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Abstract

The granulation process is one of the most important processes in the manufacture
of a pharmaceutical product. This is due to that in this manufacturing step the active
ingredient (Al) is mixed with the excipients. One type of granulation, the wet granulation is
very common in pharmaceutical manufacturing. In wet granulation a binder in an aqueous
solution is applied to form the desired granulation. Once the granules are formed they have
to be dried to eliminate the water content, to ensure that it complies with the established
specifications. The water content in the product is closely related to its product stability. It is
very important to monitor the water content during this process because adequate moisture
content will provide good flowability, density and compressibility characteristics, without

affecting significantly the product stability.

Today, thanks to the implementation of chemometric methods, near Infrared
spectroscopy (NIRS) can be used for the on-line and off-line as well at-line and in-line
monitoring in the granulation process to know the moisture content level in a quick manner

and even at a “real time” in an exact, precise and reliable manner.

In this paper | will explain the development and validation of various analytical
methods using the NIRS technology, complying with the minimum requirements established
by the International Conference on Harmonization (ICH) and the European Medicines

Agency (EMEA).



Resumen

El proceso de granulacion es uno de los procesos mas importantes en la manufactura
de un producto farmacéutico. Esto se debe a que en este paso de manufactura es que se
mezcla el ingrediente activo (IA) con los excipientes. La granulacion humeda es uno de los
procesos de granulacion mas comunmente utilizados en las industrias farmacéuticas ya que en
la mayoria de los casos se requiere de la aplicacion de un binder “pegamento” en solucion
acuosa para lograr la formacion de los granulos deseados. Una vez formado los granulos estos
deben ser secados para eliminar el agua presente y asi asegurar que el producto cumpla con la
especificacion establecida. El contenido de agua presente en la granulacion esta
estrechamente relacionado a la estabilidad del producto. Es por esta razén que es importante
monitorear el contenido de humedad en este proceso ya que se debe alcanzar un contenido de
agua adecuado en que la mezcla posea buenas caracteristicas de fluidez, densidad y

compresibilidad sin afectar significativamente la estabilidad del producto.

Hoy, gracias a la implementacién de métodos quimiométricos la tecnologia de infrarrojo
cercano NIR puede ser utilizada para la monitorizaciéon tanto off-line como on-line, at-line o in-
line en el proceso de granulacién y conocer los niveles del contenido de humedad de una

manera rapida e incluso en tiempo real de una manera exacta, precisa y confiable.

En este escrito se explica en detalle tanto el desarrollo como la validacién de varios
métodos analiticos utilizando la tecnologia NIR cumpliendo con los requisitos minimos
establecidos por la Industrial Conference on Harmonization (ICH) y la European Agency for the

Evaluation of Medicinal Products (EMEA) para su implementacion.
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CAPITULO |
Introduccién

Mike Tousey de DI Pharma Tech [1] sefal6 en el 2005 que los asuntos principales
en la manufactura de un medicamento son los procesos de Formulacion, Mezclado,
Molienda, Granulacion, Secado, Mezclado Final, Formacion de la tableta, Labrado de la
tableta, Capa y el Encapsulado. El conocer y monitorear cada uno de estos procesos es
de suma importancia para garantizar un buen control de calidad del producto. Estos
procesos de manufactura deben ser realizados del mismo modo y monitoreados por el
Departamento de Control de Calidad (QC por sus siglas en inglés) para asegurar que el
producto esté siempre dentro de los parametros establecidos y asi garantizar la

reproducibilidad entre cada lote que sea manufacturado.

En la manufactura de cada farmaco se debe mezclar el ingrediente activo
farmacéutico (IAF) con los excipientes, garantizando que la mezcla posea buenas
caracteristicas de flujo, densidad y compresibilidad. Los procesos mas comunes utilizados
por las industrias farmacéuticas para mezclar el IAF con los excipientes son la Compresion

Directa, la Granulacion Himeda y la Granulacién Seca.

1.1 Procesos de Mezclado

1.1.1 Compresion Directa

En la Compresion Directa se mezclan los excipientes con el IAF en seco y luego se
prosigue con el proceso de compresion para la formaciéon de la tableta. Este proceso es
aplicado a polvos que al unirse y ser mezclados permanecen mezclados por su gran

adhesién formando una mezcla adecuada para su posterior compresion.



1.1.2 Granulacion Himeda

La Granulaciéon Himeda consiste en la unién del IAF con los excipientes mediante la
aplicacion de un material adhesivo conocido como “binder”. Este material adhesivo es
mezclado con agua o disolventes y rociado a la mezcla de polvos causando que estos se
adhieran formando los granulos. Luego, la mezcla es secada hasta alcanzar el nivel de
humedad deseado. Este proceso es aplicado cuando los excipientes y el activo no forman
una buena mezcla mediante el proceso de Compresion Directa. Es de suma importancia
gue los niveles de humedad presentes en este proceso sean los adecuados para asegurar

una buena fluidez, compresién y estabilidad del producto.

1.1.3 Granulacion Seca

Este tipo de granulacion consiste en la aplicacion mecéanica para la densificacion y
compactacion de la mezcla formando una especie de galleta. Una vez formada la galleta
esta sera fragmentada formandose asi los granulos deseados. Este tipo de granulacion es
aplicada cuando los granulos no pueden obtenerse mediante la Compresion Directa o la
Granulacién Himeda debido a que el producto no puede ser sometido a disolventes o

calor.

El contenido de humedad en el proceso de Granulacion Hiumeda de una droga
farmacéutica es determinada mediante la técnica de Karl Fischer (KF) como criterio de

control de calidad del producto.

1.2 Método de Karl Fischer

El método de titulacién potenciométrica de Karl Fischer fue publicado por primera

vez en 1935 por el quimico aleman Karl Fischer. Este método ha sido utilizado para la
2



cuantificaciéon en una amplia gama de productos por diversas industrias para conocer su
contenido de agua [2]. La misma consiste de una reaccion cuantitativa conocida como la
reaccion de Bunsen, que fue descrita en 1853 mediante el cual el agua presente en la
muestra reacciona con yodo (l,) y diéxido de azufre en presencia de metanol (MeOH) y una
base organica nitrogenada (una amina) para producir yoduro de hidrégeno y triéxido de
azufre [3]. El MeOH reacciona con el trioxido de azufre para producir acido metilsulftrico.
Simultdneamente, el MeOH previene que el agua reaccione con el trioxido de azufre
formado y que la reaccion se desplace hacia los reactivos afectando la estequiometria de la
reaccion. Luego, el acido metilsulfarico reacciona con la base nitrogenada para completar
la reaccién. La reaccion quimica que se lleva a cabo en la titulacion potenciométrica de KF

es la descrita a continuacion:

H,O + I, + SO, + 3CsHsN + CH3;0H - 2C5H5N+H| + C5H5N+HSO4-'CH3

Descripcién del sistema de Karl Fischer

El aparato de titulacion potenciométrica de KF consiste de una celda electroquimica
formada de dos compartimientos conocidos como el &nodo y el catodo. Estos
compartimientos estan separados por una membrana de iones permeable. En ambos
compartimientos se encuentran dos electrodos de platino conocidos como el electrodo de
generacion y el electrodo de medicion por los cuales viaja la corriente eléctrica que se
mantiene constante durante la titulacion. EIl punto final de la titulacion se detecta por el
aparato una vez se observa un cambio abrupto en la corriente eléctrica del sistema

indicando que la reaccién a alcanzado el equilibrio.



Figura 1.1 Aparato de titulacion potenciométrica Karl Fischer

Modelo 841 Titrando

En el proceso de medicion se genera yodo a partir de la oxidacién del ion yoduro
en el electrodo de generacion el cual reacciona con el didxido de azufre en presencia de
una base organica nitrogenada. Luego ocurre una reaccion estequiométrica con el agua
presente en la muestra.

La ley de Faraday establece que:

n= (1/zF) 1t (1)
donde:

n = cantidad en moles del analito.

z = electrones envueltos en la reaccidén quimica.

F = constante de Faraday (F=qN,) equivalente a 96,485 C mol™.
donde:

q = carga de un electrén 1.602 x10™° coulombios por electrén.
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Na= el nimero de Avogadro equivalente a 6.022 x 10?® iones por mol.
| = corriente de titulacién en amperios (A)

t = tiempo medido en segundos (S)

De acuerdo a esta ley, para producir un mol de una sustancia que requiera de un
electrén se necesitan 96,485 C. Un coulombio (C) equivale a la carga transportada por una
corriente de 1 amperio en un segundo. Para una reaccion de Karl Fischer dos electrones
son liberados por dos iones de yoduro para producir un mol de yodo el cual reacciona con
el agua presente en la muestra. Esto quiere decir que por cada mol de agua presente en la
muestra se requiere de un mol de yodo, y que para producir un mol de yodo a partir de dos
iones de yoduro se producen dos moles de electrones que equivalen a 2 x 96,485 C segun

se ilustra en la siguiente reaccion.

2 > I, +2¢€

De esta manera, midiendo la corriente eléctrica en la reacciéon con un amperémetro
y el tiempo en segundos podemos cuantificar la cantidad de agua presente en una
sustancia.

La técnica de KF “off-line” y la de LOD (“thermogravimetric Lost on Dry at-line”) son
técnicas muy confiables para el monitoreo y la cuantificaciéon del contenido de humedad en
el proceso de granulacion, pero requieren de la coleccion y manejo de muestra del area de
proceso al laboratorio para llevar a cabo el andlisis mientras continla el proceso de
secado. Esto requiere de pérdida de tiempo y nunca se puede obtener un resultado
certero en tiempo real. En adicion, el manejo de la muestra puede traer como

consecuencia problemas en la calidad del analisis si éstas no se manejan adecuadamente.
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Por otra parte, LOD no es una técnica especifica para la determinacion del contenido de

agua, ya que todos los componentes volatiles contribuyen a la pérdida termogravimétrica.

La espectroscopia de Infrarrojo Cercano (NIR por sus siglas en inglés) ha
demostrado ser una herramienta muy 0til tanto para el monitoreo del secado en procesos
de granulacién, como para el analisis residual de disolventes como metanol [4]. Este
aparato puede ser conectado directamente “on-line” al equipo de proceso obteniendo datos
cualitativos y cuantitativos en tiempos reales. Es una técnica rapida, no destructiva y
puede almacenar informacion automaticamente. La técnica de NIR no da paso al error
humano ya que no requiere del manejo de muestras y lo que es mejor, no genera
desperdicios, dando como resultado una menor pérdida de tiempo de manufactura, datos

en tiempos reales y un alivio al medioambiente de manera costo efectiva.

1.3 Espectroscopia

La espectroscopia es la rama de la ciencia que estudia la interaccidbn que existe
entre la luz y la materia y los cambios que ésta experimenta una vez incide sobre la misma.

Esta interaccion puede ser de tres tipos:

1.3.1 Choque elastico

Se le conoce como choque elastico a una colision entre dos 0 mas cuerpos en la
gue éstos no sufren deformaciones permanentes durante el impacto, conservandose asi
tanto el momento lineal como la energia cinética del sistema y no hay intercambio de masa

entre los cuerpos una vez se separen después del choque.



1.3.2 Choque ineléastico

En este tipo de colision, la energia cinética no se conserva. Como consecuencia,
los cuerpos que colisionan pueden deformarse y su temperatura puede aumentar como

resultado del impacto.
1.3.3 Absorcion o emisién resonante de fotones

En este tipo de interaccion, la sustancia puede absorber o emitir un cuanto de luz.
La espectroscopia se relaciona en la mayoria de los procesos analiticos a este tipo de

interaccion.
La ecuacion basica que define la espectroscopia es:
AE=ho 2
donde:

AE = es la diferencia de energia entre dos estados cuanticos de la sustancia
estudiada.

h = es la constante de Planck que equivale a 6.626 x 103 J-s.

v = es la frecuencia equivalente al cuanto de luz.

Esta diferencia en energia depende de la composicion quimica o de la estructura de
la molécula estudiada y es por tal razén que la espectroscopia nos puede brindar una
informacion muy atil en la Quimica Analitica. La informacion obtenida mediante un
instrumento espectroscopico se conoce como un espectro. Se denota como un espectro a
la gréfica de la intensidad de luz absorbida o emitida en funcién de frecuencia o de longitud

de onda.



En términos generales, en todos los métodos espectroscépicos ocurre el mismo
fendmeno. Primero se irradia la muestra con una fuente de energia. Una vez el haz de luz
interactlia con la superficie de la muestra, ésta puede ser absorbida, transmitida o
reflejada. De este modo, midiendo a que frecuencia absorbe la muestra y cuanto absorbe,
transmite o refleja, se puede identificar una muestra desconocida y determinar cuanto hay

de la misma.

1.3.3.1 Absorbencia

A una frecuencia dada, la cantidad de energia absorbida o transmitida por una
muestra va a depender de la cantidad de moléculas que absorban en esa frecuencia en
especifico. Segun la ley de Beer-Lambert existe una relacibn exponencial entre la
absorbencia y la concentracion de la muestra. A bajas concentraciones esta relacion entre

absorbencia y concentracion tiene un comportamiento lineal.

La absorbencia para un solo componente a una longitud de onda en especifico esta

definida por la siguiente ecuacion:

A=KC (3)

donde:

A = absorbencia.
K = coeficiente de absortividad molar.

C = concentracién de la muestra.



1.3.3.2 Transmitancia

Cuando una sustancia es irradiada con un haz de luz, la luz es absorbida y parte
pasa a través de la muestra. La transmitancia se define en términos de porciento como la
razon de la intensidad de la luz que pasa a través de la muestra vs. la intensidad de la

energia que incide sobre la muestra.
%T = 1/lp x 100 4)
donde:

| = es intensidad de la luz que pasa a través de la muestra.
lo = la intensidad de la energia que incide sobre la muestra.

La transmitancia es utilizada para sustancias que exhiban transparencia.

1.3.3.3 Reflectancia

Por otra parte una vez la muestra es irradiada, la luz que no es absorbida ni
transmitida puede ser reflejada. En espectroscopia de infrarrojo cercano la transmitancia
difusa y la reflectancia difusa son las mas comiunmente utilizadas. El tipo de medicion que
se utilice dependera de las propiedades Opticas de la muestra. La transmitancia difusa se
utiliza para sustancias que exhiban transparencia mientras que la reflectancia difusa se

utiliza para sélidos, semisolidos y sustancias turbias.



En la actualidad, existen métodos espectroscépicos que comprenden todas las

regiones del espectro electromagnético desde rayos gamma hasta la region de

¥

Fuente de luz

LA

B
S5

@
é;gh%@

Figura 1.2 Reflectancia difusa y transmitancia difusa
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1.4 Espectroscopia de Infrarrojo

La regi6n infrarroja comprende desde 33 cm™ hasta 13,000 cm™ y se subdivide en

infrarrojo lejano, infrarrojo medio y el infrarrojo cercano [5].

1.4.1 Infrarrojo lejano
Esta regi6n del infrarrojo comprende desde 33 cm™ hasta 650 cm™ siendo la
region mas cercana a la regién de microondas dentro del espectro electromagnético. Es
por esto que es la region del infrarrojo de méas baja energia y esta asociada al movimiento

rotacional de las moléculas.

1.4.2 Infrarrojo medio
El infrarrojo medio comprende desde 650 cm™ hasta los 4000 cm™. Esta region
esta asociada tanto a los movimientos rotacionales como a los vibracionales de las
moléculas. Es en esta regidbn donde se encuentran las bandas fundamentales
correspondientes a cada uno de los enlaces presentes en las moléculas. Debido a que la
region del infrarrojo medio es de mayor energia que la regién del infrarrojo lejano, le
permite a los espectrofotometros de infrarrojo medio realizar andlisis a distancia acoplados

a fibra dptica.

1.4.3 Infrarrojo cercano
El infrarrojo cercano conocido como NIR por sus siglas en ingles, comprende
desde 4000 cm™ hasta los 13,000 cm™ (800 — 2500 nm) y es la regién mas cercana a la
region visible dentro del espectro de radiacion electromagnética. En esta region ocurren
los movimientos vibracionales de las moléculas o sobretonos correspondientes a las
bandas fundamentales observadas en la regién del infrarrojo medio. Como esta region es

de mayor energia que la region del infrarrojo medio, permite que el instrumento sea
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acoplado a una fibra Optica para realizar andlisis a distancias mayores que las que se
pueden realizar mediante un instrumento de infrarrojo medio sin pérdida significativa de

informacion.

Figural.4 Sonda acoplada al FOSS XDS mediante fibra 6ptica

1.4.3.1 Principios de Infrarrojo cercano

Bésicamente para que una molécula diatbmica absorba radiacion infrarroja se debe
alcanzar exactamente la frecuencia vibracional de la molécula. Una vez se alcanza la
frecuencia vibracional de la molécula debe ocurrir un cambio en el momento dipolar de la
molécula para que esta banda sea activa en la regiéon del infrarrojo y se pueda observar la
sefial en el espectro. Una molécula diatdbmica puede modelarse como un oscilador
harmonico en la cual dos esferas de masa m; y m; estan unidas por un resorte con una

constante de fuerza K.
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La Ley de Hooke establece que la frecuencia vibracional de una molécula diatbmica
serd directamente proporcional a la fortaleza del resorte (enlace) e inversamente

proporcional a las masas unidas al resorte. Esto se expresa en la siguiente ecuacion:

v — 1 k (5)
27t \| 1«

v = frecuencia vibracional de la molécula

donde:

k = constante de fuerza

4 = masa reducida de los dos atomos enlazados

Se ha observado que las moléculas diatdbmicas no se comportan como un

oscilador armonico ideal sino mas bien como un oscilador anarménico como se ilustra en la
Figura 1.5. Esto se debe a que existe una repulsién couldmbica entre los ndcleos de los
atomos cuando estos se acercan ocasionando un incremento en su energia potencial,
mayor que la que se puede predecir para un oscilador arménico. Por otra parte, cuando
estos nucleos se alejan acercandose el nivel de disociacion la energia potencial se
estabiliza. Las moléculas se comportan como un oscilador armonico solamente en su nivel

mas bajo de energia cercano a su estado raso (v=0).

13



Dissociation Energ

)

Energy

re
Internuclear Separation (r)

Figura 1.5 Diagrama de funciones potenciales para osciladores armoénicos y
anarmonicos

En el oscilador anarmoénico se pueden observar las bandas fundamentales

correspondientes al estado de transicion (Av = + 1) y los sobretonos (Av=+ 2, +3, +4, ...).

Estas transiciones correspondientes a los sobretonos son menos probables de que ocurran
dando como consecuencia bandas mas ensanchadas, solapadas y del orden de 10 a 100
veces mas débiles que las bandas fundamentales. En NIR las sefiales que se observan
son correspondientes a los sobretonos y a la combinacion de las bandas vibraciones
fundamentales de los grupos funcionales -CH, -NH, -OH, etc. También se observa que las
diferencias entre los niveles de energia no son de igual magnitud como se observa en el
oscilador armonico.

La espectroscopia, al igual que todo método analitico, brinda un conjunto de datos

gue se denomina como sefial analitica o espectro. Dicha sefal posee una magnitud fisica

14



matematicamente calculable, que incorpora informacién quimica y fisica de la sustancia
analizada. Para poder interpretar dicha informacion es necesario correlacionar
correctamente la sefial analitica con el parametro analitico a ser medido. En algunos
métodos analiticos como en el caso de los métodos cromatograficos, establecer dicha
correlacion se hace mas simple ya que la muestra es pre-concentrada o separada de los
otros componentes de la muestra haciendo que la sefial obtenida sea producto directo del
analito. Esto no es asi para los métodos de espectroscopia infrarroja ya que la sefial

obtenida es producto de todos los componentes presentes en la muestra.

En la actualidad, gracias a los ordenadores computacionales, al desarrollo de
instrumentos analiticos y a la aplicacion de métodos quimiométricos, se puede procesar e
interpretar una gran cantidad de informacion analitica en tiempos muy cortos. Estos
métodos quimiométricos son basados en la aplicacién de calculos matematicos, métodos
estadisticos y de légica formal para el pre-tratamiento y procesamiento de las sefales
analiticas [6]. De esta manera podemos extraer la maxima informacion util y relevante de
toda la sefial analitica obtenida, permitiendo establecer los pardmetros Optimos en el
desarrollo de métodos analiticos [7]. Hoy dia, gracias a su gran utilidad, estos métodos
quimiométricos se han aplicado tanto a métodos espectroscopicos como a métodos

cromatograficos.
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CAPITULO 2

Quimiometria

En el desarrollo de este trabajo se han utilizado ciertas aplicaciones que la
guimiometria brinda para resolver problemas que son comunes en el desarrollo de métodos

analiticos utilizando NIR. Algunas de estas aplicaciones son:

Filtrado de las sefales: mediante la aplicacion de determinados métodos
guimiométricos, se puede mejorar la calidad de la sefial espectral obtenida, extrayendo la
informacion atil y relevante de la que no lo es. De esta forma se puede reducir el ruido.

Métodos de reconocimiento de pautas: estos métodos quimiométricos permiten
relacionar una serie de muestras y agruparlas segun la similitud de sus espectros. También
permiten crear nuevos grupos capaces de clasificar nuevas muestras y poder determinar si
son pertenecientes o no a ese grupo.

Métodos de calibracién multivariables: La quimiometria brinda distintos métodos
en los que se relaciona la sefial analitica con la propiedad a determinarse. De esta forma
se pueden crear curvas de calibracion que sean capaces de predecir dicha propiedad en
muestras desconocidas.

2.1 Pasos a seguir en la creacion de un modelo de prediccion

El propdsito de crear un modelo analitico a partir de un conjunto de datos ya sea
para un andlisis cualitativo o cuantitativo de un pardmetro en especifico, es obtener un
modelo que sea capaz de predecir este pardmetro en nuevas muestras desconocidas. Para
crear un modelo preciso y robusto capaz de predecir el parametro a determinarse de un

modo confiable, se debe realizar siguiendo los siguientes pasos: seleccion de un conjunto
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de muestras de calibracién, determinacion del parametro a predecir mediante un método
de referencia, obtencién de la sefial analitica mediante la nueva técnica instrumental,
célculo del modelo, validacién del modelo, aplicacion del nuevo modelo analitico a
muestras desconocidas, analisis de rutina y monitorizacion y por ultimo la transferencia del

modelo, si aplica.

2.1.1 Seleccion de un conjunto de muestras de calibracién

Para que el modelo tenga una buena capacidad de prediccion se debe seleccionar
un conjunto limitado de muestras en las que se represente la variabilidad fisica y quimica
gue pueda encontrarse en el analisis de rutina. En el caso de la creacién de un modelo
multivariable creado para analisis cuantitativo, las muestras deberan ser representativas de
todo el rango del parametro a determinarse (ej: rango de concentraciones del ingrediente
activo en una tableta que debe estar de un 50% a un 150% del valor aceptado). Para
modelos de andlisis cualitativo al igual que para modelos de analisis cuantitativo, las
muestras deberan poseer toda la variabilidad que se pueda encontrar en el andlisis de
rutina como por ejemplo tamafio de particulas, proveedor, excipientes, nivel de pureza,

entre otros.

2.1.2 Determinacion del parametro a predecir mediante un método de referencia

Para poder obtener un modelo de analisis multivariable que tenga una buena
capacidad predictiva, se debe seleccionar un método de referencia que sea preciso y

exacto ya que de ésto dependera directamente nuestro modelo de calibracion.
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2.1.3 Obtencién de la sefial analitica mediante la nueva técnica instrumental

En este paso, se obtienen las sefales analiticas del conjunto de muestras de
calibracion, siguiendo el procedimiento establecido para la nueva técnica instrumental que
se selecciond. En el caso de métodos espectroscopicos, se colectan los espectros para
cada una de las muestras y se almacenan en el computador para su posterior tratamiento y
correlacion. Es importante seguir el mismo paso en el tratamiento y coleccién de los

espectros para minimizar las variaciones.

2.1.4 Célculo del modelo

En espectroscopia de NIR para poder obtener un modelo analitico, se requiere del
pre-tratamiento y de la aplicacién de métodos quimiométricos a los espectros obtenidos
para relacionar la sefial obtenida con el pardmetro a determinarse. Esto no es asi para
métodos cromatograficos en donde existe una relacion lineal entre la altura o el ancho de

pico con la concentracion de la muestra.

Estos pre-tratamientos como la aplicacion de la primera y segunda derivada o la
correccion de la linea base, son capaces de reducir el ruido aumentando la razén sefial a
ruido. Por otra parte, mediante la aplicacion de ciertos métodos quimiométricos podemos
extraer la informacion util del espectro de la que no lo es y optimizar los parametros del

modelo para aumentar la precision y la exactitud de los resultados.

2.1.5 Validacién del modelo

El objetivo principal de la validacion de un procedimiento analitico es demostrar que
el procedimiento es conveniente para ese propoésito. Un grupo de expertos de la

International Conference on Harmonisation (ICH por sus siglas en inglés) en acorde con las
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agencias regulatorias desarrollaron una guia detallando los criterios que se deben tomar en
consideracion en la validacion de un procedimiento analitico para que este cumpla con los
requisitos minimos establecidos por las agencias regulatorias de la Union Europea, Japén y

Estados Unidos [8,9].

En este paso se aplica el modelo de prediccion a un conjunto de muestras externas
(que no son parte del modelo de prediccion) cuyo parametro ya ha sido determinado
mediante el método de referencia. Los resultados obtenidos se comparan
estadisticamente para demostrar especificidad, linealidad, rango, exactitud, precision,
robusticidad, reproducibilidad, limite de deteccién y limite de cuantificacion. En otras
palabras, que no existe diferencia entre ambos valores y que el modelo tiene igual o mejor

capacidad predictiva que el modelo de referencia.

2.1.5.1 Especificidad

La investigacion de la especificidad conduce a la validacion de una prueba de
identificacion, la investigacion de impurezas y el ensayo. El procedimiento utilizado
dependera de los objetivos intencionados del procedimiento analitico. No siempre es
posible el demostrar que un procedimiento analitico es totalmente especifico para un
analito (discriminacibn completa). En este caso la combinacion de dos o mas
procedimientos analiticos es recomendada para alcanzar el nivel necesario de

discriminacion.

2.1.5.2 Linealidad

Esta puede ser evaluada mediante inspeccion visual graficando la sefial en funcién
del contenido o concentracién del analito. Luego se calcula la regresion lineal del método
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de cuadrados minimos para demostrar linealidad. Se recomienda un minimo de 5

concentraciones.

2.1.5.3 Rango

El rango especifico es derivado de los estudios de la linealidad y depende de la
intencion de la aplicacion del procedimiento. El rango debe establecer que el procedimiento
analitico provee un grado aceptable de linealidad, exactitud y precision cuando se aplica a
muestras que contienen cantidades de analito dentro y en los extremos del rango del
procedimiento analitico. Para un ensayo de una droga o de un producto terminado la
concentracién determinada mediante el procedimiento analitico debe estar dentro del 80-

120% de la concentracién establecida para dicho producto.

2.1.5.4 Exactitud

La exactitud debe ser establecida a través del rango especifico del procedimiento

analitico. Existen varios métodos para establecer la exactitud:

1. Aplicacion del procedimiento analitico a un analito de concentracién conocida.

2. Comparacion de los resultados obtenidos mediante el procedimiento analitico

con los obtenidos de un método de referencia ya establecido.

La exactitud puede ser determinada una vez que la precision, linealidad y
especificidad hayan sido establecidas. Esta se prueba con un minimo de 9 determinaciones

( 3 replicas a 3 concentraciones diferentes).
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2.1.5.5 Precision

La precision debe determinarse utilizando un minimo de 9 determinaciones a un
rango especifico del procedimiento. Para demostrar la precision se determina la desviacion

estandar, desviacion estandar relativa (RSD) y el intervalo de confianza.
2.1.5.6 Limite de deteccion

El limite de deteccién (LD) puede ser determinado mediante la desviacién estandar:

3.3,
M

LD

(6)

Donde:

Sp = desviacion estandar del blanco
M = pendiente de la curva de calibracion

2.1.5.7 Limite de cuantificaciéon

El limite de cuantificacion (LQ) puede ser determinado al igual que el limite de

deteccidon mediante la desviacion estandar.

LQ==0 )

Donde:
Sp = desviacion estandar del blanco
M = pendiente de la curva de calibracion

2.1.6 Aplicacién del nuevo modelo analitico a muestras desconocidas

Una vez se ha demostrado y se ha validado la capacidad de prediccién del modelo,

se aplica a muestras desconocidas tomandose como aceptables los valores obtenidos.
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2.1.7 Andlisis de rutina 'y monitorizacion

En esta etapa, se continda con la aplicacion del modelo a nuevas muestras.
Algunas de estas muestras deberan ser analizadas mediante el método de referencia para
verificar si el modelo contindla dando resultados confiables. De igual forma que se verifica
el modelo, es conveniente la inspeccion y el mantenimiento del equipo para garantizar el

buen funcionamiento del mismo.

2.1.8 Transferencia del modelo

En algunos casos, es necesario transferir el modelo de un instrumento a otro para
realizar predicciones en muestras desconocidas mediante analisis de rutina. En la
mayoria de los casos, hay que realizar una serie de cambios en el modelo para que éste
brinde resultados confiables. Estos resultados deberan ser verificados estadisticamente

para asegurar que no existe variabilidad en los resultados obtenidos.

2.2 Pre-tratamientos Espectrales

En un espectro de infrarrojo se puede encontrar informacién util relacionada a
nuestra muestra en conjunto a sefales no deseadas. Este tipo de sefiales no deseadas se
denominan como “ruido”. El ruido puede deberse a varios factores tales como variaciones
en temperatura, humedad, cambios en voltaje o corriente, fendmenos atmosféricos,
variacion en la composicion de la muestra, tamafio de particula, etc. [5]. Mediante la
aplicacion de ciertos pre-tratamientos espectrales, se puede reducir o eliminar el ruido

minimizando variaciones no relacionadas al parametro a determinarse.

A continuacion, se discutirdn algunos pre-tratamientos espectrales que son los mas

utilizados en analisis espectroscopicos [10].
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2.2.1 Promediado de espectros

Debido a que las sefales no deseadas que no tienen relacion con la muestra
(denominadas ruido) son de naturaleza aleatoria, promediar un nimero determinado de
espectros de una misma muestra reduce la presencia de las mismas. Esto tiene como

consecuencia un incremento en la razon sefal / ruido (S/N por siglas en inglés).

2.2.2 Suavizado espectral

En algunas ocasiones en que la razon sefal / ruido es demasiado pequefia como
para ser incrementada mediante el promediado de espectros, se aplican métodos de
suavizado espectral que consisten en la aplicacion de algoritmos matematicos para

eliminar el ruido aleatorio de alta frecuencia.

Uno de los métodos de suavizado espectral mads comunmente utilizados son los que

se basan en filtrados de Savitzky-Golay.

2.2.3 Correccién de linea base

Este tipo de tratamiento corrige ciertas tendencias de la linea base que aportan
ruido a la sefial analitica. Una forma de correccién de linea base muy utilizada en NIR se
denomina como De-Trending en la cual se ajusta el espectro original a una funcion
cuadrética. Luego, esta funcidn cuadratica se le resta al espectro original eliminando la
curvatura ascendente, a medida que disminuye la frecuencia. Este tipo de tratamiento se

aplica para cada espectro por separado y no depende de un espectro de referencia.
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2.2.4 Derivacion

Este tipo de pre-tratamiento es de los mas comunmente utilizados en NIR para
minimizar los efectos de las desviaciones de la linea base ocasionada por los efectos de la
dispersién. Mediante la aplicacién de la primera y segunda derivada se eliminan los
problemas de desplazamiento de la linea base y el ensanchamiento de las bandas
aumentando la resolucién de los espectros. En la segunda derivada, a diferencia de la
primera derivada, corrige el efecto ascendente de la pendiente y se observan los maximos
del espectro como minimos. Segun se utilizan derivadas superiores, se aumenta el ruido
en el espectro, por tal razén, no se sugiere la utilizacion de derivadas superiores a la

segunda derivada.

2.2.5 Correccion Multiplicativa de la Dispersion

Siempre que se mide reflectancia en NIR la presencia de diferentes tamafios de
particula en las muestras puede ocasionar un desplazamiento en la sefal espectral debido
a efectos de dispersion. Estos efectos de dispersiéon son mucho mas notables en mezclas,
suspensiones, pastas y granulos con grandes tamafios de particulas. La Correccion
Multiplicativa de la Dispersion denominada en inglés como Multiplicative Scatter Correction
(MSC) fue propuesta por Geladi et al. [11]. Este tipo de correccion le aplica a cada
espectro original los parametros de la recta obtenida por minimos cuadrados,
representando los valores de absorbencia de un intervalo de longitudes de onda en la que
nuestro analito no absorbe ante los valores de absorbencia de un espectro de referencia
gue es normalmente el valor promedio del conjunto de las muestras a tratar. En este tipo

de correccion se tiene como desventaja que si alguno de los espectros originales es
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modificado, el espectro de referencia cambia. Esto significa que los valores de la recta

obtenida por minimos cuadrados deben recalcularse nuevamente.

2.2.6 Variable Normal Estandar

Este otro tipo de pre-tratamiento también conocido como Standard Normal Variate
(SNV) al igual que MSC es utilizado para eliminar los efectos de la dispersion ocasionados
por el tamafio de particula [12]. A diferencia de MSC mediante la correccion por SNV no
se requiere de un espectro de referencia ya que la correccion consiste en centrar cada
espectro, restando el valor promedio de absorbancia del espectro a cada uno de los
valores de absorbencia a cada longitud de onda, dividiendo el resultado entre la desviacion
estandar del espectro. Se han realizado estudios en donde se demuestra que existe una

relacion lineal entre MSC y SNV [13].

2.3 Reduccién de Variables

En quimiometria se han desarrollado métodos capaces de reducir el gran volumen
de informacién proveniente en un espectro de infrarrojo a un nimero menor de variables
sin la pérdida significativa de datos relevantes. Uno de los métodos més utilizados para
este proposito es el andlisis componentes principales o Principal Component Analysis

(PCA) [7,14].

2.3.1 Pre-tratamiento de Datos

Comunmente los datos son tratados antes de aplicar cualquier método para la
reduccion de variables. La razén es evitar o minimizar posibles efectos que puedan afectar
una vez se aplique el proceso de reduccién. Tres ejemplos de pre-tratamientos de

variables son: el centrado promedio, escalado discrepante y el auto-escalado [7,15].
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Para una serie de datos en una matriz X, donde cada fila es representativa de cada
muestra y cada columna corresponde a cada longitud de onda (variable) el centrado

promedio, escalado discrepante y el auto-escalado se determinaran de la siguiente forma:

centrado promedio: se obtiene calculando el valor promedio de cada variable ( X, )

del conjunto de calibracion para cada columna de la matriz y se le resta a cada elemento

de la columna (X ;).

X i centrado _ (X " )zk) (8)

escalado discrepante: se obtiene dividiendo el valor de cada variable (X ;) y se

divide entre la desviacion estandar (S, ) del conjunto de calibracion para cada columna.
X escalado-disc. __ (X /S ) (9)
ik - jk k

auto-escalado: es la aplicacion del centrado promedio en conjunto con el escalado

discrepante. Dicho de otra manera, se divide el centrado promedio para cada elemento del

centrado)

conjunto de calibracion en cada columna (Xjk entre la desviacion estandar

correspondiente para cada columna (S, ).

X =X
x jkauto—escalado — ( JkS k) (10)
k

2.3.2 Andlisis de Componentes Principales

Si se tiene un espectro el cual tiene un numero w de longitudes de onda (variables),
entonces este se puede describir como un vector de w coeficientes. Si creamos un espacio

en donde cada longitud de onda representa una dimension en el espacio, entonces
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tendremos un espacio de w dimensiones, en donde cada muestra (s) estara representada
por un punto en el espacio. Entonces, si se tiene s nimero de muestras, se tendran s
nameros de puntos en un espacio de w dimensiones. Todos los puntos que tengan algo en
comun, apareceran agrupados en una misma region del espacio y los que no tengan nada
en comun, apareceran separados en algun otro lugar del espacio. Estos grupos que
aparecen juntos en la misma regién del espacio se les denominan agregados o
“clusters”.

Un Analisis de Componentes Principales (PCA por sus siglas en inglés) reduce la
dimensionalidad de este espacio, hallando las direcciones que explican la méxima
variabilidad de las muestras y utilizarlas como nuevos ejes de coordenadas a las cuales se

les denomina como componentes principales (PC por sus siglas en inglés). Esto quiere
decir, que un espacio de w dimensiones quedara reducido a un espacio de a dimensiones

sin alterarse de ninglin modo, la informacion relevante. Visto geométricamente, un PCA es
un nuevo sistema de coordenadas, que utiliza menos ejes que el sistema de coordenadas
original. Las muestras se representaran como puntos dentro de este nuevo sistema de
coordenadas. EIl primer componente principal sera una combinacion lineal de las w
variables que explican la maxima variabilidad de las muestras y el segundo componente
principal serd ortogonal al primero, explicando la maxima variabilidad luego de haberle
restado las explicadas por el primer componente principal. Matematicamente, la direccién
de los ejes de estos nuevos sistemas de coordenadas se puede definir como “loadings,
eigenvector, factores o componente principal” que son el coseno del &ngulo de estos
nuevos ejes con respecto a los originales. Y los “score” representan las proyecciones o
coordenadas de cada uno de los puntos pertenecientes a cada una de las muestras dentro

de este nuevo sistema de coordenadas.
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Una matriz de X datos espectrales, se puede descomponer numéricamente en el
producto de dos matrices: una de score T y otra de loadings P, quedando un residual E.

Esta relacion se puede expresar mediante la siguiente ecuacion:
X=TP"+E (11)

PCA permite determinar la matriz de loading P realizando un ajuste matematico
por minimos cuadrados a X en la matriz de score T y de igual forma se puede encontrar la
propiedad de la matriz de score T realizandole el ajuste matematico a X en la matriz de
loading P. Mediante la aplicacién de un algoritmo conocido como NIPALS (Nonlinear

Iterative Partial Least Square) o Singular Value Descomposition (SVD) [14].

Cada componente principal posee informacién de distinta relevancia, siendo la
informacion del primer PC la de mayor importancia que la de los PC’s subsiguientes. La

matriz X posee un numero w de vectores y cada vector esta compuesto por loadings y

scores. Como PCA reduce el espacio de w dimensiones, a uno de a dimensiones, la matriz

X se puede expresar mediante la siguiente ecuacion:
X=TiPy' + ToP, +...+ TP + E (12)

De esta forma la matriz X, descrita inicialmente por variables correlacionadas,
quedara definida por un nuevo conjunto de variables (PC’s) no correlacionadas entre si en

un nuevo sistema de coordenadas de ejes ortogonales.
2.4 Aplicacién Quimiométrica en Analisis Cualitativo

La quimiometria brinda ciertas herramientas que se aplican en la clasificaciéon de

una sustancia a partir de la medicion de ciertas caracteristicas o magnitudes fisicas
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previamente determinadas. Estas herramientas o técnicas se denominan como Métodos

de Reconocimiento de Pautas o Pattern Recognition Methods (PRM).
2.4.1 Métodos de Reconocimiento de Pautas

Mediante los métodos de reconocimiento de pautas se clasifica una sustancia como
perteneciente o0 no a un grupo basandose en su similitud, parametro que puede ser
obtenido mediante el procesamiento de datos obtenidos de la sefial analitica. La similitud

puede ser expresada mediante medidas de correlacion o distancias.

Medidas de correlaciéon: se mide calculando el coeficiente de correlacion entre dos
muestras. El valor para este coeficiente oscila de -1 a 1 en donde 1 indica similitud.
j
Z (Xim - Xm)(Xin - Xn)
C — i=1

i(Xim - )_(m)zi (Xin — )_(n)2

(13)

Medidas de Distancias: la similitud es basada en la medida de la distancia entre
una muestra y el centroide de una clase. Existen varios tipos de distancias. Dos ejemplos
de diferentes tipos de distancia que se discuten en la referencia [16] son; la distancia
Euclidea y la distancia Mahalanobis. La medida de la distancia D entre una muestra X; y un

centroide de una clase p se calcula:
D? = (xi = W)C™(xi = H) (14)

siendo C la matriz de dispersion de los datos alrededor del centroide. Si la matriz de
dispersion C es igual a 1 la distancia se conocera como distancia Euclidea (ED). Por otra
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parte si la matriz es igual a la matriz de varianza-covarianza se conocera como distancia de
Mahalanobis.

Los métodos de reconocimiento de pautas se clasifican en métodos supervisados y
no supervisados [17]:

Métodos supervisados: Estos métodos de clasificacion utilizan un conjunto de
muestras de calibracion cuya clasificacion o agrupacion le es conocida para la
identificacion de muestras desconocidas. Este método es muy utilizado en las industrias

farmacéuticas para la identificacion de materiales de partida “raw materials”.

Métodos no supervisados: En este tipo de método no se tiene un conjunto de
calibracién de clasificacion conocida. Se trata de descubrir agrupaciones de pautas en el

espacio de N-dimensiones sin saber a qué clase pertenece cada muestra.

2.4.2 Bibliotecas de Identificacion Espectral

Entre las aplicaciones de los Métodos de Reconocimiento de Pautas uno de los de
mayor utilidad es la creacion de bibliotecas espectrales. Una vez creadas estas
bibliotecas, pueden ser utilizadas para la posterior identificaciéon de muestras desconocidas
clasificAndolas como pertenecientes a algin grupo dentro de la biblioteca o a ninguna de
ellas. Esta es una herramienta muy util para la identificacion de muestras desconocidas de

una forma facil, rapida y confiable.

2.5 Aplicacién Quimiométrica en Analisis Cuantitativo

Las técnicas de cuantificacién utlizadas en espectroscopia son basadas en
métodos de calibracion multivariable. Esto es debido a la complejidad y al gran nimero de
variables o sefiales que brinda un espectro de infrarrojo cercano [18].
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2.5.1 Regresion Lineal Multiple (MLR, “Multiple Linear Regression”)

En el método de regresion lineal multiple se determina una relacion lineal entre la
sefial y la concentracién de cada componente de una mezcla mediante la aplicacién de

minimos cuadrados. Este tipo de relacién puede ser clasica o inversa.

2.5.1.1 Regresion Lineal Clasica (CLS)

En este tipo de regresion se establece la ley de Beer-Lambert (ver seccion 1.3.3.1)
donde existe una relacion lineal a bajas concentraciones entre la concentracion de un
componente y la absorbancia a una sola longitud de onda.

A=KC (15)

Para una muestra compuesta de ¢ numero de componentes a w numero de
longitudes de onda, la sefial analitica A es igual a la concentracion C de cada componente

multiplicada por un coeficiente de proporcionalidad K expresada de la siguiente forma:

A1=K1C1 + KpCot ... + K Ce
Az = KnCi+ KpCo + ... + Ky Co
Az =K3C1+ K3Cs+ ... + K3 Co

AW = leC]_ + KWzC2+ ER + chCc (16)

2.5.1.1.1 Creacion y multiplicacion de matrices en CLS

Como se puede observar en la ecuacion (16) la absorbancia total a w longitud de
onda es simplemente la sumatoria de todas las absorbancias para cada uno de los

componentes de la mezcla a esa longitud de onda.
31



Es por tal razén que podemos utilizar un sistema de multiplicacion de matrices para

definir la ecuacion (14).
A=KC a7)
donde:

A = es la matriz de absorbancia de la forma:
A1 A Az .on Ags

Az Az Agz ... Ay
Az Az Aszz ... Ass

Awi Awz Az ... Ays (18)
donde:
Aus €s la absorbancia a la longitud de onda w para la muestra s.
K = es la matriz de coeficiente de absortividad molar de la forma:

Kll K12 K13 ch

Kai K22 Koz ... Kae

K31 K32 K33 K3C

le KW2 KW3 ch (19)

donde K. es el coeficiente de absortividad molar a la longitud de onda w para el
componente c.

C = es la matriz de concentraciones de la forma:
Cll C12 C13 Cls
C21 C22 C23 CZS
Cs1 Cx Csz... Cs

Ccl CCZ CC3 Ccs (20)

donde C.s es la concentracion del componente ¢ para la muestra s.
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Asi que si se obtienen cuatro espectros a 7 longitudes de onda de cuatro muestras
gue contiene una mezcla de dos componentes se puede representar la ecuacion (17) de la

siguiente forma:

[A] [K] [C]

YYYY YY YnYY

YYYY YY YmyYY

YYYY YY

YaYY = rz X (21)
YYYY YY

YYYY YY

YYYY YY

Como se puede observar en la ecuaciéon (21) el valor de la absorbancia para el
objeto a de la cuarta linea de la segunda columna de la matriz A, estd dada por la
multiplicacién del vector de la cuarta linea de K con la segunda columna de C de la

siguiente forma:

a=(rxn)+(zxm) (22)

Un dato muy importante que se debe tener en cuenta, es que para poder multiplicar
dos matrices, el nimero de columnas de la primera matriz debe ser igual al nimero de
lineas de la segunda y el producto de estas tendra tantas lineas como tenga la primera y el

namero de columnas de la segunda matriz.

2.5.1.1.2 Creacién de la Calibracién en CLS

Cuando se crea una calibracion utilizando una regresion lineal clasica (CLS),
primero se calcula la matriz de K. correlacionando la matriz de C con la de A obtenida de
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los espectros de las muestras de calibracién. Luego para determinar la concentracién de
las muestras desconocidas se correlaciona la matriz de K. obtenida de los espectros de

las muestras de calibracién con la matriz de A obtenida de la muestra desconocida.

Para obtener K., se multiplica cada lado de la ecuacién (17) por C', la matriz

transpuesta de C.
AC'=KcC’ (23)

Luego se despeja para K multiplicando cada lado por [CC']?, la matriz pseudo

inversa de C.
ACT[CCT]_1 =K =Kcal. (24)

Para que una matriz C tenga matriz pseudo inversa debe ser una matriz cuadrada,
es decir que deberé tener al menos tantas lineas como columnas. Por tal razén en CLS se
debe tener al menos el mismo nimero de muestras como el nimero de componentes que
posea la muestra. Otro dato importante es que en CLS se debe conocer la concentracion

de cada uno de los componentes presentes en las muestras.
2.5.1.1.3 Prediccion de muestras desconocidas en CLS

Una vez determinada la matriz K4, se utiliza para determinar la concentracion de
muestras desconocidas a partir de sus espectros. Primero se reemplaza la nueva matriz
Kca. €n la ecuacion (15) utilizando la matriz de absorbancias (Agesc.) Obtenida del espectro

de la muestra desconocida.

Adesc. = Kcal. Cdesc. (25)
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Luego se multiplica ambos lados por la matriz transpuesta de K¢, (K') y se despeja

la ecuacion para Cgesc. COMO se realizé en la seccién 2.5.1.1.2 se obtiene:
[KTK]_l KT Adesc. = Cuesc. (26)
2.5.1.2 Regresion Lineal Inversa (ILS)

En la regresion lineal inversa se establece una relacion inversa a la ley de Beer-
Lambert. En algunas ocasiones a la regresion lineal inversa se le conoce como calibracion

de matriz P.
C=PA (27)

Para una mezcla de ¢ numero de componentes a w nimero de longitudes de onda,
la concentracion para cada componente ¢ es igual a la sumatoria de todas las
absorbancias a cada longitud de onda w multiplicada por su correspondiente coeficiente de

proporcionalidad P expresada de la siguiente forma:

Ci=P11A1 + PpA+ ... + P1WAY
Co=PyiA1+ PoAs + ... + Py Ay
C3=P31A1+ PAz+ ... + P3 Ay

CC = PclAl + Pc2A2+ naa + PchW (28)
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2.5.1.2.1 Creacion y multiplicacién de matrices en ILS

Como se puede observar en la ecuaciéon (28) de igual forma que en CLS, se puede

utilizar un sistema de multiplicacién de matrices para definir la ecuacion (27).

C=PA (29)

donde:

C = es la matriz de concentraciones de la forma:
Cll C12 C13 Cls
Cz1 Cx Coz ... Cys
C31 C32 C33 C3S

Cc]_ CcZ Cc3 e Ccs (30)
donde Cgs es la concentracion del componente ¢ para la muestra s.

P = es la matriz de coeficiente de absortividad molar de la forma:
Pll I:)12 P13 le
I:)21 I:)22 I:)23 P2W
P31 I:)32 P33 P3W
Pcl Pcz PcS I:)cw (31)

donde P, es el coeficiente de absortividad molar para el componente ¢ a una longitud
de onda w.

A = es la matriz de absorbancia de la forma:
A1 Az Az ... Ass
A1 Az Aoz ... Axs
Azr Az Asz... Ass

Awl AW2 AW3 Aws (32)
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donde Ay es la absorbancia a la longitud de onda w para la muestra s.
2.5.1.2.2 Creacion de la Calibracion en ILS

Cuando se crea una calibracion utilizando ILS, primero se calcula la matriz de P¢y
correlacionando la matriz de C con la de A obtenida de los espectros de las muestras de
calibracion. Luego para determinar la concentracion de las muestras desconocidas se
correlaciona la matriz de P4, obtenida de los espectros de las muestras de calibracién con

la matriz de A obtenida de la muestra desconocida.

Para obtener P., se multiplica cada lado de la ecuacién (17) por AT, la matriz

transpuesta de A.
CAT = PAAT (33)

Luego se despeja para P multiplicando cada lado por [AAT], la matriz pseudo

inversa de A.
CAT[AAT]! = Pey (34)

Nuevamente para que una matriz A tenga matriz pseudo inversa debe ser una
matriz cuadrada, es decir que debera tener al menos tantas lineas como columnas. Es por
esta razon que en ILS debemos tener al menos el mismo numero de muestras que

variables “longitudes de onda”.
2.5.1.2.3 Prediccién de muestras desconocidas en ILS

Una vez determinada la matriz Py, esta se utiliza para determinar la concentracion
de muestras desconocidas a partir de sus espectros. Lo primero que se hace es

reemplazar la nueva matriz P.y en la ecuacion (29), luego utlizando la matriz de
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absorbancias (Agesc.) Obtenida del espectro de la muestra desconocida se determina la
concentracion del desconocido.
Cdesc. = Pcal Adesc. (35)

2.5.2 Métodos de calibracion basados en reduccién de variables

En los métodos basados en la reduccién de variables se utiliza un nGmero menor de
variables a la contenida en los espectros originales. Por lo que la calibracion no se realiza
sobre los datos originales, sino sobre este nuevo conjunto de variables, simplificando el

modelo y la interpretacion de los resultados.

De la misma forma que en PCA, la reduccion de variables se realiza de modo que
no se pierda la informacién relevante contenida en el numero de variables original (ver

seccion 2.3.2).

2.5.2.1 Regresion de Componentes Principales

La Regresion de Componentes Principales (PCR, “Principal Component
Regression”) es la creacion de una regresion lineal inversa (ILS) utilizando los scores
obtenidos de un Analisis de Componentes Principales (PCA, “Principal Component

Analysis”) sobre los datos originales.

PCR tiene la ventaja sobre CLS e ILS ya que al reducir el nUmero de variables se
elimina el ruido y se minimizan los problemas de colinealidad (diferentes variables
independientes aportan la misma informacién ya que estan altamente correlacionadas),
asociados a un namero grande de variables. En PCR se tiene una buena capacidad
predictiva gracias a que los scores tienen la misma informacién relevante contenida en los
datos originales.
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2.5.2.1.1 Creacio6n de la Calibracién en PCR

La calibracion en PCR se realiza exactamente igual que en ILS (ver sec. 2.5.1.2.2),
a diferencia de que en vez de realizarse utilizando los valores de absorbencia expresados
en el sistema de coordenadas espectrales originales, se utilizan los mismos valores de
absorbencia expresados en el nuevo sistema de coordenadas (PC’s) retenidos (ver sec.
2.3.2). Este nuevo sistema de coordenadas no es otra cosa que las proyecciones de la
data espectral original en unos vectores conocidos como (basis vectors) o componente

principal (PC). Las nuevas proyecciones se calculan de la siguiente forma:
Aproj. = Ve A (36)
donde:

Aproj. = Matriz que contiene las nuevas coordenadas o proyecciones

V. =ala matriz que contiene los basis vectors, tiene tantas lineas como longitudes de
onda y tantas columnas como PC’s, eigenvectors o factores retenidos.

A = esla matriz de absorbencias original, tiene tantas lineas como longitudes de onda y
tantas columnas como ndmero de muestras.

Sustituyendo estas nuevas proyecciones por la matriz de A en la ecuacion (29) se

obtiene:
C = F Aproj. (37)

Se utilizé la letra F para diferenciarla de la matriz P de ILS. Una vez sustituida las
proyecciones en la ecuacion se resuelve exactamente igual que en ILS. Primero se calcula
la matriz de F¢4. correlacionando la matriz de C con la de Ay Obtenida de los espectros

de las muestras de calibracion. Luego para determinar la concentracion de las muestras
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desconocidas se correlaciona la matriz de F.,. obtenida de los espectros de las muestras
de calibracion con la matriz de A obtenida de la muestra desconocida.
Para obtener F se multiplica cada lado de la ecuacion (37) por A, la matriz
transpuesta de Apo;..
CA proj. = FApoj. A" proj. (38)
Luego se despeja para F multiplicando cada lado por [Aproj. A'proi. 17, la matriz
pseudo inversa de Apyq;.
CA proi. [Aproj. A'pro. ] = F (39)

2.5.2.1.2 Prediccién de muestras desconocidas en PCR

Una vez determinada la matriz F, se utiliza para determinar la concentracién de
muestras desconocidas a partir de sus espectros. Primero se sustituye la expresion Apro;.
de la ecuacion (36) en la ecuaciéon (37) utilizando la nueva matriz F calculada de las
muestras de calibracidén. Luego utilizando la matriz de absorvancias (Agesc.) Obtenida del

espectro de la muestra desconocida se determina la concentracion.
- T
Cdesc. - F Vc Adesc. (40)

Como se puede calcular las cantidades tanto de V. como de A en el momento de la

calibracion se puede escribir la ecuacion (39) de la siguiente forma:
Cuesc. = Feal. Adesc. (41)

La matriz de calibracion F.y. tendra la misma forma o dimensiones que la matriz
Kca. €n CLS. Es decir que tendra tantas lineas como niumero de componentes y tantas

columnas como longitudes de onda (Fcw).
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2.5.2.2 Regresion de Cuadrados Minimos Parciales (PLS)

PLS, al igual que PCR, encuentra un nuevo sistema de coordenadas espectrales
para extraer la informacion util y relevante de la que no lo es, habiendo eliminando el ruido.
La diferencia es que PLS utiliza una estrategia diferente que PCR para establecer este
nuevo sistema de coordenadas, encontrando los factores (eigenvector) tanto para los datos
espectrales (matriz X) como para los datos de concentracion (matriz Y). Esto elimina el
ruido en ambos set de datos brindandole a PLS una gran ventaja sobre PCR, ya que en
PCR se toman los valores de concentracion como valores reales libres de ruido teniendo
mayores efectos de colinealidad que PLS. Otra cosa que hace PLS es que una vez
establece los eigenvectors para las proyecciones espectrales correspondientes a los
eigenvectors de las proyecciones de concentracion, este puede rotarlos para fijarlos y
hallar una mejor correlacién entre ellos. Esta correlacion se expresa en la siguiente
ecuacion:

Yt = Bi X (42)
donde:

Y¢ = proyeccion de un solo dato de concentracion dentro del factor (f) de

concentracion.

Yi=Ur Qf +E (43)

Ur = matriz de scores

Qf = matriz de loadings

E = matriz de residuales

Xt = proyeccion del correspondiente dato espectral dentro del factor (f) espectral.

X¢=Ti P+ F (44)

T: = matriz de scores

P: = matriz de loadings
F = matriz de residuales
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B¢ = a la constante de proporcionalidad entre el par de factores (f) de concentracion
y el espectral.

Si se tiene un conjunto de S muestras, F factores, W longitudes de onda y C
componentes o especies absorbentes, las dimensiones de las matrices en las ecuaciones
43 y 44 seran las siguientes: Ty U (S x F), P' (F x W) y Q' (F x C). Debido a que los
eigenvectors (loadings) son rotados para hallar la maxima capacidad predictiva para la

matriz Y, estos no tendran la misma direccion que en PCA.

2.5.2.3 Diferencias entre PLS y PCR
Basicamente PLS se realiza siguiendo los mismos pasos que en PCR excepto que:
1. La matriz de absorbencia y de concentracion en PCR estan orientadas del modo
de columna (Aws, Ccs) a diferencia de PLS que estan orientadas del modo de
lineas (Asw, Csc).
2. En adicion de un sistema de ejes de coordenadas para los datos espectrales
(matriz-X), se establece un sistema de ejes de coordenadas para los datos de

concentracion (matriz-Y).

3. Ademés de expresar la data espectral como proyecciones dentro de los factores
espectrales, de igual forma se expresa la data de concentracion dentro de los

factores de concentracion.

4. Una vez establecidos los factores espectrales con sus respectivos factores de
concentracion, estos se rotan para encontrar una mejor relacion lineal entre las
proyecciones espectrales dentro de los factores espectrales con sus

correspondientes proyecciones de concentracion dentro de los factores de
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concentracion. Luego se utlizan estas proyecciones para calcular los

coeficientes de la curva de calibracion rango por rango (factor por factor).
2.5.3 Evaluacion de la capacidad predictiva del método

La funcion de todo método de calibracion es, predecir en futuras muestras la
propiedad para la cual fue creada, de modo que el valor obtenido difiera lo menos posible
del valor real. Es por esta razdon, que es de suma importancia evaluar la capacidad
predictiva del método creado, utilizando muestra externas que no formaron parte de la
creacion del modelo de calibracion. Algunos de los criterios que se utilizan para realizar
esta evaluacion lo son el Error Absoluto, Bias, PRESS (Predicted Residual Error Sum of
Squares), Varianza de Prediccion, SEP (Standard Error of Prediction), MSEP (Mean
Squared Error of Prediction), RMSEP (Root Mean Standard Error of Prediction), MSEC

(Mean Squared Error of Calibration) y RMSEC (Root Mean Standard Error of Calibration).

2.5.3.1 Error Absoluto
Es el resultado obtenido, del valor predicho ()7) menos el valor real (y), para esa

misma muestra obtenido del método de referencia [19].
EA=|7-y| (45)

2.5.3.2 Bias (B)
Cuando se tienen mas de una muestra externa para evaluar el método, se puede

definir el bias como el promedio de los errores, expresado de la siguiente forma:
B=y-y (46)
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2.5.3.3 PRESS (Predicted Residual Error Sum of Squares)

El PRESS es simplemente la sumatoria del cuadrado de los errores de todas las

muestras de prediccion.

PRESS = Iznl: (Y- Y)2 (47)

Si se aplica esta ecuacion al conjunto de calibracion, se denominara cross
validation leave-one-out. En el método de cross validation leave-one-out se divide el
conjunto de calibracion en varios bloques o segmentos. El modelo se construye tantas
veces como el numero de segmentos que se haya determinado, tomando un segmento
para comprobar los resultados y el resto de los segmentos para construir el modelo de
calibracion. Luego se inserta el segmento extraido para construir el modelo nuevamente,
dejando el siguiente para comprobar el resultado y asi sucesivamente hasta que se tomen

todos los segmentos.
2.5.3.4 Varianza de Prediccién (S?)

Se define como:
> (V- y - bias)?
i=]

n-1 (48)

52 =

donde:

n = al nimero de muestras del conjunto de prediccion.
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2.5.3.5 SEP (Standard Error of Prediction)

El SEP se aplica cuando la curva de calibracion es creada con un conjunto de
muestras independientes al conjunto de prediccion y se define como la raiz cuadrada de la

Varianza de Prediccion (S?):

n

> (V- y—bias)*
SEP = | —— )

2.5.3.6 MSEP (Mean Squared Error of Prediction)

MSEP se define como el SEP (Standard Error of Prediction) dividido por el nimero

(n) de muestras:

PRESS
MSEP = —— 5
N (50)
2.5.3.7 RMSEP (Root Mean Standard Error of Prediction)

El RMSEP es simplemente la raiz cuadrada de Mean Squared Error of Prediction.

PRESS
RMSEP - T (51)

2.5.3.8 MSEC (Mean Squared Error of Calibration)

Mean Squared Error of Calibration se define como el PRESS dividido entre los

grados de libertad (F).
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PRESS

donde los grados de libertad cambian segun el tipo de regresion:

Tipo de
regresion F

CLS n-c-1
ILS n-w-1
PCR n-f-1
PLS n-f-1

n = nadmero de muestras

C = numero de componentes

w = nuamero de longitudes de onda

f = numero de factores para la matriz X

f* = nmero de factores para la matriz X y la matriz Y

2.5.3.9 RMSEC (Root Mean Standard Error of Calibration)

RMSEC se define como la raiz cuadrada de Mean Squared Error of Calibration.

PRESS
RMSEC = T (53)

2.5.3.10 Porciento Residual del Error Estandar de Calibracién y Porciento Residual

del Error Estandar de Prediccion ( %RSEC y %RSEP)

Se define como:

n

z (Y| pred _Yi ref )2
%RSEC = |2 x100 (54)

n

Z (Y| ref )2

i=1
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CAPITULO 3

Trabajos Previos

R.A. Mattes y colaboradores de la FOSS NIR Systems, Inc. realizaron un trabajo
investigativo en el que monitorearon un secado de granulacion utilizando un instrumento de
NIR (modelo FOS Systems XDS) conectado por medio de una sonda de fibra 6ptica a una
granuladora (VMA 70) [4]. Esta sonda posee un corte en angulo de 45 grados para desviar el
polvo en un flujo cuasilaminar en la ventana de medicion, manteniendo una densidad constante

de la muestra en la ventana de la interface.

Experimento

Se prepard una carga de 24 kg de masa la cual estaba constituida por un 91% de
lactosa anhidrida y un 9% de almidén 1500 en una granuladora. Se mezclé la carga seca en
la granuladora homogéneamente por un periodo de 10 minutos. Luego, se le rocié agua,
metanol y tinte amarillo (FD&C #6) a la carga y se mezclé. El tinte amarillo se afiadié en un
rango de partes por billdon (ppb) y no era fuente de interferencia en las lecturas de NIR. Los
espectros de NIR fueron colectados continuamente durante el mezclado y la granulacion. Se
tomaron muestras para ser analizadas por LOD a intervalos de tiempo especificos. Cada
espectro de NIR tomado consisti6 de 32 rastreos co-afladidos y se hizo referencia de los

espectros en un rango de 800 — 2100 nM.

Luego de haber mezclado la carga con agua y metanol, se corrié un ciclo de
aglomeracion durante 6 minutos. La operacién de secado del mezclado se comenzé aplicando
vacio a 200 mbar aproximadamente y calor mediante el uso de un sistema de “Heated Jacket”.
Este secado fue uniforme y gradual en un periodo de aproximadamente 43 minutos a una

velocidad de agitacion de 200 rpm y mediante purga con nitrégeno a una velocidad de 1.0
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NM*h y una temperatura y presion estandar. Todos los espectros fueron colectados
continuamente durante todo el mezclado, la granulacion y la operacion de secado
(aproximadamente dos rastreos completos de 32 rastreos co-afiadidos por minuto), resultando
en aproximadamente 150 espectros por lote. Se corrieron tres lotes de prueba y tres lotes de
calibracion. Toda la coleccién de espectros y el andlisis fueron realizados utilizando el

programa “Vision” de FOSS NIR Systems.
Resultados y Discusion

a. Anélisis de humedad

Se tomaron espectros de NIR por separado a todos los componentes primarios (“raw
materials”) utilizados en el proceso de granulacion (lactosa anhidrida, metanol, almidén 1500 y
agua). Para propositos de cuantificacion utilizaron la segunda derivada de los espectros para
remover las sefiales no deseadas de la linea base y aumentar las sefales de absorcién. Los
picos de absorcion en la segunda derivada aparecen invertidos con respecto a los espectros de
los componentes utilizados como materia prima. En una de las figuras del escrito en referencia
ilustran los espectros obtenidos de la materia prima durante el ciclo de secado. Se nota en el
espectro ilustrado que el agua absorbe fuertemente en el rango de 1400 — 1900 nM de un
espectro de NIR.

En otra de las figuras muestran el crecimiento de las bandas en la region donde el agua
absorve para cada una de las muestras, de acuerdo a su contenido de humedad. Como se
utiliza la segunda derivada como pre-tratamiento matematico de los espectros, el contenido de
humedad se expresa como un crecimiento invertido en la direccion contraria a los espectros
obtenidos para cada una de las muestras en esta region. Es decir, los maximos que se
obtuvieron en los espectros se observan como minimos cuando se aplica la segunda derivada.

Los valores de los resultados que tomaron para cada material de partida “raw material” y el
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porciento gravimétrico afiadido durante la granulacién, los utilizaron como valor inicial para
modelar el humedecimiento durante el ciclo de secado. Se modelaron al menos cuatro grados
de libertad que fueron: el contenido de metanol, el contenido de agua, variacion de temperatura

y la variacién en la densidad del material.

R.A. Mattes y colaboradores realizaron una grafica de una regresion lineal en la cual
muestran el valor predicho por NIR versus el valor calculado por LOD. Dicha regresion tuvo un
R? de 0.9541 y un SEC de 0.0966%. En la tabla 1 que se muestra mas adelante, ilustran que
la mezcladora 4 tenia inicialmente 1.22% de humedad antes de la granulacion, luego se le
afadio 0.5% de humedad durante la granulacién, resultando en aproximadamente 0.53% luego
del secado. El método se repiti6 para cada uno de los mezclados posteriores (5 y 6). Estos
valores y los valores intermedios lineales interpolados, se aplicaron a los espectros adquiridos
al tiempo correspondiente. Se desarroll6 una regresion de cuadrados minimos parciales (PLS
por sus siglas en inglés) de tres factores utilizando los valores obtenidos para las 18 muestras
ilustradas en la tabla ilustrada. La intensidad de la segunda derivada y la variacién normal
estandar para la correccion de dispersion sobre el rango de 1100 — 2100 nm fueron aplicados
para desarrollar el modelo con un coeficiente de correlacién (R?) de 0.9541 y un error estandar
de calibraciéon de 0.0966%. El error estandar de la validacion cruzada fue de 0.1835, razonable

para un pequefio grupo de muestras.

Los espectros obtenidos en el ciclo de secado se utilizaron para desarrollar el modelo
de prediccion, creando una biblioteca para cualificar las muestras para la cuantificacion. Esta
biblioteca y el modelo de prediccién se utilizaron en un andlisis de rutina para predecir el
promedio de cinco muestras consecutivas. Algunas muestras no fueron predichas al inicio del
proceso ya que el promedio de los espectros no alcanzaban la cualificacién de la biblioteca por

las altas revoluciones y turbulencia durante el ciclo de mezclado.
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Tabla 1: Muestras de LOD y Predicciones por NIR

MeOH
% H,0 | LOD- %H,0 | %MeOH
Mezclado | Muestra | % LOD NIR NIR NIR

4 7 1.22 1.23 - -

4 67 10.1 1.73 8.37 8.22
4 104 5.3 1.32 3.98 3.64
4 137 2.1 0.89 1.21 0.32%*
4 176 1.1 0.7 0.4 0.75
4 204 1.27 0.53 0.74 0.35
5 206 1.35 1.38 - -

5 315 9.9 1.7 8.2 7.82
5 346 4.95 1.43 3.52 4.44
5 381 1.97 0.97 1 0.45
5 410 1.25 0.77 0.48 1.07
5 432 1.07 0.64 0.43 0.49
6 468 1.36 1.32 - -

6 563 9.42 1.75 7.67 7.77
6 604 3.42 1.28 2.14 1.94
6 631 1.9 0.99 0.91 0.71
6 663 1.34 0.76 0.58 0.93
6 693 0.96 0.63 0.33 0.12

* Indica que la muestra no pasd la cualificacién de la biblioteca.

b. Analisis de metanol

En otra figura del escrito en referencia muestran la segunda derivada del espectro
tomado de la mezcladora 5 en la regidén analitica que utilizaron para la prediccién de los niveles
de metanol en el mezclado de lactosa anhidra y almidon 1500. Para poder estimar los niveles
de metanol, los valores de la humedad predichos por el modelo de NIR fueron sustraidos de los
valores obtenidos por LOD. Un modelo fue obtenido del resultado de 17 valores ajustados
(véase tabla 1). No se utiliz6 uno de los espectros en el modelo ya que estuvo fuera de la

cualificacion de la biblioteca. Ellos desarrollaron un modelo de Cuadrados Minimos Parciales
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(PLS) utilizando las intensidades de la segunda derivada en la region de 1800-2100 nm
resultando en un valor de R de 0.9823, y un valor de 0.4427% para el error estandar de

calibracion. El valor para el error estandar de la validacion cruzada fue de 0.6224.

Estas muestras no tuvieron una separacion adecuada segun ilustraron en una de
las figuras del escrito en referencia, debido a que el metanol fue removido inicialmente de
manera muy rapida a diferencia del agua que fue removida de manera cuasi-lineal en

funcion de tiempo.

En una de las figuras ilustran la grafica de un analisis de rutina para el proceso de
granulacion y secado del mezclado 4. Estos espectros se analizaron por un andlisis de
rutina promediando cinco espectros por cada prediccion y examinandolos con la biblioteca
de cualificacién. El nivel inicial de metanol de algunas muestras no fue predicho por el
analisis de rutina ya que el promedio de sus espectros no coincidia con la biblioteca de
cualificacion. Esto se debio a la alta turbulencia y granulacion que se tenia a consecuencia

de las altas revoluciones del ciclo de mezclado.

El nivel de metanol alcanzé un minimo y luego aumentd ligeramente antes de
alcanzar el minimo final. Este efecto posiblemente fue causado por la liberacién de metanol

intersticial de los granulos una vez éstos se fragmentaron.

Conclusién

El método de prediccion de Espectroscopia de NIR para determinar el contenido de
agua y la pérdida de metanol en muestras de lactosa anhidra y almidon 1500, durante el
los procesos de mezclado, granulacion y secado a pesar de que no conocian los valores
con exactitud, demostraron ser muy razonables al comienzo y al final del proceso en

comparacion con los valores conocidos en estos dos puntos del proceso. Las pruebas
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realizadas indican que utilizando una nueva sonda con un angulo de 45 grados acoplada a
un NIR se puede medir in-situ el contenido de agua y metanol en muestras en movimiento
a pesar de la turbulencia, si esta sonda es colocada de una manera adecuada de modo tal
gue la densidad del material permanezca constante.

En otro trabajo Robert A. Mattes, Denise E. Root y Andrew P. Birkmire realizaron un
monitoreo en linea del contenido de humedad presente en un proceso de granulacion de
Lactosa, Celulosa microcristalina y Crospovidone utilizando la tecnologia de infrarrojo
cercano (NIR) [20]. Segun R. A. Mattes y colaboradores el monitorear el contenido de
humedad en este proceso es de suma importancia para su posterior compresion, ya que Si
los granulos son sobre secados, la tableta se fragmentara. Por otra parte, si el contenido
de humedad es muy elevado se formard un producto muy pastoso que imposibilitara su
posterior compactacién. También, el exceso de humedad afectara la estabilidad del

producto una vez este sea almacenado.

Experimento

Todos los espectros se colectaron utilizando un instrumento Foss NIR Systems XDS
Process Analyzer con un “software” Vision. Cada espectro consistia de 16 rastreos tomados en
el rango de 800-2100 nm. Utilizaron una sonda acoplada a fibra éptica al instrumento de NIR
ubicado en un lugar remoto al equipo de granulacién. La sonda utilizada tenia un disefio con
un angulo de 45 grados el cual se insertd en un contenedor dentro del granulador marca

Niro, modelo MP 2/3 Precision Granulator.

Todas las muestras eran tomadas con una especie de cuchara la cual una vez se le
tomaba el espectro se limpiaba con un sistema de purga mediante ventilacion. Una vez

limpiada la cuchara esta estaba lista para tomar la siguiente muestra y tomarle el espectro.
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Ellos prepararon una carga de lactosa (Pharmatose 200M, DMV), celulosa
microcristalina (Avicel PH 101, FMC) y crospovidone (Polyplasdone XL 10, ISP) en el
granulador Niro y la cargaron en un contenedor de producto. El producto fue mezclado
durante 5 minutos y luego secado hasta alcanzar la homogeneidad deseada. Una vez
homogeneizado, el producto se rocid con una soluciébn acuosa al 15 % de polyvinyl
pyrrolidone (Plasdone K29/32) atomizado a una presion de 1.5 bar. Los espectros de NIR
fueron colectados cada 40 segundos durante la operacion del mezclado y las muestras de
LOD fueron tomadas a intervalos de 5 minutos aproximadamente. Las muestras
analizadas por LOD fueron de 2.0 g y se analizaron a 160 °C por 15 minutos utilizando un
instrumento Mettler Toledo (Columbus, OH) HR73 halogen moisture analyzer. El proceso
de secado comenzaba una vez la bomba que impulsaba la solucién acuosa de “polyvinyl
pyrrolidone” al 15% se detenia. Esta operacién de secado fue uniforme y gradual durante
un periodo de 15 minutos.

Resultados y Discusion

En una de las figuras del escrito en referencia muestran los espectros de las
muestras colectadas en el granulador. Segun ilustran los espectros, el agua absorbe
fuertemente en la region de 1400 y 1900 nm. En otra figura ilustran la segunda derivada de
los espectros ilustrados antes ilustrados. Comunmente, en espectroscopia de infrarrojo
cercano (NIR) se utiliza la segunda derivada como pre- tratamiento matematico de los
espectros para minimizar la linea de fondo ocasionada por la dispersion “scattering” y
mejorar la absorbancia de los picos. Los picos de absorcion en la segunda derivada
aparecen invertidos con respecto a los espectros de los componentes utilizados como materia
prima. En otra de las figuras se observa un alargamiento espectral en la regién utilizada para
realizar el modelo de prediccion de humedad.
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R. A. Mattes y colaboradores desarrollaron una regresiéon de Cuadrados Minimos
Parciales (PLS por sus siglas en inglés) de dos factores utilizando los espectros de
calibracion y los valores obtenidos mediante LOD para cada una de las muestras como
valores de referencia. La intensidad de la segunda derivada sobre la regién de 900-2100
nM fue utilizada para desarrollar un modelo de prediccién con un valor de R? de 0.9896 y
un error estandar de calibracién de 0.2171. Ellos obtuvieron un modelo de prediccién con
una buena linealidad con el niumero de muestras utilizadas segun demuestran en otra de
las figuras del escrito en referencia. Segun los autores de este articulo el modelo pudo
haberse hecho aun mas robusto si se hubiesen utilizado un nimero mayor de muestras en
el modelo de calibracién. Ellos llevaron a cabo un andlisis de rutina utilizando el modelo de
prediccidon. En el escrito llustra una gréafica con los resultados que obtuvieron en dicho
analisis. Mediante esta grafica pudieron obtener el por ciento de humedad vs. tiempo
demostrando que este “software” es muy util para desarrollar métodos tanto cualitativos

como cuantitativos para la obtencion de informacion en tiempo real.

En otra de las figuras ilustran en una misma grafica tres analisis de rutina utilizando
el mismo modelo de prediccion para tres procesos de granulacion distintos. En los tres

procesos se granuld el material utilizando una atomizacion a una presion de 1.5 bar.

Los autores muestran mediante una tabla una comparaciéon de los datos obtenidos
mediante NIR y LOD para los tres procesos de granulacion. Los valores de LOD
demostraron un error estandar de prediccion de 0.4232%. Se observGé un mayor
incremento en el error de prediccion para las muestras con mayor humedad. Segun el
autor, la exactitud del modelo puede ser mejorada utilizando el método de Karl Fischer

como referencia debido a que el analisis se realiza en un menor tiempo.
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Segun se demuestra en una de las figuras, se puede determinar el punto final de
secado en el ciclo de secado para todas las muestras con un error minimo. Esto le permite
al operador optimizar el tiempo de secado de la manera mas Optima sin que el material se

dafie o se degrade.
Conclusién

En conclusién, se puede utilizar la técnica de NIR para determinar o predecir con
certeza el por ciento de humedad en el proceso de granulacion de lactosa, celulosa
microcristalina y crospovidone. Mediante esta técnica se puede determinar con exactitud el
punto final del secado cuando el nivel de humedad esta en un punto asintéticamente bajo
en el ciclo de secado. Esta prueba demostré la habilidad de la sonda para medir el
contenido de humedad en muestras fluidas siempre y cuando ésta sea colocada en un area
y forma apropiada para aumentar el tiempo de contacto. La exactitud de este modelo de
prediccién podria mejorarse si se utilizara un nidmero mayor de muestras para realizar la

regresion y si se utilizara un modelo de referencia mas confiable como el de Karl Fischer.

En otro trabajo, M. Alcal4, M. Blanco, M. Bautista y Josep M. Gonzélez,
desarrollaron un método para identificar y cuantificar el contenido de humedad en tiempo
real (on-line) en un proceso de granulacion utilizando la tecnologia de NIR [21]. Ellos
realizaron un analisis de componentes principales (PCR) y una regresion de cuadrados
minimos parciales (PLSR) aplicando SNV y la 1™ y 2% derivada aplicando el método de
Savitzky-Golay. En los resultados que obtuvieron, observaron como variaban los espectros
en relacion a las distintas etapas del proceso de granulacién logrando determinar el punto

final del secado.
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En un trabajo realizado en 2002 por G.X. Zhou y colaboradores, en donde
monitorearon un secado (in-line) en un proceso de granulacion himeda, encontraron
diferencias significativas en un andlisis de componentes principales que realizaron sobre la
data espectral. Ellos, lograron determinar y diferenciar las bandas que correspondian al
agua no enlazada de las correspondientes al agua enlazada que se encontraban en la red
cristalina de los compuestos hidratados [22]. De este modo, pudieron demostrar que la
técnica de NIR es una herramienta muy til para la determinacién y diferenciacion del agua

superficial y el agua presente en la red cristalina de los compuestos hidratados.

56



CAPITULO 4

Materiales y Métodos

4.1 Reactivos

El porciento de agua fue determinado en granulacién de una droga desconocida
manufacturada en una planta ubicada en Humacao, Puerto Rico. Por razones de
confidencialidad, no se daran detalles de la identidad de la droga, ni de su ingrediente
activo. Se utilizaron muestras de granulacién de distintos lotes y de distintos tipos de
potenciacion. En la tabla 4.1 se muestran los componentes de cada tipo de granulacion

segun su potencia:

Tabla 4.1 Composicion de la granulacién

Potencia
Ingrediente Aplicacién Manufacturero | 2mg | 5mg | 10/30mg | 15mg | 20mg
Ingrediente Planta de
1A Activo Humacao 2mg | 5mg 10mg 15mg | 10mg
DMV
Lactose Monohidrate Excipiente International N/E | N/E N/E N/E | N/E
Microcristaline
Celulose Excipiente FMC - Inc. N/E | N/E N/E N/E N/E
Magnesium Stearate Lubricante Mallinckrodt N/E | N/E N/E N/E N/E
Corn Sartch Excipiente Tate & Lyle N/E | N/E N/E N/E N/E
Hydroxipropil
Cellulose Binder Hercules N/E | N/E N/E N/E N/E

*N/E cantidad no especificada

Para la determinacién del porciento de humedad en la granulacion mediante el
método de referencia (Karl Fischer), se utilizd6 Metanol Anhidro, libre de acetona
(Mallinckrodt Cat. No. 3016, aprox. 0.001% acetone) y Hydranal Composite 5 (Riedel-de

Haén Cat. No. 34805) como agente titulador. Para humedecer las muestras y preparar las
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muestras de la curva de calibracion, se utilizé6 agua destilada de la planta que es la que se

utiliza en el proceso de granulacion para la manufactura del producto.

4.2 Equipos Utilizados
4.2.1 Cristaleria

1) Petri disch de 15mL y de 200 mL

2) vials con tapas de 20mL

3) botellas con tapas color ambar de 100mL
4.2.2 Otros materiales

1) parafina

2) espétulas de acero inoxidable

3) papel de pesada

4) botella rociadora

5) desecador

4.2.3 Aparatos Electronicos
1) horno de secado calibrado a 60 °C conectado a una bomba de vacio

2) balanza analitica (Mettler Toledo, Delta Range AT261)
3) Karl Fischer (Metrohm, 841 Titrando) ilustrado en la figura 1.1
4) Foss NIR (XDSystem Rapid Content Analyzer)
4.2.4 Software
1) Vision 3.2
2) Exel
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Figura 4.1 Espectrofotémetro de Infrarrojo Medio (NIR)

4.3 Preparacién de las muestras de calibracién

Se utilizé cinco lotes distintos (9G**952, 9G**953, 9G**954, 9G**956, 9G**960) de una
misma potencia (20 mg) para preparar las muestras de calibracion. Estas muestras fueron
colectadas en el area de manufactura y llevadas en botellas color ambar selladas con tapa
y parafina dentro de bolsas zip-lock con material secante hasta el cuarto de humedad
controlada dentro del laboratorio de QC. Se utilizé distintos lotes para tratar de obtener un
muestreo mas representativo de la variabilidad que se pudiera obtener en los analisis de
rutina posteriores. Se decidié que la curva de calibracion tuviese un nimero no menor de
30 puntos para que ésta fuera suficientemente robusta cumpliendo con la regla de los cinco
gue establece que el nUmero de muestras debe ser por lo menos cinco veces mayor que el
namero de componentes presentes en las muestras. Para establecer el rango de la curva,
se prepararon muestras que estuvieran entre el 80 y un 120% de los valores maximos del

porciento de humedad aceptados para cada una de las potencias, haciendo la curva mas
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robusta en la region de aceptacion. Los valores maximos aceptados para cada potencia
son detallados en la tabla 4.2.

Tabla 4.2 Porcientos de humedad aceptados

% de
Potencia| humedad
aceptada
2mg 4.8
5mg 4.6
10/30mg 4.4
15mg 4.1
20mg 4.4
Segun el método de referencia utilizado (Karl Fischer), se requiere

aproximadamente 0.8 g de muestra para realizar cada lectura. Se estableci6 realizar las
lecturas en triplicado para lo que se requeria un minimo de 2.4 g por muestra. Como la
cantidad de muestra de cada lote disponible era limitada, se realiz6 un analisis para decidir
cOmo se manejarian las muestras teniendo en consideracion la cantidad disponible. En la

tabla 4.3 se representa cdmo se distribuyd el muestreo. .

Tabla 4.3 Distribucion de las muestras

60

# de
Petri Masa (g) | Masa/2.900 g | muestras

9G**52D | 8.4044 2.898 2
9G**52W | 12.0080 4,141 4
9G**53D | 12.4655 4.298 4
9G**53W | 12.0052 4.140 4
9G**54D | 7.6489 2.638 2
9G**54W | 12.4401 4.290 4
9G**56D | 10.1822 3.511 3
9G**56W | 9.0000 3.103 3
9G**60D | 11.0741 3.819 3
9G**60W | 8.8624 3.056 2

Total de

muestras 31

Muestras Std. 5

Gran Total 36




Se tomd una muestra de cada lote para tener cinco muestras estandares
clasificadas como (Std). Luego, segun se ilustra en la tabla 4.3 la cantidad de muestras
restantes se dividieron en 10 platos Petri de 200ml con las cantidades ilustradas en la
segunda columna. Se coloc6 una muestra representativa de cada lote en un horno
calibrado a 60°C al vacio y a este conjunto de muestras se le clasificé con la letra D. Las
otras cinco muestras representativas de cada lote se expusieron en humedad en un
sonicador con agua a una temperatura de 60 °C y se les clasificé con la letra W. Para
calcular cuantas muestras se podian extraer de cada Petri se dividi6 la cantidad de muestra
presente en cada Petri entre 2.900 g, ya que se requiere un minimo de 2.400 g para las
tres lecturas de KF. El nimero de muestras que se pueden extraer por Petri se ilustra en la
cuarta columna de la tabla 4.3 sumando un total de 36 muestras. En las tablas 4.4 y 4.5 se
ilustra la masa y los intervalos de tiempo en que se tomaron muestras de los Petri
colocados en el horno calibrado a 60 °C al vacio (D) y en humedad (W). Las muestras que
se extrajeron fueron pesadas y colocadas en botellas de muestras (“vials”) con tapa de 20
ml los cuales habian sido purgados previamente con nitrdgeno de alta pureza para
extraerle toda la humedad vy el diéxido de carbono. Algunas de las muestras se tuvieron
gue humedecer con una pistola rociadora ya que en el sonicador no se podian alcanzar

niveles de humedad superiores a 4.7 %.
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Tabla 4.4 Muestras colocadas en horno a 60 °C al vacio (D)

Intervalo de
tiempo
Muestra Masa en minutos
Exp.7(52D1) |2.9081 8
Exp.7(52D2) |2.9092 8
Exp.7(53D1) |2.9054 38
Exp.7(53D2) |2.9013 88
Exp.7(53D3) |2.9023 273
Exp.7(53D4) |2.9038 1240
Exp.7(54D1) |2.9012 38
Exp.7(54D2) |2.9080 148
Exp.7(56D1) |2.9028 53
Exp.7(56D2) |2.9075 118
Exp.7(56D3) |2.5102 321
Exp.7(60D1) |2.9012 53
Exp.7(60D2) |2.9089 148
Exp.7(60D3) |2.9052 805

Tabla 4.5 Muestras expuestas a humedad (W)

Intervalo de
tiempo
Muestra Masa en minutos

Exp.7(52W1) |2.9012 15

Exp.7(52W2) |2.9091 15

Exp.7(52W3) |2.9023 rociadas
Exp.7(52W4) | 2.9046 rociadas
Exp.7(53W1) |2.9079 rociadas
Exp.7(53W2) |2.9088 rociadas
Exp.7(53W3) |2.9014 30

Exp.7(53W4) | 2.9067 rociadas
Exp.7(54W1) |2.9024 rociadas
Exp.7(54W2) |2.9039 rociadas
Exp.7(54W3) | 2.9045 30

Exp.7(54W4) |2.9030 75

Exp.7(56W1) |2.9043 rociadas
Exp.7(56W2) | 2.9047 rociadas
Exp.7(56W3) | 2.9024 rociadas
Exp.7(60W1) |2.9039 rociadas
Exp.7(60W2) |2.9035 rociadas
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4.4 Obtencién de la sefal analitica mediante la nueva técnica instrumental

En el manejo de las muestras antes y después de su estraccion de las botellas de
muestras o “vials” se les coloco el tapon y se sellaban con parafina para evitar que estas
sufrieran alteraciones con el ambiente. Luego se transportaron en un desecador hacia el
area donde se encontraba el espectrometro de NIR para la adquisicion y almacenamiento
de sus espectros. Antes de tomarle los espectros a cada uno de los vials se corrié un
blanco el cual contenia solamente nitrdgeno gaseoso de alta pureza. Luego de haber
corrido el blanco los “vials” que contenian las muestras se agitaron e impactaron levemente
sobre la mesa de laboratorio para compactar el material, posteriormente se limpiaba el vials
utilizando kimwipes para eliminar el agua que se pudiera haberse condensado y aderido en
el fondo del vials. Se utilizé un espectrofotometro de infrarrojo cercano marca FOSS NIR
modelo XDS Rapid Content Analyzer con un detector de silicio y otro de sulfito de plomo
(PbS) alcanzando un rango de deteccion de 400 — 2500 nM con una resolucion de 0.5 nM.
Todos los espectros registrados fueron el producto del promediado de 32 barridos/min. Una
vez se tomaron los espectros las muestras se colocaron nuevamente en el desecador para
transportarlas hacia el cuarto de humedad controlada para tomarles el porciento de

humedad mediante el método de referencia (KF).

4.5 Determinacion del pardmetro a predecir mediante un método de referencia (KF)
Todas las lecturas de KF se realizaron en triplicado utilizando un aparato de Karl
Fischer (Metrohm, 841 Titrando) ilustrado en la figura 1.1 y siguiendo el método establecido
por la compafia para ese tipo de granulacion. Previamente a utilizar el KF se le
determinaba el factor (F) de calibracién, para tomar en consideracion el estado del agente
titrante (Hydranal Composite 5). Este factor era determinado diariamente siguiendo el

método establecido para ese propdésito, el cual consistia de una titulacion con una cantidad
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de agua conocida. Una vez se determinaba el factor (F) el instrumento estaba listo para

tomarle las lecturas a las muestras.

Luego de determinarse el factor se llamaba el método de granulacion ya establecido
en el instrumento y se esperé hasta que la solucion se acondiciono. Una vez acondicionada
la solucién se corria un blanco sin echar nada en la solucion. Después de haber corrido el
blanco se aguardaba nuevamente a que se acondicionara la solucién y se vertié 0.800 g
aproximadamente de la muestra en la solucién para determinar el porciento de humedad.
La informacion que brinda el instrumento es el volumen de agente titulante que se requiere
para alcanzar el punto de equivalencia de la solucién. Es por tal razén que para poder

determinar el % de humedad presente se debe aplicar la siguiente ecuacién matematica:

% de humedad = nguestrg - Vb|anco! X F X 100
Mmuestrax 1000

donde;
Vmuesta = VOlumen en mL que se requirio para la titulacion de la muestra
Vpianco = VOlumen en mL que se requirio para la titulacion del blanco
F = factor determinado diariamente
Mmuestra = Masa de la muestra vertida en la solucion

Una vez se determind el % de humedad a todas las muestras en triplicado el valor
promedio de las lecturas se utilizé para correlacionarlas con los espectros y realizar la
curva de calibracion en el NIR. En la tabla 4.6 se muestran todos los valores obtenidos

mediante KF para todas las muestras de calibracion (véase Apéndice A).
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Tabla 4.6 Valores obtenidos mediante KF

% de humedad mediante KF

Muestra 1lralectura | 2dalectura | 3ralectura | Promedio
Exp.7(52Std.) 4.44 4.38 4.48 4.43
Exp.7(53Std.) 4.44 4.39 4.38 4.41
Exp.7(54Std.) 4.45 4.37 4.31 4.38
Exp.7(56Std) 4.61 4.4 4.56 452
Exp.7(60Std.) 4.41 4.47 * 4.44
Exp.7(52D1) 4.28 4.45 4.17 4.3
Exp.7(52D2) 4,51 4.59 4.6 457
Exp.7(53D1) 4.58 4.58 4.55 457
Exp.7(53D2) 4.38 4.41 4.25 4.35
Exp.7(53D3) 4.28 4.3 4.38 432
Exp.7(53D4) 3.18 3.21 3.19 3.19
Exp.7(54D1) 4.35 4.37 4.41 4.38
Exp.7(54D2) 3.92 4.1 4.29 4.1
Exp.7(56D1) 4.62 4.57 4.55 4.58
Exp.7(56D2) 4.34 4.4 4.37 4.37
Exp.7(52W1) 4.19 4.2 4.33 4.24
Exp.7(52W2) 4.35 4.26 4.49 4.37
Exp.7(52W3) 8.6 8.58 8.6 8.59
Exp.7(52W4) 8.15 7.94 8.08 8.05
Exp.7(53W1) 5.23 5.23 5.34 5.26
Exp.7(53W2) 5.08 5.27 5.14 5.16
Exp.7(53W3) 4.29 4.29 * 4.29
Exp.7(53W4) 4.97 5.04 5.13 5.05
Exp.7(54W1) 5.51 5.53 5.59 5.54
Exp.7(54W2) 5.17 5.11 5.07 5.11
Exp.7(54W3) 4.48 452 4.39 4.47
Exp.7(54W4) 4.67 4.61 * 4.64
Exp.7(56W1) 4.92 4.88 4.89 4.9
Exp.7(56W2) 4.77 4.74 4.82 478
Exp.7(56W3) 4.73 4.68 4,74 472
Exp.7(60W1) 4.91 4.91 4,94 4.92
Exp.7(60W2) 4.29 4.38 4.38 4.3

* Muestras perdidas
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4.6 Célculo del modelo

Primeramente se llevo a cabo una seleccion de las regiones donde el agua absorbe
en NIR. La seleccion fue realizada utilizando la tabla de correlacion brindada en el manual
del equipo y mediante inspeccion visual de los espectros de las muestras de calibracion.
Se utilizo el Software Vision 3.2 para el tratamiento de los espectros y la obtencién de la
curva de calibracion. Se realizaron varios tipos de curvas de calibracion (Multiple Lineal
Regression MLR y Partial Least Square Regression PLS) utilizando diferentes regiones
y aplicando distintos pre-tratamientos. Se aplico la primera y segunda derivada como pre-
tratamiento espectral ya que tanto la primera como la segunda derivada corrigen el
desplazamiento de la linea base y los efectos ocasionados por la dispersion de luz debido
al tamafio de las particulas. La segunda derivada corrige ademas la pendiente de la curva.
En la segunda derivada los maximos observados en el espectro aparecen como minimos
con una mayor resolucidon ya que se elimina el solapamiento de las bandas. Se aplico
Standard Normal Variate (SNV) y el método de Savitzky-Golay SG en algunas de las
curvas para verificar si se observaban cambios positivos. En la tabla 4.7 se resumen los
pre-tratamientos en el orden que se aplicaron y el numero de factores aplicados para cada
una de las curvas realizadas.

Tabla 4.7: Resumen de los parametros aplicados para cada uno de los métodos

MLR- PLSR- MLR- PLSR- PLSR- PLSR- PLSR- PLSR-
Ab.20mg Ab.20mgB Ab.3 Ab.2 Ab.1 Ab.1SNV Ab.SNV1 Ab.1SG
Regiones 760-772 948-990 948-990 948-990 948-990 948-990
1408-1466 1324-1448 | 1324-1448 1324-1448 1324-1448 1324-1448
1910-1954 1850-1950 | 1850-1950 1850-1950 1850-1950 1850-1950
Longitud de
onda 1876.5 1883.5
Pre-
tratamientos 2da 2da 2da 2da Ira 1ra SNV 1ra
Derivada Derivada Derivada Derivada Derivada Derivada Ira Derivada
SNV Derivada SG
Factores 4 5 4 5 3 5
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4.7 Seleccion del numero de factores

El nimero de factores fue determinado mediante una grafica realizada del logaritmo
del PRESS vs. el nimero de factores donde se seleccioné el primer factor correspondiente
al menor valor del logaritmo del PRESS. En la Figura 4.2 se ilustra un ejemplo de esta

gréfica.
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Factor R SquareddError Cal PRESS FValue |(dErr X =]
---> Equation Constants:
Factor 1 07473 05134 102067 94 5572
Factor 2 0.9765 0.1581 1.118 BE2.2752
Factor 3 0.9523 0.1402 0.8105  556.1514
Factor4* 0.9925 0.0927 0.3289 9655.0974
Factor 5 0.9929 0.0918 03654 757.1933
Factor B 0.9937 0.05885 03835 705.8973
Factor 7 0.9945 0.0533 0.3699  BB3.7671
Factor 8 0.9957 0.076 05965 718.7166
Factor 9 0.9961 0.0733 0.5553 B33.415
Factar 10 0.9962 0.07 41 0573 BO05.2445
Factar 11 0.9964 0.0737 0.5513 556.6815
Factor 12 0.9965 0.0705 06138  554.0285
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| ]\ Calculated vs Lab Data A Residuals vs Calculated

Figura 4.2: Grafica de logaritmo del PRESS vs. numero de factores
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CAPITULO 5
RESULTADOS Y DISCUSION OBTENIDOS

De todos los métodos creados los que obtuvieron los valores mas bajos tanto en el
Error Estandar de Calibracion (SEC), como en el Error Estandar de Validacion Cruzada
(SECV) y el PRESS maés bajo fue el de PLSRAb.1SG seguido de PLSRAb.2 y PLSRADb.1
respectivamente.

En la Tabla 5.1 se muestran algunos de los valores de evaluacion

guimiomeétricos obtenidos para cada uno de los métodos desarrollados.

Tabla 5.1: Pre-tratamientos aplicados y valores de algunos parametros de
evaluacion guimiométricos obtenidos para cada uno de los métodos creados

MLRAb.20mg PLSRAb.20mgB MLRAb.3 PLSRAb.2 PLSRAb.1 PLSRAb.1SNV PLSRAb.SNV1 PLSRAb.1SG
Regiones 760-772 948-990 948-990 948-990 948-990 948-990
1408-1466 1324-1448 1324-1448 1324-1448 1324-1448 1324-1448
1910-1954 1850-1950 | 1850-1950 1850-1950 1850-1950 1850-1950
Longitud de
onda 1876.5 1883.5
Pre- 2da 2da Ira
tratamientos 2da Derivada 2da Derivada Derivada Derivada Derivada 1ra Derivada SNV 1ra Derivada
SNV 1ra Derivada SG
Factores 4 5 4 5 3 5
SEC 0.11 0.09 0.12 0.09 0.09 0.09 0.10 0.09
MSECV 0.10 0.10 0.10 0.10 0.11 0.09
R Squared 0.9841 0.9925 0.9873 0.9931 0.9936 0.9938 0.9910 0.9941
F-Value 1946.1 965.1 2102.2 807.9 1133.9 892.9 1096.0 764.6
PRESS 0.3289 0.3184 0.3229 0.3622 0.4056 0.2801
%RSEC 2.1 1.5 3.4 1.7 1.7 1.6 1.9 1.8

5.1 Validacion del modelo:

Para la validacion de los modelos de calibracién creados se utilizaron muestras
externas de otros lotes que no fueron parte de la curva de calibracion. Se utilizaron tres
rotuladas como

muestras de un mismo lote de wuna presentacion de 20mg

E.8L955(Std.1)A20mg, E.8L955(Std.2)A20mg y E.8L955(Std.3)A20mg respectivamente.
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También se realiz6 una mezcla (Composite) de dos lotes distintos de una presentacion de
20mg debido a que la cantidad de muestra era limitada. De esta mezcla se sacaron cinco
porciones en cinco Petri los cuales se rotularon como E.9Com.Std.A, E.9Com.Std.B,
E.9Com.Std.C, E.9Com.W y E.9Com.D respectivamente. A cada una de las muestras
rotuladas como E.9Com.Std.A, E.9Com.Std.B y E.9Com.Std.C se le tomaron espectros de
NIR y se le determind el % de humedad mediante KF. La muestra rotulada como
E.9Com.Std.A se le tomo un total de once espectros para evaluar la precision instrumental
en cada uno de los métodos de calibracion.

En diez de las once lecturas realizadas para la muestra E.9Com.Std.A se compacto
levemente la muestra antes de tomarle el espectro segun se realiz6 para las muestras de
calibracién y en una de las lecturas no se compacto para verificar si se observaba algin
cambio. La muestra en el Petri rotulada como E.9Com.W fue rociada con agua destilada
igual a la utilizada en el proceso de manufactura para humedecerla tal y como se realizé
para las muestras de calibracion. Una vez humedecida se tomaron tres muestras y se
rotularon como E.9Com.WA, E.9Com.WB y E.9Com.WC respectivamente. El otro Petri que
contenia la muestra rotulada como E.9Com.D se coloco en el horno calibrado a 60°C
conectado a una bomba de vacio. Luego de un periodo de 1360 min. aproximadamente en
el horno se tomaron tres muestras las cuales se rotularon como E.9Com.DA, E.9Com.DB y
E.9Com.DC respectivamente. Una vez extraidas las muestras se le tomaron los espectros
y se le determinaron los % de humedad mediante KF. En el Figura 4.3 se ilustra un
diagrama de cdmo se extrajeron las muestras.

También se utilizaron lotes de otras presentaciones (2mg, 5mg, 15mg y 10/30mg)
para verificar la capacidad predictiva de los distintos modelos de calibraciéon creados.

Todos estos lotes utilizados para la validacion fueron manufacturados en distintas
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campafas para asi asegurarnos de que fueron manufacturados utilizando distintos lotes de
materiales de partida (raw materials). De esta manera se garantiza la mayor variabilidad

posible en las muestras analizadas retando aun mas los métodos creados.

Lote # 1 + Lote #2

A \ 4 A4
E.9 Com.Std. A E.9 Com.Std. B E.9 Com.Std. C E.9 Com.D
v v
Y E.9 Com. DA E.9 Com. DC
E.9 Com. W v
E.9 Com. DB
\ 4 A\ 4
E.9 Com. WA E.9 Com. WC
\ 4
E.9 Com. WB

Figura 5.1: Diagrama de muestreo de la mezcla (composite) de dos lotes de 20mg

5.1.1 Especificidad

Se creo6 una libreria espectral para realizar un andlisis cualitativo dentro del método
previo a la cuantificacion del contenido de humedad. Esta libreria consistia de 36 muestras
de distintos lotes con diferentes contenidos de humedad del mismo tipo de presentacion.
Mediante la determinacion del coeficiente de correlacion espectral para medir la similitud
entre los espectros de la libreria creada y las futuras muestras de prediccion a una

tolerancia maxima del 95% de varianza acumulativa, el método determina si las muestras
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son pertenecientes o no al grupo. Si la muestra no es reconocida como perteneciente al
grupo el método no continuara con el posterior analisis de cuantificacion para el contenido
del % de humedad, dando una sefal la cual indicara “Fail’. Por otra parte si la muestra es
reconocida como perteneciente al método este proseguira a realizar la cuantificacion dando

el contenido del % de humedad presente en la muestra.

5.1.2 Linealidad

La linealidad de todos los métodos creados, fueron evaluados mediante inspeccion
visual del gréafico del contenido del % de humedad en las muestras de calibracion
determinadas por el método de KF vs. el predicho mediante cada uno de los método de
NIR. Se calculd la regresion lineal para cada una de las graficas mediante cuadrados
minimos para verificar la pendiente de la curva asi como el valor de R* (coeficiente de
correlacion cuadrado). También se realiz6 un Andlisis de Varianza (ANOVA) para cada
una de las graficas para demostrar estadisticamente que habia linealidad y que no hubiese

errores sistematicos en los métodos.

Segun las ecuaciones de la linea para cada uno de los métodos se observo que
existia una relacion lineal entre los valores del porciento de humedad determinados
mediante KF y los determinados por todos los métodos creados en NIR. En la Tabla 5.2 se
presentan todas las ecuaciones para cada uno de los métodos creados. (véase ejemplo de

ecuacion corregida en la Sec. B-1.1.1 del Apéndice B)

Se puede observar en la Tabla 5.3, que de todos los métodos creados, los que
tuvieron un mejor valor de R? fueron los realizados mediante PLS ante los creados

mediante MLR. Esto se debe a que PLS tiene la capacidad de hallar una mejor correlacion
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entre la informacién espectral y la de concentracion que la que tiene MLR. En el Apéndice

B se ilustran todas las curvas de calibracién para cada uno de los métodos.

Tabla 5.2: Tabla de ecuaciones para cada una de los métodos de calibracion

Regresion Ecuacion de la grafica Ecuacion corregida
MLRAb.20mg y = 0.9883x + 0.0573 y = 1.00 (£0.02)x - 0.01 (£0.09)
PLSRAb.20mg y = 0.9945x + 0.0219 y = 1.00 (+0.01)x + 0.01 (+0.06)
MLRAb.3 y = 0.9942x - 0.0103 y = 0.98 (£0.03)x + 0.1 (+0.1)
PLSRAb.2 y = 0.9939x + 0.0247 y = 1.00 (+0.01)x + 0.01 (+0.07)
PLSRAb.1 y = 0.9943x + 0.0232 y = 1.00 (£0.01)x + 0.01 (+0.07)

PLSRAb.1SNV

y = 0.9943x + 0.0236

y = 1.00 (+0.01)x + 0.01 (+0.07)

PLSRAb.SNV1

y = 0.9902x + 0.0473

y = 1.00 (+0.02)x - 0.00 (+0.08)

PLSRAb.1SG

y = 0.9868x + 0.0778

y = 1.00 (+0.01)x - 0.04 (+0.07)

Tabla 5.3: Resumen de los resultados

cada una de los métodos de calibracion

obtenidos de los analisis

de varianza para

Regresion R Cuadrado R Cuadrado SSreg. SSres. MSreg. MSres. F Valor P
Ajustado
MLRAb.20mg 0.9891 0.9888 33.4888 0.3675 33.4888 0.0108 3098.6 5.49497E-35
PLSRAb.20mgB 0.9943 0.9941 33.6618 0.1945 33.6618 0.0057 5883.8 1.10309E-39
MLRAb.3 0.9740 0.9733 329771 0.8792 329771 0.0259 1275.3 1.52796E-28
PLSRAb.2 0.9926 0.9924 33.6059 0.2504 33.6059 0.0074 4563.5 8.0681E-38
PLSRAb.1 0.9932 0.9930 33.6272 0.2291 33.6272 0.0067 4990.1 1.78492E-38
PLSRAb.1SNV 0.9934 0.9932 33.6314 0.2249 33.6314 0.0066 5084.4 1.30089E-38
PLSRAb.SNV1 0.9909 0.9907 33.5496 0.3067 33.5496 0.0090 3719.8 2.53546E-36
PLSRAb.1SG 0.9925 0.9923 33.6024 0.2539 33.6024 0.0075 4500.5 1.02037E-37

5.1.3 Limite de deteccién (LD) y limite de cuantificacion (LQ)

Los limites de deteccion y de cuantificacion de cada uno de los métodos

desarrollados fueron determinados mediante la desviacion estandar del blanco y la

pendiente de cada una de las curvas de calibracion (véase ej. en la Sec. B-1.1.1 del

Apéndice B). En la Tabla 5.4 se ilustran los valores de LD y LQ para cada una de los

métodos de calibracion.
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Tabla 5.4: Valores de los limites de deteccion y cuantificacién para cada una de las
curvas de calibracion

Regresién LD LQ
MLRAb.20mg 0.29 0.87
PLSRAb.20mg 0.21 0.63
MLRAb.3 0.44 1.34
PLSRAb.2 0.24 0.71
PLSRAb.1 0.23 0.68
PLSRAb.1SNV 0.22 0.68
PLSRAb.SNV1 0.26 0.79
PLSRAb.1SG 0.24 0.72

Segun se puede observar en la tabla 4.10 los métodos desarrollados mediante PLS
obtuvieron limites de cuantificacion (LQ) menores que los que se obtuvieron mediante los
métodos creados por MLR.

5.1.4 Exactitud

Se compararon los valores del contenido de humedad para cada una de las
muestras de validacion determinados mediante los métodos de NIR vs. los valores
aceptados como reales (KF). Incluyendo las muestras de validacion de todas las
presentaciones se encontré que dos de los métodos creados (PLSRAb.20mg y MLRAD.3)
dieron concentraciones de humedad fuera de un rango de 80 — 120% en comparacion con
los valores de KF. Tres dieron valores entre el 80 — 120% (MLRAb.20mg, PLSRADb.1 y
PLSRAD.1SNV) y tres dieron valores entre un rango de 90 — 110% (PLSRAb.2,
PLSRAb.SNV1 y PLSRADb.1SG) Demostrando tener una mejor exactitud en la mayoria de
las pruebas realizadas ante los demas métodos. (véase Tabla C-4.1 a la C-4.8 del
Apéndice C)

De igual forma en estos Ultimos tres métodos mencionados se observd una menor

diferencia con respecto a los valores obtenidos mediante KF para cada una de las
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muestras de validaciobn, dando como consecuencia un menor error relativo que los
observados en el resto de los métodos. Se graficé los valores del contenido de humedad
vs. los valores obtenidos mediante cada uno de los métodos desarrollados para cada una
de las muestras de validacion incluyendo las muestras de otras presentaciones y se
observé que el método de PLSRAb.1 obtuvo una buena exactitud y un buen R cuadrado a
pesar de que una de las muestras dio un valor en el rango del 89% con respecto a el valor
obtenido mediante KF para esa misma muestra. En la Tabla 5.5 y 5.6 se ilustran los

valores de R cuadrado y las ecuaciones para cada uno de las gréficas.

Tabla 5.5: Resumen de los parametros de linealidad obtenida de los analisis de
varianza para todas las regresiones de valores predichos del % de humedad
mediante KF vs. NIR para las muestras de validacién de todas las presentaciones

Regresién R Cuadrado R Cuadrado SSreg. SSres. MSreg. MSres. F Valor P
Ajustado
MLRAb.20mg 0.9379 0.9340 422121 2.7942 42.2121 0.1746 241.7 4.45944E-11
PLSRAb.20mgB 0.9767 0.9753 43.9580 1.0483 43.9580 0.0655 670.9 1.71964E-14
MLRAb.3 0.9181 0.9130 41.3223 3.6840 41.3223 0.2302 179.5 4.1102E-10
PLSRAb.2 0.9825 0.9814 44,2180 0.7883 44.2180 0.0493 897.5 1.75351E-15
PLSRAb.1 0.9828 0.9818 44,2332 0.7730 44,2332 0.0483 915.5 1.4993E-15
PLSRAb.1SNV 0.9812 0.9801 44,1623 0.8440 44,1623 0.0527 837.2 3.02785E-15
PLSRAb.SNV1 0.9761 0.9746 43.9312 1.0751 43.9312 0.0672 653.8 2.10408E-14
PLSRAb.1SG 0.9826 0.9815 44.2230 0.7833 44.2230 0.0490 903.4 1.66569E-15

Tabla 5.6: Resumen de todas las ecuaciones de las curvas de valores predichos del
% de humedad mediante KF vs. NIR para las muestras de validacién de todas las
presentaciones

Regresion Ecuacion de la gréafica Ecuacion corregida
MLRAb.20mg y = 1.0767x - 0.3309 y = 0.87(+0.06)x + 0.6(+0.3)
PLSRAb.20mgB y = 1.1549x - 0.729 y = 0.85(+0.03)x + 0.7(+0.2)
MLRAb.3 y=1.1313x - 0.4258 y = 0.81(+0.06)x + 0.7(+0.3)
PLSRAb.2 y = 1.0099x - 0.0244 y = 0.97(+0.03)x + 0.1(+0.2)
PLSRAD.1 y = 1.0345x - 0.1009 y = 0.95(+0.03)x + 0.2(+0.2)
PLSRAb.1SNV y = 1.0629x - 0.2945 y = 0.92(+0.03)x + 0.4(+0.2)
PLSRAb.SNV1 y = 1.0213x + 0.0332 y = 0.96(+0.04)x + 0.1(+0.2)
PLSRAb.1SG y = 0.9868x + 0.0778 y = 1.01(+0.01)x - 0.04(+0.07)

74




5.1.5 Precisién

La precision de los métodos fue evaluada en base a la desviacion estandar y el
porciento residual de la desviacién estandar (%RSD). Se utilizaron solamente las muestras
de validacion de 20mg para determinar la precision del método ya que el tiempo era
limitado para realizar las medidas de KF en triplicado para las muestras de las otras
presentaciones.

Se observo en cuatro de los métodos desarrollados (PLSRAb.2, PLSRAD.1,
PLSRAb.SNV1 y en PLSRADb.1SG) desviaciones en las medidas menores que las
observadas en el método de KF para las mismas muestras. Lo mismo se observo para los
valores del %RSD. Se calculd el Spooeq de todos los métodos para obtener una mejor
representacion de la desviacion estdndar observada en cada una de las muestras.
Nuevamente se observo que los mismos métodos obtuvieron un valor del Spoiea Menor
que el observado para KF. Se realiz6 una prueba F sobre todas las desviaciones
estandares asi como para los Syooieq de cada uno de los métodos de NIR desarrollados en
comparacion con las desviaciones observadas en KF para determinar si habia diferencia
estadisticamente significativa entre los métodos. Segun los resultados obtenidos de la
prueba F sobre los Speoed Observados de la Tabla 5.7 se determind la diferencia
estadisticamente significativa a favor del método de KF ante el de NIR solamente en el
método desarrollado mediante PLS utilizando las regiones de 760-772nM, de 1408-1466nM
y 1910-1954nM (PLSRAb.20mg). En cuanto a los resultados obtenidos de la prueba F
realizadas para las desviaciones estandares se observo diferencia estadisticamente
significativa a favor del método PLSRADb.2 ante el de KF, solamente a concentraciones
cercanas a 4.3% de humedad (centro de la curva). A concentraciones en ambos extremos

de la curva (valores aproximados a 3.0% y 7.1%) no se encontré diferencia
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estadisticamente significativa entre los dos métodos. En resumen todos los métodos que

dieron valores de exactitud para las lecturas de todas las muestras entre un rango del 90-

110% en comparacion con los valores de KF para las mismas muestras tuvieron igual o

mejor precision que el método de KF.

Tabla 5.7: Medidas de precisién obtenidas para cada uno de los métodos

KF
1ra 2da 3ra Pooled
Muestra (20mg) pot. Lectura Lectura Lectura Promedio Stdev %RSD Stdev (Sp)
E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.493 4.477 4.454 4.47 0.02 0.4 0.08
E.9ComStd.A 4.068 4.048 4.032 4.05 0.02 0.4
E.9Com.WA 7.086 7.228 6.947 7.1 0.1 2.0
E.9Com.DA 2.921 2.954 3.041 2.97 0.06 2.1
MLRAb.20mg
1ra 2da 3ra Pooled Prueba F Prueba F
Muestra (20mg) pot. Lectura Lectura Lectura Promedio Stdev %RSD Stdev (Sp) (Stdev.) (Spooled)
E.8L955(Std.1)A(20mg) 3.875 4.034 4.088 4.0 0.1 2.8 0.09 31.20 1.48
E.9ComStd.A 4.436 4.458 4.491 4.46 0.03 0.6 2.38
E.9Com.WA 7.886 7.879 7.700 7.8 0.1 13 1.77
E.9Com.DA 2.991 3.182 3.177 3.1 0.1 3.5 3.09
Valor de la Tabla con 2
grados de libertad 19
Valor de la Tabla con 8 grados de libertad 3.44
PLSRAb.20mgB
Ira 2da 3ra Pooled Prueba F Prueba F
Muestra (20mg) pot. Lectura Lectura Lectura Promedio Stdev %RSD Stdev (Sp) (Stdev.) (Spooled)
E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.455 4.350 4.432 4.41 0.05 1.2 0.2 7.70 6.09
E.9ComStd.A 4.437 4.400 4.368 4.40 0.03 0.8 3.72
E.9Com.WA 7.562 7.607 7.359 7.5 0.1 1.8 1.14
E.9Com.DA 1.966 2.378 2.675 2.3 0.4 15.2 33.14
Valor de la Tabla con 2
grados de libertad 19
Valor de la Tabla con 8 grados de libertad 3.44
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Tabla 5.7: Continuacién

MLRAb.3
1ra 2da 3ra Pooled Prueba F Prueba F
Muestra (20mg) pot. Lectura Lectura Lectura | Promedio Stdev %RSD Stdev (Sp) (Stdev.) (Spooled)
E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.072 4.200 4.228 4.17 0.08 2.0 0.1 17.56 2.47
E.9ComStd.A 4.517 4.536 4.607 4.55 0.05 1.0 7.03
E.9Com.WA 8.297 8.245 8.105 8.2 0.1 1.2 2.01
E.9Com.DA 3.131 3.456 3.504 3.4 0.2 6.0 10.76
Valor de la Tabla con 2 grados
de libertad 19
Valor de la Tabla con 8 grados de libertad 3.44
PLSRAb.2
1ra 2da 3ra Pooled Prueba F Prueba F
Muestra (20mg) pot. Lectura Lectura Lectura | Promedio Stdev %RSD Stdev (Sp) (Stdev.) (Spooled)
E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.346 4.340 4.345 4.344 0.003 0.08 0.06 36.27 1.67
E.9ComStd.A 4.297 4.295 4.294 4.295 0.002 0.04 88.61
E.9Com.WA 7.353 7.337 7.160 7.3 0.1 1.47 1.72
E.9Com.DA 2.975 2.986 3.075 3.01 0.05 1.82 1.27
Valor de la Tabla con 2 grados
de libertad 19
Valor de la Tabla con 8 grados de libertad 3.44
PLSRAb.1
Ira 2da 3ra Pooled Prueba F Prueba F
Muestra (20mg) pot. Lectura Lectura Lectura | Promedio Stdev %RSD Stdev (Sp) (Stdev.) (Spooled)
E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.373 4.395 4.401 4.39 0.02 0.3 0.05 1.74 2.68
E.9ComStd.A 4.301 4.313 4.305 4.306 0.006 0.1 9.25
E.9Com.WA 7.406 7.409 7.296 7.37 0.06 0.9 4.75
E.9Com.DA 2.953 2.968 3.078 3.00 0.07 2.3 1.22
Valor de la Tabla con 2 grados
de libertad 19
Valor de la Tabla con 8 grados de libertad 3.44
PLSRAb.1SNV
Ira 2da 3ra Pooled Prueba F Prueba F
Muestra (20mg) pot. Lectura Lectura Lectura | Promedio Stdev %RSD Stdev (Sp) (Stdev.) (Spooled)
E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.246 4.292 4.300 4.28 0.03 0.7 0.07 2.13 1.38
E.9ComStd.A 4.268 4.301 4.324 4.30 0.03 0.7 2.46
E.9Com.WA 7.264 7.296 7.180 7.25 0.06 0.8 5.51
E.9Com.DA 2.831 2.977 3.050 3.0 0.1 3.8 3.26
Valor de la Tabla con 2 grados
de libertad 19
Valor de la Tabla con 8 grados de libertad 3.44
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Tabla 5.7: Continuacién

PLSRAb.SNV1

1ra 2da 3ra Pooled Prueba F Prueba F
Muestra (20mg) pot. Lectura Lectura Lectura | Promedio Stdev %RSD Stdev (Sp) (Stdev.) (Spooled)
E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.299 4.352 4.361 4.34 0.03 0.8 0.04 0.36 3.15
E.9ComStd.A 4.409 4.420 4.424 4.418 0.008 0.2 4.83
E.9Com.WA 7.496 7.507 7.390 7.46 0.06 0.9 4.75
E.9Com.DA 3.204 3.257 3.302 3.25 0.05 15 1.60
Valor de la Tabla con 2 grados
de libertad 19
Valor de la Tabla con 8 grados de libertad 3.44
PLSRAb.1SG
1ra 2da 3ra Pooled Prueba F Prueba F
Muestra (20mg) pot. Lectura Lectura Lectura | Promedio Stdev %RSD Stdev (Sp) (Stdev.) (Spooled)
E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.331 4.333 4.337 4.334 0.003 0.1 0.06 40.26 1.47
E.9ComStd.A 4.333 4.344 4.341 4.339 0.006 0.1 10.43
E.9Com.WA 7.319 7.297 7.111 7.2 0.1 1.6 1.51
E.9Com.DA 2.974 2.992 3.084 3.02 0.06 1.9 1.11
Valor de la Tabla con 2 grados
de libertad 19
Valor de la Tabla con 8 grados de libertad 3.44

Utilizando los resultados de la muestra rotulada como E.9ComStd.A leida 11 veces

(de las cuales 10 veces fueron compactando la muestra) se pudo comparar la precision

entre cada uno de los métodos de NIR desarrollados.

Mediante los resultados de la

deviacion estdndar para cada uno de los métodos se determino que los métodos

PLSRADb.1, PLSRADb.2 y PLSRAD.1SG obtuvieron una desviacion mucho menor que las

desviaciones obtenidas en los otros métodos desarrollados. Se realizé una prueba F la cual

establecio diferencia significativa a favor de estos tres métodos ante los demas, pero no fue

significativa entre ellos. Por lo que se concluye que los tres tienen basicamente la misma

precision (véase Tabla 5.8).
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Tabla 5.8: Lecturas de una misma muestra para comparar precision entre los
metodos de NIR desarrollados

Muestra MLRAb.20mg PLSRAb.20mgB MLRAb.3 PLSRAb.2 PLSRAb.1 PLSRAb.1SNV PLSRAb.SNV1 PLSRAb.1SG
E.9ComsStd.Al 4.49 4.37 4.63 4.27 4.25 4.28 4.39 4.31
E.9ComsStd.A2 4.59 4.55 4.65 4.29 4.26 4.25 4.40 4.33
E.9ComsStd.A3 4.63 4.65 4.66 4.30 4.27 4.24 4.41 4.34
E.9ComsStd.A4 4.64 4.66 4.67 4.30 4.27 4.24 4.42 4.34
E.9ComsStd.A5 4.68 4.66 4.67 4.30 4.27 4.23 4.42 4.34
E.9ComsStd.A6 4.68 4.71 4.68 4.31 4.27 4.23 4.42 4.34
E.9ComsStd.A7 4.67 4.71 4.68 4.31 4.27 4.23 4.42 4.34
E.9ComsStd.A8 4.69 4.75 4.69 4.31 4.27 4.23 4.42 4.35
E.9ComsStd.A9 4.69 4.74 4.68 4.31 4.27 4.23 4.42 4.34
E.9ComsStd.A10 4.71 4.76 4.69 4.32 4.28 4.23 4.43 4.35
E.9ComStd.A10* 3.98 4.59 4.19 4.33 4.25 4.10 4.30 4.34

Average 4.6 4.6 4.6 4.31 4.27 4.23 4.41 4.34

St.Dev 0.2 0.1 0.1 0.02 0.01 0.04 0.04 0.01
RSD 4.58 2.44 3.16 0.37 0.23 1.05 0.86 0.23

* muestra sin compactar

Un dato muy curioso observado en la Tabla 5.8 con relacion a la lectura de la
muestra sin compactar (E.9ComStd.A10*) fue que el valor de la lectura para esta medida
se mantuvo basicamente constante en todos los métodos desarrollados mediante PLS.
Esto no fue asi en los métodos desarrollados mediante MLR en donde se observo un
mayor cambio. Segun lo observado se podria inferir que MLR fue mas sensitivo que PLS a

el cambio en la compactacion del granulo o a una muy mala precision del método.

5.1.6 Rango

Para establecer el rango especifico de cada método se evalud la exactitud y la
precisiéon de cada uno de los métodos en el centro y en los extremos de la curva de
calibracion. Todas las muestras de validacién utilizadas para este propdsito contenian un
% de humedad dentro del limite de cuantificacibn y un 8.59% (cantidad maxima de
humedad en las muestras de calibracién). No se determiné el limite de linealidad (LOL) de

cada uno de los métodos debido a que el proposito del método es verificar que las
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muestras tengan un contenido de humedad inferior al nivel maximo aceptado (valores que
se encuentran en el centro de la curva).

Se reto cada uno de los métodos de calibracion desarrollados, en los extremos y en
el centro de la curva para evaluar su exactitud y precisién. Se realizaron graficas de los
valores del contenido de humedad predichos mediante cada uno de los métodos
desarrollados por NIR vs. los predichos mediante KF para todas las muestras de validaciéon
(incluyendo las de otras presentaciones) y otras gréaficas utilizando solamente los valores
obtenidos para las muestras de 20mg. Segun se demuestra en las graficas ilustradas en el
Apéndice C tanto para todas las presentaciones como para las de 20mg se observa que
los métodos desarrollados mediante PLS especificamente PLSRAb.1, PLSRAb.2 y
PLSRADb.1SG tuvieron un mejor rango de prediccidon que el observado en el resto de los
métodos desarrollado.

También se observa una mejor capacidad predictiva para las

muestras de 20mg que para las otras presentaciones.

En la Tabla 5.9: se presentan los valores promedio para cada una de las

muestras obtenidos mediante KF y todos los métodos de NIR desarrollados.

Tabla 5.9: Valores reportados para cada
desarrollados

muestra mediante KF y los métodos

Muestra (20mg) pot. KF MLRAb.20mg PLSRAb.20mgB MLRAb.3 PLSRAb.2
E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.47(£0.02) 4.0(£0.1) 4.41(£0.05) 4.17(+0.08) 4.344(+0.003)
E.9ComStd.A 4.05(£0.02) 4.46(£0.03) 4.40(£0.03) 4.55(+0.05) 4.295(+0.002)
E.9Com.WA 7.1(x0.1) 7.8(x0.1) 7.5(x0.1) 8.2(10.1) 7.3(10.1)
E.9Com.DA 3.0(x0.1) 3.1(x0.1) 2.3(+0.4) 3.4(£0.2) 3.0(+0.1)
Muestra (20mg) pot. PLSRAb.1 PLSRAb.1SNV PLSRAb.1SNV PLSRAb.SNV1 PLSRADb.1SG
E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.39(+0.02) 4.28(+0.03) 4.28(+0.03) 4.34(+0.03) 4.334(0.003)
E.9ComStd.A 4.31(+0.01) 4.30(+0.03) 4.30(+0.03) 4.418(+0.008) 4.339(+0.006)
E.9Com.WA 7.37(0.06) 7.25(+0.06) 7.25(+0.06) 7.46(0.06) 7.2(+0.1)
E.9Com.DA 3.0(+0.1) 3.0(+0.1) 3.0(+0.1) 3.25(+0.05) 3.02(+0.06)
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5.2 Evaluacion quimiométrica

Mediante la evaluacion de la capacidad predictiva de cada uno de los métodos
desarrollados se determinoé el Bias, el PRESS, la Varianza de Prediccion, el Error Estandar
de Prediccion (SEP), el Promedio del Error Estandar de Prediccion (MSEP) y el porciento
del Residual del Error Estandar de Prediccién (%RSEP) tanto para todas las muestras de

validacion (incluyendo todas las presentaciones) como para las de 20mg solamente.

Segun se observa en la Tabla 5.10 los métodos que obtuvieron los valores mas
bajos para cada uno de estos parametros fueron PLSRAb.1SG seguido por PLSRAb.2,
PLSRADb.1 y PLSRAb.SNV1. Segun se observa el método en el que se aplicé la primera
derivada y Savitzky-Golay (PLSRAb.1SG) obtuvo valores poco menores para cada uno de
los parametros determinados ante el método en el que se aplico solamente la segunda
derivada (PLSRAD.2) sobre las muestras de todas las presentaciones. Pero PLSRAD.2 tuvo
valores poco mejores en cada uno de estos valores que PLSRADb.1SG sobre las muestras

de 20mg.

81



Tabla 5.10: Parametros de evaluacion quimiométrica obtenidas sobre las muestras

de validacion

MLRAb.20mg PLSRAb.20mgB MLRAb.3 PLSRAb.2 PLSRAb.1 PLSRAb.1SNV PLSRAb.SNV1 PLSRAb.1SG
Regiones 760-772 948-990 948-990 948-990 948-990 948-990
1408-1466 1324-1448 1324-1448 1324-1448 1324-1448 1324-1448
1910-1954 1850-1950 1850-1950 1850-1950 1850-1950 1850-1950
Longitud de onda 1876.5 1883.5
2da 2da 1ra
Pre-tratamientos 2da Derivada 2da Derivada Derivada Derivada Derivada 1ra Derivada SNV 1ra Derivada
SNV 1ra Derivada SG

Factores 4 5 4 5 3 5
SEC 0.11 0.09 0.12 0.09 0.09 0.09 0.10 0.09
SECV 0.10 0.10 0.10 0.10 0.11 0.09
R Squared 0.9841 0.9925 0.9873 0.9931 0.9936 0.9938 0.9910 0.9941
F-Value 1946.1 965.1 2102.2 807.9 1133.9 892.9 1096.0 764.6
PRESS 0.3289 0.3184 0.3229 0.3622 0.4056 0.2801
%RSEC (20mg) 2.1 15 3.4 1.7 1.7 1.6 1.9 1.8
Validacion con muestras externas
Bias = prom(E) 20mg 0.11 0.02 0.29 0.06 0.11 0.03 0.20 0.06
Bias = prom(E) Todas 0.03 0.01 0.20 0.02 0.06 0.00 0.13 0.02
PRESS (20mg) 3.38 2.43 6.49 0.38 0.49 0.84 1.18 0.43
PRESS (Todas) 3.74 251 6.62 0.83 0.97 1.15 1.49 0.80
Var. de Pred. (S"2)20mg 0.25 0.19 0.41 0.02 0.03 0.06 0.05 0.03
Var. de Pred. (S"2)Todas 0.21 0.15 0.34 0.05 0.05 0.07 0.07 0.05
SEP = (S"2)"%2 20mg 0.50 0.43 0.64 0.16 0.16 0.25 0.22 0.17
SEP = (S"2)"%; Todas 0.46 0.38 0.58 0.22 0.23 0.26 0.26 0.21
MSEP=PRESS/n 20mg 0.24 0.17 0.46 0.03 0.04 0.06 0.08 0.03
MSEP=PRESS/n Todas 0.21 0.14 0.37 0.05 0.05 0.06 0.08 0.04
RMSEP=( MSEP)%220mg 0.49 0.42 0.68 0.16 0.19 0.24 0.29 0.17
RMSEP=( MSEP)%:Todas 0.46 0.37 0.61 0.22 0.23 0.25 0.29 0.21
%RSEP (20mg) 10.1 9.0 13.8 3.6 4.1 3.8 6.3 3.8
%RSEP (Todas) 9.1 7.5 12.1 4.3 4.6 5.0 5.7 4.2
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CAPITULO 6
CONCLUSION

Segun los datos obtenidos la tecnologia de NIR demostré ser una herramienta muy
poderosa para la cuantificacion del contenido de humedad en el proceso de granulacion
brindando resultados con una muy buena exactitud con relacién a los resultados obtenidos
mediante KF. Seis de los métodos creados mediante PLS brindaron resultados entre el 80-
120% del valor determinado mediante KF para esas mismas muestras de los cuales tres
brindaron resultados entre el 90-110%. Se observo en la mayoria de los métodos creados
igual precisibn que la técnica de KF y en algunos casos una mayor precision
estadisticamente significativa. Se observo ademas la sensibilidad a la compactacion de la

muestra en algunos de los métodos creados mediante NIR.

De todos los métodos creados los que demostraron tener una mejor capacidad
predictiva en cuanto a exactitud y precision se refiere lo fueron el método PLSRAD.2 y
PLSRADb.1SG con valores del %RSEP de 4.3 y 4.2 para todas las muestras de validacion
incluyendo las de otras presentaciones respectivamente. Estadisticamente las diferencias
encontradas entre estos dos métodos fue minima demostrando ambas tener basicamente

la misma capacidad predictiva.
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Apéndice A

Tabla A-la: Primera lectura de los pesos y de datos obtenidos de Karl Fischer para el
conjunto de calibracién

Lectura Blanco

Muestra (mL) Masa (g) (mL) Factor
Exp.7(52Std.)1 6.7080 0.8000 0.0310 5.3160
Exp.7(53Std.)1 6.7910 0.8083 0.0450 5.3160
Exp.7(54Std.)1 6.7510 0.8021 0.0390 5.3160
Exp.7(56Std)1 6.9230 0.8013 0.0340 5.3616
Exp.7(60Std.)1 6.6470 0.8039 0.0400 5.3616
Exp.7(52D1)1 6.4510 0.8028 0.0470 5.3616
Exp.7(52D2)1 6.8460 0.8099 0.0350 5.3616
Exp.7(53D1)1 6.9590 0.8104 0.0330 5.3616
Exp.7(53D2)1 6.6410 0.8088 0.0310 5.3616
Exp.7(53D3)1 6.4620 0.8048 0.0330 5.3616
Exp.7(53D4)1 4.8100 0.8070 0.0250 5.3616
Exp.7(54D1)1 6.5850 0.8074 0.0380 5.3616
Exp.7(54D2)1 5.9480 0.8089 0.0400 5.3616
Exp.7(56D1)1 6.9310 0.8014 0.0010 5.3410
Exp.7(56D2)1 6.5940 0.8086 0.0250 5.3410
Exp.7(56D3)1 6.4260 0.8039 0.0110 5.3411
Exp.7(60D1)1 6.9310 0.8099 0.0250 5.3411
Exp.7(60D2)1 6.8720 0.8089 0.0190 5.3411
Exp.7(60D3)1 5.4490 0.8117 0.0380 5.3411
Exp.7(52W1)1 6.3380 0.8023 0.0440 5.3411
Exp.7(52W2)1 6.6040 0.8040 0.0580 5.3411
Exp.7(52W3)1 12.9650 0.8039 0.0260 5.3411
Exp.7(52W4)1 12.3440 0.8066 0.0430 5.3411
Exp.7(53W1)1 7.9560 0.8043 0.0330 5.3069
Exp.7(53W2)1 7.7040 0.8003 0.0380 5.3069
Exp.7(53W3)1 6.5910 0.8075 0.0330 5.2807
Exp.7(53W4)1 7.8000 0.8045 0.2300 5.2807
Exp.7(54W1)1 8.3990 0.8024 0.0290 5.2807
Exp.7(54W2)1 7.8980 0.8020 0.0530 5.2807
Exp.7(54W3)1 6.8610 0.8062 0.0180 5.2807
Exp.7(54W4)1 7.1190 0.8021 0.0300 5.2807
Exp.7(56W1)1 7.5200 0.8055 0.0210 5.2807
Exp.7(56W2)1 7.2790 0.8043 0.0120 5.2807
Exp.7(56W3)1 7.2870 0.8085 0.0300 5.2715
Exp.7(60W1)1 7.4180 0.7948 0.0170 5.2715
Exp.7(60W2)1 6.5910 0.8052 0.0450 5.2715
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Tabla A-1b: Segunda lectura de los pesos y de datos obtenidos de Karl Fischer para
el conjunto de calibracién

Lectura Blanco

Muestra (mL) Masa (g) (mL) Factor
Exp.7(52Std.)2 6.6580 0.8036 0.0280 5.3116
Exp.7(53Std.)2 6.6780 0.8045 0.0220 5.3116
Exp.7(54Std.)2 6.6060 0.7995 0.0230 5.3116
Exp.7(56Std)2 6.6520 0.8047 0.0480 5.3616
Exp.7(60Std.)2 6.7220 0.8048 0.0120 5.3616
Exp.7(52D1)2 6.7480 0.8073 0.0470 5.3616
Exp.7(52D2)2 6.9820 0.8087 0.0550 5.3616
Exp.7(53D1)2 6.9020 0.8048 0.0300 5.3616
Exp.7(53D2)2 6.6940 0.8103 0.0310 5.3616
Exp.7(53D3)2 6.5610 0.8112 0.0600 5.3616
Exp.7(53D4)2 4.8500 0.8043 0.0380 5.3616
Exp.7(54D1)2 6.6300 0.8080 0.0420 5.3616
Exp.7(54D2)2 6.2540 0.8086 0.0650 5.3616
Exp.7(56D1)2 6.9200 0.8027 0.0530 5.3410
Exp.7(56D2)2 6.6950 0.8082 0.0440 5.3410
Exp.7(56D3)2 6.5620 0.8058 0.0240 5.3411
Exp.7(60D1)2 7.0180 0.8052 0.0200 5.3411
Exp.7(60D2)2 6.9050 0.8074 0.0200 5.3411
Exp.7(60D3)2 5.4300 0.8084 0.0400 5.3411
Exp.7(52W1)2 6.3600 0.8025 0.0450 5.3411
Exp.7(52W2)2 6.4520 0.8013 0.0540 5.3411
Exp.7(52W3)2 12.9780 0.8053 0.0470 5.3411
Exp.7(52W4)2 12.0310 0.8083 0.0190 5.3411
Exp.7(53W1)2 8.0020 0.8076 0.0410 5.3069
Exp.7(53W2)2 8.0580 0.8073 0.0440 5.3069
Exp.7(53W3)2 6.6120 0.8100 0.0360 5.2807
Exp.7(53W4)2 7.7360 0.8070 0.0350 5.2807
Exp.7(54W1)2 8.4470 0.8022 0.0500 5.2807
Exp.7(54W2)2 7.7880 0.8019 0.0310 5.2807
Exp.7(54W3)2 6.9110 0.8033 0.0320 5.2807
Exp.7(54W4)2 7.0660 0.8054 0.0320 5.2807
Exp.7(56W1)2 7.4720 0.8044 0.0390 5.2807
Exp.7(56W2)2 7.2230 0.8014 0.0350 5.2807
Exp.7(56W3)2 7.1230 0.8031 0.0000 5.2715
Exp.7(60W1)2 7.5310 0.8075 0.0290 5.2715
Exp.7(60W2)2 6.5230 0.8078 0.0320 5.2715
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Tabla A-1c: Tercera lectura de los pesos y de datos obtenidos de Karl Fischer para el
conjunto de calibracién

Lectura Blanco

Muestra (mL) Masa (g) (mL) Factor
Exp.7(52Std.)3 6.7850 0.8049 0.0020 5.3116
Exp.7(53Std.)3 6.6790 0.8036 0.0450 5.3116
Exp.7(54Std.)3 6.5400 0.8020 0.0320 5.3116
Exp.7(56Std)3 6.9080 0.8071 0.0440 5.3616

Exp.7(60Std.)3 * * * *
Exp.7(52D1)3 6.4960 0.8021 0.2600 5.3616
Exp.7(52D2)3 6.9300 0.8025 0.0430 5.3616
Exp.7(53D1)3 6.9050 0.8073 0.0580 5.3616
Exp.7(53D2)3 6.4040 0.8039 0.0350 5.3616
Exp.7(53D3)3 6.7010 0.8115 0.0760 5.3616
Exp.7(53D4)3 4.8500 0.8075 0.0510 5.3616
Exp.7(54D1)3 6.7090 0.8114 0.0300 5.3616
Exp.7(54D2)3 6.4830 0.8064 0.0370 5.3616
Exp.7(56D1)3 6.8660 0.8043 0.0200 5.3410
Exp.7(56D2)3 6.5870 0.8034 0.0150 5.3410
Exp.7(56D3)3 6.6840 0.8060 0.0320 5.3411
Exp.7(60D1)3 6.9860 0.8036 0.0180 5.3411
Exp.7(60D2)3 6.8920 0.8044 0.0210 5.3411
Exp.7(60D3)3 5.3600 0.8054 0.0190 5.3411
Exp.7(52W1)3 6.5550 0.8042 0.0380 5.3411
Exp.7(52W2)3 6.8040 0.8066 0.0280 5.3411
Exp.7(52W3)3 12.9800 0.8038 0.0410 5.3411
Exp.7(52W4)3 12.1620 0.8013 0.0390 5.3411
Exp.7(53W1)3 8.1710 0.8092 0.0350 5.3069
Exp.7(53W2)3 7.8490 0.8080 0.0230 5.3069

Exp.7(53W3)3 * * * *
Exp.7(53W4)3 7.8480 0.8029 0.0460 5.2807
Exp.7(54W1)3 8.4940 0.8010 0.0220 5.2807
Exp.7(54W2)3 7.7560 0.8042 0.0360 5.2807
Exp.7(54W3)3 6.7460 0.8066 0.0370 5.2807

Exp.7(54W4)3 * * * *
Exp.7(56W1)3 7.4960 0.8037 0.0500 5.2807
Exp.7(56W2)3 7.3630 0.8025 0.0370 5.2807
Exp.7(56W3)3 7.2310 0.8020 0.0160 5.2715
Exp.7(60W1)3 7.6080 0.8072 0.0410 5.2715
Exp.7(60W2)3 6.7220 0.8051 0.0390 5.2715

* Muestras perdidas
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Sec A-1: Determinaciéon del contenido de humedad mediante Karl Fischer:

% de humedad = !Vmuestra - Vb|anc0! X F X 100
Mmuestra X 1000

donde;
Vmuesta = VOlumen en mL que se requirié para la titulacion de la muestra
Vpianco = Volumen en mL que se requirié para la titulacién del blanco
F = factor determinado diariamente
Mmuestra =

masa de la muestra vertida en la solucién
Ejemplo para la muestra Exp.7(52Std.):

Muestra Lectura en (mL) Masa (g) Blanco (mL) Factor
Exp.7(52Std.)1 6.7080 0.8000 0.0310 5.3160
% de humedad = (6.7080 — 0.0310) x 5.3160 x 100
0.8000 x 1000
n; =4.4369
Muestra Lectura en (mL) Masa (g) Blanco (mL) Factor
Exp.7(52Std.)2 6.6580 0.8036 0.0280 5.3116
n, =4.3823
Muestra Lectura en (mL) Masa (g) Blanco (mL) Factor
Exp.7(52Std.)3 6.7850 0.8049 0.0020 5.3116
ns =4.4762
n
2 i
Valor promedio de Karl Fischer = =%

N

= (4.4369 + 4.3823 +4.4762 )
3

= 4.4318 (valor reportado en la Tabla 4.5 a tres cifras)
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Tabla A-2: Valores de humedad y el promedio obtenidos mediante KF para el
conjunto de calibracién (Tabla 4.5y 4.6 del texto)

% de humedad mediante KF
Muestra 1ra lectura 2da lectura 3ra lectura Promedio
Exp.7(52Std.) 4.4369 4.3823 4.4762 4.4318
Exp.7(53Std.) 4.44 4.39 4.38 4.41
Exp.7(54Std.) 4.45 4.37 4.31 4.38
Exp.7(56Std) 4.61 4.40 4.56 452
Exp.7(60Std.) 4.41 4.47 * 4.44
Exp.7(52D1) 4.28 4.45 4.17 4.30
Exp.7(52D2) 451 4.59 4.60 457
Exp.7(53D1) 4.58 4.58 4.55 457
Exp.7(53D2) 4.38 4.41 4.25 4.35
Exp.7(53D3) 4.28 4.30 4.38 4.32
Exp.7(53D4) 3.18 3.21 3.19 3.19
Exp.7(54D1) 4.35 4.37 4.41 4.38
Exp.7(54D2) 3.92 4.10 4.29 4.10
Exp.7(56D1) 4.62 4.57 4.55 458
Exp.7(56D2) 4.34 4.40 4.37 4.37
Exp.7(56D3) 4.26 4.33 4.41 4.33
Exp.7(60D1) 455 4.64 4.63 4.61
Exp.7(60D2) 452 4.55 4.56 455
Exp.7(60D3) 3.56 3.56 3.54 3.55
Exp.7(52W1) 4.19 4.20 4.33 4.24
Exp.7(52W2) 4.35 4.26 4.49 4.37
Exp.7(52W3) 8.60 8.58 8.60 8.59
Exp.7(52W4) 8.15 7.94 8.08 8.05
Exp.7(53W1) 5.23 5.23 5.34 5.26
Exp.7(53W2) 5.08 5.27 5.14 5.16
Exp.7(53W3) 4.29 4.29 * 4.29
Exp.7(53W4) 4.97 5.04 5.13 5.05
Exp.7(54W1) 5.51 5.53 5.59 5.54
Exp.7(54W2) 5.17 5.11 5.07 5.11
Exp.7(54W3) 4.48 4.52 4.39 4.47
Exp.7(54W4) 4.67 4.61 * 4.64
Exp.7(56W1) 4.92 4.88 4.89 4,90
Exp.7(56W2) 4.77 4.74 4.82 4,78
Exp.7(56W3) 4.73 4.68 4.74 472
Exp.7(60W1) 4,91 4.90 4.94 4,92
Exp.7(60W2) 4.29 4.24 4.38 4.30

* Muestras perdidas
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Tabla A-3: Valores de humedad obtenidos mediante KF para el conjunto de muestras
de validacién (Tabla 4. del texto)

Muestra Lectura Masa Blanco Factor KF

(mL) (9) (mL) (%)
E.8L955(Std.1)A(20mg) 6.9640 0.8093 0.0430 5.2544 4.49
E.8L955(Std.2)A(20mQ) 6.8720 0.8022 0.0370 5.2544 4.48
E.8L955(Std.3)A(20mg) 6.8420 0.8029 0.0360 5.2544 4.45
E.8L955(H1)A(20mg) 5.8510 0.8042 0.0390 5.2544 3.80
E.8L955(W1)A(20mQ) 13.3680 0.8057 0.0450 5.2544 8.69
E.8L017(Std.1)A(2mg) 7.1740 0.8026 0.0330 5.2544 4.68
E.8L266(Std.1)A(5mQ) 6.9750 0.8064 0.0190 5.2544 453
E.8L251(Std.1)A(15mQ) 6.0910 0.8021 0.0260 5.2544 3.97
E.8L006(Std.1)A(10/30) 6.4300 0.8031 0.0230 5.2544 4.19
E.9ComStd.A 6.3110 0.8046 0.0000 5.1862 4.07
E.9ComStd.B 6.3010 0.8072 0.0000 5.1862 4.05
E.9ComStd.C 6.2610 0.8053 0.0000 5.1862 4.03
E.9Com.WA 10.9680 0.8013 0.0190 5.1862 7.09
E.9Com.WB 11.1630 0.8009 0.0010 5.1862 7.23
E.9Com.WC 10.7330 0.8013 0.0000 5.1862 6.95
E.9Com.DA 4.5470 0.8073 0.0000 5.1862 2.92
E.9Com.DB 4.6020 0.8080 0.0000 5.1862 2.95
E.9Com.DC 4.7630 0.8083 0.0240 5.1862 3.04
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Apendice B

Tabla B-1a: Valores de los % de humedad de las muestras de calibracién
determinadas mediante KF y NIR por las distintas regresiones

Muestra KF MLRAD.20mg PLSRAD.20mgB MLRAD.3 PLSRAD.2

(20mg) (%) (%) (%) (%) (%)
Exp.7(53D4) | 3.19 3.30 3.16 3.42 3.15
Exp.7(60D3) | 3.55 3.64 3.62 3.58 3.62
Exp.7(54D2) | 4.10 4.16 4.20 4.02 4.29
Exp.7(52W1) | 4.24 4.27 4.14 4.10 4.30
Exp.7(53W3) | 4.29 4.48 4.41 4.32 4.39
Exp.7(52D1) | 4.30 4.47 451 4.48 4.44
Exp.7(60W2) | 4.30 4.40 4.33 4.23 4.38
Exp.7(53D3) | 4.32 4.40 4.37 4.36 4.37
Exp.7(56D3) | 4.33 4.25 4.26 4.04 4.30
Exp.7(53D2) | 4.35 4.34 4.38 4.60 4.53
Exp.7(52W2) | 4.37 4.38 4.33 4.34 4.36
Exp.7(56D2) | 4.37 4.29 4.38 4.20 4.32
Exp.7(54Std.) | 4.38 4.43 4.45 457 4.39
Exp.7(54D1) | 4.38 4.36 4.37 4.28 4.38
Exp.7(53Std.) | 4.41 4.42 4.43 457 4.36
Exp.7(52Std.) | 4.43 4.42 4.49 4.63 4.39
Exp.7(60Std.) | 4.44 4.28 4.39 4.39 4.40
Exp.7(54W3) | 4.47 4.54 4.43 4.37 4.41
Exp.7(56Std) | 4.52 4.45 4.42 4.56 4.38
Exp.7(60D2) | 4.55 4.36 4.40 4.26 4.43
Exp.7(52D2) | 4.57 4.52 4.56 4.49 4.52
Exp.7(53D1) | 4.57 457 4.61 4.25 4.39
Exp.7(56D1) | 4.58 4.50 4.42 4.37 4.43
Exp.7(60D1) | 4.61 4.47 4.56 4.36 4.48
Exp.7(54W4) | 4.64 4.41 4.59 4.33 4.66
Exp.7(56W3) | 4.72 4.66 4.65 4.58 4.65
Exp.7(56W2) | 4.78 4.67 4.75 4.59 4.77
Exp.7(56W1) | 4.90 4.91 4.87 4.88 4.91
Exp.7(60W1) | 4.92 4.98 4.88 4.93 4.92
Exp.7(53W4) | 5.05 5.20 5.14 5.14 5.13
Exp.7(54W2) | 5.11 5.03 5.10 4.95 5.10
Exp.7(53W2) | 5.16 5.18 5.08 5.18 5.12
Exp.7(53W1) | 5.26 5.33 5.31 5.30 5.34
Exp.7(54W1) | 5.54 5.72 5.56 5.69 5.53
Exp.7(52W4) | 8.05 8.08 8.03 8.08 8.08
Exp.7(52W3) | 8.59 8.51 8.59 8.53 8.55
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Tabla B-1b: Valores de los % de humedad de las muestras de calibracién
determinadas mediante KF y NIR por las distintas regresiones

Muestra KF PLSRAD.1 PLSRAD.ISNV PLSRAD.SNV1 PLSRAD.1SG

(20mg) (%) (%) (%) (%) (%)
Exp.7(53D4) | 3.19 3.14 3.17 3.18 3.15
Exp.7(60D3) | 3.55 3.62 3.59 3.60 3.62
Exp.7(54D2) | 4.10 4.27 4.20 4.29 4.32
Exp.7(52W1) | 4.24 4.29 4.25 4.30 4.33
Exp.7(53W3) | 4.29 4.36 4.41 4.35 4.42
Exp.7(52D1) | 4.30 4.46 4.48 4.45 4.46
Exp.7(60W2) | 4.30 4.35 4.37 4.33 4.41
Exp.7(53D3) | 4.32 4.38 4.39 4.39 4.40
Exp.7(56D3) | 4.33 4.30 4.27 4.27 4.33
Exp.7(53D2) | 4.35 4.55 457 4.54 4.55
Exp.7(52W2) | 4.37 4.33 4.35 4.36 4.40
Exp.7(56D2) | 4.37 4.29 4.26 4.33 4.36
Exp.7(54Std.) | 4.38 4.39 4.41 4.47 4.43
Exp.7(54D1) | 4.38 4.39 4.37 4.39 4.41
Exp.7(53Std.) | 4.41 4.37 4.37 4.47 4.40
Exp.7(52Std.) | 4.43 4.44 4.42 4.50 4.40
Exp.7(60Std.) | 4.44 4.41 4.38 4.47 4.44
Exp.7(54W3) | 4.47 4.39 4.46 4.37 4.45
Exp.7(56Std) | 4.52 4.39 4.40 4.48 4.42
Exp.7(60D2) | 4.55 4.46 4.44 4.41 4.45
Exp.7(52D2) | 4.57 4.58 457 452 4.52
Exp.7(53D1) | 4.57 4.45 4.43 4.40 4.41
Exp.7(56D1) | 4.58 4.45 4.50 4.42 4.46
Exp.7(60D1) | 4.61 4.48 4.49 4.46 4.51
Exp.7(54W4) | 4.64 4.64 4.61 4.56 4.68
Exp.7(56W3) | 4.72 4.65 4.71 4.61 4.67
Exp.7(56W2) | 4.78 4.75 4.76 4.71 4.79
Exp.7(56W1) | 4.90 4.86 4.87 4.88 4.92
Exp.7(60W1) | 4.92 4.91 4.93 4.91 4.93
Exp.7(53W4) | 5.05 5.10 5.11 5.12 5.13
Exp.7(54W2) | 5.11 5.09 5.07 5.07 5.09
Exp.7(53W2) | 5.16 5.10 5.11 5.11 5.11
Exp.7(53W1) | 5.26 5.36 5.33 5.38 5.32
Exp.7(54W1) | 5.54 5.53 5.49 5.59 5.51
Exp.7(52W4) | 8.05 8.10 8.08 8.13 8.08
Exp.7(52W3) | 8.59 8.55 8.57 8.49 8.56
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Sec. B-1: Regresiones:

A continuacion se ilustraran todas las curvas de calibracion realizadas con distintas
regiones y pre-tratamientos aplicados. También se mostrara el analisis de la regresion para
cada una de las regresiones, asi como las ecuaciones de las regresiones corregidas,
Limite de Deteccion (LD) y el Limite de Cuantificacion (LQ) calculados de la curva de

calibracion.

Figura B-1.1: Regresion de calibracion MLRADb.20mg

MLRAb.20mg

9.50 -
8.50 - y =0.9883x + 0.0573

R?=0.9891, valor p=5.5E-35
7.50 -
6.50 -
5.50 -
450 -
3.50 -
2-50 T T T T T T 1

250 3.50 4.50 5.50 6.50 7.50 8.50 9.50

Sec. B-1.1: Andlisis de la Varianza (ANOVA) para la regresion de calibracion
MLRAD.20mg:

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R 0.99455842
R Square 0.989146451
Adjusted R
Square 0.988827229
Standard Error 0.103959975
Observations 36
ANOVA
Significance
df SS MS F F
Regression 1 33.48883805  33.48883805 3098.62  5.49497E-35
Residual 34 0.367460995  0.010807676
Total 35 33.85629904
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Upper Lower
Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% 95% 95.0% Upper 95.0%
Intercept -0.00595823 0.086843587 -0.06860875 0.9457 -0.18244563  0.1705292  0.18244563 0.170529172
X Variable 1 1.000844927 0.01797972 55.66521297 5.5E-35 0.964305741 1.0373841 0.96430574 1.037384114
RESIDUAL OUTPUT
Standard
Observation Predicted Y Residuals Residuals
1 3.29282665 -0.101737387 -0.99290793
2 3.641220769 -0.086676915  0.845924971
3 4.160559202 -0.058708721  0.572968858
4 4.269751384 -0.029307847  0.286030483
5 4.47662603 -0.188729117  1.841905338
6 4.469520031 -0.17091446  1.668042867
7 4.393555901 -0.094490521 -0.922182
8 4.40266359 -0.083668288  0.816562216
9 4.24783288 0.086759227 0.846728297
10 4.333305036 0.012827403  0.125189275
11 4.375340523 -0.008633337  0.084257215
12 4.29126955 0.076520234 0.74680065
13 4.424582094 -0.047190695  0.460558467
14 4.36122861 0.016278533  0.158870648
15 4.420078292 -0.014701448  0.143479054
16 4.420678799 0.01108493  0.108183578
17 4.282061776 0.156313346  1.525543018
18 4.539078753 -0.073594094  0.718242938
19 4.447301274 0.075849381  0.740253451
20 4.356924977 0.190334645 1.85757452
21 4.519262024 0.048322687  0.471606165
22 4.562998947 0.006249838  0.060995406
23 4.495642084 0.082305936  0.803266318
24 4.466917834 0.142267674  1.388464015
25 4.406366716 0.233150338  2.275435071
26 4.662883271 0.053619461  0.523300132
27 4.664884961 0.111176528  1.085029395
28 4.905888419 -0.009892123  0.096542359
29 4.978850014 -0.062902217 -0.61389536
30 5.201337842 -0.1548846 1511599141
31 5.032895641 0.081340853  0.793847571
32 5.173614437 -0.00974099 0.095067372
33 5.330647006 -0.065710539  0.641303232
34 5.71767374 -0.177330646 1.730661746
35 8.078566839 -0.024113614  0.235337265
36 8.511732523 0.078526547 0.766381303

95



Sec. B-1.1.1: Ejemplo de la correccion de la ecuacion de la curva de calibracion
MLRAb.20mg:

La ecuacion de la curva corregida se determino utilizando los valores de el
coeficiente de la pendiente y el intercepto con sus respectivos errores para determinar el

namero de cifras significativas obtenidos del analisis de la regresion.

y = 1.00( £0.02)x — 0.01(x0.09)

Sec. B-1.1.2: Determinacion del Limite de Deteccion (LD) y Limite de Cuantificacion
(LQ) para la regresion de calibracion MLRAb.20mg:

Tanto el LD y el LQ fueron determinados utilizando los valores de el coeficiente de

la pendiente y el intercepto obtenidos del analisis de la regresion.
Ejemplo:

LD =

w

.3 Sp
M

= 3.3 (0.086843587)
1.000844927

=0.29
LQ = 10 Sp
M
=10 (0.086843587)
1.000844927
=0.87
Donde:

Sp = desviacion estandar del blanco

M = pendiente de la curva de calibracion
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Figura B.1.2: Regresion de calibracion PLSRADb.20mgB

9.50

8.50

7.50

6.50

5.50

4.50

3.50

2.50

PLSRAb.20mgB

. y =0.9945x + 0.0219
R2=0.9943, valor p=1.1E-39

250 3.50 450 550 6.50 7.50 8.50 9.50

Sec. B-1.2: Andlisis de laregresion de calibracion PLSRAb.20mgB:

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R 0.997123171
R Square 0.994254617
Adjusted R
Square 0.994085635
Standard Error 0.075637953
Observations 36
ANOVA
Significance
df SS MS F F
Regression 1 33.66178164 33.66178164 5883.7955 1.1031E-39
Residual 34 0.194517396 0.0057211
Total 35  33.85629904
Standard Lower

Coefficients Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% 95.0% Upper 95.0%
Intercept 0.005253811  0.062885365 0.083545848 0.9339075  0.12254463  0.13305225 0.1225446  0.133052247
X Variable 1 0.999759246  0.013033668 76.70590262  1.103E-39  0.97327165 1.02624685 0.9732716  1.026246845
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RESIDUAL OUTPUT

Standard
Observation Predicted Y Residuals Residuals

1 3.160094087 0.030995176 0.415765939
2 3.61948346  0.064939606 -0.871092848
4.201343341  -0.09949286 -1.33458646

4 4148855981  0.091587556 1.228545562
5 4414492012 0.126595099 -1.698132962
6 451536772 -0.21676215 -2.907624022
7 4334211345 0.035145964 -0.471444164
8 4.373701835  0.054706533 -0.733827513
9 4.265827812 0.068764294 0.922396806
10 4.385898898  0.039766459 -0.533422975
11  4.333311561  0.033395625 0.447965298
12 4.38020027 0.012410487 -0.166472928
13 4.452382888  0.074991489 -1.005927715
14  4.373601859 0.003905284 0.052385057
15 4.429788329  0.024411485 -0.327453016
16  4.496772198  -0.06500847 -0.872016582
17 4.3941969  0.044178223 0.592601899
18  4.430888064  0.034596595 0.464074985
19 4.427688834 0.09546182 1.280514532
20  4.406094035 0.141165587 1.893579913
21  4.561456621 0.00612809 0.08220153
22 4.616943259  0.047694475 -0.639768524
23 4.426589099 0.15135892 2.030312183
24 4.565555634  0.043629873 0.585246403
25 4.596748123  0.042768931 0.573697813
26  4.655234039 0.061268694 0.821851627
27  4.750011215 0.026050273 0.349435547
28  4.877780447 0.01821585 0.244345436
29  4.880379821  0.035567977 0.477104994
30 5.139817345  0.093364103 -1.252375973
31 5.102826253 0.01141024 0.153055731
32 5.087329985 0.076543463 1.026745731
33 5.315475044  0.050538577 -0.677919005
34 5568414134 0.028071039 -0.376541886
35 8.031720939  0.022732286 0.304928421
36 8.596085033  0.005825963 -0.078148836
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PROBABILITY OUTPUT

Percentile Y
1.38888889  3.19108926
4.16666667  3.55454385
6.94444444  4.10185048
9.72222222  4.24044354

12.5 4.28789691
15.2777778  4.29860557
18.0555556  4.29906538
20.8333333 4.3189953
23.6111111  4.33459211
26.3888889  4.34613244
29.1666667  4.36670719
31.9444444  4.36778978
34.7222222 4.3773914

375 4.37750714
40.2777778  4.40537684
43.0555556  4.43176373
45.8333333  4.43837512
48.6111111  4.46548466
51.3888889  4.52315065
54.1666667  4.54725962
56.9444444 456758471
59.7222222  4.56924878

62.5 4.57794802
65.2777778  4.60918551
68.0555556  4.63951705
70.8333333  4.71650273
73.6111111  4.77606149
76.3888889 4.8959963
79.1666667 4.9159478
81.9444444  5.04645324
84.7222222  5.11423649

87.5 5.16387345
90.2777778  5.26493647
93.0555556  5.54034309
95.8333333  8.05445322
98.6111111  8.59025907




Sec. B-1.2.1: Ecuaciéon de la curva de calibracion de calibracion PLSRAb.20mgB
Corregida:
Y = 1.00(+0.01)x + 0.01(0.06)

Sec. B-1.2.2: Limite de Deteccion (LD) y Limite de Cuantificacion (LQ) para la
regresion PLSRAb.20mgB:

LD=0.21

LQ=0.63

Figura B-1.3: Regresion MLRAD.3

MLRAbD.3

9.50 -

8.50 1 y =0.9942x - 0.0103

750 4 R?=0.974, valor P=1.5E-28
6.50 -
5.50 -
4.50 -

350 1 @

2-50 T T T T T T 1
250 3.50 450 550 650 7.50 8.50 9.50

Sec. B-1.3: Andlisis de laregresion MLRAD.3

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R 0.986930138
R Square 0.974031098
Adjusted R
Square 0.973267307
Standard Error 0.160807787
Observations 36
ANOVA
Significance
df SS MS F F
Regression 1 32.97708813 32.97708813  1275.2583  1.52796E-28
Residual 34  0.879210913 0.025859145
Total 35 33.85629904
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Standard Upper Lower Upper

Coefficients Error t Stat P-value Lower 95% 95% 95.0% 95.0%
Intercept 0.132929079 0.131518922 1.01072209 0.3192886 -0.13434953 0.4002077  0.13434953  0.40020768
X Variable 1 0.979704815 0.027434444 35.71075859 1.528E-28 0.923951317 1.0354583 0.92395132 1.03545831
RESIDUAL OUTPUT PROBABILITY OUTPUT

Standard

Observation Predicted Y Residuals Residuals Percentile Y
1  3.482245932 0.291156669 -1.837021459 1.388888889  3.1910893
3.640860142 0.086316287 -0.544603264 4.166666667  3.5545439
4.069089116 0.032761365 0.20670428 6.944444444  4.1018505
4.15128635 0.089157186 0.562527604 9.722222222  4.2404435
5 4.36074724 0.072850327 -0.459641244 125 4.2878969
6 4.518675656 0.220070086 -1.388508362 15.27777778  4.2986056
7  4.274337275 0.024728105 0.1560193 18.05555556  4.2990654
8  4.408164953 0.089169651 -0.562606252 20.83333333  4.3189953
4.090054799 0.244537307 1.542881646 23.61111111  4.3345921
10 4.643783961 0.297651522 -1.87800003 26.38888889  4.3461324
11  4.384847978 0.018140792 -0.114457363 29.16666667  4.3667072
12 4.246415688 0.121374095 0.765796704 31.94444444  4.3677898
13 4.612825289 -0.23543389 -1.485444621 34.72222222  4.3773914
14  4.323714398 0.053792745 0.339399497 375 4.3775071
15  4.608024735 0.202647892 -1.278584916 40.27777778  4.4053768
16  4.673762929 -0.2419992 -1.526867735 43.05555556  4.4317637
17  4.434421042 0.00395408 0.02494784 45.83333333  4.4383751
18  4.410124363 0.055360296 0.349289792 48.61111111  4.4654847
19 4.601166802 0.078016147 -0.492234427 51.38888889  4.5231507
20 4.307647239 0.239612383 1.511808368 54.16666667  4.5472596
21  4.531901671 0.03568304 0.225138272 56.94444444  4.5675847
22 4.293245578 0.276003207 1.741412328 59.72222222  4.5692488
23 4.411397979 0.166550041 1.050829436 62.5 4577948
24 4.401698901 0.207486606 1.309114263 65.27777778  4.6091855
25  4.378283956 0.261233098 1.648221926 68.05555556  4.6395171
26 4.615274551 0.101228181 0.638688241 70.83333333  4.7165027
27 463134171 0.144719778 0.913093762 73.61111111  4.7760615
28  4.917415516 -0.02141922 -0.135142247 76.38888889  4.8959963
29  4.960228617 0.044280819 -0.27938503 79.16666667  4.9159478
30 5.171746886 0.125293644 -0.790526672 81.94444444  5.0464532
31 4.983447621 0.130788873 0.825198221 84.72222222  5.1142365
32 5.207408142 0.043534694 -0.274677435 87.5 5.1638734
33 5.322817369 0.057880901 -0.365193276 90.27777778  5.2649365
34 5.709800771 0.169457677 -1.069174852 93.05555556 5.5403431
35 8.052079044 0.002374181 0.014979637 95.83333333  8.0544532
36 8.486284218 0.103974852 0.656018065 98.61111111 8.5902591
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Sec. B-1.3.1: Ecuacion de la curva de calibracion MLRAD.3 corregida:
Y = 0.98(+0.03)x + 0.1(x0.1)

Sec. B-1.3.2: Limite de Deteccion (LD) y Limite de Cuantificacion (LQ) para la
regresion de calibracion MLRAD.3:

LD=0.44

LQ=1.34

Figura B-1.4: Regresion de calibracion PLSRAD.2

9.50 -
R2=0.9926, valor-p = 8.1E-38
7.50 -
6.50 -
5.50 A
4.50 -
3.50 A
2-50 T T T T T T 1
250 3.50 450 550 6.50 7.50 850 9.50

Sec. B-1.4: Andlisis de laregresion de calibracién PLSRAb.2

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R 0.996295492
R Square 0.992604707
Adjusted R
Square 0.992387198
Standard
Error 0.085813967
Observations 36
ANOVA
Significance
df SS MS F F
Regression 1  33.60592178 33.60592178 4563.518861 8.0681E-38
Residual 34  0.250377258 0.007364037
Total 35  33.85629904
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Standard Lower
Coefficients Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% 95.0% Upper 95.0%
Intercept 0.010354851 0.071328611 0.145171079 0.885432999 0.134602325 0.155312 -0.134602 0.155312028
X Variable 1 0.998735851 0.014784298 67.55382196 8.0681E-38 0.968690542 1.0287812 0.9686905  1.02878116
RESIDUAL OUTPUT PROBABILITY OUTPUT
Standard
Observation Predicted Y Residuals Residuals Percentile Y
1 3.158969495  0.032119768 0.379759795 1.388888889 3.1910893
2 3.623581413  0.069037558 -0.816247766 4.166666667 3.5545439
3 4.291036582  0.189186101 -2.236793069 6.944444444 4.1018505
4 4.30771547 0.067271934 -0.795372363 9.722222222 4.2404435
5 4.390610546 0.102713633 -1.214408147 12.5 4.2878969
6 4.441246454 0.142640883 -1.686477693 15.27777778 4.2986056
7 4.38182167 -0.08275629 -0.978447653 18.05555556 4.2990654
8 4.374231278  0.055235976 -0.653068315 20.83333333 4.3189953
4.299925331  0.034666776 0.409873686 23.61111111 4.3345921
10 4.530133944  0.184001505 -2.175494343 26.38888889 4.3461324
11  4.367739495  0.001032309 -0.012205236 29.16666667 4.3667072
12 4.326891199  0.040898585 0.483553867 31.94444444 4.3677898
13 4.392508144  0.015116745 -0.178728936 34.72222222 4.3773914
14  4.385916487  0.008409344 -0.099425714 375 4.3775071
15 4.36953722  0.035839624 0.423740556 40.27777778 4.4053768
16 4.39101004  0.040753688 0.481840719 43.05555556 4.4317637
17  4.403693986  0.034681137 0.410043474 45.83333333 4.4383751
18  4.417376667  0.048107992 0.568792439 48.61111111 4.4654847
19  4.388912695 0.13423796 1.587127897 51.38888889 4.5231507
20 4.435953154  0.111306468 1.316003319 54.16666667 4.5472596
21  4.520346333 0.047238378 0.558510778 56.94444444 4.5675847
22 4.399699042  0.169549743 2.004627654 59.72222222 4.5692488
23 4.434854544  0.143093475 1.691828802 62.5 4577948
24 4.48628944  0.122896067 1.453029956 65.27777778 4.6091855
25  4.668558733 -0.02904168 -0.343366808 68.05555556 4.6395171
26  4.651380477  0.065122256 0.769956193 70.83333333 4.7165027
27  4.774224986  0.001836502 0.021713408 73.61111111 4.7760615
28 4.91055243  0.014556134 -0.172100692 76.38888889 4.8959963
29  4.921538524  0.005590727 -0.066100515 79.16666667 4.9159478
30 5.132671283  0.086218041 -1.019376771 81.94444444 5.0464532
31 5.104706679  0.009529814 0.112673298 84.72222222 5.1142365
32 5.120087211 0.043786236 0.51769527 87.5 5.1638734
33 5.343903916 0.078967448 -0.933651258 90.27777778 5.2649365
34 5.537159303 0.003183791 0.037642737 93.05555556 5.5403431
35 8.07884217  0.024388945 -0.2883564 95.83333333 8.0544532
36  8.552942078 0.037316992 0.441207834 98.61111111 8.5902591
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Sec. B-1.4.1: Ecuacion de la curva de calibracion PLSRAD.2 corregida:
Y = 1.00(+0.01)x + 0.01(£0.07)

Sec. B-1.4.2: Limite de Deteccion (LD) y Limite de Cuantificacion (LQ) para la
regresion de calibracion PLSRAD.2:

LD=0.24

LQ=0.71

Figura B-1.5: Regresion de calibracion PLSRAb.1

PLSRAb.1
9.50 -
8.50 1 y = 0.9943x +0.0232
750 - R*=0.9932, valor p=1.8E-38
6.50 -
5.50 -
4.50 -
3.50 -
2.50 ——————
250 3.50 450 550 650 7.50 850 9.50

Sec. B-1.5: Andlisis de laregresion de calibracién PLSRAb.1

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R 0.996610534
R Square 0.993232556
Adjusted R
Square 0.993033513
Standard
Error 0.082090447
Observations 36
ANOVA
df SS MS F Significance F
Regression 1 33.62717843 33.62717843 4990.0533 1.78492E-38
Residual 34 0.229120611 0.006738841
Total 35 33.85629904
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Standard Lower

Coefficients Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% 95.0% Upper 95.0%
Intercept 0.008868079 0.068233536 0.12996657 0.8973588 -0.12979915  0.14753531 -0.129799 0.14753531
X Variable 1 0.998959406 0.014141492 70.64030949 1.785E-38 0.970220436  1.02769838  0.9702204 1.02769838
RESIDUAL OUTPUT PROBABILITY OUTPUT

Standard
Observation Predicted Y Residuals Residuals Percentile Y

1  3.147998117 0.043091146 0.532586295 1.388888889 3.19108926

2 3.627998112  -0.073454257 -0.907860071 4.166666667 3.55454385

3 4.275523599 -0.173673118 -2.146518044 6.944444444 4.10185048

4 4.295302995  -0.054859459 -0.678037106 9.722222222 4.24044354

5 4.361534004 -0.07363709 -0.910119801 12.5 4.28789691

6 4.46472651 -0.16612094 -2.053176676 15.27777778 4.29860557

7 4349746283  -0.050680902 -0.626392113 18.05555556 4.29906538

8 4.379615169  -0.060619867 -0.74923304 20.83333333 4.3189953

9  4.301396647 0.033195459 0.410280264 23.61111111 4.33459211
10 4.549338372  -0.203205933 -2.511529749 26.38888889 4.34613244
11  4.332164597 0.034542589 0.426930154 29.16666667 4.36670719
12 4.296501746 0.071288037 0.881086605 31.94444444 4.36778978
13 4.39459956 -0.017208161 -0.212684775 34.72222222 4.3773914
14 4396597479  -0.019090336 -0.23594757 375 4.37750714
15  4.376418499 0.028958345 0.357911524 40.27777778 4.40537684
16  4.442150028  -0.010386299 -0.128369776 43.05555556 4.43176373
17 4.41158187 0.026793252 0.331151995 45.83333333 4.43837512
18  4.393001225 0.072483434 0.895861151 48.61111111 4.46548466
19  4.396597479 0.126553176 1.564137727 51.38888889 4.52315065
20 4.459731713 0.087527908 1.081803777 54.16666667 454725962
21  4.588797269 -0.021212558 -0.262177236 56.94444444 456758471
22 4.456035563 0.113213221 1.399262162 59.72222222 4.56924878
23  4.455735876 0.122212144 1.510484613 62.5 4.57794802
24 4.488701536 0.120483972 1.489125217 65.27777778 4.60918551
25 4.64094295  -0.001425896 -0.017623402 68.05555556 4.63951705
26  4.654129214 0.062373518 0.770907348 70.83333333 4.71650273
27  4.756522553 0.019538935 0.241492051 73.61111111 4.77606149
28  4.868705694 0.027290602 0.337299005 76.38888889 4.8959963
29  4.913159388 0.00278841 0.034463433 79.16666667 4.9159478
30 5.108356056  -0.061902814 -0.765089659 81.94444444 5.04645324
31  5.090075099 0.024161395 0.298623473 84.72222222 5.11423649
32 5.105858657 0.05801479 0.717035519 87.5 5.16387345
33 5.364888831 -0.099952364 -1.235364204 90.27777778 5.26493647
34 5529417446 0.010925649 0.135035878 93.05555556 5.54034309
35 8.097442391  -0.042989167 -0.531325879 95.83333333 8.05445322
36 8545275893  0.044983177 0.55597091 98.61111111 8.59025907
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Sec. B-1.5.1: Ecuacion de la curva de calibracion PLSRAD.1 corregida:
Y = 1.00(+0.01)x + 0.01(£0.07)

Sec. B-1.5.2: Limite de Deteccion (LD) y Limite de Cuantificacion (LQ) para la
regresion de calibracion PLSRAD.1:

LD=0.24

LQ=0.68

Figura B-1.6: Regresion de calibracion PLSRAb.1SNV

PLSRAb.1SNV
9.50 -~
8.50 - y =0.9943x + 0.0236
R?=0.9934, valor p=1.3E-38

7.50 A

6.50 -

5.50 -

4,50 -

3.50 A
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250 3,50 450 550 6.50 750 850 9.50

Sec. B-1.6: Andlisis de laregresion de calibraciéon PLSRAb.1SNV

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R 0.996673113
R Square 0.993357293
Adjusted R
Square 0.99316192
Standard Error 0.081330384
Observations 36
ANOVA
df SS MS F Significance F
Regression 1 33.63140157 33.63140157 5084.3954 1.30089E-38
Residual 34 0.224897467 0.006614631
Total 35 33.85629904
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Upper

Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95.0% 95.0%
Intercept 0.007871931 0.067611385 0.11642907 0.9079975 -0.129530934 0.1452748 -0.12953093 0.1452748
X Variable 1 0.999078553 0.01401135 71.30494676 1.301E-38 0.970604064  1.02755304 0.970604064  1.02755304
RESIDUAL OUTPUT PROBABILITY OUTPUT

Standard
Observation Predicted Y Residuals Residuals Percentile Y

1 3.17834781 0.012741452 0.158950054 1.388888889  3.19108926

2 3.589968174 -0.03542432 -0.441919599 4.166666667  3.55454385

3  4.203002774 -0.101152293 -1.261878303 6.944444444  4.10185048

4 4.254155596 -0.01371206 -0.171058414 9.722222222  4.24044354

5 4.415406875 -0.127509961 -1.590691112 125 4.28789691

6  4.478748455 -0.180142884 -2.247288617 15.27777778  4.29860557

7  4.376143087 -0.077077707 -0.961547021 18.05555556  4.29906538

8  4.389131109 -0.070135806 -0.874946575 20.83333333 4.3189953

9 4.274137167 0.06045494 0.754177432 23.61111111  4.33459211
10 4.577357508 -0.231225069 -2.884540612 26.38888889  4.34613244
11  4.353963544 0.012743643 0.158977377 29.16666667  4.36670719
12 4.262048317 0.105741467 1.319128398 31.94444444  4.36778978
13  4.417604847 -0.040213448 -0.501664138 34.72222222 4.3773914
14  4.376742535 0.000764609 0.009538518 375 4.37750714
15  4.377941429 0.027435415 0.342257738 40.27777778  4.40537684
16 4.426896278 0.00486745 0.060721609 43.05555556  4.43176373
17  4.378940507 0.059434615 0.741448844 45.83333333  4.43837512
18  4.461464396 0.004020263 0.050152921 48.61111111  4.46548466
19  4.408513233 0.114637422 1.430105748 51.38888889  4.52315065
20 4.442781627 0.104477995 1.303366544 54.16666667  4.54725962
21  4.576258522 -0.008673811 -0.108206084 56.94444444 456758471
22 4.43378992 0.135458865 1.689853954 59.72222222  4.56924878
23 4502126893 0.075821127 0.945871138 62.5 4.57794802
24 4.492136107 0.1170494 1.460195257 65.27777778  4.60918551
25 4.616321572 0.023195482 0.289364431 68.05555556  4.63951705
26 471423127 0.002271462 0.028336571 70.83333333  4.71650273
27  4.760588515 0.015472974 0.193025875 73.61111111 4.77606149
28  4.869687893 0.026308404 0.328198233 76.38888889 4.8959963
29 4.93502763 -0.019079832 -0.238021558 79.16666667 4.9159478
30 5.108667482 -0.06221424 -0.776124766 81.94444444  5.04645324
31 5.077995771 0.036240723 0.452104248 84.72222222  5.11423649
32 5.116160572 0.047712876 0.595219753 87.5 5.16387345
33 5.329763566 -0.064827099 -0.808720266 90.27777778  5.26493647
34 5.491814107 0.048528987 0.605400763 93.05555556  5.54034309
35 8.081825348 -0.027372123 -0.341468171 95.83333333  8.05445322
36 8.566877985 0.023381085 0.29167983 98.61111111 _ 8.59025907
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Sec. B-1.6.1: Ecuacion de la curva de calibracion PLSRADb.1SNV corregida:
Y = 1.00(+0.01)x + 0.01(£0.07)

Sec. B-1.6.2: Limite de Deteccion (LD) y Limite de Cuantificacion (LQ) para la
regresion de calibracion PLSRADb.1SNV:

LD =0.22

LQ=0.68

Figura B-1.7: Regresion de calibracion PLSRAb.SNV1

PLSRAb.SNV1
9.50 -~
3.50 - y =0.9902x + 0.0473
' R? =0.9909, vaolor p=3E-36
7.50 -
6.50
5.50 -
4,50 -
3.50 -
2-50 T T T T T T 1
250 350 450 550 650 7.50 850 9.50

Sec. B-1.7: Andlisis de laregresion de calibracién PLSRAb.SNV1

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R 0.995460923
R Square 0.99094245
Adjusted R
Square 0.990676051
Standard Error 0.09496983
Observations 36
ANOVA
Significance
df SS MS F F
Regression 1 33.5496439 33.5496439 3719.7743 2.53546E-36
Residual 34 0.306655135 0.009019269
Total 35 33.85629904
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Standard Lower Upper
Coefficients Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% 95.0% 95.0%

- 0.9548231 - 0.15651573

Intercept 0.004522344 0.079241487 -0.057070408 9 0.165560419 0.15651573  -0.16556042 1

2.5355E- 0.96740068 1.03409237

X Variable 1 1.000746529  0.016408383 60.98995248 36 0.967400682 1.03409238 2 6

RESIDUAL OUTPUT PROBABILITY OUTPUT
Standard
Observation Predicted Y Residuals Residuals Percentile Y

1  3.181854603 0.00923466 0.098657428 1.388888889 3.19108926
2 3.600867175 -0.046323321  -0.494889894 4.166666667 3.55454385
3 4.284877427  -0.183026946 -1.955347429 6.944444444 4.10185048
4 4.297286684  -0.056843148 -0.607277264 9.722222222 4.24044354
5  4.353028266 -0.065131353 -0.69582335 125 4.28789691
6 4.450801202  -0.152195631 -1.625964603 15.27777778 4.29860557
7 4332613037 -0.033547656  -0.358402545 18.05555556 4.29906538
8  4.392958052 -0.07396275  -0.790172575 20.83333333 4.3189953
9 4.272368096 0.062224011 0.664763101 23.61111111 4.33459211
10  4.538666747 -0.192534308  -2.056918239 26.38888889 4.34613244
11  4.359733268  0.006973919 0.074505062 29.16666667 4.36670719
12 4.328710125 0.039079658 0.417503054 31.94444444 4.36778978
13 4.469214938 -0.091823539  -0.980986266 34.72222222 4.3773914
14  4.389855738  -0.012348595  -0.131924801 375 4.37750714
15  4.464211205 -0.058834361  -0.628550164 40.27777778 4.40537684
16  4.499537558  -0.067773829  -0.724053948 43.05555556 4.43176373
17  4.470215684  -0.031840562  -0.340165001 45.83333333 4.43837512
18  4.368840061  0.096644598 1.032491501 48.61111111 4.46548466
19  4.474919193  0.048231462 0.515275301 51.38888889 4.52315065
20  4.407268728  0.139990894 1.495576692 54.16666667 454725962
21 4.523555474 0.044029237 0.470381309 56.94444444 4.56758471
22 4.397961785 0.171287 1.829925056 59.72222222 456924878
23 4.415775073 0.162172946 1.73255611 62.5 4.57794802
24 4.460408368 0.148777139 1.589443539 65.27777778 4.60918551
25  4.562684664 0.07683239 0.820830045 68.05555556 4.63951705
26 4.613622662 0.10288007 1.099107455 70.83333333 4.71650273
27 4710194702  0.065866786 0.703680273 73.61111111 4.77606149
28  4.879521015  0.016475282 0.176011787 76.38888889 4.8959963
29 4904239454  0.011708344 0.12508475 79.16666667 4.9159478
30 5.117698688  -0.071245446 -0.761142569 81.94444444 5.04645324
31  5.072064647  0.042171847 0.450538097 84.72222222 5.11423649
32  5.113995926  0.049877521 0.53286079 87.5 5.16387345
33 5.383196742  -0.118260275 -1.263420112 90.27777778 5.26493647
34 5.592753066  -0.052409971 -0.55991593 93.05555556 5.54034309
35  8.134649248  -0.080196024 -0.85676504 95.83333333 8.05445322
36  8.496419118  0.093839952 1.002528383 98.61111111 8.59025907
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Sec. B-1.7.1: Ecuacion de la curva de calibracion PLSRADb.SNV1 corregida:
Y =1.00(x0.02)x - 0.00(x0.08)

Sec. B-1.7.2: Limite de Deteccion (LD) y Limite de Cuantificacion (LQ) para la
regresion de calibracion PLSRAb.SNV1:

LD =0.26

LQ=0.79

Figura B-1.8: Regresion de calibracion PLSRADb.1SG

PLSRAb.1SG
9.50 -
8.50 1 y=0.9868x +0.0778
750 - R?=0.9925, valor p=1.0E-37
6.50 -
5.50 -
4.50 -
3.50 -
2.50 T T T T T T )
250 350 450 550 650 7.50 850 9.50

Sec. B-1.8: Andlisis de laregresion de calibracion PLSRAb.1SG

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R 0.996243877
R Square 0.992501862
Adjusted R
Square 0.992281328
Standard Error 0.086408607
Observations 36
ANOVA
df SS MS F Significance F
Regression 1  33.60243983  33.60243983  4500.458896 1.02037E-37
Residual 34  0.253859213  0.007466447
Total 35  33.85629904
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Standard Lower Upper
Coefficients Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% 95.0% 95.0%
Intercept 0.042793448 0.072602781 0.589418852 0.559476906 -0.19034005 0.10475315  0.19034005 0.10475315
X Variable 1 1.005783572 0.014992572 67.08545965 1.02037E-37 0.975315 1.03625214 0.975315 1.03625214
RESIDUAL OUTPUT PROBABILITY OUTPUT
Standard
Observation Predicted Y Residuals Residuals Percentile Y
1 3.126933479 0.064155784  0.753309381 1.388888889  3.19108926
2 3.601763903 0.047220049  0.554452042 4.166666667  3.55454385
3 4.304605463 0.202754982 2.380724224 6.944444444  4,10185048
4 4.316473709 0.076030173 0.892736998 9.722222222  4.24044354
5 4.404077458 0.116180545 1.364177762 12,5 4.28789691
6 4.440989715 0.142384144 1.671857228 15.27777778  4.29860557
7 4.394220779 0.095155398  1.117303064 18.05555556  4.29906538
8  4.385671619 0.066676316  0.782905162 20.83333333 4.3189953
9 4.310338429 0.024253678 0.284783722 23.61111111  4.33459211
10  4.533018912 0.186886473  2.194398131 26.38888889  4.34613244
11 4.383861208 0.017154022 0.201420429 29.16666667  4.36670719
12 4.337896899 0.029892884  0.350998596 31.94444444  4.36778978
13 4.412023148 0.034631749  0.406641767 34.72222222 4.3773914
14 4.393416152 0.015909009  0.186801639 37.5 4.37750714
15  4.386476245 0.018900599  0.221928519 40.27777778  4.40537684
16  4.386878559 0.044885169  0.527036176 43.05555556  4.43176373
17  4.425601226 0.012773896  0.149989524 45.83333333  4.43837512
18  4.428316842 0.037167817  0.436419967 48.61111111  4.46548466
19  4.405887868 0.117262786  1.376885312 51.38888889  4.52315065
20  4.433446338 0.113813284 1.33638167 54.16666667  4.54725962
21 4.501336729 0.066247982 0.777875706 56.94444444 456758471
22 4.394120201 0.175128584  2.056338441 59.72222222  4.56924878
23 4.447929622 0.130018398  1.526660144 62.5 4.57794802
24 4.496508968 0.11267654  1.323034162 65.27777778  4.60918551
25  4.663066728 0.023549674  0.276517394 68.05555556  4.63951705
26  4.652606578 0.063896154  0.750260831 70.83333333  4.71650273
27 4.774708704 0.001352784 0.015884228 73.61111111 4.77606149
28  4.901035121 0.005038824 -0.05916526 76.38888889 4.8959963
29  4.916725344  0.000777547 -0.00912986 79.16666667 4.9159478
30 5.116976853 0.070523611  0.828079628 81.94444444  5.04645324
31 5.081372115 0.032864378  0.385889515 84.72222222  5.11423649
32 5.097967544 0.065905904 0.773859068 87.5 5.16387345
33 5.310690769 0.045754302 0.537241425 90.27777778  5.26493647
34 5.501186178 0.039156916 0.459775727 93.05555556  5.54034309
35  8.081021039 0.026567815  0.311956033 95.83333333  8.05445322
36 8.567417974 0.022841096 0.268197356 98.61111111  8.59025907
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Sec. B-1.8.1: Ecuacion de la curva de calibracion PLSRADb.1SG corregida:
Y = 1.00(x0.01)x - 0.04(x0.07)

Sec. B-1.8.2: Limite de Deteccion (LD) y Limite de Cuantificacion (LQ) para la
regresion de calibracion PLSRADb.1SG:

LD =0.26

LQ=0.79

Tabla B-2: Tabla de ecuaciones, LD, LQ para las distintas regresiones de calibracién

Regresiéon Ecuacion de la gréfica Ecuacion corregida LD LQ
MLRAb.20mg y = 0.9883x + 0.0573 y =1.00 (£0.02)x - 0.01 (+0.09) | 0.29 0.87
PLSRAb.20mg y = 0.9945x + 0.0219 y = 1.00 (£0.01)x + 0.01 (+0.06) | 0.21 | 0.63
MLRAb.3 y = 0.9942x - 0.0103 y = 0.98 (£0.03)x + 0.1 (£0.1) 0.44 1.34
PLSRAb.2 y = 0.9939x + 0.0247 y = 1.00 (+0.01)x + 0.01 (+0.07) | 0.24 | 0.71
PLSRAb.1 y = 0.9943x + 0.0232 y = 1.00 (+0.01)x + 0.01 (+0.07) | 0.23 | 0.68
PLSRAb.1SNV y = 0.9943x + 0.0236 y =1.00 (£0.01)x + 0.01 (+0.07) | 0.22 0.68
PLSRAb.SNV1 y = 0.9902x + 0.0473 y =1.00 (+0.02)x - 0.00 (+0.08) | 0.26 0.79
PLSRAb.1SG y = 0.9868x + 0.0778 y =1.00 (£0.01)x - 0.04 (+0.07) | 0.24 0.72

Tabla B-3: Presentacion de los valores de R cuadrado, SS, MS y F obtenidos de los
analisis de ANOVA de las regresiones de calibracion

Regression R Square Adjusted R Square SSreg. SSres. MSreg. MSres. F Significance F
MLRAb.20mg 0.9891 0.9888 33.4888 0.3675 33.4888 0.0108 3098.6 5.49497E-35
PLSRAb.20mgB 0.9943 0.9941 33.6618 0.1945 33.6618 0.0057 5883.8 1.10309E-39
MLRAb.3 0.9740 0.9733 329771 0.8792 329771 0.0259 1275.3 1.52796E-28
PLSRAb.2 0.9926 0.9924 33.6059 0.2504 33.6059 0.0074 4563.5 8.0681E-38
PLSRAb.1 0.9932 0.9930 33.6272 0.2291 33.6272 0.0067 4990.1 1.78492E-38
PLSRAb.1SNV 0.9934 0.9932 33.6314 0.2249 33.6314 0.0066 5084.4 1.30089E-38
PLSRAb.SNV1 0.9909 0.9907 33.5496 0.3067 33.5496 0.0090 3719.8 2.53546E-36
PLSRAb.1SG 0.9925 0.9923 33.6024 0.2539 33.6024 0.0075 4500.5 1.02037E-37
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Tabla B-4: Pre-tratamientos aplicados y valores de calibracion quimiométricos

obtenidos paratodas las curvas de calibracién

MLRAb.20mg PLSRAb.20mgB MLRAb.3 PLSRAb.2 PLSRAb.1 PLSRAb.1SNV PLSRAb.SNV1 PLSRAb.1SG
Regiones 760-772 948-990 948-990 948-990 948-990 948-990
1408-1466 1324-1448 1324-1448 1324-1448 1324-1448 1324-1448
1910-1954 1850-1950 1850-1950 1850-1950 1850-1950 1850-1950
Longitud de onda 1876.5 1883.5
2da 2da 1ra
Pre-tratamientos 2da Derivada 2da Derivada Derivada Derivada Derivada 1ra Derivada SNV 1ra Derivada
SNV 1ra Derivada SG
Factores 4 5 4 5 3 5
SEC 0.11 0.09 0.12 0.09 0.09 0.09 0.10 0.09
SECV 0.10 0.10 0.10 0.10 0.11 0.09
R Squared 0.9841 0.9925 0.9873 0.9931 0.9936 0.9938 0.9910 0.9941
F-Value 1946.1 965.1 2102.2 807.9 1133.9 892.9 1096.0 764.6
PRESS 0.3289 0.3184 0.3229 0.3622 0.4056 0.2801
%RSEC (20mg) 2.1 15 3.4 1.7 1.7 1.6 1.9 1.8
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Apéndice C

Sec. C-1: Validacion

Para validar cada una de las regresiones realizadas se utilizaron muestras de la misma
presentacion que las del conjunto de calibraciéon (20mg) y de otras presentaciones (2mg,
5mg, 15mg y de 10/30mg) para verificar la capacidad predictiva en cada una de las
presentaciones. Se tomo una de las muestras de prediccion de una presentacion de 20mg
(E.9ComsStd.A) y se ley6 un total de diez veces consecutivas para verificar la precision del
instrumento. En todas las corridas se sacaba la muestra del instrumento y se colocaba
nuevamente y en una de las lecturas se compacto la muestra para verificar que efecto tenia
esto en la lectura (E.9Com.Std.A10%).

Tabla C-1a: Valores del % de humedad por KF y predichos por NIR para las muestras
de validacién

Muestra (20mg) KF MLRAb.20mg | PLSRAb.20mgB MLRAb.3 PLSRAb.2
E.8L955(Std.1)A(20mg) | 4.493 3.875 4.455 4.072 4.346
E.8L955(Std.2)A(20mg) | 4.477 4.034 4.350 4.200 4.340
E.8L955(Std.3)A(20mg) | 4.454 4.088 4.432 4.228 4.345

E.8L955(H1)A(20mg) 3.797 3.208 3.600 2.769 3.699
E.8L955(W1)A(20mg) 8.689 8.379 8.982 8.640 8.630
E.8L017(Std.1)A(2mg) 4.675 4.116 4.557 4.343 4.191
E.8L266(Std.1)A(5mg) 4.532 4.375 4.356 4.495 4.180
E.8L251(Std.1)A(15mg) | 3.973 3.845 4.145 3.831 4.273
E.8L006(Std.1)A(10/30) | 4.192 4.095 4.119 4.205 4.242
E.9ComsStd.A 4.068 4.436 4.437 4.517 4.297
E.9ComStd.B 4.048 4.458 4.400 4.536 4.295
E.9ComStd.C 4.032 4.491 4.368 4.607 4.294
E.9Com.WA 7.086 7.886 7.562 8.297 7.353
E.9Com.WB 7.228 7.879 7.607 8.245 7.337
E.9Com.WC 6.947 7.700 7.359 8.105 7.160
E.9Com.DA 2.921 2.991 1.966 3.131 2.975
E.9Com.DB 2.954 3.182 2.378 3.456 2.986
E.9Com.DC 3.041 3.177 2.675 3.504 3.075

E.9ComStd.Al 4.068 4.487 4.373 4.633 4.271

E.9ComsStd.A2 Same 4.593 4.549 4.651 4.288

E.9ComsStd.A3 Same 4.632 4.646 4.658 4.303

E.9ComStd.A4 Same 4.644 4.655 4.670 4.304

E.9ComStd.A5 Same 4.679 4.663 4.674 4.304

E.9ComStd.A6 Same 4.677 4.710 4.675 4.311

E.9ComStd.A7 Same 4.668 4.711 4.678 4.312

E.9ComStd.A8 Same 4.691 4.746 4.688 4.314

E.9ComStd.A9 Same 4.691 4.739 4.683 4.313

E.9ComStd.A10 Same 4.706 4.763 4.689 4.319

E.9ComStd.A10* Same 3.981 4.586 4.188 4.332
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Tabla C-1b: Valores del % de humedad por KF y predichos por NIR para las muestras
de validacién

Muestra (20mg) KF PLSRAb.1 | PLSRAD.ISNV | PLSRAb.SNV1 | PLSRAD.1SG
E.8L955(Std.1)A(20mg) | 4.493 4.373 4.246 4.299 4331
E.8L955(Std.2)A(20mg) | 4.477 4.395 4.292 4.352 4.333
E.8L955(Std.3)A(20mg) | 4.454 4.401 4.300 4.361 4.337

E.8LO55(H1)A(20mg) | 3.797 3.765 3.201 3.759 3.698
E.8L955(W1)A(20mg) | 8.689 8.789 9.103 8.849 8.586
E.8L017(Std.1)A(2mg) | 4.675 4.182 4.225 4.262 4.222
E.8L266(Std.1)A(5mg) | 4.532 4.221 4.293 4.256 4.227
E.8L251(Std.1)A(15mg) | 3.973 4.332 4.202 4.225 4.244
E.8L006(Std.1)A(10/30) | 4.192 4.259 4.246 4.257 4.267
E.9ComStd.A 4.068 4.301 4.268 4.409 4333
E.9ComsStd.B 4.048 4.313 4.301 4.420 4.344
E.9ComsStd.C 4.032 4.305 4.324 4.424 4.341
E.9Com.WA 7.086 7.406 7.264 7.496 7.319
E.9Com.WB 7.228 7.409 7.296 7.507 7.297
E.9Com.WC 6.947 7.296 7.180 7.390 7.111
E.9Com.DA 2.921 2.953 2.831 3.204 2.974
E.9Com.DB 2.954 2.968 2.977 3.257 2.992
E.9Com.DC 3.041 3.078 3.050 3.302 3.084

E.9ComsStd.Al 4.068 4.251 4.277 4.393 4315

E.9ComStd.A2 Same 4.259 4.250 4.405 4326

E.90ComStd.A3 Same 4.265 4.243 4.413 4.339

E.9ComsStd.A4 Same 4.268 4.237 4.417 4338

E.90ComStd.A5 Same 4.268 4.232 4.418 4.336

E.90ComStd.A6 Same 4271 4.234 4.421 4344

E.9ComStd.A7 Same 4.273 4.233 4.423 4.343

E.90ComStd.A8 Same 4.273 4.231 4.423 4.346

E.9ComStd.A9 Same 4.274 4.229 4.425 4343

E.9ComStd.A10 Same 4.276 4.229 4.427 4.350

E.9ComStd.A10* Same 4.247 4.100 4.296 4.339
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Sec. C-2: Graficas del contenido de humedad para todas las muestras de validacion:

A continuacion se ilustraran toda las graficas de los valores del % de humedad
determinadas mediante KF vs. los predichos con las distintas regresiones para las
muestras de validacion de 20mg y de las otras presentaciones. También se mostrara el
analisis de la regresion para cada una de las regresiones.

Figura C-2.1: Curva de valores predichos del % de humedad mediante KF vs. NIR
para las muestras de validacién de todas las presentaciones utilizando la regresion
(MLRAb.20mg)

MLRAb.20mg

y=1.0767x - 0.3309
8.50 4 R?=0.9379, valor p=4.5E-11
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250 350 450 5.50 650 7.50 850 9.50

Sec. C-2.1: Analisis de la regresiéon para la curva de valores predichos del % de
humedad mediante KF vs. NIR para las muestras de validacion de todas las
presentaciones utilizando la regresion (MLRADb.20mgQ)

MLRAb.20mg.Pred.Todas

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R 0.968460536
R Square 0.937915809
Adjusted R

Square 0.934035548

Standard Error 0.417894904

Observations 18
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ANOVA

df SS MS F Significance F
Regression 1 4221210077 42.21210077 241.7145623 4.45944E-11
Residual 16  2.794178414 0.174636151
Total 17  45.00627918
Standard
Coefficients Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95.0%  Upper 95.0%
Intercept 0.583508212  0.285879822  2.041096174 0.058093731 -0.022529935 1.189546358 0.022529935  1.189546358
X Variable 1 0.871134117  0.056031676 15.54717216 4.45944E-11 0.75235227 0.989915963 0.75235227 0.989915963
RESIDUAL OUTPUT PROBABILITY OUTPUT
Standard
Observation Predicted Y Residuals Residuals Percentile Y
1 3.959414254 0.534061886 1.317313005 2777777778 2.921051827
2 4.097576125 0.379340355 0.935678048 8.333333333 2.953823317
3 4.144878707 0.309156216 0.762562383 13.88888889 3.040628702
4 3.378106458 0.419278869 1.034190085 19.44444444 3.797385327
5 7.882479634  0.806160207 1.988468663 25 3.97306271
6 4.168922009 0.506092993 1.248325144 30.55555556 4.032136868
7 4.394981312  0.137459958 0.339057691 36.11111111 4.048345664
8 3.93275755  0.040305161 0.099416404 41.66666667 4.067873254
9 4.150802419 0.041071669 0.101307067 47.22222222 4.191874088
10  4.448207606  0.380334353 -0.938129835 52.77777778 4.454034923
11  4.466849877  0.418504213 -1.032279322 58.33333333 4.47691648
12 4.495945756  0.463808888 -1.144027491 63.88888889 4.49347614
13 7.453097628  -0.36665013 -0.904376435 69.44444444 4.53244127
14  7.447086803 0.219172656 -0.540609614 75 4.675015001
15  7.290892456  0.344245182 -0.849112561 80.55555556 6.946647273
16  3.189418808 0.268366981 -0.661951963 86.11111111 7.086447498
17  3.355456971  0.401633654 -0.99066653 91.66666667 7.227914147
18 3.35083996  0.310211258 -0.765164739 97.22222222 8.688639841

Sec. C-2.1.1: Ecuacion de la curva corregida para la curva de valores predichos del %
de humedad mediante KF vs. NIR para las muestras de validacion de todas las

presentaciones utilizando la regresion (MLRADb.20mg):

Y = 0.87(20.06)x + 0.6(x0.3)
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Figura C-2.2: Curva de valores predichos del % de humedad mediante KF vs. NIR
para las muestras de validacién de todas las presentaciones utilizando la regresion
(PLSRAb.20mgB)
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9.50 -
8.50 - y=1.1549x - 0.729 *
' R2=0.9767, valor p=1.7E-14
7.50 -
6.50 -
5.50 -
4.50 -
3.50 -
2.50 T T T T T T 1
250 3.50 4.50 5.50 6.50 7.50 8.50 9.50

Sec. C-2.2: Andlisis de la regresion para curva de valores predichos del % de
humedad mediante KF vs. NIR para las muestras de validacion de todas las
presentaciones utilizando la regresion (PLSRAb.20mgB)

PLSRAb.20mgB.Pred.Todas

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R 0.988284909
R Square 0.976707062
Adjusted R
Square 0.975251254
Standard
Error 0.255969781
Observations 18
ANOVA
df SS MS F Significance F
Regression 1 43.95795072  43.95795072  670.9034791 1.71964E-14
Residual 16 1.048328461  0.065520529
Total 17 45.00627918

117



Standard

Coefficients Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95.0% Upper 95.0%
Intercept 0.727303422 0.16682832 4.35959207 0.000486415 0.373643184 1.08096366  0.373643184 1.08096366
X Variable 1 0.84569031 0.032649861 25.90180455 1.71964E-14 0.776475698 0.914904923 0.776475698 0.914904923
RESIDUAL OUTPUT PROBABILITY OUTPUT
Standard
Observation Predicted Y Residuals Residuals Percentile Y
1 4.494515479 0.001039339 0.004185361 2777777778 2.921051827
2 4.406309979 0.0706065  0.284328543 8.333333333 2.953823317
3 4.475741154 -0.02170623  0.087409811 13.88888889 3.040628702
4 3.771788539 0.025596788 0.103076874 19.44444444 3.797385327
5 8.323632066 0.365007775  1.469866488 25 3.97306271
6 4581114166 0.093900835  0.378133562 30.55555556 4.032136868
7 4.410961276 0.121479994 0.489193338 36.11111111 4.048345664
8 4.232436051 0.259373341  1.044482358 41.66666667 4.067873254
9 4.210617241 0.018743154 0.075477661 47.22222222 4.191874088
10 4.479715898 0.411842644 1.658467962 52.77777778 4.454034923
11 4.448087081 0.399741417  1.609736974 58.33333333 4.47691648
12 4.421447836 0.389310968  1.567734123 63.88888889 4.49347614
13 7.122582687 0.036135189  0.145514444 69.44444444 453244127
14 7.160131337 0.06778281  0.272957694 75 4.675015001
15 6.950907554 0.004260281  0.017155919 80.55555556 6.946647273
16 2.390268848 0.530782979  2.137434228 86.11111111 7.086447498
17 2.738101273 0.215722044  0.868700954 91.66666667 7.227914147
18 2.989355864 0.051272838  0.206472934 97.22222222 8.688639841

Sec. C-2.2.1: Ecuacion de la curva corregida para la curva de valores predichos del %
de humedad mediante KF vs. NIR para las muestras de validacion de todas las
presentaciones utilizando la regresion (PLSRAb.20mgB):

Y = 0.85(x0.03)x + 0.7(+0.2)
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Figura C-2.3: Curva de valores predichos del % de humedad mediante KF vs. NIR
para las muestras de validacién de todas las presentaciones utilizando la regresion

(MLRAD.3)

Sec. C-2.3: Andlisis de la regresion para curva de valores predichos del % de

humedad mediante KF vs. NIR para las muestras de validacion de todas las
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250 3.50 450 550 6.50 7.50 850 09.50

presentaciones utilizando la regresion (MLRAD.3)
MLRADb.3Pred.Todas

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R 0.958198998
R Square 0.918145319
Adjusted R
Square 0.913029401
Standard
Error 0.479842072
Observations 18
ANOVA
df SS MS F Significance F
Regression 1 41.32230455 41.32230455  179.4683566 4.1102E-10
Residual 16  3.683974632  0.230248414
Total 17  45.00627918
Standard
Coefficients Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95.0% Upper 95.0%
Intercept 0.734849402  0.320762183  2.290947753  0.035877995 0.054863955 1.414834848  0.054863955 1.414834848
X Variable 1 0.81160443  0.060582957  13.39658003 4.1102E-10 0.683174299 0.94003456 _ 0.683174299 0.94003456
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RESIDUAL OUTPUT PROBABILITY OUTPUT

Standard
Observation Predicted Y Residuals Residuals Percentile Y
1 4.040027282  0.453448858 0.974079622 2777777778 2.921051827
2 4143831488 0.333084991  0.715519064 8.333333333 2.953823317
3 4166312931 0.287721992  0.618072192 13.88888889 3.040628702
4 2.982100907 0.81528442 1.751359442 19.44444444 3.797385327
5 7.747355157  0.941284684  2.022027872 25 3.97306271
6  4.259241638 0.415773363 0.89314672 30.55555556 4.032136868
7 4.383011314  0.149429956 0.3209991 36.11111111 4.048345664
8 3.843862491  0.129200219  0.277542436 41.66666667 4.067873254
9 4147970671  0.043903417 0.09431146 47.22222222 4.191874088
10 4401191253  0.333317999 0.716019601 52.77777778 4.454034923
11  4.416043614  -0.36769795  0.789873155 58.33333333 4.47691648
12 4474073331  0.441936463  0.949349181 63.88888889 4.49347614
13 7.468406714  0.381959216  0.820508603 69.44444444 453244127
14 7.426852567  0.198938421  0.427351085 75 4.675015001
15  7.312903305 0.366256032 0.786775688 80.55555556 6.946647273
16  3.276145192 0.355093365  -0.76279652 86.11111111 7.086447498
17  3.540078953 0.586255636  1.259369514 91.66666667 7.227914147
18  3.578305522  0.537676819  1.155014559 97.22222222 8.688639841

Sec. C-2.3.1: Ecuacion de la curva corregida para la curva de valores predichos del %
de humedad mediante KF vs. NIR para las muestras de validacion de todas las
presentaciones utilizando la regresion (MLRAD.3):

Y = 0.81(20.06)x + 0.7(+0.3)
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Figura C-2.4: Curva de valores predichos del % de humedad mediante KF vs. NIR
para las muestras de validacién de todas las presentaciones utilizando la regresion

(PLSRAD.2)
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y = 1.0099x - 0.0244
R?=0.9825, valor p=1.8E-15
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Sec. C-2.4: Andlisis de la regresion para curva de valores predichos del % de
KF vs. NIR para las muestras de validacion de todas las
presentaciones utilizando la regresion (PLSRAb.2)
PLSRADb.2Pred.Todas

humedad mediante

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R

R Square
Adjusted R
Square

Standard Error

0.99120351
0.982484399

0.981389673
0.221967347

Observations 18
ANOVA
Significance
df SS MS F F

Regression 1 44.21796713 4421796713  897.4713455 1.75351E-15
Residual 16 0.788312048 0.049269503
Total 17 45.00627918

Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95.0%  Upper 95.0%
Intercept 0.107018021 0.163765605 0.653482891  0.522726119 -0.24014955  0.454185593 -0.24014955  0.454185593
X Variable 1 0.972835801 0.032473511 29.95782611 1.75351E-15  0.903995033  1.041676569  0.903995033  1.041676569
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RESIDUAL OUTPUT PROBABILITY OUTPUT

Observation Predicted Y Residuals Standard Residuals Percentile Y
1 4.335059697 0.158416443 0.735657448 2777777778  2.921051827
2 4.329028115 0.147888365 0.686766948 8.333333333  2.953823317
3 4.333892294 0.12014263 0.557920747 13.88888889  3.040628702
4 3.705829501 0.091555826 0.425168779 19.44444444  3.797385327
5  8.502493702 0.186146139 0.864429165 25 3.97306271
6  4.183978297 0.491036704 2.280286074 30.55555556  4.032136868
7 4.17317982 0.35926145 1.668345513 36.11111111  4.048345664
8  4.263750833 -0.290688122 -1.349903319 41.66666667  4.067873254
9  4.234079341 -0.042205253 -0.195993597 47.22222222  4.191874088
10 4.28758531 -0.219712056 -1.020303242 52.77777778  4.454034923
11  4.285639638 -0.237293974 -1.101950506 58.33333333 4.47691648
12 4.283888534 -0.251751665 -1.169089422 63.88888889 4.49347614
13  7.260182384 -0.173734886 -0.806793541 69.44444444 453244127
14 7.244714295 -0.016800148 -0.078016864 75  4.675015001
15  7.072230507 -0.125583234 -0.583185935 80.55555556  6.946647273
16 3.00120453 -0.080152703 -0.372214725 86.11111111  7.086447498
17  3.012197574 -0.058374257 -0.271079545 91.66666667  7.227914147
18  3.098779961 -0.058151258 -0.270043977 97.22222222  8.688639841

Sec. C-2.4.1: Ecuacion de la curva corregida para la curva de valores predichos del %
de humedad mediante KF vs. NIR para las muestras de validacion de todas las
presentaciones utilizando la regresion (PLSRAb.2):

Y = 0.97(+0.03)x + 0.1(x0.2)
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Figura C-2.5: Curva de valores predichos del % de humedad mediante KF vs. NIR
para las muestras de validacién de todas las presentaciones utilizando la regresion

(PLSRADb.1)
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Sec. C-2.5: Andlisis de la regresion para curva de valores predichos del % de
KF vs. NIR para las muestras de validacion de todas las
presentaciones utilizando la regresion (PLSRAb.1)
PLSRADb.1Pred.Todas

humedad mediante

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R

R Square
Adjusted R
Square

Standard Error

0.991374626
0.982823648

0.981750126
0.219807257

Observations 18
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 44.2332355 442332355  915.5132949 1.4993E-15
Residual 16 0.773043682 0.04831523
Total 17 45.00627918

Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95.0%  Upper 95.0%
Intercept 0.177585892 0.15993852 1.110338471  0.283261936 -0.161468622  0.516640406  0.161468622 0.516640406
X Variable 1 0.95004313 0.031398651 30.25745024 1.4993E-15 0.883480963  1.016605297  0.883480963  1.016605297
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RESIDUAL OUTPUT PROBABILITY OUTPUT

Observation Predicted Y Residuals Standard Residuals Percentile Y
1 4.331649477 0.161826663 0.758878978 2777777778  2.921051827
2 4.352835439 0.124081041 0.581872553 8.333333333  2.953823317
3 4.35882071 0.095214213 0.44650284 13.88888889  3.040628702
4 3.754460274 0.042925053 0.201295139 19.44444444  3.797385327
5 8.527514959 0.161124882 0.755588005 25 3.97306271
6 4.151046278 0.523968723 2.457128149 30.55555556  4.032136868
7 4.187242921 0.345198349 1.618792386 36.11111111  4.048345664
8 4.29317273 -0.32011002 -1.501141776 41.66666667  4.067873254
9  4.223629573 -0.031755485 -0.148915942 47.22222222  4.191874088
10 4.26410141 -0.196228156 -0.920203259 5277777778  4.454034923
11  4.275026906 -0.226681242 -1.063011657 58.33333333 4.47691648
12 4.267521565 -0.235384697 -1.103826125 63.88888889 4.49347614
13 7.21379532 -0.127347822 -0.597191976 69.44444444 453244127
14 7.21645544 0.011458706 0.053735096 75 4.675015001
15  7.109005562 -0.162358289 -0.761372014 80.55555556  6.946647273
16  2.982873245 -0.061821418 -0.289908807 86.11111111  7.086447498
17  2.996933884 -0.043110567 -0.202165096 91.66666667  7.227914147
18  3.101628637 -0.060999934 -0.286056494 97.22222222  8.688639841

Sec. C-2.5.1: Ecuacion de la curva corregida para la curva de valores predichos del %
de humedad mediante KF vs. NIR para las muestras de validacion de todas las
presentaciones utilizando la regresion (PLSRAb.1):

Y = 0.95(+0.03)x + 0.2(x0.2)
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Figura C-2.6: Curva de valores predichos del % de humedad mediante KF vs. NIR
para las muestras de validacién de todas las presentaciones utilizando la regresion
(PLSRAb.1SNV)
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Sec. C-2.6: Andlisis de la regresion para curva de valores predichos del % de

humedad mediante

PLSRAb.1SNV.Pred.Todas

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R

R Square
Adjusted R
Square

Standard Error

0.990579618
0.981247979

0.980075978
0.229668061

KF vs. NIR para las muestras de validacion de todas las
presentaciones utilizando la regresion (PLSRAb.1SNV)

Observations 18
ANOVA
Significance
df SS MS F F
Regression 1 44.16232049 44.16232049  837.2413663  3.02785E-15
Residual 16  0.843958691 0.052747418
Total 17  45.00627918
Standard
Coefficients Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95.0%  Upper 95.0%
Intercept 0.361079261  0.161246546 2.2392992 0.03969387  0.019251856  0.702906666  0.019251856  0.702906666
X Variable 1 0.923210986 0.03190624 28.9351234  3.02785E-15 0.85557278  0.990849193 0.85557278  0.990849193
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RESIDUAL OUTPUT PROBABILITY OUTPUT

Observation Predicted Y Residuals Standard Residuals Percentile Y
1 4281217751 0.212258389 0.952639817 2777777778  2.921051827
2 4.323408493 0.153507987 0.688961322 8.333333333  2.953823317
3 4.330609539  0.123425385 0.55394718 13.88888889  3.040628702
4 3.399551259  0.397834068 1.785524593 19.44444444  3.797385327
5 8.764699584  0.076059743 -0.341364788 25 3.97306271
6 4.262014962  0.413000039 1.853591197 30.55555556  4.032136868
7 4324147062  0.208294208 0.934848122 36.11111111  4.048345664
8 4.23995022  0.266887509 -1.197821529 41.66666667  4.067873254
9 4.280571503  0.088697415 -0.398084098 47.22222222  4.191874088
10 4.301436071 0.233562818 -1.048256518 52.77777778  4.454034923
11  4.331717392 0.283371728 -1.271804578 58.33333333 4.47691648
12 4.353043566 0.320906697 -1.440265795 63.88888889 4.49347614
13  7.066914581  0.019532917 0.087665956 69.44444444 453244127
14 7.09710358  0.130810567 0.587092716 75  4.675015001
15 6.989826463  -0.04317919 -0.193793122 80.55555556  6.946647273
16  2.974689563 0.053637736 -0.240732266 86.11111111  7.086447498
17  3.109847651  0.156024335 -0.700254978 91.66666667  7.227914147
18 3.17696509  0.136336388 -0.611893232 97.22222222  8.688639841

Sec. C-2.6.1: Ecuacion de la curva corregida para la curva de valores predichos del %
de humedad mediante KF vs. NIR para las muestras de validacion de todas las
presentaciones utilizando la regresion (PLSRAb.1SNV):

Y = 0.92(+0.03)x + 0.4(x0.2)
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Figura C-2.7: Curva de valores predichos del % de humedad mediante KF vs. NIR
para las muestras de validacién de todas las presentaciones utilizando la regresion
(PLSRAb.SNV1)
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Sec. C-2.7: Andlisis de la regresion para curva de valores predichos del % de

humedad mediante

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R

R Square
Adjusted R
Square

Standard Error

0.987984279
0.976112935

0.974619994
0.259213703

KF vs. NIR para las muestras de validacion de todas las
presentaciones utilizando la regresion (PLSRAb.SNV1)
PLSRAb.SNV1.Pred.Todas

Observations 18
ANOVA
df SS MS F Significance F
Regression 1 43.93121128 43.93121128  653.8185931 2.10408E-14
Residual 16 1.075067898 0.067191744
Total 17  45.00627918
Standard
Coefficients Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95.0%  Upper 95.0%
Intercept 0.081859213  0.192738218 0.424717077  0.676699201 -0.326727554  0.490445979  0.326727554  0.490445979
X Variable 1 0.955760384  0.037378373 25.56987667  2.10408E-14 0.876521773  1.034998994  0.876521773  1.034998994
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RESIDUAL OUTPUT PROBABILITY OUTPUT

Observation Predicted Y Residuals Standard Residuals Percentile Y

1 4190768678 0.302707462 1.203731542 2777777778  2.921051827
2 4.241041674  0.235874806 0.937968102 8.333333333  2.953823317
3 4.249547941  0.204486982 0.813152833 13.88888889  3.040628702
4 3.674944799  0.122440528 0.486890957 19.44444444  3.797385327
5 8.539000543 0.149639298 0.595048242 25 3.97306271
6 4.154927663 0.520087338 2.068153619 30.55555556  4.032136868
7 4149670981 0.382770289 1.522105423 36.11111111  4.048345664
8  4.119946833  0.146884123 -0.584092148 41.66666667  4.067873254
415091347 0.040960618 0.162881971 47.22222222 4191874088

10 4.29542444  0.227551186 -0.904868806 52.77777778  4.454034923
11 4.30651126  0.258165596 -1.026608558 58.33333333 4.47691648
12 4.310429878 0.278293009 -1.106646236 63.88888889 4.49347614
13  7.245856744  0.159409246 -0.633898934 69.44444444 453244127
14  7.256656836  -0.02874269 -0.11429676 75  4.675015001
15  7.144832871  0.198185598 -0.788095061 80.55555556  6.946647273
16  3.144497786  0.223445959 -0.888544163 86.11111111  7.086447498
17 3.19505751  0.241234193 -0.959279978 91.66666667  7.227914147
18  3.237684423  0.197055721 -0.783602047 97.22222222  8.688639841

Sec. C-2.7.1: Ecuacion de la curva corregida para la curva de valores predichos del %
de humedad mediante KF vs. NIR para las muestras de validacion de todas las
presentaciones utilizando la regresion (PLSRAb.SNV1):

Y = 0.96(+0.04)x + 0.1(x0.2)
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Figura C-2.8: Curva de valores predichos del % de humedad mediante KF vs. NIR
para las muestras de validacién de todas las presentaciones utilizando la regresion
(PLSRAb.1SG)
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y =0.9973x + 0.0369
R?=0.9826, valor p=1.7E-15

9.50 -

8.50 -

7.50 -

6.50 -

5.50 -

4.50 -

3.50 -+

2.50 T T T T T T 1
2.50 3.50 4.50 5.50 6.50 7.50 8.50 9.50

Sec. C-2.8: Andlisis de la regresion para curva de valores predichos del % de

humedad mediante

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R

R Square
Adjusted R
Square

Standard Error

0.991260016
0.982596419

0.981508696
0.221256413

KF vs. NIR para las muestras de validacion de todas las
presentaciones utilizando la regresion (PLSRADb.1SG)
PLSRADb.1SG.Pred.Todas

Observations 18
ANOVA
Significance
df SS MS F F
Regression 1 44.22300878 4422300878 903.3510457  1.66569E-15
Residual 16  0.783270406 0.0489544
Total 17  45.00627918
Standard
Coefficients Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95.0%  Upper 95.0%
Intercept 0.046445632  0.165143693 0.281243752  0.782128111 0.303643356 0.39653462  0.303643356 0.39653462
X Variable 1 0.985255665  0.032780884 30.05579887  1.66569E-15  0.915763295  1.054748034  0.915763295  1.054748034
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RESIDUAL OUTPUT PROBABILITY OUTPUT

Observation Predicted Y Residuals Standard Residuals Percentile Y
1 4.31348939 0.17998675 0.83851172 2777777778  2.921051827
2 4315361375 0.161555104 0.752643449 8.333333333  2.953823317
3 4.319499449  0.134535474 0.62676598 13.88888889  3.040628702
4 3.690315182 0.107070145 0.498812116 19.44444444  3.797385327
5 8.506146345 0.182493497 0.850190003 25 3.97306271
6 4.205997997  0.469017005 2.185028925 30.55555556  4.032136868
7 4211318377 0.321122893 1.496028506 36.11111111  4.048345664
8 4.22747657 -0.25441386 -1.185248374 41.66666667  4.067873254
9 4250827129 0.058953041 -0.274646973 47.22222222  4.191874088
10 4.315459901 0.247586647 -1.153442157 52.77777778  4.454034923
11 4.325903611 0.277557947 -1.293070691 58.33333333 4.47691648
12 4.323440472 0.291303604 -1.35710815 63.88888889 4.49347614
13  7.257827418 -0.17137992 -0.798414723 69.44444444 4.53244127
14  7.235659165 0.007745019 -0.036082038 75  4.675015001
15 7.052697188  0.106049915 -0.494059127 80.55555556  6.946647273
16  2.976990081  0.055938254 -0.260601856 86.11111111  7.086447498
17  2.994429106  0.040605789 -0.189171869 91.66666667  7.227914147
18  3.084875576  0.044246874 -0.206134741 97.22222222  8.688639841

Sec. C-2.8.1: Ecuacion de la curva corregida para la curva de valores predichos del %
de humedad mediante KF vs. NIR para las muestras de validacion de todas las
presentaciones utilizando la regresion (PLSRAb.1SG):

Y = 1.01(+0.01)x - 0.04(0.07)
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Tabla C-2a: Resumen de los parametros de linealidad obtenida de los andlisis de
varianza para todas las regresiones de valores predichos del % de humedad
mediante KF vs. NIR para las muestras de validacion de todas las presentaciones

Regression R Square Adjusted R Square SSreg. SSres. MSreg. MSres. F Significance F
MLRAb.20mg 0.9379 0.9340 42,2121 2.7942 42.2121 0.1746 241.7 4.45944E-11
PLSRAb.20mgB 0.9767 0.9753 43.9580 1.0483 43.9580 0.0655 670.9 1.71964E-14
MLRADb.3 0.9181 0.9130 41.3223 3.6840 41.3223 0.2302 179.5 4.1102E-10
PLSRADb.2 0.9825 0.9814 44.2180 0.7883 44.2180 0.0493 897.5 1.75351E-15
PLSRADb.1 0.9828 0.9818 44,2332 0.7730 44.2332 0.0483 915.5 1.4993E-15
PLSRAb.1SNV 0.9812 0.9801 44,1623 0.8440 44,1623 0.0527 837.2 3.02785E-15
PLSRAb.SNV1 0.9761 0.9746 43.9312 1.0751 43.9312 0.0672 653.8 2.10408E-14
PLSRAb.1SG 0.9826 0.9815 44.2230 0.7833 44.2230 0.0490 903.4 1.66569E-15

Tabla C-2b: Resumen de todas las ecuaciones de las curvas de valores predichos del
% de humedad mediante KF vs. NIR para las muestras de validacion de todas las

presentaciones

Regresion

Ecuacion de la grafica

Ecuacion corregida

MLRAb.20mg

PLSRAb.20mgB

MLRAb.3

PLSRAb.2

PLSRAb.1

PLSRAb.1SNV

PLSRAb.SNV1

PLSRAb.1SG

y =1.0767x - 0.3309
y =1.1549x - 0.729

y=1.1313x - 0.4258
y = 1.0099x - 0.0244
y = 1.0345x - 0.1009
y = 1.0629x - 0.2945
y = 1.0213x + 0.0332
y = 0.9868x + 0.0778

y = 0.87(x0.06)x + 0.6(0.3)
y = 0.85(x0.03)x + 0.7(0.2)
y = 0.81(x0.06)x + 0.7(0.3)
y = 0.97(+0.03)x + 0.1(x0.2)
y = 0.95(10.03)x + 0.2(x0.2)
y = 0.92(+0.03)x + 0.4(x0.2)
y = 0.96(0.04)x + 0.1(x0.2)
y = 1.01(x0.01)x - 0.04(0.07)
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Sec. C-3: Anadlisis de regresiones para las muestras de validacion de 20mg

Figura C-3.1: Curva de valores del % de humedad predichos mediante KF vs. NIR
para las muestras de validacion de 20mg utilizando la regresion (MLRADb.20mg)
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Sec. C-3.1: Analisis de la regresion para curva de valores del % de humedad
predichos mediante KF vs. NIR para las muestras de validaciéon de 20mg utilizando
laregresion (MLRADb.20mg)

MLRAb.20mg.Pred.20mg

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R

R Square
Adjusted R
Square

Standard Error

0.976029275
0.952633145

0.947896459
0.360835943

Observations 12
ANOVA
Significance
df SS MS F F
Regression 1 26.18609381 26.18609381 201.1180907  5.98723E-08
Residual 10 1.302025776 0.130202578
Total 11  27.48811959
Standard
Coefficients Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95.0%  Upper 95.0%
Intercept 0.630262407  0.301701347 2.089027492 0.063232231 0.041970082  1.302494896  0.041970082  1.302494896
X Variable 1 0.827980508  0.058384094 14.181611  5.98723E-08 0.69789264  0.958068375 0.69789264  0.958068375
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RESIDUAL OUTPUT PROBABILITY OUTPUT

Observation Predicted Y Residuals Standard Residuals Percentile Y
1 3.838935269  0.654540871 1.902494113 4.166666667  2.921051827
2 3.970252977 0.506663502 1.472672484 12.5 2.953823317
3 4.015212319  0.438822604 1.275485548 20.83333333  3.040628702
4 4.303515132 0.235641875; -0.684918705 29.16666667  4.032136868
5  4.321233915 0.272888251- -0.793179332 37.5  4.048345664
6  4.348888464 0.316751595_ -0.920672906 45.83333333  4.067873254
7 7.159551095 0.073103597_ -0.212483544 54.16666667  4.454034923
8 7.15383803  0.074076117 0.215310277 62.5 4.47691648
9 7.005381125 0.058733852_ -0.170716317 70.83333333 4.49347614
10 3.107083298 0.186031471_ -0.54072067 79.16666667  6.946647273
11  3.264896383 0.31107306E; -0.904167644 87.5 7.086447498
12 3.260508086 0.219879384; -0.639103305 95.83333333  7.227914147

Sec. C-3.1.1: Ecuacién de la curva corregida para la curva de valores predichos del %
de humedad mediante KF vs. NIR para las muestras de validacion de 20mg
utilizando la regresion (MLRADb.20mg):

Y = 0.83(0.06)x + 0.6(+0.03)
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Figura C-3.2: Curva de valores del % de humedad predichos mediante KF vs. NIR

para las muestras de validacion de 20mg utilizando la regresién (PLSRAb.20mgB)
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Sec. C-3.2: Analisis de la regresion para curva de valores del % de humedad
predichos mediante KF vs. NIR para las muestras de validacion de 20mg utilizando

laregresion (PLSRADb.20mgB)

PLSRAb.20mgB.Pred.20mg

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R

R Square
Adjusted R
Square

Standard Error

0.986290754
0.972769451

0.970046396
0.273590313

Observations 12
ANOVA
Significance
df SS MS F F
Regression 1 26.73960299 26.73960299 357.2346065  3.72709E-09
Residual 10 0.748516591 0.074851659
Total 11  27.48811959
Standard
Coefficients Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95.0%  Upper 95.0%
Intercept 0.886421593  0.214007324 4.142015222 0.002005381  0.409583562  1.363259624  0.409583562  1.363259624
X Variable 1 0.805731051  0.042629804 18.90065095  3.72709E-09  0.710745929  0.900716174  0.710745929  0.900716174
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RESIDUAL OUTPUT PROBABILITY OUTPUT

Observation Predicted Y Residuals Standard Residuals Percentile Y
1 4.475631134 0.017845006 0.068408855 4.166666667  2.921051827
2 4.391593385 0.085323094 0.327086202 12,5 2.953823317
3 4.457743905 0.003708981 -0.014218385 20.83333333  3.040628702
4 4461530841  0.393657587 -1.509086913 29.16666667  4.032136868
5 4.431396499 0.383050835 -1.468425916 37.5 4.048345664
6 4.406015971 0.373879103 -1.433266067 45.83333333  4.067873254
7 6.979520949 0.106926549 0.409903075 54.16666667  4.454034923
8 7.015295408 0.212618739 0.815074234 62.5 4.47691648
9 6.815957546  0.130689727 0.500999254 70.83333333 4.49347614
10 2.470811132  0.450240695 1.725998337 79.16666667  6.946647273
11  2.802208314 0.151615003 0.581216328 87.5 7.086447498
12 3.041591009 0.000962307 -0.003689004 95.83333333  7.227914147

Sec. C-3.2.1: Ecuacion de la curva corregida para la curva de valores predichos del %
de humedad mediante KF vs. NIR para las muestras de validacion de 20mg
utilizando la regresion (PLSRAb.20mgB):

Y = 0.81(+0.04)x + 0.9(+0.02)
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Figura C-3.3: Curva de valores del % de humedad predichos mediante KF vs. NIR
para las muestras de validacion de 20mg utilizando la regresion (MLRAD.3)
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Sec. C-3.3: Analisis de la regresion para curva de valores del % de humedad
predichos mediante KF vs. NIR para las muestras de validaciéon de 20mg utilizando
laregresion (MLRADb.3)

MLRADb.3.Pred.20mg
SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R

R Square
Adjusted R
Square

Standard Error

0.974538224
0.949724751

0.944697226
0.371748848

Observations 12
ANOVA
Significance
df SS MS F F

Regression 1 26.10614753 26.10614753  188.9050312  8.07559E-08
Residual 10 1.381972061 0.138197206
Total 11 27.48811959

Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95.0%  Upper 95.0%
Intercept 0.634527572 0.310953461 2.040586943 0.068579998  0.058319912  1.327375056  0.058319912  1.327375056
X Variable 1 0.790405199 0.057507968 13.74427267  8.07559E-08 0.66226946  0.918540937 0.66226946  0.918540937
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RESIDUAL OUTPUT PROBABILITY OUTPUT

Observation Predicted Y Residuals Standard Residuals Percentile Y
1 3.853373703 0.640102437 1.80591037 4.166666667  2.921051827
2 3.954466528 0.522449952 1.473979369 12,5 2.953823317
3 3.976360752 0.477674172 1.347654204 20.83333333  3.040628702
4 4.205104016 -0.137230762 -0.387166869 29.16666667  4.032136868
5 4.219568431 -0.171222767 -0.483067948 37.5 4.048345664
6 4.276082403 -0.243945535 -0.688239483 45.83333333  4.067873254
7 7.192203343 -0.105755845 -0.298367208 54.16666667  4.454034923
8  7.151734596 0.07617955 0.214924099 62.5 4.47691648
9 7.040761707 -0.094114433 -0.265523487 70.83333333 4.49347614
10 3.10944433 -0.188392503 -0.531508637 79.16666667  6.946647273
11 3.3664841 -0.412660784 -1.164233012 87.5 7.086447498
12 3.403712185 -0.363083483 -1.024361397 95.83333333  7.227914147

Sec. C-3.3.1: Ecuacién de la curva corregida para la curva de valores predichos del %
de humedad mediante KF vs. NIR para las muestras de validacion de 20mg
utilizando la regresion (MLRAD.3):

Y = 0.79(+0.06)x + 0.6(+0.03)
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Figura C-3.4: Curva de valores del % de humedad predichos mediante KF vs. NIR
para las muestras de validacion de 20mg utilizando la regresion (PLSRADb.2)
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Sec. C-3.4: Analisis de la regresion para curva de valores del % de humedad
predichos mediante KF vs. NIR para las muestras de validaciéon de 20mg utilizando
laregresion (PLRAD.2)

PLSRAD.2.Pred.20mg

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R 0.995759025
R Square 0.991536036
Adjusted R
Square 0.990689639
Standard Error 0.152531458
Observations 12
ANOVA
Significance
df SS MS F F
Regression 1 27.25546113 27.25546113  1171.479488  1.07277E-11
Residual 10 0.232658458 0.023265846
Total 11 27.48811959

138



Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95.0%  Upper 95.0%
Intercept 0.092147708 0.140139586 0.657542319  0.525677559 0.220102746: 0.404398163 0.220102746; 0.404398163
X Variable 1 0.96197967 0.028105968 34.22688254  1.07277E-11  0.899355671  1.024603669  0.899355671  1.024603669
RESIDUAL OUTPUT PROBABILITY OUTPUT
Observation Predicted Y Residuals Standard Residuals Percentile Y
1 4.273007552 0.220468588 1.51594568 4.166666667  2.921051827
2 4.267043278 0.209873201 1.443091628 125 2.953823317
3  4.271853177 0.182181747 1.252684725 20.83333333  3.040628702
4 4.226062944 -0.158189691 -1.087714947 29.16666667  4.032136868
5  4.224138985 -0.175793321 -1.208757803 37.5 4.048345664
6  4.222407422 -0.190270553 -1.308303494 45.83333333  4.067873254
7  7.165488024 -0.079040526 -0.543483975 54.16666667  4.454034923
8  7.150192547 0.077721599 0.534415011 62.5 4.47691648
9 6.979633552 -0.032986279 -0.226814201 70.83333333 4.49347614
10 2.954037227 -0.0329854 -0.226808157 79.16666667  6.946647273
11 2.964907597 -0.01108428 -0.076215695 87.5 7.086447498
12 3.050523788 -0.009895085 -0.068038772 95.83333333_ 7.227914147

Sec. C-3.4.1: Ecuacion de la curva corregida para la curva de valores predichos del %

de humedad mediante

utilizando la regresion (PLSRAb.2):

Y = 0.96(+0.03)x + 0.1(x0.1)
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Figura C-3.5: Curva de valores del % de humedad predichos mediante KF vs. NIR
para las muestras de validacion de 20mg utilizando la regresion (PLSRADb.1)
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Sec. C-3.5: Analisis de la regresion para curva de valores del % de humedad
predichos mediante KF vs. NIR para las muestras de validacion de 20mg utilizando
laregresion (PLSRAD.1)

PLSRADb.1.Pred.20mg

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R

R Square
Adjusted R
Square

Standard Error

0.996311652
0.992636907

0.991900598
0.142266503

Observations 12
ANOVA
Significance
df SS MS F F

Regression 1 27.28572201 27.28572201  1348.124914  5.34243E-12
Residual 10 0.20239758 0.020239758
Total 11 27.48811959

Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95.0%  Upper 95.0%
Intercept 0.158634652 0.128925482 1.230436756 0.24669166  0.128629223  0.445898527  0.128629223  0.445898527
X Variable 1 0.941407421 0.025639677 36.71682059  5.34243E-12  0.884278661  0.998536181  0.884278661  0.998536181

140



RESIDUAL OUTPUT PROBABILITY OUTPUT

Observation Predicted Y Residuals Standard Residuals Percentile Y
1 4.274938601 0.218537539 1.611089743 4.166666667  2.921051827
2 4.295931987 0.180984493 1.334243362 12,5 2.953823317
3 4.301862853 0.15217207 1.121834091 20.83333333  3.040628702
4 4.208004533 -0.14013128 -1.033067676 29.16666667  4.032136868
5 4.218830719 -0.170485055 -1.256840013 37.5 4.048345664
6 4.2113936 -0.179256732 -1.321506061 45.83333333  4.067873254
7  7.130886295 -0.044438797 -0.327609114 54.16666667  4.454034923
8  7.133522235 0.094391911 0.695870563 62.5 4.47691648
9  7.027049056 -0.080401783 -0.59273335 70.83333333 4.49347614
10 2.938422485 -0.017370658 -0.128058957 79.16666667  6.946647273
11  2.952355315 0.001468002 0.010822316 87.5 7.086447498
12 3.056098413 -0.015469711 -0.114044903 95.83333333  7.227914147

Sec. C-3.5.1: Ecuacién de la curva corregida para la curva de valores predichos del %
de humedad mediante KF vs. NIR para las muestras de validacion de 20mg
utilizando la regresion (PLSRAb.1):

Y = 0.94(0.03)x + 0.2(0.1)
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Figura C-3.6: Curva de valores del % de humedad predichos mediante KF vs. NIR
para las muestras de validacion de 20mg utilizando la regresién (PLSRAb.1SNV)
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Sec. C-3.6: Analisis de la regresion para curva de valores del % de humedad
predichos mediante KF vs. NIR para las muestras de validaciéon de 20mg utilizando
laregresion (PLSRAb.1SNV)

PLSRADb.1SNV.Pred.20ng

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R 0.994081336
R Square 0.988197702
Adjusted R
Square 0.987017472
Standard Error 0.180117454
Observations 12
ANOVA
Significance
df SS MS F F
Regression 1 27.16369661 27.16369661  837.2926381  5.66344E-11
Residual 10  0.324422972 0.032442297
Total 11  27.48811959
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Standard

Coefficients Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95.0%  Upper 95.0%
Intercept 0.153991124  0.163708216 0.940643837 0.36905399 -0.21077351  0.518755759 -0.21077351  0.518755759
X Variable 1 0.956898144  0.033069458 28.93600937 5.66344E-11 0.8832148  1.030581487 0.8832148  1.030581487
RESIDUAL OUTPUT PROBABILITY OUTPUT
Observation Predicted Y Residuals Standard Residuals Percentile Y
1 4217172022 0.276304118 1.608895738 4.166666667  2.921051827
2 4.260902267 0.216014213 1.257832669 12,5 2.953823317
3 4.268366072 0.185668851 1.081134168 20.83333333  3.040628702
4 4.238128091 0.170254837 -0.991379658 29.16666667  4.032136868
5 4.26951435 0.221168686 -1.287846735 37.5 4.048345664
6 4.291618697 0.259481829 -1.510940957 45.83333333  4.067873254
7 7.10451648 0.018068982 -0.105214171 54.16666667  4.454034923
8 7.13580705  0.092107097 0.536331911 62.5 4.47691648
9 7.024615485 0.077968212 -0.454002369 70.83333333 4.49347614
10 2.862969769  0.058082058 0.33820696 79.16666667  6.946647273
11 3.003059657  -0.04923634 -0.286699086 87.5  7.086447498
12  3.072626152 -0.03199745 -0.186318471 95.83333333  7.227914147

Sec. C-3.6.1: Ecuacion de la curva corregida para la curva de valores predichos del %
de humedad mediante KF vs. NIR para las muestras de validacién de 20mg
utilizando la regresion (PLSRAb.1SNV):

Y = 0.96(+0.03)x + 0.1(x0.2)
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Figura C-3.7: Curva de valores del % de humedad predichos mediante KF vs. NIR
para las muestras de validacion de 20mg utilizando la regresion (PLSRAb.SNV1)
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Sec. C-3.7: Analisis de la regresion para curva de valores del % de humedad
predichos mediante KF vs. NIR para las muestras de validacion de 20mg utilizando
laregresion (PLSRAb.SNV1)

PLSRADb.SNV1.Pred.20mg

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R 0.990823392
R Square 0.981730994
Adjusted R
Square 0.979904093
Standard Error 0.22409387
Observations 12
ANOVA
Significance
df SS MS F F
Regression 1 26.98593896 26.98593896  537.3751511 5.0467E-10
Residual 10 0.502180626 0.050218063
Total 11  27.48811959
Standard
Coefficients Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95.0%  Upper 95.0%
Intercept 0.010632699  0.211028568 -0.050385119 0.960807696  0.480833648 0.459568249  0.480833648  0.459568249
X Variable 1 0.956460292  0.041259898 23.18135352 5.0467E-10 0.86452751  1.048393074 0.86452751  1.048393074
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RESIDUAL OUTPUT PROBABILITY OUTPUT

Observation Predicted Y Residuals Standard Residuals Percentile Y
1 4.101285742  0.392190398 1.835537758 4.166666667  2.921051827
2 4.151595553  0.325320927 1.52257385 12,5 2.953823317
3 4.16010805 0.293926874 1.375642743 20.83333333  3.040628702
4 4.206018144  -0.13814489 -0.646548622 29.16666667  4.032136868
5 4217113083 0.168767419 -0.789868828 37.5 4.048345664
6 4.22103457  0.188897702 -0.884083002 45.83333333  4.067873254
7 7.158611065 0.072163567 -0.337741446 54.16666667  4.454034923
8  7.169419066 0.05849508 0.273769907 62.5 4.47691648
9 7.057513212 0.110865939 -0.518877101 70.83333333 4.49347614
10 3.05424866  0.133196833 -0.623390622 79.16666667  6.946647273
11 3.10484541  0.151022093 -0.706816778 87.5 7.086447498
12 3.147503539  0.106874836 -0.500197859 95.83333333  7.227914147

Sec. C-3.7.1: Ecuacion de la curva corregida para la curva de valores predichos del %
de humedad mediante KF vs. NIR para las muestras de validacion de 20mg
utilizando la regresion (PLSRAb.SNV1):

Y = 0.96(+0.04)x - 0.0(x0.2)
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Figura C-3.8: Curva de valores del % de humedad predichos mediante KF vs. NIR
para las muestras de validacién de 20mg utilizando la regresién (PLSRADb.1SG)
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Sec. C-3.8: Analisis de la regresion para curva de valores del % de humedad
predichos mediante KF vs. NIR para las muestras de validacién de 20mg utilizando
laregresion (PLSRAb.1SG)

PLSRAD.1SG.Pred.20mg

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R 0.994634488
R Square 0.989297765
Adjusted R
Square 0.988227542
Standard Error 0.171518018
Observations 12
ANOVA
Significance
df SS MS F F
Regression 1 27.19393528 27.19393528 924.384297  3.47071E-11
Residual 10 0.294184306 0.029418431
Total 11 27.48811959
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Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95.0%  Upper 95.0%

Intercept 0.039012667 0.159404508 0.244740048 0.811606517 0.316162709  0.394188043 0.316162709  0.394188043

X Variable 1 0.973333264 0.032013657 30.40368887 3.47071E-11  0.902002392  1.044664137 0.902002392  1.044664137

RESIDUAL OUTPUT PROBABILITY OUTPUT
Observation Predicted Y Residuals Standard Residuals Percentile Y

1 4.254421702 0.239054438 1.461784669 4.166666667  2.921051827

2 4.256271035 0.220645444 1.349216232 125 2.953823317

3 4.260359035 0.193675888 1.184301145 20.83333333  3.040628702

4 4.256368369 -0.188495115 -1.152621434 29.16666667  4.032136868

5 4.266685701 -0.218340037 -1.335118988 37.5 4.048345664

6 4.264252368 -0.2321155 -1.419354027 45.83333333  4.067873254

7 7.16313083 -0.076683332 -0.468907919 54.16666667  4.454034923

8  7.141230831 0.086683315 0.530056428 62.5 4.47691648

9 6.960482844 -0.013835571 -0.084602593 70.83333333 4.49347614

10  2.934095129 -0.013043302 -0.079757978 79.16666667  6.946647273

11  2.951323128 0.002500189 0.01528831 87.5 7.086447498

12 3.040675121 -4.6419E-05 -0.000283846 95.83333333  7.227914147

Sec. C-3.8.1: Ecuacion de la curva corregida para la curva de valores predichos del %
de humedad mediante KF vs. NIR para las muestras de validacion de 20mg
utilizando la regresion (PLSRAb.1SG):

Y = 0.97(+0.03)x + 0.0(x0.2)
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Tabla C-3a: Resumen de los parametros de linealidad obtenida de los andlisis de
varianza para todas las regresiones de valores predichos del % de humedad
mediante KF vs. NIR para las muestras de validacién de 20mg

Regresién R Square Adjusted R Square SSreg. SSres. MSreg. MSres. F Significance F
MLRAb.20mg 0.9526 0.9479 26.1861 1.3020 26.1861 0.1302 201.1 5.98723E-08
PLSRAb.20mgB 0.9728 0.9700 26.7396 0.7485 26.7396 0.0749 357.2 3.72709E-09
MLRAb.3 0.9497 0.9447 26.1061 1.3820 26.1061 0.1382 188.9 8.07559E-08
PLSRAb.2 0.9915 0.9907 27.2555 0.2327 27.2555 0.0233 11715 1.07277E-11
PLSRAb.1 0.9926 0.9919 27.2857 0.2024 27.2857 0.0202 1348.1 5.34243E-12
PLSRAb.1SNV 0.9882 0.9870 27.1637 0.3244 27.1637 0.0324 837.3 5.66344E-11
PLSRAb.SNV1 0.9817 0.9799 26.9859 0.5022 26.9859 0.0502 537.4 5.0467E-10
PLSRAb.1SG 0.9893 0.9882 27.1939 0.2942 27.1939 0.0294 924.4 3.47071E-11

Tabla C-3b: Resumen de todas las ecuaciones de las curvas de valores predichos del

% de humedad mediante KF vs. NIR para las muestras de validacion de 20mg

Regresion Ecuacion de la grafica Ecuacion corregida
MLRAb.20mg y = 1.1506x - 0.4954 y = 0.83(0.06)x + 0.6(+0.3)
PLSRAb.20mgB y =1.2073x - 0.9431 y = 0.81(£0.04)x + 0.9(+0.2)
MLRAb.3 y =1.2016x - 0.5073 y = 0.79(£0.06)x + 0.6(+0.3)
PLSRAb.2 y = 1.0307x - 0.0549 y = 0.96(0.03)x + 0.1(x0.1)
PLSRAb.1 y = 1.0544x - 0.1322 y = 0.94(£0.03)x + 0.2(£0.1)
PLSRAb.1SNV y =1.0327x - 0.1036 y = 0.96(£0.03)x + 0.1(£0.2)
PLSRAb.SNV1 y = 1.0264x +0.0999 y = 0.96(£0.04)x - 0.0(0.2)
PLSRAb.1SG y=1.0164x +0.011 y = 0.97(£0.03)x + 0.0(£0.2)
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Tabla C-4.1: Medidas de exactitud para MLRAb.20mg

Error Absoluto Error Relativo Range=( y/y)*100
Muestra KF MLRAb.20mg EA=|y-vy| ER=(AE/y) x 100 80-120%

E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.49 3.88 -0.62 -13.76 86.24
E.8L955(Std.2)A(20mg) 4.48 4.03 -0.44 -9.90 90.10
E.8L955(Std.3)A(20mg) 4.45 4.09 -0.37 -8.21 91.79
E.8L955(H1)A(20mg) 3.80 3.21 -0.59 -15.52 84.48
E.8L955(W1)A(20mg) 8.69 8.38 -0.31 -3.57 96.43
E.8L017(Std.1)A(2mg) 4.68 412 -0.56 -11.96 88.04
E.8L266(Std.1)A(5mg) 4.53 4.38 -0.16 -3.47 96.53
E.8L251(Std.1)A(15mg) 3.97 3.84 -0.13 -3.23 96.77
E.8L006(Std.1)A(10/30) 419 4.10 -0.10 231 97.69
E.9ComStd.A 4.07 4.44 0.37 9.06 109.06
E.9ComStd.B 4.05 4.46 0.41 10.11 110.11
E.9ComsStd.C 4.03 4.49 0.46 11.39 111.39
E.9Com.WA 7.09 7.89 0.80 11.28 111.28
E.9Com.WB 7.23 7.88 0.65 9.01 109.01
E.9Com.WC 6.95 7.70 0.75 10.84 110.84
E.9Com.DA 2.92 2.99 0.07 241 102.41
E.9Com.DB 2.95 3.18 0.23 7.72 107.72
E.9Com.DC 3.04 3.18 0.14 4.48 104.48

Tabla C-4.2: Medidas de exactitud para PLSRAb.20mgB

Error Absoluto Error Relativo Rango=( y/y)*100
Muestra KF PLSRAb.20mgB EA=|y-vy| ER=(AE/y) x 100 80-120%

E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.49 4.45 -0.04 -0.87 99.13
E.8L955(Std.2)A(20mg) 4.48 4.35 -0.13 -2.83 97.17
E.8L955(Std.3)A(20mg) 4.45 4.43 -0.02 -0.49 99.51
E.8L955(H1)A(20mg) 3.80 3.60 -0.20 -5.20 94.80
E.8L955(W1)A(20mg) 8.69 8.98 0.29 3.38 103.38
E.8L017(Std.1)A(2mg) 4.68 4.56 -0.12 -2.52 97.48
E.8L266(Std.1)A(5mg) 4.53 4.36 -0.18 -3.90 96.10
E.8L251(Std.1)A(15mg) 3.97 4.14 0.17 4.32 104.32
E.8L006(Std.1)A(10/30) 4.19 4.12 -0.07 -1.74 98.26
E.9ComStd.A 4.07 4.44 0.37 9.08 109.08
E.9ComStd.B 4.05 4.40 0.35 8.68 108.68
E.9ComsStd.C 4.03 4.37 0.34 8.33 108.33
E.9Com.WA 7.09 7.56 0.48 6.71 106.71
E.9Com.WB 7.23 7.61 0.38 5.24 105.24
E.9Com.WC 6.95 7.36 0.41 5.94 105.94
E.9Com.DA 2.92 1.97 -0.95 -32.68 67.32
E.9Com.DB 2.95 2.38 -0.58 -19.50 80.50
E.9Com.DC 3.04 2.67 -0.37 -12.03 87.97
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Tabla C-4.3: Medidas de exactitud para MLRADb.3

Error Absoluto Error Relativo Rango=( y/y)*100
Muestra KF MLRAb.3 EA=|y-vy| ER=(AE/y) x 100 80-120%

E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.49 4.07 -0.42 -9.37 90.63
E.8L955(Std.2)A(20mg) 4.48 4.20 -0.28 -6.18 93.82
E.8L955(Std.3)A(20mg) 4.45 4.23 -0.23 -5.07 94.93
E.8L955(H1)A(20mg) 3.8 2.77 -1.03 -27.08 72.92
E.8L955(W1)A(20mg) 8.69 8.64 -0.05 -0.56 99.44
E.8L017(Std.1)A(2mg) 4.68 434 -0.33 7.1 92.89
E.8L266(Std.1)A(5mg) 4.53 4.50 -0.04 -0.83 99.17
E.8L251(Std.1)A(15mg) 3.97 3.83 -0.14 -3.58 96.42
E.8L006(Std.1)A(10/30) 419 421 0.01 0.32 100.32
E.9ComStd.A 4.07 4.52 0.45 11.05 111.05
E.9ComStd.B 4.05 4.54 0.49 12.04 112.04
E.9ComsStd.C 4.03 4.61 0.58 14.26 114.26
E.9Com.WA 7.09 8.30 1.21 17.08 117.08
E.9Com.WB 7.23 8.25 1.02 14.08 114.08
E.9Com.WC 6.95 8.11 1.16 16.67 116.67
E.9Com.DA 2.92 3.13 0.21 7.19 107.19
E.9Com.DB 2.95 3.46 0.50 17.01 117.01
E.9Com.DC 3.04 3.50 0.46 15.22 115.22

Tabla C-4.4: Medidas de exactitud para PLSRAb.2

Error Absoluto Error Relativo Rango=( y/y)*100
Muestra KF PLSRAb.2 EA=|y-vy| ER=(AE/y) x 100 80-120%

E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.49 4.35 -0.15 -3.28 96.72
E.8L955(Std.2)A(20mg) 4.48 4.34 -0.14 -3.06 96.94
E.8L955(Std.3)A(20mg) 4.45 4.34 -0.11 -2.45 97.55
E.8L955(H1)A(20mg) 3.80 3.70 -0.10 -2.58 97.42
E.8L955(W1)A(20mg) 8.69 8.63 -0.06 -0.68 99.32
E.8L017(Std.1)A(2mg) 4.68 4.19 -0.48 -10.36 89.64
E.8L266(Std.1)A(5mg) 4.53 4.18 -0.35 -7.78 92.22
E.8L251(Std.1)A(15mg) 3.97 4.27 0.30 7.54 107.54
E.8L006(Std.1)A(10/30) 4.19 4.24 0.05 1.20 101.20
E.9ComStd.A 4.07 4.30 0.23 5.64 105.64
E.9ComStd.B 4.05 4.30 0.25 6.10 106.10
E.9ComsStd.C 4.03 4.29 0.26 6.48 106.48
E.9Com.WA 7.09 7.35 0.27 3.76 103.76
E.9Com.WB 7.23 7.34 0.11 1.51 101.51
E.9Com.WC 6.95 7.16 0.21 3.07 103.07
E.9Com.DA 2.92 2.98 0.05 1.85 101.85
E.9Com.DB 2.95 2.99 0.03 1.10 101.10
E.9Com.DC 3.04 3.08 0.03 1.14 101.14
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Tabla C-4.5: Medidas de exactitud para PLSRADb.1

Error Absoluto Error Relativo Range=( y/y)*100
Muestra KF PLSRAb.1 EA=|y-vy| ER=(AE/y) x 100 80-120%

E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.49 4.37 -0.12 -2.69 97.31
E.8L955(Std.2)A(20mg) 4.48 4.39 -0.08 -1.83 98.17
E.8L955(Std.3)A(20mg) 4.45 4.40 -0.05 -1.19 98.81
E.8L955(H1)A(20mg) 3.80 3.76 -0.03 -0.85 99.15
E.8L955(W1)A(20mg) 8.69 8.79 0.10 1.16 101.16
E.8L017(Std.1)A(2mg) 4.68 4.18 -0.49 -10.54 89.46
E.8L266(Std.1)A(5mg) 453 4.22 -0.31 -6.88 93.12
E.8L251(Std.1)A(15mg) 3.97 4.33 0.36 9.03 109.03
E.8L006(Std.1)A(10/30) 419 4.26 0.07 1.60 101.60
E.9ComStd.A 4.07 4.30 0.23 5.74 105.74
E.9ComsStd.B 4.05 4.31 0.26 6.53 106.53
E.9ComsStd.C 4.03 4.31 0.27 6.77 106.77
E.9Com.WA 7.09 7.41 0.32 451 104.51
E.9Com.WB 7.23 7.41 0.18 2.51 102.51
E.9Com.WC 6.95 7.30 0.35 5.03 105.03
E.9Com.DA 2.92 2.95 0.03 1.09 101.09
E.9Com.DB 2.95 2.97 0.01 0.47 100.47
E.9Com.DC 3.04 3.08 0.04 1.22 101.22

Tabla C-4.6: Medidas de exactitud para PLSRAb.1SNV

Error Absoluto Error Relativo Range=( yly)*100
Muestra KF PLSRAb.1SNV EA=|y-vy| ER=(AE/y) x 100 80-120%

E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.49 4.25 -0.25 -5.50 94.50
E.8L955(Std.2)A(20mg) 4.48 4.29 -0.19 -4.13 95.87
E.8L955(Std.3)A(20mg) 4.45 4.30 -0.15 -3.47 96.53
E.8L955(H1)A(20mg) 3.80 3.29 -0.51 -13.33 86.67
E.8L955(W1)A(20mg) 8.69 9.10 0.41 4,76 104.76
E.8L017(Std.1)A(2mg) 4.68 4.23 -0.45 -9.62 90.38
E.8L266(Std.1)A(5mg) 4.53 4.29 -0.24 -5.29 94.71
E.8L251(Std.1)A(15mg) 3.97 4.20 0.23 5.75 105.75
E.8L006(Std.1)A(10/30) 4.19 4.25 0.05 1.28 101.28
E.9ComStd.A 4.07 4.27 0.20 4.92 104.92
E.9ComStd.B 4.05 4.30 0.25 6.24 106.24
E.9ComsStd.C 4.03 4.32 0.29 7.24 107.24
E.9Com.WA 7.09 7.26 0.18 2.50 102.50
E.9Com.WB 7.23 7.30 0.07 0.95 100.95
E.9Com.WC 6.95 7.18 0.23 3.36 103.36
E.9Com.DA 2.92 2.83 -0.09 -3.08 96.92
E.9Com.DB 2.95 2.98 0.02 0.80 100.80
E.9Com.DC 3.04 3.05 0.01 0.31 100.31
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Tabla C-4.7: Medidas de exactitud para PLSRAb.SNV1

Error Absoluto Error Relativo Range=( y/y)*100
Muestra KF PLSRAb.SNV1 EA=|y-vy| ER=(AE/y) x 100 80-120%

E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.49 4.30 -0.19 -4.33 95.67
E.8L955(Std.2)A(20mg) 4.48 4.35 -0.13 -2.80 97.20
E.8L955(Std.3)A(20mg) 4.45 4.36 -0.09 -2.10 97.90
E.8L955(H1)A(20mg) 3.80 3.76 -0.04 -1.00 99.00
E.8L955(W1)A(20mg) 8.69 8.85 0.16 1.84 101.84
E.8L017(Std.1)A(2mg) 4.68 4.26 -0.41 -8.84 91.16
E.8L266(Std.1)A(5mg) 4.53 4.26 -0.28 -6.10 93.90
E.8L251(Std.1)A(15mg) 3.97 4.23 0.25 6.34 106.34
E.8L006(Std.1)A(10/30) 419 4.26 0.07 1.56 101.56
E.9ComStd.A 4.07 441 0.34 8.38 108.38
E.9ComStd.B 4.05 4.42 0.37 9.19 109.19
E.9ComsStd.C 4.03 4.42 0.39 9.73 109.73
E.9Com.WA 7.09 7.50 0.41 5.77 105.77
E.9Com.WB 7.23 7.51 0.28 3.86 103.86
E.9Com.WC 6.95 7.39 0.44 6.38 106.38
E.9Com.DA 2.92 3.20 0.28 9.70 109.70
E.9Com.DB 2.95 3.26 0.30 10.27 110.27
E.9Com.DC 3.04 3.30 0.26 8.59 108.59

Tabla C-4.8: Medidas de exactitud para PLSRADb.1SG

Error Absoluto Error Relativo Range=(X/y)*100
Muestra KF PLSRAb.1SG EA=|y-vy| ER=(AE/y) x 100 80-120%

E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.49 4.33 -0.16 -3.62 96.38
E.8L955(Std.2)A(20mg) 4.48 4.33 -0.14 -3.22 96.78
E.8L955(Std.3)A(20mg) 4.45 4.34 -0.12 -2.63 97.37
E.8L955(H1)A(20mg) 3.80 3.70 -0.10 -2.61 97.39
E.8L955(W1)A(20mg) 8.69 8.59 -0.10 -1.18 98.82
E.8L017(Std.1)A(2mg) 4.68 4.22 -0.45 -9.69 90.31
E.8L266(Std.1)A(5mg) 4.53 4.23 -0.31 -6.73 93.27
E.8L251(Std.1)A(15mg) 3.97 4.24 0.27 6.81 106.81
E.8L006(Std.1)A(10/30) 4.19 4.27 0.08 1.80 101.80
E.9ComsStd.A 4.07 4.33 0.27 6.52 106.52
E.9ComStd.B 4.05 4.34 0.30 7.29 107.29
E.9ComsStd.C 4.03 4.34 0.31 7.66 107.66
E.9Com.WA 7.09 7.32 0.23 3.29 103.29
E.9Com.WB 7.23 7.30 0.07 0.95 100.95
E.9Com.WC 6.95 7.11 0.16 2.37 102.37
E.9Com.DA 2.92 2.97 0.05 1.83 101.83
E.9Com.DB 2.95 2.99 0.04 1.30 101.30
E.9Com.DC 3.04 3.08 0.04 1.42 101.42
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Tabla C-4.9: Valores de evaluacién quimiométricos para cada uno de los métodos
obtenidos de los valores predichos para las muestras de validacion.

MLRAb.20mg PLSRAb.20mgB MLRAb.3 PLSRADb.2 PLSRAb.1 PLSRAb.1SNV PLSRAb.SNV1 PLSRAb.1SG
Regiones 760-772 948-990 948-990 948-990 948-990 948-990
1408-1466 1324-1448 1324-1448 1324-1448 1324-1448 1324-1448
1910-1954 1850-1950 1850-1950 1850-1950 1850-1950 1850-1950
Longitud de onda 1876.5 1883.5
2da 2da 1ra
Pre-tratamientos 2da Derivada 2da Derivada Derivada Derivada Derivada 1ra Derivada SNV 1ra Derivada
SNV 1ra Derivada SG
Factores 4 5 4 5 3 5
SEC 0.11 0.09 0.12 0.09 0.09 0.09 0.10 0.09
SECV 0.10 0.10 0.10 0.10 0.11 0.09
R Squared 0.9841 0.9925 0.9873 0.9931 0.9936 0.9938 0.9910 0.9941
F-Value 1946.1 965.1 2102.2 807.9 1133.9 892.9 1096.0 764.6
PRESS 0.3289 0.3184 0.3229 0.3622 0.4056 0.2801
%RSEC (20mg) 2.1 15 3.4 1.7 1.7 1.6 1.9 1.8

Validacion con muestras extern

0
17

Bias = prom(E) 20mg 0.11 0.02 0.29 0.06 0.11 0.03 0.20 0.06
Bias = prom(E) Todas 0.03 0.01 0.20 0.02 0.06 0.00 0.13 0.02
PRESS (20mg) 3.38 2.43 6.49 0.38 0.49 0.84 118 0.43
PRESS (Todas) 3.74 2551 6.62 0.83 0.97 1.15 1.49 0.80
Var. de Pred. (S"2)20mg 0.25 0.19 0.41 0.02 0.03 0.06 0.05 0.03
Var. de Pred. (S"2)Todas 0.21 0.15 0.34 0.05 0.05 0.07 0.07 0.05
SEP = (S"2)"% 20mg 0.50 0.43 0.64 0.16 0.16 0.25 0.22 0.17
SEP = (S"2)"% Todas 0.46 0.38 0.58 0.22 0.23 0.26 0.26 0.21
MSEP=PRESS/n 20mg 0.24 0.17 0.46 0.03 0.04 0.06 0.08 0.03
MSEP=PRESS/n Todas 0.21 0.14 0.37 0.05 0.05 0.06 0.08 0.04
RMSEP=( MSEP)¥:20mg 0.49 0.42 0.68 0.16 0.19 0.24 0.29 0.17
RMSEP=( MSEP)¥%Todas 0.46 0.37 0.61 0.22 0.23 0.25 0.29 0.21
%RSEP (20mg) 101 9.0 13.8 36 41 38 6.3 38
%RSEP (Todas) 9.1 75 121 4.3 4.6 5.0 5.7 4.2

Tabla C-5.1: Medidas de precision para el método KF

KF
Muestra (20mg) pot. 1@ Lectura | 2" Lectura | 3 Lectura | Promedio Stdev %RSD Pooled Stdev (Sp)
E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.493 4.477 4.454 4.47 0.02 0.4 0.08
E.9ComStd.A 4.068 4.048 4.032 4.05 0.02 0.4
E.9Com.WA 7.086 7.228 6.947 7.10 0.10 2.0
E.9Com.DA 2.921 2.954 3.041 2.97 0.06 2.1
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Tabla C-5.2: Medidas de precision para el método MLRADb.20mg

MLRAb.20mg
Muestra (20mg) pot. 1" Lectura 2% Lectura 3% Lectura | Promedio Stdev %RSD Pooled Stdev (Sp)
E.8L955(Std.1)A(20mg) 3.875 4.034 4.088 4.0 0.1 2.8 0.09
E.9ComStd.A 4.436 4.458 4.491 4.46 0.03 0.6
E.9Com.WA 7.886 7.879 7.700 7.8 0.1 1.3
E.9Com.DA 2.991 3.182 3.177 3.1 0.1 3.5

Tabla C-5.3: Medidas de precision para el método PLSRAb.20mgB

PLSRAb.20mgB

Muestra (20mg) pot. 1" Lectura 2% Lectura 3" Lectura | Promedio | Stdev | %RSD Pooled Stdev (Sp)
E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.455 4.350 4.432 4.41 0.05 1.2 0.2
E.9ComStd.A 4.437 4.400 4.368 4.40 0.03 0.8
E.9Com.WA 7.562 7.607 7.359 7.5 0.1 1.8
E.9Com.DA 1.966 2.378 2.675 2.3 0.4 15.2
Tabla C-5.4: Medidas de precision para el método MLRADb.3
MLRAb.3
Muestra (20mg) pot. 1® Lectura | 2" Lectura | 3™ Lectura | Promedio Stdev %RSD Pooled Stdev (Sp)
E.8L955(Std.1)A(20mg) 4,072 4,200 4,228 417 0.08 2.0 0.1
E.9ComStd.A 4517 4.536 4.607 4.55 0.05 1.0
E.9Com.WA 8.297 8.245 8.105 8.2 0.1 12
E.9Com.DA 3.131 3.456 3.504 3.4 0.2 6.0
Tabla C-5.5: Medidas de precision para el método PLSRAb.2
PLSRAb.2
Muestra (20mg) pot. 1@ Lectura | 2" Lectura | 3™ Lectura | Promedio Stdev %RSD Pooled Stdev (Sp)
E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.346 4,340 4,345 4.344 0.003 0.08 0.06
E.9ComStd.A 4.297 4.295 4.294 4.295 0.002 0.04
E.9Com.WA 7.353 7.337 7.160 7.3 0.1 1.47
E.9Com.DA 2.975 2.986 3.075 3.01 0.05 1.82
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Tabla C-5.6: Medidas de precision para el método PLSRAb.1

PLSRAb.1
Muestra (20mg) pot. 1® Lectura | 2" Lectura | 3™ Lectura | Promedio Stdev %RSD Pooled Stdev (Sp)
E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.373 4.395 4.401 4.39 0.02 0.3 0.05
E.9ComStd.A 4.301 4.313 4.305 4.306 0.006 0.1
E.9Com.WA 7.406 7.409 7.296 7.37 0.06 0.9
E.9Com.DA 2.953 2.968 3.078 3.00 0.07 2.3

Tabla C-5.7: Medidas de precision para el método PLSRAb.1SNV

PLSRAb.1SNV

Muestra (20mg) pot. 1" Lectura 2% Lectura 3" Lectura | Promedio Stdev %RSD Pooled Stdev (Sp)
E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.246 4292 4.300 4.28 0.03 0.7 0.07
E.9ComStd.A 4.268 4.301 4.324 4.30 0.03 0.7
E.9Com.WA 7.264 7.296 7.180 7.25 0.06 0.8
E.9Com.DA 2.831 2.977 3.050 3.0 0.1 3.8

Tabla C-5.8: Medidas de precision para el método PLSRAb.SNV1

PLSRAb.SNV1

Muestra (20mg) pot. 1" Lectura 2% Lectura 3™ Lectura | Promedio Stdev %RSD Pooled Stdev (Sp)
E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.299 4.352 4.361 4.34 0.03 058 0.04
E.9ComStd.A 4.409 4.420 4.424 4.418 0.008 0.2
E.9Com.WA 7.496 7.507 7.390 7.46 0.06 0.9
E.9Com.DA 3.204 3.257 3.302 3.25 0.05 1.5

Tabla C-5.9: Medidas de precision para el método PLSRAb.1SG

PLSRAb.1SG
Muestra (20mg) pot. 1" Lectura 2% Lectura 3" Lectura | Promedio Stdev %RSD Pooled Stdev (Sp)
E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.331 4,333 4,337 4.334 0.003 0.1 0.06
E.9ComStd.A 4.333 4.344 4.341 4.339 0.006 0.1
E.9Com.WA 7.319 7.297 7.111 7.2 0.1 1.6
E.9Com.DA 2.974 2.992 3.084 3.02 0.06 1.9
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Tabla C-5.10: Reporte de valores del % de humedad para las muestras de 20mg

Muestra (20mg) pot. KF MLRAb.20mg PLSRAb.20mgB MLRAb.3 PLSRAb.2
E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.49(10.02) 3.9(x0.1) 4.46(+0.06) 4.07(+0.08) 4.346(+0.003)
E.8L955(Std.2)A(20mg) 4.48(10.02) 4.0(£0.1) 4.35(+0.06) 4.20(+0.08) 4.340(+0.003)
E.8L955(Std.3)A(20mg) 4.45(10.02) 4.1(£0.1) 4.43(+0.06) 4.23(+0.08) 4.345(+0.003)

E.9ComsStd.A 4.07(+0.02) 4.44(10.03) 4.44(1+0.03) 4.52(+0.05) 4.297(+0.002)
E.9ComsStd.B 4.05(+0.02) 4.46(10.03) 4.40(+0.03) 4.54(+0.05) 4.295(+0.002)
E.9ComsStd.C 4.03(+0.02) 4.49(+0.03) 4.37(+0.03) 4.61(+0.05) 4.294(+0.002)
E.9Com.WA 7.1(x0.1) 7.9(x0.1) 7.6(x0.1) 8.3(x0.1) 7.4(£0.1)
E.9Com.WB 7.2(x0.1) 7.9(x0.1) 7.6(x0.1) 8.2(x0.1) 7.3(x0.1)
E.9Com.WC 7.0(x0.1) 7.7(x0.1) 7.4(x0.1) 8.1(x0.1) 7.2(x0.1)
E.9Com.DA 2.92(+0.06) 3.0(x0.1) 2.0(+0.4) 3.1(0.2) 2.98(+0.06)
E.9Com.DB 2.95(+0.06) 3.2(x0.1) 2.4(x0.4) 3.5(+0.2) 2.99(+0.06)
E.9Com.DC 3.04(+0.06) 3.2(x0.1) 2.7(x0.4) 3.5(+0.2) 3.08(+0.06)
Muestra (20mg) pot. PLSRAb.1 PLSRAb.1SNV PLSRAb.SNV1 PLSRAb.1SG

E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.37(+0.02) 4.25(+0.03) 4.30(+0.03) 4.331(+0.003)

E.8L955(Std.2)A(20mg) 4.40(+0.02) 4.30(+0.03) 4.35(+0.03) 4.333(+0.003)

E.8L955(Std.3)A(20mg) 4.40(+0.02) 4.30(+0.03) 4.36(+0.03) 4.337(+0.003)

E.9ComStd.A 4.301(+0.006) 4.27(+0.03) 4.409(+0.008) 4.333(+0.006)
E.9ComsStd.B 4.313(+0.006) 4.30(+0.03) 4.420(+0.008) 4.344(+0.006)
E.9ComsStd.C 4.305(+0.006) 4.32(+0.03) 4.424(+0.008) 4.341(+0.006)
E.9Com.WA 7.41(£0.07) 7.26(+0.06) 7.50(+0.07) 7.3(0.1)
E.9Com.WB 7.41(£0.07) 7.30(£0.06) 7.51(£0.07) 7.3(x0.1)
E.9Com.WC 7.30(£0.07) 7.18(+0.06) 7.39(+0.07) 7.1(0.1)
E.9Com.DA 2.95(£0.07) 2.8(£0.1) 3.20(£0.05) 2.97(%0.06)
E.9Com.DB 2.97(£0.07) 2.9(£0.1) 3.26(+0.05) 2.99(£0.06)
E.9Com.DC 3.08(+0.07) 3.0(£0.1) 3.30(+0.05) 3.08(£0.06)
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Tabla C-5.11: Reporte de valores promedio del % de humedad para las muestras de

20mg

Muestra (20mg) pot. KF MLRAb.20mg PLSRAb.20mgB MLRAb.3 PLSRAb.2
E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.47(+0.02) 4.0(+0.1) 4.41(+0.05) 4.17(0.08) 4.344(+0.003)
E.9ComStd.A 4.05(+0.02) 4.46(+0.03) 4.40(+0.03) 4.55(+0.05) 4.295(+0.002)
E.9Com.WA 7.1(x0.1) 7.8(x0.1) 7.5(+0.1) 8.2(+0.1) 7.3(+0.1)
E.9Com.DA 3.0(+0.1) 3.1(+0.1) 2.3(+0.4) 3.4(+0.2) 3.0(+0.1)
Muestra (20mg) pot. PLSRAb.1 PLSRAb.1SNV PLSRAb.SNV1 PLSRAb.1SG
E.8L955(Std.1)A(20mg) 4.39(+0.02) 4.28(+0.03) 4.34(+0.03) 4.334(+0.003)
E.9ComStd.A 4.31(+0.01) 4.30(+0.03) 4.418(+0.008) 4.339(+0.006)
E.9Com.WA 7.37(+0.06) 7.25(+0.06) 7.46(+0.06) 7.2(+0.1)
E.9Com.DA 3.0(x0.1) 3.0(x0.1) 3.25(+0.05) 3.02(+0.06)
Tabla C-6: Medida de la precision instrumental
Muestra MLRAb.20mg PLSRAb.20mgB MLRAb.3 PLSRAb.2 PLSRAb.1 PLSRAb.1SNV PLSRAb.SNV1 PLSRAb.1SG
E.9ComsStd.Al 4.49 4.37 4.63 4.27 4.25 4.28 4.39 4.31
E.9ComStd.A2 4.59 4.55 4.65 4.29 4.26 4.25 4.40 4.33
E.9ComStd.A3 4.63 4.65 4.66 4.30 4.27 4.24 4.41 4.34
E.9ComStd.A4 4.64 4.66 4.67 4.30 4.27 4.24 4.42 4.34
E.9ComStd.A5 4.68 4.66 4.67 4.30 4.27 4.23 4.42 4.34
E.9ComStd.A6 4.68 4.71 4.68 4.31 4.27 4.23 4.42 4.34
E.9ComStd.A7 4.67 4.71 4.68 4.31 4.27 4.23 4.42 4.34
E.9ComStd.A8 4.69 4.75 4.69 4.31 4.27 4.23 4.42 4.35
E.9ComStd.A9 4.69 4.74 4.68 4.31 4.27 4.23 4.42 4.34
E.9ComsStd.A10 4.71 4.76 4.69 4.32 4.28 4.23 4.43 4.35
E.9ComStd.A10* 3.98 4.59 4.19 4.33 4.25 4.10 4.30 4.34
Average 4.6 4.6 4.6 4.31 4.27 4.23 4.41 4.34
St.Dev 0.2 0.1 0.1 0.02 0.01 0.04 0.04 0.01
RSD 4.58 2.44 3.16 0.37 0.23 1.05 0.86 0.23

* muestra sin compactar
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