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개요
니트로사민 불순물은 의약품 제조 과정에서 극미량으로 생성되는 부산물입니다. 이러한 
불순물은 잠재적인 유전 독성 불순물 및 장기간 섭취 시 잠재적인 발암 물질로 분류됩니다. 
따라서 높은 수준의 감도와 신뢰도로 최종 완전의약품에서 해당 수치를 측정하는 것이 
중요합니다. 이 응용 자료에서는 Agilent 6475 QQQ LC/MS (LC/TQ) 시스템과 Agilent 
1290 Infinity II Bio LC 시스템 및 대기압 화학 이온화(APCI) 소스를 결합하여 8가지 
니트로사민 불순물의 정량 성능을 평가합니다. 

Agilent 6475 QQQ LC/MS 시스템을 
이용한 니트로사민 불순물 측정
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서론
최근 일부 안지오텐신 II 수용체 차단제(ARB) 완제의약품의 
리콜 발표가 나오면서 규제 기관에서 니트로사민 불순물에 대한 
관심이 집중되었습니다.1 니트로사민 불순물은 의약품 제조 
공정에서 발생하는 부산물입니다. 이 물질은 장기적으로 섭취할 
경우 잠재적으로 유전 독성이 있는 불순물 및 잠재적 발암 물질로 
분류되는 �관심 화합물(cohort of concern)�에 속합니다. 

이 응용 자료에서는 6475 LC/TQ와 1290 Infinity II Bio LC 시스템 
및 APCI 소스를 결합하여 8가지 니트로사민 화합물에 대한 
포괄적인 분석을 수행했습니다. 다음 화합물을 낮은 수준에서 
측정할 수 있음이 입증되었습니다. 

 – N-Nitrosodimethylamine (NDMA)

 – N-Nitrosomorpholine (NMOR)

 – N-Nitrosomethylethylamine (NMEA)

 – N-Nitrosopyrrolidine (NPYR)

 – N-Nitrosodiethylamine (NDEA)

 – N-Nitrosopiperidine (NPIP)

 – N-Nitrosodi-n-propylamine (NDPA)

 – N-Nitrosodi-n-butylamine (NDBA)

실험
화학 및 표준물질
분석에 사용된 모든 시약과 용매는 LC/MS 등급이었습니다. 
초순수는 LC-Pak Polisher와 0.22μm point-of-use 멤브레인 
필터 카트리지가 장착된 Milli-Q Integral 시스템(MilliporeSigma, 
Billerica, MA, U.S.)에서 얻었습니다. 8가지 니트로사민인 NDMA, 
NDEA, NMOR, NMEA, NPYR, NPIP, NDPA, NDBA가 포함된 
표준물질은 애질런트의 제품(부품 번호 US-113N-1)입니다.

시료 전처리
니트로사민 표준물질을 용매 바탕시료(10:90 메탄올:물)에 
0.0125~10ng/mL 범위의 9가지 농도 수준으로 주입했습니다. 
원료의약품(API) 매트릭스 전처리는 다음 단계에 따라 
수행되었습니다. 로사르탄 칼륨 완제의약품 100mg을 용매 
(50:50 메탄올:물) 2mL에 녹인 후 30분간 초음파 처리했습니다. 
그런 다음 시료를 12,000rpm으로 10분간 원심분리했습니다. 
상층액을 수집한 다음 1:5의 비율로 물로 희석했습니다. 
니트로사민 표준물질을 0.05~1ng/mL 범위의 농도에서 전처리된 
API 매트릭스에 주입했습니다.

장비
시료 분리는 다음 모듈로 구성된 Agilent 1290 Infinity II Bio LC 
시스템을 사용하여 수행했습니다.

 – Agilent 1290 Infinity II Bio 고속 펌프(G7132A)

 – 온도 조절 장치가 장착된 Agilent 1290 Infinity II Bio 
multisampler(G7137A)

 – Agilent 1290 Infinity II 다중 컬럼 온도 조절 장치(G7116B)

LC 시스템은 애질런트 APCI 소스(G1947B)가 장착된 Agilent 
6475 QQQ LC/MS(G6475AA)에 결합되었습니다. Agilent 
MassHunter 워크스테이션 소프트웨어 12.0은 데이터 수집에 
사용했습니다.

분석법
액체 크로마토그래피/질량 분석(LC/MS) 조건과 파라미터는  
표 1과 2에 나와 있습니다. 화합물에 대한 다중 반응 모니터링
(MRM) 설정은 표 3에 나와 있습니다. 검량선 분석에는 원점을 
무시하고 1/x 가중치를 적용한 선형 피팅이 사용되었습니다. 

파라미터 값

컬럼 Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18, 
3.0 × 150mm, 2.7µm(p/n 693975-302)

샘플러 온도 4°C

이동상 A ddH2O + 0.1% 포름산

이동상 B MeOH + 0.1% 포름산

유속 0.5mL/min

주입량 20µL

컬럼 온도 40°C

그레디언트 프로그램

시간(분) %B 
0.0 5 
3.5 5 
7.0 45 
9.0 60 
11.0 60 
15.0 65 
16.0 90 
16.1 5 
20.0 5

표 1. Agilent 1290 Infinity II Bio LC 분석법:

https://www.agilent.com/ko-kr/product/liquid-chromatography/hplc-systems/application-specific-hplc-systems/1290-infinity-ii-bio-lc-system
https://www.agilent.com/ko-kr/product/liquid-chromatography/hplc-systems/application-specific-hplc-systems/1290-infinity-ii-bio-lc-system
https://www.agilent.com/ko-kr/product/liquid-chromatography-mass-spectrometry-lc-ms/lc-ms-instruments/triple-quadrupole-lc-ms/6475-triple-quadrupole-lc-ms
https://www.agilent.com/ko-kr/product/liquid-chromatography-mass-spectrometry-lc-ms/lc-ms-instruments/triple-quadrupole-lc-ms/6475-triple-quadrupole-lc-ms
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표 3. Agilent 6475 LC/TQ의 다중 반응 모니터링(MRM) 상세 설정 및 화합물 정보.

화합물 명칭
전구이온 

m/z
생성이온 

m/z
Dwell 
(ms)

Fragmentor 
(V)

셀 가속기  
전압(V)

충돌 에너지 
(V) 극성

측정된 머무름  
시간(분)

NDMA
75 43 50 95 3 16 + 2.51

75 58 50 95 3 10 + 2.51

NMOR
117 45 50 80 4 21 + 3.99

117 87 50 80 4 11 + 3.99

NMEA
89 43 50 75 3 12 + 5.35

89 61 50 75 3 10 + 5.35

NPYR
101 41 50 90 3 24 + 5.70

101 55 50 90 3 19 + 5.70

NDEA
103 47 50 80 4 20 + 7.48

103 75 50 80 4 12 + 7.48

NPIP
115 41 50 90 3 24 + 7.90

115 69 50 90 3 12 + 7.90

NDPA
131 43 50 80 4 10 + 10.10

131 89 50 80 4 16 + 10.10

NDBA
159 41 50 80 3 20 + 13.50

159 57 50 80 3 12 + 13.50

파라미터 값
이온화원 애질런트 APCI 소스

극성 양이온 

가스 온도 300°C

건조 가스 유속 7L/분

Nebulizer 25psi

APCI 기화기 온도 350°C

캐필러리 전압 4,000V

코로나 전류 4.0µA

스캔 유형 시간 세그먼트 기반 MRM

검출기 게인 계수(+) 10

LC 전환기 (폐액 방향) 0~2분; 12~13분; 14~18분 
(나머지 시간 전환기는 MS 방향)

표 2. Agilent 6475 LC/TQ 파라미터.
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결과 및 토의
검량선 분석
니트로사민의 정량 성능을 평가하기 위해 8가지 니트로사민 
화합물의 검량선을 용매에서 0.0125~10ng/mL 범위의 농도로 
분석했습니다.

분석 결과 요약은 다음과 같습니다.

 – 모든 분석물질에 대한 우수한 크로마토그래피 분리 및 피크 
모양(그림 1)

 – 최저정량한계(LLOQ)를 포함한 모든 테스트된 농도에서 우수한 
정밀도와 정확도가 관측되었음(표 4)

 – 모든 표적 분석물질에 대해 LLOQ ≤0.025ng/mL의 높은 분석 
감도(표 4)

 – 테스트 농도에 대한 우수한 정량 선형성, 8가지 분석물질 
모두에서 R2 >0.99(그림 2)
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×104
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그림 1. 8가지 니트로사민 화합물에 대한 총 MRM 크로마토그램(1ng/mL).

표 4. Agilent 6475 LC/TQ 시스템을 사용한 0.025 및 0.05ng/mL에서의 평균 감응, 정량 이온의 신호 대 잡음비(S/N), %RSD 및 정확도(%)(n = 3).

농도 0.025ng/mL(n = 3) 0.05ng/mL(n = 3) LLOQ* 
(ng/mL)화학명 감응 S/N RSD(%) 정확도(%) 감응 S/N RSD(%) 정확도(%)

NDMA 1,145.08 14.63 1.28 113.86 2,154.26 23.08 1.07 105.41 0.025

NMOR 328.76 52.40 15.94 104.90 705.55 105.41 14.94 103.87 0.025

NMEA 1,057.38 40.79 3.86 116.86 1,909.29 91.84 4.81 101.00 0.0125

NPYR 918.54 24.31 2.65 115.47 1,697.56 41.59 2.45 89.61 0.025

NDEA 382.15 31.11 8.14 107.67 606.87 52.10 8.58 87.91 0.025

NPIP 890.01 57.47 6.46 97.45 2,106.81 111.72 5.30 98.29 0.025

NDPA 795.93 95.62 12.01 106.13 1,647.60 177.47 10.77 95.97 0.025

NDBA 892.36 67.66 7.58 112.05 1,581.52 123.78 7.83 101.33 0.025

* LLOQ는 정량 이온의 경우 S/N >10, 정성 이온의 경우 S/N >3을 기준으로 측정되었으며, RSD <20%, 정확도는 80~120% 이었습니다.
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그림 2. 농도 범위 0.0125~10ng/mL의 니트로사민 화합물 8종에 대한 Agilent 6475 LC/TQ의 검량선.
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그림 3. 로사르탄 칼륨 약물 매트릭스 내 낮은 농도 수준의 NDMA 생성 이온에 대한 반복 시료 크로마토그램.

로사르탄 칼륨 약물 매트릭스에서의 정량
완제의약품 내에 존재하는 니트로사민 불순물의 분석 성능을 
연구하기 위해 니트로사민 표준물질을 0.05~1ng/mL 농도로 
로사르탄 칼륨 약물 추출물에 첨가했습니다. 그 결과 8가지 
니트로사민 화합물 모두 약물 매트릭스 내 0.05ng/mL 농도에서 
높은 신뢰도로 정량할 수 있음을 확인하였습니다. 8가지 분석물질 
모두에 대한 분석 감도는 규제 기관에서 명시한 니트로사민 허용 
함량보다 훨씬 낮았습니다.2, 3 

NDMA는 니트로사민 불순물 분석에서 일반적으로 까다로운 
화합물입니다. 그림 3은 매트릭스 바탕시료에서의 NDMA와 
10mg/mL 약물 추출물 내 0.05 및 0.1ng/mL NDMA의 반복시료 
측정에 대한 대표적인 크로마토그램을 보여줍니다. 약물 매트릭스 
내에 저농도로 존재하는 NDMA에 대한 우수한 감응, S/N 및 
재현성을 6475 LC/TQ에서 입증하였습니다.
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결론
이 응용 자료는 Agilent 6475 QQQ LC/MS 시스템이 규제 
요건으로 명시된 낮은 농도 수준에서 니트로사민류 불순물을 
확실하게 정량할 수 있음을 보여줍니다. 이 분석법은 다른 ARB 
완제의약품 내 불순물 정량에도 적용할 수 있습니다. 단, 이 경우 
완제의약품의 용리 패턴에 따라 크로마토그래피 조건에 약간의 
변경이 필요할 수 있습니다.
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