Application Note 410000053-A

Analisis cuantitativo de un polimero
soluble en agua mediante el
espectrometro i-Raman EX

La espectroscopia vibratoria es una herramienta
poderosa y bien establecida para la caracterizacion de
polimeros.[1,2] La espectroscopia infrarroja y Raman
son técnicas complementarias que proporcionan una
huella digital molecular y son capaces de realizar
analisis tanto cualitativos como cuantitativos.[3] En
general, la espectroscopia infrarroja proporciona una
excelente seleccién de grupos funcionales asociados
con la composicion polimérica, lo que la hace
ampliamente utilizada en la identificacion vy
caracterizacion estructural de polimeros. La
espectroscopia Raman también proporciona acceso a
una seleccién de grupos funcionales que permite la
determinacién de la estructura y la composicién
qguimica. Por lo general, la espectroscopia Raman
sondea grupos quimicos no polares, como multiples

vibraciones de columna CC y bandas aromaticas
caracteristicas fuertes. Estas bandas Raman
caracteristicas proporcionan informacion detallada
sobre la conformacién de la cadena, asi como una
facil discriminacion de los sistemas poliméricos de
base aromatica.[3]

Se requiere un analisis cuantitativo simple y sélido
para determinar el grado de funcionalizacién del
poliestireno para crear un polimero soluble en agua.
La nueva generacién de instrumentacion Raman
proporciona un sistema de alto rendimiento pequeno,
rentable y facil de usar. Las fuertes bandas Raman
caracteristicas del grupo aromatico junto con la senal
insignificante del agua permiten la medicién simple
del polimero acuoso final para determinar el alcance
de la reaccion.

Evaluacion inicial de la espectroscopia Raman para cuantificar la reaccion de funcionalizaciéon de

polimeros

Los espectros Raman del polimero de partida inicial y
el polimero completamente funcionalizado muestran
fuertes bandas aromaticas caracteristicas para los
polimeros inicial y completamente funcionalizado (ver
Figura 1). Las caracteristicas espectrales mas fuertes
para los polimeros iniciales y completamente
funcionalizados se observan como bandas aisladas a
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1002 y 1132 cm !, respectivamente. Estas
caracteristicas espectrales Unicas demuestran que la
espectroscopia Raman es muy adecuada para el
analisis deseado y admitird un método de relacién de
banda univariado cldsico simple o un método
cuantitativo basado en PLS (Minimos cuadrados
parciales).
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Figure 1. Los espectros FT-Raman de los dos componentes poliméricos puros: material de partida poliestireno (traza verde) y el polimero

completamente funcionalizado (traza azul) medidos a una resolucion de 4 cm-1 con una excitacion de 1064 nm

Entregables de analisis

Se necesitan métodos de analisis quimiométricos bien
disenados que sean apropiados para un laboratorio
de control de calidad (QC) de la planta para
determinar el alcance de la funcionalizacion final del
polimero. Esto requiere un sistema basado en
expertos en el que la interfaz para el analista de
control de calidad sea un flujo de trabajo simple de
pulsar un boton.

La reaccién de funcionalizacion del poliestireno
incluye tanto una fase organica como una acuosa en
la que el polimero soluble en agua deseado esta
presente en la fase acuosa. El andlisis debe incluir un
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modelo cualitativo preliminar (clasificacion) para
confirmar que se ha muestreado la fase correcta para
el analisis final. El analisis cuantitativo subsiguiente
para el polimero funcionalizado acuoso utilizard un
analisis de minimos cuadrados parciales para una sola
variable (PLS1) para determinar el porcentaje de
polimero funcionalizado con exactitud y precision
bien definidas. Esta estrategia garantiza que el analisis
proporcione un sistema simple y facil de usar
apropiado para el entorno de laboratorio analitico de

plantas multiusuario.
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EXPERIMENTAL
Instrumentacion

Los espectros Raman se miden utilizando una
excitacion de 1064 nm a aprox. 495 mW, geometria
de retrodispersion de 180° y un rango espectral de
250 a 2500 cm! con una resolucién de 9,5 cm™ a
1296 nm. Los componentes del instrumento inclufan
un espectrometro B&W Tek i-Raman EX con una
matriz de detectores InGaAs de 512 elementos
enfriados termoeléctricamente. Se conecta una fibra
Optica a un compartimento de muestra de cubeta/vial

cerrado (NR-LVH, B&W Tek). Las muestras acuosas de

Software

Se utilizd un paquete de software de anélisis
multivariable, BWIQ version 3.0.6 (B&W Tek) para
desarrollar los métodos de analisis cuantitativo y de

Analisis de los datos

Se utiliza un modelo de clasificacion para garantizar
gue la muestra consista en la capa acuosa que
contiene el polimero en lugar de la capa organica
alifatica. El analisis utilizado para desarrollar el modelo
de clasificacion PCA-MD incluyd: particion de
muestras (algoritmo Kennard-Stone),
preprocesamiento espectral (centrado de la media,

polimero (aprox. 10-20 por ciento en peso de solidos)
se transfieren a viales con tapdn de rosca de
borosilicato (altura 4,5 cm, didmetro exterior 1,5 cm,
didmetro interior 1,17 cm) para las mediciones Raman.
La adquisicion de datos se realiza utilizando BWSpec
v4.04 e incluye una sustraccion oscura. Las soluciones
son medido utilizando un tiempo de exposicién de
500 msy 264 acumulaciones para un tiempo total de
medicion de cinco minutos.

discriminacién cualitativa. El software incluia
herramientas estandar de reconocimiento de
patrones, clasificacion y quimiometria cuantitativa.[4]

normalizacion del valor maximo), seleccion de
variables (rango espectral) y clasificacion (Analisis de
componentes principales-Distancia de Mahalanobis).
Los pardmetros seleccionados para el modelo de
clasificacion PCA-MD quimiométrica final para los
espectros Raman medidos se muestran a
continuacion (ver tabla 1):

Tabla 1. Pardametros del modelo de clasificacion PCA-MD para los espectros Raman medidos.

Parédmetro

Componente

Pretratamiento de datos

Centrar

Normalizacion

Normalizacion del valor maximo

Regresion PCA_MD
Componentes principales 3
numero de onda 650 - 1700cm’”
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Una vez que se confirma que los espectros Raman
medidos coinciden con los del polimero soluble en
agua, se utiliza un modelo de minimos cuadrados
parciales. empleado para determinar el grado de
funcionalizacién del polimero. Se seleccionaron
sesenta polimeros solubles en agua diferentes con
diversos grados de funcionalizacién de poliestireno.

Los sistemas variaron en el grado de funcionalizacién
de 65-98% segun lo determinado por
"Espectroscopfa de RMN H. Los pardmetros
seleccionados para el modelo de cuantificacién
quimiométrica PLS1% final para los espectros Raman
medidos del polimero soluble en agua funcionalizado
se muestran a continuacion (ver Tabla 2).

Tabla 2. Parametros para el modelo cuantitativo PLS1 para el % de polimero funcionalizado basado en espectros Raman.

Pardmetro Componente

Pretratamiento de datos Auto escala

Derivada espectral

Orden de la segunda derivada de Savitzky-Golay = 3, tamano de la ventana =5

Regresion PLST

Componentes principales 6

Regién de nimerodeonda  995-1200cm’

Los métodos desarrollados se guardaron en lenguaje
de marcado de modelado quimiométrico (CMML)

RESULTADOS Y DISCUSION

para transferirlos facilmente al sitio de fabricacion.

Evaluacidn inicial de los datos Raman del polimero funcionalizado

Los espectros Raman medidos con el espectrémetro i-
Raman EX del polimero de baja, media y alta
funcionalidad exhiben una excelente especificidad en
el rango de 900-1300 cm ™" regidn (ver Figura 2). Una
caracteristica adicional observada a 981 cm™' deriva
de una especie inorganica. Un pretratamiento
espectral de segunda derivada proporciona una linea
de base bien definida y una resolucion de los picos
aromaticos deseados para el polimero inicial y
funcionalizado.

Se utiliza un analisis de relacion de altura de pico
simple para evaluar la calidad de los datos Raman
para determinar la funcionalizacion del polimero.
Doce muestras que variaron en el grado de
funcionalizacion del polimero segun lo determinado
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por 'Se seleccionaron espectroscopia H RMN. A
continuacion, las intensidades de la altura del pico de
un solo punto de los espectros de la sequnda derivada
a 1126y 1005 cm’' estan determinadas. El anélisis de
la altura maxima de los dos componentes (i = inicial, F
= final) utilizd la proporcién de estas dos bandas
Unicas para la banda componente F dividido por la
suma de las dos bandas componentes (i + F). El rango
esperado de esta relacién serda de 0 a 1, donde 1
corresponde a un polimero 100% funcionalizado.
Este simple andlisis de relacion de bandas univariado
resultd en una muy buena linealidad (ver Figura 2)
confirmando la idoneidad de los datos espectrales
Raman para desarrollar un modelo PLS1 cuantitativo

robusto.
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Figure 2. La superposicién espectral de la izquierda muestra los espectros Raman y sus espectros de segunda derivada de tres polimeros

diferentes representativos de sistemas con baja, media y alta funcionalidad. La caracteristica espectral en 981 cm-1 (estrella roja) se deriva de

cantidades variables de una especie inorgénica. Las bandas altamente diagndsticas en 1002y 1132 cm-1 de las especies de polimeros de

partida y funcionalizadas se identifican con una estrella verde. A la derecha se muestra el grafico de correlacion para la relacién de altura de
pico simple usando las dos bandas de diagnostico frente a la extension determinada por RMN de 1H de polfmero funcionalizado.

Seleccion estandar

Un conjunto de calibracion bien disenado incluye la
posible variacién esperada de muestras futuras. Esto
incluye los rangos de concentraciéon de los
constituyentes, asf como la variabilidad ambiental e
inducida por el proceso. Para la clasificacion PCA-MD
de las muestras de la fase organica y acuosa, se
incluyeron multiples muestras de produccién de las

fases organica y acuosa. Para el andlisis cuantitativo
final de PLS1, se incluyeron mas de setenta muestras
del diseno de experimentos de laboratorio de
investigacion inicial, lotes de plantas piloto y lotes de
produccién que se caracterizaron completamente por
el "Espectroscopia de RMN H.

PCA-MD Analisis de discriminacion de fases orgdnicas y acuosas

El analisis de componentes principales (PCA) es un
método quimiométrico en el que los datos
espectrales originales se transforman en un nuevo
sistema de coordenadas, que condensa la
informacién encontrada en las variables
intercorrelacionadas originales en unas pocas
variables no correlacionadas, llamadas componentes
principales. El PCA se puede utilizar para reducir la
dimensionalidad poniendo a cero uno o mas de los
componentes principales mas pequenos. Esto da
como resultado una proyeccién de menor dimension
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de los datos que preserva la varianza maxima de los
datos.

Este analisis multivariante revela la estructura interna
de los datos de una manera que permite una
explicacion simple de la varianza de los datos. Como
tal, es una herramienta util para la visualizacién de
conjuntos de datos. En cualquier rotacion de
componentes principales, el primer componente
representa la proporcion maxima de la varianza y los
componentes subsiguientes representan la varianza
restante.
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PCA claramente permite agrupar o agrupar los
espectros Raman en diferentes clases. La gréfica de
razon acumulada explicada cuantifica cuanta varianza
se explica en los primeros N componentes. En esta
aplicacion, tres (N) variables explican el 98% de la
varianza. Grupo los métodos de analisis agregan los
espectros Raman paso a paso, en funcion de la
similitud de sus caracteristicas espectrales (variables).
Una simple medicion de la distancia del espectro
individual en relaciéon con los diversos grupos
proporciona el reconocimiento del patrén. Una
métrica de distancia estandar incluye la distancia de
Mahalanobis. Aqui, la distancia de Mahalanobis es

una herramienta estadistica que esta acoplada a PCA
y puede considerarse como la distancia de un punto
desde el centro de un grupo de componentes
principales. Cuanto menor sea la distancia de
Mahalanobis, mayor serd la probabilidad de que el
punto pertenezca al clUster.

Se desarrollé con éxito un modelo de clasificacion
PCA-MD simple utilizando 37 espectros Raman de
calibraciéon y 34 de validacion. El modelo fue 100%
preciso en la clasificacion de los espectros Raman del
conjunto de entrenamiento para las fases organicay

acuosa.

Determinacién cuantitativa basada en PLS1 del % de polimero funcionalizado

La regresién PLS es una de las técnicas multivariadas
mas populares actualmente usadas en métodos
espectroscépicos vibracionales para analisis
cuantitativos. Se utiliza para desarrollar un modelo
lineal entre dos matrices, los datos espectrales Raman
y los valores de referencia. El modelo PLS encuentra la
relacién empirica entre las dos matrices (X e Y) y
permite la prediccién de una propiedad continua,
como el % de funcionalizacion del polimero, a partir
del conjunto de entrenamiento. En el caso de los
espectros Raman de los patrones, la variacion en los
1002 cm™" y el 1127cm™' Las caracteristicas
espectrales estdn altamente correlacionadas con el %
de funcionalizacién del polimero.

El modelo cuantitativo desarrollado para el % de
polimero funcionalizado emplea un algoritmo basado
en PLST (minimos cuadrados parciales para una sola
variable). El espectro Raman utiliza el 995-1200 cm’’
region espectral que incluye bandas de diagnostico
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tanto del polimero inicial como del reaccionado. El
pretratamiento de datos incluyd una segunda
derivada. El rendimiento general del modelo
cuantitativo final se resume en el grafico de lo previsto
(PLS) frente a lo conocido ('"H NMR) % de polimero
funcionalizado (ver figura 3). Se utilizaron 29
estandares de calibracion (simbolos azules) y 31 de
validacion (simbolos rojos). Se observd una excelente
linealidad con un R? de 0,95 para los patrones de
calibracion y de 0,87 para los patrones de validacion.
El RMSE (error cuadratico medio) se basa en los
residuos de los datos de calibracion y proporciona una
medida simple de los valores predichos. Esto se
calculo para los estandares de calibracion (RMSEQ) y
validacion (RMSEP), con un RMSEC de 1,22 y un
RMSEP de 1,43. El RME inferior a dos (<2) demuestra
que el modelo muestra un buen rendimiento
predictivo.
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Figure 3. Gréafico del % de polimero funcionalizado predicho (PLS) frente al medido (RMN 1H). Los simbolos azules representan la calibracion

y los rojos los estandares de validacion.

Exactitud y precision del modelo Raman cuantitativo PLS1

El modelo final desarrollado proporciona una buena
linealidad entre el predicho (PLS) v el ensayado ('H
NMR) para los estandares de calibracion y validacion.
Tabla 3 resume el rendimiento de precision vy
exactitud del modelo cuantitativo PLS Raman. Esto
incluye el RMSEP de los estandares de validacién (ver

Figura 4) una medicion estandar de precision de lotey
de un solo dia y, finalmente, el RMSE promedio
calculado para 16 lotes fabricados posteriormente
(ver Figura 4). La precisién observada del 0,49 % v el
RMSE de 1,31 a 1,43 demuestran el buen rendimiento
estadfistico de este método Raman cuantitativo.

Tabla 3. Medidas estadisticas de mérito seleccionadas (precision, exactitud) para el PLS1T modelo cuantitativo Raman para determinar % de

funcionalizacion del polimero.

Meérito estadistico Valor Comentarios

RMSEP 143%  Precision: figura 3 modelo PLS'

Precision 0,49% Raman de precision de un solo dia y un solo lote
(Previsto - Ensayo) Promedio. RMSE 1,31% Precisién: Figura 4 para 16 lotes adicionales'
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Figure 4. Validacion externa de lotes de segunda campafia de fabricacion. % predicho Raman de polimero funcionalizado frente al valor

determinado por RMN.

CONCLUSION

Los espectros Raman de alta calidad de un polimero
soluble en agua de base acuosa (10-20 % de sélidos)
se miden rdpida y facilmente con el espectrometro i-
Raman EX. El espectro Raman proporciona bandas
fuertes y Unicas tanto para el polimero inicial como
para el polimero de reaccion completa. Esto permite
el desarrollo de un andlisis cuantitativo simple y sélido
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Adaptador para soporte de frascos

Adaptador para soporte de frascos para el uso con la
sonda Raman BAC100/BAC102 para uso en
laboratorio con un diametro de eje de 9,5 mm.
Compatible con frascos con un didmetro de 15 mm.
Paquete de 6 frascos de vidrio borosilicato (15 mm).
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