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บทคัดยอ nitrosamines ถูกตรวจพบปนเปอนในผลิตภัณฑยาหลายชนิด ไดแก angiotensin II receptor blocker 

(ARB) ranitidine และ metformin มีเพียง N-nitrosodimethylamine (NDMA) ชนิดเดียวเทานั้นที่เปนสารปนเปอน 

nitrosamines ที่พบในยา metformin สาเหตุของการเกิดการปนเปอน nitrosamines ในผลิตภัณฑยาอาจมาจากวัตถุดิบ 

สารชวยในตํารับ น้ํา ตัวทําละลาย กระบวนการผลิต และวัสดุบรรจุภัณฑ เนื่องจาก nitrosamines เปนสารที่อาจกอให

เกิดมะเร็งในมนุษย ดังนั้นจึงตองมีการควบคุมปริมาณ nitrosamines ใหไมเกินคา acceptance daily intake (ADI)

สําหรับ ADI ของ NDMA เทากับ 96 นาโนกรัมตอวัน การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาวิธีวิเคราะหดวย

gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) ที่มีความไวในการตรวจวัดปริมาณสาร NDMA

ซึ่ งมีปริมาณนอยมากในผลิตภัณฑยาเม็ด metformin โดยพัฒนาจากวิธีที่หนวยงานกํากับดูแลดานยาของ

ตางประเทศเผยแพร การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหเปนไปตาม International Council for Harmonisation

(ICH) guideline พบวาพีคของ NDMA และ NDMA-d6 ไมถูกรบกวนจาก N-nitrosodiethylamine

(NDEA) metformin สารชวยในตํารับ และตัวทําละลาย ขีดจํากัดของการตรวจพบเปน 0.8 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร

ขณะที่ขีดจํากัดของการวัดเชิงปริมาณเทากับ 3 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งต่ํากวาเกณฑของ NDMA ที่ยอมใหมีได

ในผลิตภัณฑยาเม็ด metformin วิธีนี้มีความเปนเสนตรง โดยมีคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) มากกวา 0.999

ความแมนแสดงดวยคา %recovery อยูในชวง 87.4–103.4% คาเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธของ repeatability

และ intermediate precision นอยกวา 8% และ 11% ตามลําดับ ดังนั้นวิธีที่ ไดพัฒนาขึ้นนี้ เหมาะสม

สําหรับใชควบคุมปริมาณ NDMA ในผลิตภัณฑยาเม็ด metformin

คําสําคัญ: การปนเปอนไนโตรซามีน, N-nitrosodimethylamine, Metformin, NDMA, GC-MS
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บทนํา

สถานการณการปนเป อน nitrosamine 

ในผลิตภัณฑยาเริ่มเมื่อป ค.ศ. 2018 มีรายงานพบการ

ปนเปอน N-nitrosodimethylamine (NDMA) 

ในวัตถุดิบตัวยาสำคัญของยา valsartan ของบริษัท 

Zhejiang Huahai Pharmaceuticals สาธารณรัฐ

ประชาชนจนี โดย valsartan เปนยาในกลุม angiotensin

receptor blockers (ARB) ใชรกัษาโรคความดนัโลหติสงู

ตอมาในเดือนกันยายน ค.ศ. 2019 มีการรายงานพบ

การปนเปอนของ NDMA ในยา ranitidine ที่ใชเปน

ยารักษาโรคแผลในกระเพาะอาหารและลำไสเล็กสวนตน

ในเดือนธันวาคม ค.ศ. 2019 มีรายงานการพบ NDMA 

ในผลิตภัณฑยา metformin ท่ีใชรักษาเบาหวาน 

ทำใหหนวยงานกำกับดูแลในประเทศตางๆ อาทิ

องคการอาหารและยาสหรัฐ (U.S. Food and Drug 

Administration; USFDA) หนวยงานกำกับดูแล

ดานยาของสหภาพยุโรป (European Medicines 

Agency; EMA) มีการดำเนินการเพื่อควบคุมปริมาณ 

nitrosamine ทีพ่บปนเปอนในผลติภณัฑยา เรยีกเกบ็คืน

ยาจากทองตลาด กำหนดแนวทางใหกับผูผลติวตัถุดบิและ

ผลติภณัฑยาสำเรจ็รปูประเมนิความเสีย่งของการปนเปอน

ของสารกลุม nitrosamine ตรวจวิเคราะหเพ่ือยืนยัน

ปริมาณที่ตรวจพบและกำหนดแนวทางการปองกันหรือ

ลดการปนเปอน nitrosamines(1-3) โดยการปนเปอน 

nitrosamines อาจมีสาเหตุจากวัตถุดิบตัวยาสำคัญ 

สารชวยในตำรับ (excipient) น้ำและตัวทำละลายท่ีใช 

กระบวนการผลิต และวัสดุบรรจุ(4,5) 

nitrosamines มโีครงสรางทางเคมเีปน nitroso

group จับกับ amine ดังนั้นปจจัยที่ทำให เกิด 

nitrosamine ตองมี amines ไดแก secondary, 

tertiary หรือ quaternary amines และ nitrite 

salts ภายใตสภาวะทีเ่ปนกรด ซึง่ในสภาวะดงักลาวทำให 

nitrite salts เปลีย่นเปน nitrous acid และทำปฏกิริยิา

กบั amines ไดเปน nitrosamines ดงัแสดงในภาพที ่1

จากปฏิกิริยาดังกลาวทำใหเกิด nitrosamine 

impurities 7 ชนดิ ไดแก NDMA, N-nitrosodiethy-

lamine (NDEA), N-nitroso-N-methyl-4-amino-

butyric acid (NMBA), N-nitrosoisopropylethyl-

amine (NIPEA), N-nitrosodiisopropylamine 

(NDIPA), N-nitrosodibutylamine (NDBA) 

และ N-nitrosomethylphenylamine (NMPA)(1,5)

แตชนิดที่พบการปนเปอนในผลิตภัณฑยา metformin 

และ ranitidine คือ NDMA เทานั้น ขณะที่ยากลุม 

ARB พบการปนเปอนของ NDMA, NDEA และ 

NMBA(1)  โดย nitrosamines เปนพิษตอพันธุกรรม 

(genotoxic agent) ในสัตวหลายชนิด International 

ภาพที่ 1 ปฏิกิริยาแสดงการเกิด nitrosamines(1)

Agency for Research on Cancer (IARC) จัดให

nitrosamines อยูในกลุมของสารที่อาจกอมะเร็ง 

(carcinogen) ในมนุษย ซึ่งตองควบคุมใหมีปริมาณ

ต่ำกวาระดับที่อาจเกิดความเสี่ยงกอมะเร็งหากไดรับ

เขาไป(2,6) ดังนั้นจึงกำหนดคา acceptance daily 

intake (ADI) ของสาร nitrosamine โดยใชหลักการ

ของ Assessment and Control of DNA Reactive 

(Mutagenic) Impurities in Pharmaceuticals to 

Limit Potential Carcinogen Risk ICH M7(R1)  

คือ ปริมาณที่ทำใหเกิดความเส่ียงกอมะเร็งในมนุษย

ประมาณ 1: 100,000 คน เมื่อไดรับสารตอเนื่องทุกวัน

เปนระยะเวลา 70 ป ซึ่งคา ADI ของ NDMA เปน



245

การพัฒนาวิธีวิเคราะห N-nitrosodimethylamine
ในผลิตภัณฑยาเม็ด Metformin ศศิดา อยูสุข และ ปยมาศ กิจชนะพานิชย

วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 66 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2567

96 นาโนกรัมตอวัน(1,2) คนทั่วไปหากไดรับ NDMA ใน

ปรมิาณทีเ่ทากบัหรอืตำ่กวา 96 นาโนกรมั ทุกวันเปนเวลา 

70 ป คาดวายังไมมีความเสี่ยงตอการเกิดมะเร็ง(7) 

ในประเทศไทยยา metformin เปนยารักษาโรค

เบาหวานอันดับแรกที่สั่งจายใหผูปวยและบรรจุอยูใน

บัญชียาหลักแหงชาติ พ.ศ. 2565(8) จากขอมูลการขึ้น

ทะเบยีนตำรบัยากบัสำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา 

พบวามีทะเบียนตำรับยา metformin จำนวน 100 ตำรับ 

แบงเปนยาผลติในประเทศ จำนวน 75 ตำรบั และยานำเขา

จำนวน 25 ตำรับ(9) เพื่อเปนการคุมครองผูบริโภค

จึงจำเปนตองมีการสำรวจการปนเปอนของ NDMA ใน

ยาเม็ด metformin ท่ีมีจำหนายในประเทศไทย แต

เนื่องจากคา ADI ของสาร NDMA มีปริมาณต่ำมาก

วิธีตรวจวิเคราะหท่ีใชตองมีความไวสูง จากการสืบคน

พบวาวธิวีเิคราะหในตำราฟารมาโคเปยของสหรฐัอเมรกิา 

(The United States Pharmacopoeia; USP) เปน

การวิเคราะห nitrosamine impurities ในวัตถุดิบของ

ยากลุม ARB โดยใชเทคนิค LC-MS, LC-MS/MS, 

GC-MS และ GC-MS/MS ซึ่งมีการใช NDMA-d6 

เปน internal standard และใชเมทานอลเปน

ตัวทำละลาย(5) สวนตำรายูโรเปยนฟารมาโคเปย

(The European Pharmacopoeia) เปนวิธีวิเคราะห 

nitrosamine impurities ในวัตถุดิบของยากลุม ARB 

ดวยเทคนิค GC-MS/MS และใช N-nitrosoethyl-

methylamine (NEMA) เปน internal standard(10)

ดังนั้นจึงยังไมมีวิธีวิเคราะห nitrosamine impurities

สำหรับผลิตภัณฑยา metformin ในตำรายาใดๆ สวน

หนวยงานกำกับดูแลทางดานยาของประเทศตางๆ

เผยแพรวิธีการตรวจวิเคราะห nitrosamines ใน

ผลติภณัฑยาดงัน้ี USFDA วิเคราะห  NDMA ในวตัถดุบิ

และผลิตภัณฑยา metformin ดวยเทคนิค LC-MS

มขีดีจำกดัของการตรวจพบ (LOD) และขีดจำกดัของการ

วัดเชิงปริมาณ (LOQ) เปน 0.01 ppm และ 0.03 ppm 

ตามลำดับ(11) หนวยงาน Health Sciences Authority

ของสิงคโปรไดเผยแพรวิธีวิเคราะห 2 วิธี ไดแก การ

วิเคราะห NDMA ในผลิตภัณฑยา metformin และ

ranitidine ดวยเทคนคิ LC-MS/MS และใช NDMA-d6

เปน internal standard โดยมีวัตถุประสงคใหเปน

ทางเลอืกและใชแนวทางในการตรวจวเิคราะห พรอมระบุ

ใหมีการตรวจสอบความถูกตองกอนนำไปใช(12) และ

การวิเคราะห NDMA ในผลิตภัณฑยา metformin ดวย 

GC-MS เตรียมตัวอยางดวยตัวทำละลาย dichloro-

methane และสกัดดวย 0.1 N hydrochloric acid 

กอนนำสารละลายชั้น dichloromethane มาวิเคราะห

ดวย GC-MS(13) สวนหนวยงาน Swissmedic ของ

สวิตเซอรแลนดไดเผยแพรการวิเคราะห nitrosamines 

ในผลติภณัฑยากลุม ARB ดวย GC-MS/MS(14) จากการ

สืบคนดังกลาว พบวาวิธีวิเคราะห NDMA ในผลิตภัณฑ

ยา metformin มีทั้งเทคนิค LC และ GC ชนิดของ

ตัวทำละลายและ internal standard และขั้นตอน

การเตรยีมตวัอยางทีใ่ชมคีวามหลากหลาย ดงันัน้งานวจิยั

ครัง้นี ้จงึมวีตัถปุระสงคเพือ่พฒันาวธิวีเิคราะหหาปริมาณ 

NDMA ในผลติภณัฑยาเมด็ metformin ดวย GC-MS

โดยพัฒนาจากวิธีที่หนวยงานกำกับดูแลดานยาของ

ตางประเทศเผยแพร เพื่อใชในการสำรวจการปนเปอน

ของ nitrosamine impurities ในยาเม็ด metfor-

min ที่มีการขึ้นทะเบียนยาในประเทศไทย และทำให

ทราบสถานการณการปนเปอน NDMA ในผลิตภัณฑยา 

metformin ในประเทศไทย

วัสดุและวิธีการ

สารมาตรฐานและสารเคมี

สารมาตรฐาน: N-nitrosodimethylamine 

(NDMA) (Chem Service Inc., USA, สารละลายใน 

methanol ความเขมขน (certified concentration) 

104.0 ug/ml ±2.0% (k = 2) Lot No. 7979000), 

nitrosodimethylamine-d6 solution (NDMA-d6) 

(Chem Service Inc., USA, สารละลายใน dichloro-

methane ความเขมขน (certified concentration) 

1,010.9 ug/ml ±2.0% (k = 2) Lot No. 12628700) 

และ N-nitrosodiethylamine (NDEA) (Chem 

Service Inc., USA, สารละลายใน methanol 

ความเขมขน (certified concentration) 100.9

ug/ml ±2.0% (k = 2) Lot No. 14609000)

สารเคมี: methanol (HPLC grade: Merck, 

Germany), dichloromethane (HPLC grade: 
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Carlo Erba, Germany), povidone K30 (Phar-

maceutical grade, Ashland, USA),magnesium 

stearate (Pharmaceutical grade, Italmatch 

Chemicals, Spain),hydroxypropyl methylcellu-

lose E15 (Pharmaceutical grade, Lotte Fine 

Chemical Co., Ltd., Korea) และ polyethylene 

glycol 6000 (Pharmaceutical grade, Liaoning 

Oxiranphex Inc., China) 

เครื่องมือและอุปกรณ  

gas chromatography-mass spectrometry 

(GC-MS) (Thermo ScientificTM TRACE 1310 

Gas Chromatograph, Thermo Fisher Scientific

Inc., USA), detector (ISQTM 7000 single 

quadrupole mass spectrometer, Thermo Fisher

Scientific Inc, USA), เครื่องชั่งความละเอียด 

0.0001 กรัม รุน XPE204 (Mettler Toledo,

Switzerland), เครื่องชั่ง ความละเอียด 0.01 มิลลิกรัม 

รุน XP205 (Mettler Toledo, Switzerland), เครื่อง

ชั่งความละเอียด 0.001 มิลลิกรัม รุน XP6 (Mettler

Toledo, Switzerland) volumetric flask ขนาด 1, 

10, 25 และ 500 มิลลิลิตร, ปเปต ขนาด 10 มิลลิลิตร,

micropipette ขนาด 25, 100 และ 250 ไมโครลิตร 

(Microman, Gilson S.A.S., France), eppendorf

tube ขนาด 2.0 มิลลิลิตร, centrifuge (Hermle®

Z306, Hermle,  Germany) และ shaker 

(Gerhardt®Laboshake, Germany)

ตัวอยางยาเม็ด metformin

ตัวอยางที่ใชในการทดสอบความถูกตองของวิธี 

Glucophage XR ชนิด extended release 1,000 mg 

ผลติโดย Merck Sante S.A.S. รุนผลิต Y07802 วันผลติ

01/2020 วันหมดอายุ 12/2022

ตัวอยางที่ใชในการสำรวจปริมาณ NDMA ใน

ยาเมด็ metformin ตัง้แตตลุาคม พ.ศ. 2563 ถงึกนัยายน 

พ.ศ. 2565 รวมทัง้สิน้ 794 ตวัอยาง แบงเปน ตวัอยางจาก

ผูผลิตในประเทศ 40 ราย 62 ทะเบียนตำรับยา ตัวอยาง

จากผูนำเขา 11 ราย 22 ทะเบยีนตำรบัยา โดยทัง้หมดเปน

ตัวอยางที่สำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา (อย.) 

เก็บจากผูผลิตและผูนำเขา

วัตถุดิบ metformin ผลิตโดย Merck Sante 

S.A.S. รุนผลิต M11601

placebo (matrix blank) 

ในยาเม็ด metformin ขนาด 500 มิลลิกรัม 

ประกอบดวย povidone K30 27 มลิลิกรมั magnesium 

stearate 5 มลิลกิรมั hydroxypropyl methylcellulose

E15 9.76 มิลลิกรัม และ polyethylene glycol 6000 

(PEG 6000) 0.24 มิลลิกรัม ใชทั้งหมด 50 เม็ด

การเตรยีมสารละลายมาตรฐาน NDMA ความเขมขน 

200 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร

 ปเปตสารละลายมาตรฐาน NDMA 104.0  

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จำนวน 20 ไมโครลิตร ใสใน 

volumetric flask ขนาด 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร

ดวยสารละลาย internal standard (ความเขมขน

50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร)

การเตรยีมสารละลายมาตรฐาน NDMA ความเขมขน 

1, 3, 5, 10, 30, 50 และ 100  นาโนกรมัตอมลิลลิติร 

สำหรับการสรางกราฟมาตรฐาน (calibration 

curve) 

ปเปตสารละลายมาตรฐาน NDMA ความเขมขน 

200 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จำนวน 5, 15, 25, 50, 150, 

250 และ 500 ไมโครลิตร ใสใน volumetric flask 

ขนาด 1 มลิลลิติร ปรบัปรมิาตรดวยสารละลาย internal 

standard (ความเขมขน 50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร)

การเตรียมสารละลาย internal standard 

ความเขมขน 50 นาโนกรมัตอมลิลลิติรใน dichloro-

methane 

ปเปตสารละลายมาตรฐาน NDMA-d6 1,010.9  

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จำนวน 25 ไมโครลิตร ปรับ

ปริมาตรดวย dichloromethane ใหครบ 500 มิลลิลิตร 
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การเตรียมสารละลายตัวอยาง

บดเม็ดยา metformin จำนวน 20  เม็ด ชั่งผงยา

ใหมีปริมาณ metformin 1,000 มิลลิกรัม ใสใน

volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร ปเปตสารละลาย 

internal standard (ความเขมขน 50 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร) 10.0 มิลลิลิตร เขยาดวย shaker เปนเวลา 

50 นาที เทสารละลายตัวอยางลงใน eppendorf tube

ขนาด 2.0 มิลลิลิตร นำไปปนเหวี่ยงดวยเครื่อง

centrifuge ที่ 14,000 rpm เปนเวลา 5 นาที จากนั้น

ปเปตเฉพาะสวนใสไปวิเคราะหดวย GC-MS

สภาวะของระบบโครมาโตกราฟ (chromatographic

condition) ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 สภาวะของระบบโครมาโตกราฟของ GC-MS

สภาวะของ GC 

injection volume 2 µl

inlet temperature 250°C 

carrier gas (ml/min) Helium (1 ml/min)

injection mode Splitless
Splitless time: 1 min
Splitless flow: 50 ml/min

GC column DB-WAX ขนาด 30 m length × 0.25 mm 
ID × 0.25 µm film thickness

oven temperature program 45°C (hold 1 min), 15°C/min to 180°C, 
20°C/min to 250°C, 250°C (hold 1 min)

retention time NDMA: 6.20 min 
NDMA-d6: 6.19 min

สภาวะของ mass spectrometry detector

transfer line 250°C 

ion source 300°C 

acquisition mode SIM

target SIM NDMA: quantified ion เปน m/z 74 
qualifier ions เปน m/z 43 42

NDMA-d6: quantified ion เปน m/z 80

การตรวจสอบความเหมาะสมของระบบ (system 

suitability)

สัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) ของ calibration 

curve ตองมคีาไมนอยกวา 0.995 รอยละของการคืนกลบั 

(%recovery) ของสารละลาย QC (สารละลายมาตรฐาน 

NDMA ทีค่วามเขมขน 4 นาโนกรมัตอมิลลลิติร) ตองอยู

ระหวาง 80-120%

การทดสอบความถูกตองของวิธี(15,16)

การเตรียมสารละลายมาตรฐานใน placebo 

(matrix blank) สำหรับความจำเพาะเจาะจงของวิธี 

(specificity) ดังนี้

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน NDMA 

ปเปตสารละลายมาตรฐาน NDMA 104.0 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จำนวน 250 ไมโครลิตร ใสใน 
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volumetric flask ขนาด 1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวย 

dichloromethane จากน้ันปเปตสารละลายท่ีได 40 

ไมโครลิตร ใสใน volumetric flask ขนาด 10 มิลลิลิตร 

ปรบัปรมิาตรดวยสารละลาย placebo ใหไดความเขมขน 

100 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน NDMA-d6 

ปเปตสารละลายมาตรฐาน NDMA-d6 1010.9  

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จำนวน 50 ไมโครลิตร ใสใน 

volumetric flask ขนาด 2 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวย 

dichloromethane จากน้ันปเปตสารละลายท่ีได 40 

ไมโครลิตร ใสใน volumetric flask ขนาด 10 มิลลิลิตร 

ปรบัปรมิาตรดวยสารละลาย placebo ใหไดความเขมขน 

100 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน NDEA 

ปเปตสารละลายมาตรฐาน NDEA 100.9 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จำนวน 250 ไมโครลิตร ใสใน 

volumetric flask ขนาด 1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวย 

dichloromethane จากน้ันปเปตสารละลายท่ีได 40 

ไมโครลิตร ใสใน volumetric flask ขนาด 10 มิลลิลิตร 

ปรบัปรมิาตรดวยสารละลาย placebo ใหไดความเขมขน 

100 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร

การเตรียมสารละลาย metformin 

ชัง่วตัถดุบิ metformin 2 กรมั ใสใน volumetric 

flask ขนาด 50 มิลลิลิตร ปเปต dichloromethane 

20 มิลลิลิตร ใสใน volumetric flask และเขยาดวย 

shaker เปนเวลา 50 นาที จากนั้นนำไปปนเหวี่ยงดวย

เครื่อง centrifuge ที่ 14,000 rpm เปนเวลา 15 นาที 

กอนปเปตเฉพาะสวนใส และวิเคราะหดวย GC/MS

การเตรียมสารละลายมาตรฐานผสมระหวาง NDMA, 

NDMA-d6 และ NDEA 

เตรียมสารละลายมาตรฐานผสม NDMA,

NDMA-d6 และ NDEA ใหไดความเขมขนสุดทาย

เปน 100 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรตอชนิดสาร ตามขั้นตอน

ขางตน แตใหเจอืจางในขัน้สดุทายใน volumetric flask 

เดยีวกัน  ปรมิาตรสุดทายเปน 10 มลิลิลิตร และปรบัปรมิาตร

ดวยสารละลาย placebo 

การเตรยีมสารละลายมาตรฐานผสมระหวาง NDMA, 

NDMA-d6, NDEA และ metformin 

เตรียมสารละลายมาตรฐานผสม NDMA,

NDMA-d6 และ NDEA ความเขมขน 100 นาโน

กรัมตอมิลลิลิตรตอชนิดสาร ตามขั้นตอนขางตน แตให

เจือจางในขั้นสุดทายใน volumetric flask เดียวกัน

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยสารละลาย 

metforminใน placebo

การเตรียมสารละลาย internal standard ความ

เขมขน 50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ใน dichloro-

methane สำหรับความเปนเสนตรง (linearity), 

LOD และ LOQ

ปเปตสารละลายมาตรฐาน NDMA-d6 1,010.9  

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จำนวน 25 ไมโครลิตร ปรับ

ปริมาตรดวย dichloromethane ใหครบ 500 มิลลิลิตร 

การเตรียมสารละลาย internal standard ความ

เขมขน 50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ในสารละลาย 

placebo สำหรับ linearity, LOD และ LOQ

ปเปตสารละลายมาตรฐาน NDMA-d6 1,010.9  

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จำนวน 25 ไมโครลิตร ปรับ

ปริมาตรดวยสารละลาย placebo ใหครบ 500 มิลลิลิตร

การเตรียมสารละลาย placebo (matrix blank 

solution)

ผสม povidone K30 1,350 มลิลกิรมั magnesium

stearate  250  มิ ลลิ กรั ม  hydroxypropy l 

methylcellulose E15 488 มิลลิกรัม polyethylene 

glycol 6000 (PEG 6000) 12 มิลลิกรัม ใหเขากัน 

ละลายใน dichloromethane 250 มิลลิลิตร และเขยา

ดวย shaker เปนเวลา 50 นาท ีนำไปปนเหวีย่งดวยเครือ่ง 

centrifuge ที่ 14,000 rpm เปนเวลา 15 นาที จากนั้น

นำสวนใสไปใชในการเตรียมสารละลายมาตรฐาน
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การเตรียมลารละลายตัวอยางที่ความเขมขน 3 

(LOQ), 10, 50 และ 90 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

สำหรับการทดสอบความแมน (accuracy) และ

การทดสอบความเที่ยง (precision)

ชัง่ผงยาใหมีปรมิาณ metformin 1,000 มลิลกิรมั 

ใสใน volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร จำนวน

4 ขวด เติมสารละลายมาตรฐาน NDMA ความเขมขน 

200 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร โดยการปเปต 0.15, 0.5, 

2.5, 4.5 มิลลิลิตร ใสใน volumetric flask ตามลำดับ 

เติมสารละลาย internal standard  (ความเขมขน 50 

นาโนกรัมตอมลิลลิติร) ใหไดปรมิาตรรวม 10.0 มลิลลิติร 

โดยการปเปต 9.85, 9.5, 7.5 และ 5.5 มิลลิลิตร ใสใน

volumetric flask ตามลำดับ เขยาดวย shaker 

เปนเวลา 50 นาที จากน้ันเทสารละลายตัวอยางใสใน

eppendorf tube ขนาด 2.0 มิลลิลิตร และนำไปปน

เหวี่ยงดวยเครื่อง centrifuge ที่ 14,000 rpm เปนเวลา

5 นาที กอนปเปตเฉพาะสวนใสและวิเคราะหดวย

GC-MS 

การทดสอบความจำเพาะเจาะจงของวธิ ี(specificity)

วเิคราะหสารละลายมาตรฐาน NDMA ใน placebo

สารละลายมาตรฐาน NDMA-d6 ใน placebo สารละลาย

มาตรฐาน NDEA ใน placebo สารละลาย metformin 

ใน placebo สารละลายมาตรฐานผสมระหวาง NDMA, 

NDMA-d6 และ NDEA ใน placebo สารละลาย

มาตรฐานผสมระหวาง NDMA, NDMA-d6, NDEA 

และ metformin ใน placebo วิเคราะหดวย GC-MS 

เกณฑยอมรบัตองไมพบสญัญาณท่ีมีคา retention time 

และ m/z ที่ตรงกับ NDMA และ NDMA-d6 

การทดสอบความเปนเสนตรง (linearity) 

ศึกษาความเปนเสนตรงในสภาวะที่มีและไมมี 

placebo effect ดังนี้

การเตรยีมสารละลายมาตรฐาน NDMA ความเขม

ขน 1, 3, 5, 10, 30, 50 และ 100 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

ในสารละลาย internal standard (ความเขมขน 50 

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) ใน dichloromethane

 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน NDMA 

ในสารละลาย placebo เตรยีมเชนเดยีวกบัใน dichloro-

methane โดยเตรยีมความเขมขนละ 3 ซำ้ นำไปวิเคราะห

ดวย GC-MS ศึกษาความสัมพันธระหวางความเขมขน

และอัตราสวนพื้นที่ใตพีค สรางกราฟมาตรฐานระหวาง

ความเขมขนและอัตราสวนพื้นที่ใตพีค คำนวณคา

สัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) ซึ่งตองมีคาไมนอยกวา

0.995(15)

การหาขีดจำกัดของการตรวจพบ (LOD) และ

ขีดจำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (LOQ)

วเิคราะหสารมาตรฐาน NDMA ทีร่ะดบัความเขม

ขน 0.5, 0.8, 1.0 และ 3.0 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จำนวน

ความเขมขนละ 10 ซ้ำ คำนวณหา signal to noise 

(S/N) ซึ่ง LOD ตองมี S/N เทากับ 3 สวน LOQ

ตองมี S/N เทากับ 10(15) โดยเตรียมสารละลาย

มาตรฐาน NDMA ใน dichloromethane และใน

dichloromethane ที่มีการ spike placebo นอกจากนี้

ยังหาคา LOD และ LOQ จากการคำนวณดวย

คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation; s)

จากสูตร LOD = 3s และ LOQ = 10s

การทดสอบความแมน (accuracy)

วิเคราะหสารละลายตัวอยางที่เติมสารละลาย

มาตรฐาน NDMA ที ่4 ระดบัความเขมขน คอื 3 (LOQ), 

10, 50 และ 90 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร วิเคราะหระดับละ 

6 ซำ้ จากนัน้หาคารอยละของการคนืกลบั (%recovery) 

ที่แตละระดับความเขมขน โดยเกณฑยอมรับความแมน 

%recovery 80–120%(17)

การทดสอบความเที่ยง (precision)

การทดสอบ repeatability วิเคราะหสารละลาย

ตัวอยางที่เติมสารละลายมาตรฐาน NDMA ที่ 4 ระดับ

ความเขมขน คือ 3 (LOQ), 10, 50 และ 90 นาโนกรัม

ตอมิลลิลิตร วิเคราะหระดับละ 6 ซ้ำ 

การทดสอบ intermediate precision วิเคราะห

สารละลายตวัอยางทีเ่ตมิสารละลายมาตรฐาน NDMA ที่

ความเขมขน 3 (LOQ) นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จำนวน

6 ซ้ำ ตางวันและตางนักวิเคราะห
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เกณฑยอมรับความเทีย่ง: คารอยละของคาเบีย่งเบน

มาตรฐานสัมพัทธ (%relative standard deviation;

%RSD) ไมเกิน 20(17)

การศึกษาความคงสภาพของสารละลายตัวอยาง

วิเคราะหสารละลายตัวอยางที่อยูภายใตสภาวะ

การเก็บใน autosampler แบงสารละลายตัวอยางใสใน 

vial จำนวน 30 ขวด โดยฉีดสารละลายตัวอยางในแตละ

ขวดทกุๆ 20 นาท ี(ขวดละ 1 เข็ม) จากนัน้คำนวณปรมิาณ 

NDMA ในแตละชวงเวลา 

เกณฑยอมรับ: คารอยละของความแตกตางของ

ปริมาณ NDMA ที่เวลาตางๆ เปรียบเทียบกับเวลาที่ 0 

ตองไมเกิน 20

การประเมินคาความไมแนนอนของการวัด (Uncer-

tainty)

คำนวณคาความไมแนนอนของการวัดตามแนวทาง

ของ EURACHEM(18) โดยคำนึงถึงแหลงความ

ไมแนนอนทุกแหลง รวมคาความไมแนนอนทั้งหมด

จากนั้นคำนวนคาความไมแนนอนขยายที่ระดับความ

เชื่อมั่น 95% (k = 2)

ผล

การทดสอบความจำเพาะเจาะจงของวิธี

จากการฉีดสารมาตรฐานผสมในสารละลาย

placebo และในสารละลาย placebo กับ metformin 

พบวาไมมี peak รบกวนจาก NDEA metformin

สารอ่ืนๆ ในตำรับ และ solvent ที่ใช ที่ตำแหนง

retention time, m/z ของ NDMA และ NDMA-d6 

นอกจากนี้ไมพบ m/z 129 ของ metformin ดังแสดง

ในภาพที่ 2–5 สำหรับ retention time ของ NDMA, 

NDMA-d6 และ NDEA ที่เวลา 6.20, 6.19 และ 7.0 

ตามลำดบั การแตก mass ของ NDMA มคีา m/z 74.0, 

43.1 และ 42.1 NDMA-d6 มีคา m/z 80.1, 48.1 

และ 46.1 NDEA มีคา m/z 102.1, 56.1 และ 42.1 

ตามลำดับ ดังแสดงในภาพที่ 6 ดังนั้นวิธีนี้สามารถแยก 

NDMA และ NDMA-d6 ออกจาก NDEA metformin 

สารอื่นๆ ในตำรับ และ solvent ที่ใชได  

 dichoromethane สารละลาย placebo ที่ m/z 74

  สารละลาย placebo ที่ m/z 80 สารละลาย placebo ที่ m/z 102

ภาพที่ 2  chromatogram ของ dichloromethane และสารละลาย placebo
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 สารละลาย metformin ใน placebo ที่ m/z 129 สารละลาย metformin ใน placebo ที่ m/z 74

สารละลาย metformin ใน placebo ที่ m/z 80

ภาพที่ 4 chromatogram ของสารละลายผสมระหวาง NDMA, NDMA-d6 และ NDEA ใน placebo

ภาพที่ 3 chromatogram ของสารละลาย metformin ใน placebo

 NDMA, NDMA-d6 และ NDEA NDMA ที่ m/z 74

 NDMA-d6 ที่ m/z 80 NDEA ที่ m/z 102
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 NDMA ที่ m/z 74 NDMA-d6 ที่ m/z 80

NDEA ที่ m/z 102

ภาพที ่5 chromatogram ของสารละลายผสมระหวาง NDMA, NDMA-d6 และ NDEA ใน placebo + metformin

 NDMA NDMA ที่ m/z 74.0, 43.1, 42.1

 NDMA-d6 NDMA-d6 ที่ m/z 80.1,48.1, 46.1

 NDEA NDEA ที่ m/z 102.1, 56.1, 42.1

ภาพที่ 6 chromatogram และ mass spectrum ของ NDMA, NDMA-d6 และ NDEA ใน  dichloromethane



253

การพัฒนาวิธีวิเคราะห N-nitrosodimethylamine
ในผลิตภัณฑยาเม็ด Metformin ศศิดา อยูสุข และ ปยมาศ กิจชนะพานิชย

วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 66 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2567

การทดสอบความเปนเสนตรง 

ผลการฉีดสารละลายมาตรฐาน NDMA ที่ระดับ

ความเขมขนตางๆ ตั้งแต 1–100 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

ระดับความเขมขนละ 3 ซ้ำ สรางกราฟมาตรฐานระหวาง

คา peak area ratio ของ NDMA และ  NDMA-d6 

(แกน Y) กับความเขมขนของ NDMA (แกน X)  ซึ่ง

ทำการศึกษาความเปนเสนตรง 2 แบบ คือ การเตรียม

สารละลายมาตรฐาน NDMA ใน dichloromethane 

และใน dichloromethane ที่มีการ spike placebo 

พบวากราฟมาตรฐานที่สรางจากสารละลายมาตรฐาน 

NDMA ใน dichloromethane และใน dichloro-

methane ที่มีการ spike placebo เปนเสนตรงตลอด

ชวงการทดสอบ และมีคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) 

เทากับ 0.9999 และ 0.9991 ตามลำดับ ดังแสดงใน

ภาพที่ 7 และ 8 

ภาพที่ 7 ความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐาน NDMA ใน dichloromethane

NDMA concentraion (ng/ml)

ภาพที่ 8 ความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐาน NDMA ใน dichloromethane ที่ spike placebo

NDMA concentraion (ng/ml)
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การหาขดีจำกดัของการตรวจพบ และขดีจำกดัของการ

วัดเชิงปริมาณ 

ผลวเิคราะหสารมาตรฐาน NDMA  ทีค่วามเขมขน

0.8 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร พบวามี S/N มากกวา 3

ทัง้ 10 ครัง้ ซึง่เปนขดีจำกดัของการตรวจพบ สวนขีดจำกดั

ของการวัดเชิงปริมาณเทากับ 3 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

มี S/N มากกวา 10 ทั้ง 10 ครั้ง โดยใหผลเหมือนกัน

แมวาจะเตรียมสารละลายมาตรฐาน NDMA ใน

dichloromethane หรอืใน dichloromethane ทีม่กีาร 

spike placebo

จากการวิเคราะหสารมาตรฐาน NDMA เตรียม

ใน dichloromethane โดยการ spike placebo ทีร่ะดบั

ความเขมขน 3 นาโนกรมัตอมลิลลิติร จำนวน 10 ซำ้ คำนวณ

คา s ได 0.166 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร คา LOD เทากับ 

0.50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และ LOQ 1.66 นาโนกรัม

ตอมิลลิลิตร

ดังนั้นวิธีวิเคราะหนี้มี LOQ เทากับ 3 นาโนกรัม

ตอมิลลิ ลิตร ซึ่ งที่ความเขมขนนี้มีความแมนและ

ความเที่ยงอยูในเกณฑยอมรับ สวน LOD เทากับ

0.8 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร

การทดสอบความแมนและความเที่ยง

ผลการฉีดสารละลายตัวอยางยาเม็ดที่มีการเติม

สารละลายมาตรฐาน NDMA ที ่4 ระดบัความเขมขน คอื 3, 

10, 50 และ 90 นาโนกรัมตอมลิลลิติร ระดบัความเขมขน

ละ 6 ซ้ำ พบความแมนที่ประเมินจาก %recovery

ทั้ง 4 ระดับผานเกณฑ %recovery 80–120 และ

ความเที่ยง (repeatability) ซึ่งมีคารอยละของ

คาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธเทากับ 2.9, 7.2, 2.1 และ 

2.5 ตามลำดับ ดังแสดงในตารางที่ 2  

ผลการทดสอบ intermediate precision โดย

ทำการวิเคราะหสารละลายตัวอยางยาเม็ดที่มีการเติม

ตารางที่ 2 การทดสอบความแมน (%recovery) และความเทีย่ง (repeatability; %RSD) ของวธิวีเิคราะหปรมิาณ 

 NDMA ในยาเม็ด metformin

ระดับความเขมขน (นาโนกรัมตอมิลลิลิตร)

3 10 50 90

1
2
3
4
5
6

98.1
106.9
104.8
102.7
103.9
103.9

94.2
86.0
88.9
102.3
84.3
90.5

91.1
86.4
87.0
87.0
86.8
86.2

91.8
91.6
86.8
92.6
91.9
92.9

%recovery 
%RSD เฉลี่ย

103.4
2.9

91.0
7.2

87.4
2.1

91.3
2.5

สารละลายมาตรฐาน NDMA ทีค่วามเขมขน 3 นาโนกรัม

ตอมิลลิลิตร วันละ 6 ซ้ำ 3 วัน โดยวิเคราะหตางวันและ

ตางนักวิเคราะห ดังแสดงในตารางที่ 3 

การคำนวณ

                                     ความเขมขนที่อานจากกราฟมาตรฐาน (ng/ml) ×10 ml × น้ำหนักเม็ดยาเฉลี่ย (g)  
ปริมาณ NDMA (ng)   = 

                                                              น้ำหนักผงยา (g)
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การศึกษาความคงสภาพของสารละลายตัวอยาง

ผลการศกึษาพบวาสารละลายตวัอยางทีอ่ยูภายใต

สภาวะการเก็บใน autosampler มีความคงสภาพ 3 

ชัว่โมง ดงันัน้ตองฉีดวิเคราะหสารละลายตวัอยางภายหลงั

จากการเตรียมเสร็จภายใน 3 ชั่วโมง 

การประเมินคาความไมแนนอนของการวัด 

โดยคำนวณคาความไมแนนอนท่ีเกดิขึน้จากแตละ

แหลง คำนวณความไมแนนอนรวม (combined standard

uncertainty) และคำนวณคาความไมแนนอนขยาย 

(expanded uncertainty) ทีร่ะดบัความเช่ือมัน่รอยละ 95

(k = 2) คาความไมแนนอนขยายของการวิเคราะห 

NDMA ในยาเม็ด metformin มีคา 0.0330±0.0022 

ppm เมื่อคำนวณสัดสวนขององคประกอบแหลงความ

ไมแนนอนของการวิ เคราะห  NDMA ในยาเม็ด 

metformin ดังแสดงในภาพที่ 9

ภาพที่ 9  สัดสวนขององคประกอบแหลงความไมแนนอนของการวิเคราะห NDMA ในยาเม็ด metformin

ตารางที่ 3  ผลการทดสอบ intermediate precision (%RSD) ของวิธีวิเคราะหปริมาณ NDMA ในยาเม็ด

 metformin

ปริมาณ NDMA (นาโนกรัม)

Day 1
Analyst 1

Day 2
Analyst 1

Day 3
Analyst 2

1
2
3
4
5
6

30.5964
33.3469
32.7019
32.0559
32.4250
32.4252

29.2171
26.4462
24.7714
26.4845
28.6440
23.0087

31.9915
28.1155
29.2640
29.7587
28.1716
27.2074

ปริมาณ NDMA 
เฉลี่ย (n = 18)

%RSD

29.2573

10.08
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นำวธิกีารตรวจวเิคราะหทีไ่ดทดสอบความถกูตอง

ของวิธีมาตรวจวิเคราะหตัวอยางในการสำรวจปริมาณ

การปนเปอน NDMA ในยาเม็ด metformin รวม 794 

ตัวอยาง แบงเปนตัวอยางของผูผลิตในประเทศ 40 ราย 

62 ทะเบียนตำรับยา และตัวอยางจากผูนำเขา 11 ราย 

22 ทะเบียนตำรับยา พบวาตรวจไมพบ NDMA จำนวน 

108 ตัวอยาง ตรวจพบ NDMA นอยกวา 0.03 ppm 

จำนวน 523 ตัวอยาง พบ NDMA เกิน 0.03 ppm 

แตไมเกิน 0.048 ppm  จำนวน 113 ตัวอยาง และมีเพียง 

50 ตวัอยาง ทีต่รวจพบ NDMA เกนิ 0.048 ppm ซีง่เปน

ตัวอยางจาก 6 บริษัท 8 ทะเบียนตำรับยา

วิจารณ

การพัฒนาวิธีวิเคราะหหาปริมาณ NDMA ใน

ยาเม็ด metformin โดยเลือกเทคนิคการวิเคราะหเปน 

gas chromatography และ detector เปน mass 

spectrometry เนื่องจาก NDMA เปนสารปนเปอนที่

มีปริมาณนอยมากในระดับ ppb และมีการใช internal 

standard เพื่อเปนการควบคุมและลดความผิดพลาด

ในขั้นตอนการวิเคราะห การเลือก internal standard 

สำหรับเทคนิค mass spectrometry ควรใชสารที่มี

โครงสรางเหมือนสารที่ตรวจวิเคราะห แตมีมวลโมเลกุล

มากกวาโดยการแทนท่ีบางอะตอมดวยสาร isotope(2)  

ดังนั้นจึงเลือกใช NDMA-d6 เปน internal stan-

dard เนื่องจากเปน isotope ของ NDMA ที่สามารถ

แยกไดดวย m/z และมีคุณสมบัติทางดานเคมีและ

ฟสิกสเหมือนกับ NDMA นอกจากน้ีมีการใชเทคนิค 

selected ion monitoring (SIM) เปนการเลือกวัด

เฉพาะไอออนของสารที่สนใจ โดย mass analyzer จะ

คัดเลือกเฉพาะ precursor ion ของสารที่สนใจผานเขา

สู detector เพ่ือลดปรมิาณประจุท่ีไมตองการเขาสู mass 

detector ทำใหตัวรบกวนลดลงมาก วิธีนี้จึงเปนวิธีการ

วิเคราะหที่เหมาะสำหรับการวิเคราะหสารปริมาณนอย 

(trace analysis) เนื่องจากมีความไวในการวิเคราะห

ที่คอนขางสูง วิธีนี้เลือก precursor ion เปน  m/z 74 

และ 80 สำหรับ NDMA และ NDMA-d6 ตามลำดับ 

สวนคอลัมนเลือกใช DB-Wax มี stationary phase 

เปน polyethylene glycol มีคุณสมบัติ polarity สูง 

เหมาะสำหรบัใชแยกสารที ่polar ซึง่ NDMA มหีมู amine 

จึงจัดเปนสาร polar การเลือกตัวทำละลายพิจารณาจาก

คาการละลายของ NDMA พบวามีการละลายนำ้ alcohol 

และ ether ไดด ีและละลายใน organic solvent รวมถงึ 

dichloromethane(19) สารมาตรฐาน NDMA-d6 มีอยู

ในรปูสารละลายใน dichloromethane ดงันัน้จึงเลอืกใช 

dichloromethane เปนสารสกัด เนื่องจากทั้ง NDMA 

และ NDMA-d6 ละลายไดใน dichloromethane 

ในขณะที่ metformin ซึ่งอยูรูปเกลือ hydrochloride 

จะไมละลายใน dichloromethane (practically 

insoluble)(20) นอกจากนี้วิธีที่ไดพัฒนาขึ้นนี้มีการ

เตรียมตัวอยางดวยการละลายใน dichloromethane 

แลวฉีดวิเคราะห ซึ่งเปนวิธีที่มีขั้นตอนการเตรียมการ

ตัวอยางที่ไมยุงยากและลดความผิดพลาดในข้ันตอนการ

ดูดชั้นสารละลาย dichloromethane ซึ่งอยูชั้นลางออก

มาวิเคราะห เหมาะสำหรับการวิเคราะหตัวอยางที่มีเปน

จำนวนมาก เมือ่เปรียบเทยีบกบัวิธใีนตำรายา USP ทีเ่ปน

วธิ ีGC/MS เหมอืนกันแตเปนชนดิ headspace มตีวัทำ

ละลายเปน methanol และการเตรียมตัวอยางมีขั้นตอน

ที่ยุงยากกวา โดยมีการเติม imidazole acetronitrile 

นอกเหนือจากสารละลาย internal standard ในขณะ

ทีว่ธิทีีพ่ฒันานีเ้ปนการฉดีสารละลายเขาสูเครือ่ง GC/MS

โดยตรง จะมีความเที่ยงในการวิ เคราะหมากกวา

การเลือกใช dichloromethane เปนตัวทำละลาย

เนื่องจากตัวอยางยา metformin บางตำรับโดยเฉพาะ

ที่เปนชนิด extended release เมื่อใชตัวทำละลาย

เปน methanol จะกลายเปนเจลไมไดเปนสารละลาย 

ดังนั้น methanol จึงไมเหมาะใชเปนตัวทำละลาย ซ่ึง

สอดคลองกับวิธีตำรายา USP ที่ระบุใชสำหรับการหา

ปริมาณ NDMA ในวัตถุดิบเทานั้นไมครอบคลุมถึงใน

ผลติภณัฑ ดงันัน้วธิทีีพ่ฒันานีจ้งึดกีวาวธิใีนตำรายา USP  

ในการใชวิเคราะหปริมาณ NDMA ในผลิตภัณฑยาเม็ด 

metformin

การทดสอบความถูกตองของวิธีดำเนินการตาม 

ICH Guideline(15,16) พบวาความเปนเสนตรงอยูใน

ชวง 1–100 นาโนกรมัตอมลิลลิติร ขดีจำกดัของการตรวจ

พบเทากับ 0.8 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และขีดจำกัดของ

การวัดเชิงปริมาณเทากับ 3 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 
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ความแมนอยูในเกณฑโดยมี %recovery อยูในชวง 

87.4–103.4% สำหรับความเที่ยงทำการศึกษาทั้งแบบ 

repeatability และ intermediate precision พบวา 

%RSD นอยกวา 8% และ 11% ตามลำดบั ซ่ึงอยูในเกณฑ 

เนื่องจากเปนการวิเคราะหสารปนเปอนในปริมาณนอย

มากระดับ ppb ดังนั้นการวิเคราะหในงานประจำจะตอง

เตรียมสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอยางใหม

ทุกวัน จึงศึกษาความคงสภาพของสารละลายตัวอยางที่

อยูใน autosampler เทาน้ัน โดยพบวาจะตองฉดีตวัอยาง

ภายหลังจากการเตรียมเสร็จภายใน 3 ชั่วโมง ดังนั้นวิธี

ที่พัฒนาผานการทดสอบความถูกตองมีความเหมาะสม

กับการนำไปใชในการหาปริมาณ NDMA ในยาเม็ด 

metformin ท่ีมีการกำหนดเกณฑการยอมรับปริมาณ 

NDMA ในยา metformin ไมเกิน 0.048 ppm โดย

คำนวณจากคา maximum daily dose ของ metformin 

มีคาเทากับ 2,000 มิลลิกรัม และ ADI ของ NDMA 

ไมเกิน 96 ng/day(1,2) ผลการวิเคราะห NDMA ใน

ยาเม็ด metformin ที่มีจำหนายในประเทศไทย พบวา

มี 50 ตัวอยาง ที่ตรวจพบ NDMA เกิน 0.048 ppm 

จากจำนวนตัวอยางทั้งหมด 794 ตัวอยาง สำนักงานคณะ

กรรมการอาหารและยามีการเรียกเก็บคืนยาในรุนผลิตที่

มีปริมาณ NDMA เกิน 0.048 ppm และมีมาตรการให

ผูผลิตยาหาสาเหตุของการปนเปอน NDMA และ

ควบคุมปริมาณ NDMA ไมใหเกินเกณฑ นอกจากนี้การ

วิเคราะหปริมาณ NDMA ตองใช detector เปน mass

spectrometry ผูผลิตยาในประเทศสวนใหญยังไมมี

เครื่องมือชนิดนี้เนื่องจากมีราคาคอนขางสูงและคาบำรุง

รักษาสูง ดังนั้นวิธีน้ีจึงใชในการตรวจวิเคราะหปริมาณ 

NDMA ที่สงตรวจโดยผูผลิตยาในประเทศ

การปนเปอน NDMA ในผลิตภัณฑยาเม็ด 

metformin อาจมีสาเหตุจากวัตถุดิบ excipient และ

ภาชนะบรรจุ(2) เม่ือพิจารณาข้ันตอนการสังเคราะห 

metformin มกีารใชสารตัง้ตนเปน dimethylamine ซึง่

เปน secondary amine เม่ือมี dimethylamine ตกคาง

อยูในวัตถุดิบจะสามารถทำปฏิกิริยากับ nitrosating

agent ที่ปนเปอนอยูทำใหเกิด NDMA ได ในตำรา 

British Pharmacopoeia มีการควบคุมปริมาณ 

dimethylamine ในวัตถุดิบไมใหเกิน 0.05%(21) ขณะที่

nitrosating agent อาจปนเปอนมาจาก excipient 

ไดแก hydroxypropylmethylcellulose (HPMC), 

polyvinylcholide (PVP) หรือจากภาชนะบรรจุ ซึ่งมี

nitrocellulose เปนสวนประกอบของหมึกพิมพ(22) 

ดงันัน้การควบคมุปรมิาณ NDMA ในยาเมด็ metformin

ผูผลิตจำเปนตองมีการประเมินความเสี่ยงถึงปจจัย

ที่ทำใหเกิดการปนเปอน NDMA ในผลิตภัณฑและ

ตองมีการดำเนินการกำจัดหรือลดความเสี่ยงนั้น เพื่อ

เปนการควบคุมปริมาณการปนเปอนของ NDMA ท่ีมี

ประสิทธิภาพ 

สรุป

การตรวจวิเคราะห NDMA ในผลิตภัณฑยาเม็ด

โดยใชวิธี GC/MS ที่พัฒนาดีกวาวิธีในตำรายาที่ระบุใช

วิเคราะหในตัวอยางที่เปนวัตถุดิบเทานั้นไมสามารถนำ

มาใชวเิคราะหกบัผลติภณัฑยา metformin ได เนือ่งจาก

การเตรียมตัวอยางที่ไมเหมาะสม วิธีที่ไดพัฒนามีขอดี 

คือ มีการเตรียมตัวอยางที่ไมยุงยากและมีความไวในการ

วิเคราะห สามารถตรวจวิเคราะหปริมาณ NDMA ไดใน

ระดับที่ต่ำกวาเกณฑที่ยอมรับ คือ 0.048 ppm โดยมี

ความถูกตอง แมนยำ และความจำเพาะตอสารที่ตองการ

วิเคราะห เหมาะกับการตรวจวิเคราะหในงานประจำ

รวมทั้งกรณีที่มีปริมาณตัวอยางจำนวนมาก ดังนั้นวิธีนี้

สามารถนำไปใชสำรวจการปนเปอนของ NDMA

ในผลิตภัณฑยา metformin ที่มีจำหนายในประเทศ

เพื่อเปนการคุมครองผูบริโภค 

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณเจาหนาที่ฝายเคมี-ฟสิกส 2 และ

ฝายวัตถุเสพติด 1 สำนักยาและวัตถุเสพติด ที่อนุเคราะห

วสัด ุอปุกรณ และเครือ่งมอื รวมทัง้ใหคำแนะนำจนทำให

การศึกษานี้สำเร็จลุลวงไปดวยดี 
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Method Development and Validation for 
Determination of N-nitrosodimethylamine 

in Metformin Tablets

ABSTRACT Nitrosamines have been detected in several drug products such as angiotensin II receptor

blockers (ARB), ranitidine and metformin. However, N-nitrosodimethylamine (NDMA) is the only 

nitrosamine impurity found in metformin. Nitrosamines impurities in drug products may be occurred 

by raw materials, excipients, water, solvents, manufacturing process, and packaging materials. Since 

Nitrosamines are probably human carcinogen, quantity of nitrosamines impurity must be controlled to 

not exceeded the acceptance daily intake (ADI). The ADI of NDMA is 95 nanogram per day. The objective

of this study was to develop an analytical method using gas chromatography-mass spectrometry 

(GC-MS) for the determination of low-level NDMA in metformin tablets. This method was developed

from the method available from oversea drug regulation authorities. The method validation was 

performed according to International Council for Harmonisation (ICH) guideline which found that NDMA 

and NDMA-d6 peaks were not interfered by N-nitrosodiethylamine (NDEA) metformin excipient and 

solvent. The limit of detection was 0.8 ng/mL and the limit of quantifi cation was 3 ng/mL which was less 

than the NDMA acceptance limit for metformin tablets. The method showed linearity with a coeffi  cient 

of determination (R2) greater than 0.999. The accuracy as expressed by %recovery was between 87.4 to 

103.4%. The relative standard deviation values of repeatability and intermediate precision were less than 

8% and 11%, respectively. Therefore, the developed method was suitable for monitoring NDMA quantity 

in metformin tablets.

Keywords: Nitrosamine impurity, N-nitrosodimethylamine, Metformin, NDMA, GC-MS


