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THVISTELMA

Tyon  tarkoituksena oli  validoida  primadristen  aromaattisten  amiinien
ominaismigraatioanalyysi. Validointiin sisallytettiin testin optimointi eli nopeutus. Tyo
tehtiin -~ Amcor Flexibles Finland Oy:n Kauttuan tehtaalle, joka tekee
joustopakkausmateriaaleja.

Tassd  opinndytetydssa  tutkittiin - analyysimenetelm&d,  jolla ~ maédritetdédn
elintarvikepakkausmateriaaliin jaaneiden ja siitd migraatiolla testisimulanttiin siirtyvien
isosyanaattien madra. Siind pakkausmateriaali joutuu kosketuksiin etikkahapon kanssa,
jolloin isosyanaatit reagoivat primadrisiksi aromaattisiksi amiineiksi ja joiden
kvantitatiivinen méaritys tapahtuu spektrofotometrisesti.

Validoinnilla osoitettiin, tayttikd menetelma sille asetetut vaatimukset ja soveltuiko se
aiottuun  kayttotarkoitukseen.  Optimoinnissa tutkittiin, onnistuuko viimeisten
reagenssilisdysten jalkeinen reaktioajan lyhennys 2 tunnista 15 minuuttiin.

Optimoinnin t-testin arvoksi saatiin 0,778, mikd oli pienempi kuin t-testin
kirjallisuusarvo 2,365. Taman perusteella voitiin todeta, ettd uusi optimoitu testi antoi
riittdvalla tarkkuudella samanlaisia tuloksia kuin vanha testi. Testit siis olivat yhta
patevia.

Validoinnissa saatiin selville, ettd satunnaisvirheen keskihajonnan epavarmuus oli 8,73
% ja laajennettu epavarmuus 95 % luotettavuusvalilla oli 17,46 %. Kokonaisvirheeksi
saatiin 15 % alle 0,5 pg/100 ml/2 dm? ja yli menevilla todettiin sen olevan 25 %.

Systemaattisen  virheen  selvittdmiseksi  voitaisiin  tehdd tehtaiden  vélisia
rinnakkaismittauksia, jolloin kokonaisvirheeseen saataisiin myds systemaattinen virhe
mukaan. Muuten validointi onnistui eikd uuden menetelman kayttéonotolle ole estetta.
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ABSTRACT

The purpose of this work was to validate the specific migration analysis of primary
aromatic amines. Optimization or acceleration of the test was included in the validation.
The work was done to the Kauttua’s facory of Amcor Flexibles Finland Oy which
manufactures flexible packing materials.

The analysis method was investigated in this thesis. The analysis method is used to
determine the remnant amount of isocyanates in food casing material. The remnant
amount of isocyanates is transferred by migration to testsimulator. Packing material is
contacted with acetic acid when isocyanates react to primary aromatic amines. The
quantitative determination of primary aromatic amines happens with spectrophotometer.

By validating the method was proven that method accomplished its requirements.
Validation also made clear that the method suited well to its purpose. In optimization
was inspected diminishing reaction time from 2 hours to 15 minutes after adding the last
part of reagent.

T-test’s value of the optimization was 0,778 which was smaller than 2,365 the literary
value of the t-test. Based on these results the new method gave the same kind outcome
as the old method on sufficient exactness. The results of these tests were identical.

After validation was found out that random error standard deviation
Validoinnissa saatiin selville, ettd satunnaisvirheen keskihajonnan epavarmuus oli 8,73

% ja laajennettu epavarmuus 95 % luotettavuusvalilla oli 17,46 %. Kokonaisvirheeksi
saatiin 15 % alle 0,5 pg/100 ml/2 dm? ja yli menevilla todettiin sen olevan 25 %.



ALKUSANAT

Tama opinndytetyd on tehty Amcor Flexibles Finland Oy:n Kauttuan tehtaalle kevédén
2007 aikana.

Haluan kiittdd koko Kauttuan tehtaan laboratorion henkilokuntaan avusta ja tuesta jota
olen koko opinnéytetydn tekemisen ajan saanut. Erityiskiitos kuuluu Anne Torninojalle,
joka auttoi minua péivittdin testien tekemisessd, kuunteli ja vastasi jatkuviin
kysymyksiini ja jakoi tyopisteensd kanssani. Kiitos Jari Vaittiselle laskujen
tarkistamisesta ja kaikesta muusta validointiin liittyvéstd avusta. Kiitokset kuuluvat
my06s Hanna Hyorélle, joka antoi minulle tdmén opinndytetytn aiheen ja toimi tyon
ohjaajana. Erityiskiitos myds tyon valvojalle Tuula Vanha-aholle, joka tarkisti sisallén

ja ulkoasun.

Viimeisend (mutta ei vé&haisimpand) haluaisin kiittd4d rakasta avopuolisoani Kalle

Vilpasta tuesta ja kannustuksesta.

Ulvilassa toukokuussa 2007

Lotta Koivuniemi
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1 JOHDANTO

Tdassa opinndytetydssé tutkittiin primadristen aromaattisten amiinien migraatioanalyysié.
Analyysi  validoitiin. ~ Validointiin  sisallytettiin  tutkimus  siitd,  onnistuuko

migraatioanalyysin optimointi eli onko reaktioaikaa mahdollista lyhentéa.

Amcor Flexibles Finland Oy:n Kauttuan tehtaalla migraatioanalyysia on kaytetty
laminointilakkojen  reagoimattomien isosyanaattimolekyylien ~ méarittdmiseen
pakkausmateriaalista. Vuoden 2006 auditoinnissa kévi ilmi, ettd migraatioanalyysin
validointi on tarpeen. Samalla paatettiin kokeilla, onko kyseisen testin nopeuttaminen

mahdollista.

Ty0ssa perehdyttiin validoinnin teoriaan ja siihen liittyvéén tilastolliseen tarkasteluun.
Taman jalkeen tehtiin validointisuunnitelma, jota jouduttiin muuttamaan useaan
otteeseen tyOn edetesséd. Migraatiotestin suorittamiseen perehdyttiin. VVanhoja tuloksia
tutkittiin ja standardisuorista tehtiin yhteenveto. Naiden tulosten avulla laskettiin
keskiarvosuora vanhoista standardisuorista, jota kaytettiin optimoinnin yhteydessa.
Samalla laskettiin absorbanssien keskihajonnat. Isosyanaattien

ominaismigraatioanalyysi validoitiin.



2 AMCOR FLEXIBLES FINLAND OY

Amcor Flexibles Finland Oy kuuluu osana alansa johtavaan ja maailmanlaajuisesti
toimivaan Amcor Flexibles —pakkausryhmaan. Australialainen porssiyhtio6 Amcor Ltd
on ryhman emoyhtid, joka on keskittynyt pakkausteollisuuteen. Amcor Flexibles
Finland Oy:n tuotteet ovat joustopakkausmateriaaleja, jotka menevét padasiassa
elintarviketeollisuudelle. Sen tehtaat sijaitsevat Euran Kauttualla ja Lieksassa. /6/
Amcorilla on 240 tehdasta 39 eri maassa. Tyontekijoiden maard yhteensd on 27 000.
Tyontekijoistd 260 on Kauttuan ja 110 Lieksan tehtailla. Amcor Flexibles Finlandin
Oy:n liikevaihto on 73 mg€. /6/

Amcor Flexibles Kauttua on perustettu vuonna 1937, jolloin tehdas oli Euran Paperi.
Vuonna 1990 tehdas vaihtui Ahlstrom Eurapak Oy:ksi. Ennen vuotta 2001, kun tehtaan
osti Amcor Flexibles Finland Oy, tehdas oli vuodesta 1994 Akerlund & Rausing Oy. /7/

Kauttuan tehtaan pinta-ala on 55 000 m?, josta n. 10 000 on vuokrattu. Vuokralaisia
ovat Sun Chemical Oy (painovéritoimittaja), Flexirepro Oy (reprotalo), Medivire
Tyoterveyspalvelut Oy, 1SS Oy (henkiléstoravintola) ja A&R Carton Oy
(kartonkipakkausten valmistaja). /7/

Amcor Flexibles Kauttua valmistaa ns. joustopakkausmateriaaleja. Joustopakkauksessa
on monta eri kerrosta. Kerrokset voidaan yhdistda joko laminoimalla tai paallystamalla.
Laminoinnissa raaka-aineet yhdistetdan liiman, lakan, vahan tai muovin avulla.
Paallystyksessa materiaalit pinnoitetaan lakalla, muovilla tai vahalla. Joustopakkaus voi
koostua muovien ja alumiinifolion tai paperin yhdistelmistd. Pakattava tuote méaarittelee
pakkaukselta vaadittavat suojaominaisuudet ja sitd kautta kéytettdvat materiaalit.
Pakkauksen varsinainen muoto syntyy asiakkaan pakkauskoneella. Esim. kahvi,

makeiset ja jadtel0t pakataan joustopakkauksiin. /8/



3 ISOSYANAATTIEN OMINAISMIGRAATIOANALYYSI

3.1 Yleista

Laminoinnissa kéytettavat lakat siséltdvat isosyanaatteja. Kun lakat Kkuivuvat,
isosyanaatit liittyvat polymeerimolekyyleihin. Kuitenkin lakkakerroksiin voi j&ada
pienida maaria reagoimattomia isosyanaattimolekyylejd. Ndma molekyylit voivat siirtya
muovikerrosten lapi elintarvikkeeseen., joka on pakattu kyseisella materiaalilla. Tatéa

siirtymatapahtumaa kutsutaan migraatioksi. /1, s. 1/
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Kuva 1. Naytepussin sisallon reagointi lakan kanssa primaariseksi aromaattiseksi

amiiniksi /9, s. 1/

Kun madritetadn, kuinka paljon isosyanaatteja on jaanyt reagoimatta, pakkausmateriaali
on kosketuksissa etikkahapon kanssa, jolloin isosyanaatit reagoivat primaarisiksi

aromaattisiksi amiineiksi. /1, s. 1/
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Kuva 2. Reaktioyhtéld, jossa isosyanaatit reagoivat etikkahapossa olevan veden kanssa

primé&arisiksi aromaattisiksi amiineiksi /9, s. 1/

Néyteliuoksen aromaattiset amiinit reagoivat suolahapon kanssa. Kun liuokseen lisataan
N-(1-naftyyli)-etyleenidiamiinihydrokloridia, sen vari muuttuu violetiksi. Vari
vahvistuu, kun liuos vdakevoityy Kiinteddn faasiin uuttokolonnissa. Primé&é&risten
aromaattisten amiinien pitoisuus saadaan laskettua aniliinihydrokloridista mittaamalla

liuoksen absorbanssi spektrofometrilld aallonpituuden ollessa 550 nm. /1, s. 1/

R—NH, + 2 HCL + NaNO, —>» R—N," CI'+ NaCl + 2H,0
aromatic amine diazonium salt

12,5ml 1,0 mol HCL + 2,5 ml Sodium Nitrite

Kuva 3. Reaktioyhtdld, jossa nédyteliuoksen aromaattiset amiinit reagoivat suolahapon
kanssa /9, s. 3/

Yksikkond primadristen aromaattisten amiinien pitoisuudelle kyseisessd menetelméssa
kaytetaan pg/100 ml/2 dm? /1, s. 1/.
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3.2 Testiohje

Elintarvikesimulanttina kaytettavé etikkahappoliuos valmistetaan pipetoimalla 28,75 ml
vakevéa etikkahappoa 1000 ml:n mittapulloon, jossa on pohjalla ionivaihdettua vetta.
Etikkahapon lisddmisen jalkeen pullo taytetd&n merkkiin ionivaihdetulla vedella.

Etikkahappoliuoksen massakonsentraatio on 30 g/l /1, s. 2/

Kolonnien aktivointiin ja uuttamiseen tarvittava eluutioliuos valmistetaan sekoittamalla

keskendén 80 tilavuusosaa metanolia ja 20 tilavuusosaa 0,5 M HCl-liuosta /1, s. 2/.

TyoOssé tarvitaan aniliinihydrokloridiperusliuosta (50 mg/l) R5-reagenssin eli
vertailunaytteen  valmistamiseen.  Aniliinihydrokloridiperusliuos  valmistetaan
punnitsemalla 10,0 mg aniliinihydrokloridia ja liuotetaan se pieneen méaraan 3 %
etikkahappoliuosta 200 ml:n  mittapullossa ja taytetddn pullo merkkiin 3 %
etikkahapolla /1, s. 2/.

Testissa kadytetddn kuutta erilaista reagenssiliuosta, jotka tulee valmistaa ennen

varsinaisen testin tekemista.

- Rla on 1 M HCI-liuos. Se valmistetaan pipetoimalla 81,27 ml vakevéa
suolahappoliuosta 1000 ml:n mittapulloon ja tdyttdmalla se ionivaihdetulla
vedelld merkkiin asti.

- Rla-reagenssia kéaytetdan valmistettaessa R1c-reagenssia eli 0,1 M HCI-
liuosta. Siind pipetoidaan 100 ml 1 M HCI-liuosta 1000 ml:n mittapulloon
ja taytetd&n merkkiin asti ionivaihdetulla vedell.

- R2-reagenssi eli natriumnitriittiliuos siséltdd 0,5 g NaNO,/100 ml

ionivaihdettua vetta.

- R3-reagenssi eli ammoniumsulfamaattiliuos eli siséltdd 2,5 g

ammoniumsulfamaattia/100 ml ionivaihdettua vetta.
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- R4 on ns. paritusreagenssi, joka valmistetaan liuottamalla 1,0 g N-(1-

naftyyli)-etyleenidiamiinidihydrokloridia/100 ml vetta.

- R5-reagenssia kaytetadn tehtdessé standardisuoraa. Siind pipetoidaan 500
pul 50 mg/l aniliinihydrokloridiperusliuosta 50 ml:n mittapulloon ja
Kirjataan ylos punnitustulos. Taman jalkeen pullo taytetdan merkkiin 3 %
etikkahapolla. /1, s. 3/

Varsinaisia mittauksia varten haetaan rullasta ndytemateriaalia. Mallista leikataan 16 *
16 cm:n sapluunalla kuusi pussin kylked. Kappaleista saumataan kolme 14 * 14 cm:n
pussia kolmelta sivulta. Pussin sisapinta on nyt n. 2 * 2 dm? Taman jalkeen pusseihin
pannaan 100 ml 70 °C 3 % etikkahappoa ja saumataan viimeinenkin sivu. Pussit
merkitd&n merkinnodin 0-, A- ja B-nayte (Liite 13). Pussit pannaan 70 °C uuniin
tunniksi, jonka jalkeen pussit kd&dnnetdan ympaéri ja annetaan olla vield toinen tunti. Kun
pussit otetaan pois uunista, niiden sisaltd kaadetaan 200 ml:n mittapulloihin, joissa on
myods merkinndat 0-, A ja B-ndyte. Pussin saumojen pituudet mitataan 0,1 cm:n
tarkkuudella ja lasketaan kosketuspinnan ala kahden desimaalin tarkkuudella. /1, s. 4/

M1+M2 M3+M4 ,

2 2
S= 1
100 @)

S = pussin kosketuspinnan ala, dm?

M1, M2, M3, M4 = pussin sivujen pituudet, cm /1, s. tulokset/

Néytemittapullojen  lisdksi tarvitaan 4 mittapulloa standardisuoraa varten.
Standardimittapulloihin laitetaan merkinnat ST, ST1, ST3 ja ST6 (Liite 14). ST-pulloon
pannaan 100 ml 3 % etikkahappoa. ST1, ST3 ja ST6 pulloihin pipetoidaan 1, 3 ja 6 ml
R5-reagenssia. Punnitustulokset tulee Kkirjata. Standardipulloihin lisatddn 99 (ST1), 97
(ST3) ja 94 (ST6) ml 3 % etikkahappoa. /1, s. 5/

Néytenolla- ja ST-pulloon lisatdaan 2,5 ml 3 % etikkahappoliuosta /1, s. 5/.
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Jokaiseen pulloon pannaan 12,5 ml 1 M HCl-liuosta (R1a) ja 2,5 ml R2 (ei ndytenolla-
eikd ST-pulloon), jonka jéalkeen pullot sekoitetaan ja annetaan liuosten seistd 10
minuuttia. Ta&mén jélkeen jokaiseen pulloon lisdtddn 5 ml R3-reagenssia ja liuosten
annetaan taas olla 10 min. Viimeiseksi pulloihin pannaan 5 ml R4 paritusreagenssia ja
annetaan liuosten seistd kaksi tuntia. Liuosten muuttuminen violetiksi ilmaisee

priméaaristen aromaattisten amiinien lasnéolon. /1, s. 5/

Taman kahden tunnin aikana aktivoidaan uuttokolonnit. Se tapahtuu imemalla vakuumi-
imulla kiintedn faasin 1api 12 ml metanolia, 12 ml eluutioliuosta ja 12 ml 0,1 M HCI-

liuosta. Uuttokolonnin kiinteda faasia ei saa tassa vaiheessa imea kuivaksi. /1, s. 6/

Seké& nayte- ettd standardiliuokset uutetaan kolonnin 1api vakuumi-imua kayttéden (Liite
14). Mittapullo, lisasailio ja kolonni huuhdellaan vield 6 ml 0,1 M HCl-liuosta. /1, s. 6/

Lopuksi uutetaan vérillinen kerros (primadriset aromaattiset amiinit) kolonnista
eluutioliuoksella 10 ml:n mittapulloihin. V&littdmasti tdman jalkeen mitataan liuosten
absorbanssit niin, ettd spektrofotometri on nollattu eluutioliuoksella. /1, s. 6/

Jotta voitaisiin laskea primaaristen aromaattisten amiinien pitoisuus, tulee ensin

selvittaa standardisuora.

SP = KP-my, -0,02 @)

SP = standardiliuoksen pitoisuus, mg/I

KP = aniliinihydrokloridiperusliuoksen pitoisuus, mg/l

mgs = R5-reagenssiin pipetoidun aniliinihydrokloridiperusliuoksen massa, g/50 ml /1, s.
8/

X-akselin arvot ovat standardiliuosten absorbanssit véhennettyng standardinollalla. Y-

akselille arvot lasketaan seuraavasti:

Y =Mgrisr3516 -SP (3)
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y = y-akselin arvo

MsT1 513,576 = Standardipulloihin pipetoidun R5-reagenssin massa /1, s. 8/

Taman jalkeen saadaan funktio, johon x:n paikalle sijoitetaan néytteen absorbanssi,
josta on véhennetty ndytenolla. Nain saadaan laskettua priméaaristen aromaattisten
amiinien pitoisuus P. Kun huomioon otetaan vield pussin kosketuspinta-ala, pitoisuus

lasketaan seuraavasti:

cc=F2 4)

CC = primadristen aromaattisten amiinien pitoisuus, kun otetaan huomioon pussin

kosketuspinta-ala, pg/100 ml/2 dm? /1, s. tulokset/

3.3 Testiohjeen muutokset optimointia varten

Edellad olevassa testiohjeessa reagenssilisdysten jalkeinen kahden tunnin reaktioaika on
pitkd. Testida tehdessa kuluu lahes koko tyOpéaiva. Jotta reaktioaikaa saataisiin
lyhyemmaksi, testi tarvitsee pienid muutoksia. Valmistettaessa R2-reagenssia eli
natriumnitriittiliuosta, liuokseen tulee 0,5 g NaNO; liséksi panna 0,42 g NaBr/100 ml
ionivaihdettua vettd. Viimeisen reagenssilisdyksen (R4-reagenssi) jalkeen mittapullot,
jotka sisaltavat naytteen ja reagenssit, pannaan jadveteen 15 minuutiksi. Jo tdméan
jalkeen voidaan néyteliuos uuttaa kolonnin lapi. Kahden tunnin odotus lyhenee 15
minuutiksi. /10/
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4 VALIDOINTI

Laboratorion, joka tekee analyysipalveluita, toiminta perustuu validoitujen
analyysimenetelmien kéyttéon /2, s. 11/. Olennaisin keino parantaa analyysitulosten
luotettavuutta on menetelmén validointi. Validointi osoittaa laatua. /4, s. 6/ Kemiallisen
mittausmenetelman validoinnilla tarkoitetaan menettelyd, jonka avulla osoitetaan,
soveltuuko kyseinen analyysimenetelma aiottuun kayttotarkoitukseen. Validointi on
tarkedd, silla se kertoo kemiallisen analyysin tulosten luotettavuudesta. Liséksi tarvitaan
muita tutkimuksia, jotta pystytddn varmistamaan menetelmén suoritustavan
ymmarrettdvyys ja osoittamaan sen tieteellinen patevyys olosuhteissa, joissa sitd
kaytetaan. /3, s. 25/

Validointiin kuuluu suunnitelma, kokeiden suoritus, tulosten tilastollinen arviointi ja
dokumentointi. Tulokset, jotka on saatu kokeista, dokumentoidaan tarkasti ja
analysoidaan sopivien tilastollisten menetelmien avulla. Uudelleenvalidointitarve ja
toimintatavat, joilla varmistetaan validoinnin toimivuus, arvioidaan tulosten perusteella.
/4,s. 6/

Menetelmén validoinnissa voidaan tutkia seuraavia asioita:

- selektiivisyys

- spesifisyys

- lineaarisuus

- mittausalue

- toteamisraja

- maaritysraja

- poikkeama

- saanto

- héiriokestavyys, toimintavarmuus
- tarkkuus, satunnaisvirhe
- toistettavuus

- uusittavuus
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- mittausepdvarmuus /3, s. 25-26/

4.1 Selektiivisyys ja spesifisyys

Spesifisyys- ja selektiivisyyskokeilla testataan, mitataanko menetelmalla sit4, mita on
tarkoitus mitata. Mitattava signaali saa olla peréisin ainoastaan analyytistad eli
tutkittavasta materiaalista. Analyytin mittaus hairiintyy, jos matriisi tai muu yhdiste
muuttaa mittalaitteen herkkyytta analyytin suhteen (matriisihairi®) tai vaikuttaa suoraan
mittaavan ilmaisimen vasteeseen (hairintd). Spesifinen menetelm& antaa vasteen tai
signaalin yhdelle analyytille. Kun taas selektiivinen menetelm& antaa vasteen useille

kemiallisille yhdisteille, mutta se erottaa analyytin vasteen muista vasteista. /4, s. 9/

Spesifisyyskoe pyrkii antamaan varmuuden siitd, ettd vaste, joka saadaan mittalaitteesta,
muodostuu vain yhdestd analyytistd. Omat spesifisyysongelmat ovat eri tekniikoilla.
Kéytetty tekniikka tulee tuntea perusteellisesti, jotta pystytd&n suunnittelemaan ja

suorittamaan kokeet. /4, s. 10/

Selektiivisyyskokeet pyrkivét selvittdmain systemaattisia virheitd, joita aiheuttavat
erilaiset taustatekijat. Systemaattisia virheitd voidaan tutkia niin, ettd verrataan
standardiliuoksen  signaalia  ennen  ndytematriisilisdystd ja sen  jélkeen.
Standardilisayksen takaisin saantoa voidaan tutkia selektiivisyyskokeissa. Lisaksi on
mahdollista analysoida varmennettua vertailumateriaalia. Kalibrointisuorien kaytto
selektiivisyyttd tutkittaessa on myds mahdollista. Se on suositeltavaa etenkin silloin,

kun néytematriisia ei ole mahdollista saada ilman tutkittavaa yhdistetta. /4, s. 13 ja 15/

4.2 Lineaarisuus

Kun tutkitaan lineaarisuutta, sen tavoitteena on selvittdd se mittausalueen pitoisuusalue,
jossa kalibrointisuora on lineaarinen. Ensin pyritadn kéyttdmaan ensimmaisen asteen

yhtél6a kalibrointifunktion sovittamisessa. Jos se ei kuitenkaan sovellu tutkittavaan
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pistejoukkoon, kokeillaan vastearvojen muuntamista logaritmilla tai nelidjuurella.
Pistejoukkoon voidaan myds sovittaa toisen tai sitd korkeamman asteen yhtélo. Silloin

on kyseessa epélineaarinen kalibrointi. /4, s. 16-17/

Kun kalibrointisuoran yhtélo on y=ax+b, seuraavat kaavat ovat voimassa:

nZkv.EZIZM

5
an —(Zx) ©)

a = kalibrointisuoran kulmakerroin
xi = tietyn kalibrointiliuoksen pitoisuus
yi = tiettyd pitoisuutta x; vastaavan mittaussignaalin arvo

n = eri vékevyisten kalibrointiliuosten eli kalibrointisuoran pisteiden lukuméaéara

inzzyi _ZXiZXiYi
Nl il i ©

nzxiz _(Z:Xi)2

b = kalibrointisuoran leikkauspiste

{ZMx—xxm wﬂz
Z(x -X) Z(y. y)?

r?

(7)

r? = kalibrointisuoran selitysaste eli korrelaatiokertoimen r nelio
X = kalibrointiin kéytettyjen n:n liuoksen pitoisuuksien keskiarvo

y = kalibrointiin kdytettyjen n:n liuosten mittaussignaalin tasojen keskiarvo

Analyytin x pitoisuuden laskeminen, kun tiedetaan kalibrointisuoran piste y:

LY ©
a a
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12, s. 20/

4.3 Mittausalue

Analyysimenetelmdn mittausalue on pitoisuusalue, jossa alkupadssa tarkkuus ja
toistotarkkuus ovat hyvéksytyissd rajoissa ja loppupddssa rajoittavana tekijand on
mittalaitteen kyky tunnistaa analyytin pitoisuuden muutoksia eli mittalaitteen detektio-
ominaisuudet /5, s. 96, 4, s. 16/. Mittausalue on siis se alue, jossa menetelmaa voidaan
kayttaa /4, s. 16/.

4.4 Toteamisraja

Toteamisraja on madritettdvdn komponentin pienin pitoisuus, joka pystydéan
madrittdmaan luotettavasti ja se eroaa nollandytteestda merkittavasti /3, s. 29/.
Toteamisraja on se pitoisuus tai ainemadrd, joka antaa selvasti havaittavan eli

taustakohinasta erottuvan signaalin /5, s. 96/.

Toteamisrajan madritys tehdaan tutkimalla taustan hajontaa nollandytteiden toistuvalla
analysoinnilla. Kun nollandytteelle on tehty rinnakkaismittauksia, lasketaan niiden
perusteella taustalle keskiarvo ja keskihajonta. Analysoitavan aineen pitoisuus, jonka
vaste vastaa nollandytteen vasteiden keskiarvoa lisdttynd kolminkertaisella
keskihajonnalla (95 % todenndkdisyys), on toteamisraja. Analyytille mitattu vaste tai
madritetty pitoisuus toteamisrajalla tulee olla niin suuri, ettd se ei voi end& johtua

taustan satunnaisvaihtelusta. /3, s. 29-30/

Toteamisraja = y; +3S 9)

us = nollandytteen tulosten keskiarvo

s = nollandytteen tulosten keskihajonta /4, s. 30/
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(10)

s = keskihajonta
Xi = yksittdinen havaintoarvo
X = mittausten keskiarvo

n = toistomittausten lukuméara /5, s. 74-75/

4.5 Mééritysraja

Madritys- eli kvantitointiraja on kvantitatiivisen maéaérityksen pitoisuuden alaraja
mitattuna valiaineessa eli matriisissa, jolle voidaan tehda epavarmuusarvio. Maéritysraja
todetaan sopivan mittanormaalin tai varmennetun vertailumateriaalin avulla.
Useimmiten suositellaan 6-10 toistomittausta. Maéritysraja on useimmiten
kalibrointikdyréan alhaisin piste, jos nollandytettd ei oteta huomioon. Se on 5, 6 tai 10
kertaa nollandytteen keskihajonta. Toteamis- ja maaritysrajan valiin jaa alue, jolla
analyytti pystytadn luotettavasti toteamaan, mutta sen kvantitointi on huomattavan

epévarmaa. /3, s. 30/

Maaritysraja = y, +5s, 65 tai 10s (11)

Mg = nollandytteen tulosten keskiarvo

s = nollanaytteen tulosten keskihajonta /4, s. 30/

4.6 Poikkeama

Systemaattinen virhe eli poikkeama on virhe, joka vaikuttaa menetelmaan aina samalla
tavalla /2, s.32/. Systemaattinen virhe voi aiheutua esim. systemaattisesta mittalaitteen

vaarin lukemisesta, vaaran kalibroinnin perusteella sd&detysta mittalaitteesta, rajallisesta
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havaitsemistehokkuudesta tai mittalaitteen viasta /3, s. 31/. Madrityksessa voidaan
todeta olevan systemaattista virhettd, kun saatu tulos poikkeaa todellisesta arvosta /4, s.
33/. Menetelmén oikeellisuuden méaérittdmisessa voidaan k&yttdd toista luotettavaa
analyysimenetelmdd tai sopivaa vertailumateriaalia. Vertailumateriaalista tehd&an 5
rinnakkaisndytettd, jotka analysoidaan. Sen jalkeen lasketaan rinnakkaisnéytteiden

keskiarvo, keskihajonta ja suhteellinen keskihajonta. /3, s. 34/

E =M~100% (12)
y7]

E = systemaattinen virhe, poikkeama
X = tutkittavan menetelmén avulla saatujen pitoisuuksien keskiarvo

W = vertailumateriaalin sertifioitu arvo /3, s. 34/

4.7 Saanto

Saanto kertoo analyysimenetelman kyvysté havaita tutkittavan analyytin kokonaismaéra
/3, s. 32/. Saanto tulee tarkastaa, jos menetelmaan liittyy ndytteenkasittelya tai on syyta
olettaa, ettd menetelméd ei pysty havaitsemaan tutkittavan aineen kokonaismaaréa.
Taman voi tehdd mittaamalla todellisesta ndytteestda analyytin pitoisuus ja liséksi
valmistamalla toinen néyte, johon on lisatty tunnettu maara analyyttid ja mittaamalla

sen pitoisuus. /2, s. 30/

R:M.loo% (13)
C

1

R = saantoprosentti
C = varsinaisen naytteen analyytin pitoisuus
C1 = ndyte, jossa on tunnettu maéara analyyttia

C, = néytteen, jossa on tunnettu maaré analyyttid, mitattu pitoisuus /2, s. 30/
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Jos tapaus on ideaalinen, menetelmd havaitsee koko lisdystd vastaavan analyytin
madrén, jolloin C,-C=C;. Analyysitulos korjataan vastaavalla kertoimella, jos saanto jaa

toistuvasti alle 100 %:n eiké siihen pystyté vaikuttamaan koejarjestelyilla. /2, s. 31/

4.8 Hairiokestavyys, toimintavarmuus

Vaikka eri laboratorioissa kaytettéisiinkin samaa analyysimenetelmé&, voi niiden
menettelytavat poiketa toisistaan. Tapauksesta riippuen poikkeavuudet voivat vaikuttaa
merkittdvasti  menetelmdn  toimintavarmuuteen. /3, s. 34/  Luotettavaan
analyysimenetelmdan kuuluu se, ettd menetelma ei ole herkk& hairidille eli hairidalttius
on mahdollisimman pieni. Tama johtaa siihen, ettd pienet poikkeamat

analyysitekniikassa eivat vaikuta analyysitulokseen. /4, s. 50/

Hairiokestavyyttd ja toimintavarmuutta testataan aiheuttamalla tarkoituksella pienia,
todellisissa tilanteissa esiintyvid muutoksia ja tarkkaillaan niiden vaikutuksia.
Muuttujiksi on valittava naytteen esikasittelyyn, puhdistukseen ja méaaritykseen liittyvia
tekijoita, jotka vaikuttavat mittaustuloksiin. /3, s. 34/ Naitd voivat olla esim.
madrityslampdtila, liuosten ja reagenssien koostumus, pH, sekoitusaika ja uuttoaika /5,
s. 97/.

4.9 Tarkkuus, satunnaisvirhe

Analyysimenetelmén tarkkuus kertoo, kuinka lahelld mitattu arvo ja oikea arvo ovat
toisiaan /5, s.95/. Tarkkuus voidaan mé&arittdd esim. varmennetun vertailumateriaalin
avulla, koska silloin tiedetadn néytteen todellinen pitoisuus. Tarkkuus lasketaan

todellisen tai odotetun arvon poikkeamana ja ilmoitetaan prosentteina. /4, s. 33/

_100(X - 1)
y7i

Tarkkuus —% (14)
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1 = todellinen arvo

X = méarittamalla saatu arvo /4, s. 33-34/

Tarkkuutta pystytddn arvioimaan my0s vertaamalla tuloksia toisella menetelmélla
saatuihin  tuloksiin.  Yksi vaihtoehto on my06s osallistua vertailukokeisiin.

Satunnaisvirheet vaikuttavat myos tarkkuuteen. /4, s. 34/

Arvioimiseen kdytetaan t-testia:

S (15)

X = tulosten keskiarvo

u = vertailumateriaalille ilmoitettu arvo
s = tulosten keskihajonta

n = tulosten lukumé&éra /4, .34/

Satunnaisvirhe on lasnd kaikissa analyyseissd, mutta sitd ei voida ennustaa. Sen
minimoiminen onnistuu esim. huolellisella tydskentelylld ja vakioiduilla olosuhteilla.
Satunnaisvirhe pienentdd tai suurentaa tulosta. Suoritettaessa riittdvdn monta
rinnakkaista maaritystd niiden keskiarvo lahestyy oikeaa arvoa. Virheen suuruus
voidaan madrittdd tekemadllad validoinnin yhteydessda toistomittauksia ja laskemalla
keskihajonta ja suhteellinen keskihajonta. Kun ndma on saatu laskettua, pystytaan
madrittdmaan, miten suuri kahden rinnakkaisen mittaustuloksen erotus voi olla, ettd

kyseessa on ns. luonnollinen kohina. /2, s. 32/

- Xi1 + X,
1 2 ( )

X; = rinnakkaismadritysten keskiarvo

Xi1 ja Xi2 = rinnakkaisméaritysten tulokset /12, s. 20/

di = Xip — Xiz (17)
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di = rinnakkaismaaritysten erotus /12, s. 20/

d, =—-100% (18)

S, = (19)
Sqi = keskihajonta /12, s. 20/

RSD = % 100 % (20)
RSD = suhteellinen keskihajonta /2, .32/

N =% (21)

s, = keskiarvon keskihajonta /2, s. 33/

Rinnakkaisten  mittaustulosten  keskiarvoon liittyvd luotettavuusvali  halutulla
luotettavuustasolla  voidaan ilmoittaa keskiarvon keskivirheen avulla. Esim.
maksimivirhe 95 %:n luotettavuustasolla, kun toistomittauksia on tehty 20 kappaletta ja
t=2,09. /2, s. 33/

Pyes ~ 2-RSD (22)

12,s.33/

Kuitenkin yleensd validoinnin yhteydessé toistomittauksia ei tehdd 20 kappaletta.
Talléin toistotarkkuuden lausekkeessa oleva kerroin katsotaan t-jakauman taulukosta
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(Liite 15). Kun toistomittausten lukumdard on n, niin t-jakauman vapausasteiden

lukumaara on v=n-1. /2, s.33/

I30,95 ~ 105 (v)-RSD (23)
12, 5.33/

4.10 Toistettavuus

Toistettavuus tarkoittaa mittaustulosten yhtapitavyyttd, joka saavutetaan, kun méaaritys
tehd&an toistettavissa olosuhteissa (samat tekijat, laitteet, reagenssit, lampdotilat yms.)
lyhyelld aikavalilla samassa laboratoriossa /3, s. 37/. Toistettavuus on yleensa
pitoisuudesta riippuvainen ja mikéli mahdollista, se tulee méarittdd useissa eri
pitoisuuksissa. Jos menetelmd on vaikea ja monivaiheinen, joudutaan tyytyméaan

vahempddn naytemaaraan kuin, jos menetelmé on suhteellisen yksinkertainen. /4, s. 41/

Jos tietyn menetelmén toistettavuusmittaukset tehdadn yhdessd sarjassa, tulosten
toistettavuus on parempi kuin, jos mittaukset tehtéisiin pidemmalla aikavélilld. Sarjan
sisdisen ja sarjojen valinen vaihtelu aiheuttaa satunnaisvirhettd. Toistettavuustestaukset
suositellaan tehtavéksi useasta eri naytesarjasta, koska vain yhdelld sarjalla tehty testaus
antaa liian optimistisen kasityksen maarityksen toistettavuudesta. /4, s. 41/

Esimerkiksi 95 %:n todenn&koisyydella toistettavuus voidaan laskea seuraavasti:
r=2-42- S (24)

I = toistettavuus

sw = laboratorion sisdinen keskihajonta /2, s. 34/
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4.11 Uusittavuus

Uusittavuus tarkoittaa mittausten vélistd yhtépitdvyyttd, kun yksittdiset mittaukset
suoritetaan samalla tai eri menetelméalld, eri mittauslaitteilla, eri laboratorioissa, eri
tekijoiden toimesta. Varsinaisesti uusittavuusvaihtelua kéaytetdan, kun useiden eri
laboratorioiden tuloksia verrataan keskendan. /4, s. 40/ Sisdista uusittavuutta
laboratorion kéyttamalle menetelmalle voidaan tutkia tekemélla samasta naytteesta

useita méaarityksia pitkan ajan kuluessa /3, s. 37/.
Esimerkiksi 95 %:n todennékdisyydelld uusittavuus voidaan laskea seuraavasti:
R=2:4/2"5, (25)

R = uusittavuus

sp = laboratorioiden vélinen keskihajonta /2, s. 34/

4.12 Mittausepavarmuus

Mittausepavarmuus on vaihteluvéli, jolle mittaustulos sijoittuu tietyll& (yleensa 95 %:n)
todennakoisyydelld.  Analyysiketjun eri  vaiheisiin  liittyvien epdvarmuuksien
yhdistelmé&a kutsutaan menetelmén kokonaisepavarmuudeksi. Epédvarmuusarviossa

huomioidaan kaikki tekijat, jotka vaikuttavat analyysitulokseen. /2, s. 35/

(26)

u(x) = kokonaisepavarmuus
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X1 = yksittainen, tietty havaintoarvo
X = mittausten keskiarvo

n = toistomittausten lukumaara /2, s. 35/

Suhteellisen standardiepdvarmuuden avulla otetaan huomioon yksittdisen tekijan (x)
vaikutus koko analyysituloksen luotettavuuteen /2, s. 35/.

u(x)

u, (x) == (27)

ur(x) = suhteellinen standardiepadvarmuus
X = yksittdinen tekija, esim. ndytekoko /2, s. 35/

Suhteellisten standardiepdvarmuuksien kayttd tekee mahdolliseksi epdvarmuutta
aiheuttavien tekijoiden yhdistdmisen ja suhteellisen kokonaisepavarmuuden laskemisen
/12, s. 35/.

0 ()=3 ) @9)

j=1

ur(y) = suhteellinen kokonaisepévarmuus

Xj = epavarmuutta aiheuttava tekija /2, s. 35/

Kun tuloksen suhteellinen epdvarmuus Kkerrotaan analyysituloksella, voidaan

epavarmuus ilmoittaa samoissa pitoisuusyksikoissé kuin tulos /2, s. 35/.
u(y)=u,(y)-y (29)

u(y) = epavarmuus
y = analyysitulos /2, s. 35/

Laajennettu epdvarmuus ilmaisee pitoisuusalueen, jolla pitoisuudet, joita tutkitaan, ovat
tietylla todennakaoisyydella. Laajennettu epavarmuus voidaan laskea

kokonaisepédvarmuuden avulla kertomalla se haluttua luotettavuustasoa vastaavalla t-
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jakauman kertoimella. Yleensa kaytetdan 95 %:n luotettavuustasoa, jota vastaa kerroin
2.12,s.36/

U(y)~2-u(y) (30)

U(y) = laajennettu epadvarmuus

4.13 Validointiraportti

Validointiraportti laaditaan validointiin liittyvistd mittauksista. Raportista selvida tyon
tavoite, toteutus sek& mittauksissa kaytetty laitteisto, vélineistd ja materiaalit. Sen sisaltd
on riippuvainen validoinnista ja sen laajuudesta. Raportista tulee ké&yda ilmi
suunnitelman mukaiset toimenpiteet ja niiden tulokset. Kéytetyistd materiaaleista tulee
Kirjata mm. kaytettyjen vertailumateriaalien ja Kriittisten reagenssien tunnistetiedot ja
niiden testausmenetelmat. Validointiraportista k&y ilmi madritetyt spesifikaatiot
(maaritysraja, toistettavuus jne.) sekd tulosten tarkastelutapa ja  miten
mittausepavarmuutta ja mahdollisia hairidtekijoitd on arvioitu. Raportin yhteenveto
sisdltda tietoa siitd, tayttddkd menetelmé sille asetetut vaatimukset ja soveltuuko se
aiottuun  kayttotarkoitukseen.  Validointiraportin  allekirjoittavat ~ laboratorion
vastuuhenkil6t. Siind esitetddn my6s menetelmén kayttdonottoaikataulu seké todetaan,
aiheuttaako  kéyttoéonotto  lisatoimenpiteitd esim.  henkilékunnan  koulutusta.
Validointiraportti ja siihen liittyva tulosaineisto arkistoidaan. Jos kyseessd on uusi
menetelma, validoinnin yhteydessa laaditaan laadunvarmistusmenettelyt ja kuvataan ne
menetelmaohjeessa. Jos laadunvarmistustulosten perusteella huomataan systemaattisia

muutoksia, on validointi syyta uusia. /3, s. 38/
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5 TYON TARKOITUS

Ty0On ensimmainen osio kasitteli isosyanaattien ominaismigraatioanalyysin optimointia.
Tarkoituksena oli testata, saadaanko viimeisten reagenssilisdysten jalkeisté reaktioaikaa

lyhennettyd kahdesta tunnista viiteentoista minuuttiin.

Vanhoja standardisuoria tutkittiin  ja niille laskettiin  keskiarvo. Té&t4d ns.
keskiarvostandardisuoraa  kaytettiin ~ optimoinnissa  pitoisuuksia  laskettaessa.

Keskiarvostandardisuora tehtiin siksi, ettd silloin standardisuora pysyi vakiona.

Kalibrointiliuokset tehtiin sekd vanhalla ettd nopeutetulla menetelmélla. Testi toistettiin
kolme kertaa, jolloin vertailumateriaalia saatiin enemman. Kahdessa ensimmaisessé
testissa kaytettiin samaa aniliinihydrokloridiperusliuosta. Kolmanteen valmistettiin uusi

livos.

Materiaalista, jonka rakennenumero oli 105207, otettiin ndytteitd samana paivan viitta
mittauskertaa varten. Valmiit liuokset sailytettiin pimeédssd kaapissa. Niiden
priméaéristen aromaattisten amiinien pitoisuus mitattiin viitena eri paivina. Tuloksista
laskettiin hajonta ja toistettavuus. Tdma tehtiin, koska uunista otetut néytteet ovat
lampimid eikd niitd voida silloin tutkia. Niiden annetaan ja&htya ainakin seuraavaan
paivaan. Toisinaan ndytteitd pidetddn kaapissa useita pdivid, jotta niitd saataisiin

kerdttyd useampia. Harvoin tutkitaan vain yhta naytettd kerrallaan.

Validointia varten keréttiin eri rakenteen omaavia materiaaleja. Eri rakenteet syntyvét,
kun laminaatteja valmistettaessa kaytetddn eri vahvuisia kerrosmateriaaleja, erilaisia

muoveja tai papereita ja laminointilakkoja.
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6 TYON SUORITUS

Kaikki tyossé tehdyt kokeet suoritettiin Amcor Flexibles Finland Oy:n Kauttuan tehtaan
laboratoriossa. Testimenetelménd on kaytetty kappaleessa 3.2 esitettyd metodia.

Optimointi on suoritettu, kuten kappaleessa 3.3 on kerrottu.

6.1 TyOssé kéytetyt laitteet

Ty0ssé kaytettiin seuraavia laitteita:

- Pipetit: FINNPIPETTE 0,5-5 ml

- Alipainepumppu: PALL GELMAN Laboratory (Liite 16)

- Kolonnit: Strata C18-E, 1000 mg/6 ml

- Spektrofotometri: Shimadzu UV-1601 UV-VISIBLE Spectrophotometer (Liite
16)

- Tulostin: EPSON STYLUS Color 740

- Saumaaja: Hulme Martin (Liite 17)

- Uuni: Heraeus instruments (Liite 17)

6.2 Ty0ssé kéytetyt reagenssit

Ty0ssé kaytettiin seuraavia reagensseja:

- Aniliinihydrokloridi, p.a. > 99 %, Fluka

- Etikkahappo, 100 %, Merck

- Suolahappo, 36-38 %, Baker

- Natriumnitriitti, p.a. > 99 %, Merck

- Ammoniumsulfamaatti, p.a. > 99 %, Fluka

- N-(1-naftyyli)etyleenidiamiinidihydrokloridi, p.a. > 99 %, Merck



29

- Natriumbromidi, p.a. 99 %, Baker
- Metanoli, 99,8 %, Baker

6.3 Tyon kulku

Validoinnin lahtokohtana oli validointisuunnitelma (Liite 12), johon Kirjattiin
validoinnin kohde sek& tutkittavat asiat, jotka olivat optimointi, satunnaisvirhe,

keskihajonta, toistettavuus ja t-testi.

Aikaisemmin tehdyistd isosyanaattien ominaismigraatioanalyyseista Kkirjattiin ylos
standardisuoran absorbanssit aikavalilta 2.9.2004-12.12.2006 (Liitteet 1 1-4/4).
Absorbanssien vaihtelusta laskettiin keskihajonnat (Liitteet 2 1-8/8).

Vanhoja standardisuoria tutkittiin aikavalilla 2.9.2004-12.12.2006 (Liitteet 3 1-3/3).
Néiden tietojen avulla voitiin piirtdd keskiarvostandardisuora, jota kaytettiin
optimointiin liittyvissa kokeissa. Standardisuora ei ollut end& muuttuja vaan pysyi koko

ajan vakiona.

Optimoinnissa eli testin nopeutuksessa oli tarkoituksena tutkia jokaiselta kolmelta
laminointikoneelta yhtad materiaalia toisena ja viidentend paivana laminoinnista. Kahden
ensimmaisen mittauksen jélkeen (Liite 4 4-5/5), jotka tehtiin toisena pdivana
laminoinnista, paatettiin mittauspéivét vaihtaa liian korkeiden tulosten takia kolmanteen
ja viidenteen péivaan laminoinnista (Liite 4 1-3/5). Naita tietoja hyvaksi kayttaen
laskettiin t-testin avulla, antaako vanha menetelmd ja nopeutettu menetelméa

samankaltaisia tuloksia (Liite 5).

Néiden mittausten lisaksi optimoinnissa haluttiin myos tutkia standardisuoria. Niinpa
testi tehtiin seka vanhalla ettd uudella eli nopeutetulla tavalla standardisuorille (Liitteet
6 ja 7). Ndiden mittausten valissé tehtiin my0ds uusi aniliinihydrokloridiperusliuos, jotta
voitaisiin olla varmoja sen pitoisuudesta (Liite 8).
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Seuraavaksi tutkittiin samasta materiaalista samana paivana (neljas vrk laminoinnista)
tehtyja ndytteitd viitend eri paivana. Testi tehtiin nopeutetulla tavalla ja
standardisuorana kéytettiin keskiarvostandardisuoraa. Ndiden tulosten avulla laskettiin
tulosten keskihajonta (Liite 9).

Validoinnin satunnaisvirheen laskemiseen piti kerdtd eri rakenteita mahdollisimman
paljon (Liite 10). Kokeet tehtiin nopeutetulla testimenetelmalla. Tulosten laskemiseen
kaytettiin  keskiarvostandardisuoraa.  Tulosten avulla  pystyttiin  laskemaan

testimenetelmén satunnaisvirhe (Liite 11).

Lopuksi  tydssd  tehtiin  validointiraportti.  Yhteen  kansioon  kerattiin

validointisuunnitelma, mittaustulokset ja niit4 koskevat laskut.

6.4 Laskuesimerkit

Standardisuorien St(1) absorbanssien keskihajonta liitteestd yksi ja kaksi laskettiin

seuraavasti kaavan 10 avulla:

n 67

Z(X—xi)2 2(0,169—xi)2
s=1- =1/ =0,026
n 67

St(1) absorbanssin keskiarvon keskihajonta oli 0,169+0,026.
Jotta keskiarvostandardisuora voitiin piirtad, laskettiin standardiliuoksen pitoisuus seka
y-akselin arvot (Liite 3), jotka saatiin kaavojen kaksi (2) ja kolme (3) avulla. X-akselin

arvot saatiin, kun absorbansseista véhennettiin nolla-naytteen absorbanssi.

SP =KP-mg.-0,02=5185mg/l-0,5053 g/50 ml-0,02 ~ 0,524 mg /|

y = Mgy, -SP=1,0096 g 0,524 mg/1 ~ 0,529 g /100 ml
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Yy =Mg,-SP=3,01649-0,524 mg/l ~1,581 g /100 mi

Yy =Mg,-SP=6,03349-0,524 mg/l =~3161pg/100 ml

Keskiarvostandardisuoraksi tuli y = 6,2252x-0,3015.

Ennen kuin pystyttiin laskemaan aromaattisten amiinien pitoisuus P, tdytyi laskea

pussien pinta-ala (Liite 4).

M1+M2_M3+M4_2 13,9cm+14,0cm_14,Ocm+14,0cm_2

g__ 2 2 _ 2 2 ~3,91dm?
100 100

Primadristen aromaattisten amiinien pitoisuus P saatiin laskettua sijoittamalla x:n

paikalle absorbanssi, josta oli vahennetty nollandytteen absorbanssi (Liite 4).

P =6,2252 - (absorbanssi — nollanaytteen absorbanssi) — 0,3015
=6,2252-(0,685-0,021) - 0,3015=3,83 ug /100 ml

Kun otettiin huomioon vield pussin kosketuspinta-ala, saatiin kaavan nelja (4) avulla

laskettua pitoisuus CC.

_P-2 383pug/100ml-2

cc :
S 3,91dm

~1,96 g /100 ml/2 dm?

Nopeutetun ja vanhan testin tulosten vertailua varten tehtiin t-testi (Liite 5).
Vertailumateriaalia ei ollut ja sen tilalla oli vanha testimenetelma. Taman takia kaavaa
15 ei voitu kayttdd suoraan vaan sitd piti hieman muokata. Uuden ja vanhan
testimenetelmén rinnakkaisndytteiden tuloksista laskettiin keskiarvo. Taman jélkeen
vahennettiin uuden menetelmén naytteiden keskiarvosta vanhan menetelmén keskiarvo.
Néista erotuksista laskettiin keskihajonta ja keskiarvo. Vasta tdmén jalkeen pystyttiin

laskemaan t-testin arvo.
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i(ccli _Cczi) ZBZ(CCM _CCZi)
t=—= n An = : 8 /8
2.(CC, ~CCy)? >(CC,—CCy)*
n 8

00467ug/100m|/2dm J8~0778
01698ug/100m|/2dm

Satunnaisvirheen maéarittdmiseksi rinnakkaisndytteiden keskiarvo laskettiin kaavalla 16
(Liite 11).

2
%, = xil;xi2 _ (O,65+0,63)p92/100 ml/2 dm —0,64 g /100 ml /2 dm?

Seuraavaksi tehtiin taulukko rinnakkaismadritysten erotuksesta kaavan 17 mukaan.

d, =X, — X, = (0,65-0,63)ug /100 ml /2 dm? = 0,02 pg /100 ml /2 dm?

Taman jalkeen voitiin selvittaé suhteellinen erotus kaavalla 18.

0,02 pg /100 ml/2 dm®

d,
0,64 pg /100 ml /2 dm?

L.100 % = -100 % =3125%

><||o_

Keskihajonta laskettiin eri tavalla kuin edelld. Se laskettiin kaavan 19 avulla. Tulos on

samalla kokonaisepavarmuus suhteellisen virheen keskihajonnasta.

=8,73%

n 14
d,’ d,’
Z i ; " \/2135,40488%2

"V 2on V214 214
Laajennettu epavarmuus 95 %:n luotettavuusvalilla laskettiin kaavan 30 avulla.

U(y)~2-u(y)=2-873%=17,46 %
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Suhteellinen keskihajonta laskettiin kaavan 20 avulla (Liite 11).

2
RSD = 2100 96 = 201414 MO0 MITZAM™ ) 5, 5 519
X 0,64 ug /100 ml/2 dm

7 TULOKSET JA NIIDEN ANALYSOINTI

standardisuorien kalibrointiliuosten

Aikavililta 2.9.2004-12.12.2006 mitattujen
absorbansseissa esiintyi kuvion 1 mukaista vaihtelua eri mittauskerroilla. Myos
absorbanseissa  oli  vaihtelua. Kuviossa 2  kalibrointiliuosten

nollaliuoksen
absorbansseista vahennettiin nollastandardin absorbanssi.
Absorbanssien vaihtelu
07
2 0,6 * St(0)
g 0,5 = St(1)
2 04 -
S 03 - : £ TRV WY | . St(3)
2 8% 1 --—l‘ -ﬂAH'-FI uE o u fu ny St(6)
‘0 L® NanudVIVEXY Y TP
S & 8 8 & 8 & 8§ & 5
o (@) (@) (@] [} (@] (@) (@] (e} (@]
N & 4 § O § § g q «
©® &5 & &8 o N g N o o
= o L\I <°\? o < <¥; N o S
~ ~
Testipaiva

Kuvio 1. Absorbanssien vaihtelut valilla 2.9.2004-12.12.2006
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Absorbanssien vaihtelu, kun niista on vahennetty
St(0)
- 08
9w 07
2 06t rro oo .| | eSt(1)-St(0)
5 85’,7777777 | mSt(3)-St(0)
2 03 m:z::::: S1(6)-St(0)
2 01
0,0 T T T T T T T T T
< v %o} %o} [%p) Y9 © (o] (o] N N
(@] o o o o o o o o (@] (@]
o o o o (@) o (@] o o (@] o
N N N N § N § § § &N «
[ce) ~ 3V} %) (&} N ™ N (@) ~ <+
-~ 9 N o v 7 Y & 7 o o
o ~ N N (=) ~-
~ ~
Testipaiva

Kuvio 2. Absorbanssien vaihtelut vélill42.9.2004-12.12.2006, kun niistd on vahennetty
St(0)

Kuvioita tutkittaessa huomattiin, ettd absorbanssit vaihtelivat huomattavasti eri

mittauskerroilla. V&kevimman standardiliuoksen eli St(6):n absorbanssit vaihtelivat

eniten. Kun tuloksia verrattiin toiseen kuvaajaan, jossa standardiliuosten

absorbansseista vahennettiin nollastandardiliuoksen absorbanssi, hajonta pieneni. Tasta
voi paatelld, etta testi on hyvin altis kaikille muutoksille ja pienille virheille. Jostain
syysté absorbanssit olivat korkeampia vuoden 2004 lopun ja 2005 vuoden alun valilla.

Tana aikana ei tehty uutta aniliininydrokloridiperusliuosta vaan se oli ollut sama koko

kyseisen tutkimusajan. Absorbanssien kohoaminen ei voinut johtua liuoksen

pitoisuuden kasvusta. Se oli voinut johtua siitd, ettd tekija oli vaihtunut tai joku
reagenssi oli vaihdettu toisen toimittajan vastaavaan yhdisteeseen. Mahdollisuuksia on

monia.

Standardisuorien kalibrointiliuoksien absorbansseista ja massoista laskettiin keskiarvot.
Néiden avulla piirrettiin keskiarvostandardisuora (Kuvio 3), jota kéytettiin priméaaristen

aromaattisten amiinien pitoisuuksia laskettaessa.
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Standardisuora

w
3

y = 6,2252x - 0,3015

R2 =1
R==1
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=
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=
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o
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o
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0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Absorbassi A550 nm

o

Kuvio 3. Keskiarvostandardisuora

Kuten absorbanssien vaihtelusta huomattiin, standardisuora oli joka mittauskerralla
erilainen. Testissé on paljon muitakin muuttujia. Jotta edes yhdesta muuttujasta paastiin

eroon, tehtiin keskiarvostandardisuora. Tdma helpotti hieman tulosten vertailua.

Standardisuorien kalibrointiliuosten absorbanssien keskiarvon avulla saatiin laskettu
keskihajonnat. Kuvioista 1 ja 2 huomattu absorbanssien vaihtelu todistettiin myos

seuraavien keskiarvon keskihajontojen avulla.

St(0): 0,036+0,020
St(1): 0,169+0,026
St(3): 0,339+0,029
St(6): 0,592+0,041
St(1)-St(0): 0,133+0,019
St(3)-St(0): 0,303+0,023
St(6)-St(0): 0,557+0,038

Optimoinnin tuloksia tarkasteltaessa taulukosta 2 huomattiin, ettd vanhan ja uuden
metodin  tulokset eivdat olleet samanlaisia. Kuitenkin, jos tarkasteltiin
rinnakkaisndytteitd, huomattiin, ettd niissakin oli vaihtelua. Koska néytteet uutettiin eri
aikoina, uuttoaika ei ollut koskaan sama. Taméa vaikutti tulokseen. Pienetkin virheet

vaikuttivat absorbanssiin huomattavasti.
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Néyte Nopeutetun Vanhan menetelman
menetelméan pitoisuuksien ka
pitoisuuksien ka (1g/100 ml/2 dm?)
(Lg/100 ml/2 dm?)

102550, 3. vrk 1,992 1,890

102550, 5. vrk 1,924 1,567

108755, 3. vrk 2,565 2,618

108755, 5. vrk 1,185 0,957

103125, 3. vrk -0,114 -0,069

103125, 5. vrk -0,074 0,016

970693, 2. vrk 3,437 3,567

103120, 2. vrk -0,134 -0,138

Taulukko 2. Optimoinnin rinnakkaistulosten keskiarvot

T-testin arvoksi laskemalla saatiin 0,778. Taulukosta yksi (Liite 15) katsottu t-testin
arvo kohdasta 5 % oli 2,365. T-testin mukaan metodien tulokset vaikuttivat olevan
tarpeeksi samanlaiset, koska ndytteista laskettu t-testin arvo oli 0,778, mika on pienempi

kuin t-testin taulukkoarvo 2,365.

Standardisuorien kalibrointiliuokset tehtiin vanhalla ja nopeutetulla tavalla. Taulukkoon

3 koottiin nama tulokset.

Vertailu Nopeutettu Nopeutettu Vanha Vanha
menetelma menetelma menetelma menetelma
y R? y R?

1 7,406x+0,0787 | 0,9949 7,0878x-0,1155 | 0,9965

2 5,9816x-0,0243 | 1 6,0817x-0,192 |1

3 6,483x-0,1013 | 0,9996 5,8911x-0,2262 | 0,9997

Taulukko 3. Optimoinnin standardisuorien tulokset
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Standardisuorien optimointituloksia tutkittaessa néhtiin vanhan ja nopeutetun testin
suorien kulmakertoimien olleen 1&hell& toisiaan. Pienié eroavaisuuksia oli, mutta kuten
jo edella todettiin, testi oli hyvin herkka pienillekin muutoksille. Lisaksi R%n arvot

vanhan ja nopeutetun menetelmén rinnakkaismittauksissa olivat lahell& toisiaan.

Samasta materiaalista samanaikaisesti tehtyjen ndytteiden tutkiminen viitena eri paivana

antoi hyvan nakokulman siité, kuinka paljon tulokset vaihtelivat eri paivina.

CC; = 0,75 pg/100 ml/2 dm?
CC, = 1,00 pg/100 ml/2 dm?
CCs = 1,08 pug/100 ml/2 dm?
CC, = 1,19 pg/100 ml/2 dm?
CCs = 1,06 pg/100 ml/2 dm?

Naiden tulosten keskiarvon keskihajonta laskettiin. Se oli (1,01+0,15) pg/100 ml/2 dm?.
Toistettavuus oli 15 % keskiarvosta.

Vaikka testi suoritetaan joka kerta samalla tavoin, tulokset vaihtelivat. Reagensseja
tehtédessd jo milligramman muutos painossa saattoi aiheuttaa virhettd. Suurimman
vaihtelun tulosten vélilla todenndkoisesti aiheutti ndyteliuoksen sadilytys pimeé&ssa.
Ensimmainen mittaus tehtiin heti seuraavana paivéna, kun néytteet oli otettu. Tuloskin

oli pienin. Mita kauemmin liuokset olivat kaapissa, sitd suurempia olivat tulokset.

Satunnaisvirheen ja kokonaisvirheen laskemiseen tarvittiin eri materiaaleja. Naytteet
otettiin 4. péaivana laminoinnista. Taulukkoon 4 koottiin rinnakkaisndytteiden
priméaéristen aromaattisten amiinien pitoisuuksien keskiarvot. Rinnakkaisnaytteista

laskettiin keskiarvot, jotta voitiin selvittaa virheet.
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Néyte Pitoisuuksien ka
(Lg/100 ml/2 dm?)

107210 0,64

968961 0,00

107222 0,74

102558 0,20

105214 0,69

102550 0,98

970414 -0,05

105207 0,76

104786 0,43

970485 0,35

969446 0,67

969974 0,54

106843 0,65

970023 0,76

Taulukko 4. Eri rakenteiden rinnakkaisnaytteiden pitoisuuksien keskiarvot

Kuten aikaisemmin jo todettiin, testi oli herkka kaikille hairidtekijoille. Tdman kertoi
my0s se, ettd kokonaisepdvarmuus satunnaisvirheen keskihajonnasta oli lahes 9 %, joka
on melko suuri. Tasta seurauksena laajennettu epavarmuus oli melkein 18 %.

Kuvioiden 4 ja 5 kuvaajat tehtiin kokonaisvirheen selvittdmiseksi. Kokonaisvirhe oli
melko alhainen (15 %) pienilld pitoisuuksilla (< 0,5 pg/100 ml/2 dm?), mutta mité

suuremmiksi tulokset kasvoivat, sitd suuremmaksi kasvoi myos virhe.
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Suhteellinen erotus (d,) pitoisuuksien keskiarvon (x;
ka) funktiona

30,0
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3 040 0,10 0,30 0,50 0,7¢ 0,90
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Pitoisuuksien keskiarvo (ug/100 ml/2 dm?)

Kuvio 4. Suhteellinen erotus pitoisuuksien keskiarvon funktiona

Suhteellinen keskihajonta (s;;) pitoisuuksien
keskiarvon (x; ka) funktiona

(]
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Pitoisuuksien keskiarvo (ug/100 ml/2 dm?)

Kuvio 5. Suhteellinen keskihajonta pitoisuuksien keskiarvon funktiona

Tyon suurimmaksi ongelmaksi ilmeni vertailumateriaalin puuttuminen. Téllaisessa
tapauksessa sellaista ei ole olemassa. Se vaikeutti validointia monella tapaa.
Systemaattista virhettd ei pystytty laskemaan. Talloin myds kokonaisvirhe oli
puutteellinen. Tah&n ratkaisuna voisi olla kahden eri laboratorioiden véliset
rinnakkaismittaukset. Naiden tulosten avulla pystyttdisiin laskemaan systemaattinen

virhe.

Toinen ongelma oli muuttujien suuri lukumé&éard. Se oli kuitenkin asia, jolle ei voinut
tehdd  mitdd&n.  Yksi  monesta  hairidtekijoistd  pystyttiin - eliminoimaan

keskiarvostandardisuoran avulla.
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Néiden tutkimusten perusteella ei ole nahtévissa mitdan syytd, miksi uutta eli

nopeutettua testimenetelméaa ei voitaisi ottaa kayttoon.
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STANDARDISUORAN ABSORBANSSIT AIKANA 2.9.2004-12.12.2006

Suure Nayte|Absorbanssi|Absorbanssi|Absorbanssi |Absorbanssi
Symboli St(0) St(1) St(3) St(6)
Dimensio
12.12.2006 0,019 0,140 0,318 0,608
10.11.2006 0,031 0,146 0,318 0,578
4.10.2006 0,034 0,156 0,314 0,572
5.9.2006 0,054 0,183 0,359 0,620
6.9.2006 0,016 0,155 0,325 0,565
14.9.2006 0,035 0,183 0,359 0,620
27.8.2006 0,022 0,140 0,316 0,555
27.7.2006 0,034 0,159 0,344 0,603
20.6.2006 0,032 0,143 0,306 0,550
6.6.2006 0,034 0,158 0,328 0,604
17.5.2006 0,018 0,131 0,303 0,557
16.5.2006 0,027 0,138 0,312 0,556
12.5.2006 0,034 0,154 0,334 0,603
11.5.2006 0,040 0,168 0,356 0,610
11.4.2006 0,039 0,164 0,312 0,527
16.3.2006 0,030 0,164 0,347 0,596
28.2.2006 0,039 0,154 0,342 0,602
31.1.2006 0,034 0,171 0,367 0,637
12.1.2006 0,028 0,162 0,335 0,599
3.1.2006 0,026 0,155 0,339 0,592
22.12.2005 0,029 0,167 0,331 0,607
16.12.2005 0,025 0,121 0,308 0,538
30.11.2005 0,028 0,158 0,338 0,527
15.11.2005 0,076 0,193 0,354 0,587
26.10.2005 0,077 0,213 0,371 0,639
25.10.2005 0,073 0,196 0,358 0,577
21.10.2005 0,076 0,198 0,390 0,638
13.10.2005 0,071 0,177 0,350 0,596
28.9.2005 0,073 0,211 0,366 0,633
22.9.2005 0,085 0,206 0,402 0,650
9.9.2005 0,073 0,211 0,383 0,658
1.9.2005 0,070 0,227 0,384 0,610
17.8.2005 0,072 0,238 0,392 0,650
10.8.2005 0,061 0,181 0,350 0,570
18.7.2005 0,088 0,200 0,371 0,640
11.7.2005 0,019 0,165 0,335 0,600
28.6.2005 0,021 0,155 0,334 0,607
14.6.2005 0,040 0,185 0,322 0,561
9.6.2005 0,032 0,160 0,294 0,518
27.5.2005 0,024 0,158 0,333 0,606
20.5.2005 0,024 0,151 0,325 0,592
28.4.2005 0,036 0,177 0,353 0,619
15.4.2005 0,033 0,183 0,335 0,572
8.4.2005 0,019 0,172 0,352 0,624
7.4.2005 0,025 0,165 0,342 0,617
28.1.2005 0,030 0,250 0,429 0,720
26.1.2005 0,022 0,216 0,393 0,652
25.1.2005 0,047 0,160 0,325 0,525

LITE 1 (1/4)



STANDARDISUORAN ABSORBANSSIT AIKANA 2.9.2004-12.12.2006
Suure Nayte| Absorbanssi|{ Absorbanssi| Absorbanssi| Absorbanssi
Symboli St(0) St(1) St(3) St(6)

Dimensio

21.1.2005 0,035 0,183 0,348 0,618
19.1.2005 0,031 0,145 0,296 0,543
18.1.2005 0,023 0,145 0,295 0,535
12.1.2005 0,031 0,154 0,335 0,601
11.1.2005 0,009 0,158 0,326 0,609
14.12.2004 0,029 0,195 0,347 0,608
8.12.2004 0,018 0,184 0,341 0,612
7.12.2004 0,022 0,163 0,335 0,607
16.11.2004 0,021 0,160 0,345 0,607
9.11.2004 0,022 0,167 0,333 0,608
2.11.2004 0,023 0,154 0,348 0,527
27.10.2004 0,028 0,161 0,339 0,598
25.10.2004 0,019 0,138 0,277 0,492
8.10.2004 0,016 0,148 0,327 0,594
4.10.2004 0,006 0,136 0,297 0,552
27.9.2004 0,006 0,134 0,277 0,492
20.9.2004 0,020 0,150 0,328 0,596
20.9.2004 0,020 0,150 0,328 0,596
2.9.2004 0,040 0,166 0,335 0,608
Summa 2,394 11,309 22,711 39,690
Ka 0,036 0,169 0,339 0,592

LITE 1 (2/4)



STANDARDISUORAN ABSORBANSSIT AIKANA 2.9.2004-12.12.2006

Suure Nayte|Absorbanssi|Absorbanssi|Absorbanssi
Symboli St(1)-St(0)] St(3)-St(0)] St(6)-St(0)
Dimensio
12.12.2006 0,121 0,299 0,589
10.11.2006 0,115 0,287 0,547
4.10.2006 0,122 0,280 0,538
5.9.2006 0,129 0,305 0,566
6.9.2006 0,139 0,309 0,549
14.9.2006 0,148 0,324 0,585
27.8.2006 0,118 0,294 0,533
27.7.2006 0,125 0,310 0,569
20.6.2006 0,111 0,274 0,518
6.6.2006 0,124 0,294 0,570
17.5.2006 0,113 0,285 0,539
16.5.2006 0,111 0,285 0,529
12.5.2006 0,120 0,300 0,569
11.5.2006 0,128 0,316 0,570
11.4.2006 0,125 0,273 0,488
16.3.2006 0,134 0,317 0,566
28.2.2006 0,115 0,303 0,563
31.1.2006 0,137 0,333 0,603
12.1.2006 0,134 0,307 0,571
3.1.2006 0,129 0,313 0,566
22.12.2005 0,138 0,302 0,578
16.12.2005 0,096 0,283 0,513
30.11.2005 0,130 0,310 0,499
15.11.2005 0,117 0,278 0,511
26.10.2005 0,136 0,294 0,562
25.10.2005 0,123 0,285 0,504
21.10.2005 0,122 0,314 0,562
13.10.2005 0,106 0,279 0,525
28.9.2005 0,138 0,293 0,560
22.9.2005 0,121 0,317 0,565
9.9.2005 0,138 0,310 0,585
1.9.2005 0,157 0,314 0,540
17.8.2005 0,166 0,320 0,578
10.8.2005 0,120 0,289 0,509
18.7.2005 0,112 0,283 0,552
11.7.2005 0,146 0,316 0,581
28.6.2005 0,134 0,313 0,586
14.6.2005 0,145 0,282 0,521
9.6.2005 0,128 0,262 0,486
27.5.2005 0,134 0,309 0,582
20.5.2005 0,127 0,301 0,568
28.4.2005 0,141 0,317 0,583
15.4.2005 0,150 0,302 0,539
8.4.2005 0,153 0,333 0,605
7.4.2005 0,140 0,317 0,592
28.1.2005 0,220 0,399 0,690
26.1.2005 0,194 0,371 0,630
25.1.2005 0,113 0,278 0,478

LITE 1 (3/4)



STANDARDISUORAN ABSORBANSSIT AIKANA 2.9.2004-12.12.2006

Suure Nayte| Absorbanssi| Absorbanssi| Absorbanssi
Symboli St(1)-St(0)]  St(3)-St(0)] St(6)-St(0)
Dimensio
21.1.2005 0,148 0,313 0,583
19.1.2005 0,114 0,265 0,512
18.1.2005 0,122 0,272 0,512
12.1.2005 0,123 0,304 0,570
11.1.2005 0,149 0,317 0,600
14.12.2004 0,166 0,318 0,579
8.12.2004 0,166 0,323 0,594
7.12.2004 0,141 0,313 0,585
16.11.2004 0,139 0,324 0,586
9.11.2004 0,145 0,311 0,586
2.11.2004 0,131 0,325 0,504
27.10.2004 0,133 0,311 0,570
25.10.2004 0,119 0,258 0,473
8.10.2004 0,132 0,311 0,578
4.10.2004 0,130 0,291 0,546
27.9.2004 0,128 0,271 0,486
20.9.2004 0,130 0,308 0,576
20.9.2004 0,130 0,308 0,576
2.9.2004 0,126 0,295 0,568
Summa 8,915 20,317 37,296
Ka 0,133 0,303 0,557

LITE 1 (4/4)



STANDARDISUORAN ABSORBANSSIEN KESKIHAJONTA

LITE 2 (1/8)

Suure Nayte| Erotus ka:stal] Erotus ka:sta| Erotus ka:sta|] Erotus ka:sta
Symboli Ka-St(0) Ka-St(1) Ka-St(3) Ka-St(6)
Dimensio
12.12.2006 0,017 0,029 0,021 -0,016
10.11.2006 0,005 0,023 0,021 0,014
4.10.2006 0,002 0,013 0,025 0,020
5.9.2006 -0,018 -0,014 -0,020 -0,028
6.9.2006 0,020 0,014 0,014 0,027
14.9.2006 0,001 -0,014 -0,020 -0,028
27.8.2006 0,014 0,029 0,023 0,037
27.7.2006 0,002 0,010 -0,005 -0,011
20.6.2006 0,004 0,026 0,033 0,042
6.6.2006 0,002 0,011 0,011 -0,012
17.5.2006 0,018 0,038 0,036 0,035
16.5.2006 0,009 0,031 0,027 0,036
12.5.2006 0,002 0,015 0,005 -0,011
11.5.2006 -0,004 0,001 -0,017 -0,018
11.4.2006 -0,003 0,005 0,027 0,065
16.3.2006 0,006 0,005 -0,008 -0,004
28.2.2006 -0,003 0,015 -0,003 -0,010
31.1.2006 0,002 -0,002 -0,028 -0,045
12.1.2006 0,008 0,007 0,004 -0,007
3.1.2006 0,010 0,014 0,000 0,000
22.12.2005 0,007 0,002 0,008 -0,015
16.12.2005 0,011 0,048 0,031 0,054
30.11.2005 0,008 0,011 0,001 0,065
15.11.2005 -0,040 -0,024 -0,015 0,005
26.10.2005 -0,041 -0,044 -0,032 -0,047
25.10.2005 -0,037 -0,027 -0,019 0,015
21.10.2005 -0,040 -0,029 -0,051 -0,046
13.10.2005 -0,035 -0,008 -0,011 -0,004
28.9.2005 -0,037 -0,042 -0,027 -0,041
22.9.2005 -0,049 -0,037 -0,063 -0,058
9.9.2005 -0,037 -0,042 -0,044 -0,066
1.9.2005 -0,034 -0,058 -0,045 -0,018
17.8.2005 -0,036 -0,069 -0,053 -0,058
10.8.2005 -0,025 -0,012 -0,011 0,022
18.7.2005 -0,052 -0,031 -0,032 -0,048
11.7.2005 0,017 0,004 0,004 -0,008
28.6.2005 0,015 0,014 0,005 -0,015
14.6.2005 -0,004 -0,016 0,017 0,031
9.6.2005 0,004 0,009 0,045 0,074
27.5.2005 0,012 0,011 0,006 -0,014
20.5.2005 0,012 0,018 0,014 0,000
28.4.2005 0,000 -0,008 -0,014 -0,027
15.4.2005 0,003 -0,014 0,004 0,020
8.4.2005 0,017 -0,003 -0,013 -0,032
7.4.2005 0,011 0,004 -0,003 -0,025
28.1.2005 0,006 -0,081 -0,090 -0,128
26.1.2005 0,014 -0,047 -0,054 -0,060
25.1.2005 -0,011 0,009 0,014 0,067




STANDARDISUORAN ABSORBANSSIEN KESKIHAJONTA

LITE 2 (2/8)

Suure Nayte| Erotus ka:sta] Erotus ka:sta| Erotus ka:sta Erotus ka:sta

Symboli Ka-St(0) Ka-St(1) Ka-St(3) Ka-St(6)
Dimensio

21.1.2005 0,001 -0,014 -0,009 -0,026

19.1.2005 0,005 0,024 0,043 0,049

18.1.2005 0,013 0,024 0,044 0,057

12.1.2005 0,005 0,015 0,004 -0,009

11.1.2005 0,027 0,011 0,013 -0,017

14.12.2004 0,007 -0,026 -0,008 -0,016

8.12.2004 0,018 -0,015 -0,002 -0,020

7.12.2004 0,014 0,006 0,004 -0,015

16.11.2004 0,015 0,009 -0,006 -0,015

9.11.2004 0,014 0,002 0,006 -0,016

2.11.2004 0,013 0,015 -0,009 0,065

27.10.2004 0,008 0,008 0,000 -0,006

25.10.2004 0,017 0,031 0,062 0,100

8.10.2004 0,020 0,021 0,012 -0,002

4.10.2004 0,030 0,033 0,042 0,040

27.9.2004 0,030 0,035 0,062 0,100

20.9.2004 0,016 0,019 0,011 -0,004

20.9.2004 0,016 0,019 0,011 -0,004

2.9.2004 -0,004 0,003 0,004 -0,016




STANDARDISUORAN ABSORBANSSIEN KESKIHAJONTA

LITE 2 (3/8)

Suure Nayte| Erotuksen nelid| Erotuksen nelié| Erotuksen nelid| Erotuksen neli
Symboli (Ka-St(0)"2 (Ka-St(1)"2 (Ka-St(3)"2 (Ka-St(6))"2
Dimensio
12.12.2006 0,00029 0,00084 0,00044 0,00026
10.11.2006 0,00003 0,00053 0,00044 0,00020
4.10.2006 0,00000 0,00017 0,00063 0,00040
5.9.2006 0,00032 0,00020 0,00040 0,00078
6.9.2006 0,00040 0,00020 0,00020 0,00073
14.9.2006 0,00000 0,00020 0,00040 0,00078
27.8.2006 0,00020 0,00084 0,00053 0,00137
27.7.2006 0,00000 0,00010 0,00002 0,00012
20.6.2006 0,00002 0,00068 0,00109 0,00176
6.6.2006 0,00000 0,00012 0,00012 0,00014
17.5.2006 0,00032 0,00144 0,00130 0,00122
16.5.2006 0,00008 0,00096 0,00073 0,00130
12.5.2006 0,00000 0,00023 0,00003 0,00012
11.5.2006 0,00002 0,00000 0,00029 0,00032
11.4.2006 0,00001 0,00003 0,00073 0,00422
16.3.2006 0,00004 0,00003 0,00006 0,00002
28.2.2006 0,00001 0,00023 0,00001 0,00010
31.1.2006 0,00000 0,00000 0,00078 0,00203
12.1.2006 0,00006 0,00005 0,00002 0,00005
3.1.2006 0,00010 0,00020 0,00000 0,00000
22.12.2005 0,00005 0,00000 0,00006 0,00023
16.12.2005 0,00012 0,00230 0,00096 0,00292
30.11.2005 0,00006 0,00012 0,00000 0,00422
15.11.2005 0,00160 0,00058 0,00022 0,00003
26.10.2005 0,00168 0,00194 0,00102 0,00221
25.10.2005 0,00137 0,00073 0,00036 0,00023
21.10.2005 0,00160 0,00084 0,00260 0,00212
13.10.2005 0,00123 0,00006 0,00012 0,00002
28.9.2005 0,00137 0,00176 0,00073 0,00168
22.9.2005 0,00240 0,00137 0,00397 0,00336
9.9.2005 0,00137 0,00176 0,00194 0,00436
1.9.2005 0,00116 0,00336 0,00203 0,00032
17.8.2005 0,00130 0,00476 0,00281 0,00336
10.8.2005 0,00063 0,00014 0,00012 0,00048
18.7.2005 0,00270 0,00096 0,00102 0,00230
11.7.2005 0,00029 0,00002 0,00002 0,00006
28.6.2005 0,00023 0,00020 0,00003 0,00023
14.6.2005 0,00002 0,00026 0,00029 0,00096
9.6.2005 0,00002 0,00008 0,00203 0,00548
27.5.2005 0,00014 0,00012 0,00004 0,00020
20.5.2005 0,00014 0,00032 0,00020 0,00000
28.4.2005 0,00000 0,00006 0,00020 0,00073
15.4.2005 0,00001 0,00020 0,00002 0,00040
8.4.2005 0,00029 0,00001 0,00017 0,00102
7.4.2005 0,00012 0,00002 0,00001 0,00063
28.1.2005 0,00004 0,00656 0,00810 0,01638
26.1.2005 0,00020 0,00221 0,00292 0,00360
25.1.2005 0,00012 0,00008 0,00020 0,00449




STANDARDISUORAN ABSORBANSSIEN KESKIHAJONTA

LITE 2 (4/8)

Suure Nayte| Erotuksen nelio| Erotuksen nelié| Erotuksen nelid| Erotuksen nelid

Symboli (Ka-St(0))"2 (Ka-St(1))"2 (Ka-St(3))"2 (Ka-St(6))"2
Dimensio

21.1.2005 0,00000 0,00020 0,00008 0,00068

19.1.2005 0,00003 0,00058 0,00185 0,00240

18.1.2005 0,00017 0,00058 0,00194 0,00325

12.1.2005 0,00003 0,00023 0,00002 0,00008

11.1.2005 0,00073 0,00012 0,00017 0,00029

14.12.2004 0,00005 0,00068 0,00006 0,00026

8.12.2004 0,00032 0,00023 0,00000 0,00040

7.12.2004 0,00020 0,00004 0,00002 0,00023

16.11.2004 0,00023 0,00008 0,00004 0,00023

9.11.2004 0,00020 0,00000 0,00004 0,00026

2.11.2004 0,00017 0,00023 0,00008 0,00422

27.10.2004 0,00006 0,00006 0,00000 0,00004

25.10.2004 0,00029 0,00096 0,00384 0,01000

8.10.2004 0,00040 0,00044 0,00014 0,00000

4.10.2004 0,00090 0,00109 0,00176 0,00160

27.9.2004 0,00090 0,00123 0,00384 0,01000

20.9.2004 0,00026 0,00036 0,00012 0,00002

20.9.2004 0,00026 0,00036 0,00012 0,00002

2.9.2004 0,00002 0,00001 0,00002 0,00026

Summa 0,02733 0,04530 0,05451 0,11215

Ka 0,00041 0,00068 0,00081 0,00167

Keskihajonta 0,020 0,026 0,029 0,041

0,036+0,020 0,169+0,026 0,339+0,029 0,592+0,041




STANDARDISUORAN ABSORBANSSIEN KESKIHAJONTA

LITE 2 (5/8)

Suure Nayte Erotus ka:sta Erotus ka:sta Erotus ka:sta
Symboli Ka-(St(1)-St(0)) Ka-(St(3)-St(0)) Ka-(St(6)-St(0))
Dimensio
12.12.2006 0,012 0,004 -0,032
10.11.2006 0,018 0,016 0,010
4.10.2006 0,011 0,023 0,019
5.9.2006 0,004 -0,002 -0,009
6.9.2006 -0,006 -0,006 0,008
14.9.2006 -0,015 -0,021 -0,028
27.8.2006 0,015 0,009 0,024
27.7.2006 0,008 -0,007 -0,012
20.6.2006 0,022 0,029 0,039
6.6.2006 0,009 0,009 -0,013
17.5.2006 0,020 0,018 0,018
16.5.2006 0,022 0,018 0,028
12.5.2006 0,013 0,003 -0,012
11.5.2006 0,005 -0,013 -0,013
11.4.2006 0,008 0,030 0,069
16.3.2006 -0,001 -0,014 -0,009
28.2.2006 0,018 0,000 -0,006
31.1.2006 -0,004 -0,030 -0,046
12.1.2006 -0,001 -0,004 -0,014
3.1.2006 0,004 -0,010 -0,009
22.12.2005 -0,005 0,001 -0,021
16.12.2005 0,037 0,020 0,044
30.11.2005 0,003 -0,007 0,058
15.11.2005 0,016 0,025 0,046
26.10.2005 -0,003 0,009 -0,005
25.10.2005 0,010 0,018 0,053
21.10.2005 0,011 -0,011 -0,005
13.10.2005 0,027 0,024 0,032
28.9.2005 -0,005 0,010 -0,003
22.9.2005 0,012 -0,014 -0,008
9.9.2005 -0,005 -0,007 -0,028
1.9.2005 -0,024 -0,011 0,017
17.8.2005 -0,033 -0,017 -0,021
10.8.2005 0,013 0,014 0,048
18.7.2005 0,021 0,020 0,005
11.7.2005 -0,013 -0,013 -0,024
28.6.2005 -0,001 -0,010 -0,029
14.6.2005 -0,012 0,021 0,036
9.6.2005 0,005 0,041 0,071
27.5.2005 -0,001 -0,006 -0,025
20.5.2005 0,006 0,002 -0,011
28.4.2005 -0,008 -0,014 -0,026
15.4.2005 -0,017 0,001 0,018
8.4.2005 -0,020 -0,030 -0,048
7.4.2005 -0,007 -0,014 -0,035
28.1.2005 -0,087 -0,096 -0,133
26.1.2005 -0,061 -0,068 -0,073
25.1.2005 0,020 0,025 0,079




STANDARDISUORAN ABSORBANSSIEN KESKIHAJONTA

LITE 2 (6/8)

Suure Nayte Erotus ka:sta Erotus ka:sta Erotus ka:sta

Symboli Ka-(St(1)-St(0)) Ka-(St(3)-St(0)) Ka-(St(6)-St(0))
Dimensio

21.1.2005 -0,015 -0,010 -0,026

19.1.2005 0,019 0,038 0,045

18.1.2005 0,011 0,031 0,045

12.1.2005 0,010 -0,001 -0,013

11.1.2005 -0,016 -0,014 -0,043

14.12.2004 -0,033 -0,015 -0,022

8.12.2004 -0,033 -0,020 -0,037

7.12.2004 -0,008 -0,010 -0,028

16.11.2004 -0,006 -0,021 -0,029

9.11.2004 -0,012 -0,008 -0,029

2.11.2004 0,002 -0,022 0,053

27.10.2004 0,000 -0,008 -0,013

25.10.2004 0,014 0,045 0,084

8.10.2004 0,001 -0,008 -0,021

4.10.2004 0,003 0,012 0,011

27.9.2004 0,005 0,032 0,071

20.9.2004 0,003 -0,005 -0,019

20.9.2004 0,003 -0,005 -0,019

2.9.2004 0,007 0,008 -0,011




STANDARDISUORAN ABSORBANSSIEN KESKIHAJONTA

LITE 2 (7/8)

Suure Nayte Erotuksen neli Erotuksen neli Erotuksen nelid
Symboli (Ka-(St(1)-St(0)))"2|(Ka-(St(3)-St(0)))"2|(Ka-(St(6)-St(0)))"2
Dimensio
12.12.2006 0,00014 0,00002 0,00102
10.11.2006 0,00032 0,00026 0,00010
4.10.2006 0,00012 0,00053 0,00036
5.9.2006 0,00002 0,00000 0,00008
6.9.2006 0,00004 0,00004 0,00006
14.9.2006 0,00023 0,00044 0,00078
27.8.2006 0,00023 0,00008 0,00058
27.7.2006 0,00006 0,00005 0,00014
20.6.2006 0,00048 0,00084 0,00152
6.6.2006 0,00008 0,00008 0,00017
17.5.2006 0,00040 0,00032 0,00032
16.5.2006 0,00048 0,00032 0,00078
12.5.2006 0,00017 0,00001 0,00014
11.5.2006 0,00003 0,00017 0,00017
11.4.2006 0,00006 0,00090 0,00476
16.3.2006 0,00000 0,00020 0,00008
28.2.2006 0,00032 0,00000 0,00004
31.1.2006 0,00002 0,00090 0,00212
12.1.2006 0,00000 0,00002 0,00020
3.1.2006 0,00002 0,00010 0,00008
22.12.2005 0,00003 0,00000 0,00044
16.12.2005 0,00137 0,00040 0,00194
30.11.2005 0,00001 0,00005 0,00336
15.11.2005 0,00026 0,00063 0,00212
26.10.2005 0,00001 0,00008 0,00003
25.10.2005 0,00010 0,00032 0,00281
21.10.2005 0,00012 0,00012 0,00003
13.10.2005 0,00073 0,00058 0,00102
28.9.2005 0,00003 0,00010 0,00001
22.9.2005 0,00014 0,00020 0,00006
9.9.2005 0,00003 0,00005 0,00078
1.9.2005 0,00058 0,00012 0,00029
17.8.2005 0,00109 0,00029 0,00044
10.8.2005 0,00017 0,00020 0,00230
18.7.2005 0,00044 0,00040 0,00003
11.7.2005 0,00017 0,00017 0,00058
28.6.2005 0,00000 0,00010 0,00084
14.6.2005 0,00014 0,00044 0,00130
9.6.2005 0,00003 0,00168 0,00504
27.5.2005 0,00000 0,00004 0,00062
20.5.2005 0,00004 0,00000 0,00012
28.4.2005 0,00006 0,00020 0,00068
15.4.2005 0,00029 0,00000 0,00032
8.4.2005 0,00040 0,00090 0,00230
7.4.2005 0,00005 0,00020 0,00122
28.1.2005 0,00757 0,00922 0,01769
26.1.2005 0,00372 0,00462 0,00533
25.1.2005 0,00040 0,00062 0,00624




STANDARDISUORAN ABSORBANSSIEN KESKIHAJONTA

LITE 2 (8/8)

Suure Nayte Erotuksen neli Erotuksen neli Erotuksen nelid

Symboli (Ka-(St(1)-St(0))"2| (Ka-(St(3)-St(0)))"2| (Ka-(St(6)-St(0)))*2
Dimensio

21.1.2005 0,00023 0,00010 0,00068

19.1.2005 0,00036 0,00144 0,00203

18.1.2005 0,00012 0,00096 0,00203

12.1.2005 0,00010 0,00000 0,00017

11.1.2005 0,00026 0,00020 0,00185

14.12.2004 0,00109 0,00022 0,00048

8.12.2004 0,00109 0,00040 0,00137

7.12.2004 0,00006 0,00010 0,00078

16.11.2004 0,00004 0,00044 0,00084

9.11.2004 0,00014 0,00006 0,00084

2.11.2004 0,00000 0,00048 0,00281

27.10.2004 0,00000 0,00006 0,00017

25.10.2004 0,00020 0,00203 0,00706

8.10.2004 0,00000 0,00006 0,00044

4.10.2004 0,00001 0,00014 0,00012

27.9.2004 0,00003 0,00102 0,00504

20.9.2004 0,00001 0,00003 0,00036

20.9.2004 0,00001 0,00003 0,00036

2.9.2004 0,00005 0,00006 0,00012

Summa 0,02496 0,03484 0,09900

Ka 0,00037 0,00052 0,00148

Keskihajonta 0,019 0,023 0,038

0,133+0,019 0,303+0,023 0,557+0,038
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STANDARDISUORIEN VERTAILU 1 LIITE 6 (1/2)
Nopeutettu menetelméa

Kantaliuos 50,5 mg/l
Pipetoitu 0,5058 g/50ml Standardiliuoksen pitoisuus: 0,51 mg/l

Syo6ta St-laimennosten punnitustulokset ja mitatut absorbanssit:

Punnitus: A550nm St (0) A5B50nm Pitoisuus
(ug/100ml)

1,0605 0,095 0,023 0,072 0,542
3,0569 0,209 0,186 1,562
6,1180 0,439 0,416 3,125

Standardisuora, nopeutettu menetelma

3,500

3,000

2,500

2,000

1,500

Pitoisuus (ug/100 ml)

1,000

0,500

0,000
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45
Absorbanssi A550 nm




STANDARDISUORIEN VERTAILU 1
Vanha menetelméa

Kantaliuos 50,5 mg/l
Pipetoitu 0,5058 g/50ml Standardiliuoksen pitoisuus:

Syoté St-laimennosten punnitustulokset ja mitatut absorbanssit:

Punnitus: A550nm St (0) A550nm Pitoisuus
(ug/100ml)

1,0509 0,130 0,030] 0,1 0,537
3,0940 0,257 0,227 1,581
6,1101 0,491 0,461 3,121

LITE 6 (2/2)

0,51

mg/l

Standardisuora, vanha menetelma

3,500

3,000

2,500

2,000

1,500

Pitoisuus (nug/100 ml)

1,000

0,500

0,000
0 0,1 0,2 0,3
Absorbanssi A550 nm

0,4

0,5




STANDARDISUORIEN VERTAILU 2
Nopeutettu menetelméa

Kantaliuos

Pipetoitu 0,5075

Syoté St-laimennosten punnitustulokset ja mitatut absorbanssit:

mg/l

g/50ml Standardiliuoksen pitoisuus:

LITE 7 (1/2)

0,51

mg/l

Punnitus: A550nm St (0) A550nm Pitoisuus
(ug/100ml)
1,1082 0,133 0,034| 0,099 0,568
3,0448 0,299 0,265 1,561
6,1611 0,566 0,532 3,158
Standardisuora, nopeutettu menetelma
3,500
3,000
2,500
€
]
= 2,000
2
%]
S 1,500
°
2
[
1,000
0,500
0,000
0 0,1 0,2 0,3 0,4

Absorbanssi A550 nm

0,5

0,6




STANDARDISUORIEN VERTAILU 2

Vanha menetelméa

Kantaliuos

Pipetoitu 0,5075

Syoté St-laimennosten punnitustulokset ja mitatut absorbanssit:

mg/l

g/50ml Standardiliuoksen pitoisuus:

LITE 7 (2/2)

0,51

mg/l

Punnitus: A550nm St (0) A550nm Pitoisuus
(ug/100ml)
1,0653 0,160 0,039 0,121 0,546
3,0475 0,328 0,289 1,562
6,0946 0,584 0,545 3,124
Standardisuora, vanha menetelma
3,500
3,000
2,500
=
S
= 2,000
E
)]
3 1,500
@2
8
o
1,000
0,500
0,000
0 0,1 0,2 0,3 0,4

Absorbanssi A550 nm

0,5

0,6




STANDARDISUORIEN VERTAILU 3
Nopeutettu menetelméa

Kantaliuos 62,08 mg/l
Pipetoitu 0,4143 g/50ml Standardiliuoksen pitoisuus:

Syoté St-laimennosten punnitustulokset ja mitatut absorbanssit:

Punnitus: A550nm St (0) A550nm Pitoisuus
(ug/100ml)

1,0583 0,124 0,027) 0,097 0,544
3,0986 0,293 0,266 1,594
6,0408 0,520 0,493 3,107

LITE 8 (1/2)

0,51

mg/l

Standardisuora, nopeutettu menetelma

3,500

3,000

2,500

2,000

1,500

Pitoisuus (ug/100 ml)

1,000

0,500

0,000
0 0,1 0,2 0,3 0,4
Absorbanssi A550 nm

0,5

0,6




STANDARDISUORIEN VERTAILU 3
Vanha menetelméa

Kantaliuos 62,08 mg/l
Pipetoitu 0,4143 g/50ml Standardiliuoksen pitoisuus:

Syoté St-laimennosten punnitustulokset ja mitatut absorbanssit:

Punnitus: A550nm St (0) A550nm Pitoisuus
(ug/100ml)

1,0668 0,169 0,035] 0,134 0,549
3,0878 0,339 0,304 1,588
6,0587 0,604 0,569 3,117

LITE 8 (2/2)

0,51

mg/l

Standardisuora, vanha menetelma

3,500

3,000

2,500

2,000

1,500

Pitoisuus (ug/100 ml)

1,000

0,500

0,000
0 0,1 0,2 0,3 0,4
Absorbanssi A550 nm

0,5

0,6
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LIITE 12

Primaaristen aromaattisten amiinien migraatio — analyysin
validointisuunnitelma

Validoinnissa kaytettava laite

Vakuumilaitteisto, kolonnit Strata C18-E, Shimadzu UV-1601 spektrofotometri ja
Epson Stylus Color 740 tulostin.

Validoinnin tarkoitus

Laminointilakkojen reagoimattomien isosyanaattimolekyylien mittaaminen migraatio-
analyysin avulla.

Testattavat ominaisuudet

1. Migraatio-analyysin optimointi. Jokaiselta laminointikoneelta (SL, Polynorm,
Rotomec) valitaan materiaali, josta mitataan reagoimattomien isosyanaattien
pitoisuudet 3. ja 5. paivana laminoinnista sek& vanhalla tavalla etta nopeutetulla.
Saatujen tietojen avulla tehddan t-testi. Kalibrointiliuokset tehdaan seké
nopeutetulla ettd vanhalla menetelmalla.

2. Satunnaisvirheen maarittamiseksi etsitaan eri rakenteita n. 15 kpl, joista mitataan
reagoimattomien isosyanaattien pitoisuudet 4. paivana laminoinnista
nopeutetulla tavalla.

3. Samaa rakennetta tutkitaan viitend eri paivana. Tuloksista lasketaan
satunnaisvirhe ja toistettavuus.



LIITE 13

S L 1) TR

Kuva 2. Naytepussit
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Kuva 3. Standardisuoran liuokset

Kuva 4. Vakuumilaitteisto
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10%

6314
2920
2353
2132
2015

1.943
1.895
1.860
1833
1812

1.796
1.782
L.771
L.761
1.733

1.746
1.740
1.734
1.729

L721
L.717
1.714
L
L.708

1.706
1.703
1.701
1.699
1.697

1.684
1671
1658
1645

5%

Sopuntaamaton testaus
5% 2%
12,706 31.821
4.303 5.965
3.182 4.541
2.776 3.747
1571 3.365
2.447 3.143
2.365 2.998
2306 2896
2,262 2821
2.228 2,764
2201 2.718
2179 2.681
2160 2.650
2145 2.624
2131 2,602
2120 2.583
2110 2,567
2101 2.552
2003 2.539
2086 2528
2080 2.518
2074 2.508
2060 2.500
2054 2,492
2.060 2.485
2056 2479
2052 2473
2.048 2,467
2045 2462
2042 2457
2021 2423
2,000 2380
1.980 2.358
1.960 2326
2.5% 1%
Suunnattu testaus

Taulukko 1. T-testin kriittiset arvot /11/

1%

63.657
2.925
5.841
4.604
4.032

3,907
1499
1.355
1,250
3169

3.106
3.055
3.012
2977
2947

2921
2598
2878
2.861
2845

2.831
2819
2.807
2797
2787

2779
271
2763
2756
2730

2704
2660
2617
2576

0.5%
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0.1%

636,519
31598
12.941

8.610
6.859

3.959
5.40%
5.041
4.781
4.587

4.437
4318
4,221

4.073

4.015
3.965
gn
3883

3819
1702
A.767
3.745
1725

A.707
3.6%0
3.674

3.646

3.551
3.460
im
3.291
ﬂ-m
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Kuva 6. Spektrofotometri



Kuva 7. Saumaaja

Kuva 8. Uuni
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