. En la grafica arrojada por
el software se muestra que el valor p > 0,100 y mayor al valor alfa de 0,05, por lo
tanto la Ho se acepta, y los datos cumplen con el supuesto de homogeneidad de
varianzas.

El mismo procedimiento se realizd para la evaluacion del % de AMC, como se
observa en la ilustracion 27. Los resultados de esta prueba para cada uno de los
modelos se resumen en la tabla 8.

Se puede observar que todos los modelos cumplen con este supuesto para los

dos componentes, debido a que sus valores p son mayores al valor alfa definido
de 0,05.
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llustracién 26. Grafica de la prueba para evaluacion de homogeneidad de varianzas entre la
valoracion potenciométrica y el modelo 2 para el porcentaje DMAE de cada material polimérico Cl
Eu. Valor alfa 0,05.
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llustracién 27. Grafica de la prueba para evaluacion de homogeneidad de varianzas entre la
valoracion potenciométrica y el modelo 2, para el porcentaje AMC de cada material polimérico Cl
Eu. Valor alfa 0,05.
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Tabla 8. Resultados de la prueba de igualdad de varianzas para los datos de las diferentes
modelos seleccionados. El valor alfa utilizado es de 0,05.

Componente Modelos comparados Valor p
VP vs Modelo 1 0,223

% lonizacién VP vs Modelo 3 0,171
VP vs Modelo 4 0,673
VP vs Modelo 1 0,808

% Hidrolisis VP vs Modelo 3 0,850
VP vs Modelo 4 0,634

Una vez determinado que se cumplen ambos supuestos, se procedid a realizar la
prueba paramétrica de significancia.

Prueba t pareada

Al aplicar la prueba t-student pareada (ilustracion 28 y 29) para la comparacién de
los resultados arrojados por los modelos frente a los resultados del método
primario, se encontré que no todos los 4 modelos cumplian con la Ho: la media de
los resultados obtenidos del %DMAE y %AMC contenido en las muestras, y
evaluados por los modelos predictivos frente al método primario (valoracion
potenciométrica) es igual a cero. Esto sirvié de criterio para descartar dos de los
modelos restantes, pues los resultados presentaron una diferencia significativa
entre el método de referencia y los modelos. En las ilustraciones 28 y 29 se
muestran las graficas de caja de diferencias para la comparacion del modelo 4
frente al método de referencia, en esta se muestra el valor p mayor al alfa y por lo
tanto se acepto la Ho.

Los resultados de esta prueba se muestran en la tabla 9, donde se observa que
aparte del modelo 4, el modelo 1 es el Unico que cumple con valores p mayores al
alfa para los dos componente modelados %DMAE y %AMC. Esto indica que como
alternativas al andlisis potenciométrico se tiene: un modelo por infrarrojo cercano y
un modelo por infrarrojo medio.
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Grafica de caja de Diferencias
(con Ho e intervalo de confianza t de 95% para la media)

Diferencias

Valor p 0,353

llustracién 28. Grafica obtenida de la prueba T-Student, para la comparaciéon de la media de los
resultados del % ionizacién del modelo 4 frente a los valores de referencia de la valoracién

potenciométrica. Valor alfa 0,05. Minitab ® 16.

Grafica de caja de Diferencias
(con Ho e intervalo de confianza t de 95% para la media)

220 -10 0 10 20
Diferencias

Valor p 0,864

llustraciéon 29. Grafica obtenida de la prueba T-Student, para la comparaciéon de la media de los
resultados del % Hidrélisis del modelo 4 frente a los valores de referencia de la valoracion
potenciométrica. Valor alfa 0,05. Minitab ® 16.
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Tabla 9. Resultados de la prueba t pareada para la comparacion de la media de los valores
primarios respecto a la media de los valores arrojados por los modelos de prediccién. El valor alfa
utilizado es de 0,05.

Componente Modelos comparados Valor p
VP vs Modelo 1 0,064
% lonizacion VP vs Modelo 2 0,000
VP vs Modelo 3 0,595
VP vs Modelo 4 0,353
VP vs Modelo 1 0,115
% Hidrolisis VP vs Modelo 2 0,000
VP vs Modelo 3 0,012

VP vs Modelo 4

Ahora se discutird acerca de las sefales o regiones dentro de los espectros que
son representativas en los modelos predictivos para el %DMAE y %AMC.

Regiones espectrales de modelamiento

El andlisis de las sefiales que correlacionan con los componentes a modelar
constituye una parte importante del proyecto, debido a que se establecen regiones
dentro de la coleccién de espectros donde se aplicara la regresion (Bellon-Maurel
& McBratney, 2011). Se comenzara por describir las sefiales encontradas para el
modelo 4, llevado a cabo en la region del infrarrojo medio.

Las condiciones en que fue llevado a cabo el desarrollo del modelo 4 fueron:
regresion por PLS y coleccion de espectros de primera derivada en la region MIR,
por lo tanto se presenta en la ilustracion 30 una expansion de la coleccion de
estos espectros, en donde se resalta en color amarillo las regiones seleccionadas
por el software quimiométrico para llevar a cabo el modelamiento.
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llustraciéon 30. Expansion en la zona de interés de la coleccidén de espectros de la primera derivada
en el infrarrojo medio.

Como se observa en esta tabla el modelo incluye sefiales de absorcion
relacionadas con los dos parametros que se cuantificaron. Asi que las regiones de
(956-933 cm?) y (1052-1029) estdn modelando el %AMC con sefales
correspondientes a vibraciones de deformacion de OH y tensién del enlace C-O-C
(Zuluaga, Insuasty, & Yates, 1999), implicadas en el proceso de hidrdlisis de los
grupos éster de los materiales poliméricos. Mientras que las regiones (1172-1083
cm?) y (1554-1531 cm?) con sefiales correspondientes a la absorcion de
estiramientos del enlace C-N (Lin, Yu, & Li, 1999) y deformacion del enlace N-H
(Zuluaga et al., 1999), que pertenecen a los grupos DMAE de la molécula,
implicados en la ionizacion.
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Tabla 10. Regiones importantes que modelan los parametros %DMAE y %AMC en los materiales
poliméricos Cl Eu, determinados por espectroscopia de infrarrojo medio.

Caracteristica

Regiones (cm-1) S(i?na_lle)s
956-913 920
1052-1029 1160-1050
1,172-1083 1250-1020
1554-1531 1570-1530

Banda de absorcién
correspondiente a una vibracion
de deformacion fuera del plano
OH.

Banda de absorcion
correspondiente a una vibracion
de tension simétrica del enlace C-
O-C.

Banda de absorcién
correspondiente a una vibracion
de estiramiento C-N de aminas
alifaticas.

Banda de absorcién
correspondiente a una Vvibracion
de deformacion del enlace N-H
RCONHR.

Ahora se describiran las sefiales encontradas para el modelo 1. Las condiciones
en que fue llevado a cabo el desarrollo de este fueron: regresion por PCR y
coleccién de espectros de primera derivada en la regién NIR, por lo tanto se
presenta en la ilustraciéon 31 una expansion de la coleccion de estos espectros, en
donde se resalta en color amarillo las regiones seleccionadas por el software
guimiométrico para llevar a cabo el modelamiento.
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llustraciéon 31. Expansion en la zona de interés de la coleccion de espectros de la primera derivada
en el infrarrojo cercano

Como se observa en la tabla 11, no se encontré sefales dentro de las regiones
gue el modelo selecciono, sin embargo se incluyen algunas muy cercanas a estas
regiones y que estan relacionadas con tan solo uno de los pardmetros que se
cuantificd. Asi que las regiones (4308-4250 cm™) y (4443-4373 cm™) estan
modelando el %AMC con sefales debidas a combinaciones de sobretonos,
correspondientes al estiramiento del OH y estiramiento del CO (4310 cm?),
estiramiento del C-H y a la flexion COH (4160 cm), estiramiento del OH y a la
flexion CH (4340 cm™), estiramiento del CH y a la flexion OH-O (4460 cm™)
(Workman & Lois, 2008), implicadas en el proceso de hidrélisis de los grupos
éster de los materiales poliméricos. No se encontr6 ninguna sefal que
correlacionara el grupo DMAE dentro del modelo, esto explica, tal vez porque el
valor p para este componente dentro del modelo fue tan cercano al valor alfa, y
aunque la prueba estadistica muestra que no hay diferencia significativa, puede
gue si haya una diferencia en la practica (Bower, 2000).
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Tabla 11. Regiones importantes que modelan los parametros %DMAE y %AMC en los materiales
poliméricos Cl Eu, determinados por espectroscopia de infrarrojo cercano.

Regiones (cm-1) S(irrlna_lle)s Caracteristica

Banda de combinacion debido al
4310 estiramiento del OH y
estiramiento del CO.

4308-4250 Banda de combinacion debido al
4160 estiramiento del C-H y a la flexion
COH.
Banda de combinacién debido al
4340 estiramiento del OH y a la flexion
CH.
4443-4373 Banda de combinacion debido al
4460 estiramiento del CH y a la flexion
OH-O.

Otras consideraciones

Ahora, después de analizar los resultados estadisticos y encontrar que no existe
diferencia estadistica significativa entre el modelo 1 y 4 frente al método de
referencia, se analizaran ventajas y desventajas de la cuantificacion por ambos
modelos para escoger el mas ajustado para la determinacion conjunta del %DMAE
y el %AMC. Para esto se tendra en cuenta: los tiempos de los analisis, el costo de
la toma de los espectros y caracteristicas propias de ambas técnicas.

Para comenzar, se tiene una diferencia importante en cuanto al tipo de
informacion que brinda cada técnica, es decir en infrarrojo medio se pueden
observar bandas de absorcion debido a las frecuencias de vibraciones
moleculares fundamentales, mientras que en el infrarrojo cercano se tiene
informacion acerca de combinacion y sobretonos de las frecuencias de estas
mismas vibraciones (de Oliveira, de Castilhos, Renard, & Bureau, 2014), esto
confiere ciertas ventajas del NIR frente al MIR como: reduccion en la variabilidad
de la matriz debido a que la luz puede penetrar mas en la materia y favorecer la
lectura en muestras sin ningun tipo de tratamiento, se puede tener informacion
sobre la estructura fisica y la presencia de agua en las muestras, debido a que
esta técnica es mas sensible a factores que influyen en la difusion de la luz (de
Oliveira et al., 2014), los tiempos de andlisis son mas cortos. En el caso de este
proyecto se tomo un tiempo de 3 horas para la toma de los espectros en NIR
incluyendo el tiempo de preparacion del instrumento, mientras que para el MIR
tomd un tiempo aproximadamente del doble, debido a que se tuvo que preparar
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pastillas y pesar las muestras en proporciones de 1:10 con KBr, sin embargo este
punto puede mejorar en el momento que se cuente con un accesorio como el
ATR, pues no se necesitaria preparacion de muestra ni pastilla.

Sin embargo, existe una caracteristica fundamental del MIR que permite escogerlo
como el mejor modelo predictivo para cuantificar simultdneamente ambos
componentes, y es que esta técnica provee una mejor separacion de las bandas,
utiliza la regién de la huella dactilar de las moléculas para cuantificar y es
altamente sensible a la composicion quimica de las muestras (Schdnbichler et al.,
2013), esto hace que sea una modelo mas especifico, y provea mejores
resultados predictivos como se observé con los resultados de la validacion
cruzada y la evaluacion estadistica. Como ventaja desde el punto de vista
econoémico, los andlisis de muestras por medio de espectroscopia de infrarrojo
medio son menos costosos en comparacion con el NIR y desde el punto de vista
comercial, es mucho mas comudn encontrar en la mayoria de laboratorios
colombianos instrumentos para infrarrojo medio que para infrarrojo cercano.

Analisis de agrupacién por componentes.

Para terminar y con la idea de que los espectros del NIR pueden ofrecer
informacion acerca de la estructura fisica de las muestras, se mostrara los
resultados de un analisis de puntaje de componentes principales obtenido por
medio del software quimiométrico del instrumento FT-IR 6500 de marca
NicoletTM- Thermoscientific.

Este es el primer paso para realizar un analisis discriminante, y constituye un
método estadistico que sirve para dividir un grupo datos en una serie de clases de
manera que datos similares se encuentren dentro de la misma clase (Miller &
Miller, 2002), esto se logra asignado unos puntajes a cada uno de los
componentes determinados por APC y agrupandolos de acuerdo a estos. En este
caso este andlisis se realiz6 con la informacion espectral de la region NIR debido a
lo expuesto en el parrafo anterior.

En la ilustraciébn 32 se muestra una grafica en 3D donde se utilizé los espectros
NIR de los 10 materiales poliméricos obtenidos y se ensay6 dos clases: una, de
los materiales de 0 a 50% de ionizacion (color rojo) y otra que va de 60 a 100% de
ionizacion (color azul), se observa que efectivamente existen diferencias porque
se estandares se agruparon dentro de estas clases, si tales diferencias no
existieran los materiales se hubiesen agrupado en una sola de las clases.
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Por lo tanto, este andlisis puede complementar la hipétesis sobre el cambio en la
estructura fisica de los materiales y el comportamiento del %DMAE y %AMC
frente a la ionizacion esperada (ilustracion 16), y también, esto podria explicar
porque los pardmetros SEC y RPD no coinciden con lo esperado, pues si se
realizaran modelos con cada una de las categorias arrojadas por este analisis, es
decir un modelos para ambas variable dese 0-50% de ionizacion y 60-100% se
encontraria mas correlacién entre las variables y los espectros NIR, se mejoraria
la precision y por ende el modelo seria mucho mas robusto.

Con estos resultados se puede realizar un estudio mucho mas amplio acerca del
comportamiento de la estructura fisica de estos materiales poliméricos de acuerdo

al cambio con la cantidad de &cido que se utilice para su modificacion.
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CONCLUSIONES

Se demostro que es posible mediante espectroscopia infrarrojo y con ayuda
del analisis multivariante generar curvas de calibracion para cuantificar
Eudragit E 100 en términos de porcentaje de ionizacion e hidrolisis
simultaneamente.

Se encontrd que no existe diferencia significativa entre los valores arrojados
por el modelo 1 (NIR) y 4 (MIR) frente a los valores del método primario,
aunque los modelos son poco robustos. La eleccion del modelo a usar
gueda a pertinencia del investigador.

Se identificé una tendencia no lineal del comportamiento del porcentaje de
grupos funcionales DMAE y AMC frente a la ionizaciébn esperada, en
comparacion con trabajos anteriores donde se observé una tendencia
lineal.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda robustecer el método encontrado utilizando mas estandares
tanto para calibracion como para validaciéon e incluir variables como
temperaturas de transicion vitrea y capacidades calorificas.

Se recomienda realizar una comparacion por medio de la técnica de ATR e
infrarrojo medio por pastilla, con el fin de obtener los mismos o mejores
resultados en un tiempo mas corto.

A raiz de los resultados encontrados respecto al cambio de la estructura
fisica de las sales poliméricas, se recomienda ampliar un estudio acerca del
cambio en la morfologia, propiedades reoldgicas de estos materiales y la
influencia del efecto del proceso de purificacion.
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