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ABSTRACT

However, the infrared radiation has been discovered more than 200 years
ago, near-infrared spectroscopy (NIRS), as a useful method, was recognized in the
1960s. Currently, under the influence of technological development, quantitative
and qualitative methods require short time and precision of measurements. NIRS
has a growing recognition in the industry, particularly pharmaceutical where each
component of the finished product has impact on the quality and safety of the pro-
duct. Freeze-dried immunological veterinary medicinal products (IVMPs), despite
high specificity, contain not too complicated matrices for analysis. Karl Fischer
titration is routinely used as accurate and effective method to determine the water
content in the IVMPs, but the use of near-infrared spectroscopy allows to avoid the
adverse impact of environmental factors on the measurements. However, for NIRS,
there is a need to create a calibration model which will be precise for high diversity
of samples. The most important is the optimization of the model by eliminating
the factors that might influence the measurement of water content. Quantification
methods most frequently used are: MLR, PLS and PCR, which are preceded by the
appropriate pretreatments (derivatives of Savitzky Golay).

Keywords: near infrared spectroscopy, Karl Fischer titration, quantitative models,
residual water determination

Stowa kluczowe: spektroskopia w zakresie bliskiej podczerwieni, miareczkowanie
Karla Fischera, modele ilo$ciowe, oznaczanie wody sladowej
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

spektroskopia w zakresie bliskiej podczerwieni (ang.
near infrared spectroscopy)

produkty lecznicze weterynaryjne immunologiczne
(ang. IVMPs)

promieniowanie podczerwone (ang. infared radia-

$rednia podczerwien (ang. mid infrared)

daleka podczerwien (ang. far infrared)
miareczkowanie Karla Fischera (ang. Karl Fischer
titration)

transformacja SNV (ang. Stadard Normal Variate)
trasformacja MSV (ang. Multivariate Stochastic Vola-
tility)

wielokrotna regresja liniowa (ang. multiple linear
regression)

regresja gtownych sktadnikéw (ang. principal compo-
nent regression)

regresja czg$ciowych najmniejszych kwadratéw (ang.
partial least squares)

analiza gléwnych sktadowych (ang. principal compo-
nent analysis)

wspotczynnik determinacji (ang. coefficient of deter-
mination)

$redni btad kwadratowy kalibracji (ang. Root Mean
Square Error of Calibration)

$redni blad kwadratowy walidacji krzyzowej (ang.
Root Mean Square Error of Cross-Validation)

blad zakresu (ang. response- error relationship)
standardowy blad predykeji (ang. standard error of
prediction)
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WSTEP

Spektroskopia jest to nauka a zarazem metoda analityczna zajmujaca sie
analiza widm powstajacych w wyniku oddzialywania promieniowania elektro-
magnetycznego z materig. Opiera si¢ na zjawisku selektywnej absorpcji promie-
niowania przez prdébke. Jedng ze szczegdlnych metod spektroskopowych jest
spektroskopia w bliskiej podczerwieni. Promieniowaniem podczerwonym (IR)
okresla si¢ promieniowanie elektromagnetyczne, o dlugosciach fali wigkszych od
widzialnych promieni czerwonych i mniejszych od najkrétszych fal radiowych.
Przyjmuje si¢ umownie, Ze obszar promieniowania podczerwonego obejmuje fale
o dlugosciach od okoto 0,74 um do 2000 pm. IR dzieli si¢ na: bliska podczerwien
(NIR) 14 300-4000 cm™ (700-2500 nm), $rednig (wlasciwg) podczerwien (MIR)
4000-700 cm™' (2500—14 300 nm) oraz daleka podczerwien (FIR) 700-200 cm™
(14 300-50 000 nm) (Rys. 1) [1].

Odkrywca IR byl fizyk i kompozytor William Frederik Herschel (1800 r.)
[2]. Badajac temperature promieniowania stonecznego w réznych pasmach $wia-
tla widzialnego — od fioletowego do czerwonego — zauwazyl, ze najwyzsze wska-
zania uzyskuje sie dla termometréw ustawionych tuz za czerwonym krancem
widma sfonecznego. To odkrycie opisal w pracy ,,Experiments on the refrangibi-
lity of the invisible rays of the Sun” (Doswiadczenia dotyczace zalamywania sie
niewidzialnych promieni stonecznych). Eksperyment doprowadzit do odkrycia
promieniowania IR. Po raz pierwszy zauwazono istnienie formy $wiatla nie-
widzialnego dla ludzkiego oka. Krokiem milowym dla rozwoju spektroskopii
bliskiej podczerwieni byto odkrycie i zarejestrowanie przez Abneya i Festinga
w 1881 r. widma organicznych zwigzkéw w zakresie 700-1200 nm [3]. Badacze ci
wykazali obecno$¢ organicznych grup funkcyjnych, szczegdlnie wodoru, w wid-
mie NIR. Prawdziwy rozwoj spektroskopii bliskiej podczerwieni nastapil jednak
po drugiej wojnie $wiatowej. W 1960 r. Karl Norris z Amerykanskiego Departa-
mentu Rolnictwa wykazat mozliwo$¢ stosowania spektroskopii NIR do oznaczania
zawarto$ci wody w produktach rolnych. Spektroskopia w zakresie bliskiej podczer-
wieni (NIRS) obecnie jest jednym z gléwnych narzedzi analitycznych we wspot-
czesnych laboratoriach. Wykorzystywana jest do analizy fizykochemicznej zaréwno
produktow, jak i surowcow. Istota dziatania tej metody jest absorpcja promienio-
wania podczerwonego przez badany material, dzieki ktérej mozliwa jest analiza
zawartosci takich skltadnikéw jak woda, weglowodany czy biatka. NIRS jest tech-
nikg o szerokim zastosowaniu w przemysle kosmetycznym, petrochemicznym, spo-
zywczym i farmaceutycznym. Z uwagi na fakt, iz przemyst farmaceutyczny posiada
bardzo restrykcyjne wymagania dotyczace kontroli jakosci, zaréwno surowcow jak
i gotowych produktéw, oczywistym jest coraz wigksze zainteresowanie NIRS [4, 5].
Liofilizaty produktow leczniczych weterynaryjnych immunologicznych (PLWI) ze
wzgledu na posiadane wtasciwosci fizykochemiczne sg bardzo dobrym przykladem
pokazujacym szerokie mozliwosci zastosowania bliskiej podczerwieni. Liofilizacja
jako proces suszenia sublimacyjnego zamrozonych substancji, podczas ktérego
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rozpuszczalnik jest usuwany pod wplywem niskiego ci$nienia i zmniejszonej tem-
peratury to proces bardzo dobrze poznany. W jego efekcie wzrasta stabilnos¢ prze-
chowywania produktéw niestabilnych hydrolitycznie. Przykladem tego sa produkty
lecznicze weterynaryjne immunologiczne, ktére po procesie liofilizacji zawieraja
niewielka ilo§¢ wody (0,5-5%). Wilgotnos¢ to parametr, ktéry wplywa nie tylko na
wyglad i jakos¢ szczepionki, ale réwniez na jej okres waznosci. Istnieje wiele donie-
sien potwierdzajacych wplyw wilgotnosci sladowej na stabilno$¢ wiruséw i protein.
Wykazano, ze zaréwno zbyt wysoka, jak i zbyt niska zawarto$¢ wody negatywnie
wplywa na miano wirusa grypy, co potwierdzajg pdzniejsze badania dotyczace
stabilnosci innych wiruséw i biatek. Zaobserwowano réwniez, ze ekspozycja liofi-
lizowanego ludzkiego fibrynogenu na wilgo¢ powoduje jego zmiany strukturalne.
W zalezno$ci od wartosci wilgotnosci wzglednej obserwowano zmiany w strukturze
a-helisy i p-kartki [6—11]. Majac na uwadze szerokie mozliwosci spektroskopii bli-
skiej podczerwieni zasadniczym celem ponizszej pracy bylo zestawienie mozliwych
jej zastosowan w analizie sladowej wody. Szczegdlnie wazne jest podkreslenie istot-
nej roli NIRS we wspolczesnej analityce, biorac pod uwage zaréwno aspekty prak-
tyczne, jak i doniesienia naukowe opisujace zastosowanie réznych matryc w ozna-
czaniu zawartos$ci wody i narzedzi matematycznych analizujgcych zebrane dane.

1. TEORETYCZNE PODSTAWY SPEKTROSKOPII NIR
Istota spektroskopii bliskiej podczerwieni jest zjawisko pochtaniania promie-

niowania elektromagnetycznego przez zwiazki chemiczne. Dzigki temu mozliwe
jest okreslenie parametréw ilosciowych i jakosciowych badanego produktu.

Gamma x| Ultrfiolet  |Podczerwien | Mikrofale | Fale radiowe

Bliska Srednia Daleka

| | |

lum 10um I0um

Rysunek 1. Widmo promieniowania elektromagnetycznego [5]
Figure 1.

Teoretyczne podstawy spektroskopii oscylacyjnej, w tym réwniez w zakresie
NIR, opisuje mechanika kwantowa. W wyniku absorbowanego promieniowania
w zakresie podczerwieni nastepuje wzbudzenie elektronéw w czasteczce, co skutkuje
zmiang energii oscylacyjnej i rotacyjnej. Powyzsza sytuacje dobrze opisuje oscylator
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harmoniczny. Prezentuje jednak model, w ktérym sita przeciwdzialajaca odksztalce-
niom wigzania jest proporcjonalna do wartosci tego odksztalcenia. Trudno powyz-
sz sytuacje odnies¢ do warunkow rzeczywistych, gdzie oscylacja jest thumiona,
a drgania czasteczek wraz z uplywem czasu posiadaja coraz mniejsza amplitude.
Wobec powyzszego lepszym modelem jest oscylator aharmoniczny, ktéry obra-
zuje rzeczywiste oscylacje czasteczek. Absorpcja promieniowania podczerwonego
nastepuje, gdy uklad bedacy dipolem oscylujac zmienia moment dipolowy. Wodér
bedac najlzejszym atomem oscyluje z najwiekszg amplituda. Na widmach w zakresie
podczerwieni wystepuja pasma absorpcyjne pochodzace od drgan podstawowych,
nadtonéw i kombinacyjnych. Dla zakresu bliskiej podczerwieni charakterystyczne
s3 dwa ostatnie. Pasma nadtonéw s wynikiem przejscia ukladu drgajacego ze stanu
podstawowego na drugi lub wyzszy poziom energetyczny. Oddzialtywanie co naj-
mniej dwoch oscylatoréw dajacych wspdlny pik na widmie absorpcyjnym charakte-
ryzuje pasma kombinacyjne [6].

Do pomiardéw uzywany jest spektrofotometr zbudowany ze zrédla $wiatla,
monochromatora, ktéry emituje promieniowanie elektromagnetyczne o odpowied-
niej dtugosci fali, kuwety pomiarowe;j i detektora polaczonego z systemem rejestru-
jacym i obliczeniowym. Obecnie duza cze$¢ przyrzadéw pomiarowych dla zakresu
NIR oparta jest na trasformacie Fouriera i nie posiadaja monochromatora. Badana
probka jest umieszczona w celi pomiarowej pomiedzy zrdédlem promieniowania
a detektorem. Istnieja trzy tryby pomiaru: transmisyjny, odbiciowy i transflektancji.
Tryb transmisyjny opiera si¢ na pomiarze spadku natezenia promieniowania o danej
diugosci fali w wyniku przejscia promieniowania przez badang probke. W tym try-
bie najczesciej badane sg tabletki, zawiesiny, zele i ciecze. Probka umieszczona jest
pomiedzy zrédtem promieniowania i detektorem. Tryb odbiciowy mierzy stosunek
natezenia $wiatta odbitego od prébki do natezenia swiatla odbitego od ta lub prébki
o zdefiniowanych wiasciwo$ciach odbiciowych. Promieniowanie bliskiej podczer-
wieni przenika w glab probki i jest czg$ciowo absorbowane, a nastepnie ulega odbiciu
w kierunku detektora. Technika odbiciowa wykorzystywana jest gtéwnie do badania
past, zawiesin, proszkow i tabletek. Potaczeniem techniki odbiciowej z transmisyjna
jest tryb transflektancji. Promieniowanie przechodzac przez probke jest odbite za
pomoca zwierciadta w kierunku prébki. W tym trybie bada si¢ najczesciej zawiesiny
i substancje ciekte [12-17].

2. WIDMA ABSORBCYJNE A WIGOTNOSC SLADOWA

Dla czasteczki wody charakterystycznych jest 5 pasm absorpcji o dlugosci:
760 nm, 970 nm, 1190 nm, 1450 nm i 1940 nm. Pasma te pochodzg od pierwszego
nadtonu O-H wigzan rozciggajacych oraz od kombinacyjnych wigzan rozcigga-
jacych oraz zginajacych: pierwszy nadton 1450 nm i drugi nadton 970 nm drgan
rozciagajacych O—H oraz pik w zakresie 1887-1960 nm (rozciagajace i zginajace
drgania kombinacyjne) [18, 19].
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Zakres promieniowania bliskiej podczerwieni, dla ktérego woda wykazuje
wlasciwosci absorpcyjne jest szeroko wykorzystywany w przemysle NIRS umoz-
liwia badanie zawartosci wody w proszkach, granulatach, tabletkach, kapsutkach
oraz w roztworach i fiolkach zawierajacych liofilizat [17, 20-25]. Wyniki opisujace
zawarto$¢ wody w liofilizatach potwierdzajg korelacje wynikéw otrzymywanych za
pomoca kulometru Karla Fischera a NIRS, w szerokim zakresie bliskiej podczer-
wieni. Dalsze badania udowodnily, ze za pomocg NIRS mozliwe jest rdwniez obra-
zowanie zmiany polozenia i orientacji wody w sieci krystalicznej [26—28]. Analiza
liofilizatow zawierajacych rozne proporcje mannitolu, sacharozy i wody potwier-
dzita mozliwo$¢ analizy zréznicowanych matryc za pomocg NIRS oraz mozliwo$¢
oznaczania zawartosci niewielkich ilo$ci wody w skomplikowanych matrycach
[29-31].

3. METODA REFERENCYJNA KARLA FISCHERA A NIRS

Metodg referencyjna, uzywang do okreslenia wilgotnosci sladowej w PLWT jest
metoda kulometryczna Karla Fischera (KFT). Miareczkowanie kulometryczne wody
oparte jest na ilo§ciowej reakcji wody z dwutlenkiem siarki i jodem w bezwodnym
srodowisku w obecnosci zasady o wystarczajgcej pojemnosci buforowania. Jod jest
wytwarzany elektrochemicznie na anodzie przez utlenienie jodku, reagujac z obecng
wnaczyniureakcyjnym wodgidwutlenkiem siarki. llo§¢ wody w substancjijest wprost
proporcjonalna do zuzytej ilosci tadunku elektrycznego. Osiagniecie koncowego
punktu nastepuje w chwili zuzycia calej ilosci wody w komorze reakcyjnej i pojawie-
nia si¢ nadmiaru jodu. Jeden mol jodu odpowiada jednemu molowi wody, natomiast
fadunek 10,71 C odpowiada 1 mg wody. Wspolczesne kulometry Karla Fischera
umozliwiajg szybkie wykonanie analizy z duzg dokladnoscig lecz niezbedne jest uzy-
cie drogich odczynnikéw chemicznych [13, 31, 32]. Badanie wilgotnosci ta metoda
moze ponadto stwarza¢ wiele probleméw proceduralnych np. przyleganie wody
do $cianek naczynia pomiarowego powodujace przeszacowanie zawarto$ci wody sla-
dowej w liofilizatach. Ponadto pecherzyki powietrza powstate w wyniku zbyt inten-
sywnej pracy mieszadta mogg zakldca¢ pomiar poprzez zmiane przewodnictwa roz-
tworu. Dlatego tez, istotnym staje si¢ poszukiwanie nowych metod, ktére umozliwiajg
redukcje wplywu srodowiska na badang probke. Spektroskopia w zakresie bliskiej
podczerwieni spelnia te wymagania. NIRS jako metoda alternatywna, uwazana jest za
jedna z najbardziej efektywnych i zaawansowanych. Powierzchnie szklane opakowan
nie wplywaja znaczgco na przeprowadzone pomiary w bliskiej podczerwieni, dzigki
czemu mozliwe jest badanie probek bez ich otwierania [21, 28, 33, 34]. Wyniki
pomiaréw otrzymanych z uzyciem NIRS s3g uzaleznione od czynnikéw chemicz-
nych i fizycznych takich jak: wilgotno$¢, temperatura, stan skupienia, wlasciwosci
optyczne probki, pozostatosci rozpuszczalnikow i grubos¢ probki [15, 26, 35-38].
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4. BUDOWA MODELU KALIBRACYJNEGO

Kalibracja jest procesem budowania modelu matematycznego w oparciu
o widma prébek i wyniki uzyskane z uzyciem metody referencyjnej. Pomiar wlasci-
wej probki jest procesem bardzo prostym i niezbyt czasochfonnym. O wiele bardziej
skomplikowanym aspektem pomiaréw w spektroskopii bliskiej podczerwieni jest
zbudowanie modelu kalibracyjnego. Kluczowa w procesie projektowania doswiad-
czenia jest decyzja, czy istotniejszy jest doktadny pomiar, czy silny model odporny
na wysokie zréznicowanie prob. Najwazniejszym za$ elementem jest obrébka suro-
wych widm NIR. Badana prébka zostawia unikalne widmo (tzw. odcisk palca)
zalezny od wielu czynnikéw np. wlasciwoéci fizykochemicznych, form krysta-
licznych czy stanu fazowego. Niezbedne s3 zatem odpowiednie algorytmy obli-
czeniowe, ktdre pozwolg na uzyskanie istotnych informacji. Widma absorpcyjne,
oprocz danych interesujacych z punktu widzenia analityka, posiadaja réwniez
tzw. szum fotometryczny. Powstaje on w wyniku interferencji czynnikéw fizycznych
i chemicznych oraz niedoskonalosci sprzetu pomiarowego. Nadmierny szum foto-
metryczny negatywnie wplywa na rozdzielczo$¢ widm, doktadno$¢ modeli kalibra-
cyjnych i zaburza stosunek sygnatu do szumu [5, 7, 38].

Oznaczanie iloSciowe badanej substancji na podstawie widma opiera si¢ na
odpowiednim modelu matematycznym. Bardzo popularnym rozwigzaniem jest
zastosowanie liniowej kalibracji wielowymiarowej, ktéra pokazuje zalezno$¢ mie-
dzy zawartoscig badanego skladnika, a wartosciami absorbancji przy réznej diu-
gosci fali. Do zbudowania modelu kalibracyjnego potrzebne sg trzy zbiory danych:
budujacy (zestaw kalibracyjny zawierajacy 2/3 widm ujetych w modelu), spraw-
dzajacy (zestaw walidacyjny zawierajacy 1/3 widm ujetych w modelu) i oceniajacy
jako$¢ modelu w oparciu o probki, ktdre nie zostaly uzyte przy kalibracji i walidacji
(zestaw testowy). Kluczowe jest zbudowanie odpowiedniej strategii obrobki danych,
gdyz kazde dziatanie nie pozostaje bez konsekwencji dla ostatecznej wersji modelu.
Liczba prébek ujetych w modelu kalibracyjnym zalezy od ztozono$ci prébki i zakio-
cen zwigzanych np. z temperaturg pomiaru i zawartoscig wody. Podczas budowa-
nia modelu kalibracyjnego dla metody ilosciowej wszystkie probki powinny dawaé
wyniki ilo$ciowe w zakresie metody. Najbardziej pozadane jest, aby zakres wartosci
probek w modelu kalibracyjnym obejmowat réwniez wartosci skrajne tzn. posiadat
wartosci mozliwie najnizsze i najwyzsze w odniesieniu do probek badanych w opar-
ciu o model. Najlepiej aby byly one ponizej, jak i powyzej oczekiwanej wartosci.
Reprezentacyjno$¢ probek moze by¢ poprawiona poprzez laboratoryjne wykreowa-
nie okreslonych wlasciwosci np. poprzez zwiekszenie lub zmniejszenie zawartosci
wody. Powigkszy to zakres, w ktérym model bedzie dziatal wlasciwie (Rys. 2).

Rysunek 2. Oryginalne widma PLWI z r6zng zawartoscig wody — zestaw kalibracyjny (zielony) i walidacyjny
(niebieski)
Figure 2.
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Obrobka widm sklada si¢ z kilku etapow. Pierwsza faza jest wstepna obrobka
surowych widm (ang. pre-processing) np. przy uzyciu pierwszej pochodnej
Savitzkyego Golaya (usuwanie przesuniec linii bazowej) oraz drugiej pochodne;j
Savitzkyego Golaya (korekcja przesuniecia oraz nachylenia linii podstawowej).
Kolejnym etapem jest wybor metody kalibracji. W oparciu o liczbe zmiennych
i wystepujaca miedzy nimi korelacje stosuje si¢ odpowiednie algorytmy kalibracji
ilosciowej. Wielokrotna regresja liniowa (MLR) najlepiej sprawdza si¢, gdy wyste-
puje mata liczba zmiennych i brak jest korelacji miedzy nimi. Przy duzej liczbie
zmiennych i silnej korelacji stosuje si¢: regresje glownych sktadnikéw (PCR), regresje
cze$ciowych najmniejszych kwadratéw (PLS) i analize gtéwnych sktadowych (PCA)
[34, 39-44]. Ostatnim etapem w tworzeniu modelu jest jego optymalizacja i spraw-
dzenie. Istotny jest dobor odpowiedniej liczby czynnikéw w oparciu o ktére model
bedzie dokonywal analizy. Zbyt duza ich liczba powoduje maly blad w badaniu
zbioru kalibracyjnego, ale tracg na tym mozliwosci predykcyjne modelu. Mata liczba
czynnikéw utrudnia odpowiednie dopasowanie modelu do danych. Do sprawdzenia
wydajnoséci modelu kalibracyjnego czesto wykorzystywana jest walidacja krzyzowa
(cross validation). Istotne jest sprawdzenie dopasowania modelu do uzyskanych
danych oraz blad tego dopasowania w oparciu o odpowiednie parametry staty-
styczne takie jak: wspélczynnik determinacji (R2), sredni btad kwadratowy kalibracji
(RMSEC), $redni blad kwadratowy walidacji krzyzowej (RMSECV) oraz zaleznos¢
odpowiedzi od btedéw (RER). Im mniejsza warto§¢ RMSEC i RMSECYV, a wartos$¢
RER wigksza (powyzej 20) tym model jest lepszej jakosci [5, 7, 9, 10, 45, 46]. Temat
opracowania modelu kalibracyjnego i jego optymalizacji jest szeroko opisany w lite-
raturze (Tab. 1).

Tabela 1. Przykladowe oznaczenia zawarto$ci wody w réznych typach produktow
Table 1.
Typ probki Typ transformacji widma

Do zbudowania modelu uzyto 294 probek migsa na NIR system 6500 Silver Sping MD w zakresie
400-2500 nm. W obrdbce wstepnej zastosowano pierwsza pochodng logl/R. Efekt rozproszenia
Migso w widmie skorygowano poprzez transformacje SNV i przesuniecie linii bazowej (detrend cor-
rection). Zastosowano regresje czesciowych najmniejszych kwadratow (PLS), ograniczajac liczbe
czynnikéw do 16. Otrzymano RPD = 5,0 [47].

Do zbudowania modeli uzyto 159 prébek wyttoczyn z oliwek, w tym 108 przydzielono do wa-
lidacji. Dane byly zbierane w zakresie 1000-2500 nm przy uzyciu transflektacyjnej techniki
pomiarowej. Grawimetryczna metoda utraty masy byta metoda referencyjng. Zawarto$¢ wody
Oliwa w granicach 55,4-83,4%. Dwa modele stworzono w oparciu o regresje czesciowych najmniej-
szych kwadratow (PLS). W celu zmniejszenia bledu predykcji do obrébki wstepnej uzyto trans-
formacji SNV oraz pierwsza i druga pochodng Savitskyego-Golay’a. RMSECV 8,3-9,4% RMSEP
0,9-1,14% [48].
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Typ probki

Typ transformacji widma

Heparyna

W modelach uzyto 44 prébek z trzech serii produkcyjnej heparyny API, dla zakreséw spektral-
nych 1100-2300 nm, zakres zawarto$ci wody 1,8—2,3%. Probki przebadano na Brimrose Luminar
5030 AOTF-NIR. Metodg referencyjng byla utrata masy poprzez suszenie. Stworzono 5 modeli
w oparciu o regresje czesciowych najmniejszych kwadratéw (PLS): bez obroki wstepnej (4 czyn-
niki PLS, RMSECV = 1,24 RMSEP = 1,11), pierwsza pochodna Savitskyego-Golaya (6 czynni-
kow PLS, RMSECV= 0,73 RMSEP = 0,49), druga pochodna Savitskyego-Golay’a (2 czynniki PLS,
RMSECV = 1,28 RMSEP = 0,99), transformacja SNV (5 czynnikéw PLS, RMSECV = 1,14 RMSEP
= 1,38), transformacja MSC (1 czynnik PLS, RMSECV = 1,23 RMSEP = 1,13) [49].

Alkohol
etylowy

Probki stanowily wysokiej czystoéci bezwodny etanol i metanol. Zastosowano transflektancyjny
model pomiarowy w zakresie zawarto$ci wody 1-19%. Regresja czeSciowych najmniejszych kwa-
dratéw (PLS), 3 czynniki PLS dla spectrum 1120-1730 nm. SECV = 0,16%, SEP = 0,16% [50].

Liofilizat
mleka

Do stworzenia modelu uzyto dwie serie mleka w proszku. Pierwsza zawierala 24 probki z refe-
rencyjna metoda suszenia, a druga 81 prébek - referencyjna metoda — wolumetryczna metoda
Karla Fischera. Zakres wody 2,0-6,5%. Powtarzalno$¢ 0,018% wyzsza niz uzyskana metodami
referencyjnymi. Model stworzony w oparciu o regresje czeSciowych najmniejszych kwadratéw
(PLS) dla réznych dlugosci fali: 1425-1475 nm (5 czynnikéw PLS), 1900-1950 nm (3 czynniki
PLS). Walidacja krzyzowa przy zastosowaniu metody ,wyrzu¢ jeden obiekt” [51].

Liofilizaty
farmaceu-

tyczne

Przy uzyciu probek liofilizatow farmaceutycznych zawierajagcych API stworzono trzy
modele kalibracyjne oparte o regresje czeSciowych najmniejszych kwadratow (PLS):
a) bez obrobki wstepnej z dziewiecioma czynnikami PLS dla regiondw: 1320-1635 nm
i 1850-2030 nm, RMSEC(%) = 0,175, RMSEP(%) = 0,193 b) przy obrdbce wstepnej za po-
moca pierwszej pochodnej z piecioma czynnikami PLS dla regionéw: 1320-1635 nm;
1850-2030 nm; ¢) przy obrobce wstepnej z uzyciem Multiplicative Scatter Correction i piecioma
czynnikami PLS dla regionu: 1639-2355 nm (FT-NIR MPA, Bruker Optics). Zakres zawartosci
wody 1-8%. Referencyjnie uzyto wagi grawimetrycznej, przy precyzji metody 0,1% wilgotnosci
[46].

W oparciu o pie¢ serii produkcyjnych stworzono dwa modele bazujace na regresji czg$ciowych
najmniejszych kwadratéw (PLS) w zakresie widma 1822-1948 nm: dla pierwszego zakresu 1-40%
(w/w) i SEP = 1,85% oraz dla drugiego zakresu 1-10% (w/w), SEP = 0,42%. Metodg referencyjna
byla metoda Karla Fischera [52].

PODSUMOWANIE

Zastosowanie spektroskopii bliskiej podczerwieni w analizie produktéw lecz-
niczych weterynaryjnych immunologicznych to obiecujgcy kierunek w poszuki-
waniu alternatywnych metod fizykochemicznych, co znajduje swoje potwierdzenie
w danych literaturowych. Obecnie w Zakladzie Farmacji Weterynaryjnej Panstwo-
wego Instytutu Weterynaryjnego — Paiistwowego Instytutu Badawczego prowadzone
sa badania nad opracowaniem modeli kalibracyjnych spektroskopii bliskiej pod-
czerwieni, ktore moga by¢ uzywane do badan fizykochemicznych produktéw lecz-
niczych weterynaryjnych immunologicznych. Przedstawiona praca stanowi wstep
do tematyki dotyczacej NIRS w pomiarach ilosciowych wody sladowej w PLWI.
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