84l TURUN
%t YLIOPISTO

NIRS analyysimenetelman siirto laaketeollisuudessa

Laskennalliset menetelmat lahi-infrapuna spektrometrien

spektrien standardoimiseksi

Materiaalitekniikka/Terveysteknologian materiaalit

pro gradu -tutkielma

Laatija:

Severi Anttila

Ohjaajat:
FM Mika Myrskyranta
TkT Emilia Peltola

24.04.2023
Turku

Turun yliopiston laatujirjestelmén mukaisesti tdmén julkaisun alkuperiisyys on tarkastettu

Turnitin OriginalityCheck -jérjestelmalla.



Diplomityo

Oppiaine: Materiaalitekniikka

Tekiji: Severi Anttila

Otsikko: NIRS analyysimenetelmin siirto l4déketeollisuudessa
Ohjaajat: TkT Emilia Peltola, FM Mika Myrskyranta
Sivuméiira: 45 sivua

Piivimairi: 24.04.2023

Tiivistelméa

Ladketeollisuudessa liuottimen kayttd on erittdin runsasta ja niiden kéytt6d halutaan véhentéa.
Liuotinvapaiden laadunvalvontamenetelmien avulla liuottimien kayttdd pystytdén vahentdmadn. Lahi-
infrapuna (NIR) spektroskopia on yksi téllaisista liuotinvapaista analyysimenetelmisté. NIR spektrin
koostuessa ominais-, yli-, ja kerrannaisvarahtelyista, analyysimallit perustuvat
monimuuttujamallinnukseen.

Jokaisen vérdhtelyn suhde toisiinsa ja vardhtelyjen intensiteetti vaikuttavat merkittdvésti mallin
tulokseen. Tunnistusmallin toiminta perustuu sidosten absorptioon tietylld aallonpituudella. Jokainen
molekyylin sidos absorboi séteilya tietylld aallonpituudella, ndin jokaisella molekyylill4 on
omanlaisensa absorptiospektri. Pitoisuusmalli perustuu tunnistusmallissa hyddynnettivien
absorptiospektrin intensiteetin analysointiin.

Monimuuttajamalliin perustuvaa analyysimallia siirrettiessa laitteelta toiselle, haasteena on
laitteistojen erilaiset optiset polut. Laitteita ei pystytd valmistamaan tiysin identtisiksi, eikd ndin ollen
laitteista johtuvaa eroa voida jéattda huomioimatta. Téstd johtuen raakaspektrit eivit tdysin vastaa
toisiaan.

Tyon tavoitteena oli esitelld matemaattisia malleja, joiden avulla eri laitteiden spektrit saadaan
vastaamaan toisiaan, ja ndin mahdollistetaan jo kehitettyjen analyysimallien siirtdminen laitteiden
vélilla. Liséksi suoritin menetelmén siirron ja validoin menetelmén kayttoon.

Ty06ssd menetelma siirto PDS menetelmad hyodyntéden ei onnistunut. Siirto toteutettiin perinteiselld
menetelmalli ja laitteiden optisista eroista johtuva ero siséllytettiin hyvaksymiskriteereihin. Talla
tavalla toteutettuna laitteiden vélinen ero on alle 3,0 %-yksikkoa.

Menetelmain siirto onnistui saman laitevalmistajan kahden laitteen vélilld ilman matemaattisia
spektrinkisittelyja. [lman spektrien kisittelya laitteiden eroista johtuva virhe sisiltyy nyt
laitevirheeseen ja tiukemmilla hyviksymiskriteereilld tillé tavalla toteutettu siirto ei soveltuisi
kaytettavaksi. PDS menetelma on liian jared menetelmé kahden samalla tavalla toimivan NIR laitteen
viliseen siirtoon. Tulevissa siirroissa kulmakertoimen ja virheen korjaus menetelmén kayttda tulee
tarkastella enemmaén ja sen soveltuvuus arvioida syvillisemmin.

Avainsanat: NIRS, Monimuuttujamallinnus, Pitoisuusmalli, Tunnistusmalli, kemometria, menetelman
siirto, validointi
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In the pharmaceutical industry, the use of solvents is very abundant, and the use need to be reduced.
Using solvent-free quality control methods, it is possible to reduce the use of solvents. Near-infrared
(NIR) spectroscopy is one such solvent-free analysis method. As the NIR spectrum consists of
overtones and combination bands, the analysis models are based on multivariate modeling.

The relationship of each vibration to each other and the intensity of the vibrations significantly affect
the model's result. The identification model is based on the absorption of bonds at a certain
wavelength. Each molecular bond absorbs radiation at a certain wavelength; each molecule has its
own absorption spectrum. The concentration model is based on the analysis of the intensity of the
absorption spectrum used in the detection model.

When transferring an analysis model based on a multivariable model from one device to another, the
challenge is the different optical paths of the devices. It is not possible to make the devices completely
identical, and therefore the difference due to the devices cannot be ignored. Because of this, the raw
spectra do not completely match each other.

The goal of the work was to present mathematical models, with the help of which the spectra of
different devices can be made to match each other, and thus enable the transfer of already developed
analysis models between devices. In addition, I carried out the transfer of the method and validated the
method for use.

The method transfer by only using the PDS method was not successful. The method transfer was
carried out using the traditional method protocol and the difference due to the optical differences of
the devices was included in the acceptance criteria. Implemented in this way, the difference between
the devices is less than 3.0 % units.

The transfer of the method was successful between two devices of the same device manufacturer
without mathematical spectrum processing. Without processing the spectra, the error due to device
differences is now included in the device error, and with stricter acceptance criteria, the transfer
implemented in this way would not be suitable for use. The PDS method is too rigid for transferring
between two NIR devices operating on the same platform. In future transfers, the use of the slope
coefficient and the error correction method should be examined more, and its applicability assessed
more deeply.

Keywords: NIRS, calibration model, quantitation model, identification model, chemometrics, method
development, validation
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Lyhenteet

EMA = European medicine agency, euroopan ldékiviranomainen

FDA = Food and Drug Administration, Yhdysvaltojen elintarvike- ja ldékeviranomainen
Fimea = Suomen kansallinen ldékeviranomainen

GMP = good manufacturing practise, hyvét tuotantotavat

ICH = International Council for Harmonisation, kansainvélinen harmonisoinnin neuvosto
MIR = mid-infrared, infrapunaspektrin keskimmaéinen osa

MRA = mutual recognition agreements, keskitetty myyntiluvan késittely

NIR = near-infrared spectroscopy, ldhi-infrapuna spektroskopia

PDS = piecewise direct standardization, paloittainen suora standardisointi

TAP = transfer of analytical procedures, menetelmén siirto

Termit:

kvalifiointi = Laitteen suunniteltu kayttdonotto

Validointi = Menetelméin toimivuuden ja luotettavuuden osoittaminen tietyissd olosuhteissa

verifiointi = Validoidun menetelmén toimivuuden varmistaminen uudessa analyysipaikassa

uusilla reagensseilla.



1 Johdanto

Ladketeollisuudessa lopputuotteelta eli ladkkeeltd odotetaan erinomaista laatua. Tuotteen
haluttu vaikutus on osoitettava ja sen tulee tayttdd odotukset ja vaatimukset, joiden pohjalta
myyntilupa tuotteelle on saatu. Tuotteen on oltava puhdas ja tarvittaessa steriili. Valmiste ei
saa sisdltdd mitdan yliméariisid epdpuhtauksia tai hajoamistuotteita, jotka pitkdaikaisessa
kaytossd voisivat vahingoittaa asiakasta. Tamin seurauksena lddketeollisuudessa keskitytdén

hyvin vahvasti osoittamaan laboratoriotutkimuksin tuotteen tdyttavéin nimé vaativat kriteerit.

Tuotteen valmistukseen kéytettidvit raaka-aineet tutkitaan tarkasti ennen kédyttéonottoa.
Tuotantolinjojen puhtaus tarkistetaan laboratoriotutkimuksin aina ennen tuotteen valmistusta.
Tuotantomenetelmait ovat testattu ja validoitu tdyttdmaan kriteerit. Ndin varmistetaan, etti
jokaisella tuotantokerralla tuote on odotetun mukaista. Ainoastaan pienid lopputuotteen
laatuun vaikuttamatta muutoksia voi tuotantoprosessin aikana tehdéd, mutta ndiden muutoksien
vaikutus laatuun tulee olla testattu. Tuotannon jélkeen jokainen erd analysoidaan
laboratoriossa, ja ndin osoitetaan tuotteen tayttdvan vaatimukset myyntiin vapauttamiselle,

jotka myyntiluvan edellytyksend on asetettu.

Lidketeollisuudessa laboratorion ja analyysimenetelmien toiminta on erityisen tirkedd koko
yrityksen toiminnan kannalta. Jos valmistettu eréd ei tiytd tiukkoja laatuvaatimuksia, on koko
erd hylittdva ja hivitettivd. Ladkeaineet ovat hivitettdvd ongelmajétteend ja tima kuormittaa
erityisen paljon luontoa. Tarve varmistua raaka-aineiden, tuotannon ja lopputuotteen laadusta

on siis myds yrityksen, mutta ensisijaisesti asiakkaan turvallisuuden kannalta tirke&a.

Yleisesti laboratorioanalytiikassa hyodynnetdén paljon HPLC (High-performance liquid
chromatography, Korkean erotuskyvyn nestekromatografia) ja GC (Gas chromatography,
Kaasukromatografia) menetelmid. Molemmat ovat kromatografisia menetelmié, joissa
tarvitaan runsaasti orgaanisia liuottimia. Laboratorion ongelmajitetuotantoa halutaan myds
vahentéd ja ndin vdahentdd ympariston kuormitusta. Ongelmajitteen vastuullinen hévittiminen

on erityisen kallista, ja turhaa jitettd haluttaisiin tuottaa mahdollisimman vihén.

Orionin toiminnassa vastuullisuus on merkittivéssd asemassa ja olemmekin sitoutuneet
vastuullisuusohjelmassamme aktiivisesti tydskentelemddn ympériston puolesta mahdollistaen
kestdvén kehityksen. Toimialaan liittyen vaarallisten jitteiden mééra on suuri, noin 14 000
tonnia vuosittain hivitetdin vaarallisena jdtteend. Osa vaarallisessa jétteestd voidaan kierrattaa

ja hyodyntda lammontuotannossa. Suurin osa koko yrityksen vaarallisesta jitteestd syntyy



tuotannosta, ja siitd suurin osa on liuotinjitettd. Laboratoriossa syntyvisti vaarallisten
jatteiden mairésta liuottimien osuus on my0s suurin. Selkein ja edullisin tapa vihentda
livottimien hévityksen tarvetta on vihentéa liuottimien kéyttod. Laboratoriomenetelmien
osalta liuottimien kdyttdd voidaan vdhentdd siirtymailld analyysimenetelmiin, joissa liuottimia
ei tarvita. Téllaisia analyysimenetelmié ovat esimerkiksi spektroskopiaan liittyvét
menetelmat, kuten l1&hi-infrapuna spektroskopia (NIR), joka on yleisesti hyviksytty
analytiikkakdyttoon nykyaan.

NIR analyysimenetelma verrattuna edelld mainitsemiini HPLC ja GC menetelmiin, joiden
tilalla NIR menetelmid voidaan hyddyntdd, on myos kokonaisuudessaan edullisempi
analyysimenetelmd. Siirryttdesséd kdyttimaan NIR menetelmédd HPLC menetelmén tilalla,
sddst0d saadaan heti investointivuoden jilkeen. NIR menetelmin kédyttokustannukset ovat
vain neljasosan HPLC menetelmén kiyttokustannuksista. HPLC menetelméssé néytteen ja
ajoliuosten valmistukseen, seké analyysitulosten kisittelyyn menee aikaa useita tunteja
enemman kuin NIR mittauksen tekemiseen. Liuottimia ei tarvita, joten hévitettdvii vaarallista

jétettd ei synny.

Ty6ssani perehdyn jo kehitetyn ja validoidun NIR menetelmén siirtoon. Siirrossa validoitu
menetelma siirretddn kaytettdvaksi toisella laitteella ja toisella analyysipaikalla. Yleisesti
analyysimenetelmaa siirrettdessd, laitteistojen toimintakunnon osoittamisen liséksi, osoitetaan
analyysien toistettavuus. Kuuden rinnakkaisen méaéarityksen keskiarvo, keskihajonta,
suhteellinen keskihajonta eikd 95 % luottamusvilin vilillad saa olla litan merkittdvaa eroa.
Monimuuttujamalliin perustuvan NIR menetelmén siirrossa on erilaiset haasteet kuin yleisesti
kaytossd olevien analyysimenetelmien siirrossa. Pelkdstddn toistettavuuden osoittaminen
laitteiden viélilld ei ole mahdollista, silld menetelmissé ei ole standardia johon analyysitulosta
verrataan. Laitteiden toiminnassa on pienid eroavaisuuksia eikd kahdella laitteella mitatut
spektrit ole identtisid. Laitteiden valilla tarvitsee suorittaa spektrien laskennallinen
standardisointi, jonka jélkeen uusi kdytteenotettavan analyysilaitteen spektri vastaa
isdntélaitteen spektrid. Tdllaista menetelménsiirtoa ole aiemmin toteutettu Orionilla. Tydsséni
toteutan siirron ja raportoinnin ulkopuolelle jdi tulosten pohjalta tulevissa analyysisiirroissa

hyodynnettdvin yleismenetelmin, SOP ( Standard Operating Procedure) kirjoittaminen.



2 Laakeviranomaiset

Ladkeviranomaisten tehtdvdnd on valvoa ladkkeiden laatua, valmistusta, pitdd huolta
ladkkeiden saatavuuden varmistamisesta, informointi ja ladkehoidon korvattavuuteen

osallistuminen. Suomessa kansallisena ladkeviranomaisena toimii Fimea.

Suomessa kansallisen ladkeviranomaisen Fimean strategiset tavoitteet vuodelle 2021 ovat:
”Varmistaa sekd ihmis- ettd eldinlddkkeiden turvallisuutta ja saatavuutta sekd ladkehoitojen
jarkevyyttd, edistimme Suomen terveydenhuollon etuja Euroopan lddkealan verkostoissa,
tuomme innovaatioita ja neuvomme lddkealan toimijoita lddkkeen koko elinkaaren ajan osana

Suomen terveysalan kasvustrategian toimeenpanoa” [1].

Fimean toiminta ja valvonta toimi perustuvat Ladkealan turvallisuus- ja
kehittdmiskeskuksesta annettuun lakiin (593/2009), ladkelakiin (395/1987), veripalvelulakiin
(197/2005) seki kudoslakiin (101/2001), 1adkkeiden velvoitevarastointilakiin (402/1984) ja
huumausainelakiin (373/2008) [2].

Fimealla on runsaasti yhteistyotd Euroopan lddkevirasto EMA:n kanssa, tdstd kansainvélisesté
yhteistyOsté on erittdin paljon hyotyd. Ladkevalmistetta saa myydé ainoastaan maissa, joissa
on viranomaisen hyvaksyma lupa myyda lddkettd. Aiemmin jokaisen maan
ladkeviranomaiselta on erikseen tarvinnut anoa myyntilupaa. Nykydan EMA:n keskitetylld
myyntilupahakemuksella voi saada myyntiluvan kaikkiin jédsenvaltioihin, jotka hyviksyvit
keskitetyn hyvaksymisprosessin [3].

EMA:n ja Yhdysvaltojen elintarvike ja lddkeviraston (FDA) yhteistyd on alkanut 2003 ja
koko ajan syventynyt. 2017 yhteistydssé sovittiin MRA (mutual recognition agreements)
sopimus. Sopimuksen seurauksena EMA ja FDA hyviéksyvit toistensa suorittamat GMP
auditoinnit. Ndin molempien virastojen ei tarvitse erikseen suorittaa auditointeja, vaan FDA

voi hyviksyd Fimean suorittaman auditoinnin USA:n markkinoille tarkoitetusta tuotteesta.

Ladkeviranomaisten ja yritysten toiminnan helpottamiseksi ja toimintatapojen
yhtendistdmiseksi vuonna 2015 perustettu ICH (International Council for Harmonisation)
harmonisoi toimintatapoja yritysten ja viranomaisten vélilld. ICH tarjoaa ohjeistuksia laatuun,

turvallisuuteen, ladkkeentehoon osoittamiseen ja dokumenttien koostamiseen.

Kaikilta osilta harmonisointi ei ole yhteneviisté, ja Euroopalla ja Yhdysvalloilla on

esimerkiksi omat farmakopeat. Euroopan farmakopea on Euroopan neuvoston julkaisu, jonka
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toimittaa Strasbourgissa sijaitseva lddkkeiden laatuasioista vastaava yksikko European
Directorate for the Quality of Medicines & HealthCare (EDQM).Yhdysvaltojen farmakopean
toimittaa ja julkaisee FDA. Ndiden maiden farmakopeoissa on hieman erilaiset suoritustavat
raaka-aineiden analytiikalle ja kdytettdvien liuosten valmistukseen, sekd eroavuuksia

analyysien aikana vallitsevan ldmpétilan tai ilmankosteuden osalta.

2.1 Viranomaisten ohjeistus laadunvalvontaan NIR menetelmien osalta

ICH (International Council for Harmonisation) julkaisi péivitetyn version maaliskuussa 2022
ohjeistuksestaan ICH Q2. Uusin versio R2 on vield lausuntokierroksella, mutta siitd voidaan
jo seurata validointia suunniteltaessa. Uudessa versiossa on erityisesti lisétty
monimuuttujamallien kehitysté ja niiden validointiin liittyvéa ohjeistusta.

ICH Q2R2 ohjeistaa monimuuttajamallin validoinnin sisdltdva ainakin kalibroinnin, sisdisen
testauksen ja mallin validoinnin. Yhdessd ndmi muodostavat menetelméin validoinnin.
Kalibrointi dataa hyddynnetdén kalibraatiomallin rakentamisessa. Testi dataa mallin
toiminnan testaamiseen ja optimointiin. Testi data tulee olla erillinen datasetti tai
vaihtoehtoisesti testidata voidaan ottaa yksittdisind arvoina kiertivalla periaatteella
kalibraatiomallista. Validointiin hyodynnetddn aina itsendistd dataa. [4]

Ohjeistuksessa on myos selitetty NIR mallien kehityksessi ja validoinnissa yleiset kisitteet.
Liséksi ohjeistuksesta 10ytyy validointitestausten suoritukseen suositeltava testausohjeistus.
[4]

EMA:n ohjeistuksessa analyysimenetelmén siirrossa kriittisesti arvioitavia mittausparametreja
ovat: laitteiden identtisyys ja mittausparametrien samankaltaisuus. My0s ohjelmistojen datan
késittelyn samankaltaisuus ja mittauksessa hyodynnettavén optiikan samankaltaisuus ovat
kriittisié tekijoitd menetelmén siirtoa suunniteltaessa [5].

Ohjeistuksen mukaan pienien laite-eroavaisuuksien vaikutuksesta johtuvien erojen
tasoittamiseen voidaan kdytti virhe- ja kulmakertoimen korjausta tai vektorinormalisointia
[5]. Jos matemaattinen korjaus ei riitd on kdytettdvd PDS menetelmii ja validoitava
menetelmad kokonaan uudelleen. Vaihtoehtona on myos kehittdd kokonaan uusi menetelma.
Jalkimmadisten vaihtoehtojen huonona puolena voi pitéé sitd, ettd ne vaativat variaation
myyntilupaan. Yleensi tdmi prosessi on raskas ja aikaa vieva tapahtuma. Toki aina, jos

analyysipaikkakunta muuttuu, on se ilmoitettava viranomaisille variaation avulla.


http://www.edqm.eu/en/edqm-homepage-628.html
http://www.edqm.eu/en/edqm-homepage-628.html
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3 Analyysimenetelmien validointi

Ladketeollisuudessa kaikki analyysimenetelmaét tulee validoida, eli osoitetaan menetelmien
oleva sopia kéyttotarkoitukseensa ja osoittaa menetelmien spesifisyys, lineaarisuus,
mittausalueen laajuus, tarkkuus, toistettavuus ja haavoittuvuus. Kuvassa 1 visualisoitu

menetelmin tarkkuuden ja toistettavuuden merkitysta.

huono tarkkuus
erinomainen toistettavuus

@ erinomainen tarkkuus

erinomainen toistettavuus

ei tarkkuutta

hyva tarkkuus Itar
ei toistettavuutta

heikko toistettavuus

Kuva 1. Visuaalinen esitys analyysimenetelmén tarkkuudesta ja toistettavuudesta. Tarkkuudessa verrataan
tulosta oikeaan todelliseen pitoisuuteen ja toistettavuudessa tulosten suhdetta toisiinsa.

3.1 Spesifisyys

Spesifisyyskokeilla osoitetaan menetelmén kyky tunnistaa haluttu analyytti tutkimalla
livottimien, ja samankaltaisten yhdisteiden kuten epdpuhtauksien ja hajoamistuotteiden sekd
lahtoaineiden vaikutusta analyysiin. Spesifisyysmittauksissa ndyte siis sisdltdéd kaikki
lopputuotteen sisdltdmaét aineet ja ndiden vahvistava ja heikentivé vaikutus analyytin vasteelle
osoitetaan. NIRS-menetelmien kehityksessd vastaavat kokeet tulee suorittaa jo menetelmia
kehitettdessa, silld lddkeaineelle tai apuaineelle ominaiset aallonpituusalueet tulee tunnistaa ja
kehittdad malli hyodyntden kyseisiéd aallonpituusalueita. Ndin varmistetaan

analyysimenetelmén soveltuvuus tuotteen analysointiin.
3.2 Lineaarisuus

Kuvaa menetelmén kykyé antaa tietylla alueella hyviksyttdva lineaarinen korrelaatio tulosten ja
tutkittavan aineen pitoisuuden viélilld. Analyysimenetelmén tulee olla lineaarinen koko

mittausalueella, jotta sen voidaan osoittaa olevan soveltuva analyysimenetelméksi. Lineaarisuus tulee
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osittaa visuaalisesti ja ilmoittamalla kulmakerroin, y-leikkauspiste, korrelaatiokerroin,
jaannosneliosumma ja sen vapausasteet. Jidnnosneliosumman, joka ilmaisee mittausten etiisyyden
vaihtelua mallin odotetusta arvosta. Eli mitd pienempi jddnndsnelidsumma on, sitd paremmin kehitetty
analyysimalli kuvaa todellisuutta. Jddnndsnelidsumman raportoimisen avulla voidaan vahvistaa
menetelmén sopivuus. Lineaarisuuden osittamiseksi niytteet pitdd mitata vahintdédn viidelta

pitoisuustasolta.
3.3 Mittausalue

Mittausalue muodostuu alimman ja ylimmén pitoisuusniytteen viliseltd alalta. 80 % — 120 % on
tyypillinen mittausalue lopputuotteiden analytiikassa ja prosessindytteille mittausalueena on pidetty
tavallisesti hieman suurempaa aluetta 70 % — 130 %. Mittausalue voi olla myds suurempi esimerkiksi
liukoisuusanalytiikassa alueen pitdé olla +/- 20 % suurempi kuin ensimmaéinen mitattava konsentraatio
tulisi olemaan. Kyseiselld mittausalueella menetelmin tulee tayttia kaikki siltd vaadittavat

validointiparametrit.
3.4 Tarkkuus

Menetelmén tarkkuudessa osoitetaan useiden mittausten vertailun avulla menetelmén
oikeellisuus verrattuna jo hyviksytylld menetelmélld saatuun tulokseen, eli menetelmén
kykyd antaa oikeita tuloksia. Tarkkuus muodostuu systemaattisesta ja satunnaisesta virheestd,
joiden summaa kutsutaan menetelmin kokonaisvirheeksi. Tarkkuuskokeesta voidaan
toisinaan vaihtoehtoisesti kdyttdd oikeellisuus nimitystd. [Imoitetaan tarkkuusvertailu
saantoprosentteina, sekd vinouma ja 95 % luottamusvilit. Menetelmén tarkkuus on
havainnollistettu kuvassa 1. Kuvassa menetelmén tarkkuus heikkenee mité etddmmadlle

tasmallisestd tuloksesta mennain.
3.5 Tasmallisyys

Menetelmén tdsmillisyys on erittdin oleellinen asia, jolla osoitetaan analyysimenetelmén
toistettavuus paikasta, analysoijasta ja ajasta riippumatta toimivaksi. Tdssd osiossa ilmoitetaan
useiden ajojen keskihajonnat ja suhteellinen keskihajonta. Analyysit tehdédn samasta

ndytteestd, mutta mittaus suoritetaan aina uudelleen.
3.5.1 Toistettavuus

Kuvaa yksittiisten tulosten eroa toisiinsa. Menetelmin toistettavuudessa ositetaan

mittaustulosten paikkansapitdvyyttd lyhyelld aikavililla (yhden analyysinsuorituksen aikana)
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ja tulos saadaan vertaamalla mittausten valilld ilmenevéé eroa. Tdssd sama nédyte mitataan
vihintdédn kuusi kertaa 100 % tasolla. Eli ndyte sisdltdd mitattavaa ainetta yhtéd paljon kuin
oikea tuote. Vaihtoehtoinen tapa on mitata vihintdin 3 mittausta, mutta mittauksia tulee olla
kolmelta eri pitoisuustasolta. Alarajalta (70 %), todelliselta pitoisuuden tasolta (100 %) ja

mittausalueen ylérajalta (130 %).
3.5.2 Siséinen toistettavuus

Menetelmin toimivuuden kannalta on my0s tdrkedd, ettei sattumanvaraisilla asioilla ole
vaikutusta menetelmén toimivuuteen. Sen takia on tdrkeéa, ettei eri analysoijalla tai
mittauspdivan ajankohdalla ole vaikutusta mittaustulokseen. Yleensé tdmi osoitetaan
mittaamalla kuusi rinnakkaista mittausta eri pdivéna ja eri analysoijan toimesta. Néin

osoitetaan analyysimenetelmén toistettavuus pitkdlld aikavalilla.

3.5.3 Laboratorioiden valinen toistettavuus

Kuvaa kahden eri laboratorion tulosten vilistd eroa. Haluttaessa kéayttdd menetelmié kahdessa
paikassa on se siirrettdvisséd validoinnin aikana tai mydhemmin lisévalidoinnilla vertaamalla kuuden
rinnakkaisen analyysin keskiarvoa ja suhteellista keskihajontaa luottamusvéleineen. Téllaisella
menettelylld voidaan osoittaa, ettei eri laboratoriossa tehdyilld analyyseilld ole merkittdvaa eroa

verrattuna toisiinsa.
3.6 Haavoittuvuus

Haavoittuvuuskokeilla osoitetaan, ettei tietyilld ndytteeseen vaikuttavilla olosuhteilla ole
vaikutusta tuloksen oikeellisuuteen. NIR analyysissé ja Divigel tuotteen osalta on poissuljettu
ndytteen ldmpotilan vaikutus, ndytevialin tdyttoaste, ndytteen kelpoisuusaika vialissa ja eri
valmistajien vialien vaikutus. Néilld mittauksilla ositetaan, ettd menetelma toimii
luotettavasti, eikd ldmpdtilan tai vialin tdyttdasteella ole merkitystd tuloksen oikeellisuuden

kannalta. Tall6in néiti ei tarvitse ottaa huomioon rutiinianalytiikassa.
3.7 Validointiparametrit

Analyysimenetelmin validointi aloitetaan menetelméan kehityksen jélkeen, kun menetelméa on
todettu toimivaksi haluttuun kéyttotarkoitukseen. Validoinnin tarkoituksena on

dokumentoidusti osoittaa kohteen toiminta toistettavasti, tarkasti ja luotettavasti ja siten
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soveltuvuutensa kdyttotarkoitukseen. Validoituun analyysimenetelméén ei saa tehdd mitéén

muutoksia ilman dokumentoitua muutostenhallintaa.

Validointiprosessi lddketeollisuudessa aloitetaan analyysimenetelmén validointisuunnitelman
kirjoittamisella ja sen hyvéksyttdmiselld. Validointisuunnitelmassa kerrotaan tarkoitus,

tavoitteet ja vastuut koko validointiprossista.

Yksiselitteisesti kerrotaan tuote ja sen tarkka koostumus, seké jokaisen yksittdisen materiaalin
pitoisuus ja kdyttotarkoitus tuotteessa. Kerrotaan validoinnin aikana tuotettavasta datasta ja
sen dokumentoinnista ja analyyttisestd kasittelystd nimedmaélld kéytettidvit laskentakaavat.
Suunnitelma siis siséltda viittauksen analyysimenetelmén suoritusohjeeseen, joka on toisen
kemistin toimesta jo tarkastettu. Analyysimenetelmin validoinnin laajuus ilmoitetaan
nimedmalla jokainen validointiparametri ja kertomalla niiden méairitelmé ja raportoitavat
tiedot. Lisdksi ilmoitetaan yleiset validoinnin hyviksymisrajat kyseiselle menetelmalle ja

mahdolliset perustelut jos niiti ei noudateta tulevassa validoinnissa.

NIRS-menetelmét ovat verrattain uusia analyysimenetelmid, eiké validointiin liittyvissi
viranomaismadriyksissi ja -ohjeistuksissa ole vield madritelty tarkkoja hyviaksymiskriteerejé
validointiparametreille toisin kuin vanhemmille menetelmille, esimerkiksi HPLC-
menetelmille. Taulukossa 1 esitetddn Divigel tuotteen etanoli ja propyleeniglykolin NIR-
menetelméan validointiparametrit ja hyviksymiskriteerit. Validointi on jo suoritettu

analyysimenetelmaille.

Validointimittausten jélkeen suoritus raportoidaan kuten suunnitelmassa on kerrottu.
Jokaisesta kéytetystd reagenssista kerrotaan tuotenumero ja erd, jotta jokaisen kaytetyn
reagenssin laatu voidaan varmentaa my6s mydhemmin. Raportissa kerrotaan myds
epdonnistuneet kokeet ja epdonnistumiseen johtaneet juurisyyt sekd korjaavat toimenpiteet.
Liséksi raportissa kerrotaan, miten laborantit perehdytettiin uuden menetelmén kayttoon ja

mita lisdkoulutusta heille on annettu.
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Taulukko 1. Divigel tuotteen NIR menetelmén validointiparametrejé, ilmoitettavat tulokset seké

hyvéksymiskriteerejé.

Validointiparametri

Toimenpide

limoitettavat tulokset ja
hyvaksymiskriteerit

Spesifisyys

Lineaarisuus

Mittausalue

Tarkkuus

Toistettavuus
Toistettavuus
Sisainen
toistettavuus

Laboratorioiden
valinen toistettavuus

Haavoittuvuus

Malleissa kaytettyjen
aaltolukualueiden tulee sisaltaa
laakeaineelle tunnettuja
aallonpituusalueita

Potentiaalisia haastenaytteita tulee
kayttaa tunnistusmallin validoinnissa

Menetelman tulee olla lineaarinen
pitoisuusalueella 70—-130 %

NIRS ennusteiden ja
referenssianalyysimenetelman valilla
tulee olla korrelaatio koko
kalibraatiomallin alueella

Mittausalue maaraytyy lineaarisuus- ja
tarkkuuskokeen perusteella. Naista
maaraava on tarkkuuskoe.

NIRS tulosten ja
referenssianalyysimenetelman
tulosten vertailu

Lasketaan ennusteen keskivirhe el
SEP ja ulkopuolisten havaintojen
maara validointinaytteissa

5 rinnakkaista mittausta 100 %
pitoisuudesta

5 mittausta 100 % pitoisuudesta.
Mittauksissa eri analysoija ja eri paiva

6 mittausta 100 % pitoisuudesta

Naytteenkasittelyyn liittyvat vaihtelut
testataan (esim. naytteen lampdtila ja
sailontaaika)

Laakeaineelle spesifiset
aaltolukualueet tulee tunnistaa
ja vahvistaa

Haastenaytteita ei tule
tunnistaa laakeaineeksi x

limoitetaan seuraavat tulokset:
kulmakerroin, y-leikkauspiste,
korrelaatiokerroin,
jdadnndsnelibsumma ja sen
vapausasteet

Tarkkuusvertailu prosentteina,
vinouma ja 95 % luottamusvali

NIRS ennusteiden tulee olla
hyvaksyttavan lahella
referenssianalyysimenetelman
tuloksia

limoitetaan keskihajonta,
suhteellinen keskihajonta ja 95
% luottamusvali

Tulosten tulee olla vastaavia
kuin
referenssianalyysimenetelmalla

Tulosten tulee olla vastaavia tai
parempia kuin lahettavan
laboratorion tulokset

limoitetaan, onko tietylla
naytteenkasittelylla merkitysta
mittaustuloksiin
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4 NIR-spektroskopia

Lahi-infrapuna (NIR) spektroskopia on analyysitekniikka, jolla on paljon sovelluskohteita
ladketeollisuudessa. Analysoinnin nopeus, helppous ja liuotinvapaa tydskentely ovat
suurimmat positiiviset asiat, joiden takia analyyseja halutaan suorittaa yhd enemmén
hyddyntden NIR menetelmid [6]. NIR spektri sijoittuu 800 nm ja 2500 nm vilille. Talla
alueella esiintyy erityisesti C-H, N-H, O-H ja S-H sidosten ylivardhtelyja seka
perusvérdhtelyiden yhdistelmavérdhtelyja [7]. Nama vardhtelyt pitdvét siséllddn paljon
fysikaalista ja kemiallista informaatiota tuotteesta. Tdmén takia NIR spektroskopiaa voidaan
hyodyntdd kemiallisessa analytiikassa, fysikaalisessa analytiikassa ja prosessianalytiikassa.
NIR spektroskopian etuna on my0s helppous. Kemiallisia analyyseja tarvitaan monesti
useampia, mutta fysikaalisten parametrien avulla pitoisuudet voidaan ennustaa yhdestdkin

spektristd [8].

Lahi-infrapunasiteily on matalampienergistd kuin nékyva valo. Tdmén ansiosta siteily
lapéisee kiinteddkin ndytettd useampia millimetreji. Séteily myos ldpdisee joitain materiaaleja
tdysin muuttumattomana, esimerkiksi lasia. Tdmd mahdollistaa analysoinnin lasiastioiden

lavitse.

Spektriin vaikuttaa monet ndytteen kemialliset ja fysikaaliset ominaisuudet. Analysoinnin
toistettavuuden varmistamiseksi kaikki ndma tekijat tulee huomioida ja osoittaa ndiden
tekijoiden vaikutus tuloksiin. Téllaisia ovat esimerkiksi ldmpdétila ja kosteus. My0s spektrin
kompleksisuus ja padllekkiiset absorptiovydt vaikeuttavat tulosten tulkitsemista ja ne tulee
ottaa huomiaan mallia kehitettdesséd [9]. Analyysimenetelméd voidaan kiyttda vain
maédriteltyjen rajojen sisilld ja timé on otettava huomioon analyysimenetelméai kehitettdessa.

[10]

Yleisesti aallonpituus (A) ilmoitetaan nanometreind (nm) ja aaltoluku (v) senttimetrin
kédnteislukuna (cm™). Riippuen laitteesta ja laitevalmistajasta ilmoitustapa voi vaihdella.
Yksinkertaisin tapa suorittaa kiiinndn nm ja cm’! vililli on oheinen kaava 1.

L =107x— (1)

4
Anm

cm™
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4.1 Toimintaperiaate

Lahi-infrapunasiteily sisdltdd runsaasti energiaa, joka lammittdd molekyylejd osuessaan
nithin. Lisddntynyt 1amp0 lisdé dipolisten molekyylien kovalenttisten sidosten vardhtelya.
Sdahkomagneettisen siteilyn vuorovaikutusta molekyylin atomien kanssa voidaan tutkia

mittaamalla infrapunaséteilyn absorptiota (IR-spektri) tai siroamista (Raman-spektri).

Spektroskopiaa elektromagneettisen siteilyn alueella 800-2500 nm (12500-4000 cm™),
kutsutaan NIR-spektroskopiaksi. NIR spektri koostuu yhdistelmévérahtelyvoista ja
ylivirdhtelyvoistd, jotka vastaavat MIR alueen absorptio frekvenssejd. Ndméa vyot vastaavat
hapen ja vedyn, hiilen ja vedyn seki typen ja vedyn perusvardhtelyvoitd [11]. Talla alueella
havaitaan absorptiovditd molekyylin elektronitilojen muutoksista, sekd sidosten
vardhtelytiloista, ylivardhtelyistd ja yhdistelmavaréhtelyistd. Ultravioletti-ndkyvan valon
alueella tapahtuva spektroskopialla on elektronispektroskopiaa ja infrapunaspektroskopialla
tutkitaan vérdhtelytiloja. NIR-spektroskopia sijaitsee ndiden aallonpituusalueiden vilissd, ja

on seki elektronispektroskopiaa ettd véardhtelyspektroskopiaa [7].

NIR-spektrin ala 800-2500 nm (12500-4000 cm™'), voidaan jakaa karkeasti kolmeen osaan,
kuten kuvassa 2 nihd4in. Ensimmiinen osa kattaa alueen 800—1200 nm (12,500—-8500 cm™).
Talla alueella absorptiovydt ovat perdisin elektronitilojen muutoksista ja kolmannen asteen
ylivardhtelytiloista. Elektronitilamuutoksia ilmentdvét absorptiovydt ovat suurimmaksi osaksi
perdisin suurten molekyylien d-d-siirtymistd, varaus-siirto- (CT)-siirtymisté ja m-m-siirtymistad
[12]. Tamén aaltopituusalueen séteilylld on myds hyvé lapaisykyky ja tdlld alueella esiintyvit

absorptiovyot ovat erittdin heikkoja, mikd mahdollistaa bioldéketieteelliset sovellukset.
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Kuva 2 Ylivédréhtelyt ovat ensimmaéisen-, toisen-, ja 3. kertaluvun véréhtelyja keski-infrapuna (MIR)-alueen
perusvérihtelyistd. (MIR-alue > 2500nm) Kombinaatiovérdhtelyt ovat yksittiisten vardhtelytaajuuksien summia
ja hyvin spesifisid. Kuvassa ensimmaisen ylivardhtelyjen sijainti merkattu siniselld. Toisen ylivardhtelyalueen
spektrialue merkattu vihredlld ja kolmannen asteen ylivardhtelyt punaisella. Violetilla on merkattu
yhdistelméavérihtelyjen alue.

Toinen infrapunaspektrin alue on 1200-1800 nm (8500-5500 cm™). Alueella esiintyy C-H,
N-H, O-H ja S-H funktionaalisten ryhmien ensimmaisen ja toisen kertaluvun varéhtelyja,
venymis, kiertymis ja vddntymis vardhtelya sekd nédiden yhdistelmévirdhtelyd. Kolmannella
alueella 1800-2500 nm (5500—4000 cm™) ilmenevit absorptiovydt ovat perdisin

yhdistelmavéarahtelyista.
4.1.1 Perusvarahtely

Molekyylit koostuvat atomeista, joilla jokaisella on omanlaisensa massa ja jotka ovat
sitoutuneet toisiinsa elastisin sidoksin. Molekyylien atomiytimet ovat jaksollisessa liikkeessi
toisten suhteen ja niilld on virdhtelyvapausasteita ns. normaalivardhdysten yhdistelmia.
Normaalivardhdyksissd kaikki atomiytimet vérdhtelevit samassa vaiheessa ja samalla
taajuudella. Molekyylin sidosten virdhtelymuodot riippuvat atomien lukuméaérésta ja atomien
vilisistd sidoksista. Molekyyleilld on 3N — 6 ominaisvérdhtelyd lukuun ottamatta lineaarisia
molekyylejd, joilla on 3N — 5 ominaisvirdhtelyd (N = molekyylin atomien lukumééra).
Esimerkiksi hiilimonoksidilla (CO) esiintyy 1 ominaisvirdhtely (v), kun taas vedelld (H>O)

esiintyy 3 ominaisvérdhtelyé (vs, vas, 0s).

Niilld molekyylien ominaisvérdhtelyilld on tietty médritty energia, ominaisvérdhtelyenergia,
joka johtuu dipolisidoksen voimakkuuteen vaikuttavista tekijoistd. Ominaisvardhtely on

harmonista virdhtelyi, jota esiintyy pddasiassa IR alueen aallonpituuksilla. Ndmi IR alueella
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ilmenevit ominaisvirdhtelyt ovat perdisin molekyylin atomien kiertymisestd, vaéntymisesta ja
venymisestd. Tdma IR siteilyn aiheuttama vuorovaikutus mahdollistuu vain, jos aine on IR
aktiivinen, eli elektrinen vektori oskilloi samalla taajuudella molekulaarisen dipolimomentin
kanssa. Molekyylit ovat tavallisesti huoneenldmmossd Boltzmannin jakauman mukaan
perustasolla n = 0. fundamentaaliset siirtymét eli ominaisvarihtely tapahtuu perustason n = 0

jan =1 vililla IR alueella. [13]

Kuva 3 Harmonisen ja epdharmonisen (katkoviiva) vérdhtelijan potentiaalienergiakdyrdt sekd
virdhtelyenergiatasot. Pienilla etdisyyksilld epdharmonisen vérdhtelijan energia noudattaa melko tarkasti
harmonisen vérédhtelijin kdyrdad. Kun poikkeama tasapainoetiisyydestd kasvaa, eroaa epdharmonisen vérdhtelijan
kayra jo selvisti harmonisen vérdhtelijan potentiaalienergiakdyrasta.

4.1.2 Ylivarahtely

Suuremmilla vérdhtelyamplitudeilla sidosten elastisuus ei kuitenkaan noudata suoraan
Hooken lakia, eikd Harmonisen oskilaattorin malli toteudu. Erityisesti aallonpituuden
pienentyessd NIR alueella, molekyylin atomit absorboivat enemmaén energiaa ja vardhteleva
sidos pitenee voimakkaasti. Sidosten piteneminen johtuu vérdhtelevien molekyylien vélisistd
repulsiivisista voimista ja dissosiaation mahdollisuudesta [13]. Tdmén seurauksena

energiatasot eivit ole endé samalla etdisyydelld toisistaan, ja siirtymait yli yhden energiatason
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padhin ovat mahdollisia eikd vérdhtely néin ole endd harmonista, vaan viréhtelysté tulee
epdharmonista. Vardhtelyspektrissd epaharmonisuus nékyy ylivardhdyksiné (overtone), jotka
painottuvat NIR-spektrin lyhyemmille aallonpituuksille. Y1i yhden kvanttiluvun padhin
tapahtuvia siirtymié kutsutaan ensimmaisen kertaluvun ylivardhtelyksi. Lisdksi esiintyy toisen

ja kolmannen kertaluvun ylivardhtelya [13].

NIR-vérdhtelyspektri ei siis sisélld ominaisvirdhtelyd, mutta sisdltdd ensimmaisen, toisen ja
kolmannen ylivérdhtelyn, sekd ndiden yhdistelmévérahtelyistd koostuvan alueen.
Kaksiatomisella molekyylillda mahdollisia vérdhtelyja on vain yksi, venymisvérédhtely atomien
vililld. Useamman atomin molekyylisséd vérdhtelyjd on jo kiertyminen, vdéintyminen ja

venyminen, sekd ndiden mahdolliset variaation eri suuntiin.
4.2 FT-NIR spektroskopia

FT-spektroskopialla on muutamia ominaisuuksia, jonka vuoksi se soveltuu NIR-
spektroskopiaan muita menetelmid parempi ja jonka fysikaalisista ominaisuuksista johtuen

mittaustarkkuus on parempi.

Menetelma perustuu interferometrin mittaamiseen, eikd absorbanssin mittaamiseen.
Interferometri koostuu elektromagneettisesta séteilystd, josta on interferenssin avulla
supistettu pois tietty aallonpituusalue, tai jossa tietty aallonpituusaluen on vahvistettu
interferenssin avulla. Fourier muunnoksella interferenssi saadaan laskennallisesti muutettua

absorbanssiksi. Laitteiston toiminta kuvataan myohemmissé kappaleissa tarkemmin.

Interferogrammi siséltdd informaation kaikilta aallonpituuksilta, joka Fourier muunnoksella
muutettua spektriksi. Toisin sanoen, spektrofotometri siis mittaa kaikki aallonpituudet
samanaikaisesti. Signaalin késittelyssa tdlld on suuri etu, silld signaalin saadaan mitattua ja
tallennettua yhtend signaalina. Tavallisesti jokainen aallonpituusalueen absorbanssi mitataan
erikseen. Siteilyn tallentamisen nopeudesta johtuen signaalin ja taustakohinan suhde pysyy

pienempénd. Tétd kutsutaan Fellgettin eduksi. [14]

Toinen merkittdvé etu saadaan my0s interferogrammista johtuen. Tavanomaisesti pieni osa
analysointiin valonldhteen tuottamasta energiasta pystytdédn kerralla havainnoimaan ja
tallentamaan. Interferogrammin tallennuksessa koko aallonpituusala saadaan tallennettua
yhdellé keralla. Ndin jokaisesta mittauspisteestd tallennettu data on korkeaenergisempda ja

kirkkaampaa. Tétd kutsutaan Jacquinotin eduksi. [15]
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Laserin aallonpituuden vaihtelusta johtuen mittaustarkkuudessa on vaihtelun verran pienté
hiiriotd. Fourier muunnos spektroskopiassa peilin asemaa siirtdmalld saadaan aikaiseksi
interferenssi aalto. Tdmédn menetelmén ansiosta laserin aallonpituuden pienilld variaatiolla ei

juurikaan ole mitddn vaikutusta [16]. Tati kutsutaan Connesin eduksi.
4.21 FT-NIR laitteisto

FT-NIR menetelméssa ldhi-infrapunavalo tuotetaan polykromaattisella valolihteella.
Polykromaattinen valo sisdltda kaikki lahi-infrapuna alueen valon aallonpituudet, 800—

2500nm (125004000 cm-1).

————— 1
P1

T ”

|| -
>D:D

Valonldhde

Kuva 4 Kaaviokuva FT-spektrofotometrin michelsonin interferometristd, joka koostuu valolahteesta,
sdteenjakajasta (SJ), likkkuvasta (P2)- ja kiintedsta peilistd (P1), ndyteasettimesta ja detektorista.

FT-NIR laitteella analysoidessa tallennetaan koko laaja 1dhi-infrapuna-aallonpituusalueen
interferogrammi. Yksittiiset vahvistetut tai heikennetyt aallonpituudet saadaan muodostettua
ohjaamalla valonlédhteelti tuleva valo sdteenjakajan kautta stationéériselle peilille, joka pysyy
paikoillaan, ja liikkkuvalle peilille. Liikkuvan peilin sijainnin muuttuessa muuttuu myos valon
kulkeman matkan pituus, josta seuraa optisen polun ero (optical path difference, OPD). Tami
optisen polun ero vaikuttaa suoraan valonséteen vaiheeseen. Molemmilta peileiltd tulevat
heijastukset yhdistyvit siteenjakajapeililld ja vahvistavat tai heikentévit toisiaan
interferenssin mukaisesti. Ndin muodostuu interferogrammi. Interferogrammi ohjataan

ndytteen lépi, joka absorboi spektrillensé tyypilliselld tavalla tietyn aallonpituuden. Talloin



22

siis absorboitu aallonpituus poistuu interferogrammista. Tdmain jdlkeen interferogrammi
havaitaan detektorilla ja ilmaistaan séteen energian muutoksena séteiden optisen polun
muutoksen funktiona. OPD ja absorbanssi voidaan muuntaa Fourier muunnoksella

tavanomaiseksi spektriksi; absorbanssi frekvenssin eli energian funktiona.
4.2.2 Mittaustavat

Néytteestd riippuen, ndyte voidaan mitata lapaisymittauksella, heijastusmittauksella tai
lapiheijastus menetelmalld. Ensimmadiset kaksi mittaustapaa ovat yleisimmat [11].
Ladketeollisuudessa yleisesti, ja tassd tydssd Divigel tuotteen analysoimisessa hyddynnetdadn

lapimittausta.

Lépdisymittauksessa lapdisseen séteilyn, transmittanssin (T) arvo laskee ndytteen
absorboidessa siteilya tietylld aallonpituudella. Niyte asetetaan optisen siteen ldhteen ja
detektorin véliin. Asetelma on tyypillinen useimmille spektrofotometreille. Jéljelle jadnyt
spektri voidaan esittdd suoraan muodossa transmittanssi (T) tai absorbanssi (A) y-akselilla ja

aallonpituus tai aaltoluku x-akselilla.

Heijastusmittauksessa antaa arvon niytteen heijastuksesta, reflektanssista (R). Tdma arvo on
ndytepinnasta heijastuneen siteilyn arvo jaettuna taustana toimivasta pinnasta. Riippuen
ndytteen kemiallisista tai fysikaalisista ominaisuuksista, NIR séteily ldpéisee vaihtelevan
syvyyden verran ndytettd. Ndytteen molekyylit voivat absorboida séteilyd ylivérdhtelyihin ja
perusvérdhtelyjen kombinaatioihin. NIR heijastusspektri ilmoitetaan yleisesti heijastuksen

kymmenkantaisena logaritmina y-akselilla ja aallonpituus tai aaltoluku x-akselilla.

Liapiheijastusmittaus on yhdistelmé lapaisymittauksesta ja heijastusmittauksesta.
Transflektanssi (T*) mittauksessa ndytteen lapaissyt siteily heijastetaan takaisin niytteen
pintaan. ei absorboitunut séteily siis heijastetaan takaisin niytteen pintaan. Néin saadaan
kasvatettua optisen polun pituus. Téstd saatava spektri esitetdéin yleensd muodossa

transmittanssi y-akselilla ja aallonpituus tai aaltoluku x-akselilla.
4.2.3 Spektriin vaikuttavat tekijat

Raaka-spektriin pohjautuen yleisesti kdytetddn tunnistus malleja ja pitoisuusmalleja.
Pitoisuusmalli perustuu molekyylin sidosten liikkeestd tietylld aallonpituudella. Yhdelld
molekyylilld on uniikki NIR spektrinsd. Jos molekyyliin lisdd funktionaalisen ryhmén,

muuttuu my06s NIR spektri. Kvantitatiivinen malli perustuu absorbanssin mééréén, eli mita
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enemman absorboivia sidoksia, sitd suurempi on konsentraatio. Raaka-spektrid hyodynnetddn
toteamis- ja pitoisuus malleissa, joten spektrin tuli kuvastaa mahdollisimman tarkasti
todellisuutta. Sen takia spektriin vaikuttavat asiat tulee huomioida, tiedostaa ja pyrkia

valttdmaan.

NIR-mittauksiin vaikuttaa monia asioita, joilla on suoraan vaikutusta spektriin. Ympariston

lampdtilalla ja kosteudella on vaikutusta analyysiin [10].

Naytteen edustava asettelu mittausta varten on yksi kriittisistd mittaukseen vaikuttavista
tekijoistd. Néytteen ollessa tdysin analysoitavissa ilman likaa tai roskia néytteen ja

valonldhteen seké detektorin vililld, onnistuu analyysi paljon toistettavammin [10].

Néytteen lampdtilalla on vaikutusta erityisesti vesipitoisille liuoksille ja monille muillekin
nesteille. Muutaman ldmpdasteen muutos voi aiheuttaa mitattavia muutoksia spektriin ja tdima
voi aiheuttaa merkittdvésti analyysin tulokseen [10]. My0s jauheet ja kiinteét aineet, jotka

sisdltavit vettd, voivat olla herkkid lampdtilan muutoksesta aiheutuville muutoksille.

Néytteen paksuus vaikuttaa suoraan ldpdisevan valon méédradn. Raaka-spektrin absorbanssi
arvo ei saisi olla yli 2-yksikkoa [7]. Silloin ainoastaan 0,1-prosenttia valosta ldpédisee ndytteen.
Tdhén voidaan vaikuttaa pienentdmaélld analysoitavan ndytteen paksuutta. Lisdksi ndytteen
tiheydelld on suuri merkitys. Erityisesti tablettituotteiden kohdalla puristusvoimalla on

vaikutusta tabletin fysikaalisiin ominaisuuksiin, jotka ilmenevat NIR-spektrissd. [17]

Naytteen iélld voi olla myds vaikutusta. Ainakin liottimia siséltivit niytteet ovat herkkid
haihduttamaan liottimia ajan saatossa. Joillain aineilla voi tapahtua kristallisoitumista ja osa
aineista voi imed kosteutta ympaéristosta [10]. Kaikilla néilld on vaikutusta ndytteen NIR-
spektriin ja ovat huomioon otettavia asioita selvitettdessd NIR-spektroskopian soveltuvuutta

kyseiseen analytiikkaan.
4.2.4 Spektrin esikasittely

Monessa tilanteessa raakaspektri ei ole riittdva analysointiin ja mallin rakennukseen. Monesti
heijastusmittausta sovellettaessa tarvitaan usein spektrin esikésittelyd ennen mallin kehitysta.
Esikésittelyn tarkoituksena on vihentda taustasta johtuvaa vaihtelua tai vahentdd tiedetyn
variaatioldhteen vaikutusta mallinnukseen. Joissain tilanteissa spektri voidaan normalisoida

tai sironta korjata kayttimélld esimerkiksi standard normal variate (SNV) muunnosta.
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Ensimmadisen ja toisen derivaatat ovat myos yleisid ja sallittuja. Suurempien derivaattojen

kayttod ei suositella [10].
4.3 Laskennalliset standardisointimenetelmat kalibrointien yhtenaistamiseksi

Laitteistojen vililld on pienié eroja spektrin muodostumisessa. Laitteistojen mekaanisia osia
ei ole mahdollista saada tdysin identtiseksi, eikéd sen seurauksena mitattu spektrikdin ole
tdysin identtinen. Tdméin ongelman kompensoimiseksi kahden laitteen spektrit voidaan

laskennallisesti saada vastaamaan toisiaan tdydellisesti, titi kutsutaan standardoimiseksi.

Menetelmid kalibraatiomallien siirtimiseksi on useampia [18]. Kalibroinnin ja ennustuksen
korjaamiseksi laitteiden vélilld voidaan kdyttdd Y-arvojen korjausta tai NIR-spektrin

korjaukseen perustuvia menetelmié.

Tarkemmin esittelen kulmakertoimen ja virheen korjaus - Slope and bias correction (SBC)
[19] menetelmén, joka perustuu Y-arvojen korjaukseen. Shenk menetelma ja paloittainen
suora standardisointi — piecewise direct standardization (PDS) menetelmin, jotka perustuvat
spektrin laskennalliseen korjaukseen suhteessa verrokkiin [20]. Menetelmié voidaan kayttda
osittain vaihtoehtoisina standardisointimenetelmind. Esimerkiksi SBC menetelmad voidaan
hyddyntdd vain pienten eroavaisuuksien tasapainottamiseen, kuten muitakin menetelmia.
Shenk menetelmilla pystytdédn jo laajemmin ja kattavammin standardisoimaan spektreja,
mutta PDS- menetelmé on niistd ainoa, joka ottamaan huomioon kaikki monimuuttujamallin

parametrit ja sen ansiosta sitd hyddynnetdéan eniten.
4.3.1 Kulmakertoimen ja virheen korjaus (SBC)- menetelma

Kulmakertoimen ja virheen korjaavassa standardointimenetelméssé vastaanottavan laitteen
spektristd ennustettu tulos korjataan vastaamaan isintélaitteen ennustusta. Menetelmén avulla
standardisuoran kulmakerroin voidaan muuttaa vastaamaan isantélaitteen standardisuoraa
[18]. Kummankin laitteen kulmakerroin ja virhe méédritetdén regressioanalyysin avulla.
Vastaanottavan laitteen korjattu ennustearvo saadaan kaavasta 2. Menetelmaélld on etuinaan
yhden muuttujan laskenta, joka on nopeaa ja helposti ymmairrettivd. Menetelma soveltuu
kuitenkin laitteistojen vélilld, jotka hydodyntivit samanlaista tekniikkaa mittauksessa, eli
esimerkiksi Fourier muunnosta hyodynnetdin molemmissa laitteistoissa. Menetelmén avulla

voidaan siis standardisoida ainoastaan pienid poikkeamia laitteiden valilla.
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Ak Korjattu vastaanottavan laitteen ennuste
KAi Isdntélaitteen kalibraatio
IAi vastaanottavan laitteen ennusteen naytespektri.
Ay, = Kulmakerroin- ), K;; - I;; + virhe (2)

Korjausmenetelméssa ideana on mirittda kerroin, jolla ennustetut arvot uudessa laitteessa
saadaan vastaamaan alkuperdisen laitteen ennusteen tuloksia. Menetelmaissa ei hyodynneta
spektrien tuloksia vertailussa. Suurimpana heikkoutena menetelméssa on sen perustuminen
ennusteiden vertailuun. Yleisesti yhdestd ndytespektristd voidaan méérittdd useampien
aineiden pitoisuuksia. Téllaisessa tapauksessa jokaiselle aineelle tulee tehdid oma
korjauskerroin. Uudelle vastaanottavalle laitteelle voisi kalibroinnin korjauksen jélkeen siirtdé

iséntdlaitteelta mallit, jolla ennusteet lasketaan.
4.3.2 Shenk menetelma

Menetelmén periaatteena on tunnistaa muuttuja, jonka avulla voidaan muokata vastaanottavan
laitteen spektrejd vastaamaan isantélaitteen spektrejd. Korjaus tapahtuu jokaiselle
mittauspisteen arvolle [7]. Tdmaén jédlkeen isdntdlaitteen menetelmé voidaan siirtda
vastaanottavaan laitteeseen. Siirrossa kiytettava ndytesetin tulee kattaa koko mittausalue ja

ndytteitd tulee olla vdhintdén 30 kappaletta [7].

Menetelmaéssa isdntdlaitteen ja vastaanottavan laitteen absorbanssien suhde mairitetddn ja
tarvittava korjauskerroin maéritetddn jokaiselle aallonpituusalueelle [7]. Korjauskertoimen
avulla vastaanottavan laitteen absorbanssi saadaan vastaamaan isintélaitteen absorbanssia

kyseiselld aallonpituusalueella.
4.3.3 Paloittainen suora standardisointi (PDS)- menetelma

PDS menetelmissé spektrin aallonpituus ja absorbanssi korjataan vastaamaan isantélaitteen
aallonpitutta ja absorbanssia. Korjaus tapahtuu monimuuttuja-analyysid hyddyntden. Liikkuva
analyysi-ikkunan kulkiessa koko muuttujan alueen poikki, saadaan iséntélaitteen ja
vastaanottavan laitteiden muuttujien eroja korjaavat regressiokertoimet [19]. Analyysi-
ikkunan leveyden lyhentdminen ja mittauspisteiden lisddminen parantaa PDS siirron

tarkkuutta.
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Absorbanssiarvot K, jotka on mitattu isdntélaitteella (AK Ai) ja vastaanottavalla laitteella (CK
M) aallonpituuksilla Ai ja aallonpituusalueella Ai—X to Ai+X, voidaan laskea hyddyntdmalla
kerrointa (BAi n). kerroin (BAi n) saadaan laskettua hydodyntdmaélld padmuuttuja komponenttien

regressiota (PCR) tai osittainen pienin nelid (PLS) laskentaa.
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5 Menetelman siirto

5.1 Suunnitelma PDS menetelmaa hyodyntavaan siirtoon

Analyysin siirto suunniteltiin toteutettavan paivitetyn ICH Q12 -ohjeistuksen mukaisesti
hy6dyntiden PDS algoritmia. Siirtoa ei kuitenkaan pystytty suorittamaan tilla menetelmalla.
Espoossa sijaitsevalla Brukerin MPA T laitteella eli isdntélaitteella oli tarkoitus mitata ensin
siirtosetin naytteet. Timén jélkeen samat nédytteet suunniteltiin mitattavan Turussa Brukerin
MPA 1I laitteella tdysin samoilla mittausparametreilld kuin Espoossa. Taman jilkeen oli
tarkoitus suorittaa Turun laitteella PDS muunnos mitatuille spektreille. Téssd vaiheessa my0s
Espoon laitteen spektrit siirrettiisiin Turkuun ja PDS muunnoksen avulla Turun spektrit
sovitettaisiin vastaamaan Espoon spektrejd. Niin spektrit vastaisivat Espoon laitteella
mitattuja spektrejd, eikd Turussa analysoidut spektrit siséltéisi laitteesta johtuvaa muutosta
spektriin. PDS muunnoksen jélkeen Espoon mallin kehityksessd hyddynnetyt
kalibraatiomallin mittaukset siirrettdisiin Turun laitteelle ja malli kehitettiisiin Turun laitteelle
tdysin samanlaiseksi kuin Espoon malli on. Néin saataisiin Turkuun tiysin samanlainen malli

kuin Espoossa.

Siirron jélkeen mallin validoimiseksi olisi kaksi vaihtoehtoa. Joko tehda tdysi validointi tuote
erdlld, jolloin tarvitaan primddrimenetelméin tulokset myds. Tai toisena vaihtoehtona on siirtda
Espoosta my0s validointiin hyddynnettyjen mittausten spektrit ja tehdd vastaavat
validointimittaukset Espoon mitatuilla validointindytteiden spektreilld. Tdlloin validointien
tulokset tulisi olla tdysin samanlaiset. Ainoastaan pieni vaihtelu laitteen mittausvirheesti
johtuen sallittaisiin. Mittausvirheestd johtuva numeerinen arvo, jonka sisdlle molempien NIR
laitteiden tulosten eron pitéisi olla, tulisi tieteellisesti perustellen madarittdé. Télla tavalla

osoitettaisiin, ettd tulokset vastaavat toisiaan.

Naytteind tyossi oli tarkoitus kéyttdd Orion Oyj:n omia lddkevalmisteita eli tuotannon Divigel
erid ja raaka-aineista laboratoriossa valmistettuja geeleji ilman estradiolihemihydraattia.
Naytteiden etanoli ja propyleeniglykolin nimellispitoisuus vaihtelisivat 70—130 % valilla.
Laboratoriossa valmistetut siirtondytteet ehdittiin valmistaa Orionilla
formulaatiolaboratoriossa Turussa. Laboratoriossa valmistettujen geelien pitoisuustasot
nimellispitoisuudesta olivat 130 % EtOH/130 % PG, 130 % EtOH/70 % PG, 115 %
EtOH/115 % PG, 115 % EtOH/95 % PG, 105 % EtOH/85 % PG, 100 % EtOH/100 % PG, 85
% EtOH/115 % PG, 85 % EtOH/85 % PG, 70 % EtOH/130 % PG ja 70 % EtOH/70 % PG.
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Lisiksi siirtosetti sisdlsi yhden tuotannon erdn. Niytteet sisdlsivit etanolia, vettd, Carbopolia
Triethanolamiinia ja propyleeniglykolia. Tuotannon er sisélsi lisdksi
estradiolihemihydraattia. Naytteet ovat pitoisuuksiltaan samanlaisia, joita kdytettiin

menetelmin kalibraatiomallissa menetelméii kehitettdessi isdntélaitteelle.

Suunnitellun siirron toteutus keskeytyi, kun Turun laitteella ei ollut mahdollista suorittaa PDS
muunnosta. Laitetoimittajan ohjeistuksen mukaan my6skéan heididn kahden laitteensa vélilld
ei tulisi hyddyntdd PDS menetelmiin perustavaa siirtoa. Niinp4 siirron toteutus piti miettia

uudelleen.
5.2 Analyysimenetelman siirron toteutus

Menetelmaén siirto paétettiin toteuttaa perinteisen laboratorioanalyysimenetelméan ICH Q12 -
siirto-ohjeistukseen perustuen. Talla tavalla toteutettu siirto ei poista laitteiden eroista johtuvia
spektraalisia eroavaisuuksia ja jittdd laitteiden tulosten vélille suuremman eroavaisuuden.
Téllaisessa suorassa siirrossa voisi hyddyntdd kulmakertoimen ja virheen korjaus -
menetelmad, jos siirto ilman sité ei onnistu. Etuna tdssd vaihtoehdossa on menetelmin
helpompi siirrettdvyys validoinnin osalta. Validoinnin sijasta tarvitsee tehdé vain haaste testi,
jolla osoitetaan molempien paikkakuntien menetelmien tulosten eroavaisuus ensisijaisen
menetelman tuloksesta. Eli siirrossa laitteiden vilinen ero ei saa olla suunniteltua 3,0 %-
yksikkod isompi, eikd kummankaan paikkakunnan tulokset saa erota ensisijaisen

menetelméddn tuloksesta enempéé kuin 5,0 %-yksikkoa.

5.3 Siirtoanalyysit

Siirtoanalyysit mitattiin Espoon isdntélaitteella aamupaivilla, ja iltapaivéksi siirryttiin
mittaamaan ndytteet Turun laitteelle. Aikaikkuna néytevialien tdyttdmisestd viimeiseen
mittaukseen oli 21 tuntia. Néin pitkélle ajalle oli menetelmén validoinnissa osoitettu
ndytteiden sdilyvdan muuttumattomana. Naytteet mitattiin samassa jéarjestyksessd molemmilla

laitteilla.
5.4 Laitteisto ja analyysimenetelman kemometriset mallit

Analyysimenetelmén kaikki kemometriset mallit on kehitetty Espoossa Brukerin MPA

Fourier-muunnos ldhi-infrapuna spektrometri, FT-NIR MPA I kdyttden. Nyt
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analyysimenetelmén kvantitaviiset mallit etanolin ja propyleeni glykolin pitoisuuden
madrittamiseksi, sekd tunnistusmallit siirrettiin Turussa sijaitsevalle Brukerin MPA Fourier-
muunnos ldhi-infrapuna spektrometrille, FT-NIR MPA II. Niytteet mitattiin lapdisykyky (T) -
menetelmadd kédyttden. Raakadatan kemometriset analyysit suoritettiin kdyttden OPUS-

spektroskopiaohjelmistoa (versio 8.5)

Divigel 0,1 % -ndytteet mitattiin 1dpdisymenetelmélld. Transmittanssi (T) kuvaa séteilyn
intensiteetin vihenemisesti aallonpituuden funktiona, kun siteily kulkee ndytteen lépi.
Transmittanssin tulokset esitetddn yleenséd suoraan absorbanssina, eli logl0 (1/T). Kyseisessd
mittaustavassa ndyte asetetaan optisen ldhteen ja detektorin viliin. Tédssd tapauksessa vialissa
oleva geelin sekandyte asetettiin ndyteosastoon. Yleiset mittausparametrit laitteittain on
esitetty taulukossa 2. Skannerin nopeus on tietoisesti asetuttu MPAII:1la 15 kHz, silld sen
16ydettiin tasapainottavan muuten erilaisia mittausasetuksia, joita ei pysty muuttamaan, ja

antavan saman tasoista raakaspektrid kuin Espoon MPAT laitteisto.

Taulukko 2. Bruker MPA FT-NIR spektrometrien mittausparametrit ja -asetukset.

Parametri Arvo / Asetus Arvo / Asetus

Instrumentti Fourier-Transform (FT) NIR:  Fourier-Transform (FT)

Bruker’s MPA | NIR: Bruker’s MPA 11

Interferometri Michelsonin Michelsonin
interferometri / High interferometri / High
stability interferometer stability interferometer
with ROCKSOLID™ with ROCKSOLID™
permanent alignment permanent alignment

) Tungsten Tungsten
Valon ldhde halogeenilamppu halogeenilamppu
Detektori Indium Gallium Arsenidi  Indium Gallium Arsenidi

(InGaAs) ldpimittaukselle

(InGaAs) ldpimittaukselle

Mittaus menetelma Lapimittaus Lapimittaus
Skaala
Abskissa cm’! cm’!
Ordinaatta A; Logio(1/T) A; Logio(1/T)
Mittausparametrit
Alue 4000-12500 cm’! 4000-12500 cm’!
Resoluutio 8 cm’! 8 cm’!
Mittausvali 2 cm’! 2 cm!
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Mittauksia per spektri 64 64

Signaalin esivahvistus 1 x Ix

Signaalin ja taustan vahvistus Ref Ref

Skannerin nopeus 40 kHz 15 kHz

Alipédéstosuodatin 40 -2

Esivahvistin High Low

Léhteen asetus Korkeaintensiteetti NIR NIR
Tausta Ilma (tyhja naytepaikka) Ilma (tyhja ndytepaikka)
Néytteenkasittely Geeli lasivialissa Geeli lasivialissa

Molemmat kvantitaviiset mallit on kalibroitu hyodyntden monimuuttuja-analyysitydkalua,
PLS1 (Partial Least Squares; Projection to latent Structures). Mallissa NIR S-spektrivaste (y)

on kalibroitu GC-menetelmélld saatujen varmennettujen ominaisuusarvojen (x) mukaan.

PLS1-algoritmi perustuu kaksoislineaarisiin projektiomenetelmiin, kuten esimerkiksi
padkomponentti analyysi (PCA), jossa tiedot esitetdin ndytepisteind (projektio
ominaisvektoriin akseliin; T) ja muuttuvat kuormitukset (ominaisvektorit, jotka ovat
alkuperdisten muuttujien kulmakosineja; P). Néin luodaan uudet ortonormaali kuormitukset,
jotka ovat alkuperdisten x-muuttujien lineaarisia yhdistelmii. Néitd kutsutaan PCA:ssa
padkomponenteiksi (PC) ja PLS:ssi piileviksi muuttujiksi (LV), joita kdytetdan

visualisoimaan spektrivaihtelu (y) tietojoukon sisélla.

Ensimmadiseen pddmuuttujaan sisiltyy eniten varianssitietoja, kun taas toinen paamuuttuja
siséltdd suurimman osan jaannostiedoista. Kuten padkomponentit pddkomponenttianalyysissé,
PLS1-algoritmissa latentteja muuttujia (LV) kiytetddn selittiméén vaihtelua tietojoukon
sisdlld. PLS1:ssd regressiotulos saadaan yhdistdmaélld seki spektridatan (y) ettd
ominaisuusdatan (x) vaihtelut. Lineaarisen pienimmén nelidsumman tyyliseen laskentaan
perustuva Ordinary least squares (OLS) menetelméa kéytettiin etsimiéin sisdsuhdekertoimia ja
osoittamaan sisdinen suhde. Eli ominaisuustietojen vaihtelu (x) yhdistettiin spektritietojen (y)

kanssa etsiméllé paras kovarianssi selittimién molemmat tietojoukot.

Propyleeniglykolin mallissa interaktiivisena alueena on 6500-5300 cm-1. Etanolin mallissa
interaktiivisena alueena on 9172,5-8651,7 cm-1 ja 6082,8-5558,3 cm-1. Kuvassa 5 etanolin,
propyleeniglykolin ja veden taustakorjatut NIR-spektrit mallissa kéytettyjen

mittausparametreilld mitattuna.
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Kuva 5. Vaaleansiniselld veden NIR-spektri. Punaisella propyleeniglykoli ja siniselld etanolin

NIR-spektri koko mittausalueelta.

Mallien kehityksessi kaikki NIR-spektrit tallennettiin aaltolukualueella 4000-12500 cm™ ja 8
cm’! resoluutiolla. Mallinnuksessa spektrien esikisittelyyn kiytettiin ensimmaéisti derivaattaa
(17 pts). Spektrin ensimmadisen derivaatan avulla ndhddén spektrin nouseminen ja laskeminen

selkeammin.

Ensimmadisen johdannaiskasittelyn lisdksi keskiarvokeskitystd sovellettiin kaikille spektreille.
Keskiarvokeskityksen yhteydessd keskimdédrdinen spektri ja keskiarvokomponenttiarvot
viahennetddn ennen kuin PLS-malliin perustuvat tunnistus tai kvantitatiiviset mallinnukset

suoritetaan.

Mallien kehityksen jdlkeen NIRS-menetelmi validoitiin vaadittavien viranomaisméaaridyksien
ja -ohjeistuksien mukaan, (ICH Q2 (R1) Validation of Analytical Procedures: Text and
Methodology 1995 & 1997, European Pharmacopoeia 8. painos 2015, United States
Pharmacopoeia 38. painos 2015) menetelmén validointiin kuuluivat spesifisyys, lineaarisuus,

mittausalue, tarkkuus, toistettavuus ja haavoittuvuus.
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5.5 Ensisijaisen analyysimenetelman tulokset haaste testissa

Néytteet analysoitiin GC-menetelmélld Orionilla, CQC-laboratoriossa Turussa, rinnakkain
geelin NIRS-mittausten kanssa. Tuotanto-erien sekageelindyte valmistettiin sekoittamalla 20
pussin sisdltd. GC-ndytteen valmistuksen yhteydessd valmistettiin NIRS mittauksiin ndyte. Eli

molemmilta NIRS laitteelta oli molemmille mitatulle nédytteille oma ensisijainen vertailutulos.



6 Validointi

6.1 Vaadittavat kriteerit
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Kyseessid on validoidun menetelma siirtdminen toiselle paikkakunnalle. Menetelmén mallien

suoritus ei muutu mitenkéén, ainoastaan raakaspektrit ovat tasoltaan erilaisia kuin toisella

paikkakunnalla, johtuen eri laitteista Tall6in tarvitsee uudelleen validoida laboratorioiden

vilinen toistettavuus. Taéman validoimiseksi analysoin kolmesta eri tuotantoerdstd kuusi

rinnakkaista ndytettd. Jokaisen erdn kuuden rinnakkaisen nédytteen keskiarvoja vertailtiin

vastaaviin tuloksiin toiselta paikkakunnalta. Tulosten absoluuttinen keskiarvojen ero sai olla

korkeintaan 3,0 %-yksikkod. Tdlloin laitteiden viélilld ei ole merkittdvad eroa.

Taulukko 3. Validointikriteerit menetelmaén siirrolle.

Laboratorioiden | Analysoidaan molemmilla paikkakunnilla etanolin ja Analyysipaikkoje
vilinen propyleeniglykolin pitoisuus kuudesta erikseen n keskiarvojen
toistettavuus valmistetusta ndytteestd kolmesta eri erdstd absoluuttinen ero
Raportoitavat arvot: keskiarvo, keskihajonta, < 3.0 %-yksikkoa.
suhteellinen keskihajonta ja 90 % luottamusvili, seki
analyysipaikkojen keskiarvojen absoluuttinen ero
Haavoittuvuus Siirtondytteet analysoidaan uudelleen noin. 48 hja 72 h | Keskiarvojen
(Néaytteiden kuluttua valmistuksesta absoluuttinen ero
sdilyvyys 48 h ja | Raportoitavat arvot: keskiarvo, keskihajonta, tulos settien
72 h) suhteellinen keskihajonta ja 90 % luottamusvili, sekd vililla <2.0 %-
tulos settien keskiarvojen absoluuttinen ero yksikkoa
6.2 Tulokset

Laboratorioiden vilisessi toistettavuudessa raja-arvo oli < 3.0 %-yksikkod. Tdma vaatimus

tayttyi jokaisen erdn propyleeniglykolin ja etanolin osalta. Taulukossa 4 ja 5 on esitetty

erdkohtaisesti siirtosettien tulosten vertailu paikkakuntien tulosten vililla.

Naytteiden sdilyvyys analysointiin tarkoitetussa vialeissa oli hyvé. Taulukossa 6 on esitetty

suhteellisen prosenttimuutos turussa suoritettuun ensimmadiseen ndytteen analyysiin.
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Taulukoissa 7 ja 8 on esitetty 48 tunnin tulokset ndytteiden sdilyvyydessé erdkohtaisesti.
Taulukossa 9 ja 10 on esitetty 72 tunnin tulokset niytteiden sdilyvyydessa erdkohtaisesti.
Naytteiden sdilyvyydelle maaritetty hyviaksymiskriteeri; keskiarvojen absoluuttinen ero < 2.0
%-yksikkod tayttyi kaikkien erien ja aikapisteiden osalta molemmilla malleilla, etanolilla ja

propyleeniglykolilla.

6.2.1 Pitoisuus mallien siirtotulokset

Tuloksien vililld on selvé ero etanolin ja propyleeniglykolin pitoisuuden mallintamisessa.
Turussa etanolin pitoisuudet ovat jirjestelméllisesti matalammat kuin Espoossa.
Propyleeniglykolin mallinnuksessa Turussa saadaan jérjestelmaéllisesti matalampaa tulosta.
Etanolin pitoisuustulokset muuttuivat paljon vihemmaén kuin propyleeniglykolin tulokset,
siirryttdessd Turkuun. Erdn 1906991 propyleeniglykolin pitoisuustulosten ero oli juuri 3,0 %-

yksikkoa ja taytti vaatimuksen.
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Taulukko 4. Kolmen eri erén etanolin pitoisuustulokset lahettavastd ja vastaanottavasta laboratoriosta. Jokaisen
erén keskiarvojen absoluuttinen ero on < 3,0 %-yksikkoa.

ESPOO TURKU
1906991 niyte setti (EtOH) 1906991 niyte setti (EtOH)

Luottamustaso (90,0 %) 0,3300 Luottamustaso (90,0 %) 0,2942
Luottamusvili 90 % alaraja 96,2329 Luottamusvali 90 % alaraja 95,0584
Luottamusvali 90 % yldraja 96,8929 Luottamusvili 90 % yldraja 95,6468
Keskiarvo 96,5629 Keskiarvo 95,3526
Keskihajonta 0,6366 Keskihajonta 0,5675
Suhteellinen keskihajonta (%)  0,6592 Suhteellinen keskihajonta (%) 0,5951

Keskiarvojen absoluuttinen ero = 1,2103 %-yksikkoa

2053551 néyte setti (EtOH) 2053551 néyte setti (EtOH)
Luottamustaso (90,0 %) 0,2217 Luottamustaso (90,0 %) 0,1814
Luottamusvéli 90 % alaraja 95,9003 Luottamusvéli 90 % alaraja 95,1229
Luottamusvali 90 % yldraja 96,3437 Luottamusvali 90 % yldraja 95,4857
Keskiarvo 96,1220 Keskiarvo 95,3043
Keskihajonta 0,4276 Keskihajonta 0,3499
Suhteellinen keskihajonta (%)  0,4449 Suhteellinen keskihajonta (%) 0,3671

Keskiarvojen absoluuttinen ero = 0,8177 %-yksikkoa

2108436 nayte setti (EtOH) 2108436 nayte setti (EtOH)
Luottamustaso (90,0 %) 0,2899 Luottamustaso (90,0 %) 0,1736
Luottamusvili 90 % alaraja 96,4360 Luottamusvali 90 % alaraja 95,5871
Luottamusvili 90 % yldraja 97,0158 Luottamusvéli 90 % ylaraja 95,9343
Keskiarvo 96,7259 Keskiarvo 95,7607
Keskihajonta 0,5592 Keskihajonta 0,3349
Suhteellinen keskihajonta (%) 0,5781 Suhteellinen keskihajonta (%) 0,3497

Keskiarvojen absoluuttinen ero = 0,9652 %-yksikkoa
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Taulukko 5. Kolmen eri erdn propyleeniglykolin pitoisuustulokset 1dhettdvasté ja vastaanottavasta laboratoriosta.

Jokaisen erén keskiarvojen absoluuttinen ero on < 3,0 %-yksikkoa.

TURKU

1906991 niyte setti (PG)

ESPOO

1906991 niyte setti (PG)
Luottamustaso (90,0 %) 0,3316
Luottamusvéli 90 % alaraja 102,5726
Luottamusvali 90 % yldraja 103,2357
Keskiarvo 102,9042
Keskihajonta 0,6396

Suhteellinen keskihajonta (%) 0,6215

Luottamustaso (90,0 %) 0,3126
Luottamusvéli 90 % alaraja 105,5308
Luottamusvali 90 % ylaraja 106,1559
Keskiarvo 105,8433
Keskihajonta 0,6029
Suhteellinen keskihajonta (%)  0,5696

Keskiarvojen absoluuttinen ero = 2,9392 %-yksikkoa

2053551 nayte setti (PG)

2053551 nayte setti (PG)

Luottamustaso (90,0 %) 0,2809 Luottamustaso (90,0 %) 0,3476
Luottamusvili 90 % alaraja 102,6616 Luottamusvali 90 % alaraja 104,8499
Luottamusvali 90 % yldraja 103,2234 Luottamusvali 90 % ylaraja 105,5451
Keskiarvo 102,9425 Keskiarvo 105,1975
Keskihajonta 0,5418 Keskihajonta 0,6705
Suhteellinen keskihajonta (%)  0,5263 Suhteellinen keskihajonta (%)  0,6373
Keskiarvojen absoluuttinen ero = 2,2550 %-yksikkoa
2108436 nayte setti (PQG) 2108436 niyte setti (PG)
Luottamustaso (90,0 %) 0,4775 Luottamustaso (90,0 %) 0,3683
Luottamusvili 90 % alaraja 100,9900 Luottamusvali 90 % alaraja 103,8976
Luottamusvili 90 % yldraja 101,9449 Luottamusvéli 90 % yldraja 104,6341
Keskiarvo 101,4674 Keskiarvo 104,2658
Keskihajonta 0,9210 Keskihajonta 0,7104
Suhteellinen keskihajonta (%)  0,9077 Suhteellinen keskihajonta (%)  0,6813

Keskiarvojen absoluuttinen ero = 2,7984 %-yksikkoa
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6.2.2 Naytteiden sailyvyys tulokset

Naéytteiden siilyvyys valmistuksen jélkeen tutkittiin samalla. Aikaisemmassa validointiraportissa
ndytteiden sdilyvyys oli tutkittu 21 tuntiin saakka. Siirryttdessé toiselle analyysipaikkakunnalle
valmiiden néytteiden kanssa, tima aikaikkuna on aika lyhyt. Nyt jokainen nédyte mitattiin
vastaanottavassa analyysipaikassa, eli Turussa 48 tunnin ja 72 tunnin kuluttua ensimmaéisestd Turun
analyysipaikan analyysistd. Ndin osoitetaan ndytteiden sdilyvyys huoneen ldmmdssd useamman péivin
ajan. Sdilyvyys médritettiin suhteellisina prosentteina ja laskettiin verrattuna turun ensimméaiseen
analysointihetkeen verrattuna, joka oli 100 %. Tulokset esitettyné taulukossa 6. Kaikki néytteet
sdilyivét erittdin hyvin ja niytteiden sdilyvyysaika voidaan nostaa 72 tuntiin saakka. Aikapisteittdin

eritellyt tulokset taulukoissa 7-10.

Taulukko 6. Suhteellinen prosenttiosuus (suht. %). Laskettu suhteessa ajanhetkeen 0 joka on 100 %.

Suhteellinen prosenttiosuus (suht. %)

Oh 48 h 72 h
1906991 niyte setti (EtOH) 100 % 100,16 % 100,07 %
2053551 nayte setti (EtOH) 100% 100,08 % 99,84 %
2108436 nayte setti (EtOH) 100 % 99,86 % 99,83 %
1906991 niyte setti (PG) 100 % 100,06 % 100,09 %
2053551 nayte setti (PG) 100 % 99,93 % 100,30 %

2108436 nayte setti (PG) 100% 100,34 % 99,98 %



Taulukko 7. Kolmen erillisen erén etanolipitoisuuden tulokset vastaanottavan laboratorion ensimmaéisesta
analyysisté ja 48 tunnin sdilyvyyden tulokset. Jokaisen erén sdilyvyyden keskiarvojen absoluuttinen ero on alle

TURKU 48 h
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2,0%
TURKU O h
1906991 niyte setti (EtOH)
Luottamustaso (90,0 %) 0,2942

1906991 nayte setti 48 h (EtOH)

Luottamusvali 90 % alaraja 95,0584
Luottamusvili 90 % ylaraja 95,6468

Keskiarvo 95,3526
Keskihajonta 0,5675
Suhteellinen keskihajonta (%) 0,5951

Luottamustaso (90,0 %) 0,3086
Luottamusvali 90 % alaraja 95,1999
Luottamusvali 90 % ylaraja 95,8171
Keskiarvo 95,5085
Keskihajonta 0,5953
Suhteellinen keskihajonta (%) 0,6233

Keskiarvojen absoluuttinen ero = 0,1559 %-yksikkoa

2053551 niyte setti (EtOH)

Luottamustaso (90,0 %) 0,1814

2053551 néyte setti 48 h (EtOH)

Luottamusvali 90 % alaraja 95,1229
Luottamusvali 90 % ylaraja 95,4857

Keskiarvo 95,3043
Keskihajonta 0,3499
Suhteellinen keskihajonta (%) 0,3671

Luottamustaso (90,0 %) 0,1435
Luottamusvali 90 % alaraja 95,2365
Luottamusvali 90 % ylaraja 95,5235
Keskiarvo 95,3800
Keskihajonta 0,2514
Suhteellinen keskihajonta (%) 0,2636

Keskiarvojen absoluuttinen ero = 0,0757 %-yksikkoa

2108436 nayte setti (EtOH)

Luottamustaso (90,0 %) 0,1736

2108436 niyte setti 48 h(EtOH)

Luottamusvéli 90 % alaraja 95,5871
Luottamusvali 90 % yldaraja 95,9343

Keskiarvo 95,7607
Keskihajonta 0,3349
Suhteellinen keskihajonta (%) 0,3497

Luottamustaso (90,0 %) 0,2341
Luottamusvali 90 % alaraja 95,3933
Luottamusvali 90 % ylaraja 95,8614
Keskiarvo 95,6273
Keskihajonta 0,3932
Suhteellinen keskihajonta (%) 0,4112

Keskiarvojen absoluuttinen ero = 0,1333 %-yksikkoa
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Taulukko 8. Kolmen erillisen erdn propyleeniglykolin pitoisuuden tulokset vastaanottavan laboratorion
ensimmadisestd analyysistd ja 48 tunnin sdilyvyyden tulokset. Jokaisen erédn séilyvyyden keskiarvojen
absoluuttinen ero on alle 2,0 %-yksikkda.

TURKU O h

1906991 nayte setti (PG)

Luottamustaso (90,0 %) 0,3126
Luottamusvéli 90 % alaraja ~ 105,5308
Luottamusvali 90 % yldaraja  106,1559
Keskiarvo 105,8433
Keskihajonta 0,6029

Suhteellinen keskihajonta (%) 0,5696

TURKU 48 h
1906991 niyte setti 48 h (PG)

Luottamustaso (90,0 %) 0,4000
Luottamusvéli 90 % alaraja 105,5058
Luottamusvali 90 % ylaraja 106,3058
Keskiarvo 105,9058
Keskihajonta 0,6451
Suhteellinen keskihajonta (%) 0,6091

Keskiarvojen absoluuttinen ero = 0,0625 %-yksikkoa

2053551 nayte setti (PQG)

Luottamustaso (90,0 %) 0,3476
Luottamusvéli 90 % alaraja ~ 104,8499
Luottamusvali 90 % yldaraja  105,5451
Keskiarvo 105,1975
Keskihajonta 0,6705

Suhteellinen keskihajonta (%) 0,6373

2053551 néyte setti 48 h (PG)
Luottamustaso (90,0 %) 0,2955
Luottamusvéli 90 % alaraja 104,8320
Luottamusvali 90 % ylaraja 105,4230
Keskiarvo 105,1275
Keskihajonta 0,2514
Suhteellinen keskihajonta (%) 0,4804

Keskiarvojen absoluuttinen ero = 0,0700 %-yksikkoa

2108436 nayte setti (PQG)

2108436 nayte setti 48 h (PG)

Luottamustaso (90,0 %) 0,3683
Luottamusvali 90 % alaraja 103,8976
Luottamusvali 90 % yldaraja  104,6341
Keskiarvo 104,2658
Keskihajonta 0,7104

Suhteellinen keskihajonta (%) 0,6813

Luottamustaso (90,0 %) 0,3695
Luottamusvéli 90 % alaraja  104,2496
Luottamusvali 90 % yldaraja  104,9887
Keskiarvo 104,6192
Keskihajonta 0,5855

Suhteellinen keskihajonta (%)

0,5597

Keskiarvojen absoluuttinen ero = 0,3533 %-yksikkoa
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Taulukko 9. Kolmen erillisen erén etanolipitoisuuden tulokset vastaanottavan laboratorion ensimmaisesti
analyysisté ja 72 tunnin sdilyvyyden tulokset. Jokaisen erédn sédilyvyyden keskiarvojen absoluuttinen ero on alle

2,0 %-yksikkoa.

TURKU O h

1906991 nayte setti (EtOH)

TURKU 72 h

Luottamustaso (90,0 %) 0,2942

1906991 nayte setti 72 h (EtOH)

Luottamusvali 90 % alaraja 95,0584
Luottamusvili 90 % ylaraja 95,6468

Keskiarvo 95,3526
Keskihajonta 0,5675
Suhteellinen keskihajonta (%) 0,5951

Luottamustaso (90,0 %) 0,3842
Luottamusvali 90 % alaraja 95,0396
Luottamusvili 90 % ylaraja 95,8079
Keskiarvo 95,4238
Keskihajonta 0,7411

Suhteellinen keskihajonta (%)

0,7766

Keskiarvojen absoluuttinen ero = 0,0712 %-yksikkoa

2053551 niyte setti (EtOH)

Luottamustaso (90,0 %) 0,1814

2053551 néyte setti 72 h (EtOH)

Luottamusvaili 90 % alaraja 95,1229
Luottamusvali 90 % ylaraja 95,4857

Keskiarvo 95,3043
Keskihajonta 0,3499
Suhteellinen keskihajonta (%) 0,3671

Luottamustaso (90,0 %) 0,1677
Luottamusvali 90 % alaraja 94,9837
Luottamusvali 90 % ylaraja 95,3190
Keskiarvo 95,1513
Keskihajonta 0,3234
Suhteellinen keskihajonta (%) 0,3399

Keskiarvojen absoluuttinen ero = 0,1530 %-yksikkoa

2108436 niyte setti (EtOH)

Luottamustaso (90,0 %) 0,1736

2108436 nayte setti 72 h (EtOH)

Luottamusvéli 90 % alaraja 95,5871
Luottamusvali 90 % yldaraja 95,9343

Keskiarvo 95,7607
Keskihajonta 0,3349
Suhteellinen keskihajonta (%) 0,3497

Luottamustaso (90,0 %) 0,3052
Luottamusvali 90 % alaraja 95,2933
Luottamusvali 90 % ylaraja 95,9037
Keskiarvo 95,5985
Keskihajonta 0,5887
Suhteellinen keskihajonta (%) 0,6158

Keskiarvojen absoluuttinen ero = 0,1622 %-yksikkoa
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Taulukko 10. Kolmen erillisen erén propyleeniglykolin pitoisuuden tulokset vastaanottavan laboratorion
ensimmadisestd analyysistd ja 72 tunnin sdilyvyyden tulokset. Jokaisen erédn séilyvyyden keskiarvojen
absoluuttinen ero on alle 2,0 %-yksikkda.

TURKU O h TURKU 72 h

1906991 niyte setti (PG) 1906991 niyte setti 72 h (PG)

Luottamustaso (90,0 %) 0,3126 Luottamustaso (90,0 %) 0,4938

Luottamusvéli 90 % alaraja ~ 105,5308 Luottamusvéli 90 % alaraja 105,4496
Luottamusvéli 90 % ylaraja  106,1559 Luottamusvéli 90 % yldraja 106,4371

Keskiarvo 105,8433 Keskiarvo 105,9433
Keskihajonta 0,6029 Keskihajonta 0,9524
Suhteellinen keskihajonta (%) 0,5696 Suhteellinen keskihajonta (%) 0,8990

Keskiarvojen absoluuttinen ero = 0,1000 %-yksikkod

2053551 néyte setti (PG) 2053551 néyte setti 72 h (PG)

Luottamustaso (90,0 %) 0,3476 Luottamustaso (90,0 %) 0,3445
Luottamusvéli 90 % alaraja ~ 104,8499 Luottamusvéli 90 % alaraja 105,1638
Luottamusvali 90 % yldaraja  105,5451 Luottamusvali 90 % ylaraja 105,8529
Keskiarvo 105,1975 Keskiarvo 105,5083
Keskihajonta 0,6705 Keskihajonta 0,6646

Suhteellinen keskihajonta (%) 0,6373 Suhteellinen keskihajonta (%) 0,6299

Keskiarvojen absoluuttinen ero = 0,3108 %-yksikkod

2108436 nayte setti (PG) 2108436 nayte setti 72 h (PG)

Luottamustaso (90,0 %) 0,3683 Luottamustaso (90,0 %) 0,3238

Luottamusvali 90 % alaraja 103,8976
Luottamusvali 90 % yldaraja  104,6341

Luottamusvéli 90 % alaraja  103,9212
Luottamusvali 90 % yldaraja  104,5688

Keskiarvo

Keskihajonta

104,2658
0,7104

Suhteellinen keskihajonta (%) 0,6813

Keskiarvo

Keskihajonta

Suhteellinen keskihajonta (%)

104,2450
0,6246
0,5992

Keskiarvojen absoluuttinen ero = 0,0208 %-yksikkoa
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6.3 Haaste-testi

NIR-menetelméin perustuvat analyysimenetelmét ovat aina myyntiluvassa vaihtoehtoisia
menetelmid. Tdma tarkoittaa sitd, ettd myyntiluvassa on mééritelty ensisijainen
analyysimenetelma ja titd menetelmaa vasten voidaan vaihtoehtoinen menetelma ottaa
maiiriajaksi kiyttoon Vaihtoehtoisen ja ensisijaisen analyysimenetelmén antamien tulosten

ero ei saa kuitenkaan merkittavasti erota toisistaan.

Ennen menetelmien kayttdonottoa téssd tapauksessa molempien paikkakuntien menetelmien
antamat tulokset verrataan ensisijaisen menetelmin antamaan tulokseen. Kun tdmakin
vaatimus tdyttyy, on molemmilla paikkakunnilla virallisesti mahdollista suorittaa analyysit.

Taulukossa 11 on haastetestin tulokset.

Taulukko 11. Haastetestin tulokset. Molempien paikkakuntien molemmat menetelmaét alittivat vaatimusrajan ja
ovat hyvaksyttavissa kayttoon.

Haastetestin tulokset

Etanoli

Ensisijainen (GC) NIR (Turku) NIR (Espoo)
1. Nayte 100,103 95,831 96,328
2. Nayte 100,376 96,315 97,386
Keskiarvo 100,239 96,073 96,857
Keskiarvojen absoluuttinen ero verrattuna ensisijaiseen (GC) 0 4,1664305 3,3824305
Hyvaksymis raja <5% <5%
Tulos OK OK

Propyleeniglykoli
Ensisjainen (GC) NIR (Turku) NIR (Espoo)

1. Nayte 100,117 102,580 101,040
2. Nayte 99,957 103,590 100,990
Keskiarvo 100,037 103,085 101,015
Keskiarvojen absoluuttinen ero verrattuna ensisijaiseen (GC) 0 3,047967 0,977967
Hyvaksymis raja <5% <5%

Tulos OK OK

Haastetestissd vaatimukset saavutettiin ja tulosten perusteella menetelmat molemmilla

paikkakunnilla ovat soveltuvia Divigeli 0,1 % tunnistamiseen ja kvantitointiin.
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7 Paatelmat

Tyon tavoitteena oli siirtdd NIR menetelmé Espoon Bruker MPA T laitteelta Turkuun
Brukerin MPA 11 laitteelle. Laitteiden tiedettiin eroavan hieman toisistaan, mutta tarkoitus oli
toteuttaa siirto hyddyntden pelkdstadn laskennalliseen spektrin standardointiin perustuvaa
PDS menetelméa. Tyon edetessd PDS menetelmén kéytto ei ollutkaan mahdollista ja mallin

siirtiminen toteutettiin tavanomaisen analyysimenetelmén siirron mukaisesti.

Turun laitteella ei ollut mahdollisuutta tuoda malleja PDS menetelméé hyddyntden. Tdmén
takia valmistelut menetelmin siirtdmiseksi Turkuun tétd menetelmad hyddyntden jouduttiin
keskeyttdmiédn. PDS menetelmé soveltuu paremmin téysin erilaisen NIR-spektreihin
perustuvien mallien yhteen sovittamiseksi ja tuomiseksi laitteistolle. PDS menetelmaii
hyodyntidvaan menetelmén siirtoon 16ytyy paivitetty [CH:n ohjeistus, jossa suositellaan juuri
PDS menetelmén hyddyntédmistd. Nyt menetelmén siirto toteutettiin HPLC menetelmaén siirto-
ohjeistus mukaillen. Lisédhaasteeksi tdlld tavalla toimittaessa tuli validointikriteerien
madrittdminen. Siirtokriteerit tuli maarittaa riittdvin tiukoiksi, jotta siirretyn menetelmén
tulostason luotettavuus sdilyy. Toisaalta uudella laitteella analysoitaessa laitekohtaisista
optisista poluista johtuen spektri siséltd paljon turhaa virhettd, jota ei nyt pystytty poistamaan
ja se piti siséllyttdd menetelmaén siirtokriteereihin. PDS menetelmdd hyodynnettdessa tillaisia
el olisi tarvinnut maarittda, silld eroa ei olisi tullut. Nyt rajojen asetannassa perustelut nojaavat

HPLC menetelmien siirroissa yleisesti kdytettiviin rajoihin.

Tydssd el hyodynnetty toista esittelemééni spektrien standardisointiin perustuvaa
laskennallista menetelmid, kulmakertoimen ja virheen korjausta. Laitevalmistajan
ohjelmistossa tdllainen mahdollisuus 16ytyy, mutta sen toimintaa ei ohjeissa kuvata kovin
tarkasti. Sen takia timidn menetelman kdyttdmisen soveltuvuuden arviointi ei soveltunut
osaksi tyotd. ICH:n ohjeistuksessa ei oteta mydskédn selvisti kantaa timidn menetelméan
laajasta kdyttamisestd. Tulevissa siirroissa timidn menetelmin kiyton soveltuvuutta arvioidaan
uudelleen. Tulostasojen korjaamiseen menetelmé soveltuisi, mutta sen soveltuvuus spektrien

eroavaisuuksia tasoittamisen on epéselvaa.

Ty06ssd saatiin NIR analyysimenetelma siirrettyd onnistuneet ja viranomaisvaatimukset
tiyttden toiselle analyysipaikalle. Tulevia analyysisiirtoja varten perehdytidin vield tarkemmin

kulmakertoimen ja virheen korjaukseen perustuvan menetelmin hyddyntdmiseen.
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