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1. はじめに 

国内の畜水産業は、そのほとんどが生産性の高い多頭羽

集団飼育によって行われているため、生理に反した過密飼

育による各種の疾病が発生し易くなっている。そのため、

これらの予防、治療のために抗菌性物質(抗生物質や合成抗

菌剤など)が多量に使用されている。使用薬剤の食肉、乳、

卵などへの残留は食品衛生法等により規制されているが、

環境中、特に継続的に排出されていると考えられる河川水、

河川底質中への残留についてはあまり報告例がない。 
そこで本検討では、環境中濃度やその影響を把握するこ

とを目標とし、河川水中合成抗菌剤 (特にサルファ剤) に
おいて簡便にかつ高感度に分析可能な方法を確立すること

とした。 
 

2. 実験方法 
2.1 対象物質 

今回、動物用医薬品として最も重要で、かつ製造承認数

の多い医薬品である抗菌性物質のうち、化学的合成品であ

るサルファ剤13種について検討を行った。(表1) 
2.2 試薬 

標準品は、Sigma社製または和光純薬工業㈱社製を使用

した。固相抽出カートリッジは、共に逆相系であるスチレ

ンジビニルベンゼン共重合体系の Sep-Pak PS-2 (Waters
社製)およびオクタデシルシリルシリカ系の Bond Elut 
C18 (Varian社製)を使用した。 
2.3 装置 

HPLC/PDA は Waters 社製 AllianceHT 2795 および

2996 PAD を、LC/MS/MS は Applied Biosystems 社製

API2000を使用した。カラムは関東化学㈱社製Mightysil 
RP-18 GPを使用した。固相抽出にはWaters社製Sep-Pak 
Concentratorを使用した。 
2.4 分析方法 

標準液の調製は、各標準品をアセトニトリルまたはアセ

トニトリル－水(1:1)に溶解し、標準原液とした。この標準

原液を等量混合して混合標準液を作成し、都度調製し使用

した。 
分析方法は、メタノール、精製水でコンディショニング

を行った固相抽出カートリッジを固相抽出装置にセットし、

試料を10ml/min.で加圧通水した。精製水で洗浄後、30分

間吸引乾燥し、メタノールで溶出した。窒素吹き付けによ

り溶媒を除去し、10%メタノール－精製水で1mlに定容し

て試験溶液とした。 
 

3. 実験結果 

表 1. 対象物質 
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3.1 測定条件 
食品中の残留合成抗菌剤の分析には、PDA等のUV

検出によるHPLC分析が一般的である。したがって、

最初にPDAによる分析を検討した。(図1) その結果、

比較的良好な分離が得られたが、SDZとSID、SMMX
と SDX は完全分離が困難であった。検出限界は 5～
20ng/mlだった。 

次に、分離困難なピークを質量により識別し、かつ

検出下限を下げるために LC/MS/MS による分析を検

討した。(図 2) PDA では分離できなかった SDZ と

SIDは完全分離が可能となり、SMMXとSDXは質量

による識別が可能となった。検出限界は 0.1～1ng/ml
と PDA の 1/50～1/20 程度まで下げることができた。

(表2) 
3.2 固相抽出条件 

食肉やその加工品中の残留合成抗菌剤の分析法で

は、ODS等の固相抽出は脂質や添加物などの夾雑物の

除去に使用されている。今回はこれらの方法を流用し、

検討を試みた。 
精製水 500ml に混合標準液を添加し、pH を 4～9

に変化させて回収率をみた。PS-2ではSGがほとんど

保持されなかった。その他の対象物質は、pH6以上で

回収率の低下がみられた。(図3) 
C18は対象物質すべての回収率が低く、この条件で

は保持されなかった。 
したがって、今後の操作では試料をpH6に調整し、

PS-2を使用して固相抽出することとした。 
3.3 河川水分析 

静岡県内の河川水2地点、地下水および下水処理場放流

水の4試料について、分析および添加回収試験を行った。 
回収率は、いずれの河川水においてもSGを除き良好で

あったが、SCP のピーク形状が悪化する傾向がみられた。

また、SDZ のリテンションタイムがシフトして SID と一

部重なる傾向もみられた。 
 
4. まとめ 

今回、合成抗菌剤の一種であるサルファ剤 13 種につい

てHPLC/PDA およびLC/MS/MS 分析を行ったが、PDA
では分離困難なピークがMS/MSにおいて識別可能となっ

た。さらに、検出限界をPDAの1/50～1/20程度まで下げ

ることができた。 
河川水、放流水等の環境水分析では、試料のpHを6に

調整し、スチレンジビニルベンゼン共重合体系の固相を使

用することにより、再現性良く回収できることが分かった。 
Sulfaguanidineは、今回の条件では固相に保持されない

ことがわかった。LogPow が低く、他の対象物質と比較し

てより水溶性であるためと思われる。 
試料によっては、一部の対象物質でピーク形状の変化と

リテンションタイムのシフトがみられた。試料中のマトリ

クス効果とも考えられることから、今後、クリーンアップ

操作を検討する必要があると思われる。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表2. 装置検出限界(IDL)、測定法検出限界(LOD)および回収試験 
対象物質 IDL (ng/ml) LOD (ppt) 回収率(%) c.v. (%) 

SG 0.45 0.09 2.6 18.3 
SDZ 0.27 0.05 95.1 13.3 
SMR 0.26 0.05 98.1 4.8 
SDD 0.78 0.2 96.2 8.3 

SMMX 0.43 0.09 94.9 5.3 
SDMX 0.15 0.03 83.8 4.4 
SDX 0.15 0.03 98.1 5.1 
SID 0.24 0.05 91.9 4.7 
SMP 0.35 0.07 96.6 6.6 
SCP 0.16 0.03 111 7.0 
SQX 0.10 0.02 84.9 5.4 
STZ 0.14 0.03 87.7 7.4 

SMXZ 0.65 0.1 83.6 7.7 

Time, min 

  

図1. HPLC/PDA分析クロマトグラム (5ppm)
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図2. LC/MS/MS分析クロマトグラム (1ppm)
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図3. 試料pHによる回収率変動 (PS-2)



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表. HPLC測定条件 

HPLC   Waters Alliance HT 2795 

Column 
Mightysil RP-18 GP aqua  

(250mm, 4.6mmi.d.) 

Mobile Phase 
A: 0.1% Phosphoric acid 
B: MeOH 
95%A(5min.)–liner gradient 45min.– 65%B

Flow Rate 1.0 mL/min. 
Oven Temp. 40 ℃ 
Inj. Volume 10 uL 
Detector PDA (UV 290nm) 

表. LC/MS/MS測定条件 

HPLC   Agilent 1100 
Column Mightysil RP-18 GP (100mm, 2.0mmi.d.) 

Mobile Phase 
A: Water 
B: MeOH 
90%A – liner gradient 20min. – 50%B 

Flow Rate 0.2 mL/min. 
Oven Temp. 25 ℃ 
Inj. Volume 10 uL 

MS   Applied Biosystems API2000 
Ionization Mode ESI 
Polarity positive 
Mode MRM 
Declustring Potential 56 
Collision Energy 23 
Probe Temp. 500 ℃ 


