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Lääketeollisuudessa lääkkeiden laadunvalvontaa ja kehitystyöhön käytettäviä laitteita

koskee GMP-ohjeistus (Good Manufacturing Practice). Orion Pharmassa tehdään riski-

luokitus arviointi kaikille GxP-kriittisille laitteille ja ohjelmistoille, joilla saattaa olla

vaikutusta tuotteen laatuun tai lääketurvallisuuteen. Nämä laitteet ja ohjelmistot validoi-

daan lääketeollisuuden yleisten pariaatteiden mukaan. Validointityöhön kuuluu laittei-

den kvalifiointi, joka koostuu suunnitelmien tarkastuksesta (DQ), asennus- ja käyttöön-

ottotarkastuksesta (OQ), toiminnan testauksesta sekä suorituskykytestistä (PQ).

Tässä työssä laadittiin Orion Pharman Espoon Fysikaalisen analytiikan ja preformuloin-

tiosaston Renishaw InVia -ramanmikrospektrometrin lisälaitteelle valokuituoptiselle

mittapäälle käyttöohje, sekä suoritettiin validointi. Työn lopputuloksena on, että Re-

nishaw’n kuituoptinen In Via raman mittapää on validi, vakaa ja sitä voidaan käyttää

analytiikassa.
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1. JOHDANTO

Ramanspektrometria on erittäin monipuolinen tekniikka tutkittaessa kemiallisia yhdis-

teitä. Ramanspektrometria on kehittyvä analyysimenetelmä, joka nopeasti korvaa perin-

teisiä menetelmiä, koska sillä on huomattavia etuja muihin menetelmiin verrattuna. Ra-

manspektroskopia ei vaadi monimutkaista näytteenkäsittelyä ja analysointiajat ovat ly-

hyitä. Tarvittavat näytemäärät ovat hyvin pieniä, ja laitteella voidaan analysoida sekä

nestemäisiä että kiinteitä aineita ja tunnistaa eri polymorfeja. Mittaukset voidaan tehdä

tarvittaessa vesipitoisessa ympäristössä suoraan lasin läpi [2, s.2].

Kuituoptisen mittapään avulla mittauksia voidaan suorittaa kauempana laitteistoista,

eikä rajoittavana tekijänä ole mikroskoopin objektipöydän näytekammion koko. Kui-

tuoptisella mittapäällä voidaan mitata ramanspektri suoraan prosessissa olevasta lääke-

valmistusmassasta, rakeista, tableteista tai injektioliuoksista.

Kokeellisessa osassa tarkoituksena oli selvittää kuituoptisen mittapään soveltuvuutta

nestemäisille ja kiinteille näytteille sekä validoida laite ASTM-standardin ja US Phar-

macopeian mukaisesti. Tarkoituksena oli testata ja arvioida laitteiston soveltuvuutta eri-

laisiin mittausmenetelmiin.

Tekniikan soveltuvuuden arvioinnilla varmistetaan, että laite on sopiva tarkoitetulle so-

vellutukselle. Kuituoptisen mittapään optimaalisten mittausparametrien löytäminen on

osa tätä tutkimusta.
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2. RAMANSPEKTROMETRIA

Ramanspektrometria, IR- ja NIR- tekniikat kuuluvat värähdysspektroskopian alueeseen.

Nämä kolme tekniikkaa tuovat toisiaan täydentävää tietoa aineen kemiallisesta koostu-

muksesta ja sen rakenteesta. Ramanspektrometria perustuu ramansirontailmiöön. [6, s.

1218]. Monokromaattisen valonsäteen tullessa näytteeseen osa valosta läpäisee sen il-

man vuorovaikutusta, osa absorboituu ja osa siroaa. Suurimmalla osalla sironneesta sä-

teilystä on sama aallonpituus kuin tulleella säteilyllä, jota kutsutaan kimmoisaksi

Rayleigh-sironnaksi. Noin yksi kymmenesmiljoonasosa sironneesta valosta on muutta-

nut aallonpituutta molekyylien värähtelyjen ja pyörimisen vaikutuksesta, tätä kimmo-

tonta sirontaa kutsutaan ramansironnaksi. Aallonpituutta muuttaneesta valosta saatu

spektri on ramanspektri. Ramanspektrissä on yleensä useita teräviä piikkejä, jotka ovat

ominaisia tietyille kemiallisille yhdisteille ja aineille. Ramanspektriä voidaan käyttää

kvalitativisiin analyyseihin, ja spektrin intensiteetti on verrannollinen konsentraatioon,

joten ramanlaitteistolla voidaan tehdä myös kvantitatiivisia analyysejä. [2, s. 1]

Ramanspektrometria ei vaadi monimutkaista näytteenkäsittelyä. Sen vuoksi raman-

spektrometriaa voidaan käyttää esimerkiksi paperi- ja lääketeollisuudessa sekä rikostut-

kinnassa. Spektri voidaan kerätä suoraan läpinäkyvän astian läpi, kuten lasin, safiirin tai

muovin [2, s.2].

Ramansironnasta ensimmäiset kokeelliset havainnot tekivät Chandrasekhara Venkata

Raman ja K. S. Krishnan vuonna 1928. Varhaisissa laitteissa käytettiin valonlähteenä

elohopeakaarilamppua, ja valosta erotettiin eri värit spektrometrillä. Spektri tallennettiin

valokuvafilmille. Laser korvasi elohopeakaarilampun 1960-luvulla. Laser mahdollisti

useita epälineaarisia ramantekniikoita kuten simuloidun ramanspektrometrian sekä

CARS:n (coherent anti-Stokes Raman spectroskopy). [2, s.1-2]

1980-luvun alussa markkinoille tulivat kuituoptiset mittapäät, jotka helpottivat lasersä-

teen kohdistamista näytteeseen. Erillisen kuituoptisen mittapään avulla pystyttiin teke-

mään mittaukset kauempana spektroskooppisesta yksiköstä. Kuituoptiset mittapäät ovat



8

olleet oleellisena osana ramanspektrometrian käyttöönotossa prosessi- ja kemianteolli-

suudessa. Ramanspektrometria on mahdollistanut jatkuvatoimiset mittaukset vaarallisis-

sa olosuhteissa kuituoptisten mittapäiden avulla. [2, s.2]

Edistysaskeleet ramanspektrometriassa ovat olleet FT-raman eli Fourier-muunnos-

ramanspektrometria sekä dispersiivinen spektrometria, jossa hyödynnetään CCD-

detektoreita (Charged Coupled Device). FT-ramaninstrumentin avulla pystytään Fou-

rier-muunnoksen avulla eliminoimaan fluoresenssin aiheuttaman häiriö. CCD-detektorit

mahdollistivat dispersiivisen ramanspektrometrian, koska ne ovat erittäin herkkiä. Dis-

persiivisen ramanspektrometrian avulla saadaan mitattua laaja aaltolukualue muutamas-

sa sekunnissa [2, s. 320]. FT-ramanlaitteistolla ja dispersiivisellä laitteistolla mitattu

sykloheksaanispektri on esitetty kuvassa 1. Selkeä ero nähdään spektrien intensiteeteissä

eri ramansiirtymän alueilla (cm-1).

Kuva 1. Sykloheksaanin spektri mitattuna FT-raman- ja dispersiivisellä laitteistolla.

Ramanspektrometriasta on useita erikoistuneita tekniikoita: resonanssiramansironta, hy-

perramansironta, käänteinen ramansironta, koherentti anti-Stokes-ramansironta eli

CARS (coherent anti-Stokes Raman scattering) sekä pintavahvisteinen ramansironta eli

SERS (surface-enhanced Raman scattering). [6, s.1218]
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2.1. Ramansironta

Ramansironta voidaan kuvata energiatasokaavakuvalla, joka on esitetty kuvassa 2. Fo-

toni virittää molekyylin perustasolta viritetylle tasolle. Viritetty taso ei ole stabiili vaan

se on korkeaenerginen taso. Molekyyli palaa välittömästi takaisin alkuperäiselle elekt-

ronitasolle, jolloin se emittoi fotonin ja molekyyli palaa värähdystasolle, josta se lähti.

Kuva 2. Energiatasokaavakuva [4].

Emittoidulla fotonilla on sama energia ja aallonpituus kuin alkuperäisellä fotonilla. Sil-

loin energiaa ei ole siirtynyt molekyyliin eli sironta on ollut kimmoisaa. Tätä tapahtu-

maa kutsutaan Rayleigh-sironnaksi. Jos molekyyli palaa korkeammalle värähdystasolle,

emittoidulla fotonilla on vähemmän energiaa ja sen vuoksi pidempi aallonpituus kuin

alkuperäisellä fotonilla. Molekyylin värähdysenergia on kasvanut. Tätä kutsutaan Sto-

kesin ramansironnaksi. Jos taas molekyyli palaa alemmalle värähdystasolle, emittoidulla

fotonilla on enemmän energiaa ja tällöin lyhyempi aallonpituus. Värähdysenergia on

silloin laskenut. Tätä kutsutaan anti-Stokesin ramansironnaksi. [4]

Ramanspektrometria ja infrapuna-absorptiospektrometria ovat toisiaan täydentäviä tek-

niikoita. Infrapunasäteilyssä sähköinen dipolimomentti muuttuu molekyylin värähdel-

lessä. Ramansironta on mahdollista, jos molekyylin polaroituvuus muuttuu värähtelyssä.

Polaroitavuudella tarkoitetaan, kuinka helposti sähkönkettä voi liikuttaa molekyylin
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elektronipilveä. Esimerkiksi hiilidioksidin symmetristä venytysvärähtelyä ei voida ha-

vaita infrapunaspektrissä, mutta ramansironnan avulla se on mahdollista havaita. Hiili-

dioksidin epäsymmetrinen venytysvärähtely taas havaitaan infrapunaspektrissä, mutta ei

ramanspektrissä. [5]

Ramanspektrin esittäminen on samankaltainen kuin infrapunaspektrin. Ramanspektri on

usein esitetty koordinaatistossa ramansironta vastaan aallonpituus. X-akseli on yleensä

nimetty ”Ramansiirtymä/cm-1” tai ”aaltoluku/cm-1” [6, s. 1218]. Ramansiirtymä on aal-

toluvun siirtymä viritetyltä aallonpituudelta.  Aaltoluvun energian yksikkö on E. [2, s.4]

2.2. Kvalitattiviset ja kvantitatiiviset menetelmät

Kvalitatiiviset mittaukset antavat tietoa funktionaalisista ryhmistä, joita näyte sisältää.

Koska ramanspektri on ominainen tietyille komponenteille, kvalitatiivisia mittauksia

voidaan käyttää kemiallisen rakenteen tunnistamiseen. [6, s.1219]

Kvantitatiivisessa eli määrällisessä tutkimuksessa tarkastellaan pitoisuuksia tai ainemää-

riä. Kvantitatiivinen mittaus hyödyntää seuraavia yhteyksiä signaalin, Sv, ja konsentraa-

tion, C, välillä annetulla aaltoluvulla, :

CPKS Lvv 0
4 (2)

K  = vakio, joka riippuu laserin säteen halkaisijasta, optiikasta, näytetilavuudesta sekä

lämpötilasta

v = ramanpoikkileikkaus erityisestä värähtelyn laadusta

L = laserin aaltoluku

B = värähtelyn aaltoluku

P0 = laserin teho

CCD-ramanspektrometriassa yhtälö on muotoa:
3

00 iv KPsSi

K = vakio, joka riippuu lasersäteen halkaisijasta, optiikasta, näytetilavuudesta sekä läm-

pötilasta
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v = ramanpoikkileikkaus erityisestä värähtelyn laadusta

0 = laserin aaltoluku

i = värähtelyn aaltoluku

P0 = laserin teho

Tässä piikin signaali on suoraan verrannollinen konsentraatioon. Se yhteys on perusta

kvantitatiiviseen ramansovellukseen. [6, s.1219]

2.3. Mittaukseen vaikuttavat tekijät

Haitallisesti kvantitatiiviseen mittaukseen vaikuttavia tekijöitä ovat fluoresenssi, näyt-

teen kuumeneminen, näytteen tai matriisin absorptio sekä polarisaation vaikutus. Jos

näytematriisi sisältää fluoresoivia komponentteja, voi mitattuun signaaliin vaikuttaa

fluoresenssi [6, s.1919].

2.3.1.   Fysikaaliset tekijät

Näytteen kuumeneminen laserin vaikutuksesta voi aiheuttaa fysikaalisia muutoksia, ku-

ten sulamista, polymorfien muuttumista tai näytteen palamista. Suurimmat muutokset

aiheutuvat silloin, kun laservalon kohdistusalueen koko on pienin mahdollinen. [6,

s.1919–1220]

Näytteen ja taustan absorptiota voi myös tapahtua. Tämä ongelma ilmenee FT-raman-

laitteistoilla pitkillä aallonpituuksilla. Se on riippuvainen laitteen optiikasta sekä näyt-

teen koostumuksesta ja partikkelikoon eroavuuksista. [6, s. 1220]

2.3.2.Fluoresenssi ja fosforenssi

Lasersäde voi absorboitua näytteeseen tai siinä oleviin epäpuhtauksiin, jolloin se emit-

toituu fluoresenssina. Fluoresenssispektrin sironnan piikit ovat leveitä, ja ne peittävät

alleen näytteen piikit. [3, s.18]
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Fluoresenssi havaitaan pohjaviivan kaartumisena. Se voi myös aiheuttaa poikkeamia

sekä muutoksia signaalikohinasuhteessa. Aallonpituusalue ja fluoresenssin intensiteetti

riippuvat fluoresoivan materiaalin kemiallisesta koostumuksesta. Koska fluoresenssi on

yleisesti tehokkaampi tapahtuma kuin ramansironta, hyvin pienet määrät fluoresoivaa

epäpuhtautta voivat aiheuttaa merkittävän huononemisen ramansignaalissa. Sitä voidaan

poistaa käyttämällä pidempää viritysaallonpituutta kuten 785 nm:ä tai 1064 nm:ä. Kiin-

teiden aineiden fluoresenssia voidaan joskus lieventää säteilyttämällä näytettä lasersätei-

lyllä ennen mittausta. Se ei ole yhtä tehokas nesteille, koska näyte on silloin liikkuva.

[6, s. 1219]

Laserin indusoima fluoresenssi on tavallisin taustavalon lähde ramanspektrometriassa.

Fluoresenssissa näyte on kiihdytetty ensimmäiselle elektronin kiihdytystilalle fotonin

absorptiolla.  Näyte vapautuu nopeasti alimmalle värähtelytasolle, ja 1-10 nanosekunnin

kuluttua se palaa peruselektronitasolle ja vapauttaa fluoresoivan fotonin. Tässä tilan-

teessa fluoresoivalla fotonilla on vähemmän energiaa kuin virittyneellä fotonilla. Toi-

saalta fluoresoivalla fotonilla voi olla enemmän energiaa kuin virittyneellä fotonilla.

Kuva 3. Energiatasodiagrammi fluoresoivasta emissiosta: (a) Stokesin fluoresenssi
emissio; (b) anti-Stokesin fluoresenssiemissio; (c) kahden fotonin indusoima fluoresoi-
va emissio. [2, s.26]

Fluoresenssi on prosessi, joka aiheuttaa spektrin leviämistä. Siinä fotoni virittää atomin,

jonka elektroni siirtyy korkeammalle viritystilalle. Fosforenssi tapahtuu kolmen viritys-
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tilan siirtymävaiheen kautta. Fosforoivat materiaalit eivät emittoi heti absorboitunutta

säteilyä. [2, s.28–29; 11]

Kuva 4. Energiatasodiagrammi fosforenssiemisissiosta. Vain siirtymä T1-tasolta  S0-
tasolle tuottaa valoa.

2.4. Ramanlaitteisto

Ramanlaitteisto koostuu yleensä viidestä pääkomponentista, jotka ovat esitetty kuvassa

5:

Monokromaattisen valonlähde (laser), kuvassa numero 1.

Näytteen valaisu ja valonkeräysoptiikka, kuvassa numerot 2 ja 3.

Rayleigh-sironnan filtteri, kuvassa numero 4.

Detektori (photo diode array / CCD), kuvassa numero 5.



14

Kuva 5. Ramanmikrospektrometri kaaviokuva. [8]

Nykyaikaisissa laitteissa näyte valaistaan lasersäteellä ultaravioletti (UV)-, näkyvällä

(Vis)- tai lähi-infrapuna (NIR) -alueella. Sironnut valo kerätään linssien ja peilien avul-

la.  Säteilyn aallonpituuden valitsimia ovat prisma- ja hilamonokromaattorit sekä Fou-

riermuunnokseen perustuvat FT-laitteistot. Ramansironta havainnoidaan joko valo-

monistimella, joka muuttaa fotonit sähköiseksi signaaliksi, tai CCD-kennolla, jossa fo-

tonit aiheuttavat varausten syntymistä.

Laser sopii hyvin valonlähteeksi, koska sen säteily on voimakasta ja monokromaattista

eli se sisältää vain yhtä aallonpituutta. Näin ollen pienetkin muutokset sironneessa va-

losta saadaan erotettua alkuperäisestä säteilystä.

2.4.1.Detektorit

Eksitoivan laserin aallonpituuden tulee olla pienempi kuin 1063 nm, kun käytetään

CCD-detektoria (charge-coupled device), kuvassa 6. CCD-detektori on kokoelma (mat-

riisi) detektorielementtejä, joita kutsutaan pikseleiksi. Ne ovat yleensä neliön mallisia,

ja mitat ovat 5-30 mikrometriä. Pikseleitä on suorakaiteen muotoisella alueella tuhan-

nesta muutamaan miljoonaan pikseliin. Esimerkiksi usein käytetyssä CCD-detektorissa

2 ja 3

1

5

4
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on 256 rivissä 1024 pikseliä eli 262 144 itsenäistä detektorielementtiä, joita voidaan

käyttää samanaikaisesti. Orion Pharman laitteistossa oleva detektori on Front illu-

minated Deep Depletion CCD 576 x 384 pix.

Muita detektoreja ovat valomonistin putki, valovahvistettu CCD-detektori (ICCD) sekä

NIR-yksielementtidetektori. NIR-yksielementti detektori valitaan silloin, kun mittauk-

sen aallonpituus on pidempi kuin 1000 nm. Valomonistinputket olivat tärkeimpiä detek-

toreja 1960-luvulta 1980-luvulle. Niitä käytetään näkyvänvalon ja ultraviolettialueilla.

Myös monikanavaisia valomonistin putkia on kehitetty, mutta niitä käytetään harvem-

min.

Kuva 6. Kaaviokuva CCD-detektorista. [4, s.14]

CCD-detektorielementti on valoherkkä kondensaattori. Absorboituneen valon varaus

kehitetään valosähköisellä vaikutuksella ja varastoidaan kondensaattoriin. Kondensaat-

torin varauksen määrä on verrannollinen fotonien määrään, joka osuu pikseliin. Kerätty

varaus mitataan siirtämällä se varausta havaitsevaan vahvistimeen. Vahvistimen ulostu-

lo digitalisoidaan ja varastoidaan tietokoneeseen. [1, s.92]

Useimmissa CCD-detektoreissa on yksi varausta havaitseva vahvistin. Jokaisen pikselin

varaus täytyy sen vuoksi lukea erikseen, jotta se voidaan muuttaa kokonaiseksi kuvaksi.

Useat CCD-detektorit voivat digitalisoida osajoukkoja kokonaiskuvaksi ja hylätä loput.

Se nopeuttaa analysointia ja pienentää tiedoston kokoa.
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CCD-detektorin läpilyönti voi luoda tuhansia fotoelektroneja, jotka aiheutuvat korkea-

energisesta säteilystä kuten kosmisesta säteilystä. Tällaista tapahtuu satunnaisesti. Ne

lisäävät voimakkaita piikkejä ramanspektriin, mutta ovat helposti erotettavissa oikeasta

spektristä.

3. VALOKUITUOPTINEN MITTAPÄÄ (FOP)

Optisella kuidulla (FOP eli fibre optic probe) kuljetetaan laservalo näytteeseen. Yksi tai

useampi optinen kuitu kuljettaa ramansironneen valon ramanlaitteistoon. Valokuitu on

ohut lasinen kuitu, jolla ohjataan valosignaalia. Valokuitu koostuu lasiytimestä ja ydintä

ympäröivästä lasikuoresta sekä suojavaipasta.  Valokuituoptisia mittapäitä on kolmea

erilaista: ei-kuvantava, kohdistettava ja kuvantava.

Aikaisemmin mittapää sijoitettiin näytteeseen, ja sitä kutsuttiin upotus- sijoitus- tai ei-

kuvantavaksi mittapääksi [3, s.34]. Uudemmissa mittapäissä on fokusointielementti, ja

näyte voidaan tutkia ikkunan läpi. Tätä kutsutaan kuvantavaksi tai keskipistemittapääk-

si.

Kuva 7. Ramanspektrometri, joka on kytkettynä kuituoptiseen mittapäähän.
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Kuvassa 7 on kaavakuva ramanspektrometristä, joka on kytketty kuituoptiseen mitta-

päähän. Systeemi sisältää laserin, joka on optisesti kytketty virityskuituun, joka kuljet-

taa valon mittapäähän päähän. Mittapään pää sisältää optisen elementin, joka suodattaa

ei-toivotun valon viritetystä säteestä ja fokusoi laserin näytteeseen 180° takaisinsironta

konfiguraatiolla. Mittapään optiikka kerää sironneen valon ja päästää sen lisäoptiikan

läpi, joka poistaa voimakkaan Reyleigh-sironnan ennen kuin sironnut valo lähetetään

takaisin keräyskuitua pitkin spektrografille. [2, s.229]

3.1. Ei-kuvantava mittapää (non-imaging)

Yksinkertaisin mittapää on ei-kuvantava mittapää, jossa on kaksi optista kuitua vierek-

käin. Toisessa kuidussa kulkee lasersäde näytteeseen, ja toista pitkin kulkee valo takai-

sin laitteeseen [2, s70]. Kuva 8 havainnollistaa tällaisen kuituoptisen mittapään toimin-

taa. Sen erotuskyky on suoraan verrannollinen kuidun halkaisijaan. Tästä mallista on

valmistettu useita muunnelmia esimerkiksi niin, että virittävää kuitua ympäröi useita

keräyskuituja, jolloin kerättävän ramansäteilyn intensiteetti kasvaa. Suosituin ei-

kuvantava malli, jossa on useita keräyskuituja on ’6@1’ eli ’six-around-one’-mittapää.

Mittapäistä on saatavilla useita muunnelmia.

Kuva 8. Ei-kuvantava mittapää, virittävä kuitu ja keräyskuitu. Viivoitettu alue on se osa
näytteestä, joka osallistuu mitatun spektrin intensiteettiin.

”N-around-1”-mittapäät ja sen variantit ovat yksinkertaisimpia malleja. Yksi kuitu kul-

jettaa laserin suoraan näytteeseen, jossa se leviää ulos valon kartiosta. Yksi tai useampi

keräyskuitu ympäröi virityskuitua, vastaanottajakartio on päällekkäin virityskartion

kanssa. Ramansironta päällekkäisellä alueella kerätään ja palautetaan analysaattoriin.
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Perusmalleissa ei ole suodatinta, sen vuoksi erityisesti läpinäkymättömät näytteet voivat

aiheuttaa signaalin pilaantumista kuidun taustalla. Markkinoille on tullut suodattavia

malleja. N-around-1-mittapäät eivät ole kohdistettavia. Tehokas kohdistus lähestyy mit-

tapään kärkeä. Tämän tyyppinen mittapää ei sovellu mittauksiin suoraan astian tai kyve-

tin läpi [1, s.83–84].

Ei-kuvantavien mittapäiden kuitukaapeli on kalliimpaa kuin kohdistettavan, sillä sen

halkaisija on suurempi ja niitä käytetään useampia. Ei-kuvantavat mittapäät ovat yleen-

sä pienempikokoisia kuin kohdistettavat. Pienimmillään mittapään halkaisija voi olla 1

mm, jolloin sen etuna on helppo sijoittaminen mittauspaikkaan.

3.2. Kohdistettava mittapää (focusing)

Kohdistettava mittapää tarkentaa lasersäteen optisesta kuidusta pienelle alueelle näytet-

tä. Kohdistettavalla mittapäällä on hyvä erottelukyky. Kohdistettavalla mittapäällä lase-

rin tehon tiheys näytteessä on korkeampi kuin muilla malleilla. Se myös poistaa fluore-

soivan taustan tehokkaasti, mutta se saattaa vahingoittaa näytettä herkemmin [2, s.74].

Kohdistettavat mittapäät ovat kalliimpia, koska niissä on monimutkaista optiikkaa.

Kuva 9. Kohdistettava mittapää.

Carrabban ja Rauhin valmistamassa kohdistettavassa, näytteeseen upotettavan mitta-

päässä on kaksi kuitua. Yksi kuitu kuljettaa laserin näytteeseen, ja toinen kuitu kuljettaa
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ramansironnan takaisin analysaattoriin. Valon jakaja erottaa kaksi sädettä ennen kohdis-

tamista näytteeseen. Tämä on esitetty kuvassa 10.

Kuva 10. Carrabban ja Rauhin valmistama kohdistettava mittapää.

3.3.  Kuvantava mittapää (imaging)

Kolmas malli kuituoptisesta mittapäästä lähettää kuvatiedon takaisin laitteistoon [2,

s.73]. Sen kaavakuva on esitetty kuvassa 11. Useimmissa kuvantavissa kuituoptisissa

mittapäissä käytetään erilaisia optiikka-elementtejä. Linssien vaihdolla voidaan laajen-

taa työetäisyyttä. Kuvantavilla mittapäillä saadaan poistettua taustan fluoresenssi opti-

sesta kuidusta. Silikonitausta voidaan poistaa laservalosta monokromaattorilla tai suo-

dattimella [2, s.74]. Molemmat mittapäämallit kohdistettava ja ei-kuvantava ovat laajalti

käytettyjä. Niiden heikkouksia ja vahvuuksia on hyvä vertailla erilaisiin analyyttisiin

sovellutuksiin. Nykyään on monilla valmistajilla erilaisia yhdistelmiä mittapäistä, esi-

merkiksi Renishaw’n valmistama RP20V kuituoptinen mittapää on sekä kohdistettava

että kuvantava.
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Kuva 11. Kuvantava mittapää.

4. VALIDOINTI JA KVALIFIOINTI

Validoinnilla verifioidaan kalibrointi ja määritetään koevirheen suuruus [13, s.251]. Va-

lidointi on prosessi, jossa tarkastetaan, että prosessin kohde täyttää tietyt vaatimukset.

Laite osoitetaan päteväksi erilaisilla luotettavilla testimenetelmillä, jossa validoitava

kohde toimii ennalta määrättyjen kriteerien mukaan [11]. Orionilla validoinnilla tarkoi-

tetaan suunnitelmallista ja dokumentoitua menettelyä, joka suurella varmuudella todis-

taa, että erikseen määritelty prosessi, järjestelmä tai laite tuottaa toistettavasti etukäteen

määriteltyjen vaatimusten mukaisen tuloksen [12, s.5].

PIC/S (Pharmaceutical Inspection Convention and Pharmaceutical Inspection Co-

operation  Scheme)  ja  FDA  (Food  and  Drug  Andministration)  ovat  laatineet  validoin-

tiohjeita GMP-tuotantolaitteille sekä lääkevalmistusprosesseille.

Validointityöhön kuuluu laitteen kvalifiointi. Kvalifioinnilla tarkoitetaan yleisesti laite-

validointia. Kvalifiointi toteutetaan tekemällä suunnitelmien tarkastus (DQ), asennus- ja

käyttöönottotarkastus (IQ), toiminnan testaus (OQ) sekä suorituskykytestit (PQ). Vali-

doinnin kulku on esitetty kuvassa 12.

Laitteen kvalifiointi on suoritettava valitulla aikavälillä tai seuraavien kunnostustöiden

tai merkittävien uusien optisten elementtien kokoonpanojen muutosten yhteydessä, ku-

ten laserin, detektorin, kaistanestosuodattimen (notch filter) tai reunasuodattimen (edge
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filter) vaihdon yhteydessä. Koko laitteen kvalifiointi ei ole tarpeen, kun vaihdetaan

näytteenottolisävarusteita esimerkiksi näytekammion tai kuituoptisen mittapään välillä.

[6, s.1225]

Kuva 12. Validoinnin kulku.

5. KUITUOPTISEN MITTAPÄÄN VALIDOINTI

Tarkoituksena on testata ja arvioida laitteiston soveltuvuutta erilaisiin mittausmenetel-

miin. Tekniikan soveltuvuuden arvioinnilla varmistetaan, että laite on sopiva tarkoitetul-

le sovellutukselle. Kun laitetta käytetään tiettyihin kvalitatiivisiin tai kvantitatiivisiin

analyyseihin, on tehtävä säännölliset tarkastukset.

Koska ramanspektri voidaan mitata monella menetelmällä, laitteen toiminnantarkastus

voidaan suorittaa käyttämällä ulkoisia standardeja, jotka sopivat kaikille ramanspektrin

mittausmenetelmille. Työssä käytetään ASTM-standardeja (American Society for Tes-

ting and Materials), jotka on mitattu vähintään kuudessa eri laboratoriossa [13, s.259].

Kuten kaikki spektrometriset menetelmät, ramanlaitteisto täytyy kvalifioida aallonpi-

tuudelle (x-akseli) ja fotometriselle (y-akseli) tarkkuudelle [6. s.1224–1225].

Spesifikaatio

Validoinnin suunnittelu

Testaus

Raportointi

Kehittäminen

Validointikoh-
teen rajaus ja
validointistrate-
gian määrittely
Kvalifiointien /
testien suunnit-
telu (DQ, IQ,
OQ ja PQ).

GxP Riskien luo-
kittelu ja alustava
validointisuunni-
telma.

 Testauksen suorittaa
laitteen toimittaja tai
käyttäjä.
Vikojen ja puutteiden
hallinta validoinnin
aikana.
Muutosten hallinta
validoinnin aikana.
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5.1. Validointisuunnitelma

Ramanlaitteen ja Renishaw’n Wire2.0-ohjausohjelmille on tehty vuonna 2007 validoin-

ti. Insinöörityössä validoidaan kuituoptinen mittapää, ja se lisätään validointikohtee-

seen. Mittalaitteen validointi suoritetaan lääketeollisuuden yleisten periaatteiden mu-

kaan. Orionin politiikkana on riskiluokituksen arvioinnin perusteella validoida kaikki ne

GxP-kriittiset alueet ja ohjelmistot, joilla saattaa olla välitöntä tai välillistä vaikutusta

tuotteen laatuun tai lääketurvallisuuteen [16, s. 4]. Prosessit, järjestelmät ja laitteet ovat

GxP-kriittisiä, jos ne voivat vaikuttaa suoraan tai välillisesti tuotteen laatuun tai lääke-

turvallisuuteen [16, s.5].

Kuva 13. Raman–järjestelmän yleiskuvaus.

5.2. Laitteen toiminnallinen kvalifiointi (OQ)

Mittapään toiminnallisessa tarkastuksessa tehdyt testit ovat taulukossa 2. Laatuvaati-

mukset vaihtelevat menetelmän ja halutun tuloksen tarkkuuden mukaan. ASTM-

standardin referenssimateriaalit on myös määritelty. On myös hyvä huomata, että tiety-

jen parametrien, kuten spektrometrin kohinan, detektointirajojen, määritysrajojen sekä

hyväksyttävän spektrin taajuusalueen pitäisi olla sisällytetty osana analyyttistä mene-

telmän kehitystä. Tietyt arvot testeille, kuten spektrometrin kohina ja taajuusalue, voivat

riippua laitevalinnasta ja vaatimustasosta [6, s.1225]. Taulukossa 1 on esitetty OQ-

testien vaiheet sekä vaatimukset.

Laitetyöasema
laitteen ohjaus
mittaustiedon keräys
tiedon käsittely ja raportointi
sähköisen raakadatan käsittely

Spektrometri ja
mikroskooppi

VGI -
kammio

FOP

Tulostin

Hot Stage
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Taulukko 1. OQ-testien vaiheet sekä vaatimukset.

Testivaiheet Vaatimus

1.
Tarkastetaan, että kuituoptisen mittapään

(FOP) kytkentä valokuitukaapelilla raman–

laitteeseen onnistuu käyttöohjeen mukaises-

ti.

Valokuitukaapelin kytkentä laitteeseen on-

nistuu. Valokuitukaapelin ja raman-laitteen

liittimen punaiset merkit ovat linjassa /

kohdakkain käyttöohjeen mukaisesti.

2.
Tarkastetaan, että polarisaatiosuodattimen

vaihto onnistuu kuituoptisen mittapään

(FOP) signaalin palautuspeiliin ohjeen mu-

kaan.

Vaihto onnistuu ja osat asettuvat paikal-

leen.

3.
Tarkastetaan, että kuituoptiseen mittapäähän

(FOP) on mahdollista vaihtaa objektiiveja.

Objektiivien vaihto onnistuu käyttöohjeen

mukaisesti ja objektiivit kiertyvät paikoil-

leen kuituoptiseen mittapäähän (FOP).

4.
Tarkastetaan, että mittalaiteohjelma Wire

2.0 havaitsee kuituoptisen mittapään (FOP)

kytkennän raman-järjestelmään. Kytkennän

onnistuminen näkyy valokuituoptisen mitta-

pään oman kameran ilmaantumisena mitta-

laiteohjelman Wire 2.0 valikkoon.

Mittalaiteohjelma Wire 2.0 havaitsee kui-

tuoptisen mittapään. Mittalaiteohjelmaan

Wire 2.0 ilmaantuu kytkennän jälkeen toi-

nen kamera, Philips SPC 900NC Camera.

5.
Tarkastetaan raman-laitteen laserin 785 nm

käynnistyminen. Laser 785 nm sijaitsee ra-

manlaitteen takana. Laser kytketään päälle

kääntämällä laserin sivussa olevan avain

asentoon 1.

Laser kytkeytyy päälle ja laserin sivulla

olevat merkkivalot asettuvat vihreiksi.

6.
Tarkastetaan, että ohjelmalla Wire 2.0 pys-

tytään valitsemaan oikea laser. Valitaan oh-

jelmassa Wire 2.0 pudotusvalikosta FOP

785 nm laser.

Pudotusvalikon tulee näyttää Sample Re-

view työkalupalkissa, että käytössä on FOP

785 nm laser.

7.
Käynnistetään kuituoptinen mittapää (FOP)

kääntämällä pääkytkin asennosta 0

 asentoon 1.

Kuituoptinen mittapää (FOP) käynnistyy ja

Wire 2.0-ohjelmassa videokuvassa tulee

havaita laserin säde.
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5.3. Suorituskyvyn kvalifiointi (PQ)

PQ:n tavoite on varmistaa, että laite toimii annetuissa rajoissa aallonpituuden ja foto-

metrisen tarkkuuden sekä herkkyyden suhteen. Toiminnan tarkastusstandardien täytyy

sopia yhteen näytteen ja tavallisesti käytetyn analyysin kanssa mahdollisimman lähei-

sesti. Lisäksi täytyy käyttää samoja spektrin hankintasuureita.

PQ-testit koostuvat kahdeksasta erillisestä vaiheesta. Testivaiheissa 1-7 tehtiin kuusi

rinnakkaista mittausta. Testin suorittaminen tehtiin käyttöohjeen ja ASTM-

standardiohjeen E1840-96 mukaan. Spektritulosten täyttyminen tarkastettiin ASTM-

standardiohjetta vasten. PQ-testien vaiheet ja vaatimukset on esitetty taulukossa 2.

Taulukko 2. PQ-testien testivaiheet ja vaatimukset.

Testivaiheet Vaatimus

1.
Suoritetaan piistandardin mittaus FOP:lla

sekä mikroskoopin alla. Data käsitellään

ohjeen mukaan. Tarkastellaan piikin koh-

taa aallonpituusalueella (x-akseli). Vertail-

laan mikroskoopin ja FOP:n mitattuja da-

toja keskenään.

Sertifioidusta piistandardi mitattu spektri

täyttää laitetoimittajan vähimmäisvaatimuk-

set. Mikroskoopilla ja FOP:lla mitattujen aal-

lonpituuksien keskiarvojen ero ei saa olla

suurempi kuin ± 0,5 cm-1.

2.
Piistandardin mittaus FOP:lla ja mikro-

skoopin alla. Data käsitellään ohjeen mu-

kaan. Tarkastellaan piikin intensitettiä (y-

akseli).

Sertifioitu piistandardi mitattu spektri täyttää

laitetoimittajan vähimmäisvaatimukset. Pii-

kin korkeuden on oltava vähintään 1750

(counts).

3.
Suoritetaan ASTM-standardin bentsonitrii-

lin mittaus ASTM-standardiohjeen mukai-

sesti.

Spektri täyttää testin viitteenä 1 olevat

ASTM-standardille asetetut vaatimukset sekä

aaltoluvun että suhteellisen intensiteetin suh-

teen. Aaltolukujen keskihajonta < 1 cm-1.

4.
Mitataan ASTM-standardi sykloheksaani

standardiohjeen mukaan.

Spektri täyttää testin viitteenä 1 olevat

ASTM-standardille asetetut vaatimukset.

Aaltolukujen keskihajonta < 1 cm-1.
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6.
Mitataan ASTM-standardi polystyreeni

standardiohjeen mukaan.

Spektri täyttää testin viitteenä 1 olevat

ASTM-standardille asetetut vaatimukset.

Aaltolukujen keskihajonta < 2 cm-1.

7.
Mitataan ASTM-standardi 4-

asetamidofenoni standardiohjeen mukaan.

Spektri täyttää testin viitteenä 1 olevat

ASTM-standardille asetetut vaatimukset.

Aaltolukujen keskihajonta < 3 cm-1.

8.
Mitataan ASTM-standardi sykloheksaani-

standardiohjeen mukaan 30 kertaa (10 mit-

tauksen sarja eri mittauspäivinä). Tällä tes-

tataan laitteen fotometrinen tarkkuus.

Voimakkaimman piikin korkeus asetetaan

1:ksi. Kaikki loput piikit normalisoidaan tä-

män suhteen. Normalisoitujen korkeuksien ei

tule erota toisistaan enempää kuin 10 %.

5.3.1.Aallontpituuden tarkkuus ja toistettavuus

On tärkeää tarkastaa, että kalibrointi on oikea ja ramanspektrin piikin paikka on toistet-

tava. Tämä suoritetaan käyttämällä ramansiirtymästandardeja. ASTM-

standardivalikoima kattaa koko ramanspektrialueen. Sallittu aallonpituuden poikkeama

täytyy tarkistaa menetelmän kehitysvaiheessa [6, s.1225–1226]. Tärkeää on määritellä

laitteen tarkkuus ja varmistaa sen toistettavuus.

Ramansiirtymästandardeja ovat tolueeni-asetonitriiliseos 50/50, 4-asetamidofenoni,

bentsonitriili, sykloheksaani sekä polystyreeni. [9, s.1]

Aallonpituuden tarkistuksessa tulee mitata yksittäinen spektri valitulla ramansiirtymä-

standardilla. Koko spektrialueen piikkien paikat käytetään laskettaessa toistettavuutta.

Tämä verifioidaan sovittamalla yhteen oikeiden piikkien paikat mitattuihin piikkeihin.

Niiden ei tule erota keskihajonnan kanssa enempää kuin ± 0,3 cm-1.

Aallonpituuden toistettavuuden tarkastusta pidetään tärkeänä, koska silloin kun mittauk-

set ovat toistettavia, niin Renishaw Wire 2.0 -ohjelmalla voidaan suorittaa offset, jonka

avulla siirretään piikit oikeaan kohtaan.
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5.3.2.Fotometrinen tarkkuus ja toistettavuus

Tarkkuutta on erittäin vaikea todeta, koska se on riippuvainen käytetystä laitteistosta.

Laserin vaihtelu kahden mittauksen välillä vastaa muutosta fotometrisessä tarkkuudessa.

On kuitenkin vaikeata erottaa muutokset emittoituneissa fotoneissa näytteestä ja näyt-

teenoton aiheuttama häiriö. Tämä on yksi syy siihen, miksi absoluuttiset ramanmittauk-

set eivät ole tarkkoja ja miksi fotometrisen tarkkuuden ohje on asetettu suhteellisen väl-

jäksi.

Fotometrinen tarkkuudesta tulee mitata yksittäinen spektri sopivalla verifiointistandar-

dimateriaalilla. Tällä tarkoitetaan laserin tehon tarkastusta. Laitteen pohjaviiva täytyy

asettua oikeaksi, jonka jälkeen piikkien korkeudet lasketaan sopivan algoritmin avulla.

Voimakkaimman piikin korkeus asetetaan sadaksi. Kaikki loput piikit normalisoidaan

tämän suhteen. Korkeuksien ei tule erota toisistaan enempää kuin 10 %. Tämä mittaus

suoritetaan siten, että mitataan spektri käyttämällä laitteen omaa response calibration-

toimintoa.

6. RAMANLAITTEISTO

Sketrometriset mittaukset suoritettiin Renishaw’n inVia- ramanmikrospektrometrilla,

joka on kuvassa 14. Laitteen pääkomponentit ovat diodilaser (High-Power Nir laser),

spektrografi, CCD-detektori, kuituoptinen mittapää sekä PC-yksikkö. Käytössä oleva

kuituoptinen mittapää on RP20V (high performance probe), jossa on mukana videoka-

mera. Kuituoptisen mittapään mitat löytyvät kuvasta 15. Käytetty laite on kuvissa 16 ja

17.

Virityslähteenä on itsenäinen laseryksikkö, joka on yhdistetty kuituoptiseen mittapää-

hän. Laserin aallonpituus on 785 nm ja aaltolukualue on 100–3500 cm-1. Detektorina on

Renishaw’n korkeaherkkyyksinen RenCam-CCD-detektori. Tietokoneen käyttöliitty-

mänä on Windows-pohjainen Renishaw Wire 2.0 -ohjelma.
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Kuva 14. Renishaw inVia-ramanspektrometri.

Kuva 15. RP20V-valokuituoptisen mittapään kaikki mitat millimetreinä.

Kuva 16. Renishaw’n valokuituoptinen mittapää sekä näytepullo.
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Kuva 17. Valokuituoptinen mittapää edestä kuvattuna.
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7. MITTAUSTULOKSET JA TULOSTEN KÄSITTELY

Mittaukset suoritettiin mittausparameteilla, joita testattiin ennen validoinnin aloittamis-

ta. Kulman vaikutus havaittiin piistandardin mittauksissa, kun näyte on kiinteä ja tasa-

pintainen. Tärkeä havainto oli se, että lasersäteen täytyy tulla näytteen pinnalle suorassa

90° kulmassa. Jopa pieni poikkeama aiheuttaa intensiteetin oleellisen alenemisen.

Etäisyyden vaikutus on erittäin tärkeä, jos ei ole mahdollista kohdistaa sädettä kiinteään

näytteeseen. Tämän voi havaita selvästi kuvasta 18, jossa on mitattu pii-standardi etäi-

syyksillä 6 mm, 7 mm, 8 mm ja 10 mm. Kun lasersäde on kohdistettu näytteeseen, in-

tensiteetti kasvaa huomattavasti.

Pii-standardin mittaus / etäisyyden muutos
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Kuva 18. Piistandardi mitattu eri etäisyyksillä. Mittaus suoritettu ilman kohdistusta.
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7.1. OQ-testien tulokset

OQ-testeillä testattiin mittapään toiminta, esimerkiksi laitteen käynnistämistä sekä oh-

jelman toimivuutta. Laitteen osien vaihto ja paikalleen asettaminen kuuluivat myös tes-

tien suorittamiseen. Kaikki testit läpäisivät niille asetetut vaatimukset, ja voitiin osoit-

taa, että laitteisto on toimintavalmis.

7.2. PQ-testien tulokset

Mittapään suorituskykytestien tulokset ovat liitteinä 1-7. Kaikki testit läpäisivät niille

asetetut vaatimukset. PQ:n tavoitteena oli varmistaa, että laite toimii annetuissa rajoissa

aallonpituuden ja fotometrisen toistettavuuden suhteen, sekä määrittää tarkkuus. Toi-

minnan tarkastukseen valittiin sekä kiinteitä että nestemäisiä standardeja.  Koska mitta-

pään käyttökohde on pääasiassa nestemäisissä näytteissä, niin nestemäisiä standardeja

mitattiin enemmän.

7.2.1.PQ-testit 1 ja 2 (piistandardi)

PQ-testissä 1 tarkasteltiin piikin kohtaa aallonpituusalueella (x-akseli). Tuloksia vertail-

tiin mikroskoopin ja FOP:n välillä. Tulokset mittapäälle on esitetty taulukoissa 3, ja

mikroskoopin alla mitatut tulokset ovat taulukossa 4.  Mittapäällä mitattu piistandardin

keskikohta asettui kohtaa 520,61 ja mikroskoopilla mitattu kohtaan 520,82. Ero on vain

0,21 yksikköä (ramansiirtymä / cm-1). Mikroskoopilla ja FOP:lla mitatut aallonpituuksi-

en keskiarvojen ero ei saanut olla suurempi kuin ± 0,5 cm-1. Testin 1 vaatimukset täyt-

tyivät.

PQ-testissä 2 tarkasteltiin piikin intensiteettiä. Piikin korkeuden tuli olla vähintään 1750

yksikköä. Molemmat mittausmenetelmät läpäisivät annetun vaatimuksen. Mitatut spekt-

rit on esitetty kuvissa 19 ja 20.



31

Taulukko 3. Piistandardin mittaustulokset ja mittausasetukset kuituoptisella mittapäällä.

Piistandardin mittaus FOP:lla
Mittausparametrit:
Grating scan type Static
Confocality Standard
Spectrum Range Centre 520 Raman shift/cm-1
Exposure time /s 10
Accumulations 1
Response calibration on
Objective 20
Laser power /% 100

Centre Width Height % Gaussian Area
1 520,61 5,90 12915,50 60,66 96321,30
2 520,60 5,98 12920,80 73,24 92693,60
3 520,64 5,96 12545,50 67,84 91801,60
4 520,64 5,99 12859,90 73,56 92352,20
5 520,62 5,92 12932,50 68,19 93856,70
6 520,61 5,95 13011,10 61,24 97564,70

average 520,62 5,951 12864,21 67,45 94098,35
stdev 0,01 0,03 163,50 5,59 2337,22

vaatimus ± 0,5 cm-1 1750
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Taulukko 4. Piistandardin mittaustulokset ja mittausasetukset mikroskoopin alla.

Piistandardin mittaus mikroskoopin alla
Mittausparametrit:
Grating scan type Static
Confocality Standard
Spectrum Range Centre 520 Raman shift/cm-1
Exposure time /s 1
Accumulations 1
Response calibration on
Objective L 50x/0.50
Laser power /% 10

Centre Width Height % Gaussian Area
1 520,84 4,20 3858,56 29,72 23035,10
2 520,82 4,10 3801,70 25,27 22496,70
3 520,82 4,19 3745,55 36,90 21704,80
4 520,79 4,27 3866,90 32,68 23229,70
5 520,81 4,24 3955,15 29,54 23839,70
6 520,85 4,16 3792,54 31,24 22311,80

average 520,822 4,195 3836,733 30,889 22769,633
stdev 0,02 0,06 73,35 3,85 754,34

vaatimus ± 0,5 cm-1 1750

Piistandardi / FOP

0
1000
2000
3000
4000
5000
6000
7000
8000
9000

10000
11000
12000
13000

209 418 627

Ramansiirtymä/cm-1

Co
un

ts

Kuva 19. PQ-testivaiheet 1 ja 2.  Piistandardin ramanspektri. Mitattu FOP:lla.
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Piistandardi (mikroskooppi)
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Kuva 20. PQ-testivaiheet 1 ja 2.  Piistandardin ramanspektri. Mitattu mikroskoopin alla.

7.2.2.PQ-testit 3-7 (ASTM-standardimittaukset)

Testit suoritettiin käyttöohjeen ja ASTM-standardiohjeen E1840-96 mukaan. Käytetyt

standardit olivat:

1. bentsonitriili

2. sykloheksaani

3. tolueeni/asetonitriili (50/50)

4. polystyreeni

5. 4-asetamidofenoni

Spektritulosten täyttyminen tarkastettiin ASTM-standardiohjetta vasten. Aallonpituuden

toistettavuus on määritelty jokaisessa testissä niin, että kuuden riippumattoman mittauk-

sen keskihajonta piti olla

– testit 3-5  1 cm-1

– testi 6  2 cm-1

– testi 7  3 cm-1

Testien tulokset ovat liitteinä 1-5. Eri standardein mitatut spektrit on esitetty kuvissa

21–25. Kaikki testivaiheet läpäisivät niille asetetut vaatimukset.
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Jotta laitteiston kalibrointi voitiin verifioida, päätettiin vertailla standardin ja mitattujen

aallonpituuksien keskiarvoja. Tulokset on esitetty taulukoissa 5-9.
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Kuva 21. PQ-testin vaihe 3. Bentsonitriilin ramanspektri

Taulukko 5. Standardin ja mitatun bentsonitriilin aallonpituuksien keskiarvot, keskiha-
jonnat sekä keskiarvojen erotus.

ASTM-standardin kes-
kiarvo

 ASTM
+/-

mitattu keskiarvo
n=6

 mitattu
+/- erotus

460,90 0,73 460,79 0,06 0,11
548,50 0,82 548,68 0,08 -0,18
751,30 0,74 751,68 0,33 -0,38
767,10 0,59 767,12 0,24 -0,02
1000,70 0,98 1001,41 0,06 -0,71
1026,60 0,81 1031,29 0,26 -4,69
1177,90 0,82 1178,37 0,09 -0,47
1192,60 0,56 1193,69 0,11 -1,09
1598,90 0,70 1600,37 0,22 -1,47
2229,40 0,39 2231,92 0,11 -2,52
3072,30 0,41 3075,16 0,45 -2,86
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Sykloheksaani
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Kuva 22. PQ-testin vaihe 4. Sykloheksaanin ramanspektri.

Taulukko 6. Standardin ja mitatun sykloheksaanin aallonpituuksien keskiarvot, keskiha-
jonnat sekä keskiarvojen erotus.

ASTM-standardin kes-
kiarvo

ASTM
+/-

mitattu keskiarvo
n=6

mitattu
+/- erotus

384,10 0,78 383,01 0,17 -1,09
426,30 0,41 426,04 0,12 -0,26
801,30 0,96 801,79 0,03 0,49
1028,30 0,45 1028,67 0,04 0,37
1157,60 0,94 1158,59 0,07 0,99
1266,40 0,58 1267,51 0,06 1,11
1444,40 0,30 1445,09 0,07 0,69
2664,40 0,42 2668,22 1,19 3,82
2852,90 0,32 2856,11 0,06 3,21
2923,80 0,36 2927,05 1,09 3,25
2938,30 0,51 2942,64 0,16 4,34



36

50/50 tolueeni/asetonitriili
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Kuva 23. PQ-testin vaihe 5. 50/50 tolueeni/asetonitriilin spektri.

Taulukko 7. Standardin ja mitatun tolueeni/asetonitriilin aallonpituuksien keskiarvot,
keskihajonnat sekä keskiarvojen erotus.

ASTM-standardin kes-
kiarvo

ASTM
+/-

mitattu keskiarvo
n=6

mitattu
+/- erotus

378,50 0,92 377,16 0,09 1,34
521,70 0,34 520,88 0,11 0,82
786,50 0,40 785,96 0,08 0,54
919,00 0,40 919,86 0,26 -0,86
1003,60 0,37 1003,92 0,04 -0,32
1030,60 0,36 1030,66 0,06 -0,06
1211,40 0,32 1212,01 0,07 -0,61
1605,10 0,47 1603,46 0,55 1,64
2253,70 0,42 2254,96 0,05 -1,26
2292,60 0,89 2294,61 0,15 -2,01
2940,80 0,25 2943,48 0,58 -2,68
3057,10 0,63 3061,78 0,94 -4,68
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Polystyreeni
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Kuva 24. PQ-testin vaihe 6. Polystyreenin spektri.

Taulukko 8. Standardin ja mitatun polystyreenin aallonpituuksien keskiarvot, keskiha-
jonnat sekä keskiarvojen erotus.

ASTM-standardin kes-
kiarvo

ASTM
+/-

mitattu keskiarvo
n=6

mitattu
+/- erotus

620,90 0,69 621,50 0,41 0,60
795,80 0,78 794,68 1,05 -1,12
1001,40 0,54 1002,36 0,06 0,96
1031,80 0,43 1032,88 0,30 1,08
1155,30 0,56 1156,60 0,31 1,30
1450,50 0,56 1449,94 0,74 -0,56
1583,10 0,86 1585,01 2,55 1,91
1602,30 0,73 1604,29 0,13 1,99
3054,30 1,36 3059,12 1,81 4,82
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4-asetamidofenoni
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Kuva 25. PQ-testin vaihe 7. 4-asetamidofenonin spektri.

Taulukko 9. Standardin ja mitatun 4-asetamidofenonin aallonpituuksien keskiarvot, kes-
kihajonnat sekä keskiarvojen erotus.

ASTM-standardin kes-
kiarvo

ASTM
+/-

mitattu keskiarvo
n=6

mitattu
+/- erotus

390,90 0,76 391,78 0,06 0,88
465,10 0,30 464,90 0,08 -0,20
504,00 0,60 503,98 0,33 -0,02
651,60 0,50 652,07 0,24 0,47
797,20 0,48 798,18 0,06 0,98
857,90 0,50 858,80 0,26 0,90
1168,50 0,65 1169,83 0,09 1,33
1236,80 0,46 1238,36 0,11 1,56
1278,50 0,45 1280,46 0,22 1,96
1323,90 0,46 1326,02 0,11 2,12
1648,40 0,50 1651,74 0,45 3,34

Mittauksista on todettu, että laitteistolla voidaan mitata toistettavasti ja luotettavasti.

Esimerkiksi bentsonitriilin mittauksissa suurin keskihajonta oli 0,45 ja polystyreenin

mittauksissa 4,82.

Tarkkuuden suhteen havaittiin, että Orionin laitteella ei voi mitata tarkasti aallonpituus-

alueella 1664 – 2938 ramansiirtymä / cm-1. Tätä voidaan tarkastella siten, että standar-
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din ja mittauksen välinen ero kasvaa suurilla aallonpituusalueilla. Piikin paikka ei ole

niin tarkka kuin ASTM-standardiohjeessa.

7.2.3.PQ-testi 8 (Fotometrinen tarkkuus ja toistettavuus)

Testissä 8 mitattiin ASTM-standardi sykloheksaanistandardiohjeen mukaan 30 kertaa,

10 mittauksen sarja eri mittauspäivinä. Tällä testattiin laitteen fotometrinen toistetta-

vuus. Mittaustulokset ovat liitteessä 7.

Testivaiheessa 8 voimakkaimman piikin korkeus asetettiin 100:ksi. Kaikki loput piikit

normalisoitiin tämän suhteen. Normalisoitujen korkeuksien ei tullut erota toisistaan

enempää kuin 10 %. Tulokset on esitetty liitteessä 6. Lopputulokset on kerätty tauluk-

koon 10, jossa on standardissa esitetyt sekä mitatut piikkien suhteelliset voimakkuudet.

Taulukko 10. Sykloheksaanin mitatun ja ASTM-standardin suhteellisten intensiteettien-
vertailu.
ramansiirtymä

cm-1
standardin suhteelli-

nen intensiteetti
mitattu suhteelli-
nen intensiteetti

mittauksen kes-
kihajonta

384,1 2 3 0,2
426,3 3 3 0,2
801,3 95 100 0,0
1028,3 15 20 0,4
1157,6 6 7 0,4
1266,4 14 17 0,3
1444,4 12 15 0,6
2664,4 8 2 0,3
2852,9 100 16 1,0
2923,8 58 7 0,8
2938,3 67 8 0,7

Tästä voidaan todeta, että korkeilla aallonpituusalueilla (2664 – 2938 ramansiirtymä /

cm-1) korkeuden ovat huomattavasti alhaisemmat kuin ASTM-standardiohjeessa. Tämä

selittyy FT-raman laitteiston ja dispersiivisen laitteiston eroilla. Tätä asiaa on käsitelty

luvussa 2.
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8. JOHTOPÄÄTÖKSET

Työn tavoitteena oli ottaa käyttöön Orion Pharman valokuituoptinen mittapää. Aikai-

sempaa kokemusta laitteen käytöstä ei ollut. Työhön kuului kirjoittaa laitteelle käyttö-

ohje. Laitteen soveltuvuutta testattiin erilaisille kemiallisille yhdisteille.

Työn tuloksena tehtiin seuraavat havainnot:

1. Aluksi tutkittiin Si-standardista mitattua spektriä ja siihen vaikuttavia tekijöitä, kuten

etäisyyttä ja kulman vaikutusta mittaukseen. Koska käytössä oleva laite on kuvantava ja

kohdistettava mittapää, niin etäisyyden vaikutus on huomattava. Havaittiin, että on

mahdollista saada spektri ilman kohdistamista, mutta intensiteetti jää huonoksi. Toinen

havainto oli, että kulman vaikutus on erittäin suuri, kun mitataan kiinteää materiaalia.

Jos säteen tulokulma ei ollut tarkka 90°, niin kohdistus näytteeseen oli huono eikä pis-

teen terävyyttä saatu optimaaliseksi.

2.  Nestemäisten  näytteiden  tutkiminen  suoraan  lasin  läpi  oli  aluksi  mahdotonta,  koska

lasersädettä yritettiin kohdistaa pulloon. Näytteen signaali jäi huonoksi ja spektri peittyi

lasin antaman signaalin alle. Suurin läpimurto tapahtui, kun testattiin mittausta niin, että

mittapään linssi oli kiinni näytepullossa.

Näytepullon ollessa objektiivissa kiinni lasi ei häiritse mittausta ja mittapää kerää sig-

naalin nesteestä, jolloin intensiteetti on hyvä. Tässä tapauksessa kohdistusta ei tarvita.

3.Aallonpituuden toistettavuutta testattiin validoinnin yhteydessä. Testeissä mitattiin

kiinteä Si-standardi, nestemäisiä näytteitä suoraan lasin läpi sekä kiinteitä näytteitä lasin

läpi. Työssä todettiin, että laite toimii erittäin toistettavasti. Suurin keskihajonta mitta-

uksissa saatiin polystyreenille. Kuuden toisistaan riippumattoman mittauksen keskiar-

von keskihajonnaksi saatiin 4,82.

4. Aallonpituuden tarkkuutta arvioitiin PQ-testeissä 3-7, joiden mittaustuloksia verrat-

tiin ASTM-standardeihin. Työssä havaittiin, että Orionin laitteella ei voi mitata tarkasti
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aallonpituusalueella, jonka ramansiirtymä on 1664 – 2938 cm-1. Tämä johtopäätös voi-

tiin tehdä, kun todettiin standardin ja mittauksen välisen eron kasvua suurilla aallonpi-

tuusalueilla. Koska aallonpituuden tarkkuudessa on havaittu eroavaisuuksia verrattaessa

niitä ASTM-standariin, laitteisto vaatii uudelleen kalibrointia.

5. Fotometrinen toistettavuus on hyvä. Tämä todettiin PQ-testivaiheessa 8. Korkeilla

aallonpituusalueilla piikkien korkeudet ovat huomattavasti alhaisemmat kuin ASTM-

standardiohjeessa. Tämä selittyy sillä, että ASTM-standardin mittaukset on tehty FT-

ramanlaitteistolla, kun taas Orionin laitteisto on dispersiivinen, jossa hyödynnetään

CCD-detektoreita. Laitteistojen eksitoivat laserit sekä konfiguraatiot ovat erilaiset.

Myös optiset elementit voivat hieman vaikuttaa mittauksen lopputulokseen.

Työssä todettiin, että Renishaw’n ramanlaitteiston valokuituoptinen mittapää on erittäin

stabiili ja toistettava koko mittausalueella. Valitettavasti sen tarkkuudelle ei voi tehdä

yksiselitteistä johtopäätöstä, koska kaikki ASTM-standardit on mitattu FT-

ramanlaitteistoilla. Orionilla on käytössä CCD-detektoriin perustuva dispersiivinen lait-

teisto, jossa käytetään 785 nm eksitoivaa laseria. Tästä syystä suurilla ramansiirtymän

arvoilla intensiteetit ovat alhaisempia verrattuna FT-raman laitteistoihin. Kuitenkin kor-

kean stabiilisuuden vuoksi laite sopii kvantitatiivisiin mittauksiin sillä ehdolla, että kehi-

tetään sisäisen standardin käytäntö.
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LIITTEET

Liite 1. PQ-testivaihe 3. Bentsonitriilispetrin mittaustulokset.

Benzonitrile
Mittausasetukset:
Grating scan type Extended SynchroScan
Confocality Standard
Spectrum Range Low 300 High 3200

Exposure time /s 10
Accumulations 1
Response calibration on
Objective 20
Laser power / % 100

Average standard deviation
460,90 548,50 751,30 767,10 1000,70 1026,60 1177,90 1192,60 1598,90 2229,40 3072,30

1 460,90 548,63 751,74 767,33 1001,32 1027,01 1178,32 1193,52 1600,61 2231,81 3074,39
2 460,80 548,65 751,69 767,24 1001,41 1027,40 1178,48 1193,71 1600,40 2231,89 3075,31
3 460,74 548,56 752,18 766,66 1001,51 1027,70 1178,41 1193,68 1600,41 2232,13 3075,79
4 460,78 548,74 751,68 767,21 1001,43 1027,43 1178,49 1193,67 1600,43 2231,91 3075,16
5 460,73 548,75 751,67 767,17 1001,41 1027,02 1178,34 1193,68 1600,41 2231,87 3075,26
6 460,82 548,76 751,80 767,12 1001,39 1027,50 1178,25 1193,88 1599,96 2231,91 3075,05

average 460,79 548,68 751,79 767,12 1001,41 1027,34 1178,38 1193,69 1600,37 2231,92 3075,16
STDEV 0,06 0,08 0,19 0,24 0,06 0,28 0,09 0,11 0,22 0,11 0,45
vaatimus < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1
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Liite 2. PQ-testivaihe 4. Sykloheksaanispetrin mittaustulokset.

Cyclohexane
Mittausasetukset:
Grating scan type Extended SynchroScan
Confocality Standard
Spectrum Range Low 200 High 3100
Exposure time /s 10
Accumulations 1
Response calibration on
Objective 20
Laser power / % 100

Average standard deviation
384,10 426,40 801,30 1028,30 1157,60 1266,40 1444,40 2664,40 2852,90 2933,80 2938,30

1 382,93 425,94 801,82 1028,74 1158,70 1267,49 1445,20 2667,36 2856,17 2926,49 2942,82
2 383,18 426,03 801,78 1028,65 1158,62 1267,43 1445,07 2667,61 2856,15 2926,36 2942,61
3 382,73 425,89 801,80 1028,64 1158,58 1267,56 1445,12 2670,54 2856,02 2926,84 2942,56
4 383,03 426,19 801,79 1028,64 1158,49 1267,50 1445,05 2667,59 2856,15 2929,22 2942,77
5 383,04 426,18 801,82 1028,64 1158,60 1267,57 1445,12 2668,34 2856,12 2926,45 2942,71
6 383,17 426,02 801,75 1028,71 1158,53 1267,50 1445,00 2667,86 2856,06 2926,91 2942,37

average 383,01 426,04 801,79 1028,67 1158,59 1267,51 1445,09 2668,22 2856,11 2927,05 2942,64
STDEV 0,17 0,12 0,03 0,04 0,07 0,05 0,07 1,19 0,06 1,09 0,16

vaatimus < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1
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Liite 3. PQ-testivaihe 5. Tolueeni/asetonitriilispetrin mittaustulokset.

Toluene/Acetonitrile
Mittausasetukset:

  Grating scan type Extended SynchroScan
  Confocality Standard
  Spectrum Range Low 200 High 3100
  Exposure time /s 10
  Accumulations 1
  Response calibration on
  Objective 20
  Laser power /% 100

Average standard deviation
378,50 521,70 786,50 919,00 1003,60 1030,60 1211,40 1605,10 2253,70 2292,60 2940,80 3057,10

1 377,21 520,81 785,94 919,80 1003,69 1030,54 1211,36 1601,62 2254,95 2294,76 2943,80 3062,52
2 377,27 520,84 785,98 919,76 1003,68 1030,69 1211,34 1601,78 2254,91 2293,51 2943,60 3061,31
3 377,28 520,84 785,99 919,89 1003,73 1030,72 1211,39 1605,92 2254,99 2294,85 2943,67 3060,42
4 377,38 520,58 785,99 919,94 1003,71 1030,68 1211,31 1606,02 2254,92 2294,34 2943,96 3062,74
5 376,52 521,36 785,87 919,90 1005,05 1030,67 1215,28 1603,70 2254,98 2294,70 2941,80 3065,11
6 377,27 520,83 786,00 919,87 1003,66 1030,66 1211,37 1601,70 2254,98 2295,47 2944,05 3058,60

average 377,16 520,88 785,96 919,86 1003,92 1030,66 1212,01 1603,46 2254,96 2294,61 2943,48 3061,78
STDEV 0,32 0,26 0,05 0,07 0,55 0,06 1,60 2,10 0,03 0,65 0,84 2,22

vaatimus < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1 < 1 cm-1
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Liite 4. PQ-testivaihe 6. Polystyreenispetrin mittaustulokset.

Polystyrene
Mittausasetukset:
Grating scan type Extended SynchroScan
Confocality Standard
Spectrum Range Low 150 High 3300
Exposure time /s 20
Accumulations 1
Response calibration on
Objective 20
Laser power /% 100

Average standard deviation
620,90 795,80 1001,40 1031,80 1155,30 1450,50 1583,10 1602,30 3054,30

1 621,27 794,32 1002,41 1032,79 1156,53 1449,28 1585,26 1604,26 3055,97
2 621,51 793,69 1002,42 1032,42 1157,10 1449,34 1585,10 1604,12 3061,59
3 621,48 795,36 1002,41 1033,12 1156,67 1449,75 1584,95 1604,27 3059,52
4 622,29 796,33 1002,33 1033,21 1156,40 1451,22 1584,90 1604,34 3059,31
5 621,14 794,76 1002,31 1033,04 1156,72 1449,68 1584,76 1604,50 3058,93
6 621,29 793,59 1002,29 1032,72 1156,19 1450,39 1585,08 1604,23 3059,37

average 621,50 794,68 1002,36 1032,88 1156,60 1449,94 1585,01 1604,29 3059,12
STDEV 0,41 1,05 0,06 0,30 0,31 0,74 0,18 0,13 1,81

vaatimus < 2 cm-1 < 2 cm-1 < 2 cm-1 < 2 cm-1 < 2 cm-1 < 2 cm-1 < 2 cm-1 < 2 cm-1 < 2 cm-1
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Liite 5. PQ-testivaihe 5. 4-asetamidofenonispetrin mittaustulokset.

4-Acetamidophenol
Mittausasetukset:
Grating scan type Extended SynchroScan
Confocality Standard
Spectrum Range Low 100 High 3500
Exposure time /s 30
Accumulations 1
Response calibration on
Objective 20
Laser power /% 100

Average standard deviation
3900,90 465,10 504,00 651,60 797,20 857,90 1168,50 1236,80 1278,50 1323,90 1648,40

2 392,77 465,535 501,62 652,32 798,01 858,83 1170,56 1238,39 1281,20 1325,20 1651,37
3 391,90 464,483 503,97 652,12 798,25 858,70 1169,74 1238,74 1283,17 1325,95 1651,88
4 391,71 464,983 504,59 652,14 798,16 858,80 1169,73 1238,53 1279,69 1326,36 1651,94
5 391,45 463,715 504,37 651,92 798,28 859,03 1169,86 1238,42 1279,40 1326,20 1651,60
6 391,41 466,119 504,56 651,81 798,41 858,64 1169,70 1238,29 1279,52 1326,30 1651,69
7 391,45 464,574 504,76 652,10 797,99 858,79 1169,41 1238,34 1279,76 1326,13 1651,96

average 391,78 464,90 503,98 652,07 798,18 858,80 1169,83 1238,45 1280,46 1326,02 1651,74
STDEV 0,52 0,85 1,19 0,18 0,16 0,13 0,39 0,16 1,48 0,43 0,23

vaatimus < 3 cm-1 < 3 cm-1 < 3 cm-1 < 3 cm-1 < 3 cm-1 < 3 cm-1 < 3 cm-1 < 3 cm-1 < 3 cm-1 < 3 cm-1 < 3 cm-1



48

Liite 6. PQ-testivaihe 8. Sykloheksaanin normalisoidut tulokset.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1 3 3 100 20 7 17 15 1 16 7 8
2 3 3 100 20 7 17 15 2 16 4 7
3 2 3 100 20 7 17 15 2 16 7 8
4 2 4 100 19 7 17 15 1 16 7 8
5 3 3 100 20 7 17 15 2 17 7 8
6 3 4 100 20 7 17 15 2 16 7 8
7 3 4 100 20 7 17 15 2 16 7 8
8 3 3 100 19 7 17 15 2 16 7 8
9 2 3 100 20 6 17 14 2 16 9 10

10 2 3 100 20 7 17 15 2 17 7 8
11 3 3 100 20 7 18 15 2 16 7 8
12 2 4 100 21 8 17 16 2 16 8 8
13 3 3 100 20 6 18 15 2 17 6 8
14 3 4 100 21 8 18 16 2 16 7 8
15 2 3 100 20 7 17 15 2 16 6 6
16 3 3 100 20 7 17 16 1 15 6 7
17 3 3 100 20 7 17 15 2 18 7 8
18 3 3 100 19 7 17 15 2 14 6 7
19 2 3 100 20 7 17 15 2 15 7 7
20 2 3 100 20 7 17 16 2 16 6 7
21 2 3 100 20 7 17 16 2 14 6 8
22 3 3 100 20 7 17 16 2 15 6 7
23 3 3 100 20 8 17 16 2 15 8 8
24 3 3 100 20 7 17 16 2 15 7 7
25 2 3 100 20 7 18 16 2 15 7 8
26 2 3 100 19 7 17 15 2 14 6 7
27 2 3 100 20 7 17 16 2 17 7 8
28 2 3 100 20 7 17 15 2 14 6 8
29 2 3 100 20 7 18 16 2 15 7 8
30 3 3 100 20 7 17 16 2 15 7 8

keskiarvo 2,5 3,4 100,0 19,9 7,1 17,2 15,4 1,8 15,7 6,7 7,8
keskihajonta 0,2 0,2 0,0 0,4 0,4 0,3 0,6 0,3 1,0 0,8 0,7
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Liite 7. PQ-testivaihe 8. Sykloheksaanispektrin mittaustulokset.
384,10 426,40 801,30 1028,30 1157,60 1266,40 1444,40 2664,40 2852,90 2933,80 2938,30

1 382,25 426,04 801,73 1028,73 1158,55 1267,37 1445,13 2667,47 2855,93 2926,90 2942,21
2 382,85 425,88 801,72 1028,76 1158,34 1267,05 1444,75 2667,56 2856,03 2925,98 2938,44
3 382,95 425,79 801,69 1028,61 1158,49 1267,50 1445,10 2667,72 2855,93 2926,83 2942,04
4 382,79 426,01 801,67 1028,53 1158,45 1267,35 1444,92 2671,01 2855,99 2926,68 2942,01
5 382,87 425,66 801,69 1028,68 1158,49 1267,35 1444,97 2667,40 2855,83 2926,79 2942,05
6 382,78 426,04 801,69 1028,51 1158,42 1267,27 1445,01 2667,03 2856,01 2926,82 2942,02
7 382,87 425,87 801,67 1028,52 1158,59 1267,26 1445,06 2667,54 2855,83 2926,74 2942,02
8 382,76 425,76 801,69 1028,52 1158,48 1267,36 1455,01 2667,19 2855,95 2926,82 2942,12
9 383,25 425,61 801,75 1028,66 1159,43 1267,78 1445,34 2664,90 2855,84 2926,86 2941,98

10 382,33 425,88 801,65 1028,65 1158,69 1267,33 1445,05 2667,88 2855,85 2926,66 2942,01
11 382,21 425,47 801,40 1028,29 1158,52 1267,03 1444,68 2667,01 2855,74 2926,37 2941,67
12 382,73 425,42 801,44 1028,28 1158,24 1267,10 1444,83 2667,66 2855,81 2926,41 2941,60
13 382,61 425,48 801,45 1028,47 1160,66 1267,26 1445,15 2667,42 2855,59 2926,57 2941,83
14 382,25 425,92 801,35 1028,45 1158,33 1267,09 1444,91 22667,39 2855,71 2926,62 2941,87
15 383,19 425,40 801,54 1028,35 1158,33 1267,13 1444,99 2667,08 2855,83 2926,68 2941,83
16 382,22 425,66 801,48 1028,40 1188,47 1267,22 1445,02 2667,56 2855,78 2926,71 2941,70
17 382,90 425,72 801,53 1028,40 1158,31 1267,27 1444,75 2667,50 2855,76 2926,65 2941,93
18 382,17 425,78 801,57 1028,38 1158,28 1267,20 1444,90 2667,26 2855,73 2926,93 2942,22
19 382,35 425,71 801,56 1028,48 1158,40 1267,27 1444,94 2575,80 2855,76 2926,84 2942,08
20 382,52 425,73 801,54 1028,37 1158,43 1267,11 1444,89 2666,93 2855,84 2926,69 2941,91
21 382,68 425,78 801,49 1028,35 1158,34 1267,17 1444,98 2667,24 2855,79 2926,78 2942,01
22 382,76 425,95 801,61 1028,49 1158,35 1267,26 1445,02 2667,27 2855,72 2926,86 2941,91
23 382,74 425,85 801,66 1028,51 1158,52 1267,27 1444,88 2667,33 2855,81 2926,75 2942,04
24 382,81 425,93 801,67 1028,49 1158,42 1267,30 1445,07 2667,05 2855,97 2926,99 2941,09
25 382,55 425,91 801,61 1028,47 1158,36 1267,20 1444,97 2664,91 2855,85 2926,90 2942,04
26 383,01 425,66 801,64 1028,46 1157,93 1267,16 1445,04 2667,54 2855,83 2926,93 2941,03
27 382,87 425,93 801,65 1028,51 1158,41 1267,19 1444,86 2667,32 2855,94 2926,75 2941,82
28 382,60 425,78 801,58 1028,41 1158,38 1267,28 1444,91 2667,56 2855,87 2927,00 2941,85
29 382,39 425,93 801,61 1028,49 1158,49 1267,26 1444,95 2667,52 2855,83 2926,72 2941,99
30 382,83 426,10 801,63 1028,52 1158,41 1267,28 1444,96 2667,29 2855,82 2926,67 2942,03

keskiarvo 382,75 425,90 801,70 1028,64 1158,46 1267,32 1444,98 2668,03 2855,95 2926,67 2941,46
keskihajonta 1,56 0,82 1,92 0,90 1,88 1,16 0,60 2,96 0,64 0,72 2,96




