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ABSTRACT
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Development And Validation of an HPLC Analysis Method of a Medicinal Product
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High performance liquid chromatography is a commonly used method in
pharmaceutical industry. It can be used to determine the concentration or the
degradation products of the active medicinal substance.

The purpose of this thesis was to develop a HPLC analysis method for
determining concentration of the active substance of medicinal product and
validating the new developed method. The aim was to change the quantification
of the concentration to be based on the area of the peaks instead of the height
and find the simplest possible solutions for the analysis. Finding new mobile
phase that does not contain an ion pair reagent was one of the main purposes.
The aim was also to validate the new developed method using the ICH’s guide
Validation of Analytical Procedures Q2(R2). The parameters to be validated were
robustness, linearity, accuracy, specificity, repeatability, and intermediate
precision.

The method for determining the concentration of the active substance was
successfully developed. The quantification was changed to be based on the peak
area instead of the height. A buffer made of potassium dihydrogen phosphate
was found to be a good mobile phase, which is economical, less burdensome on
the environment and quick to make. All the validated parameters met the
acceptance criteria.

The thesis contains confidential matters. The investigated medicinal product, the
active substance, the exact composition of the mobile phase and the parameters
of the developed method are not discussed in the public version.

Key words: hplc, method development, validation, medicinal product



SISALLYS

T JOHDANTO e e e e e e e e e e e e e e e 6
2 KORKEAN EROTUSKYVYN NESTEKROMATOGRAFIA ................... 7
2.1 Menetelman avainkasitteet ...........ccccooooviiii 9
2.2 HPLC-analytiikka ladketeollisuudessa ..............cccevvvvvviiniiinieennnns 11

3 VALIDOINTI et eeeaans 13
3.1 HAIMOGAIIUS ..o 13
3.2 LINEAAIISUUS ... .ceiiiiiii ettt e e e e e e e eana e 14
3.3 OIKEEIlISUUS.......ceeeiieeeeeee e e e 14
3.4 SPESITISYYS ... 15
3.5 TOIStEttaVUUS ..o 16
3.6 UUSITEAVUUS ...oeeeeec e 17

4 TYON SUORITUS ...t 18
4.1 Menetelmakehityksen SUOritusS ...........cccevviiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeee e, 19
4.2 Validoinnin SUOKITUS ........ccoiiiiiieeiiiiee e 21
4.2.1 Validoitava menetelma ...............ooiiiiiiiiii e 21

4.2.2 Hairidalttiuden validointi.............cccooooeiiiiiiiiii e, 22

4.2.3 Lineaarisuuden validointi............ccccooooiiiiiiiiiii 24

4.2.4 Oikeellisuuden validointi...............cccoeoeiiiiiiiii e, 24

4.2.5 Spesifisyyden validointi ...........cccccoooeeiiiiiiiiii i, 25

4.2.6 Toistettavuuden validointi...........cccccooooiiiiiiiiii, 27

4.2.7 Uusittavuuden validointi..............ccooeieeiiiiiiii i 27

5 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU .......cooiiiiieieeeeeee, 28
5.1 Menetelmakehityksen tulokset ... 28
5.2 Validoinnin tUloKSEet ..........coiiiiiiee 36
5.2.1 Hairidalttiuden tulokset ............cccooviiiiiiiiii 37

5.2.2 Lineaarisuuden tulokset..............ccoooiiiiiiiiicee e 42

5.2.3 Oikeellisuuden tulokset..............ouviiiiieeiiiiiiiiiiiieee e, 45

5.2.4 Spesifisyyden tulokSet .........cccccvvvviiiiiiiieiiiii e 46

5.2.5 Toistettavuuden tulokset..............coooviiiiiiiiiii e 48

5.2.6 Uusittavuuden tulokset ...........cccoooviiiiiiiiii e, 48

B POHDINT A oo e e e e 51
LAHTEET ..t 54
L T TEET oo e et e e e e e e e e e et e e e e e e 56

Lite 1. Vaikuttavan laakeaineen referenssin ja tunnettujen
epapuhtauksien kromatogrammi..........ccccoeeveiiiiiiiiiiii e 56



Liite 2. Laakevalmisteen ja tunnettujen epapuhtauksien kromatogrammi
57



1 JOHDANTO

Opinnaytetyé tehtiin Vitabalans Oy:n laboratoriossa syksyn 2023 aikana.
Vitabalans Oy on Hameenlinnassa sijaitseva suomalainen yksityisomistuksessa
oleva laaketehdas, jonka tuotevalikoimaan sisaltyy resepti- ja itsehoitolaakkeita,
ravintolisia seka eldinten tdydennysrehuja ja hoitotuotteita. (Vitabalans Oy —

suomalainen laaketehdas n.d.)

Opinnaytetyon tavoitteena oli kehittdad ladkevalmisteen pitoisuusmenetelmaa
HPLC-laitteelle luotettavammaksi ja nopeammaksi sekd validoida kehitetty
menetelma. Tarkoituksena oli muuttaa pitoisuusmenetelma perustumaan
piikkien pinta-alaan korkeuden sijasta, jolloin tulokset ovat luotettavampia (Ahuja
& Dong 2005, 22). Menetelmakehityksessa tarkasteltin  myds
analyysimenetelmassa kaytettavia reagensseja ja liuoksia, jotta kaytossa olisi
mahdollisimman yksinkertaiset liuokset ja nain ollen analyysin suorittaminen
nopeutuisi laadunvalvontalaboratoriossa. Myos analyysin
ymparistonkuormittavuus vahenisi. Vanhan menetelman ajoliuoksessa kaytettiin
ioniparireagenssia, joka haluttiin poistaa. Validoinnin tarkoituksena oli varmistaa
menetelman soveltuvuus kayttotarkoitukseensa. Validoinnissa maaritettiin
menetelman hairidalttius, lineaarisuus, oikeellisuus, spesifisyys, toistettavuus

seka uusittavuus.

Korkean erotuskyvyn nestekromatografiaa kaytetaan yleisesti ladketeollisuuden
tuotekehityksessa ja laadunvalvonnassa. Silla voidaan analysoida laakkeiden
puhtautta seka laakkeiden koostumusta. Laadunvalvonnassa menetelmaa
hyodynnetaan liukenemistutkimuksissa seka stabiilisuuden ja hajoamistuotteiden
maarityksissa. (Ahuja & Dong 2005, 2; Kazakevich & LoBrutto 2007, 3; Nikolin,
Imamovic, Medanhodzic-Vuk & Sober 2004.)

Opinnaytetyd sisaltdd luottamuksellisia asioita, jotka on poistettu julkisesta
versiosta. Opinnaytetydssa ei kerrota lIadkevalmisteen vaikuttavaa laakeainetta,
kehitetyn menetelman tarkkaa ajoliuoksen koostumusta, eikd menetelman

parametreja.



2 KORKEAN EROTUSKYVYN NESTEKROMATOGRAFIA

Korkean erotuskyvyn nestekromatografia eli HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) on herkkd ja tarkka analyysimenetelma yhdisteiden
erottamiseen, tunnistamiseen ja kvantitointiin. Menetelma perustuu analyyttien
molekyylirakenteeseen ja koostumukseen seka niiden vuorovaikutuksiin
likkuvan ja pysyvan faasin valilla. (Ahuja & Dong 2005, 20-21; High Performance
Liquid Chromatography... 2022.)

Korkean erotuskyvyn nestekromatografia on paranneltu versio
pylvaskromatografiasta. Pumppu pakottaa liikkuvan faasin kolonnin I3pi
korkeassa paineessa, mika tekee tekniikasta nopeamman verrattuna tavalliseen
pylvaskromatografiaan. Pumpun tuottama paine mahdollistaa my6s paremman
komponenttien erottuvuuden, silla pysyvan faasin materiaalina voidaan kayttaa
pienempia partikkeleja. Pienempien partikkeleiden kayttd lisaa pysyvan faasin
pinta-alaa, jonka vuoksi vuorovaikutuksia muodostuu enemman liikkuvan faasin

mukana virtaavien komponenttien kanssa. (Koester 2016.)

Normaalifaasi-HPLC:ssa kolonni on taytetty yleensa piidioksidia sisaltavalla
silikalla ja liikkuvana faasina kaytetdan poolitonta liuotinta, kuten heksaania,
kloroformia tai dietyylieetteria. Kolonnin lapi ajettavassa seoksessa polaariset
molekyylit kulkevat hitaammin, koska polaarisilla yhdisteilla on suurempi
vuorovaikutus polaarisen piidioksidin kanssa. Menetelmaa voidaan kayttaa
vesiherkille yhdisteille, cis-trans-isomeereille, geometrisille isomeereille ja
kiraalisille yhdisteille. (High Performance Liquid Chromatography... 2022;
Koester 2016.)

Kaanteisfaasi-HPLC on yleisimmin kaytetty HPLC:n muoto, koska sitd voidaan
kayttaa polaarisille, poolittomille ja ionisoituville yhdisteille. Kolonnissa
piidioksidia sisaltavan silikan pintaan on kiinnitetty 8—18 atomin hiilivetyketjuja,
jolloin pysyva faasi on pooliton. Liikkkuvana faasina kaytetaan polaarista liuotinta,
kuten metanolin sisaltdmaa seosta. Poolittomat yhdisteet liikkuvat kolonnin lapi

hitaammin, koska ne muodostavat enemman vuorovaikutuksia poolittoman
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pysyvan faasin kanssa. (High Performance Liquid Chromatography... 2022;
Koester 2016.)

HPLC-laitteisto koostuu liuotinsailidista, pumpusta, injektorista, kolonnista,
detektorista seka tiedonhankinta- ja ohjausjarjestelmasta (Kazakevich & LoBrutto

2007, 9-10). HPLC-laitteisto on esitetty kuviossa 1.

Nayte

v

Eluentti| —" |Pumppu| —> |Injektori| —= [:::::::::] = Petektori] " |Tietokone

Kolonni

Jate

KUVIO 1. HPLC-laitteisto (High Performance Liquid Chromatography... 2022.)

HPLC-laitteiston pumppu mahdollistaa liikkuvan faasin virtauksen liuotinsailiésta
laitteistoon. Pumpun avulla voidaan vaihdella liikkuvan faasin koostumusta ajon
aikana valitsemalla eri liuoksia liuotinsailidista. Naytteen injektoinnissa kaytetaan
yleensa automatisoitua naytteenottoa, joka annostelee halutun maaran naytetta
analyysiin. Nayte injektoidaan liikkuvan faasin virtaukseen mukaan, joka kuljettaa
naytteen kolonniin. Kolonnissa liikkuva faasi ja nayte kohtaavat pysyvan faasin,
jolloin naytteen komponentit erottuvat. Detektori havaitsee analyytin ja
muodostaa  signaalin, jonka tiedot saadaan tiedonhankinta- ja
ohjausjarjestelmasta. Tiedonhankinta- ja ohjausjarjestelmalla voidaan ohjata
kaikkia HPLC-analyysin parametreja. (Kazakevich & LoBrutto 2007, 9-10.)

Detektorin valinta HPLC-analyysiin on tarkeaa, silla sen tulee havaita analyytti
alhaisissa  pitoisuuksissa, tuottaa Ilineaarinen vaste seka ehkaista
kromatogrammin piikkien levenemista. Yleisimmin HPLC-analyyseissa kaytossa
on UV-Vis-detektori, joka kattaa aallonpituusalueen 190-600 nm. UV-Vis-
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detektorissa on kaytdéssa deuterium- xenon- tai volframilamppu seka
monokromaattori, jolla voidaan valita mittausaallonpituus. UV-Vis-detekori mittaa
transmittanssia ja muuttaa sen Beerin lain avulla absorbanssiksi A. Beerin laki on

esitetty kaavassa 1
A= logITO = ¢lc, (1)

jossa I, on valon intensiteetti, I on transmittoituneen valon intensiteetti, ¢ on
absorptiokerroin, [ on valon kulkema matka ja ¢ on analyytin pitoisuus. (Harris
2007, 571-572; Swartz 2010, 1133.) UV-detektori on hyva valinta kvantitatiivisiin
maarityksiin, koska se tuottaa hyvan lineaarisuuden ja analyytin pitoisuus
voidaan maarittad nopeasti standardeja vasten (Nikolin, Imamovic,
Medanhodzic-Vuk & Sober 2004).

2.1 Menetelman avainkasitteet

Korkean erotuskyvyn nestekromatografiassa komponentit havaitaan niiden
muodostamina piikkeind kromatogrammissa (Kazakevich & LoBrutto 2007, 15).
Kvantitatiivisessa maarityksessa voidaan kayttda joko piikin pinta-alaa tai
korkeutta. Pinta-alaa kaytetaan yleisemmin sen tuottamien luotettavampien
tuloksien takia. (Ahuja & Dong 2005, 22.)

Retentioaika on mahdollisesti helpoin mitattava parametri
nestekromatografiassa. Se kuvaa aikaa, joka kuluu analyytin injektointihetkesta
kromatogrammiin muodostuvan piikin korkeimpaan kohtaan. Retentioaikaa
voidaan saadella esimerkiksi menetelman virtausnopeudella. Jos retentioaikaa
halutaan lyhentaa, virtausnopeutta kasvatetaan. (Kazakevich & LoBrutto 2007,
15.)

Selektiivisyys tarkoittaa menetelman kykya erottaa eri komponentteja.
Erottuminen on mahdollista vain, jos komponentit kulkeutuvat kolonnin lapi eri
nopeuksilla. Selektiivisyys on riippuvainen naytteen laadusta ja sen
vuorovaikutuksesta pysyvan faasin kanssa, pysyvan faasin materiaalista seka
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likkuvan faasin koostumuksesta. (Ahuja & Dong 2005, 26; Kazakevich &
LoBrutto 2007, 18-19.)

Resoluutio on kahden vierekkaisen piikin erotteluaste. Resoluutio R lasketaan

kaavalla 2

At
R=77 (2)
jossa Aty on retentioaikojen erotus ja w, on piikkien leveyden keskiarvo.
Resoluution tavoitearvo on monesti suurempi kuin kaksi, koska silloin
erottuminen on tapahtunut tarpeeksi hyvin pohjaviivan kautta, jotta analyyttien
kvantitoiminen on luotettavaa. Alle 1,5 resoluutio tarkoittaa, etteivat piikit ole
erottuneet toisistaan. (Ahuja & Dong 2005, 28-29.)

Vaikka analyyttien muodostamien piikkien haluttaisiin olevan symmetrisia, nain
ei aina kuitenkaan ole. Monesti piikkien eturintama on loiva tai piikit hantivat.

Piikin hantimistekija Tr voidaan laskea kaavalla 3

14
T = 0,05’
2f

(3)

jossa wy o5 on 5 % piikin korkeudesta ja 2f on piikin leveys. Yleensa tahdataan
hantimistekijan arvovaliin 0,9-1,4. Hantimistekijan arvon ollessa 1,0, piikki on
symmetrinen. Jos hantimistekijan arvo on alle 1,0, piikin eturintama on loiva, ja
arvon ollessa yli 1,0, piikki hantii. Piikin loivaa eturintamaa voi aiheuttaa liian suuri
naytemaara, kemiallinen reaktio tai komponentin isomerisoituminen. Hantimista
yleensa aiheuttaa analyytin muut vuorovaikutukset kiintean faasin kanssa, kuten
emaksisten analyyttien vuorovaikutukset silikageelin happamien silanoliryhmien
kanssa. (Ahuja & Dong 2005, 29-30.)

Liikkuvan faasin koostumuksella on suuri vaikutus analyyttien erottumiseen ja
retentioaikaan. Jos liikkuvassa faasissa kaytetdan orgaanista liuotinta, sen
prosenttiosuuden kasvattaminen lyhentaa retentioaikaa. Kaytettavan orgaanisen

liuottimen valinta vaikuttaa myo6s menetelman selektiivisyyteen. Analyytin
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emaksisten ja happamien funktionaalisten ryhmien parempaan erottumiseen
voidaan kayttdd puskureita muuttamaan liikkuvan faasin pH:ta. Puskurin
valinnassa tulee huomioida sen pKa-arvo, silla se toimii vain +1 pH-yksikkda sen
omasta pKa-arvosta. Liikkuvaa faasia voidaan myds happamoittaa yleisimmin
kaytetyilla fosfori-, metaani- ja etikkahapoilla. Hapan liikkuva faasi, pH-arvoiltaan
2,5-3, vahentaa happamien analyyttien ionisaatiota ja minimoi emaksisten

analyyttien vuorovaikutusta silikageelin kanssa. (Ahuja & Dong 2005, 25, 35-37.)

Liikkuvaan faasiin voidaan lisata ioniparireagenssia, joka  toimii
kaanteisfaasimenetelmassa pysyvassa faasissa ioniparireagenssin imeytyessa
kolonnin partikkeleihin. Tama mahdollistaa pysyvan faasin ioninvaihtokyvyn, joka
vahvistaa naytteen retentiota, jolla on vastakkainen sahkdinen varaus. (Q&A for

lon-Pairing Reagent 2021.)

2.2 HPLC-analytiikka laaketeollisuudessa

Korkean erotuskyvyn nestekromatografia on tarked menetelma uusien
laakkeiden loytamisessa seka laakkeiden kehityksessa ja valmistuksessa.
Menetelmaa voidaan kayttaa kvantitatiivisiin ja kvalitatiivisiin maarityksiin. Silla
voidaan  analysoida  laakkeiden  puhtautta, seurata  synteettisten
valmistusmenetelmien muutoksia, tarkkailla uutta kehitettavaa koostumusta seka
kayttdaa valmiin tuotteen laadunvalvonnassa, kuten laakevalmisteiden
liukenemistutkimuksissa seka stabiilisuuden  ja hajoamistuotteiden
maarityksissa. (Ahuja & Dong 2005, 2; Kazakevich & LoBrutto 2007, 3; Nikolin,
Imamovic, Medanhodzic-Vuk & Sober 2004.)

HPLC on syrjayttanyt kaasukromatografian lahes kokonaan farmaseuttisissa
analyyseissa ja se on korvannut monia spektroskooppisia menetelmia. Suurin etu
HPLC:ssa muihin menetelmiin verrattuna on liikkuvan faasin helppo
muokattavuus naytteen ominaisuuksien mukaan (Nikolin, Imamovic,
Medanhodzic-Vuk & Sober 2004). HPLC mahdollistaa haihtumattomien
yhdisteiden analysoinnin, mika ei ole mahdollista kaasukromatografialla (Why
The Pharmaceutical Industry Uses HPLC 2020). Haihtumattomien yhdisteiden
lisaksi silla voidaan analysoida aineita, joilla on suuri molekyylipaino tai jotka ovat
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termisesti epavakaita. Naiden ominaisuuksien vuoksi HPLC:lla voidaan
analysoida niin  puhtaita |d3dkeaineita kuin ladkevalmisteita niiden

annosmuodossa. (Bavage N, Bavage S, Dalal & Deshmukh 2021, 506.)

HPLC:ta kaytetaan epapuhtauksien maarityksessa, koska silla on erityinen kyky
erottaa komponentit toisistaan tehokkaasti ja tarkasti (Why The Pharmaceutical
Industry Uses HPLC 2020). Puhtauden varmistamisessa kaytettiin ennen
monikiteytysmenetelmaa, joka vaati suuria laakemaaria verrattuna HPLC-
menetelmaan. Taman vuoksi HPLC minimoi ladkevalmistajien tappioita. (Bavage
N, Bavage S, Dalal & Deshmukh 2021, 508.)
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3 VALIDOINTI

Validointi eli varmentaminen tulee tehda uusille kehitetyille menetelmille
tarvittavassa laajuudessa. Validoinnille asetetaan seuraavia vaatimuksia:
tulosten tulee tayttad mahdolliset lakien ja saannosten vaatimukset, olla
loogisesti oikeita seka kayttotarkoitukseensa sopivia. Vaatimukset menetelmalle
voivat tulla asiakkailta tai viranomaisilta tai ne voivat olla laboratorion itsensa
asettamia. Hyvaksymiskriteerit validoinnille maaraa kuitenkin validoinnin
suorittaja. (Hagg 2016, 6-7.)

Validoinnissa mitataan ja lasketaan arvoja validointiparametreille, joilla
arvioidaan menetelman soveltuvuutta. Validointiparametreja valittaessa tulee
miettia, mitkd ovat kriittisia tekijoita ja kuvaavat menetelman luotettavuutta.
Ennen validointia tulee tehda validointisuunnitelma, jossa tulee kertoa
menetelman kayttotarkoitus, suorituskykyominaisuudet seka validoitavat
parametrit seka niiden kriteerit. Validoinnin tuloksista kootaan yhteenveto
validointiraporttiin. Menetelman kayttdonotto voidaan aloittaa vasta, kun validointi
ja sen tulokset ovat hyvaksytty. Validointi patee vain testatulle naytematriisille,
laitteelle ja parametreille. Jos kayttda halutaan myohemmin laajentaa, tulee
tehda uudelleenvalidointi tietyiltd osin. (Hagg 2016, 6-7, 10; Validation of
Analytical Procedures Q2(R2) 2022, 4.)

3.1 Hairioalttius

Hairidalttius eli robustisuus tarkoittaa menetelman toimivuutta pienista
muutoksista huolimatta ja se mittaa menetelman kykya tayttdaa vaatimukset
normaalikdytéssd. Uuden menetelman kehitysvaiheessa tulee arvioida
menetelman toimintaympariston muutosalttiit tekijat, kuten pH ja lampdtila.
Hairidalttiuden validoinnissa muutetaan muutosalttiita tekijoita ja testataan
menetelman toimintaa eri olosuhteissa. Hairidalttiuden yhteydessa voidaan
testata liuosten sailyvyytta. Liuosten sailyvyytta testausprosessin aikana voidaan
maarittdd huoneenlammon vaikutuksella naytematriisiin. (Hagg 2016, 22, 35;
Validation of Analytical Procedures Q2(R1) 1995, 14.) Hairidalttiuden
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validoinnissa ollaan yleensa kiinnostuneita piikkien resoluutiosta, tehokkuudesta,
retentioajasta, hantimistekijasta, pinta-alasta, korkeudesta ja kvantitatiivisista
tuloksista (Krull & Swartz 2006).

3.2 Lineaarisuus

Lineaarisuus kuvaa, kuinka hyvin laitteelta saatu vaste korreloi tutkittavaa
pitoisuutta. Lineaarisuutta mitataan vahintaan viidella eri pitoisuudella, jotka
mitataan vahintdan kolmeen kertaan. (Hagg 2016, 23.) Lineaarisuus tulee
osoittaa koko menetelman kayttdalueella, jotta voidaan osoittaa menetelman
soveltuvan kayttoon (Validation of Analytical Procedures Q2(R2) 2022, 9).

Lineaarisuus voidaan arvioida standardiliuosten signaalien ja pitoisuuksien
funktiona. Tuloksia tulee arvioida sopivilla tilastollisilla menetelmilld, joita ovat
korrelaatiokerroin, y-leikkauspiste, regressiosuoran kaltevuus ja datapisteiden
poikkeavuus regressiosuorasta. (Validation of Analytical Procedures Q2(R2)
2022, 9.)

3.3 Oikeellisuus

Oikeellisuus tarkoittaa mitattujen tulosten yhtapitavyytta analyytin todellisen
pitoisuuden kanssa, joten maaritettavan analyytin todellinen pitoisuus tulee olla
tiedossa. Oikeellisuus tulisi suorittaa pitkalla aikavalilla, jotta saadaan tietoa
mahdollisista muuttujien vaikutuksista. (Hagg 2016, 27.) Oikeellisuus on
maaritettava koko menetelman kayttéalueella. Mittauksia olisi hyva suorittaa
kolmella pitoisuustasolla, joista kaikilla suoritetaan kolme toistoa. (Validation of
Analytical Procedures Q2(R2) 2022, 12-13.)

Oikeellisuutta maaritettdessa tulisi kayttda vertailumateriaalia tai osallistua
vertailumittauksiin (Hagg 2016, 27). Oikeellisuus voidaan myds maarittaa
vertailemalla validoitavan menetelman tuloksia hyvin  karakterisoidun
menetelman tuloksiin, jonka oikeellisuus on raportoitava. (Validation of Analytical
Procedures Q2(R2) 2022, 12-13.)
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Jos vertailumateriaalien kayttd ei ole mahdollista, oikeellisuus voidaan osoittaa
saantokokeilla (Hagg 2016, 27). Oikeellisuutta maaritettdessa voidaan kayttaa
naytteita, joissa on tutkittavan yhdisteen kaikki komponentit ja lisatty tunnettu
maara tutkittavaa analyyttia. Lisaksi on analysoitava nayte, josta loytyy yhdisteen
kaikki muut komponentit ilman tutkittavaa analyyttia. Oikeellisuus ilmoitetaan
naytteisiin lisatyn tunnetun analyytin maaran keksimaaraisena
saantoprosenttina. (Validation of Analytical Procedures Q2(R2) 2022, 12-13.)

3.4 Spesifisyys

Spesifisyys tarkoittaa, etta menetelma antaa vasteen vain tutkittavalle analyytille.
Menetelman spesifisyydella voidaan osoittaa, etteivat muut komponentit vaikuta
tutkittavan analyytin tunnistamiseen ja kvantitointiin. Hairitsevia komponentteja
voivat olla esimerkiksi tutkittavan analyytin epapuhtaudet ja hajoamistuotteet.
Tarkeinta on, etta spesifisyys on riittava menetelman kayttdtarkoituksessa, mutta
joskus spesifisyyden kriteerit on esitetty lainsaadannéssa. (Hagg 2016, 30-31;
Validation of Analytical Procedures Q2(R2) 2022, 7.)

Tunnistustesteilla varmistetaan, ettd menetelma pystyy tunnistamaan tutkittavan
analyytin sen molekyylirakenteen tai muun erityisominaisuuden perusteella. Tata
testataan mittaamalla naytteita, joissa osassa on tutkittavaa analyyttia ja osassa
ei. Lisaksi voidaan kayttaa yhdisteita, jotka ovat samankaltaisia tutkittavan
analyytin kanssa ja varmistaa, ettei menetelma anna vastetta niille. (Validation of
Analytical Procedures Q2(R2) 2022, 7-8.)

Analyytin erottuminen epapuhtauksista voidaan osoittaa lisaamalla naytteeseen
tunnettuja epapuhtauksia ja todistaa, ettei niiden lasnaolo vaikuta tuloksiin.
Naytetta ja tuloksia vertaillaan naytteeseen, jossa ei ole epapuhtauksia. Jos
kromatogrammiin tulee useita piikkeja, lasketaan kahden lahimpana eluoituvan
piikin erotteluaste eli resoluutio. (Validation of Analytical Procedures Q2(R2)
2022, 8.)
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Spesifisyyden yhteydessa voidaan koittaa tarkoituksenmukaisesti hajottaa
tutkittavaa analyyttia erilaisissa olosuhteissa. Tarkoituksenmukainen analyytin
hajottaminen voidaan suorittaa lammolla, kosteudella, valolla tai pH-arvojen
muuttamisella. Hajotuskokeissa analyyttida voidaan hajottaa happo- ja
emashydrolyyseilla seka hapettamalla. Hajotuskokeiden jalkeen lasketaan

massatasapaino, jonka laskukaava on esitetty kaavassa 4

massatasapaino=

pit-% (jalkeen)+ep pit-% 4)

)

pit-% (ennen)

jossa pit-% (jalkeen) on tutkittavan analyytin piikin pitoisuusprosentti
hajotuskokeiden jalkeen, ep pit-% on epapuhtauksien pitoisuusprosentti
hajotuskokeiden jalkeen ja pit-% (ennen) on tutkittavan analyytin

pitoisuusprosentti ennen hajotuskokeita. (Hotha ym. 2013, 78-81.)

Massatasapainon lisaksi piikin puhtautta arvioidaan purity angle ja purity treshold
-arvoilla. Kun purity angle -arvo on pienempi kuin purity treshold -arvo, piikki
luokitellaan puhtaaksi. (Hotha ym. 2013, 81.)

3.5 Toistettavuus

Toistettavuudella tarkoitetaan mitattujen tulosten valista yhtapitavyytta.
Toistettavuuden mittaukset tulisi tehda Iyhyella aikavalilla toistettavissa
olosuhteissa saman tekijan toimesta. Mittauksessa tulee olla myds sama nayte
ja laite. (Hagg 2016, 31.)

Toistettavuus voidaan validoida kahdella eri tavalla. Joko mitataan yhdeksan
naytetta kattaen koko menetelman kayttdalue: kolme pitoisuustasoa ja kolme
toistoa. Toinen mahdollisuus on tehda kuusi toistoa 100 % testikonsentraatiolla.
(Validation of Analytical Procedures Q2(R2) 2022, 13—-14.) Tuloksista lasketaan
keskiarvo, keskihajonta ja suhteellinen keskihajonta (Hagg 2016, 32).

Keskiarvo x lasketaan kaavalla 5
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Yis1 X

()

X =

jossa x; on yksittdinen mittaustulos ja n on mittaustulosten lukumaara.

Keskihajonta o lasketaan kaavalla 6

oo /11("—"‘)2 (6)
n

jossa x; on yksittainen mittaustulos, ¥ on mittaustulosten keskiarvo ja n on
mittaustulosten lukumaara (Makela, Soininen, Tuomola & Oistamd 2019, 85-86.)

Suhteellinen keskihajonta %RSD lasketaan kaavalla 7

%RSD =

xRl Q

-100, (7)

jossa g on keskihajonta ja x on keskiarvo (Torbeck 2010).

3.6 Uusittavuus

Uusittavuus tarkoittaa tulosten yhtapitavyytta, kun analyysi suoritetaan samalla
menetelmalla, mutta muutetaan oleellisia tekijoita, jotka voivat vaikuttaa tulosten
tasmallisyyteen. Uusittavuuden validoinnin suunnittelussa tulee arvioida
satunnaisten tapahtumien vaikutukset menetelman tarkkuuteen.
Uusittavuudessa voidaan muuttaa analyysin suorittamisen paivaa, tekijaa tai
laitetta. Uusittavuutta arvioidaan tulosten kokonaishajonnalla. (Hagg 2016, 32;
Validation of Analytical Procedures Q2(R2) 2022, 14.)
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4 TYON SUORITUS

Menetelmakehitys ja validointi tehtiin laakevalmisteelle, jossa vaikuttavaa
ladkeainetta on 200 mg tabletissa. Tyossa kaytettiin Agilentin 1100 Series -
mallista HPLC-laitteistoa, jossa oli kaytdéssa Watersin Empower-ohjelmisto.
Kaytetty HPLC-laitteisto on esitetty kuvassa 1. Laitteistossa oli kaytossa
diodirividetektori, jolla voidaan mitata kaytetyn valonlahteen koko
aallonpituusalueen spektria (Papadoyannis & Gika 2004, 1084—1085). Kolonnina
kaytettiin InertSustainin C-18 (150 mm x 4,6 mm) kolonnia, jonka partikkelikoko

oli 5 ym.

»

KUVA 1. Menetelmakehityksessa ja validoinnissa kaytetty HPLC-laitteisto

-
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4.1 Menetelmakehityksen suoritus

Menetelmakehityksen tavoitteena oli kehittdad vanha menetelma vastaamaan
yrityksen nykyisia tarpeita. Tarkoituksena oli muuttaa pitoisuusmenetelman
kvantitointi  perustumaan  pinta-alaan  korkeuden  sijasta. @ Vanhan
analyysimenetelman ajoliuokselle haluttiin I0ytaa yksinkertaisempi vaihtoehto,
joka valmistettaisiin vain muutamasta reagenssista. Tama nopeuttaisi analyysia
laadunvalvontalaboratoriossa, koska liuosten valmistamiseen  menisi
mahdollisimman vahan aikaa. Yksinkertaiset liuokset vahentavat myos
virhemarginaalia analyysissa. Vanhassa analyysimenetelmassa kaytettiin myos
ioniparireagenssia, joka haluttin poistaa uudesta menetelmasta, koska
ioniparireagenssin kayttd vaatii oman kolonnin analyysiin. Uuteen menetelmaan
standardien maaraa haluttin nostaa neljastda standardista Vviiteen, silla

laboratorion nykyinen tapa on kayttaa viitta standardia pitoisuusmenetelmissa.

Vanhassa menetelmassa kantaliuos, standardit seka naytteet tehtiin ja
laimennettiin  veteen, mika haluttin  sailyttdd uudessa menetelmassa
mahdollisuuksien mukaan. Liuosten valmistaminen veteen nopeuttaa analyysia,

on taloudellisempaa, eika kuormita ymparistda verrattuna muihin liuottimiin.

Menetelmakehitys perustui aikaisemmin tehtyihin tutkimuksiin, joita aiheesta oli
julkaistu. Monissa loydetyissa tutkimuksissa ja niiden menetelmissa ajoliuoksena
kaytettiin fosfaattipuskurin ja orgaanisen liuottimen, lahinna metanolin, seosta.
Ensimmaisena testattiin ajoliuosta, joka valmistettiin fosfaattipuskurista seka
metanolista suhteessa 70:30. Menetelmakehityksen alkutilanteen muut kaytetyt

ajoparametrit on poimittu l0ydetyista tutkimuksista ja ne on listattu taulukkoon 1.

TAULUKKO 1. Menetelmakehityksen ajoparametrit alkutilanteessa

Mittausaallonpituus 254 nm
Kolonnin lampétila 25°C
Virtausnopeus 1,0 ml/min
Injektointitilavuus 30 pl
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Ajoliuosta testattin  standardilla, jonka pitoisuus olisi sama kuin
analyysimenetelman laimennetulla  naytteelld. Kantaliuos valmistettiin
punnitsemalla tarkasti noin 100 mg vaikuttavan laakeaineen referenssia, joka
liuotettiin ja laimennettiin 100 ml:ksi vedelld. Kantaliuosta pipetoitin 4 ml ja

laimennettiin 100 ml:ksi vedella.

Fosfaattipuskuri valmistettiin liuottamalla kaliumdivetyfosfaattia litraan vetta,
jonka pH saadettiin 10 % ortofosforihapolla. Ajoliuosta valmistettiin litra, johon
mitattiin mittalasilla 700 ml fosfaattipuskuria ja 300 ml metanolia. Ajoliuosta
pidettiin ultradanihauteessa noin 20 minuuttia, jotta ajoliuoksesta poistuisi
analyysia hairitsevat ilmakuplat. Ajoliuos ja standardi suodatettin 0,45 um

ruiskusuodattimen lapi. Standardi injektoitiin pohjaviivan tasaantumisen jalkeen.

Standardin liuotinta koitettiin saada ajoliuoksen kanssa samanlaiseksi, joten
aikaisemmin veteen tehdysta kantaliuoksesta pipetoitin 4 ml ja laimennettiin

100 ml:ksi ajoliuoksessa kaytetylla fosfaattipuskurilla.

Vaikuttavan |aakeaineen  maksimiaallonpituutta tarkasteltin  Empower-
ohjelmiston spektrin avulla, josta nahtiin, ettd vaikuttava laakeaine absorboi
parhaiten aallonpituudella 292 nm. Mittausaallonpituus vaihdettiin ja naytteena

kaytettiin fosfaattipuskuriin laimennettua standardia.

Fosfaattipuskuria valmistettiin lisaa, joka laitettiin HPLC-laitteiston liuossailioon
erikseen. Toiseen liuossailioon laitettin 100 % metanolia. Metanolin
prosenttiosuutta  kasvatettin 40 prosenttin ja naytteenda kaytettiin
fosfaattipuskuriin laimennettua standardia. Piikin kayttaytymista testattiin
pienemmilla injektiotilavuuksilla. Injektiotilavuutta pienennettiin ensin 20 pl:aan ja

edelleen 10 pl:aan.

Hairitsevien piikkien kayttaytymista testattin viela valmistamalla standardi
mahdollisimman samanlaiseksi ajoliuoksen kanssa. Ajoliuoksena kaytettiin
fosfaattipuskurin ja metanolin seosta suhteessa 70:30. Kantaliuokseen punnittiin
tarkasti noin 25 mg vaikuttavan ladkeaineen referenssia, joka liuotettiin ja
laimennettiin 25 ml:ksi ajoliuoksella. Kantaliuosta pipetoitiin 4 ml ja laimennettiin
100 ml:ksi ajoliuoksella.
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HPLC-laitteiston toiseen liuossailioon vaihdettiin 100 % metanolin tilalle 100 %
asetonitriilia. Ajoliuoksena kaytettiin fosfaattipuskuria ja asetonitriilia suhteessa

70:30. Naytteena kaytettiin fosfaattipuskuriin laimennettua standardia.

Laitteeseen vaihdettiin pidempi C-18 kolonni (250 mm x 4,5 mm, partikkelikoko
5 um). Ajoliuoksena kaytettiin fosfaattipuskurin ja metanolin seosta suhteessa

70:30. Naytteena kaytettiin ajoliuokseen laimennettua standardia.

Laitteeseen vaihdettiin takaisin 15 cm pitkd kolonni ja kokeiltiin ajoliuoksena
pelkkaa fosfaattipuskuria. Naytteena kaytettiin veteen laimennettua standardia.
Lopuksi nostettiin virtausnopeutta. Analyysimenetelmalla saatiin hyvia tuloksia ja
menetelma todettiin toimivaksi vaikuttavan laékeaineen pitoisuuden kvantitointiin

laakevalmisteesta.

4.2 Validoinnin suoritus

Validoinnin pohjana kaytettiin ohjetta Validation of Analitycal Procedures Q2(R2),
jonka on laatinut I1adkealaa maailmanlaajuisesti harmonisoiva neuvosto ICH (The
International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use) (Harmonisation for Better Health n.d.).
Validoinnissa maaritettin menetelman hairidalttius, lineaarisuus, oikeellisuus,

spesifisyys, toistettavuus ja uusittavuus.

4.2.1 Validoitava menetelma

Ajoliuoksena kaytetty fosfaattipuskuri valmistettiin punnitsemalla
kaliumdivetyfosfaattia, joka liuotettiin litraan vettd ja pH saadettin 10 %
ortofosforihapolla. Ajoliuos suodatettin 0,45 um suodattimen 1api ja pidettiin
ultradanihauteessa noin 20 minuuttia. Ajoliuoksen tarkka koostumus pidetaan

yrityksen sisaisena tietona.

Kantaliuokseen punnittin tarkasti noin 25 mg vaikuttavan laakeaineen

referenssia, joka liuotettiin ja laimennettin 25 ml:ksi vedelld. Kantaliuoksia
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valmistettin kolme rinnakkaista. Taulukossa 2 on esitetty standardien
pitoisuudet, kantaliuosta pipetoitavat maarat seka kantaliuos, jota pipetoitiin.
Standardit laimennettiin veteen. Taulukossa 2 on myds esitetty mittapullojen
koot, joihin standardit laimennettiin. Standardit suodatettin 0,45 pm

ruiskusuodattimen 1api.

TAULUKKO 2. Standardien valmistus

Kantaliuosta
Standardi Pitoisuus Kantaliuos pipetoitava Mittapullo
(Mg/ml) maara (ml) (ml)
1 20 1 2 100
2 30 2 3 100
3 40 3 4 100
4 50 1 5 100
5 60 2 3 50

Naytteita valmistettiin kaksi rinnakkaista punnitsemalla 10 tablettia 500 ml
mittapulloihin. Tabletit liuotettiin veteen sekoittamalla naytteita tasoravistelijassa
20 minuuttia tai kunnes tabletit olivat liuenneet. Mittapullot taytettiin merkkiin
vedella. Nayteliuosta pipetoitiin 1 ml ja laimennettiin 100 ml:ksi vedella. Naytteet
suodatettiin 0,45 um ruiskusuodattimen lapi. HPLC-ajon parametrit pidetaan

yrityksen sisaisena tietona.

4.2.2 Hairioalttiuden validointi

Hairidalttiuden validoinnissa mitattin menetelman suorituskykya muuttamalla
ajoliuoksen  pH:ta, kolonnin lampdtilaa,  mittausaallonpituutta  seka
virtausnopeutta. Taulukossa 3 on esitetty muutokset eri parametreille.
Parametrien muutosten vaikutusta tutkittin vaikuttavan laakeaineen piikin
retentioaikaan, pinta-alaan ja hantimistekijaan. Validoinnissa tarkasteltin myos
parametrien muutosten vaikutusta vaikuttavan laakeaineen ja Iahimpana olevan

epapuhtauden piikin erotteluasteeseen.
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TAULUKKO 3. Hairidalttiuden muutettavat parametrit

Parametri Muutos
pH +0,2 yksikkoa
Kolonnin lampatila 12 °C
Mittausaallonpituus 2 nm
Virtausnopeus 10,2 ml/min

Naytteena kaytettiin vaikuttavan ladkeaineen referenssia, johon oli lisatty kahta
vaikuttavan laakeaineen tunnettua epapuhtautta. Vaikuttavan l|aakeaineen
referenssia punnittiin tarkasti noin 25 mg, joka liuotettiin ja laimennettiin 25 ml:ksi
vedella. Valmistettiin valilaimennos 50 ml mittapulloon, johon pipetoitiin 5 ml

kantaliuosta ja taytettiin merkkiin vedella.

Epapuhtauksia ei kvantitoitu vaan ne haluttin kromatogrammiin nakyviin
pienempind  piikkeind  verrattuna  vaikuttavan |ddkeaineen  piikkiin.
Epapuhtauksista valmistettiin kantaliuokset liuottamalla epapuhtauksia spaattelin
karjelliset 20 ml mittapulloihin vedella. Epapuhtauksien kantaliuokset ajettiin
HPLC-laitteella menetelman ajoparametreilla, jotta voitiin arvioida naytteeseen
pipetoitavat tilavuudet. Nayte valmistettiin 10 ml mittapulloon, johon pipetoitiin
4 ml vaikuttavan ladkeaineen referenssin  valilaimennosta, 2,5 ml
epapuhtauden 1 kantaliuosta ja 0,5 ml epapuhtauden 2 kantaliuosta. Naytteet

suodatettiin 0,45 um ruiskusuodattimen Iapi.

Hairidalttiuden validoinnissa testattin myos liuosten sailyvyytta. Naytteita ja
standardeja sailytettin huoneenldammadssa (+23°C) ja ne mitattiin tuoreita
taulukon 2 mukaan valmistettuja standardeja vasten 24, 48 ja 72 tunnin jalkeen
valmistuksesta. Sailyvyyden testaamisessa kaytettiin toistettavuuden yhteydessa
valmistettuja naytteita ja standardeja, joiden valmistus on esitetty alaluvussa
4.2.6.
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4.2.3 Lineaarisuuden validointi

Lineaarisuuden validoinnissa valmistettiin kolme kantaliuosta, joista jokaisesta
valmistettiin viisi standardia taulukon 2 mukaan. Standardit suodatettiin 0,45 ym
ruiskusuodattimen 13pi. Standardeista tehtiin yksi standardisuora. Excelin
regressioanalyysin avulla maaritettiin suoran korrelaatiokerroin, kulmakerroin, y-
akselin leikkauspiste, leikkauspisteen luottamusvali (95 %) sekda y-akselin
leikkauspisteen suhde 100 % pitoisuustason standardien pinta-alojen
keskiarvoon. Tuloksiin laskettiin myds standardien pinta-alojen suhde todellisiin

pitoisuuksiin ja suhteiden poikkeamat kulmakertoimesta prosentteina.

4.2.4 Oikeellisuuden validointi

Oikeellisuus maaritettin naytteilla, joihin punnittin vaikuttavan |aakeaineen
referenssia pitoisuustasoille 50 %, 100 % ja 150 %. Lisaksi naytteisiin punnittiin
plaseboa, eli ladkevalmisteen muuta massaa ilman vaikuttavaa ainetta.
Jokaiselle pitoisuustasolle valmistettin kolme rinnakkaista naytetta. Lisaksi
valmistettiin yksi nayte, jossa oli pelkkaa plaseboa. Taulukossa 4 on esitetty
vaikuttavan ladkeaineen referenssin seka plasebon punnitusmaarat jokaiselle

pitoisuustasolle.

TAULUKKO 4. Oikeellisuusnaytteet

Vaikuttavan
Konsentraatiotaso |ddkeaineen referenssi Plasebo (mg)
(mg)
0 % 0 154
50 % 100 154
100 % 200 154
150 % 300 154
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Vaikuttavan la@keaineen referenssi seka plasebo liuotettiin ja laimennettiin 50 ml
mittapulloihin vedella. Naytteet valmistettin pipetoimalla 1 ml liuosta ja
laimentamalla 100 ml:ksi vedella. Naytteet mitattiin standardeja vasten, joiden
valmistus on esitetty taulukossa 2. Naytteet ja standardit suodatettiin 0,45 pm

ruiskusuodattimen Iapi.

4.2.5 Spesifisyyden validointi

Spesifisyyden validoinnissa valmistettiin vaikuttavan ladkeaineen referenssista
seka laakevalmisteesta naytteet, joihin lisattin kahta laakeaineen tunnettua
epapuhtautta. Naytteiden valmistuksessa kaytettiin hairidalttiuden validoinnin

yhteydessa valmistettuja epapuhtauksien kantaliuoksia.

Vaikuttavan ladkeaineen referenssia punnittiin tarkasti noin 100 mg ja liuotettiin
ja laimennettiin 100 ml:ksi vedelld. Kantaliuoksesta valmistettiin valilaimennos
50 ml mittapulloon, johon pipetoitin 5 ml kantaliuosta ja taytettiin merkkiin
vedella. Nayte valmistettin 5 ml mittapulloon, johon pipetoitiin vaikuttavan
ladkeaineen valilaimennosta 2 ml, epapuhtauden 1 kantaliuosta 2,5 ml ja

epapuhtauden 2 kantaliuosta 0,5 ml.

Laakevalmisteesta valmistettiin liuos 500 ml mittapulloon liuottamalla 10 tablettia
veteen. Mittapullo taytettin merkkiin vedella. Liuosta pipetoitin 5 ml ja
laimennettiin 50 ml:ksi vedella. Nayte valmistettin 5 ml mittapulloon, johon
pipetoitiin 0,5 ml valilaimennosta, 2,5 ml epapuhtauden 1 kantaliuosta ja 0,5 ml
epapuhtauden 2 kantaliuosta. Mittapullo taytettiin merkkiin vedella. Naytteet

suodatettiin 0,45 ym ruiskusuodattimen lapi.

Naytteet analysoitin menetelman ajoparametreillda ja kromatogrammeja
tarkasteltiin silmamaaraisesti, ettei epapuhtauksien piikit hairitse vaikuttavan
ladkeaineen piikin kvantitontia. Jos epapuhtaudet olisivat lahella vaikuttavan

|laakeaineen piikkia, piikkien erotteluaste tulisi maarittaa.
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Vaikuttavaa laakeainetta koitettiin hajottaa UV-valossa, korkeassa lampotilassa
seka happamissa, emaksisissa ja hapettavissa olosuhteissa. Naytteina kaytettiin

ladkevalmistetta seka vaikuttavan laakeaineen referenssia.

Happamille, emaksisille ja hapettaville olosuhteille valmistettin omat naytteet
ladkevalmisteesta ja vaikuttavan aineen referenssista. Naytteet valmistettiin
100 ml mittapulloihin. Laakevalmisteen naytteet valmistettiin liuottamalla yksi
tabletti 50 ml:aan vettd. Liuosta pipetoitin naytteisin 1 ml. Vaikuttavan
ladkeaineen referenssia punnittiin tarkasti noin 100 mg, joka liuotettiin 100 ml:ksi
vedella. Kantaliuosta pipetoitiin naytteisiin 4 ml. Naytteisiin pipetoitiin alla olevan

taulukon 5 mukaisesti muita reagensseja tietyn olosuhteen aikaansaamiseksi.

TAULUKKO 5. Reagenssit happamiin, emaksisiin ja hapettaviin olosuhteisiin

Olosuhde Pipetoitava reagenssi | Pipetoitava tilavuus (ml)
Hapan 5 M suolahappo 2

Emaksinen 5 M natriumkloridi 2

Hapettava 30 % vetyperoksidi 2

Ennen varsinaista validointia suoritettiin esivalidointi, jossa naytetta koitetiin
hajottaa laimeammilla 1 M suolahapolla ja 1 M natriumkloridilla. Vaikuttava
laakeaine ei kuitenkaan hajonnut, joten validoinnissa kaytettiin vakevampia

reagensseja.

Naytteet laitettiin l@mpokaappiin noin 70 °C neljaksi tunniksi. Lammityksen

jalkeen mittapullot taytettiin merkkiin vedella.

Korkean lampdtilan vaikutusta testattiin laittamalla jauhettu tabletti seka
vaikuttavan laakeaineen referenssia upokkaissa lampdkaappiin noin 70 °C
neljaksi tunniksi. Taman jalkeen tabletin jauheseos liuotettiin ja laimennettiin
50 ml:ksi vedella. Liuosta pipetoitin 1 ml ja laimennettin 100 ml:ksi vedella.
Vaikuttavan ladkeaineen referenssia punnittiin tarkasti noin 25 mg, joka liuotettiin
ja laimennettiin 25 ml:ksi vedella. Liuosta pipetoitiin 2 ml ja laimennettiin 50 ml:ksi

vedella.
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UV-valon alle laitettiin jauhettu tabletti seka vaikuttavan laakeaineen referenssia
kahdeksi tunniksi. Jauhettu tabletti liuotettiin ja laimennettiin 50 ml:ksi vedella.
Liuosta pipetoitin 1 ml ja laimennettin 100 ml:ksi vedella. Vaikuttavan
ladkeaineen referenssia punnittiin tarkasti noin 100 mg, joka liuotettiin ja
laimennettiin 100 ml:ksi vedella. Liuosta pipetoitiin 4 ml ja laimennettiin 100 ml:ksi

vedella.

Standardi valmistettiin punnitsemalla tarkasti noin 25 mg vaikuttavan laakeaineen
referenssia, joka liuotettiin ja laimennettiin 25 ml:ksi vedella. Liuosta pipetoitiin
4 ml ja laimennettin 100 ml:ksi vedella. Kaikki naytteet seka standardi
suodatettiin 0,45 ym suodattimen lapi. Standardi injektoitiin kahteen kertaan,
joiden keskiarvoa kaytettiin naytteiden pitoisuusprosenttien maarittamisessa.
Naytteille laskettiin massatasapaino seka vaikuttavan laakeaineen piikin puhtaus

maaritettiin purity angle ja purity treshold -arvojen avulla.

4.2.6 Toistettavuuden validointi

Toistettavuuden validoinnissa valmistettiin standardit taulukon 2 mukaisesti.
Nayte valmistettiin punnitsemalla 10 tablettia 500 ml mittapulloon. Tabletit
liuotettiin veteen pitamalla naytetta tasoravistelijassa 20 minuuttia tai kunnes
tabletit olivat liuenneet. Mittapullo taytettiin merkkiin vedella. Nayteliuoksesta
pipetoitiin 1 ml ja laimennettiin 100 ml:ksi vedella. Nayte suodatettiin 0,45 ym
suodattimen 1api. Naytteitd valmistettiin kuusi rinnakkaista. Naytteet mitattiin
standardeja vasten ja tuloksista laskettiin keskiarvo, keskihajonta seka

suhteellinen keskihajonta.

4.2.7 Uusittavuuden validointi

Uusittavuuden validoinnissa kaytettiin toistettavuuden validoinnin tuloksia.
Toistettavuus suoritettiin uudestaan kahtena paivana, joista toisena suorittaja,
laite ja kolonni olivat samat ja toisena vaihdettiin analyysin suorittajaa, laitetta
seka kolonnia. Kaikista tuloksista laskettiin keskiarvo, keskihajonta seka

suhteellinen keskihajonta.
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5 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

5.1 Menetelmakehityksen tulokset

Veteen laimennetun standardin kromatogrammi on esitetty kuviossa 2.

KUVIO 2. Veteen laimennettu standardi

Kromatogrammista nahtiin, ettei vaikuttavan laakeaineen piikki ollut erottunut
tarpeeksi hyvin kromatogrammin alussa olevista muista piikeista. Hairitsevien
piikkien ajateltiin johtuvan siita, ettd nayteliuotin oli eri kuin ajoliuos, joten
hairitsevia piikkeja koitettiin poistaa laimentamalla standardi fosfaattipuskuriin
aikaisemmasta veteen valmistetusta kantaliuoksesta. Fosfaattipuskuriin

laimennetun standardin kromatogrammi on esitetty kuviossa 3.



29

0.060] i
1 ([
0,055
] [
0.050] |
0045 ‘ ‘
00401
0035] ‘ ‘
0.030] ‘ ‘
] ‘ |
0 Cllfx:
0.020] [
0015] ‘
0010]
0.005
il S L / SRS
B e —_——— / NJ —

0.005-|

KUVIO 3. Fosfaattipuskuriin laimennettu standardi

Vaikuttavan laakeaineen piikkia hairitsevat muut piikit eivat havinneet standardin
laimentamisella  fosfaattipuskuriin.  Mittausaallonpituutta  muutettiin  ja

kromatogrammi mittausaallonpituudella 292 nm on esitetty kuviossa 4.

0.00d - - W | T—

KUVIO 4. Mittausaallonpituus 292 nm
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Vaikuttavan l|aakeaineen piikkida hairitsevat piikit pienenivat, mutta eivat
havinneet. Kokeiltiin, kuinka metanolin prosenttiosuuden nostaminen vaikuttaa

hairitseviin piikkeihin. Kromatogrammi on esitetty kuviossa 5.

0.05

0.00] - = — —

KUVIO 5. Metanolin suhde ajoliuoksessa 40 prosenttia

Hairitsevat piikit havisivat vaikuttavan laakeaineen piikin edesta, mutta piikki hanti
paljon. Piikin muotoa koitettiin kaventaa ja hantimista mahdollisesti vahentaa
injektiotilavuuden pienentamisella. Kuviossa 6 on esitetty kromatogrammi, jossa

kaytettiin 10 ul injektiotilavuutta.
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KUVIO 6. Injektiotitilavuus 10 pl

Kuvion 6 kromatogrammissa piikki kaventui ja oli riittavan symmetrinen, mutta
hairitsevat piikit ilmestyivat takaisin vaikuttavan laékeaineen piikin eteen. Voitiin
olettaa, etta hairitsevat piikit jaivat vaikuttavan ladkeaineen piikin alle metanolin
suhteen nostamisen vaikutuksesta, koska suurempi metanolin pitoisuus lyhensi

vaikuttavan ladkeaineen piikin retentioaikaa (Ahuja & Dong 2005, 25).

Hairitsevien piikkien kayttaytymista haluttiin testata viela tekemalla kantaliuos ja
standardin laimennos taysin samanlaiseksi fosfaattipuskurin ja metanolin

seokseen suhteessa 70:30 kanssa. Kromatogrammi on esitetty kuviossa 7.



32

—~
0.0 =

KUVIO 7. Kantaliuos ja standardi laimennettu fosfaattipuskurin ja metanolin
seokseen suhteessa 70:30

Ajoliuokseen laimennettu nayte ei poistanut hairitsevia piikkeja. Orgaanisen
liuottimen valinta vaikuttaa menetelman selektiivisyyteen (Ahuja & Dong 2005,
35), joten metanolin sijaan ajoliuoksessa testattiin asetonitriilia. Kromatogrammi
on esitetty kuviossa 8.



052+

050+

0.48+

0.46+

044

042+

0.40+

038+

036+

034+

0324

0304

0.28+

0.26

0.24+

0.22

0.20

0.18-

0.164

0.143

0.124

0.104

0.084

0.06H

0.043

0.02

0.00+

-0.02H

KUVIO 8. Ajoliuoksena fosfaattipuskuri ja asetonitriili suhteessa 70:30
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Asetonitriili ei toiminut orgaanisena liuottimena ja vaikuttavan laakeaineen piikin

muoto huononi huomattavasti. Piikkiin ilmestyi olkapaa ja piikin takarintama

muuttui epatasaiseksi, joten asetonitriilin kayttd orgaanisena liuottimena hylattiin.

Koska hairitsevista piikeista ei paasty eroon, koitettiin niiden ja vaikuttavan

ladkeaineen piikin erottumista parantaa. Kokeiltiin kayttaa 250 mm x 4,5 mm

kokoista kolonnia, jonka partikkelikoko oli 5 pym. Kromatogrammi on esitetty

kuviossa 9.
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KUVIO 9. 25 cm pitka kolonni

Vaikuttavan laakeaineen piikin muoto oli hyva pidemmalla kolonnilla. Piikin
puhtautta tarkasteltin Empower-ohjelmiston avulla ja piikki luokiteltiin puhtaaksi,
joten piikin kvantitointi olisi mahdollista. Pidemman kolonnin kayttdminen saattoi
kuitenkin aiheuttaa vaikeuksia osalla laboratorion HPLC-laitteilla pienten
kolonniuunien takia, joten pidemman kolonnin kayttd hylattin ja

menetelmakehitysta jatkettiin 15 cm kolonnilla.

Lyhyella kolonnilla ja orgaanista liuotinta sisaltavalla ajoliuoksella vaikuttavan
laakeaineen piikin retentioaika oli liian lahella muita piikkeja. Vaihtoehtoina oli
vahentad metanolin suhdetta ajoliuoksessa tai kokeilla ajoliuoksena pelkkaa
fosfaattipuskuria, joten paadyttiin testaamaan ensin pelkkaa fosfaattipuskuria ja

tarvittaessa lisattaisiin metanolia. Kromatogrammi on esitetty kuviossa 10.
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KUVIO 10. Ajoliuoksena fosfaattipuskuri

Vaikuttavan laakeaineen piikista tuli siimamaaraisesti hyvan muotoinen, eika sen
ymparilla ollut hairitsevia piikkeja. Hairitsevat piikit nakyvat kromatogrammin
alussa. Koska HPLC-laitteen pumpun paineet olivat alhaiset kayttaessa
ajoliuoksena pelkkaa fosfaattipuskuria, virtausnopeutta nostettiin. Retentioajan
oletettiin lyhenevan nostamalla virtausnopeutta (Kazakevich & LoBrutto 2007,

15). Kromatogrammi on esitetty kuviossa 11.
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KUVIO 11. Suurempi virtausnopeus

Retentioaikaa saatiin lyhennettya nostamalla virtausnopeutta, eika metanolia
tarvittu lisata ajoliuokseen. Piikki leveni hieman alhaisempaan virtausnopeuteen

verrattuna, mutta muoto on riittdvan hyva pitoisuusmenetelmaan.

5.2 Validoinnin tulokset

Seuraavissa alaluvuissa on esitetty validoinnin tulokset. Taulukossa 6 on esitetty
kootusti  hyvaksymiskriteerit  eri  validointiparametreille.  Maaritettavat
validointiparametrit  ja maaritysmenetelmat  ovat ICH:n laatimia.
Hyvaksymiskriteerit ovat Vitabalans Oy:n maarittamia, joita kaytetaan

pitoisuusmenetelmien validoinnissa.
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TAULUKKO 6. Validoinnin hyvaksymiskriteerit

Validointiparametri

Hyvaksymiskriteerit

Hairioalttius

Muutettavat parametrit eivat saa vaikuttaa huomattavasti
menetelman suorituskykyyn, liuosten tulee sailya

vahintaan 24 tuntia

Lineaarisuus

Korrelaatiokerroin 20,997,

y-akselin leikkauspiste kulkee leikkauspisteen 95 %
luotettavuusalueella tai y-akselin leikkauspisteen suhde
100 % tason standardien pinta-alojen keskiarvoon <2 %,
pinta-ala/konsentraatio -arvot eivat saa poiketa

kulmakertoimesta yli 2 %

Oikeellisuus Tasojen saantoprosenttien keskiarvo seka kaikkien
naytteiden saantoprosenttien keskiarvo 100+2 %,
%RSD =<2,7

Spesifisyys Muut piikit eivat saa hairita paapiikin eluoitumista,

massatasapaino 95-105 %, purity angle < purity treshold

Toistettavuus

%RSD 2,7

Uusittavuus

%RSD =2,7

5.2.1 Hairioalttiuden tulokset

Pitoisuusmenetelman validoinnissa keskityttiin vaikuttavan laakeaineen piikin

retentioajan, pinta-alan, ja hantimistekijan muutoksiin seka vaikuttavan

ladkeaineen ja lahimpana olevan epapuhtauden piikkien erotteluasteeseen.

Taulukossa 7 on esitetty menetelman parametreilla saadut arvot vaikuttavan

|ladkeaineen piikin pinta-alalle ja hantimistekijalle seka vaikuttavan ladkeaineen

ja lahimpana eluoituvan epapuhtauden erotteluasteelle. Retentioaikaa ei ole

esitetty taulukossa,

perusteella.

ettei vaikuttavaa l|aakeainetta voida tunnistaa sen
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TAULUKKO 7. Vaikuttavan laakeaineen piikin pinta-ala, hantimistekija seka
vaikuttavan ladkeaineen ja lahimpana eluoituvan epapuhtauden piikkien valinen

erotteluaste

Pinta-ala (uV-s) Hantimistekija Vaikuttavan laakeaineen ja
epapuhtauden erotteluaste
640094 1,2 10,1

Hantimistekijan arvosta voidaan paatelld, ettd vaikuttavan laakeaineen piikki
hantii hieman arvon ollessa >1, mutta osuu tahdattyyn arvovaliin 0,9—-1,4 (Ahuja
& Dong 2005, 29-30). Vaikuttavan ladkeaineen ja epapuhtauden piikin valinen
erotteluaste on >1,5, joten erottuminen tapahtuu taydellisesti pohjaviivan kautta
(Ahuja & Dong 2005, 28-29).

Ajoliuoksen  pH:n, kolonnin  lampdtilan,  mittausaallonpituuden  seka
virtausnopeuden muutosten vaikutukset on esitetty taulukoissa 8-11.
Vaikutukset on esitetty taulukoissa prosentuaalisina muutoksina verrattuna

taulukon 7 arvoihin.

TAULUKKO 8. Ajoliuoksen pH:n muutosten vaikutukset

Muutos | Retentioaika Pinta-ala | Hantimistekija Vaikuttavan

|laékeaineen ja

epapuhtauden
erotteluaste

pH -0,2 -6 % +1 % 0 % 2%

pH +0,2 -3 % -1% 0 % 0 %

Ajoliuoksen pH:n muuttaminen +0,2 pH-yksikkda ei vaikuttanut tutkittaviin piikin
ominaisuuksiin. Suurin vaikutus silla oli retentioaikaan, mika sekin oli vahainen.
Voidaan todeta, ettei ajoliuoksen pH:n muuttaminen +0,2 pH-yksikkda vaikuta

menetelman suorituskykyyn.
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39

Muutos | Retentioaika Pinta-ala | Hantimistekija Vaikuttavan
ladkeaineen ja
epapuhtauden

erotteluaste
-2°C +1 % 0 % +2 % +2 %
+2 °C -6 % -1 % 0 % 0 %

Kolonnin lampdtilan muuttaminen £2 °C ei vaikuttanut huomattavasti tutkittaviin

piikin ominaisuuksiin. Voidaan todeta, ettei kolonnin Iampdtilan muuttaminen

12 °C vaikuta menetelman suorituskykyyn.

TAULUKKO 10. Mittausaallonpituuden muutosten vaikutukset

Muutos | Retentioaika Pinta-ala | Hantimistekija Vaikuttavan
laakeaineen ja
epapuhtauden

erotteluaste
-2 nm 2% -3 % +1 % 0 %
+2 nm -2 % 0 % -1% 0 %

Mittausaallonpituuden muuttaminen *2 nm ei

vaikuttanut huomattavasti

tutkittaviin piikin ominaisuuksiin. Voidaan todeta, ettei mittausaallonpituuden

muuttaminen £2 nm vaikuta menetelman suorituskykyyn.

TAULUKKO 11. Virtausnopeuden muutosten vaikutukset

Muutos Retentioaika Pinta-ala | Hantimistekija Vaikuttavan
laakeaineen ja
epapuhtauden

erotteluaste
-0,2 ml/min +14 % +15 % +1 % +4 %
+0,2
-13 % -12 % -2 % -4 %
ml/min
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Virtausnopeuden muutoksella oli suurin vaikutus piikkien ominaisuuksiin.
Virtausnopeuden muuttaminen tyypillisesti muuttaa retentioaikaa, kuten tassakin
tapauksessa. Retentioaika lyheni nostaessa ja piteni laskiessa virtausnopeutta
(Kazakevich & LoBrutto 2007, 15). Pinta-ala kasvoi laskemalla ja pieneni
nostamalla virtausnopeutta. Muutokset olivat kuitenkin vain noin £15 %, joten ne

olivat hyvaksyttavalla tasolla.

Piikin pinta-ala on riippuvainen virtausnopeudesta kayttadessa UV-detektoria, ja
se muuttuu samassa suhteessa virtausnopeuden kaanteislukuun. Tama
perustuu aikaan, jossa analyyttiin absorboituu sateilya. Aika maaraytyy analyytin
kulkeman valotien pituuden ja nopeuden mukaan. Jos virtausnopeutta lasketaan,
nopeus valotien lapi pienenee ja analyytilla on enemman aikaa absorboida, jolloin
pinta-ala kasvaa. (Stoll 2019.) Hantimistekijaan tai vaikuttavan laakeaineen ja
epapuhtauden piikkien valiseen erotteluasteeseen virtausnopeudella ei juurikaan
ollut vaikutusta, joten voidaan todeta, ettei virtausnopeuden muuttaminen

10,2 ml/min vaikuta menetelman suorituskykyyn.

Standardien sailyvyyksien tulokset huoneenlammdssa on esitetty taulukossa 12.

Standardien pitoisuudet analysoitiin 24, 48 ja 72 tunnin sailytyksen jalkeen.

TAULUKKO 12. Standardien sailyvyyden tulokset

Std Oh 24 h 48 h 72 h
1 20,0 20,2 19,9 20,1
2 31,8 31,4 31,5 31,4
3 40,6 40,5 40,9 40,3
4 50,0 50,0 50,4 49,6
5 63,6 63,1 63,7 62,6

Standardien pitoisuudet pysyivat lahes samana 72 tunnin ajan. Taulukkoon 13
on laskettu tulosten perusteella saantoprosentit standardeille 24, 48 ja 72 tunnin
sailytyksen jalkeen. Saantoprosenteille on laskettu keskiarvot, keskihajonnat
seka suhteelliset keskihajonnat.



TAULUKKO 13. Standardien sailyvyyden saantoprosentit

Standardi 24 h saanto-% 48 h saanto-% 72 h saanto-%

1 101,1 99,5 100,2

2 98,8 99,1 98,8

3 99,6 100,6 99,1

4 100,0 100,7 99,2

5 99,2 100,2 98,4
Keskiarvo 99,7 100,0 99,1
Keskihajonta 0,9 0,7 0,7
%RSD 0,9 0,7 0,7

Standardien  sailyvyyden saantoprosentit tayttavat hyvaksymiskriteerin

(100£2 %) jopa 72 tunnin jalkeen. Tulosten perusteella voidaan todeta, etta

standardit sailyvat 72 tunnin ajan huoneenlammaossa.

Taulukossa 14 on esitetty naytteiden sailyvyyksien mittaustulokset 0, 24, 48 ja 72

tunnin sailytyksen jalkeen. Jokaisen sailytysajan tuloksista on laskettu keskiarvot,

keskihajonnat seka suhteelliset keskihajonnat.

TAULUKKO 14. Naytteiden sailyvyyden tulokset

Nayte Oh 24 h 48 h 72 h

1 202,8 200,6 201,9 199,0

2 202,6 201,7 201,3 197,8

3 202,4 202,0 200,5 198,0

4 201,5 200,5 201,0 198,3

5 200,4 199,1 200,3 197,9

6 202,4 201,4 202,0 199,6

Keskiarvo 202,1 200,9 201,2 199,6
Keskihajonta 0,9 1,1 0,7 0,7
%RSD 0,4 0,5 0,4 0,4

Naytteiden osalta huomataan pitoisuuksien alenneen hieman 72 tunnin
sdilytyksen jalkeen verrattuna heti naytteiden valmistamisen jalkeen tehtyihin

mittauksiin. Taulukkoon 15 on laskettu naytteiden tuloksista saantoprosentit 24,
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48 ja 72 tunnin sailytyksen jalkeen. Saantoprosenteille on laskettu niiden

keskiarvot, keskihajonnat seka suhteelliset keskihajonnat.

TAULUKKO 15. Naytteiden sailyvyyden saantoprosentit

Nayte 24 h saanto-% 48 h saanto-% 72 h saanto-%
1 98,9 99,6 98,1
2 99,5 99,3 97,6
3 99,8 99,1 97,8
4 99,5 99,7 98,4
5 99,3 99,9 98,7
6 99,5 99,8 98,6
Keskiarvo 994 99,6 98,2
Keskihajonta 0,3 0,3 0,5
%RSD 0,3 0,3 0,5

Naytteiden sailyvyyden saantoprosentit tayttavat hyvaksymiskriteerin (1002 %)
jopa 72 tunnin jalkeen. Tulosten perusteella voidaan todeta, etta naytteet sailyvat

72 tunnin ajan huoneenlammaossa.

5.2.2 Lineaarisuuden tulokset

Taulukkoon 16 on keratty jokaisesta kantaliuoksesta valmistettujen standardien
teoreettiset ja todelliset pitoisuudet. Todelliset pitoisuudet on laskettu
kantaliuoksiin  punnitun vaikuttavan ladkeaineen referenssin mukaan.
Taulukossa 16 on HPLC-laitteen antamat pinta-alat jokaiselle standardille ja
lasketut arvot standardien pinta-alan suhteesta todelliseen pitoisuuteen.
Laskettuja arvoja on verrattu standardisuoran kulmakertoimeen, joka Ioytyy

taulukosta 17.
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43

Teoreettinen | Todellinen . _ .
Taso itoisuus itoisuus Pinta-ala Pl-nt..a-ala/ Poikkeama
(MV-s) pitoisuus kk:sta (%)
(Mg/ml) (Hg/ml)
21,68 345727 15947 1,3
50 % 20 20,96 333158 15895 1,0
21,36 342473 16033 1,9
32,52 511185 15719 -0,1
75 % 30 31,44 482829 15357 -2,4
32,04 508310 15865 0,8
43,36 681862 15726 -0,1
100 % 40 41,92 655940 15647 -0,6
42,72 679494 15906 1,1
54,20 854195 15760 0,1
125 % 50 52,40 817087 15593 -0,9
53,40 847206 15865 0,8
65,04 1028655 15816 0,5
150 % 60 62,88 979058 15570 -1,1
64,08 1021766 15945 1,3
Standardien pinta-alojen suhde todelliseen pitoisuuteen saa poiketa

standardisuoran kulmakertoimesta 2

%, joten kaikki

tulokset tayttavat

hyvaksymiskriteerin. Kuviossa 12 on esitetty standardisuora taulukon 16

tuloksista.
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KUVIO 12. Standardisuora kaikista lineaarisuuden validoinnin standardeista

Taulukkoon 17 on Kkeratty Excelin regressioanalyysista standardisuoran
kulmakerroin, y-akselin leikkauspiste seka y-akselin leikkauspisteen
luottamusvali (95 %). Taulukkoon on myds laskettu y-akselin leikkauspisteen

suhde 100 % tason standardien pinta-alojen keskiarvoon.

TAULUKKO 17. Lineaarisuuden parametrien tulokset

Parametri Tulos
Korrelaatiokerroin 0,9992
Kulmakerroin 15737

-akselin leikkauspiste
y P 1151

y-akselin leikkauspisteen
-11094-13397
luottamusvali (95 %)

y-akselin leikkauspisteen osuus
100 % tason standardien pinta-alojen 0,2 %

keskiarvosta

Standardisuoran korrelaatiokerroin on erinomainen ja tayttaa
hyvaksymiskriteerin =20,997. Korrelaatiokerroin kuvaa kahden muuttujan valista

lineaarisen suhteen vahvuutta (Correlation Coefficient n.d.). Y-akselin
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leikkauspiste kulkee luottamusvalin 95 % alueella ja y-akselin leikkauspisteen

osuus 100 % tason standardien pinta-alojen keskiarvoon on 0,2 %, joka tayttaa

hyvaksymiskriteerin <2 %. Nain ollen voidaan todeta, ettd menetelmd on

lineaarinen.

5.2.3 Oikeellisuuden tulokset

Taulukkoon 18 on keratty oikeellisuusnaytteiden todelliset pitoisuudet, jotka on

laskettu vaikuttavan laakeaineen referenssin punnitustuloksesta seka laitteen

maarittamat pitoisuudet, jotka perustuvat piikkien pinta-aloihin. Taulukkoon on

lisaksi laskettu laitteen maarittamien pitoisuuksien saantoprosentit verrattuna

todellisiin pitoisuuksiin. Jokaiselle pitoisuustasolle on laskettu saantoprosenttien

keskiarvot.

TAULUKKO 18. Oikeellisuuden tulokset

Todellinen Mitattu
o o Saanto-%
Taso pitoisuus pitoisuus Saanto-% _
keskiarvo
(Hg/ml) (Hg/ml)
100,7 99,6 99,0
50 % 100,0 100,6 100,6 100,0
99,3 99,8 100,5
201,3 196,0 97,4
100 % 200,3 197.,8 98,8 99,0
201,2 202,9 100,8
304,0 297,2 97,8
150 % 304,3 296,1 97,3 98,0
300,3 296,7 98,8
Jokaisen pitoisuustason saantoprosenttien keskiarvot tayttavat

hyvaksymiskriteerin 10012 %.
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Taulukossa 19 on esitetty kaikkien mittaustulosten saantoprosenttien keskiarvo,
jonka tulee olla 1002 %. Taulukkoon on myds laskettu saantoprosenttien

keskihajonta, suhteellinen keskihajonta seka luottamusvali (95 %).

TAULUKKO 19. Kaikkien oikeellisuusnaytteiden lasketut tulokset

Kaikkien saanto-% keskiarvo 99,0

Keskihajonta 1,4

%RSD 1,4
Luottamusvali (95 %) 98,1-99,9

Kaikkien tulosten saantoprosenttien keskiarvo tayttaa hyvaksymiskriteerin
10012 % seka suhteellinen keskihajonta on <2,7 %, joten menetelma voidaan

todeta oikeelliseksi.

5.2.4 Spesifisyyden tulokset

Spesifisyyden validoinnissa valmistettiin tablettinaytteestd ja vaikuttavan
ladkeaineen referenssista naytteet, joihin lisattiin kahta ladkeaineen tunnettua
epapuhtautta. Vaikuttavan |a8keaineen referenssin ja epapuhtauksien
kromatogrammi on esitetty liitteessa 1. Laakevalmisteen ja epapuhtauksien
kromatogrammi on esitetty liitteessa 2. Kromatogrammeista nahdaan, etta
epapuhtaudet eluoituvat eri aikaan kuin vaikuttava lddkeaine, joten voitiin todeta,
etteivat epapuhtaudet hairitse vaikuttavan ladkeaineen kvantitointia ja

menetelma on spesifinen.

Hajotuskokeiden naytteiden massatasapaino laskettiin piikkien pinta-alojen
suhteesta verrattuna standardin pinta-alaan ja tulokset saatiin suoraan Empower-
ohjelmistosta. Vaikuttavan laakeaineen piikkien puhtaudet maaritettiin purity
angle ja purity treshold -arvojen avulla. Taulukossa 20 on esitetty naytteiden

massatasapainojen tulokset seka puhtausarvot hajotuskokeiden jalkeen.



47

TAULUKKO 20. Hajotuskokeiden massatasapainot ja puhtaudet

Nayte Massatasapaino | Purity angle / purity treshold
(%)

Laakevalmiste, 5 M HCI 104 0,461 /0,709
Laakevalmiste, 5 M NaOH 101 9,298 / 19,562
Laakevalmiste, 30 % H20:2 102 0,636 /0,831

Laakevalmiste, UV-valo 99 0,551/0,736
Laakevalmiste, ammitetty 95 0,615/0,839

Referenssi, 5 M HCI 101 0,567 /0,990
Referessi, 5 M NaOH 101 3,489 /8,153
Referenssi, 30 % H20:2 98 0,646 /1,106
Referenssi, UV-valo 101 0,661 /1,025
Referenssi, [Bmmitetty 100 0,506 /0,719

Vaikuttava laakeaine ei hajonnut happamissa, emaksisissa tai hapettavissa

olosuhteissa, eika myoskaan korkeassa lampotilassa tai UV-valon vaikutuksesta.

Koska vaikuttava ladkeaine ei hajonnut ankarissa olosuhteissa, se voidaan

todeta hyvin stabiiliksi. Massatasapainon tulokset tayttavat kaikissa tapauksissa

hyvaksymiskriteerin 95—-105 %. Kaikkien naytteiden purity angle on pienempi kuin

purity treshold, joten vaikuttavan ladkeaineen piikit ovat puhtaita (Hotha ym.

2013, 81).
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5.2.5 Toistettavuuden tulokset

Taulukossa 21 on esitetty laitteen maarittamat pitoisuudet toistettavuusnaytteille

seka niista lasketut keskiarvo, keskihajonta seka suhteellinen keskihajonta.

TAULUKKO 21. Toistettavuuden tulokset

Nayte mg/tabl

1 202,5

2 202,3

3 202,1

4 201,2

5 200,2

6 202,1

Keskiarvo 201,7
Keskihajonta 0,9
%RSD 0,4

Tablettien pitoisuudet ovat hyvin lahelld toisiaan. Suhteellinen keskihajonta
tayttdd hyvaksymiskriteerin <2,7 %, joten menetelma voidaan todeta

toistettavaksi.

5.2.6 Uusittavuuden tulokset

Uusittavuuden maarittamisessa kaytettiin toistettavuuden tuloksia taulukosta 21.
Toistettavuus suoritettiin uusittavuuden validointia varten kaksi kertaa uudestaan
ja tulokset on esitetty taulukoissa 22 ja 23. Taulukon 22 tulokset ovat maaritetty
saman suorittajan toimesta samalla laitteella ja kolonnilla. Mittaustuloksista on

laskettu taulukkoon keskiarvo, keskihajonta seka suhteellinen keskihajonta.



TAULUKKO 22. Uusittavuus, sama suorittaja, laite ja kolonni
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Nayte mg/tabl

1 199,7

2 199,3

3 200,9

4 199,9

5 201,5

6 201,3

Keskiarvo 200,4
Keskihajonta 0,9
%RSD 0,5

Tablettien pitoisuudet ovat Iahella toisiaan ja suhteellinen keskihajonta on 0,5 %.

Taulukon 23 tulokset ovat toisen suorittajan maarittamat ja analyysissa kaytettiin

toista laitetta seka kolonnia. Mittaustuloksista on laskettu taulukkoon keskiarvo,

keskihajonta seka suhteellinen keskihajonta.

TAULUKKO 23. Uusittavuus, eri suorittaja, laite ja kolonni

Nayte mg/tabl

1 205,4

2 202,8

3 200,7

4 201,0

5 200,7

6 2021

Keskiarvo 2021
Keskihajonta 1,8
%RSD 0,9

Eri suorittajan tekemissa pitoisuusmittauksissa erot naytteiden valilla on pienet ja

suhteellinen keskihajonta 0,9 %. Taulukkoon 24 on laskettu kaikkien taulukoiden

21-23 naytteiden pitoisuuksien keskiarvo, keskihajonta seka suhteellinen

keskihajonta.
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TAULUKKO 24. Uusittavuuden tulokset

Keskiarvo 201,4
Keskihajonta 0,9
%RSD 0,4

Kaikkien mittaustulosten suhteellinen keskihajonta on todella hyva 0,4 % ja

tayttaa hyvaksymiskriteerin <2,7 %, joten menetelma voidaan todeta uusittavaksi.
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6 POHDINTA

Opinnaytetyon tavoitteena oli kehittda |adkevalmisteen vaikuttavan aineen
pitoisuusmenetelma yrityksen nyKyisiin tarpeisiin sopivaksi. Opinnaytetyossa
onnistuttiin muuttamaan pitoisuusmenetelma perustumaan piikkien pinta-alaan
korkeuden sijasta ja ajoliuokseksi I0ydettiin yksinkertaisempi vaihtoehto, joka ei
sisdlla ioniparireagenssia. Uuden menetelman ajoliuos valmistetaan
kaliumdivetyfosfaatista seka vedesta, joten sen valmistaminen on edullista ja
nopeaa. Kun ajoliuos ei sisalla orgaanista liuotinta, se on ymparistoystavallinen,
ei vaaranna tyontekijoiden terveytta ja minimoi tydtapaturmariskia. Orgaaniset
liuottimet ovat herkasti syttyvia yhdisteita, joista osa voi aiheuttaa syopaa ja olla
hermomyrkkyja. Orgaaniset liuottimet voivat aiheuttaa tyontekijalle iho-oireita ja

tulehduksia. (Organic Solvents n.d.)

Uuden pitoisuusmenetelman  ajoliuos  sisaltda  kaliumdivetyfosfaatista
valmistettua puskuria, jonka vuoksi kolonni tulee pesta huolellisesti vedella ennen
pesua orgaanisella liuottimella. Orgaaninen liuotin voi pahimmassa tapauksessa
kiteyttdd puskurin suoloja kolonniin ja tukkia sen (Diagnosing and Preventing

High Back Pressure in LC Systems n.d.).

Uudessa pitoisuusmenetelmassa standardien ja naytteiden valmistustilavuuksia
pienennettiin, mikd vahentdaa reagenssien kulutusta ja tekee menetelmasta
taloudellisemman sekd ymparistdoystavallisemman. Vanhassa menetelmassa
standardit ja naytteet laimennettiin veteen, mika pystyttiin sailyttamaan uudessa
menetelmassa. Liuosten laimentaminen veteen nopeuttaa liuosten valmistusta,
vahentad ympariston kuormitusta ja sen kayttaminen on taloudellisempaa
verrattuna muihin liuottimiin. Liuosten valmistaminen ilman orgaanisia liuottimia
saastaa myoOs jatekustannuksissa, koska analyysissa kaytettavia liuoksia ei
tarvitse kerata erikseen havitettavaksi.

Uudella menetelmalla saatiin parannettua vaikuttavan laakeaineen piikin
hantimistekijaa. Hantimistekijan arvo vanhassa menetelmassa oli 1,7, joten piikki
hanti todella paljon, mika vaikeutti piikin integrointia ja vaikuttavan laakeaineen

pitoisuuden kvantitointia. Uudella menetelmalla hantimistekijan arvo oli 1,2, joten
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pitoisuuden kvantitointi oli paljon luotettavampaa. Jos piikki hantii voimakkaasti
tai piikin eturintama on loiva, pohjaviivan peruskohina aiheuttaa piikin
mittausvirhetta (Hinshaw 2009).

Menetelmakehityksen osalta jatkotutkimusta voisi tehda ajoliuoksen osalta. Nyt
menetelmassa kaytettiin fosfaattipuskuria, jonka pH saadettiin ortofosforihapolla.
Ajoliuoksena voisi kokeilla ortofosforihapposta tehtya vesiliuosta, jolloin
ajoliuoksen tekovaiheessa saastettaisiin aikaa ja reagensseja. Hapon vesiliuos
ajoliuoksena helpottaisi myos kolonnien puhdistusta, eika puskurin suolat tukkisi

kolonnia (Diagnosing and Preventing High Back Pressure in LC Systems n.d.).

Menetelmakehityksen lisaksi opinnaytetyon tavoitteena oli validoida uusi
kehitetty  pitoisuusmenetelma. Validoinnissa  maaritettin  hairidalttius,
lineaarisuus, oikeellisuus, spesifisyys, toistettavuus seka uusittavuus. Kaikki

validointiparametrit tayttivat hyvaksymiskriteerit.

Validoinnissa maaritettin menetelman suorituskyky muuttamalla ajoliuoksen
pH:ta, kolonnin lampdtilaa, mittausaallonpituutta seka virtausnopeutta. Mitkaan
muutetuista parametreista eivat vaikuttaneet merkittavasti menetelman
suorituskykyyn. Suurin vaikutus oli virtausnopeuden muuttamisella vaikuttavan
ladkeaineen piikin retentioaikaan, mutta vaikutukset olivat enintdan £15 %, joten
ne olivat hyvaksyttavalla tasolla. Hairidalttiudessa maaritettiin myos naytteiden ja
standardien sailyvyytta huoneenlammadssa mittaamalla ne tuoreita standardeja
vasten 24, 48 ja 72 tunnin sailytyksen jalkeen. Naytteiden ja standardien todettiin

sdilyvan huoneenlammadssa 72 tunnin ajan saantoprosenttien ollessa 100+2 %.

Validoinnissa todettiin menetelman olevan lineaarinen. Korrelaatiokerroin ol
erinomainen 0,9992 vaatimuksen ollessa 0,997. Y-akselin leikkauspiste kulki
95 % luottamusvalin alueella, y-akselin leikkauspisteen osuus 100 % tason
standardien pinta-alojen keskiarvoon oli 0,2 % ja kaikkien mitattujen standardien
pinta-alojen suhde todelliseen pitoisuuteen poikkesi kulmakertoimesta enintaan
2 %.
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Menetelman spesifisyyden maarittamisessa vaikuttavaan laakeaineeseen
lisattin sen kahta tunnettua epdpuhtautta ja tarkasteltiin niiden vaikutusta
vaikuttavan laakeaineen pitoisuuden kvantitointiin. Lahimpana eluoituneen
epapuhtauden ja vaikuttavan laakeaineen piikkien resoluutio oli 10,1, mika
tarkoittaa, etteivat epapuhtaudet hairitse vaikuttavan laakeaineen pitoisuuden
maaritysta (Ahuja & Dong 2005, 28-29).

Validoinnissa testattiin vaikuttavan laakeaineen stabiilisuutta hajotuskokeilla,
joissa vaikuttavaa laakeainetta koitettiin tarkoituksenmukaisesti hajottaa
happamissa, emaksisissa ja hapettavissa olosuhteissa seka UV-valolla ja
lammolla. Hajotuskokeiden tuloksista maaritettiin piikin puhtaus purity angle ja
pyrity treshold -arvoilla seka laskettiin massatasapaino. Vaikuttava ladkeaine ei
hajonnut missaan olosuhteissa, piikit olivat puhtaita sekd massatasapainojen

tulokset olivat hyvaksymiskriteerin 95—-105 % alueella.

Menetelma todettiin validoinnissa oikeelliseksi, toistettavaksi seka uusittavaksi.
Oikeellisuuden maarityksessa pitoisuustasojen 50 %, 100 % ja 150 %
saantoprosentit olivat 100+2 % ja saantoprosenttien suhteellinen keskihajonta oli
1,40 %, joka taytti hyvaksymiskriteerin <2,7 %. Toistettavuuden ja uusittavuuden
tulosten suhteellisten keskihajontojen hyvaksymiskriteerit olivat <2,7 %.
Toistettavuus maaritettin 100 % pitoisuustasolla kuudella rinnakkaisella
naytteella, joiden keskihajonta oli 0,4 %. Uusittavuuden maarityksessa kaytettiin
kolmen toistettavuusmaarityksen tuloksia, joten toistettavuus suoritettiin lisaksi
kahteen kertaan. Toiseen maaritykseen vaihdettiin analyysin suorittaja, laite seka
kolonni, jotta voitiin varmistaa, etteivat tulokset ole riippuvaisia kyseisista

tekijoista. Uusittavuustulosten suhteellinen keskihajonta oli 0,4 %.

Opinnaytety0ssa tehdysta validoinnista kirjoitettiin virallinen validointiraportti,
joka lahetettiin viranomaisille hyvaksyttavaksi. Kun validoinnin tulokset on
tarkastettu ja menetelma hyvaksytty, uusi kehitetty menetelma otetaan
laadunvalvontalaboratoriossa kayttoon kyseisen laakevalmisteen vaikuttavan

aineen pitoisuuden maarittamiseen.
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LITTEET

Liite 1. Vaikuttavan laakeaineen referenssin ja tunnettujen epapuhtauksien

kromatogrammi
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Liite 2. Laakevalmisteen ja tunnettujen epapuhtauksien kromatogrammi
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