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개요
이 응용 자료에서는 투과 Raman 분광법(TRS)을 이용해 20초 측정 시간에 0.5% w/w의 
전체 Intact 정제 의약품 내의 와파린에 대해 정량하는 과정을 소개합니다1. TRS는 시료 
전처리 없이 두 가지 형태의 와파린을 구분 및 정량할 수 있습니다. 용매화가 형태 정보를 
파괴할 수 있기 때문에 기존 크로마토그래피 기술은 이 점을 실현할 수 없습니다. TRS는 
고체 경구 복용약의 함량 균일성 및 다형체 분석에 대한 빠르고 비파괴적인 자동 대규모 
빠른 정량 분석을 가능케 합니다. 

투과 Raman 분광법을 이용한 염 형태의 
불순물을 포함한 와파린 정제에 대한 
정량 분석
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서론
순수한 와파린은 비정질 나트륨 염(WS) 
및 결정형 클라스레이트(WSC) 형태로 
존재합니다. 저장되는 동안에, 클라스레이트 
형태는 비정질 나트륨 염으로 분리될 수 
있으며, HPLC는 이와 같은 변화를 구분할 
수 없습니다(두 형태가 모두 실험 결과에 
나타남). 정제 내 약리 유효 성분(API)의 
개별 형태에 대한 정량은 제품의 중요 품질 

속성 중의 일부분입니다. 비파괴적이고, 
용매를 사용하지 않고, 폐기물을 생성하지 
않으며, 적은 인력과 유익한 재료를 사용하는 
두 가지 형태를 빠르게 정량하는 분석법을 
사용합니다. 본 응용 자료는 가장 낮은 농도
(1mg, 0.5% w/w)에서 와파린의 함량 
균일성을 측정하고, 이 낮은 농도에서 두 
가지 염 형태를 구분하는 방법에 대해 
다룹니다. 

실험
그림 1은 순수 와파린 형태의 Raman 
스펙트럼을 보여줍니다. 두 가지 형태는 
매우 유사한 스펙트럼을 가집니다. 미묘한 
스펙트럼 차이는 피크 위치 및 강도에서 
나타납니다. 

• 680cm–1

• 818cm–1

• 1,030cm–1

• 1,420cm–1

• 1,460cm–1

• 1,635cm–1

그림 1. 와파린 나트륨 및 와파린 나트륨 클라스레이트 투과 Raman 스펙트럼, 계산된 스펙트럼 차이 표시
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농도의 정확한 예측은 모든 제형 변화(구성 
성분 및 물리적 요소)를 포함한 실험 계획
(DoE) 절차 후의 검량을 사용합니다. 그림 
2에 나와 있듯이, 사용한 주요 변이체는 
염료(강한 Raman 기여), 와파린 형태
(0.35~0.71% w/w) 및 유산이었습니다. 
19개 검량 시료를 각각 7개의 압축 정제로 
전처리하였습니다. 

정제를 Beam Enhancer 측정 트레이(그림 3 
참조) 내에 위치시켰으며, Agilent TRS100 
Raman 의약품 정량 분석 시스템에서 
스캔하였습니다. 시료의 수집 설정은 
650mW 레이저 출력(830nm)이고 정제당 
누적 총 수집 시간은 20초이었습니다. 

Beam Enhancer는 정제 표면에서 반사된 
레이저 광선을 정제에 다시 회수합니다. 
결과적으로 시료를 통과하는 레이저 
광선의 양이 더 많아지며, Enhancer가 
없을 때보다 더 높은 투과 Raman 강도를 
생성하였습니다2.

3회 반복 분석을 통해 399개 스펙트럼을 
얻었습니다(19개 시료 x 7개 정제 x 3회 
스캔).

Warfarin API
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그림 2. 19개 시료의 DoE 중앙 입장체 설계

그림 3. Beam Enhancer 트레이 조립
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결과 및 토의
그림 4는 검량 스펙트럼 결과를 보여줍니다. 

검량 스펙트럼에 대해 베이스라인 및 정규화 
교정을 적용한 후에, 와파린 염 농도 변화로 
인한 확실한 스펙트럼 차이를 관찰할 수 
있었습니다. 그림 5는 약 680cm–1에서의 
와파린 피크를 보여줍니다. 
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그림 4. 검량 시료의 399개 TRS 스펙트럼, 모델 구축에 사용된 스펙트럼 범위 표시

그림 5. 와파린 염 농도에 따라 색상으로 표시된 모든 399개 검량 스펙트럼을 보여주는 스펙트럼 구역 확대도(파란색은 낮은 농도, 빨간색은 높은 농도 표시). A) 681cm–1에서의 
피크는 와파린 나트륨 클라스레이트의 농도 스펙트럼 변화를 나타냄. B) 679cm–1에서의 피크는 와파린 나트륨의 농도 스펙트럼 변화를 나타냄
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그림 6은 검량 스펙트럼을 사용하여 구축한 
화학계량학 부분 최소 제곱(PLS) 모델을 
보여줍니다. 최적화된 모델 파라미터는 
500~850 및 950~1,750cm–1의 스펙트럼 
범위에 걸쳐 첫 번째 도함수, 정규화 및 평균 
중앙 전처리를 사용하였습니다. R2 = 0.99, 
RMSEC 및 CV = 0.019의 모델 성능은 
우수한 모델 특성을 나타냅니다. RMSEC 
및 CV는 ±0.019% w/w의 검량 오류를 
나타내며, 공칭 농도로 정규화될 경우, 모델 
오류는 4%입니다.

그림 6. 화학계량학 PLS 검량 모델
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와파린 나트륨 클라스레이트를 포함하고 
있고 와파린 나트륨을 포함하지 않는 것으로 
예측된 placebo 시료 및 제품을 사용해 
모델을 밸리데이션하였습니다(그림 7). 
RMSEP 결과는 ±0.026% w/w의 검량 
오류를 나타내며, 공칭 농도로 정규화될 
경우, 모델 오류는 5%입니다.

결론
이 응용 자료는 전체 Intact 정제 내의 와파린 
나트륨 염을 구분하는 능력 뿐만 아니라, 두 
형태가 모두 존재한 경우, 가장 낮은 농도
(1mg, 0.5% w/w)에서 정량을 할 수 있는 
성능도 입증하였습니다. 

배치별 생산 재료의 다양성 및 1,400~1,700 
cm–1 구역의 API와 겹치는 강한 Raman 
활성 염료가 존재하기 때문에, 이 정제에 
대한 분석은 특히 까다롭습니다. 이 연구의 
제한성은 염 형태 혼합물을 포함하는 시료를 
사용한 모델의 외부 밸리데이션입니다. 
여기에는 더 심층적인 분석법 개발을 
필요합니다. 

이 작업은 의약품 QC 실험실의 함량 균일성  
테스트에 적용할 수 있는 0.5% w/w 와파린  
정량 TRS를 사용할 수 있는 능력을 
입증합니다. 또한 정제 내 의약품 형태의 
효능을 검증하기 위한 두 가지 형태의 
정량에도 응용 가능합니다. 다른 응용 
분야에는 WSC를 WS로 분해를 검사하기 
위한 안정성 테스트 등이 포함합니다. 

그림 7. 검증 시료, 생산 배치 및 placebo 시료 예측
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