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개요
처방약 내 불순물은 FDA가 승인한 안전하고 효과적인 의약품에 의존하는 환자와 
소비자들이 크게 우려하는 문제입니다. 라니티딘(Ranitidine)과 니자티딘(Nizatidine)은  
위산의 농도를 감소시키는 히스타민-2(H2) 수용체 차단제로, 위염(위벽의 염증)과  
위궤양을 치료하는 데 사용됩니다. 라니티딘의 경우, 원료의약품 및 완제의약품에 
N-nitrosodimethylamine(NDMA)이라는 발암성 니트로사민 불순물이 함유되어 있는 
것으로 밝혀졌습니다. 그 결과 다수의 해당 의약품이 리콜되었습니다. 또한, 라니티딘과 
구조적으로 유사한 니자티딘에도 NDMA가 존재하기 쉽습니다. 따라서 이렇게 문제가 되는 
의약품 내 니트로사민 불순물을 검출할 수 있는 분석법에 대한 분명한 요구가 있습니다. 
본 응용 자료에서는 라니티딘 원료의약품 및 완제의약품 내 NDMA의 검출 및 정량을 위해 
Agilent 6470 QQQ LC/MS를 사용하는 민감한 LC/MS/MS 분석법을 설명합니다.

Agilent 6470 QQQ LC/MS를 이용한 
라니티딘 내 NDMA 불순물 측정
약물 제조 공정의 규제 유전독성 불순물 검출
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서론
의약품 제조 불순물 NDMA(그림 1)는 
니트로사민(nitrosamine)류 화합물에 
속하며 극미량의 제조 부산물로 최종 
의약품에 혼입될 수 있습니다. 니트로사민 
화합물은 인체 발암 우려 물질로 분류되며, 
그 잠재적 위험성으로 인해 규제 기관의 
집중을 받았습니다. 최근 미국 식품의약국
(US FDA)이 특정 배치의 라니티딘 제품 
내에서 NDMA를 발견함에 따라 이러한 
의약품의 대대적인 리콜이 이루어졌으며, 
라니티딘 및 해당 유도체가 NDMA를 
함유하고 있을 가능성이 높다는 결론을 
내렸습니다. 따라서 미국 FDA, 중국 FDA 
및 유럽 의약청(EMA)과 같은 전 세계 
규제 기관에서 이러한 물질을 중점적으로 
모니터링하게 되었습니다.

Triple quadrupole LC/MS(TQ LC/MS) 
기반의 분석법은 특이성과 감도가 매우 
뛰어나, 라니티딘 원료의약품 및 
완제의약품에서 NDMA를 검출하고 
정량하기 위해 개발된 분석법의 기반 기술로 
사용됩니다. 본 응용 자료에 소개된 분석법은 
6470 QQQ LC/MS에서 수행되었으며, 
매우 낮은 검출 한계를 갖는 NDMA에 대한 
포괄적 분석을 제공합니다. 

실험
화학물질 및 시약
본 연구에 사용된 NDMA 표준물질은 PS3 
Labs LLP(Hyderabad, TS, India)에서 제공 
받았습니다. LC/MS 등급 용매(예: 메탄올, 
물)는 Honeywell(Charlotte, NC, USA)에서 
구입했습니다. 분석 등급 포름산은 Fluka 
(현재 Honeywell)에서 구입했습니다.

표 1. UHPLC 구성 및 설정.

파라미터 값

기기

Agilent 1290 Infinity II 고속 펌프(G7120A)

Agilent 1290 Infinity II multisampler(G7167B)

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

Agilent 1290 Infinity II 가변 파장 검출기(G7114B)

니들 세척 80:20, 메탄올:물 

시료 희석제 물

Multisampler 온도 6±2°C 

주입 부피 20µL

분석 컬럼 Agilent InfinityLab Poroshell HPH-C18, 
4.6 × 150mm, 2.7µm(p/n 693975-702)

컬럼 온도 40°C

이동상 A 0.1% 포름산 함유 물

이동상 B 0.1% 포름산 함유 메탄올

유속 0.3mL/분

그레디언트

시간(분) % A % B 유속(mL/분) 
0 95 5 0.3 
6 92 8 0.3 
6.1 92 8 0.5 
11 5 95 0.5 
11.1 5 95 0.3 
11.2 95 5 0.3 
14 95 5 0.3

중지 시간 14분

사후 시간 1분

UV 파장 230nm, 300nm

LC 구성 및 파라미터

시료 전처리
원료의약품: 120mg의 원료의약품을 
15mL 원심 분리 튜브에 정확하게 칭량하여 
4mL 물로 희석했습니다. 완전히 용해될 
때까지 vortex 믹서를 사용하여 용액을 
혼합했습니다. 

완제의약품: 목표 농도인 30mg/mL API 
수용액을 얻기 위해 적당한 수의 정제를 
분쇄하였습니다. 분말 형태의 완제의약품을 
15mL의 원심 분리 튜브로 옮긴 다음, 
목표 농도를 얻기 위해 적당량의 물을 
첨가했습니다. Vortex 믹서를 사용하여 
용액을 약 1분간 혼합한 다음,  기계식 
진탕기에 40분간 넣었습니다. 추출 후, 
시료를 4,500rpm으로 15분간 원심 
분리하였습니다. 그런 다음 0.2µm 
나일론 시린지 필터로 여과 후 상등액을 
수집했습니다.
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그림 1. N-nitrosodimethylamine(NDMA)의 화학 구조.
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분석법 개발 및 데이터 분석
흐름 주입 모드에서 1,000ng/mL 농도로 
1μL의 원액을 주입하여 분석법 개발을 
수행했습니다. Agilent MassHunter 
Acquisition Optimizer 소프트웨어를 통해 
MRM 전이를 획득 및 최적화하여 최상의 
전구 이온 및 생성 이온, fragmentor 전압 
및 충돌 에너지를 결정하였습니다. Agilent 
MassHunter 소프트웨어 버전 10을 
사용하여 데이터를 획득하고 분석했습니다.

TQ 질량 분석기 구성 및 파라미터

표 2. 질량 분석기 구성 및 이온화원 설정.

파라미터 값

기기 Agilent 6470A QQQ LC/MS

이온화원 대기압 화학 이온화(APCI)

MS/MS 모드 MRM 

이온 모드 양이온

건조 가스 온도 300°C

건조 가스 유속 5L/분

Nebulizer 압력 35psi

APCI 히터 350°C

APCI 니들(양이온) 4µA

캐필러리 전압(양이온) 4,000V

MS1/MS2 분해능 0.7/0.7(Unit/Unit)

머무름 시간 200ms

분석물질별 MS/MS 화합물 정보

표 3. Agilent 6470 QQQ LC/MS MRM 모드의 상세 MRM 설정.

화합물 전구 이온(m/z) 생성 이온(m/z)
Fragmentor 

(V) 충돌 에너지(V) CAV(V) 극성

NDMA(정량) 75.1 43.1 75 18 1 +

NDMA(정성) 75.1 58.1 75 10 1 +
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결과 및 토의
검량 농도 범위는 0.1 ~ 100ng/mL이었으며 
결과는 표 5에 정리하였습니다. NDMA의  
경우, R2 값은 0.9997 이상이었으며 전체 
농도 범위에 걸쳐 뛰어난 선형 감응을 
나타냈습니다. 그림 2는 6470 QQQ LC/MS  
수집에서 얻은 대표적인 추출 이온 MRM  
크로마토그램으로, 1ng/mL 검량 
표준물질과 라니티딘(30mg/mL)에서 
NDMA의 용리를 나타냅니다. 고농도의 
라니티딘을 폐기물(waste) 유로로 
전환하기 위해 전환 밸브 프로그램(표 4)을 
사용했습니다.
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표준물질에 들어 있는 1ng/mL의 NDMA(75.1 → 43.1)
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그림 2. 용리 패턴을 나타내는 라니티딘 UV 크로마토그램과 대표적인 NDMA(1 ng/mL) MRM 크로마토그램.

표 4. 라니티딘 피크를 폐기물(waste)로 전환하는 데 
사용된 전환 밸브 프로그램.

# 시작 시간(분) 스캔 유형 전환 밸브

1 0 MRM 폐기물

2 6 MRM MS

3 8.2 MRM 폐기물

표 5. Agilent 6470 QQQ LC/MS 결과 요약. 데이터에는 신호 대 잡음비(S/N), 산출된 정량 한계(LOQ), 검출 한계
(LOD), 회귀 계수 및 검량선 피팅을 포함. NDMA는 1/x 가중 검량선 사용.

Agilent 6470 QQQ LC/MS

화합물 LOD(ng/mL) LOD(S/N) LOQ(ng/mL) LOQ(S/N) R2 직선성 범위 
(ng/mL)

NDMA 0.1 20.85 0.25 45.11 0.9997 0.1~100

*S/N은 MassHunter Quantitative 10 소프트웨어에서 Auto-RMS 알고리즘을 사용하여 노이즈 기준은 시료로, 0.2분의 
노이즈 폭을 적용하여 산출함.
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정확도 및 재현성
NDMA의 검량선(그림 4)은 LOQ에서 
예상 농도 수준의 20% 이내의 정확도를 
보여주었습니다. 검량 (농도)수준은 표 6B
에 표시되어 있으며, 모든 수준에서 재현성은 
15% 미만의 CV를 나타냈습니다. 

그림 4. 크로마토그램 전체에 분산되어 있는 NDMA에 대한 대표적 검량선. 검량선 피팅에 1/x 가중 계수 사용.
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그림 3. NDMA(0.25ng/mL)의 대표 추출 이온 MRM 크로마토그램.
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표 6A. 라니티딘 중 1ng/mL NDMA 에 대한 
대표적 반복 분석 재현성.

번호 1ng/mL 감응

1 17,404

2 17,560

3 17,656

4 17,337

5 17,412

6 17,497

7(Bracketing) 17,643

8(Bracketing) 17,488

9(Bracketing) 17,464

평균 17,495.67

SD 107.93

RSD(%) 0.62



6

표 6B. 여러 NDMA 농도 수준에 대한 대표적 정확도 및 재현성.
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표 7B. 라니티딘 원료의약품 회수율 실험 요약.

니트로사민 불순물
라니티딘 API(30mg/mL)에  
혼합한 스파이킹 농도(ng/mL) 회수율%

NDMA

1.2 86.4

3 93.3

6 86.5

표 7C. 정제형 라니티딘 완제의약품에 대한 회수율 실험 요약.

니트로사민 불순물
 30mg/mL 라니티딘 정제 내 
스파이킹 농도(ng/mL) 회수율%

NDMA
24 94.9

48 87.4

표 7A. 여러 농도 수준별 대표적 회수율 데이터.

참고: 원료의약품 및 완제의약품 모두에 
이미 어느 정도의 NDMA가 함유되어 있었기 
때문에 더 높은 농도에서 회수율 실험을 
수행했습니다.
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결론
Agilent 6470 QQQ LC/MS는 규제 
요건에서 요구하는 낮은 농도 수준으로 
니트로사민 불순물을 분석할 수 
있습니다. 본 응용 자료에서는 라니티딘 
원료의약품 및 완제의약품 중 NDMA 
니트로사민 불순물 검출에 대한 6470 
QQQ LC/MS의 높은 감도를 보여줍니다. 
라니티딘은 크로마토그래피적으로 잘 
분리되기 때문에(30mg/mL의 매우 높은 
농도에서도 분리) 전환 밸브 프로그램을 
사용하여 API를 배제할 수 있습니다. 
결과적으로, 라니티딘이 질량 분석기에 
들어가지 않는다는 점에서 이 LC/MS 
분석법은 본질적으로 높은 감도와 재현성을 
제공합니다.
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정의
원료의약품: �Active Pharmaceutical 
Ingredient(API, 원료의약품, 활성성분, 
유효성분, 주성분).� 질병의 진단, 치유, 
완화, 치료 또는 예방에 있어 약리 작용
(pharmacological activity) 또는 기타 
직접적인 영향을 제공하거나, 인간 또는 
다른 동물의 체내 구조 혹은 다른 기능에 
영향을 미치고자 하는 의약품의 모든 성분을 
말합니다. 유효 성분은 특정 작용 또는 
효과를 제공하기 위해 완제의약품 제조 
과정에서 화학적 변화를 거쳐 변형된 형태로 
완제의약품 내에 존재하게 되는 성분을 
포함합니다.

완제의약품: 정제, 캡슐 또는 용액 등과 같이 
일반적으로(반드시 그런 것은 아님) 비활성 
성분과 함께 원료 의약품(API)을 함유하는 
최종 제형을 의미합니다. 참고 문헌: 
Manufacturing, Processing, or Holding 
Active Pharmaceutical Ingredients FDA 
Guidance
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