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KÄYTETYT LYHENTEET 

 

HPLC  Korkean erotuskyvyn nestekromatografia (High Performance 
Liquid Chromatography) 

MS Massaspektrometria (Mass spectrometry) 

LC-MS Nestekromatografian ja massaspektrometrian yhdistelmä- 
tekniikka (Liquid chromatography – Mass spectrometry) 

ESI Sähkösumutusionisaatio (Electrospray ionization) 

ISTD Sisäinen standardi (Internal standard) 

FIA (Flow Injection Analysis) 

LOQ Määritysraja (Level of quantitation) 

LLOQ Määritysalaraja (Lowest level of quantitation) 

RSD Suhteellinen keskihajonta (Relative standard deviation) 

Mean Keskiarvo 

SD Keskihajonta (Standard deviation) 

SOP Toimintaohje (Standard operation procedure) 

DC Tasavirta (Direct current) 

RF Radiotaajuinen muuttuva jännite (Radiofrequency alternating 
-current) 
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1 JOHDANTO 

Tämän opinnäytetyön tarkoituksena on kehittää ja validoida kvantitatiivinen bio-

analyyttinen LC-MS-menetelmä sokeritautilääkkeen pitoisuuden määrittämiselle 

plasmasta Vitabalans Oy:n käyttöön. Opinnäytetyö koostuu pääpiirteittäin teo-

riaosiosta, menetelmän kehityksestä sekä menetelmän validoinnista. Teoriaosi-

ossa käsitellään pääasiassa opinnäytetyössä käytetyn HPLC-MS -laitteiston 

toimintaperiaatteita sekä näytteenkäsittelyä. Menetelmän kehitys osiossa käy-

dään läpi näytteenkäsittelytekniikan kehittämistä, nestekromagrafin ajo-olosuh-

teiden optimointia sekä kvadrupolimassaspektrometrin asetusten optimointia. 

Menetelmän validointiosiossa kehitetty menetelmä validoidaan Vitabalans Oy:n 

SOP toimintaohjeen edellyttämien validointiparametrien mukaisesti. 
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2 ANALYYSITEKNIIKAN JA -MENETELMIEN TEORIAA  

Tässä opinnäytetyössä käytettiin korkean erotuskyvyn käänteisfaasi-nestekro-

matografia -tekniikkaa. Jatkoanalysointi suoritettiin ionisoimalla yhdiste säh-

kösumutusionisaatiota (ESI) käyttäen. Detektoinnissa käytettiin kvadrupoli-

massa-analysaattoria. Näytteenkäsittelyssä sovellettiin proteiinien saostus me-

netelmää. 

Tehokas ja luotettava kvantitatiivinen bioanalytiikan menetelmä koostuu tehok-

kaasta näytteenkäsittelystä, tarkoitukseen sopivasta kromatografisesta erotuk-

sesta sekä herkästä detektointitekniikasta. Nestekromatografin ja massaspekt-

rometrin yhdistelmä on suosittu analyyttinen tekniikka erityisesti lää-

keaineanalytiikassa. Massaspektrometrillä voidaan tunnistaa spesifinen äiti-ty-

tär-ionipari, jolloin lääkeaineen pitoisuus voidaan määrittää myös biologisesta 

matriisista. LC-MS -tekniikka on laajalti käytetty sen spesifisyyden, tarkkuuden, 

nopeuden ja laajan detektointi alueen vuoksi. [6, s. 41–42.] 

2.1 Proteiinisaostus  

Proteiinisaostus on näytteenkäsittely tekniikkana erittäin suosittu kvantitatiivisen 

bioanalytiikan alalla, sillä se on nopea ja suhteellisen helppo menetelmä suorit-

taa toistettavasti. Näyteseokseen lisätään proteiinien saostusreagenssia, jonka 

jälkeen seos sekoitetaan. Muodostunut sakkainen seos sentrifugoidaan. Tämän 

jälkeen voidaan supernatantti injektoida LC-MS –laitteistoon. Tyypillisiä käytet-

tyjä saostusreagensseja ovat esimerkiksi asetonitriili, metanoli, trifluorietikka-

happo ja etanoli. Trifluorietikkahappo voi tosin aiheuttaa myös merkittävää io-

nisuppressiota. [5, s. 313-314.] 

2.2 HPLC 

HPLC -tekniikkaa eli korkean erotuskyvyn nestekromatografiaa käytetään sekä 

orgaanisten, että epäorgaanisten yhdisteiden kvantitatiivisessa ja kvalitatiivi-

sessa analytiikassa. Tekniikalla voidaan analysoida monia suurikokoisiakin mo-
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lekyylejä samanaikaisesti. Edellytys analyysin suorittamiselle on, että tutkittava 

analyytti saadaan liukenemaan liuottimeen.  [2, s. 153.] 

Nestekromatografialaitteisto koostuu yleisesti injektorista, kapillaareista, pum-

pusta, kolonnista, detektorista sekä tiedonkeruu- ja tulostusyksiköstä. Injektorin 

kautta laitteistoon syötettävät näytemäärät ovat tavallisesti muutamista mikrolit-

roista kymmeniin mikrolitroihin. Injektoitu näyte virtaa liikkuvan faasin mukana 

kapillaarien kautta kolonniin, jossa yhdisteiden varsinainen erottuminen tapah-

tuu. Laitteiston pumppujen tulee kyetä pumppaamaan ajoliuosta korkeaa pai-

netta vastaan tasaisesti. Erottumisen aikana näyte jakautuu kolonnissa kom-

ponenteikseen siten, että detektorilla havaitaan ensin yhdisteet, joiden tasa-

paino on liikkuvan faasin puolella. Nämä molekyylit eluoituvat ensin ulos kolon-

nista. Molekyylit, joiden tasapaino on kolonnin stationäärifaasin puolella, eluoi-

tuvat kolonnista myöhemmin. Kun komponenttien tuottamaa vastetta seurataan 

ajan funktiona, saadaan tulostettua kromatogrammi. [2, s. 154.] 

2.2.1 Kolonni  

Yleisesti kvantitatiivisessa bioanalyytikassa käytetyt kolonnit ovat 30 - 150 mm 

pitkiä, halkaisijaltaan 1 – 4,6 mm ja hiukkaskooltaan 2 - 5 µm. Kolonnin sisällä 

on stationäärifaasi, joka voi olla esimerkiksi silikaan sidottu tietyn pituinen hiili-

vetyketju tai myös nitriiliryhmä. Stationäärifaasin pienempi hiukkaskoko vaikut-

taa kolonnin erotuskykyyn parantavasti. Kolonnin edellä käytetään usein hel-

posti puhdistettavissa tai vaihdettavissa olevaa esikolonnia, joka on pakattu 

samanlaisella tai samankaltaisella materiaalilla kuin kolonni. Esikolonnin tehtä-

vänä on poistaa näytteen analyysiä häiritsevät partikkelit, jolloin varsinaisen 

kolonnin suorituskyky paranee ja myöskin sen käyttöikä pitenee. [6, s. 42; 2, s. 

156; 1, s. 482.] 

2.2.2 Käänteisfaasikromatografia 

Käänteisfaasikromatografia on yksi yleisimmistä käytetyistä HPLC-menetel-

mistä. Menetelmässä käytetyt ajoliuokset soveltuvat useimmiten massadetekto-

rin ionisaatioon niiden ollessa helposti haihtuvia. Käänteisfaasikromatografiassa 
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stationäärifaasin pinta on pooliton ja ajoliuos poolinen. Ajoliuos tavallisesti koos-

tuu vedestä tai vesiliuoksesta kuten puskuriliuokset ja jonkin vähemmän pooli-

sen orgaanisen liuottimen yhdistelmästä. Analyytin pidättyminen kolonniin pe-

rustuu sen hydrofobisuuteen, jolloin mm. ajoliuoksen poolisuuden kasvaessa 

sen retentioaika kasvaa. Käänteisfaasikromatografiassa stationäärifaasi on 

useimmiten silikapohjainen ja siihen on kovalenttisesti liitetty hiilivetyketjuja. 

Kaikkiin silanoliryhmiin ei kuitenkaan ole mahdollista liittää hiilivetyketjua, jolloin 

osa ryhmistä ovat vapaina faasissa. Ajoliuoksen pH vaikuttaa vapaiden negatii-

visesti varautuneiden silanoliryhmien määrään; emäksisyyden kasvaessa va-

paiden negatiivisesti varautuneiden silanoliryhmien määrä kasvaa. Tästä joh-

tuen kationiset analyytit tarttuvat voimakkaasti stationäärifaasiin ja niiden koh-

dalla esiintyy usein piikkien häntimistä kromatogrammissa. Ilmiötä on pyritty 

estämään endcapping -tekniikalla, jossa vapaat silanoliryhmät on suljettu esi-

merkiksi polaarisen ryhmän sisältävillä lyhyillä hiilivetyketjuilla. [4, s. 35–38.] 

2.3 Massaspektrometria 

Massaspektrometri on kehittynyt tietokoneistettu laitteisto, joka koostuu pääosin 

viidestä eri osiosta; näytteensyöttö, ionisaatio, massa-analysaattori, ionidetek-

tori ja datankäsittely. [5, s. 23.] 

Massaspektrometrissä tutkittava yhdiste ionisoidaan molekyyli-ioneiksi. Mole-

kyylejä voidaan ionisoida esimerkiksi pommittamalla niitä elektroneilla tai neut-

raaleilla atomeilla, jolloin molekyylin sidokset katkeavat ja ionit fragmentoituvat 

pienemmiksi. Laite kuitenkin havaitsee vain negatiiviset tai positiiviset ionit, jo-

ten sillä ei voida analysoida neutraaleja fragmentteja. Massaspektrometri pystyy 

erottelemaan syntyneet fragmentit toisistaan niiden massa-varaussuhteen (m/z) 

mukaisesti. Muodostuva massaspektri kuvaa molekyylin rakennetta, joten sen 

pohjalta yhdiste voidaan myös tunnistaa. [2, s. 122.] 

2.3.1 Sähkösumutus  

Sähkösumutus on normaalipaineessa tapahtuva ionisointitekniikka. Tällä teknii-

kalla ionien fragmentoituminen on vähäistä, jolloin voidaan analysoida myös 
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heikkosidoksisia yhdisteitä. Tekniikalla tuotetaan joko positiivisesti tai negatiivi-

sesti varautuneita kaasumuodossa olevia ioneja, jotka analysoidaan massa-

analysaattorissa. Nestekromatografista kulkeutuvat nestefaasin ionimuodossa 

olevat molekyylit kulkevat neulan kautta välikammioon, jossa on suuri (2-5kV) 

jännite. Mikäli halutaan analysoida positiivisia ioneja, jännite on positiivinen. 

Tällöin negatiiviset ionit karsiutuvat pois ajautuen kapillaarin seinämille ja posi-

tiiviset ionit kulkeutuvat eluentin pinnalle. Tämän seurauksena neulan päähän 

muodostuu kartion muotoinen suihku jota kutsutaan myös Taylorin kartioksi. 

Nestekromatografin kautta erottuneesta eluentista irtoaa positiivisesti varautu-

neita pisaroita. Kun pisaroista haihtuu esimerkiksi typpikaasun ansiosta liuo-

tinta, pisaroiden pinnalla varaustiheys kasvaa. Kun positiivisten ionien toisiinsa 

kohdistuva poistovoima kasvaa pisaroiden pintajännitystä suuremmaksi, pisarat 

hajoavat vielä pienemmiksi. Sama toistuu kunnes jäljellä on yksittäinen kaasu-

muodossa oleva positiivisesti varautunut ioni. Muodostuneet ionit kerätään 

massaspektrometriin. [2, s. 211–212; 3, s. 71–73.] 

2.3.2 Ionisaatioon vaikuttavat tekijät 

Varautuneen sähkösumun muodostumisen edellytyksenä on, että käytettävän 

liuottimen sähkönjohtokyky on riittävän suuri. Tällöin kapillaarin kärjessä olevan 

elektrostaattisen kentän vaikutus ajoliuokseen on toivottu ja vastakkaisen vara-

uksen omaavat ionit saadaan siirrettyä kapillaarin seinämille. Parhaiten sopivat 

liuottimet ovat keskipoolisia tai poolisia, kuten esimerkiksi asetonitriili ja vesi. 

Käytettävän liuottimen pintajännitys ei saisi olla liian suuri, koska tällöin ionisaa-

tiossa muodostuu liian isoja alkupisaroita, joiden hajoaminen pienemmiksi pisa-

roiksi kestää kauemmin. Tämän seurauksena ionien tuottaminen kaasufaasiin 

vähenee. Haihtuvampi liuotin jakautuu nopeammin pisaroiksi ja edelleen pie-

nemmiksi pisaroiksi. Hyvä herkkyys voidaan saavutta käyttämällä liuottimia, 

joilla on alhainen pintajännitys ja kiehumispiste. Vesipohjaisia ajoliuoksia käytet-

täessä voidaan ionisaatiotehokkuutta lisätä käyttämällä korkeampaa lämpötilaa 

sekä sumutuskaasua. Sähkösumutusionisaatiossa voidaan käyttää vain haihtu-

via puskureita, kuten esimerkiksi ammoniumformaattia tai ammoniumasetaattia. 

Haihtumattomien yhdisteiden käyttö likaa ionilähteen, jolloin laitteiston herkkyys 
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huononee. Puskurikonsentraation tulisi lisäksi olla suhteellisen alhainen, sillä 

liian väkevät puskurikonsentraatiot hankaloittavat analyytti-ionien tehokkaan 

kaasufaasiin siirtymisen. [3, s. 75–76.] 

2.3.3  Kvadrupolianalysaattori ja sen toimintaperiaate 

Kvadrupoli-massa-analysaattori koostuu neljästä lieriömäisestä sauvasta jotka 

on aseteltu samansuuntaisesti kehän muotoon. Näihin sauvoihin on kytketty 

jännite-ero (DC) sekä oskilloiva radiotaajuinen muuttuva jännite (RF). Syntyvä 

sähkökenttä vaikuttaa ionien kulkurataan niiden kulkiessa kohti ionidetektoria. 

Jännitearvoa säätämällä pääsevät vain tietyn massa-varaus (m/z) suhteen 

omaavat ionit detektorille saakka, jolloin muut törmäävät sauvoihin eikä niitä 

havaita. Jännitepyyhkäisyillä voidaankin järjestelmällisesti päästää eri massai-

set ionit detektorille. Resoluutioon vaikuttaa mm. sauvojen valmistus materiaalia 

ja laatu, mutta se on riippuvainen tasavirran (DC) sekä oskilloivan radiotaajui-

sen muuttuvan jännitteen potentiaalierosta. [5, s. 32.] 

2.3.4 Datankeräys 

Massaspektrometriassa käytetään tavanomaisesti kahta erilaista datan keräys 

tapaa; mitataan täydellisten massaspektrien sarja (Full-spectrum analysis) tai 

selektiivisellä ionien monitoroinnilla. Tämä tapa on yleisesti käytössä kvalitatiivi-

sessa analytiikassa. Usein kvantitatiivisessa analytiikassa käytetty tapa on se-

lektiivinen ionien monitorointi, (SIM) jolla saavutetaan huomattava etu signaali-

kohinasuhteeseen (S/N). [5, s. 31.] 

2.3.5 Matriisivaikutus 

Tärkeä seikka kvantitatiivisen analyysi menetelmän kehityksessä on matriisivai-

kutuksen huomiointi. Matriisivaikutuksella tarkoitetaan analyytin vasteen ’odot-

tamatonta’ heikkenemistä matriisin samantyyppisten rakenneosien eluoitumisen 

vuoksi. Tämä voidaan helposti todeta vertaamalla standardiliuoksen sekä stan-

dardilla ympätyn näytteen vasteita. Tutkimukset osoittavat, että ioni suppressio 

tai ionien vahvistuminen on usein yhdistettävissä analyyttisen menetelmän 
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huomattavaan tarkkuuden heikkenemiseen, toistettavuuden heikkenemiseen 

sekä analyytin signaalin vasteen heikkenemiseen tai kasvamiseen. Voimakkaan 

ioniparin analyytin kanssa muodostavat yhdisteet, kuten esimerkiksi trifluorietik-

kahappo (TFA), voivat heikentää analyytin vastetta. Matriisivaikutusta voidaan 

vähentää esimerkiksi näytteen esikäsittelyllä ja kromatografialla. [5, s. 167-168] 

2.3.6 Carry over -ilmiö 

Carry over –ilmiöstä puhutaan, kun analyyttiä on kontaminoitunut laboratoriovä-

lineisiin tai laitteistoon. Mikäli analyyttiä absorboituu laitteistoon, sen aiheuttama 

signaali havaitaan peräkkäisissäkin injektioissa. Absorboitumista tapahtuu  

yleensä hieman ja useimmiten se aiheuttaa ongelmia etenkin työskenteltäessä 

hyvin pienillä pitoisuustasoilla. Laboratoriovälineistä aiheutuvaa kontaminaatiota 

voidaan ehkäistä huolellisella työskentelyllä. Laitteiston kontaminaatiota voi-

daan vähentää näytejärjestyksen suunnittelulla sekä injektorin pesumenetel-

mien käytöllä. [3, s.190.] 

2.3.7 Kalibrointi sisäisen standardin menetelmällä 

Sisäisen standardin menetelmässä kalibrointiliuokseen lisätään tutkittavan ai-

neen lisäksi jotain toista tutkittavan analyytin kaltaista ainetta.  Analysoitavan 

aineen pitoisuudet kattavat koko määritetyn kalibrointialueen, mutta sisäistä 

standardia lisätään kaikkiin kalibrointiliuoksiin tarkasti sama määrä. Kalibroinnin 

yhteydessä määritetään tutkittavan analyytin ja sisäisen standardin antaman 

vasteen suhde, joka esitetään analyytin pitoisuuden funktiona. Kalibrointi sisäi-

sen standardin menetelmällä perustuu siihen, että sekä tutkittavan yhdisteen 

että sisäisen standardin vasteet ovat suoraan verrannollisia pitoisuuksiin. [1, s. 

101-102.]. 
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3 MENETELMÄN KEHITYS 

Opinnäytetyön tavoitteena oli kehittää toistettava ja luotettava kvantitatiivinen 

LC-MS -menetelmä sokeritautilääkkeen pitoisuuden määrittämiselle plasmasta. 

Menetelmän kehitys sisälsi näytteenkäsittelymenetelmän kehityksen, sisäisen 

standardin valinnan, sekä LC-MS -laitteiston asetusten ja olosuhteiden opti-

mointia. 

3.1 Laitteisto 

Työssä käytetty laitteisto koostui Agilent 1100 LC-MSD SL kvadrupoli-massa-

spektrometristä ja Agilent 1100 sarjan HPLC laitteistosta. HPLC laitteisto koos-

tui Agilent 1100 autosamplerista, Agilent 1100 binääripumpusta, Agilent 1100 

termostoidusta kolonniuunista sekä Agilent 1100 kaasunpoistoyksiköstä. Mas-

saspektrometrin yhteydessä käytettiin myös kompressoria raakailman syöttöön 

typpigeneraattorille, josta melko puhdasta typpeä johdettiin kuivauskaasuksi 

massadetektoriin. Laitteistoa toimintaa seurattiin ja kontrolloitiin tietokoneella, 

jossa oli asennettuna Chemstation ohjelmisto. 

3.2 Reagenssit ja välineet 

Taulukossa 1 on esitetty menetelmän kehityksessä käytetyt reagenssit. Taulu-

kossa 2 on esitetty menetelmän kehityksessä käytetyt kolonnit. Taulukossa 3 on 

esitetty menetelmän kehityksessä käytetyt esikolonnit. 
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Taulukko 1. Reagenssit. 

 

Taulukko 2. Kolonnit. 

 

Taulukko 3. Esikolonnit. 

 

Reagenssi Valmistaja 

2-propanoli (IPA) 

Ammoniumasetaatti 

Ammoniakki 

Asetonitriili (ACN) 

Etikkahappo 

Glibenclamide 

Heptafluorivoihappo (HFBA) 

Melamiini 

Metanoli (MeOH) 

Muurahaishappo (HCOOH) 

Phenformin 

Trifluorietikkahappo (TFA) 

Nollaplasma 

Merck 

Merck 

Merck 

VWR 

J.T. Baker 

Micron 

Sigma Aldrich 

Merck 

VWR 

Merck 

Sigma Aldrich 

Merck 

SPR Veripalvelu 

Kolonni Valmistaja 

Luna 3 μm  CN 100A, 75 x 4,6mm 

XBridge C8 3,5 μm 3,0 x 100 mm 

Phenomenex 

Waters 

Kolonni Valmistaja 

Luna 3 μm  CN 100A, 75 x 4,6mm 

XBridge C8 3,5 μm 2,1 x 10 mm 

Phenomenex 

Waters 
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3.3 HPLC -laitteiston optimointi 

Nestekromatografilaitteiston optimointi ja ajo-olosuhteiden kehitys aloitettiin 

XBridge C8 –kolonnilla. Ajoliuoksena käytettin useita eri yhdistelmiä kuitenkaan 

saavuttamatta optimaalisia ajo-olosuhteita. Tutkittava analyytti ei retentoitunut 

kolonniin ideaalisesti, koska analyytti eluoitui ulos kolonnista aivan liuotinrinta-

massa. Ajo-olosuhteita radikaalisti muutettaessa saatiin analyytin retentioaikaa 

muutettua, mutta samalla testatut sisäisten standardien retentioajat kasvoivat 

myöskin, jolloin analyysin kokonais ajoaika kasvoi kohtuuttoman pitkäksi. Myös-

kin käytetyt puskuriliuokset todettiin kerääntyvän MS-laitteistoon. Pääosin edellä 

mainittujen ongelmien vuoksi menetelmän kehitys XBridge C8 -kolonnilla kes-

keytettiin. Taulukkoon 4 on kerätty testattuja parametrejä nestekromatografisen 

menetelmän kehityksestä XBridge C8 –kolonnilla. Kuvissa 1, 2, ja 3 on esitetty 

taulukon mukaisten näytteiden ja ajo-olosuhteiden kromatogrammit. Ajetut näyt-

teet valmistettiin siten, että niiden pitoisuudet olisivat lähellä toisiaan. Myöskin 

näytteen liuotukseen käytettyjen liuottimien suhde pyrittiin pitämään mahdol-

lisimman lähellä ajoliuoksen koostumusta. Esikolonnina käytettiin 2,1 x 10mm 

XBridge C8:a. 
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Taulukko 4. Menetelmän kehitys XBridge C8 -kolonnilla. 

Näyte 
Liuotin 

(MeOH:H2O) 
Ajoliuos Puskuri 

Virtaus-

nopeus 

(ml/min) 

Kolonni-

uunin 

lämpötila 

(ºC) 

Analyytin 

retentioaika 

(min) 

ISTDn 

retentioaika 

(min) 

1 20:80 

15% or-

gaaninen 

(MeOH) : 

85% pusku-

ri 

0,10% 

HCOOCH  

0,05% 

TFA 

Milli Q-

vesi 

1,0 40 1,10 1,15 

2 20:80 

25% or-

gaaninen 

(90% 

MeOH 

:10% IPA) : 

75% pusku-

ri 

0,02% 

HCOOH 

0,05% 

HFBA 

1,0 40 1,66 
1,32 ja 

6,56 

3 20:80 

20% or-

gaaninen 

(MeOH) 

: 80% pus-

kuri 

0,05% 

HCOOH 
1,0 40 0,952 0,961 

 

 

 

Kuva 1. Näytteen 1 kromatogrammi kolonnilla XBridge C8, ajoliuos 15% MeOH 
: 85% puskuri. 
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Kuva 2. Näytteen 2 kromatogrammi kolonnilla XBridge C8, ajoliuos 25% 
MeOH/IPA : 75% puskuri. 

 

 

Kuva 3. Näytteen 3 kromatogrammi kolonnilla XBridge C8, ajoliuos 20% MeOH 

: 80% puskuri. 

 

Menetelmän kehitystä jatkettiin Luna CN –kolonnilla, jonka stationäärifaasi 

koostuu propyylisyano ligandeista tai -ketjuista. Täten toivoimme saavamme 

lisää vuorovaikutusta analyytin ja stationäärifaasin välillä, jolloin analyytti ei elu-

oituisi aivan liuotinrintamassa. Kehittely aloitettiin valmistamalla ammoniumase-

taattiliuoksia pitoisuusvälillä 0,10 mM – 0,20 mM, joiden pH säädettiin laimenne-

tulla muurahaishappoliuoksella 3,6 pH, 4,0 pH, 5,0 pH, 5,6 pH sekä 6,8 pH. 

Taulukossa 5 on esitetty saatuja tuloksia muuttamalla taulukossa mainittuja 
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nestekromatografin ajo-olosuhteita. Kuvissa 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ja 12 on esi-

tetty taulukon mukaisten näytteiden ja ajo-olosuhteiden kromatogrammit. 

 

Taulukko 5. Menetelmän kehitys Luna CN –kolonnilla, kun ajoliuoksen kom-

ponentteina MeOH ja puskuriliuos. 

Näyte Liuotin Ajoliuos Puskuri 

Virtaus-

nopeus 

(ml/min) 

Kolonnin 

lämpötila 

(ºC) 

Analyytin 

retentioaika 

(min) 

ISTDn 

retentioaika 

(min) 

1 

MeOH 

:H2O 

50:50 

60% or-

gaaninen 

(MeOH) : 

40% pus-

kuri 

20 mM 

ammonium-

asetaatti 

pH 5,0 

0,5 50 5,96 7,77 

2 

MeOH 

:H2O 

50:50 

65% or-

gaaninen 

(MeOH) : 

35% pus-

kuri 

10 mM 

ammonium-

asetaatti 

pH 5,0 

0,5 40 8,01 9,48 

3 

MeOH 

:H2O 

50:50 

60% or-

gaaninen 

(MeOH) 

: 40% pus-

kuri 

20 mM 

ammonium-

asetaatti 

pH 4,0 

0,5 50 3,93 4,80 

4 

MeOH 

:H2O 

50:50 

65% or-

gaaninen 

(MeOH) 

: 35% pus-

kuri 

10 mM 

ammonium-

asetaatti 

pH 4,0 

0,5 50 4,79 5,63 

        

        

5 

MeOH 

:H2O 

50:50 

65% or-

gaaninen 

(MeOH) 

: 35% pus-

kuri 

10 mM 

ammonium-

asetaatti 

pH 6,8 

0,5 50 12,59 16,53 
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6 
ACN :H2O 

50:50 

60% or-

gaaninen 

(50% 

MeOH: 

50% ACN) 

: 40% pus-

kuri 

20 mM 

ammonium-

asetaatti 

pH 5,0 

0,6 50 5,68 6,71 

7 
ACN :H2O 

50:50 

50% or-

gaaninen 

(50% 

MeOH: 

50% ACN) 

: 50% pus-

kuri 

20 mM 

ammonium-

asetaatti 

pH 5,0 

0,6 50 4,74 6,41 

8 
ACN :H2O 

50:50 

50% or-

gaaninen 

(30% 

MeOH: 

70% ACN) 

: 50% pus-

kuri 

10 mM 

ammonium-

asetaatti 

pH 5,0 

0,6 50 5,76 7,70 

9 
ACN :H2O 

50:50 

50% or-

gaaninen 

(30% 

MeOH: 

70% ACN) 

: 50% pus-

kuri 

15 mM 

ammonium-

asetaatti 

pH 5,5 

0,6 50 6,64 8,78 
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Kuva 4. Näytteen 1 kromatogrammi kolonnilla Luna CN, ajoliuos 60% MeOH : 
40% puskuri. 

 

Kuva 5. Näytteen 2 kromatogrammi kolonnilla Luna CN, ajoliuos 65% MeOH : 
35% puskuri. 

 

Kuva 6. Näytteen 3 kromatogrammi kolonnilla Luna CN, ajoliuos 65% MeOH : 

35% puskuri. 
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Kuva 7. Näytteen 4 kromatogrammi kolonnilla Luna CN, ajoliuos 60% MeOH : 

40% puskuri. 

 

Kuva 8. Näytteen 5 kromatogrammi kolonnilla Luna CN, ajoliuos 65% MeOH : 
35% puskuri. 

 

Kuva 9. Näytteen 6 kromatogrammi kolonnilla Luna CN, ajoliuos 60% 
MeOH/ACN (50:50) : 40% puskuri. 
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Kuva 10. Näytteen 7 kromatogrammi kolonnilla Luna CN, ajoliuos 50% 
MeOH/ACN (50:50) : 50% puskuri. 

 

Kuva 11. Näytteen 8 kromatogrammi kolonnilla Luna CN, ajoliuos 50% 
MeOH/ACN (30:70) : 50% puskuri 

 

Kuva 12. Näytteen 8 kromatogrammi kolonnilla Luna CN, ajoliuos 50% 

MeOH/ACN (30:70) : 50% puskuri. 
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Kuten taulukosta 5 voidaan havaita, ammoniumasetaattipuskurin pitoisuuden 

muutos vaikuttaa retentioaikoihin siten, että analyytti ja sisäinen standardi pidät-

täytyvät kauemmin pitoisuuden ollessa korkeampi. Menetelmän kehityksessä 

käytettiin kohtalaisen laimeita ammoniumasetaatti pitoisuuksia. Käytettävän pi-

toisuuden valitsin retentioaikojen perusteella, sillä analyysin tulisi olla kohtalai-

sen nopea johtuen pitkistä näyteketjuista. Puskuriliuoksen pH arvon muuttuessa 

emäksisemmäksi retentioajat kasvoivat. Puskuriliuoksen pitoisuus, pH sekä or-

gaanisen liuottimen osuus ajoliuoksessa valittiin yhdistelemällä saatuja tuloksia 

etsien hyvä balanssi retentioaikojen, piikin mallien ja vasteen välillä. Näihin vai-

kuttivat myös testatut kolonniuunin lämpötilat sekä virtausnopeus. Lämpötilan 

nosto paransi piikin mallia kapeammaksi. Virtausnopeus jätettiin valitulle tasolle 

perustuen ajoaikaan ja haluun säästää kolonnia. Liian suuri virtausnopeus joh-

taisi suureen ajoliuoksen kulutukseen, laitteiston likaantumiseen sekä kolonnin 

nopeampaan kulumiseen. 

Menetelmälle jouduttiin kehittämään myös injektorin pesuohjelma, jolla saatiin 

menetelmän kehityksen loppuvaiheilla esiintynyt carry over -ilmiö kuriin. Injekto-

rinpesuohjelmassa neula pestiin laimennetulla muurahaishapolla (4,5%), Milli 

Q-vedellä sekä 50:50 ACN:Milli Q-vesi liuoittimella. Kuvassa 13 on kromato-

grammi esiintyneestä carry over -ilmiöstä ajettessa nollaplasma, johon oli lisätty 

sisäinen standardi. Varsinaisessa menetelmässä analyysissa ajetaan ensim-

mäiset 5 minuuttia jätteisiin johtuen nollaplasman epäpuhtauksista, jotka rasit-

taisivat ja likaisivat laitteistoa pitkissä sarjoissa. Näitä epäpuhtauksia voi nähdä 

piikkien muodossa kuvassa 13. 
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Kuva 13. Carry over. 

 

Taulukossa 6 on menetelmän kehityksen pohjalta valitut nestekromatografiset 

parametrit. 

Taulukko 6. Menetelmään valitut nestekromatografin parametrit 

Ajoliuos 
ACN:MeOH (30:70) : 15mM ammoniumase-

taattipuskuri pH 5,6 

Ajoaika (min) 10 

Virtausnopeus (ml/min) 0,7 

Kolonniuunin lämpötila (ºC) 45 

Injektiotilavuus (µl) 5 

 

Kuvassa 14 on kromatografi näytteenajosta, jossa on käytetty taulukon 6 neste-

kromatografin parametreja. 
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Kuva 14. Kromatogrammi menetelmään valituilla nestekromatografisilla para-

metreilla 

3.4 Massaspektrometrilaitteiston optimointi 

Laitteiston optimoinnissa käytettiin hyväksi FIA-sarjaa, jolla voitiin testata ideaa-

liset olosuhteet. Olosuhteiden valinnassa huomioitiin analyytin vasteen intensi-

teettiä. Parametrit valittiin kuvien 15 ja 16 kromatogrammien tulosten perusteel-

la. Tätä ennen kuitenkin valittiin ionisaation positiivinen puoli perustuen analyy-

tin ominaisuuksiin. Tämän jälkeen määritettiin laitteen asetuksiin analyytin ja 

sisäisen standardin äiti-ionit [M+H]
+, jotka ovat esitetty kuvassa 22. 

Taulukossa 7 on esitetty valitut massaspektrometrin parametrit 

Taulukko 7. Optimoidut massaspektrometrin parametrit. 

Parametri Valittu arvo 

Nebulaatiopaine 40 

Fragmentontijännite 85 

 

 



26 
 
 

TURUN AMK:N OPINNÄYTETYÖ | Krister Virtanen 

 

Kuva 15. Kromatogrammi massaspektrometrin nebulaatiopaineen optimoinnista 
analyytille. 

 

Kuva 16. Kromatogrammi massaspektrometrin fragmentaatiojännitteen 
optimoinnista analyytille. 

3.5 Näytteenkäsittelyn kehitys 

Näytteenkäsittelyn kehitys suoritettiin visuaalisesti arviomalla saostuneen sakan 

määrä näytteessä. Saostusreagensseina kokeiltiin huoneenlämpöistä etikka-

happoa, trifluorietikkahappoa ja asetonitriiliä sekä samat saostusreagenssit jää-

kaappikylmänä. Tavoitteena oli pitää ideaalinen näytteen koostumus suhteessa 

ajoliuoksen koostumukseen. Jäähdytetyn asetonitriilin todettiin toimivan parhai-

ten saostajana. 
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4 MENETELMÄN VALIDOINTI 

Menetelmän validointi on suoritettu Vitabalans Oy:n SOP-toimintaohjeen mu-

kaisesti. Validoitavat parametrit olivat menetelmän spesifisyys, selektiivisyys, 

tarkkuus, toistettavuuus, lineaarisuus sekä analyytin säilyvyys.  

Analyytin standardisuoran kantaliuokset sekä sisäisen standardin kantaliuos 

valmistettiin mittapulloihin ja säilytettiin jääkaapissa (+6 ⁰C).   

Nollamatriisina käytettiin kaupallista nollaplasmaa, jota oli säilytetty -20 ⁰C. 

Valmistetut kalibrointistandardit ja muut plasmaan liuoitetut näytteet säilytettiin 

myös -20 ⁰C. Nämä sulatettiin ennen analysointia huoneenlämmössä. Näyttei-

den ja nollaplasmojen varastointiin käytettiin sentrifugoitavia polyetyleeniputkia 

joiden tilavuus oli 1,5 ml.  

4.1.1. Standardisuoran näytteiden valmistus 

Standardisuoran varastoitavat kantaliuokset Kk1, Kk2 ja Kk3 valmistettiin liuoit-

tamalla 26 mg tarkasti punnittua analyyttiä 80 ml:aan Milli Q-vettä 100 ml:n mit-

tapullossa. Liuosta sekoitettiin tasosekoittimella 10 min ajan, jonka jälkeen mit-

tapullo täytettiin merkkiin Milli Q-vedellä. Kantaliuoksen pitoisuus vastasi noin 

200 µg / ml pitoisuutta. 

Jatkolaimennukset taulukon 8 mukaisesti Milli Q-veteen, joista edelleen jatko-

laimennokset taulukon 9 mukaisesti Milli Q-veteen. 
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Taulukko 8. Standardisuoran jatkolaimennokset. 

Liuos 
Pitoisuus 

ng / ml 

Kantaliuos 

Kk1 (ml) 

Kantaliuos 

Kk2 (ml) 

Kantaliuos 

Kk3 (ml) 

Mittapullon 

tilavuus 

(ml) 

K1 80000 4,0 - - 10,0 

K2 50000 - 2,5 - 10,0 

K3 50000 - - 2,5 10,0 

K11 4000 1,0 - - 50,0 

K22 4000 - 1,0 - 50,0 

K33 4000 - - 1,0 50,0 

 

Taulukko 9. Standardisuoran jatkolaimennokset. 

Liuos 
Pitoisuus 

ng / ml 

Kantaliuos K11 

(ml) 

Kantaliuos K22 

(ml) 

Mittapullon 

tilavuus (ml) 

K111 400 1,0 - 10,0 

K222 800 - 2,0 10,0 

 
 

Standardisuoran kalibrointi liuokset valmistettiin taulukon 10 mukaisesti plas-

maan. Kantaliuos pipetoitiin nollaplasman päälle 25 ml dekantterilaseissa ja 

sekoitettiin  magneettisekoittajalla. 
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Taulukko 10. Standardisuoran kailbrointi liuosten valmistus. 

Liuos 
Pitoisuus 
ng / ml 

Kantaliuos 
K1 (µl) 

Kantaliuos 
K2 (µl) 

Kantaliuos 
K3 (µl) 

Kantaliuos 
K11 (µl) 

Kantaliuos 
K111 (µl) 

Kantaliuos 
K222 (µl) 

Plasma 
(ml) 

STD 
1 

10 - - - - 650 - 25,0 

STD 
2 

20 - - - - - 625 25,0 

STD 
3 

100 - - - 625 - - 25,0 

STD 
4 

500 - 200 - - - - 20,0 

STD 
5 

1000 - - 200 - - - 20,0 

STD 
6 

1500 470 - - - - - 25,0 

STD 
7 

2000 - 800 - - - - 20,0 

STD 
8 

2600 - - 650 - - - 20,0 

   

Plasmaan laimennetut standardiliuokset varastoidaan siten, että kutakin stan-

dardia (STD1 - STD8) pipetoidaan 0,3 ml per polyetyleeniputki. Kutakin stan-

dardia tulee tällöin n. 65 – 83 polyetyleeniputkellista. Polyetyleeniputket varas-

toidaan -20 ⁰C ja käsitellään analysointipäivänä kuten kappaleessa 4.1.3. 

Kuvissa 17 ja 18 on esitetty esimerkki kromatogrammit kalibrointistandardeista 

STD1 5 ng/ml pitoisuudella sekä STD8 2600 ng/ml pitoisuudella. 
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Kuva 17. Kalibrointisuoran standardin STD1 kromatogrammi 

Kuva 18. Kalibrointisuoran standardin STD8 kromatogrammi 

4.1.1 Sisäisen standardin valmistus 

Liuoitetaan 20 mg tarkasti punnittua sisäistä standardia 50 ml:aan Milli Q-vettä 

100 ml:n mittapullossa. Sekoitetaan 3 min ja täytetään merkkiin asetonitriilillä, 

kantaliuoksen pitoisuus on noin 200000 ng/ml. Jatkolaimennos suoritetaan pi-

petoimalla 500 µl valmistettua sisäisen standardin kantaliuosta 50 ml:n mittapul-
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loon, joka täytetään merkkiin aikaisemmin valmistetulla 50:50 Milli Q vesi-

asetonitriili-liuoksella. Tällöin varastoitavan sisäisen standardin käyttöliuoksen 

pitoisuus on n. 2000 ng/ml. Liuos varastoidaan jääkaapissa ja valmistetaan tar-

peen mukaan uudelleen kantaliuoksesta. 

4.1.2 Kontrollinäytteiden raja-arvot 

Valmistetaan kontrollinäytteet standardisuoran kalibrointiliuoksien kantaliuoksis-

ta taulukon 11 mukaisesti. 

Taulukko 11. Kontrollinäytteiden valmistus. 

Liuos Pitoisuus ng / ml Kantaliuos K3 (µl) Kantaliuos K33 (µl) 
Plasma 

(ml) 

Contr 1 30 - 200 25,0 

Contr 2 1000 500 - 25,0 

Contr 3 2000 1000 - 25,0 

 

Plasmaan laimennetut kontrolliliuokset varastoidaan siten, että kutakin kontrollia 

(Contr 1 – Contr 3) pipetoidaan 0,3 ml per polyetyleeniputki. Kutakin kontrolli-

näytettä tulee tällöin noin 83 polyetyleeniputkellista. Polyetyleeniputket varas-

toidaan -20 ⁰C ja käsitellään analysointi päivänä kuten kappaleessa 4.1.3.  

4.1.3 Näytteen valmistus analysointia varten 

Sulatetaan plasmanäytteet, jonka jälkeen polyetyleeniputket sekoitetaan Vorte-

xin avulla hidasta kierrosnopeutta käyttäen. Tämän jälkeen ne sentrifugoidaan 2 

min / 4000 rpm huoneenlämpötilassa. 

Pipetoidaan 200 µl plasmaa uuteen puhtaaseen polyetyleeniputkeen, jonka jäl-

keen lisätään 100 µl sisäistä standardia. Päälle pipetoidaan 300 µl kylmää ase-

tonitriiliä, jonka jälkeen seos sekoitetaan Vortexin avulla noin 20 sekunnin ajan. 

Seokseen muodostuu valkoinen pilvimäinen sakka, joka sentrifugoidaan pohjal-

le käyttäen termostoitua sentrifuugia. Sentrifuugin parametreinä käytettiin +8 ⁰C 

/12 min/ 14 000 rpm. 
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Sentrifugoinnin jälkeen pipetoidaan n. 200 µl supernatanttia näyteastiaan, johon 

on aetettu lasinen 300 µl:n insertti. 

Valmistettua näyteliuosta injektoidaan 5 µl nestekromatografille. 

4.1.4 Laitteiston toimintakyvyn varmistus 

Liuoksella varmistetaan laitteiston toimintakyvyn säilyminen ja näyte ajetaan 

ennen varsinaisia analyysiajoja edellyttäen, että nestekromatografisen systee-

min olosuhteet ovat tasapainottuneet ensin. Peräkkäisten injektointien tulosten 

suhteellinen keskihajonta ei saa olla yli 4,0 % viidellä injektoinnilla eikä yli 2,5 % 

neljällä injektoinnilla. Analyytin ja sisäisen standardien piikkien resoluutio ei saa 

olla alle 2,0. 

Liuos valmistetaan kalibrointistandardiluoksen kantaliuoksesta K2 pipetoimalla 

sitä 1,0 ml mittapulloon, jonka tilavuus on 25,0 ml. Mittapullo täytetään merkkiin 

Milli Q-vesi-asetonitriili-liuoksella, jonka komponenttien suhde on 50:50. Tästä 

saatua liuosta pipetoidaan 2,5 ml mittapulloon, jonka tilavuus on 50,0 ml. Sa-

maan mittapulloon pipetoidaan 8,3 ml sisäisenstandardin käyttöliuosta ja mitta-

pullo täytetään merkkiin Milli Q-vesi-asetonitriili-liuoksella, jonka suhde on 

50:50. Valmistetun liuoksen pitoisuus on n. 332 ng/ml sisäistä ja n. 100 ng/ml 

analyyttiä. Liuoksen loppuessa se valmistetaan uudelleen edellä mainitulla ta-

valla. Liuos varastoidaan jääkaapissa (+6 ⁰C). Kuvassa 19 on esitetty valmiste-

tun liuoksen esimerkki kromatogrammi. 



33 
 
 

TURUN AMK:N OPINNÄYTETYÖ | Krister Virtanen 

 

Kuva 19. Laitteiston toimintakyvyn tarkistus -liuoksen kromatogrammi 

4.2 Pitoisuuden laskeminen 

Näytteen analyytin pitoisuus lasketaan kalibrointisuoran avulla vertaamalla sitä 

standardin tunnettuun pitoisuuteen käyttäen sisäisen standardin menetelmää. 

Mikäli kalibrointisuoran standardien pitoisuuksissa on selviä virheitä, voidaan 

maksimissaan kaksi kalibrointipistettä poistaa suoralta, jonka jälkeen suora las-

ketaan uudelleen. 

4.2.1 Kontrollien raja-arvot 

Kalibroinnin oikeellisuutta arvioitiin valmistetuin kontrollein. Kontrollit analysoi-

daan standardisuoran jälkeen ennen näytteitä pitoisuusjärjestyksessä lai-

meammasta pitoisuudesta väkevämpään. Näytteiden jälkeen kontrollit analy-

soidaan uudelleen samalla tavalla.  Tulokset eivät ole luotettavia mikäli alle nel-

jä kuudesta analysoidusta kontrollinäytteestä ei ole raja-arvojen sisällä. Hylätyt 

kontrollinäytteet eivät kuitenkaan saa olla samalta pitoisuustasolta. Raja-arvot 

kontrolleille on esitetty taulukossa 12. 
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Taulukko 12. Kontrollien raja-arvot. 

Kontrolli Pitoisuus ng / ml 
Sallittu poikkeama lasketusta 

pitoisuudesta 

Contr 1 30 ± 20% 

Contr 2 1000 ± 15% 

Contr 3 2000 ± 10% 

 

4.3 Validointitulokset 

4.3.1 Menetelmän spesifisyys ja selektiivisyys 

Spesifisyyden ja selektiivisyyden osoittamiseksi tutkittiin seuraavat näytteet: 

ajoliuos, nollaplasma, kofeiini, parasetamoli, ibuprofeeni, celiprolol, diklofenaak-

ki, glibenclamidi, melamiini ja ketoprofeeni. Lääkeaine näytteet valmistettiin Vi-

tabalans Oy:n referenssinäytteistä punnitsemalla tarkasti ja laimentamalla ne n. 

200 µg/ml pitoisiksi kantaliuoksiksi Milli Q-vesi-asetonitriili-liuokseen (50:50). 

Väkevistä kantaliuoksista valmistettiin jatkolaimennos kustakin pipetoimalla 500 

µl kantaliuosta 10 ml:n mittapulloon, joka täytettiin merkkiin Milli Q-vesi-

asetonitriili-liuoksella (50:50). Lääkeaineista valmistettiin lääkeainekohtaiset 

plasmanäytteet pipetoimalla 50 µl jatkolaimennosta kustakin lääkeaineesta po-

lyetyleeniputkiin, joissa oli pipetoituna 200 µl nollaplasmaa. Päälle pipetoitiin 50 

µl Milli Q-vesi-asetoni-liuosta (50:50) sekä 300 µl kylmää (+6 ⁰C) asetonitriiliä. 

Loppu näytteenkäsittely ja analysointi suoritettiin kuten kappaleessa 4.1.3. 
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Taulukko 13. Analyytin kromatografisen systeemin tehokkuus. 

 Liikkuva faasi Nolla plasma Analyytti Sisäinenstandardi 

Void volume, t0 1,99 1,99   

Retentioaika t 
(min) 

  6,18 7,73 

Suhteellinen re-
tentioaika, tr 

  0,80 1,00 

Kapasiteetti ker-
roin k' 

k’ = t – t0 / t0 
  4,11 5,39 

Teoreettiset 
pohjat, N 

  6593 7660 

Häntimiskerroin   1,21 1,03 

Resoluutio    4,7 

 

Saadut kromatografiset tulokset eivät näyttäneet häiritseviä piikkejä analyytin 

eikä sisäisen standardin retentioajalla käytettäessä MS-detektoriin valittuja sig-

naaleja. Kuvassa 19 on esitetty tyypillinen ESI-MS-kromatogrammi, jossa esiin-

tyy sekä analyytin että sisäisen standardin [M+H]
+ 

-ionien antama vaste. En-

simmäiset 4,5 minuuttia on ohjattu jätteisiin, eikä kromatogrammia kerätty tältä 

ajalta. Menettelemällä näin säästettiin MS-laitteistoa plasman epäpuhtauksilta. 

 

Kuva 20. Nollaplasman kromatogrammi. 
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Kuva 21. Liuottimen kromatogrammi.  

Nollaplasman kromatogrammi on esitetty kuvassa 20 ja laitteiston toimintakyvyn 

testaus liuoksen kromatogrammi on esitetty kuvassa 19. Näytteiden laimenta-

miseen ja liuoittamiseen käytetyn liuottimen (Milli Q-vesi-asetonitriili-liuos 50:50) 

kromatogrammi on esitetty kuvassa 21. 

Tutkittavien yhdisteiden monoisotooppiset massat on piirretty kuvaan 22. 

 

Kuva 22. Tutkittujen yhdisteiden [M+H]+ -ionit. 
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Kuvassa 23 on esitetty parasetamolin, celiprololin, kofeiinin, ketoprofeenin, ibu-

profeenin, melamiinin, diklofenaakin ja glibenclamidin kromatogrammit 

 

Kuva 23. Lääkeaineiden kromatogrammit. 

Yhteenvetona saatujen tulosten perusteella voidaan todeta, että menetelmä on 

spesifinen ja selektiivinen. 

min 5 6 7 8 9 10 11

25000

 MSD1 TIC, MS File (V-012610\2610V090.D)    API-ES, Pos, SIM, Frag: 85 (TT), Paracetamol

min 5 6 7 8 9 10 11

25000

 MSD1 TIC, MS File (V-012610\2610V091.D)    API-ES, Pos, SIM, Frag: 85 (TT), Celiprolol 

min 5 6 7 8 9 10 11

25000

 MSD1 TIC, MS File (V-012610\2610V092.D)    API-ES, Pos, SIM, Frag: 85 (TT), Caffeine

min 5 6 7 8 9 10 11

25000

 MSD1 TIC, MS File (V-012610\2610V093.D)    API-ES, Pos, SIM, Frag: 85 (TT), Ketoprofen

min 5 6 7 8 9 10 11

25000

 MSD1 TIC, MS File (V-012610\2610V094.D)    API-ES, Pos, SIM, Frag: 85 (TT), Ibuprofen

min 5 6 7 8 9 10 11

25000

 MSD1 TIC, MS File (V-012610\2610V095.D)    API-ES, Pos, SIM, Frag: 85 (TT), Melamine

min 5 6 7 8 9 10 11

25000

 MSD1 TIC, MS File (V-012610\2610V096.D)    API-ES, Pos, SIM, Frag: 85 (TT), Diclofenac 

min 5 6 7 8 9 10 11

25000

 MSD1 TIC, MS File (V-012610\2610V097.D)    API-ES, Pos, SIM, Frag: 85 (TT), Glibenclamide



38 
 
 

TURUN AMK:N OPINNÄYTETYÖ | Krister Virtanen 

 

4.3.2 Kromatografisen menetelmän toistettavuus sekä menetelmän määritys-

raja ja määritysalaraja 

Analyytin pitoisuuden määritysalaraja (LLOQ) on 30 ng/ml plasmassa. Tällöin 

määritysrajan (LOQ) tulisi enintään 30 ng/ml pitoisuus. Kuvassa 24 on esitetty 

analyytin (pitoisuus on 10 ng/ml) kromatogrammi. 

 

Kuva 24. 10 ng/ml kromatogrammi. 

 

Ennen kromatografisen systeemin toistettavuus ajoja sekä systeemin toiminta-

kyvyn varmistus ajoja varmistettiin toimivuus injektoimalla laitteiston toiminnan-

kyvyn testausliuosta viidesti peräkkäin.  

Toistettavuus arvioitiin ajamalla 10 ng/ml pitoisuuden plasmanäytteitä, jotka oli 

käsitelty kuten kappaleessa 4.1.3. Tulokset on esitetty taulukossa 14 ja 15. 

Vuorokauden jälkeen toistettavuus testi suoritettiin uudelleen. Samalla vertailtiin 

piikin pinta-alan ja korkeuden välisten tulosten antamia eroja. Tulokset taulu-

kossa 16. 
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Näytteiden (10 ng/ml pitoisuus) signaali-kohina-suhde (S/N) on esitetty taulu-

kossa 17. 

 

Taulukko 14. Toistettavuus, näytteen pitoisuus 10 ng/ml, piikin pinta-ala. En-
simmäinen päivä. 

Näyte 

Analyytti 

(ng/ml) 

10ng/ml Analyytti 

Inj. 

Pinta-ala Pinta-alan suhde 

Analyytti 
Sisäinen 

standardi 

Analyytti/sisäinen 

standardi 

1 10,28727 1 37808,9 2819320 0,013411 

2 10,37725 2 37487,6 2769750 0,013535 

3 9,82719 3 35808,5 2802590 0,012777 

4 13,53580 4 49874,9 2788800 0,017884 

5 11,11884 5 39912,0 2741960 0,014556 

6 11,01121 6 38989,4 2706140 0,014408 

Mean, ng/ml 11,02626 Mean 39980,22 2771427 0,014428 

SD 1,319976 SD 5044,246 41713,79 0,001818 

RSD-% 11,97 RSD-% 12,6 1,5 12,6 

Saanto-% 106,1  
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Taulukko 15. Toistettavuus, näytteen pitoisuus 10 ng/ml, piikin korkeus. Toinen 

päivä. 

Näyte 

Analyytti 

(ng/ml) 

10ng/ml Analyytti 

Inj. 

Korkeus Korkeuksien suhde 

Analyytti 
Sisäinen 

standardi 

Analyytti/sisäinen 

standardi 

1 10,36298 1 3092,13574 203898 0,015165 

2 10,42563 2 3072,92163 201319 0,015264 

3 9,99860 3 2974,50684 203869 0,014590 

4 13,61084 4 4040,50439 199171 0,020287 

5 11,33393 5 3298,16699 197536 0,016697 

6 11,09710 6 3177,77563 194681 0,016323 

Mean, ng/ml 11,13908 Mean 3276,0019 200079 0,016388 

SD 1,3087 SD 390,01317 3658,31 0,002063 

RSD-% 11,8 RSD-% 11,9 1,828433 12,6 

Saanto-% 107,2  
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Taulukko 16. Toistettavuus, näytteen pitoisuus 10 ng/ml. Pinta-ala ja korkeus. 
Toinen päivä. 

Näyte 

Tulos laskettu piikin korkeutta 
käyttäen 

Tulos laskettu piikin pinta-alaa 
käyttäen 

Analyytin pitoisuus 

(ng/ml) 

Analyytin pitoisuus 

(ng/ml) 

 
1 12,4678 12,31934 

2 12,0009 11,88249 

3 12,0001 11,72159 

4 11,4446 11,26334 

5 11,4574 11,52424 

6 11,0734 11,04744 

Mean, ng/ml 11,7407 11,9259 

SD 0,5053 0,5670 

RSD-% 4,3 4,8 

Saanto-% 112,9 114,8 
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Taulukko 17. S/N (10 ng/ml näytteet). 

Näyte Analyytin S/N 

1 66,1 

2 61,2 

3 242,0 

4 100,6 

5 111,9 

6 96,6 

Mean, ng/ml 113,1 

SD 66,253684 

RSD-% 58,6 

 

Vaatimuksena laitteiston toimintakyvyn varmistamiselle oli, että pitoisuuksien 

suhteellinen keskihajonta viidelle peräkkäiselle injektoinnille olisi oltava ≤ 3,5% 

tai neljälle peräkkäiselle ≤ 2,5%. Nämä vaatimukset täytettiin. Vaatimuksena 

toistettavuudelle oli edellä mainitun lisäksi: 

- Määritysrajalla kuuden peräkkäisen injisoinnin pitoisuuden suhteellinen 

keskihajonta olisi oltava ≤ 20%. 

- Ero todelliseen pitoisuuteen määritysrajalla olisi oltava maksimissaan ± 

20%. 

- Signaali-kohina suhde (S/N) olisi oltava vähintään 5-10. 

4.3.3 Menetelmän tarkkuus ja luotettavuus 

Menetelmän tarkkuus ja luotettavuus testattiin suorittamalla analyysit kolmes-

ta eri analyytin pitoisuuden omaavasta plasmanäytteestä kolmena eri päivänä. 

Näytteistä ajettiin myös rinnakkaiset. Jokaisena päivänä valmistettin uudet 

standardisuoran näytteet sekä kontrollit. Analyysin tulokset saantoina on esi-
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tetty taulukossa 18, 19 ja 20. Menetelmän tarkkuus alueella 30 ng/ml – 2000 

ng/ml on esitetty taulukossa 21.  

Taulukko 18. Menetelmän tarkkuus ja luotettavuus, analyytin pitoisuus 30 ng/ml. 

Päivä 

30 ng/ml pitoisuus, tulokset saanto-% 

Näyte 1 

(%) 

Näyte 2 

(%) 

Mean SD RSD-% 

1 97,740 98,365 98,1 0,44 0,45 

2 91,936 100,385 96,2 5,97 6,21 

3 103,031 102,990 103,0 0,03 0,03 

Mean, % 99,970 100,850 99,1  

SD 5,46 2,32 3,51 

RSD-% 5,46 2,31 3,54 

 

Taulukko 19. Menetelmän tarkkuus ja luotettavuus, analyytin pitoisuus 1000 

ng/ml. 

Päivä 

1000 ng/ml pitoisuus, tulokset saanto-% 

Näyte 1 

(%) 

Näyte 2 

(%) 

Mean SD RSD-% 

1 101,4515 98,9221 100,2 1,79 1,79 

2 93,9243 100,8202 97,4 4,88 5,01 

3 104,5350 103,3791 104,0 0,82 0,79 

Mean, % 99,97 101,04 101,2  

SD 5,46 2,24 3,31 

RSD-% 5,46 2,21 3,29 
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Taulukko 20. Menetelmän tarkkuus ja luotettavuus, analyytin pitoisuus 2000 

ng/ml. 

Päivä 

2000 ng/ml pitoisuus, tulokset saanto-% 

Näyte 1 

(%) 

Näyte 2 

(%) 

Mean SD RSD-% 

1 99,7357 101,4577 100,6 1,22 1,21 

2 103,7879 105,8178 104,8 1,44 1,37 

3 97,7761 98,8889 98,3 0,79 0,80 

Mean, % 100,4332 102,0548 101,2  

SD 3,07 3,50 3,30 

RSD-% 3,05 3,43 3,26 

 

Taulukko 21. Tarkkuus alueella 30 ng/ml – 2000 ng/ml. 

Päivä 

Analyytti, saanto-% 

30 ng/ml 1000 ng/ml 2000 ng/ml Mean SD RSD-% 

1 98,1 100,2 100,6 99,6 1,343 1,35 

2 96,2 97,4 104,8 99,5 4,657 4,68 

3 103,0 104,0 98,3 101,8 3,043 2,99 

Mean, % 99,1 101,2 101,2 100,3  

SD 3,50861 3,31260 3,29596 1,2825 

RSD-% 3,54 3,29 3,26 1,2788 

 

Tulosten yhteenvetona ja verrattaessa taulukon 22 vaatimuksiin voidaan sa-

noa, että pitoisuus alueella 30 ng/ml - 2000 ng/ml menetelmä on tarkka ja luo-

tettava. 
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Taulukko 22. Tulosten tarkkuus- ja luotettavuusvaatimukset. 

Tarkkuus matalissa pitoisuuksissa (30 

ng/ml) 
≤ 20 RSD-%, 

Tarkkuus keskivahvoissa pitoisuuksisa 

(1000 ng/ml) 
≤ 15 RSD-% 

Tarkkuus väkevissä pitoisuuksissa 

(2000 ng/ml) 
≤ 10 RSD-% 

Luotettavuuden keskiarvo 80% -  120% teoreettisestä 

 

Analysoidaan myös lineaarisen alueen ylittävän pitoisuus puolittamalla näyte. 

Näyte valmistettiin erikseen liuoittamalla 130 µl analyytin kantaliuosta (200 

µg/ml) 2,37 ml:aan plasmaa. Tällöin seoksen konsentraatioksi saatiin 4000 

ng/ml. Kyseistä näytettä analysoidaan vain 100 µl (laimennettuna 100 µl:lla nol-

laplasmaa), joka on puolet normaalista standardinlisäyksellä valmistetun plas-

man määrästä. Näytteistä valmistetaan kolme rinnakkaisnäytettä. Muutoin näyte 

käsitellään kuten kappaleessa 4.1.3.  Tulokset on esitetty taulukossa 22. 
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Taulukko 23. Lineaarisen alueen ylittävän näytteen pitoisuus.  

Näyte 
Analyytin pitoisuus (ng/ml) 

Analyytin saanto 
(%) 

Teoreettinen Analysoitu 

Control 4 –1 4156,99510 4286,98670 103,1 

Control 4 –2 4156,99510 4446,77396 106,9 

Control 4 –3 4156,99510 4103,37914 98,7 

Control 4 –4 4156,99510 4283,05248 1030 

Control 4 –5 4156,99510 4402,22304 105,9 

Control 4 –6 4156,99510 4447,40706 106,9 

Saanto-% keskiarvo 

104,1 

RSD = 3,07% 

 

Analysoidut näytteen pitoisuudet (saanto-%) pysyvät taulukon 23 mukaisesti 

hyvin määritellyissä raja-arvoissa (100% ± 10). 

4.3.4 Menetelmän lineaarisuus 

Menetelmän lineaarisuutta oletetulla pitoisuusalueella tutkittiin valmistetuilla 

plasmanäytteillä. Analysoiduista näytteistä muodostettiin regressiosuora  

Chemstation ohjelmistoa käyttäen. Lineaarisuus tutkittiin analyytin pitoisuus 

alueella 10 ng/ml – 2600 ng/ml menetelmällä, jossa ensin ajettiin kalbrointisuora 

ja kontrollit, sitten kalibrointisuoran näytteet analysoitiin näytteinä ja saatuja tu-

loksia verrattiin toisiinsa. Tulokset on esitetty taulukoissa 23 ja 24. Lineaarisuu-

den kuvaajat on esitetty kuvissa 25 ja 26. Suoran kaartuvuuden vuoksi käytettiin 

kalibrointiasetuksissa quadratic -painotusta. 
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Taulukko 24. Menetelmän lineaarisuus piikin korkeuden mukaan laskettuna 

Analyytin teoreet-

tinen pitoisuus 

ng/ml 

Analyytin 

piikin korkeus 

Sisäisen 

standardin 

korkeus 

Analyytin/ 

sisäisen 

standardin 

suhde 

Takaisin 

lasketun 

analyytin 

pitoisuus 

Ero teoreetti-

seen prosent-

teina 

10,39249 5180,95947 210003 0,024670883 10,31416 -0,8 

19,98555 8846,08398 204547 0,043247195 21,34819 +6,8 

99,92777 33528,3 203795 0,164519738 98,25371 -1,7 

499,63883 154776 201375 0,768595903 485,71028 -2,8 

1003,12103 297787 200289 1,486786593 988,83216 -1,4 

1502,91300 451373 199049 2,267647665 1533,84429 +2,1 

1998,55531 566576 197178 2,873424013 2018,46117 +1,0 

2598,12191 719278 207571 3,465214312 2561,04094 -1,4 

Korrelaatiokerroin, r 0,9989 

Ero teoreettiseen pitoisuuteen, keskiarvo (%) 0,2 

 

 

Kuva 25. Lineaarisuuden kuvaaja piikkien korkeuksien suhteen mukaan lasket-
tuna. 
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Taulukko 25. Menetelmän lineaarisuus piikin pinta-alan mukaan laskettuna 

Analyytin 

teoreettinen 

pitoisuus 

ng/ml 

Analyytin piikin 

pinta-ala 

Sisäisen 

standardin 

pinta-ala 

Analyytin/ 

sisäisen 

standardin 

suhde 

Takaisin 

lasketun 

analyytin 

pitoisuus 

Ero teoreetti-

seen prosent-

teina 

10,39249 72657,9 3194870 0,0227421 10,36263 -0,3 

19,98555 118151 3106740 0,0380305 21,29004 +6,5 

99,92777 448696 3115370 0,1440266 97,33218 -2,6 

499,63883 2091850 3096950 0,6754549 486,31665 -2,7 

1003,12103 4047510 3047510 1,3281367 983,36140 -2,0 

1502,91300 6071010 3017400 2,0120004 1530,39462 +1,8 

1998,55531 7756200 3004100 2,5818714 2010,20653 +0,6 

2598,12191 10021700 3112980 3,2193268 2577,56307 -0,8 

Korrelaatiokerroin, r 0,9990 

Ero teoreettiseen pitoisuuteen, keskiarvo (%) 0,1 

 

 

Kuva 26. Lineaarisuuden kuvaaja piikkien pinta-alan suhteen mukaan. 

 



49 
 
 

TURUN AMK:N OPINNÄYTETYÖ | Krister Virtanen 

Menetelmä täytti validoinnin kriteerit, jotka olivat: 

- korrelaatiokerron r > 0,99. 

- takaisinlaskettujen pitoisuuksen tulisi olla ±15% teoreettisesta. 

4.3.5 Analyytin säilyvyys 

4.3.5.1 Analyytin säilyvyyden testaus sulamissyklin aikana 

Säilyvyyttä tutkittiin valmistetuiden kontrollinäytteiden avulla. Kutakin pitoisuutta 

(Contr 1 – 3) sulatettiin ja uudelleen pakastettiin taulukoiden 25, 26 ja 27 mu-

kaisesti. Sulatussyklissä tutkituilla konsentraatiolla analysoitiin myös rinnakkais-

näytteet. Kontrollien sulatusaika oli n. 5 – 7 tuntia per sykli ja jäädytysaika oli n. 

17 – 19 tuntia per sykli. Sulatus tapahtui huoneenlämpötilassa (+22 ⁰C), jäädy-

tys pakkasessa (-20 ⁰C). Vaatimuksena validoinnin onnistumiselle on samat 

kriteerit kuin kappaleessa 4.3.2 tarkkuudelle. 

 
Taulukko 26. Analyytin sulatussyklit, analyytin pitoisuus 30 ng/ml. Saanto %. 

Sykli 

Analyytti, 30 ng/mlm, saanto %. 

Näyte 1 Näyte 2 Mean SD RSD-% 

1 103 102,6 102,8 0,2754 0,27 

2 96,2 95,9 96,1 0,1978 0,21 

3 108,9 103,2 106 4,0532 3,82 

 

Mean, % 101,6 

 

 

SD 5,0521 

RSD-% 4,97 
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Taulukko 27. Analyytin sulatussyklit, analyytin pitoisuus 1000 ng/ml. Saanto %. 

Cycle 

Analyytti, 1000 ng/mlm, saanto %. 

Sample 
1 

Sample 
2 

Mean SD RSD-% 

1 103,5 104 103,7 0,3509 0,34 

2 100,8 98,1 99,5 1,9309 1,94 

3 99,6 101,1 100,3 1,0227 1,02 

 

Mean, % 101,2 

 

 

SD 2,2301 

RSD-% 2,2 

 

Taulukko 28. Analyytin sulatussyklit, analyytin pitoisuus 2000 ng/ml. Saanto %. 

Sykli 

Analyytti, 2000 ng/mlm, saanto %. 

Sample 
1 

Sample 
2 

Mean 
SD 

RSD-% 

1 97 100,1 98,6 2,2158 2,25 

2 100,7 97,5 99,1 2,2669 2,29 

3 98,3 102,3 100,3 2,8007 2,79 

 

Mean, % 99,3 

 

 

SD 0,8737 

RSD-% 0,88 

 
  

4.3.5.2 Analyytin säilyvyys näytteissä 

Säilyvyyden testaus näytteissä suoritettiin vertaamalla määritysrajan (10 ng/ml) 

ja kontrollinäytteiden tuloksia eri aikaväleillä. Näytteet säilytettiin ruskeissa 

HPLC -näytepulloissa, huoneen lämpötilassa (+ 20 - +30 °C).  Myöskin kontrol-

lien jääkaappi säilyvyys (+6°C) tutkittiin. Testiä varten valmistettiin ylimääräiset 

kontrollinäytteet laimentamalla analyytin kantaliuoksia plasmaan taulukon 29 

mukaisesti. Näytteet laimennettiin koeputkissa, jonka jälkeen ne siirrettiin poly-

etyleeniputkiin (300 µl per putki). Näytteiden jatkokäsittely kappaleen 4.1.3. mu-
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kaisesti. Vaatimuksena validoinnin onnistumiselle on samat kriteerit kuin kappa-

leessa 4.3.2 tarkkuudelle. 

 

Taulukko 29. Ylimääräisten kontrollien valmistus. 

Näyte Pitoisuus 
Kantaliuos K1 

(ml) 
Kantaliuos K2 

(ml) 
Kantaliuos 
K22 (ml) 

Plasma (ml) 

Contr – 11 31,976885 - - 0,20 4,80 

Contr – 22 999,27766 - 0,10 - 4,90 

Contr – 33 2078,4957 0,13 - - 4,87 

 

Tulokset on esitetty taulukoissa 29, 30, 31, 32, 33, 34 ja 35. Vaatimuksena vali-

doinnin onnistumiselle on samat kriteerit kuin kappaleessa 4.3.2 tarkkuudelle. 

 

Taulukko 30. Analyytin säilyvyys huoneenlämpötilassa. 

Näyte 

Analyytin säilyvyys, 10 ng/ml, saanto % 

Pitoisuus 
(ng/ml) 

Saanto 24h jälkeen 
(%) 

Saanto 48h 
jälkeen (%) 

ST1 –1 10,28727 121,2 119,1 

ST1 –2 10,37725 115,6 118,2 

ST1 –3 9,82719 122,1 121,7 

ST1 –4 13,5358 84,6 86,8 

ST1 –5 11,11884 105,7 107,3 

ST1 –6 11,01121 100,6 106,8 

Mean, % 108,3 110 

SD  14,4322697 12,98278 

RSD, % 13,3 11,8 
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Taulukko 31. Analyytin säilyvyys huoneenlämpötilassa. 

Näyte 

Analyytin säilyvyys, C-11, saanto % 

Pitoisuus 
(ng/ml) 

Saanto 24h jälkeen (%) 
Saanto 48h 
jälkeen (%) 

C-11 –2 29,98177 106,6 100 

C-11 –3 30,3341 112,3 105,4 

C-11 –4 29,93901 108,9 96,5 

C-11 –5 31,21939 102,8 94,2 

C-11 –6 30,28698 107,9 98,3 

C-11 –7 30,91886 109 102,2 

Mean, % 107,9 99,4 

SD  3,14274434 4,045244 

RSD, % 2,9 4,1 

 
 
 

Taulukko 32. Analyytin säilyvyys huoneenlämpötilassa. 

Näyte 

Analyytin säilyvyys, C-22, saanto % 

Pitoisuus 
(ng/ml) 

Saanto 24h jälkeen (%) 
Saanto 48h 
jälkeen (%) 

C-22 –2 964,58792 105,6 95,8 

C-22 –3 982,68139 105,2 96,7 

C-22 –4 992,9583 104,3 96,7 

C-22 –5 983,69998 104,6 97,4 

C-22 –6 951,06009 108,8 100,9 

C-22 –7 1002,4395 105,7 97,6 

Mean, % 105,7 97,5 

SD  1,60535113 1,79079 

RSD, % 1,5 1,8 
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Taulukko 33. Analyytin säilyvyys huoneenlämpötilassa. 

Näyte 

Analyytin säilyvyys, C-33, saanto % 

Pitoisuus 
(ng/ml) 

Saanto 24h jälkeen 
(%) 

Saanto 48h 
jälkeen (%) 

C-33–2 2041,29997 102,8 97,8 

C-33 –3 1999,82648 102,9 96,4 

C-33 –4 2058,91681 98,5 97 

C-33 –5 2120,10171 98,1 95,6 

C-33 –6 2099,44575 98,8 95,3 

C-33 –7 2020,32736 106,5 102,2 

Mean, % 101,3 97,4 

SD  3,3268559 2,533086 

RSD, % 3,3 2,6 

 
 
 

Taulukko 34. Analyytin säilyvyys huoneenlämpötilassa. 

Näyte 

Analyytin säilyvyys, Contr - 1, saanto % 

Pitoisuus 
(ng/ml) 

 
Saanto 24h 
jälkeen (%) 

Saanto 48h 
jälkeen (%) 

  

C-1 –1 29,18583 96 109,4 

C-1 –2 31,75745 91,7 104,4 

Mean, % 93,9 106,9 

SD  3,005976 3,554638 

RSD, % 3,2 3,3 
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Taulukko 35. Analyytin säilyvyys huoneenlämpötilassa. 

Näyte 

Analyytin säilyvyys, Contr - 2, saanto % 

Pitoisuus 
(ng/ml) 

 
Saanto 24h 
jälkeen (%) 

Saanto 48h 
jälkeen (%) 

  

C-2 –1 922,0078 94,1 102,7 

C-2 –2 983,8646 91,5 101,4 

Mean, % 92,8 102,1 

SD  1,802633 0,969771 

RSD, % 1,9 0,9 

 
 

Taulukko 36. Analyytin säilyvyys huoneenlämpötilassa. 

Näyte 

Analyytin säilyvyys, Contr - 3, saanto % 

Pitoisuus 
(ng/ml) 

 
Saanto 24h 
jälkeen (%) 

Saanto 48h 
jälkeen (%) 

  

C-3 –1 2049,093 96,5 106,1 

C-3 –2 2092,584 91,5 102,7 

Mean, % 94 104,4 

SD  3,527615 2,355445 

RSD, % 3,8 2,3 

 
 
 
 

Taulukoissa 36, 37 ja 38 on esitetty näytteiden säilyminen jääkaapissa (+6°C). 

Näytteet säilytettiin samoissa HPLC –näytepulloissa, joihin ne oli pipetoitu näyt-

teenkäsittelyn jälkeen. Vaatimuksena validoinnin onnistumiselle on samat kri-

teerit kuin kappaleessa 4.3.2 tarkkuudelle. 
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Taulukko 37. Analyytin jääkaappisäilyvyys 

Näyte 

Analyytin säilyvyys, Contr - 1, saanto % 

Pitoisuus 
(ng/ml) 

 
 

Saanto 24h jälkeen 
(%) 

Saanto 72h 
jälkeen (%) 

 

C-1 –1 29,18583 105,4 100 

C-1 –2 31,75745 101,2 102,9 

Mean, % 103,3 101,5 

SD 3,023603 2,0581 

RSD, % 2,9 2 

 
 

Taulukko 38. Analyytin jääkaappisäilyvyys. 

Näyte 

Analyytin säilyvyys, Contr - 2, saanto % 

Pitoisuus (ng/ml) 

 
 

Saanto 24h 
jälkeen (%) 

Saanto 72h 
jälkeen (%) 

 

C-2 –1 922,00779 108,1 101,8 

C-2 –2 983,86462 105,2 101,6 

Mean, % 106,7 101,7 

SD 2,061208 0,1348 

RSD, % 1,9 0,1 
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Taulukko 39. Analyytin jääkaappisäilyvyys. 

Näyte 

Analyytin säilyvyys, Contr - 3, saanto % 

Pitoisuus (ng/ml) 

 
 

Saanto 24h 
jälkeen (%) 

Saanto 72h 
jälkeen (%) 

 

C-3 –1 2049,0934 103,9 102,5 

C-3 –2 2092,5841 101,7 106,1 

Mean, % 102,8 104,3 

SD 1,500966 2,528 

RSD, % 1,5 2,4 
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5 YHTEENVETO JA PÄÄTELMÄT 

Tämän opinnäytetyön tavoitteena oli kehittää kvantitatiivinen bioanalyyttinen 

LC-MS -menetelmä plasmasta eräälle sokeritautilääkkeelle. Matriisivaikutusta 

saatiin vähennettyä käyttämällä proteiinisaostusta näytteenkäsittelytekniikkana. 

Käytetyn LC-MS -laitteiston ajo-olosuhteet ja parametrit optimoitiin siten, että 

piikin vaste ja intensiteetti olisi korkea sekä piikin muoto olisi mahdollisimman 

kapea. Myös ajoaika pyrittiin pitämään mahdollisimman lyhyenä. Menetelmä 

validoitiin Vitabalans Oy:n SOP-toimintaohjeen mukaisesti.  

Kehitetty ja validoitu HPLC -menetelmä on luotettava ja tarkka sekä täyttää Vi-

tabalans Oy:n SOP-toimintaohjeen vaatimukset. Esiintynyt carry over -ilmiö 

saatiin kuriin yksinkertaisella happo-emäs-neulanpesulla. Näytteenkäsittely-

tekniikankin voidaan katsoa onnistuneen, sillä analyytin saanto oli erittäin hyvin 

vaadittujen raja-arvojen sisällä (± 10% teoreettisesta). Analyytin ja sisäisen 

standardin välinen resoluutio pysyi vaadittujen raja-arvojen sisällä analyysien 

ajan. Huomattavaa heikkenemistä kuitenkin tapahtui. Menetelmässä käytetyn 

Phenomenex Luna CN -kolonnin kestoksi laskettiinkin noin 1000 injisointia pe-

rustuen käytetyn menetelmän ajo-olosuhteisiin. 

Menetelmä on käytössä Vitabalans Oy:n laboratorioissa ja sillä on onnistuneesti 

tutkittu yli 1000 plasmanäytettä. 
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