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요약

의약품에 니트로사민 불순물이 존재하면 인체 건강에 심각한 위험을 초래할 수 있으므로 감도와 선택성이 매우 높은 분석법

을 사용해 ng/mL 미만의 니트로사민을 모니터링해야 합니다. 본 연구에서는 메트포르민 의약품 내 9가지 니트로사민 불순

물(NDMA, NDEA, NEIPA, NMOR, NDIPA, NDPA, NMPA, NMBA, NDBA)의 검출과 정량을 위해 Tandem Quadrupole 

질량분석기 사용 시 초고성능 액체 크로마토그래피(UPLC™) 분석법의 개발과 성능에 중점을 둡니다. 크로마토그래피 분리

는 Atlantis™ Premier™ BEH C18 AX 컬럼을 이용하여 수행했습니다. Waters Xevo TQ Absolute 질량분석기와 ACQUITY 

Premier 시스템을 함께 사용하여 감도와 정확도 높은 정량화를 달성했습니다. 니트로사민의 정량 한계(LOQ) 범위는 순 용

매에서 0.01~0.1ng/mL, 메트포르민 의약품에서 0.025~0.1ng/mL였습니다. 0.025ng/mL(또는 20mg/mL 메트포르민 

의약품에서 0.00125ppm)의 니트로사민에서 85~110%의 회수율을 달성함으로써 정확도 높은 정량 성능을 얻을 수 있었

습니다.

이점

Xevo TQ Absolute Tandem Quadrupole 질량분석기에서 MRM 수집 모드를 사용하여 메트포르민 의약품 내 미량의 

니트로사민을 검출

■

ACQUITY Premier 시스템과 Atlantis Premier BEH C18 AX 컬럼을 함께 사용하여 메트포르민 의약품 내 니트로사민

을 안정적으로 분리

■
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높은 정밀도, 재현성, 직선성 및 정확도로 메트포르민 의약품 내 니트로사민을 정량분석■

소개

니트로사민 불순물은 인체 발암 가능성이 있거나 암을 유발할 수 있는 화합물로 간주됩니다.1,2 2018년부터 여러 시판 의약

품에서 니트로사민이 발견되면서 안지오텐신 II 수용체 차단제(ARB), 히스타민 차단제 라니티딘(Zantac)을 포함하여 대대

적인 제품 리콜이 발생했고 이후 메트포르민으로까지 확대되었습니다.3,4 의약품 내 니트로사민의 양을 제한하기 위해 미국 

FDA와 유럽 의약품청(EMA)은 의약품 내 니트로사민에 대해 일일 허용 섭취량(나노그램/일)을 규정했습니다.4,5 이러한 한

계치는 최대 일일 권장 복용량을 기준으로 지정된 제품에서 니트로사민의 임계 농도를 결정하는 데 사용됩니다.

메트포르민은 제2형 당뇨병 환자의 고혈당 치료에 사용되는 처방 의약품입니다.3 일일 섭취 허용치인 96나노그램을 초과하

는 NDMA가 검출되면서 여러 메트포르민 의약품이 리콜되었습니다.3 

니트로사민을 허용되는 규제 한계치까지 측정하려면 감도와 선택성이 높은 분석법이 필요합니다. 다양한 의약품에서 미량 

니트로사민을 정확하게 식별하고 정량화하는 데 액체 크로마토그래피-질량분석(LC-MS) 기기가 사용되고 있습니다.6,7 

본 연구에 제시된 UPLC-MS/MS 분석법은 메트포르민 의약품 또는 활성 제약 성분(API)에서 9가지 니트로사민(표 1)을 높

은 감도와 선택성으로 검출하고 정량화하였습니다. Xevo TQ Absolute Tandem Quadrupole 질량분석기와 ACQUITY 

Premier 시스템을 사용하여 분석법을 개발했습니다. 본 연구를 통해 메트포르민 의약품의 검출 및 정량 한계(LOD 및 

LOQ), 재현성, 직선성 및 정확도를 포함한 분석법 성능 특성을 입증했습니다.  
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표 1. 니트로사민 목록 및 해당 화학 정보. MM: 단일동위원소 질량(Da).

실험

니트로사민 표준물질은 TRC(Toronto Research Chemicals) 및 Sigma-Aldrich에서, 질량분석 등급의 포름산 암모늄, 용

매 및 포름산은 Honeywell에서, 메트포르민 의약품은 Sigma-Aldrich에서 구입했습니다.

순 용매의 표준 용액
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5.0–10mg/mL의 각 니트로사민을 포함하는 개별 원액 표준 용액을 사용하여 메탄올에 100µg/mL의 9가지 니트로사민을 

포함하는 혼합 표준 용액을 만들었습니다. 혼합 표준 용액을 물로 순차적으로 희석하여 LOD, LOQ 및 직선성 표준 용액을 

준비했습니다.

메트포르민 의약품(DS)

메트포르민 의약품 샘플 용액은 20mg/mL의 수용액으로 준비했고 분석 전에 0.2µm PVDF 시린지 필터(제품번호: 

WAT200806 <https://www.waters.com/nextgen/global/shop/sample-preparation--filtration/wat200806-

acrodisc-syringe-filter-pvdf-13-mm-02--m-aqueous-100-pk.html> )를 사용하여 여과했습니다.

LC 조건

LC 시스템: ACQUITY™ Premier 시스템

검출: MS/MS

바이알: LCMS 최대 회수율 2mL 용량, 제품번호: 600000670

CV

컬럼: Atlantis™ Premier BEH C18 AX(2.1 x 100, 1.7um), 제

품번호: 186009368

컬럼 온도: 40°C

샘플 온도: 10°C

주입 부피: 30.0µL

유속: 0.4mL/분

이동상 A: 5mM 포름산 암모늄 수용액 + 0.1% 포름산

이동상 B: 5mM 포름산 암모늄 메탄 용액 + 0.1% 포름산
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그래디언트: 그래디언트 테이블에 설명

그래디언트 테이블

MS 조건

MS 시스템: Xevo™ TQ Absolute Tandem Quadrupole 질량분석

기

이온화 모드: APCI+

수집: MRM 모드, 표 2에 설명

코로나 전압: 2.5(µA)

APCI 프로브 온도: 325°C

디졸베이션 가스 흐름: 950L/시간

콘 가스 유속: 300L/시간

분무기: 300L/시간
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충돌 가스 유속: 0.20mL/분

소스 온도: 150°C

데이터 관리

데이터 관리: 기기 제어: MassLynx™ v4.2

데이터 프로세싱: TargetLynx™

표 2. TQ Absolute 질량분석기를 사용한 MRM 전이 설정. 모든 니트로사민에 대해 피크당 13개 포인트 및 

Auto Dwell(자동 드웰)로 수집 설정. 
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결과 및 논의

모든 니트로사민, 특히 고농축 메트포르민 API 피크와 극성이 강한 NDMA 피크 사이의 크로마토그래피 분리를 보장하기 

위해 분석법을 개발할 때 다양한 컬럼 케미스트리를 탐구했습니다. 농축된 API 피크와 저농도 불순물 피크가 분리되면 전환 

밸브를 통합하여 API를 폐기물로 보내는 동시에 불순물을 MS로 전달하여 분석할 수 있습니다. API를 폐기물로 전환함으로

써 매트릭스가 미량 수준의 불순물에 미치는 이온화 억제 또는 이온화 향상의 영향을 줄여줍니다.

니트로사민 및 메트포르민 분석을 위한 컬럼 스크리닝이 그림 1에 나와 있습니다. 메트포르민 피크의 용리를 평가하기 위해

, 1ng/mL 니트로사민을 포함한 10ng/mL 메트포르민 의약품 샘플을 사용하여 전환 밸브 없이 MS 트레이스를 수집했습니

다. ACQUITY Premier HSS T3과 ACQUITY CSH™ Phenyl Hexyl은 모든 니트로사민에 적절한 머무름을 제공하며, 

ACQUITY Atlantis Premier BEH C18 AX는 메트포르민과 NDMA 간에 최상의 크로마토그래피 분리를 제공했습니다(그림 

1). 또한 BEH C18 AX 컬럼은 NDPA, NDIPA 및 NMPA를 포함하여 근접하게 용리되는 니트로사민 간의 분리능을 향상시

켰습니다. 

NDMA, NDEA, NEIPA, NDIPA, NDBA 및 NMBA8를 포함한 6가지 니트로사민 분석에 대한 이전 연구를 기반으로 니트로

사민의 검출과 정량화에 포지티브 모드의 대기압 화학 이온화(APCI)가 사용되었습니다. 니트로사민에 대한 MRM 전이와 

MS 이온화 파라미터는 MassLynx 소프트웨어 내의 IntelliStart™ 기능을 사용하여 개발되었습니다.  
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그림 1. 컬럼을 통한 니트로사민과 메트포르민의 분리. 전환 밸브를 사용하지 않고 Xevo TQ Absolute를 사용하여 수집한 

10ng/mL 메트포르민 내 1ng/mL 니트로사민 용액.

순 용매의 정량분석

UPLC-MS/MS 분석법으로 얻을 수 있는 니트로사민의 LOD 및 LOQ는 각각 3:1 및 10:1의 신호대 잡음비(S/N) 기준에 따

라 확인되었습니다. 순 용매 내 LOQ 용액의 대표적 크로마토그램은 그림 2에, LOD, LOQ 및 직선성을 포함한 분석법 성능 

특성은 표 3에 요약되어 있습니다. NDMA의 LOD 및 LOQ는 각각 0.05 및 0.1ng/mL인 것으로 나타났습니다. 또한 

NDEA, NMOR, NEIPA, NDPA, NDIPA, NMPA, NMBA 및 NDBA의 LOD 및 LOQ는 0.005와 0.01ng/mL이었습니다. 

0.1 및 0.01ng/mL의 LOQ는 20mg/mL 메트포르민 의약품에서 0.005 및 0.0005ppm에 해당합니다. 6회 반복 주입 데이

터를 기준으로 니트로사민의 피크 면적의 상대 표준 편차(RSD)가 10% 미만으로 LOQ 수준에서 우수한 성능을 얻었습니다

(표 3). 본 연구에서는 데이터 가변성을 수정하기 위한 내부 표준물질이 사용되지 않았습니다. 또한 이 분석법은 MS 반응과 

농도 사이에 직선성 관계를 나타냈으며 상관 계수는 0.996 이상이었습니다(표 3).
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그림 2. Xevo TQ Absolute와 MRM 모드를 사용하여 순 용매(물)에서 제조된 LOQ 수준 니트로사민 표준 용액의 대표적 크

로마토그램. PtP를 사용한 S/N: 피크-피크.

표 3. Xevo TQ Absolute와 MRM 모드를 사용하여 순 용매 중 니트로사민에 대해 얻은 분석법 성능. * 20mg/mL 메트포르

민에 대한 LOQ(단위: ppm). ** 6회 반복 주입 데이터를 기준으로 합니다. 1/x 가중치의 직선성.1

메트포르민 의약품의 정량분석

MRM 수집 모드로 20mg/mL 수용액의 메트포르민 의약품 샘플에 니트로사민이 존재하는지 분석했습니다. 분석법 정확도

를 평가하기 위해 메트포르민 샘플에 0.025, 0.1 및 1ng/mL의 니트로사민을 첨가했습니다. 이를 통해 고농도의 메트포르
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민 샘플에서 니트로사민 불순물을 정확하게 측정할 수 있음을 확인했습니다. 메트포르민 DS와 니트로사민이 첨가된 메트

포르민 DS 샘플에서 니트로사민(NDMA, NDEA, NMOR 및 NEIPA) 분석을 보여주는 대표적 크로마토그램이 그림 3에 나

와 있습니다. 분석 결과 이 연구에서 테스트한 20mg/mL 메트포르민 의약품 샘플에서는 검출 가능한 니트로사민이 확인되

지 않았습니다. 또한, 니트로사민이 첨가된 메트포르민 샘플과 순 표준 용액 내 니트로사민의 MS 반응과 S/N은 유사했으

며, 이는 고농도의 메트포르민 피크에서 이온화 억제가 발생하지 않았음을 나타냅니다.

그림 3. 20mg/mL의 메트포르민 의약품(DS) 및 니트로사민이 첨가된 메트포르민 테스트 샘플 중 니트로사민 분석에 대한 

대표적 크로마토그램.

회수율은 TargetLynx 소프트웨어를 사용하여, 계산된 농도와 이미 알고 있는 첨가 농도를 비교하여 계산하였습니다. 메트

포르민 DS에서 준비된 검량 표준물질은 니트로사민의 회수율을 계산하는 데 사용되었습니다. 정확한 정량분석을 위해, 일

반적으로 샘플과 표준물질에 대해 동일한 매트릭스를 사용하는 것이 권장됩니다. 매트릭스에 분석물질 또는 간섭이 포함된 

경우, 표준물질을 추가할 수 있습니다.

메트포르민 DS의 니트로사민 표준물질에 대한 검량선은 MS 반응과 농도 사이의 직선성 관계를 나타냈으며 R2 ≥ 0.999였

습니다(그림 4). 메트포르민 의약품의 모든 니트로사민에 대해 우수한 분석법 정확도가 얻어졌습니다(표 4). NDMA의 경우 

0.1 및 1ng/mL에서 회수율 범위는 각각 89~98% 및 93~98%였습니다. 기타 불순물의 경우, 0.025ng/mL(또는 20

mg/mL 메트포르민 의약품에서는 0.00125ppm)에서의 회수율 범위는 85~110%였으며, 5회 샘플 주입에서 RSD는 ≤ 
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6.50%였습니다. 

그림 4. 메트포르민 의약품(NDMA: 0.1–10ng/mL, 기타 불순물: 0.025‒10ng/mL)에서 준비된 니트로사민 표준물질의 검

량선.
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표 4. 분석법 정확도. 20mg/mL 메트포르민 의약품에 상이한 농도로 첨가된 니트로사민의 회수율(샘플 5회 반복 주입). 

결론

본 응용 자료에서는 ACQUITY Premier 시스템과 Xevo TQ Absolute 질량분석기를 함께 사용하여 메트포르민 의약품에서 

니트로사민을 검출하고 정량화하기 위한 고감도 분석법을 개발했습니다. Atlantis™ Premier BEH C18 AX 컬럼을 사용하여 

탁월한 크로마토그래피 분리 성능을 얻었습니다. 이 분석법을 통해 순 용매에서 0.01~0.1ng/mL, 20mg/mL 메트포르민 

의약품에서 0.025~0.1ng/mL의 LOQ 한계에 도달하는 우수한 정량 성능을 입증했습니다. 메트포르민 의약품에서 니트로

사민의 직선성 및 정확도는 R2 ≥ 0.999였으며, 회수율은 85~110%를 나타냈습니다.

설명된 UPLC-MS/MS 분석법은 메트포르민 의약품 내 니트로사민에 대해 매우 감도가 높고 특이적이며 정확한 분석을 제

공하여, 제품 품질 및 안전에 있어 대단히 중요한 잔류 수준 니트로사민에 대해 그 목적에 부합하며 정확도 높은 모니터링을 

가능하게 합니다.  
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