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회수율시험

리팜피신 원료의약품 150 mg 을 정밀하게 취하고

저/중/고농도(1/10/100 ng/mL)로 MNP 표준물질이 첨가된

메탄올 5 mL를 첨가한다 . 혼합용액을 vortex mixer 및

sonicator를 이용하여 충분히 혼합한 후 , 10 분 간 4,000 

rpm으로 원심분리한다. 이후, 상층액을 0.2 µm PDVF Micro 

syringe filter로필터링한시료를분석한다.

Liquid Chromatography Mass Chromatography, LCMSTM-8050

리팜피신원료의약품중불순물 LC-MS/MS 분석법

No. SSK-LCMS-2401

■서론

리팜피신은 리파마이신 계열의 살균성 항생제로 결핵 치료 시

핵심적인 역할을 하는 약물이다. 미국에서 리팜피신 함유 의약품

중 일부에서 니트로사민 계열 불순물 (MNP, 1-methyl-4-

nitrosopiperazine)이 잠정관리기준을 초과해 검출됨에 따라

식품의약품안전처는 국내 의약품의 안정성 확인을 위해 2021년

9월부터수거 및검사에착수한바가있다.

이후, 식품의약품안전처에서는 의약품 중 불순물 분석 관련

산업계 활용을 위해 ‘의약품 중 불순물 분석법 자료집[1]＇을

배포하였고 자료집 중에는 리팜피신 함유 의약품에 대한 MNP 

불순물분석법이포함되어있다.

이 뉴스레터에서는 식품의약품안전처에서 배포한 ‘의약품 중

불순물 분석법 자료집 ’에 제공된 ‘리팜피신 원료 및

완제의약품 (단일제 ) 중 MNP 분석법’을 참고해 Shimadzu 

LCMSTM-8050을 이용하여 MNP의 직선성, 검출한계, 정량한계, 

반복성및회수율을평가하였다. LC: Shimadzu Nexera X3 system

Column
: Shim-pack GIST C18 

  (2.1 x 100 mm, 2 µm)

Mobile phase A
: 10 mM Ammonium formate in water 

   (pH 9.0 adjusted with  ammonium hydroxide)

Mobile phase B :  Methanol

Flow rate :  0.3 mL/min

Gradient Program

:  B 40%(0.0 – 2.0 min) - B 100%(4.5 – 5.8 min)

   - B 40%(5.81 – 10.0 min)

   (0 - 3 min to MS, 3 - 10 min to waste)

Column temp. :  35 ℃

Injection volume :  3 μL

Sample cooler :  4 ℃

◆ Shimadzu Nexera X3 system과 LCMSTM-8050을이용하여리팜피신원료의약품중불순물을분석하였다.

◆ 리팜피신원료의약품의불순물인 MNP의직선성, 검출한계, 정량한계, 반복성및회수율을평가하였다.

◆ 확립된분석조건으로사용자가편리하게리팜피신원료의약품분석을진행할수있다.

■전처리방법

전처리방법은 식품의약품안전처의 ‘의약품 중 불순물 분석법

자료집‘ 중 ‘리팜피신 원료 및 완제의약품(단일제) 중 MNP 

분석법’을참고하였다. 

직선성시험

MNP 표준물질을 메탄올로 희석하여 0.5 – 200 ng/mL 범위의

직선성시험시료를조제하여분석한다.

재현성시험

MNP 표준물질을 메탄올로 희석하여 5 ng/mL의 재현성

시험시료를조제하여분석한다.

표 1. MNP LC-MS/MS 분석및 MRM 조건

LC-MS/MS Method for Analysis of Impurity in Rifampicin Drug Substance

■분석조건

분석기기로 Shimadau Nexera X3 LC 시스템과 LCMSTM-8050 

질량분석기를 이용하였다. 리팜피신 원료의약품 중 MNP 분석에

대한기기분석조건및 MRM 조건은표 1에나타내었다.

Rifampicin 1-methyl-4-nitrosopiperazine
(MNP)

그림 1. 리팜피신과 MNP의구조

MS: LCMS-8050

Ionization Mode :  ESI positive 

Nebulizing Gas Flow :  3.0 mL/min

Heating Gas Flow :  10.0 mL/min

Drying Gas Flow :  7.0 mL/min

Interface Temperature :  300 °C

DL Temperature :  150 °C

Heat Block Temperature :  400 °C

MRM Condition

Name
Precursor  
ion (m/z)

Product  
ion (m/z)

Q1
(V)

CE
(V)

Q3
(V)

MNP 130
100 -30 -11 -21

58 -29 -18 -25
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이 뉴스레터에서는 식품의약품안전처에서 배포한 ‘리팜피신 원료

및 완제의약품(단일제) 중 MNP 분석법’을 참고하여 Shimadzu 

LCMSTM-8050을이용해 리팜피신원료의약품 중 MNP의직선성, 

검출한계, 정량한계, 반복성 및 회수율을 평가하였다. 그 결과

식품의약품안전처에서 제공한 분석법의 시스템적합성 기준을

모두충족하였다.

직선성

MNP 검정곡선 작성을 위한 MNP 표준액 농도는 (0.5 – 200) 

ng/mL 범위이며 , 검정곡선의 결정계수는 R2>0.999로

나타났다(그림 3). 
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반복성

5 ng/mL MNP 표준액으로 반복성을 평가하였다. 6회 반복 분석

시 MNP의 피크 Area와 Height의 상대표준편차는 각각 1.2%와

2.1%로 확인되었다. 이는식품의약품안전처에서 제공한 분석법의

시스템적합성 기준(%RSD≤10)을 충족한 결과이며 표 2에 반복성

결과를나타내었다.

회수율

회수율 평가를 위해 리팜피신 원료의약품에 MNP 표준물질을

저농도 (1 ng/mL), 중농도 (10 ng/mL), 고농도 (100 

ng/mL)로 첨가한 시료를 각각 6개 씩 준비하고 회수율 시험

전처리를 진행한 후 분석을 수행하였다. 회수율은 농도 별 6개

시료의 평균 농도로 계산하였으며, (91.1-98.3) 수준으로

나타났다.

■결과

리팜피신원료의약품과 MNP의분리

리팜피신 원료의약품과 MNP의 분리는 그림 2과 같이

최적화하였다. 고농도 리팜피신 원료의약품은 밸브 전환을 통해

질량분석기로 주입되지 않도록 하고 , MNP만 질량분석기로

도입시켜기기오염을최소화하도록설정하였다.

PDA Chromatogram (254nm)

MS Chromatogram 130>58 (+)
MS Chromatogram 130>100 (+)

리팜피신 2 µg/mL 

MNP 100 ng/mL 

리팜피신

MNP

저농도
(1 ng/mL)

중농도 
(10 ng/mL)

고농도
(100 ng/mL)

# 1 1.0 10.9 91.7 

# 2 0.9 9.2 90.7 

# 3 0.9 10.1 91.0 

# 4 1.0 9.3 91.5 

# 5 1.0 9.6 90.7 

# 6 1.0 9.9 90.9 

평균 회수율(%) 96.0 98.3 91.1 

5 ng/mL
MNP 표준액 

Area Height

# 1 53,492 6,885

# 2 53,836 6,949

# 3 54,212 7,279

# 4 54,235 6,920

# 5 52,760 6,925

# 6 54,592 6,955

%RSD 1.2 2.1

■결론

그림 2. 2 µg/mL 리팜피신의 PDA 크로마토그램과
100 ng/mL MNP의 MS 크로마토그램

0.0 25.0 50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 Conc.
0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

1.50

1.75

2.00

2.25

Area(x1,000,000)

MNP
Y = (11225.4)X + (-717.287)
R2>0.999

그림 3. MNP 표준액의 검정곡선 (0.5 – 200 ng/mL)

표 2. 5 ng/mL MNP 표준액 반복성 결과(n=6)

표 3. 리팜피신원료의약품 중 MNP의 농도 별회수율(%)( n=6) 

검출한계및정량한계

LabSolutionsTM 소프트웨어를 이용하여 0.5 ng/mL MNP 

표준액에서의 신호 대 잡음비(S/N)가 29.2로 산출되는 것을 그림

4와 같이 확인하였으며 이는 식품의약품안전처에서 제공한

분석법의시스템적합성기준(S/N≥10)을충족한결과이다.
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그림 4. 0.5 ng/mL MNP 표준액의 MS 크로마토그램

따라서 검출한계(이하, LOD) 및 정량한계(이하, LOQ)는 S/N=3, 

S/N=10으로 계산하여 LOD는 0.05 ng/mL, LOQ는 0.2 ng/mL 

수준으로나타났다.
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