
－83－

秋岡県臨賜蹟センタ一年報第7号 2011

LC-MS/MSを用いたハチミツ中の動物用医薬品一斉分析法の検討

松測l亜希子 松田恵理子

ハチミツ中の動物用医薬品 80成分について， LC・MSfMSによる一斉分析法を検討した。ハチミツを

100倍に希釈し，精密ろ過膜を用いてろ過する方法(以下，希釈法)と，ポリマー系カラム (OasisHLB) 

を用いて閤相抽出する方法(以下，固相抽出法)の 2法について比較検討した。

希釈法により添加回収試験(添加濃度:0.02及び 0.1μg/g，各 n=3) を実施したと ころ，低濃度では

53成分，高濃度では 66成分で良好な結果(回収率 50.-...-120%，相対標準偏差(以下， RSD) 15%以下)

が得られた。低濃度では，爽雑物の影斡を受けやすく，成分によっては良好な結果が得られないもの

もあった。

回相抽出法により，添加回収試験(添加濃度:0.001 Ilg/g， 0=3) を行ったところ， 73成分で良好な

結果であった。間相抽出法を用いることで，一律基準及び不検出レベノレに耐えうる十分な感度と精度

を満たすことができ，スクリーニング法としての有用性が得られた。

1. はじめに

ノ、チミツは， ミツバチが植物の花蜜等からっ

くりだす天然の甘味物質であり，腐そ病やパロ

ア病等のミツバチの疾，病に使われる動物用医薬

品の残留が懸念、されている。ハチミツの囲内自

給率は 10%未満であり，流通品の大部分は中国，

カナダ，アルゼンチン等からの輸入品である。

検疫所のモニタリング検査では，ハチミツやそ

の加工品から，動物用医薬品の検出事例が報告

されているに

ハチミツの場合，基準値が設定されている動

物用医薬品の数が少なく，それらの基準値が極

めて低い。また， これまで検出事例のあったも

のが数種であることから，ハチミツの分析法は

測定対 象物 質を限定的に絞り込んだ も

のが多く 24}，多種類を対象とした低濃度レベ

ノレにおける一斉分析法の検討は非常に少なし、。

そこで今回，LC-MS/MSを用い，簡便かつ迅速

で低濃度レベルに対応できる動物用医薬品一斉

分析法を検討した。

2. 実験方法

2. 1 試料

秋田県内で販売されているハチミツを用いた。

2. 2 対象動物用医薬品

表 lに示した， 動物用医薬品 80成分(抗生物

質 14，合成抗菌剤 32，布:生虫駆除剤 13，抗炎

旋薬 6，ホノレモン邦J5，その他医薬品等 10) を

対象とした。

2. 3 試薬等

標準品は以下のメーカーの製品を用いた。

関東化学，林純薬工業，和光純薬工業 ，

Dr.Ehrenstorfer， LKT Laboratories， MP Bio 

medicals， Riedel-de Haen， Sigma Aidrich， 

AcuuStandard， ALEXIS，川崎三鷹製薬，テパ製

薬，武田シェリング ・プラウ ・アニマノレヘノレス，

インターベット，コーキン化学。

熔媒は，関東化学製のアセトニトリノレ，メタ

ノーノレ，水(いずれも LC-MS用)，和光純薬工

業製のジメチノレホノレムアミド(特級) ，ギ酸

(LC-MS用)を用いた。

標準原被及び混合標準溶液は次の方法で調製

した。各標準品の溶解性に応じ，メタノーノレ，

アセトニトリノレ，水， ジメチノレホノレムアミドを

用いて溶解し 500同/mLの標準原液を調製し

た。 これらの各標準原被を混合し l陀 /mLとな

るようにアセトニトリノレで、調製し，混合標準液

とした。

精製カラムは，精密ろ過膜は Whatman社製

AnotoplO (孔径 0.02μm)，ポリマ一系(ジビニ

ノレベンゼン・N・ピニノレピロリドン共重合体)カラ

ムは Waters社製の OasisHLB (60 mg/ 3cc) を

用いた。
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表1 対象動物用医薬品およびイオン化最適条件

RT'I Precursor Product 
DP・2 CE・3 CXP叫

成 分 lon lon 
(min) 

(mlz) (m々 ) (v) (V) (v) 

Benあr1penicillin 21.6 335.2 217.0 III 21 14 

Oxacillin 23.1 402.2 160.1 61 19 10 

Nafcillin 24.0 415.3 199.2 81 19 12 

Cloxacillin 23.0 435.9 178.0 126 35 12 

DicloxaciUin 23.5 470.2 212.1 61 45 14 

Cephalexin 15.3 348.1 158.1 61 15 10 

Ceftiofur 20.4 524.2 241.1 76 25 16 

NaLidixic acid 21.6 233.2 215.2 46 23 14 

Piromidic acid 23.2 289.2 243.2 61 43 16 

Oxolinic acid 20.0 262.2 216.1 61 41 14 

Flumequine 21.8 262.2 202.2 61 45 12 

Saratlo xac in 16.3 386.1 342.2 86 27 10 

OrbitloxaciJl 15.9 396.1 352.2 91 27 10 

Trimethoprim 14.0 291.1 230.1 86 33 16 

Orrnetoprim 15.0 275.1 259.1 86 37 18 

Pyl初、ethamine 17.8 249.1 233.0 111 39 16 

K比asamycin 20.2 772.4 109.3 111 61 6 

Oleandomycin 19.3 688.4 544.4 76 23 18 

Mirosamicin 19.0 728.4 116.1 101 67 10 

Josamycin 21.0 828.6 174.0 131 47 12 

Erythromycin 20.2 734.5 158.2 96 43 10 

Sulぬdoxine 17.6 311.2 155.9 71 27 10 

Su Lfad imethoxine 19.3 311.2 156.1 76 31 10 

Sul白benzamide 18.2 277.1 156.0 71 19 10 

SlIlぬdiazine 12.4 251.1 155.9 66 23 10 

Sulぬrnonomethoxine 17.4 281.2 156.0 66 25 10 

Slllぬn花tho冷'pyridazine 16.3 281.2 155.9 61 25 10 

SlILfacetamide 9.7 215.0 156.0 61 15 10 

SlI Lfisozo le 14.8 240.0 156.0 66 21 10 

SlIlぬthiazole 13.4 256.1 155.9 56 23 10 

SlIlfisoxazole 17.5 268.1 113.1 61 23 8 

SlI ifatroxazo le 17.1 268.1 108.2 76 37 6 

Slllfaquinoxaline 19.7 301.2 156.0 71 25 10 

Sllifa問 raziJle 14.6 265.1 155.9 66 25 10 

S1I1fadimidine 16.1 279.1 186.0 71 25 14 

SuLfisomidine 12.2 279.1 124.0 56 31 8 

SlIlfapyrid ine 13.8 250.1 156.1 56 23 10 

SlI ifamethoxazole 17.0 254.1 156.0 61 23 10 

Sulぬηmethizole 15.8 271.1 156.0 51 21 10 

SlIlfanitran 21.3 336.2 156.1 76 19 10 

什 Retentiontime勺 Oechβteringpotential勺 CollisionEnergy叫 Collisioncell exit potential 
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表1 対象動物用医薬品およびイオン化最適条件，続き

RT・1 PreclIrsor Prodllct DP・2 CE勺 CXP叫

成 分 lon lon 
(min) (mlz) (m々 ) (v) (v) (v) 

Sulぬchloropyridazine 16.9 285.1 155.9 61 23 10 

Su ifabro1110 n制 hazine 21.4 359.0 92.1 76 49 6 

Fenbendazole 24.0 300.1 268.1 81 31 18 

Oxfendazole 20.6 316.1 159.0 86 47 10 

Oxfendazole sul代)Ile 20.9 332.1 300.1 91 31 20 

Praziquantel 23.7 313.2 203.1 91 25 14 

Morantel 15.8 221.1 123.0 66 47 8 

Flubendazole 22.7 314.1 282.1 86 31 20 

。xibendazole 19.7 250.1 218.1 86 27 16 

Triclabendazo le 26.1 358.9 344.0 101 37 10 

Triclabendazole Oxon 25.0 329.0 167.9 101 43 12 

Mebendazole 22.3 296.1 264.1 81 31 18 

Metronidazole 11.2 172.1 128.0 61 21 10 

Dil11etrid azo le 12.8 142.0 96.1 61 23 6 

Ronidazole 11.7 201.1 140.0 51 17 10 

Clopidol 14.9 192.0 101.0 86 39 6 

Benzocaine 20.3 166.0 138.0 61 21 10 

Azaperone 16.0 328.1 165.0 81 31 10 

Brotizolam 22.9 392.9 314.0 101 33 8 

Mafoprazine 17.6 402.2 193.1 86 41 14 

Xylazine 15.7 221.1 90.1 66 33 6 

TolぬnamicAcid 26.7 262.1 209.1 46 39 14 

Meloxical11 23.7 352.0 115.0 71 27 8 

Ketoprofen 23.3 255.2 209.1 76 19 14 

Carprofen 24.9 274.1 228.0 61 21 16 

Flunixin 25.3 297.1 264.0 86 47 18 

Dexan1ethasone 22.7 393.2 373.2 71 13 10 

Altrenogest 24.9 311.2 227.2 96 35 16 

Norgestol11et 24.5 373.2 313.2 86 19 8 

Ch lonnad inone 25.1 405.2 345.1 81 19 10 

Clostebol 24.8 323.2 143.0 81 35 10 

Melengestrol acetate 25.3 397.2 337.3 76 21 10 

Virg in ial11ycin 22.8 526.3 337.1 101 31 10 

Tial11ulin Fumarate 19.8 494.4 192.1 81 29 14 

Clenbuterol 15.9 277.1 203.0 61 25 14 

Menbutone 23.1 259.1 159.0 51 15 10 

Tripelennal11ine 17.1 256.2 211.2 46 21 14 

Fal11phur 22.4 326.0 93.0 76 43 6 

Prifiniul11 19.3 306.2 86.1 56 37 4 

Ethopabate 20.8 238.1 206.0 46 17 14 

什 Retentiontime勺 Declusteringpotential勺 CollisionEnergy吋 Collisioncell exit potent ial 
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2. 4 装置

高速液体クロマ トグラフは AgiJentTechnologies社製

Agilentl1 00，質量分析装置は ABSciex社製

API4000，遠心分離機は久保悶製作所製

KU80TA 8850を用いた。

2. 5 LCおよび MS条件

分析カラムは， Atlantis T3 (2.1 mm i.d X 150mm， 

粒子径 3川1，Waters社製)を使用した。移動相

は A液 0.05%ギ酸水溶液，8液 0.05%ギ酸/ア

セトニトリノレを用い，グラジエン 卜条件を omin 

(B : 5%)→2 min (8: 20%)→6 min (8: 20 

%)→22 min (8 : 95%) →30 min (8: 95%) 

→30.1 min (8 : 5%) →40 min (8 : 5%) とし

た。カラム楓度は 40
0
C，流速は 0.2mLlmin，注

入量は 10μLとした。

イオン化法はエレクトロスプレーイオン化法

ポジティプモード (ESJPositive) ，分析モード

は MultipleReaction Monitoring (MRM)とした。

イオンスプレー電庄は 5.5kV，イオン椋瓶度は

500
0
Cとした。

MRM条件は，50，..._.100ng/mLの範囲で調製し

た各動物用医薬品の標準溶液をシリンジポンプ

を用いて直接 MS/MSに注入し，自動最適化より

決定した。 自動最適化の結果，感度が最も良好

であったイオンを選択し，定量用イオンに用い

た(表 1)。

2. 6 検量線の作成

検量線は，絶対検量線とし， 0， 0.0 1， 0.05， 

0.1， 1， 10， 20 ng/mしの濃度で作成し，全ての

成分について 0.01，0.05， 0.1 ，..._.20 ng/mしの範囲

で良好な直線性 (r= 0.999以上)が得られた。

2. 7 検出限界および定量限界

検出限界及び定量限界は，標準液 (0.01，0.05， 

0.1， 0.5， 1 ng!mL) を測定し，ピークの SIN比

3以上の濃度を検出限界， 10以上の濃度を定量

限界とした。表 2に各試験法の希釈倍率に換算

した試料あたりの検出限界 (ng/g) ，定量限界

(ng/g) を示す。

2. 8 試料液の調製

2.8. 1希釈法

試料2.0gを50mLポリプロピレン製遠沈管に

量り採り，メタノーノレ 18mしを加え， 30分間振

とうした。振とう後，遠心分離 (3000rpm， 5min) 

を行い，上清を 20mLメスフラスコ に移し，水

で定容した。定容した液 1.0mLを 10mLメスフ

ラスコに分取し， 50%メタノーノレ溶液で・定容し

た。これを Anotop10でろ過し，試験液とした。

2. 8. 2 固相抽出法

試料2.0gを50mLポリプロピレン製遠沈管に

fE-り採り ，水 20mLを加えて，超音波抽出を 10

分間行った。

Oasis HLBにメタノーノレ 5mし水 5mLを順

次注入しコンディショニングを行った後，先の

抽出液を金量負荷し，流出液を捨てた。次に水

20 mLを注入してカラムを洗浄後，カラムを遠

心分離 (3000rpm， 10 min)し，水を完全に除去

した。 このカラムにメタノーノレ 5mしを注入し，

溶出液をガラス試験管に採取した。次に窒素気

流下でメタノーノレを除去し， 20%メタノーノレ溶

液 2mLを正確に加えて溶解し，これを試験液と

した。

3 結果および考察

3. 1 希釈法

ハチミツが しC-MS/MS測定の妨害となる脂肪

を含まずの，またタンパク質の含有量も少ない

こと ，さらに操作の削使 ・迅速性を考慮し，試

料をメタノーノレで抽出後， 50% メタノ ~Jレ漆液

で希釈した液を精密ろ過JI莫でろ過する方法 6)を

検討することにした。 ろ過膜の目詰まりや~雑

物の影響を防ぐため，希釈倍率を 100倍とした。

ハチミツに，試料あたり 0.02(低濃度) およ

び 0.1 (高濃度)μg/gとなるよ うに混合標準液

を添加し， 2.8.1により試験液を調製し，添加回

収試験を実施した。結果を表 2，3に示す。回収

率 50，..._.120%， RSDI5%以下を満たした成分が，

低濃度で 53成分，高濃度で 66成分であり，高

濃度では概ね良好な結果が得られた。低濃度で

は，高濃度に比べ RSDI5%を超えてバラツキが

大きい成分が多く，またキタサマイシン，ジョ

サマイシン等の検出できない成分もあった。

3. 2 固相抽出法

先の精密ろ過膜を使用した方法では概ね良好

な結果が得られたが，希釈倍率が高く ，試料量
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表2 希釈法および固相抽出法の添加回収試験結果

希釈j去 国相抽出法

成 分
添加濃度 (μrJg) 添加濃度 UlrJg)

LOO*3 LOQ・aマ し00 しOQ
0.02 0.1 0.001 

(μgjg) (μgjg) (μgjg) Ulgjg) 
平均 1 RSO勺 平均 RSO 平均 RSO 

Benzy Ipen icillin 57.6 13.5 86.6 27.6 0.01 0.1 75.8 5.4 0.0001 0.001 

Oxacillin 98.5 13.0 93.3 9.2 0.001 0.005 100.8 3.9 0.00001 0.00005 

Nafcillio 95.2 5.3 96.0 4.5 0.001 0.005 99.5 2.5 0.00001 0.00005 

Clo淘 ciJlin 74.2 36.9 107.2 25.2 0.001 0.005 99.1 7.7 0.00001 0.00005 

Oicloxacillin 99.7 8.5 88.8 6.5 0.01 0.1 90.7 7.5 0.0001 0.001 

Cephalexin 120.3 29.6 120.7 3.7 0.001 0.005 57.9 7.2 0.00001 0.00005 

Ceftiofur 110.3 37.8 122.4 44.2 0.001 0.005 101.6 6.5 0.00001 0.00005 

NaLidi沿cacid 94.5 8.3 95.5 1.8 0.01 0.1 92.8 8.3 0.0001 0.001 

Piromidic acid 94.0 3.3 84.9 4.0 0.001 0.005 95.9 4.0 0.00001 0.00005 

Oxolinic acid 89.0 4.5 78.7 5.0 0.01 0.1 64.6 5.9 0.0001 0.001 

Flun可equine 66.2 11.7 76.4 0.3 0.001 0.001 71.0 6.2 0.00001 0.00001 

Sarafloxacin 119.7 6.0 9トO 16.6 0.01 0.1 99.4 11.9 0.0001 0.001 

Orbitloxacin 78.2 22.3 106.0 7.5 0.005 0.01 80.4 4.6 0.00005 0.0001 

Trimethoprim 140.5 9.6 136.3 6.3 0.001 0.005 101.3 2.1 0.00001 0.00005 

Onnetoprim 118.7 8.2 127.7 0.9 0.001 0.001 88.2 3.9 0.00001 0.00001 

PYlirnethamine 119.2 7.1 105.5 10.7 0.001 0.005 89.7 0.9 0.00001 0.00005 

Kitasamycin *5 72.4 12.5 0.001 0.001 110.3 2.3 0.00001 0.00001 

Oleandomycin 104.0 22.5 110.4 8.8 0.001 0.001 119.0 2.2 0.00001 0.00001 

Mirosamicin 115.8 5.0 99.8 4.5 0.001 0.005 118.7 3.4 0.00001 0.00005 

Josamycin 130.5 35.2 0.001 0.001 100.2 7.0 0.00001 0.00001 

Erythromycin 90.8 16.3 94.4 4.5 0.001 0.001 57.4 3.7 0.00001 0.00001 

Sulfadoxine 94.7 3.1 97.5 3.3 0.001 0.001 86.2 3.5 0.00001 0.00001 

Su lfad irnethoxine 97.7 10.9 100.4 3.7 0.001 0.001 94.6 4.0 0.00001 0.00001 

Sulfabenzamide 107.3 6.9 105.6 5.9 0.001 0.001 74.4 5.4 0.00001 0.00001 

S u Lfad iazin e 109.2 4.4 98.4 1.9 0.001 0.005 83.4 2.7 0.00001 0.00005 

SlIlfamonomethoxine 95.2 6.8 92.9 5.0 0.001 0.001 88.1 4.3 0.00001 0.00001 

SlIlfamethoxy py ridazi 114.8 8.2 98.0 3.3 0.001 0.001 87.9 4.0 0.00001 0.00001 

Su lfacetamide 103.0 15.3 102.4 15.6 0.001 0.005 68.1 2.2 0.00001 0.00005 

SlIltisozole 81.8 34.6 96.1 5.5 0.005 0.01 67.4 5.4 0.00005 0.0001 

Sulぬthiazole 88.8 20.4 104.4 7.7 0.005 0.01 76.8 1.5 0.00005 0.0001 

Sulfiso泌 zole 111.0 21.7 100.2 3.5 0.001 0.005 87.0 5.9 0.00001 0.00005 

Suifatroxazole 102.0 2.1 100.4 2.3 0.001 0.005 88.7 1.8 0.00001 0.00005 

Su lfaq uinoxaline 127.3 8.7 100.2 15.3 0.001 0.001 87.0 3.3 0.00001 0.00001 

Su ifamerazine 97.7 9.8 91.5 4.2 0.001 0.001 86.6 3.2 0.00001 0.00001 

Su Lfad imid ine 105.7 7.2 81.0 3.1 0.001 0.005 94.6 4.3 0.00001 0.00005 

Sulfisomidine 108.0 11.6 104.1 7.2 0.001 0.001 80.9 3.4 0.00001 0.00001 

Su Lfapyrid ine 76.3 26.2 101.1 13.8 0.001 0.001 80.4 0.3 0.00001 0.00001 

Su ifarnethoxazo le 100.2 4.2 104.2 5.6 0.001 0.005 91.3 3.8 0.00001 0.00005 

SlIlfarnethizole 84.0 14.3 82.1 4.5 0.001 0.001 87.9 0.4 0.00001 0.00001 

Sulfanitran 145.0 8.8 109.7 14.5 0.001 0.005 35.6 7.5 0.00001 0.00005 

川 11"'3の平1均値(%)勺 Relalivestandard deviation (%)・ 4目対標準偏差 (0/0)勺LiruilOfDelCCIIOlJ (SfN主主3) 検出限界(各法の希釈倍率に

換算したf症を掲載) 句 Linitofquantification (SfNミ10) 定盤限界(各訟の希釈倍率に換算した{也を掲鍛) 行 ー :不検出
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表2 希釈法および固相抽出法の添加回収試験結果，続き

希釈法 国栂抽出法

成 分
添加濃度 (μgjg)

し00"3 しOQ'4
添加濃度 (μgjg)

し00 LOQ 
0.02 0.1 0.001 

(μgjg) (μgjg) (μgjg) (μgjg) 

平均 ' RSO‘2 平均 lミSO 平均 RSO 

SUI fach loropyridazinc 96.0 9.4 101.6 5.7 0.001 0.005 83.3 2.6 0.00001 0.00005 

Suifabromoll1cthazinc 93.0 16.0 92.5 10.6 0.001 0.005 97.0 2.3 0.00001 0.00005 

Fenbendazole 99.8 8.0 104.7 1.1 0.005 0.01 84.6 2.9 0.00005 0.0001 

0治 ndazole 100.5 14.3 89.2 11.7 0.001 0.001 106.0 1.6 0.00001 0.00001 

Oxfcndazole sulfonc 108.5 2.9 96.1 0.5 0.001 0.005 96.6 0.6 0.00001 0.00005 

Praziquantel 103.2 7.6 101.8 5.3 0.001 0.005 106.3 1.1 0.00001 0.00005 

Morantel 115.7 3.9 130.0 6.0 0.01 0.1 124.3 1.9 0.0001 0.001 

Flubendazole 86.5 2.5 92.6 6.8 0.001 0.005 102.0 1.7 0.00001 0.00005 

。xibendazole 98.3 15.0 109.7 3.2 0.005 0.01 91.7 1.9 0.00005 0.0001 

TricIabendazoJe 78.7 16.5 88.5 4.4 0.001 0.005 27.9 8.5 0.00001 0.00005 

Triclabendazole Oxon 87.3 8.7 103.3 7.4 0.001 0.005 65.0 5.1 0.00001 0.00005 

Mebendazole 102.8 6.6 95.2 5.4 0.005 0.01 101.3 2.3 0.00005 0.0001 

M etro n id azo le 104.3 15.6 116.0 7.4 0.005 0.01 86.6 1.3 0.00005 0.0001 

Dimetridazole 98.5 1.8 100.9 11.0 0.01 0.05 79.6 5.1 0.0001 0.0005 

Ronidazole 109.0 14.8 103.3 3.0 0.001 0.001 83.2 4.2 0.00001 0.00001 

Clopidol 43.3 40.4 95.7 9.5 0.005 0.01 74.1 4.1 0.00005 0.0001 

Benzocaine 87.0 1.1 95.4 3.9 0.005 0.01 85.0 3.4 0.00005 0.0001 

Azaperone 104.0 8.8 105.5 8.3 0.001 0.005 96.8 8.5 0.00001 0.00005 

Brotizolam 96.8 10.1 92.2 2.5 0.001 0.001 111.3 6.4 0.00001 0.00001 

Mafiコprazine 121.8 6.2 126.7 4.6 0.001 0.001 90.6 2.0 0.00001 0.00001 

Xylazine 112.8 10.7 116.0 6.0 0.001 0.005 133.0 3.4 0.00001 0.00005 

Tolfenamic Acid 78.3 15.8 106.3 10.6 0.001 0.005 43.9 12.4 0.00001 0.00005 

Meloxicam 102.8 3.6 92.9 1.8 0.001 0.001 100.4 3.5 0.00001 0.00001 

Ketoprofen 68.2 23.2 96.0 3.6 0.001 0.005 102.3 2.5 0.0000 I 0.00005 

Carprofen '5 64.4 28.4 0.01 0.05 72.2 4.6 0.0001 0.0005 

Fluniポn 93.7 6.1 92.9 4.6 0.001 0.005 103.4 4.4 0.00001 0.00005 

Dexamethasone 93.8 10.8 98.1 6.3 0.001 0.005 102.0 3.6 0.00001 0.00005 

Altrenogest 75.8 17.6 59.6 8.8 0.01 0.05 46.8 15.0 0.0001 0.0005 

Norgestomet 95.8 9.8 93.5 21.0 0.001 0.005 92.8 1.4 0.00001 0.00005 

Ch lonnad inone 104.3 14.0 105.0 3.8 0.005 0.01 89.6 4.2 0.00005 0.0001 

Clostebol 91.8 12.5 89.1 5.5 0.005 0.01 90.8 4.2 0.00005 0.0001 

M elengestrol acetate 87.8 17.2 87.6 4.1 0.005 0.01 91.4 6.2 0.00005 0.0001 

Yirgin iamycin 173.8 22.6 105.3 7.2 0.005 0.01 114.0 3.8 0.00005 0.0001 

Tiamulin Fumarate 107.5 7.9 117.3 3.2 0.001 0.001 139.7 1.1 0.0000.1 0.00001 

Clenbuterol 101.8 6.3 117.0 7.5 0.001 0.005 109.0 1.8 0.00001 0.00005 

Menbutone 90.8 16.1 92.4 8.4 0.001 0.005 91.8 5.1 0.00001 0.00005 

Tripelennamine 124.0 7.3 138.3 7.2 0.001 0.005 84.1 7.6 0.00001 0.00005 

Famphur 78.0 11.3 97.2 6.2 0.001 0.005 97.3 4.2 0.00001 0.00005 

Prifinium 102.8 1.4 112.0 5.4 0.001 0.001 111.3 2.7 0.00001 0.00001 

Ethopabate 95.3 7.9 96.4 1.9 0.001 0.005 90.7 0.8 0.00001 0.00005 

川 n~3の平均催。⑪ 勺 Relativestandard deviatioo (%) 相対様雛偏差(%)勺LinutofDetection (S/Nミ3):検出限界(各法の希釈倍皐に

換算した依を掲載) ・4Limit Ofqu3'刊ific剖ion(SfN忌10) 定食限界 (各法の希釈倍率に換算 した低を綿織) 行ー 不検出
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表3 希釈j去および田裕抽出j去の回収率評価結果

希釈法 国相抽出法
評価条件

添加濃度(トtgjg)
回収率(%)

0.02 0.1 0.001 

No data 3 。 。
< 50 。 4 

50・120(RSD < 15%) 53 66 73 

50・120(RSDミ15%) 16 6 。
120 < 7 8 3 

表4 一律基準以下の成分とその基準値

成 分 基準値 (μgjg)
LOQ'I (μgjg) 

(回相拍出法)

Benzy 1penicillin 0.004 0.001 

Nafcillin 0.005 0.00005 

Brotizolam 0.001 0.00∞l 

Altrenogest 0.003 0.0∞5 

Norgestomet 0.0001 0.00∞5 

Chlolmadinone 0.002 0.0∞l 

Clostebol 0.0005 O.∞01 
市 1:表2の回相抽出法のしOQを干琴錦

表5 不検出基準の成分と通知j去の検出限界(しOD)

成分

Dimetridazo le 

Ronidazole 

LOD(μgjg) 

通知法 I 回相抽出法

0.0002 0.000 I 

0.0002 0.00001 

Dexamethasone 0.00∞5 0.00005 

Clenbuterol 0.00∞5 0.00005 

什 厚生労働省通知，食安発第1129001号，別添3より

*2表2の回相抽出法のしODを再掲

に換算した場合，低濃度レベルのピークの確認

が困難な場合があるため，他の方法も検討した。

ノ、チミツを対象とした分析法はこれまでに数多

く報告されており 2，3，7・9)，その中からハチミツを

水で希釈後，ポ リマ一系カラム OasisHLBで精

製する方法を採用し，一斉分析に適用できるか

試みた。

ハチミツに，試料あたり 0.001同 Ig となるよ

うに混合標準液を添加し， 2.8.2より試験液を調

製し，添加回収試験を行った。結果を表 2，3に

示す。測定成分の 9割以上の 73成分において回

収率 50，...，_， 120%， RSD15%以下を満たした。

測定した 80成分のうち，一律基準以下が 7成

分(表 4)あるが，添加回収試験結果や定量限

界値を総合すると ，本法は十分な定量精度を満

たすと考えられる。不検出基準についても 4成

分(表 5) あるが，本法の検出限界は通知法の

検出限界 10)を下回り ，定性には支障ない感度が

得られた。また不含有基準の成分においても，

適用可能な感度を有していると考えられる。

まとめ

ハチミツの一斉分析法として，希釈法と固相

抽出法の 2法について比較検討した。希釈法で

は高濃度 (0.1μg/g) の添加濃度において，回収

率 50，...，_， 120%， RSDI5%以下を満たした成分が

66成分であり ，概ね良好な結果が得られた。

固相抽出法では，添加濃度が 0.001 時 Igの低

濃度であっても， 9割以上の成分において回収

率 50，...，_， 120%. RSDI5%以下を満た し， 一律基準

および不検出レベノレに耐えうる十分な感度と精

度が得られた。
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