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概要

ナイルティラピア (Oreochromis niloticus) の筋肉に含まれる、異なる抗生剤クラスに属す

る 11 種類の薬剤 (クロラムフェニコール、オキシテトラサイクリン、テトラサイクリン、

クロルテトラサイクリン、スルファジメトキシン、スルファチアゾール、スルファメタ

ジン、エンロフロキサシン、シプロフロキサシン、ノルフロキサシン、サラフロキサシ

ン) の同時評価用にメソッドを開発し、バリデーションしました。サンプル前処理工程

では、5 g の魚筋肉、1 mL の 0.1 M Na2EDTA、および 24 mL のアセトニトリル:水 (0.1 %
ギ酸) (70:30) を使用した抽出と、Captiva カートリッジを使用した精製を行いました。化

合物は 1 回の分析で測定しました。定量下限 (LOQ) はすべての化合物で 4.3 µg/kg 未満

であり、回収率の範囲は 83.8〜110.1 %、真度は 5.5 % 未満でした。
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はじめに

世界の水産養殖の年間成長率は約 9 % です [1]。ブラジルでは、
2007 年から 2009 年の間に水産養殖の生産成長率だけで 60.2 %
に達しました。ティラピアの生産量は 7 年間 (2003〜2009 年) に
105 % 増加しました [2]。この結果、水産養殖システムは化学薬
品の使用にますます依存するようになりました。高い飼養密度が
必要なため、生物は常にストレスにさらされることになります。
これが、特に抗生剤などの化学薬品の需要を高めています。た
だし、EU や米国などの輸入国では、残留抗生剤についてますま
す厳しい制限を課しています。

濫用の結果、動物由来の製品に含まれる残留抗生剤は消費者に
とっての懸念事項となっています。これらの残留抗生剤が毒性
を示すことや、一部の過敏な人にアレルギー反応を引き起こすこ
とがあります。さらに、食物に含まれる少量の抗生剤を長期間
摂取し続けると、薬物耐性菌の拡散につながることがあります。

この実験では、Captiva カートリッジによる化学ろ過と ESI
LC/MS/MS を使用した迅速なメソッドについて説明します。
Captiva カートリッジ (p/n A5300002) の主な利点は、沈殿したタ
ンパク質や粒状物質を効率的かつ簡単に除去できる点です。

信頼性の高い結果を得るために、重水素化スルファジメトキシ
ン-d6 を内部標準として使用しました。開発したメソッドは、欧
州連合委員会の決定 2002/657/EC に従い、選択性、直線性、真
度、マトリックス効果、精度、および感度の点から完全にバリ
デーションされています [3]。



3

実験方法

化学薬品
使用した溶媒は、HPLC グレードのメタノールおよびアセトニト
リルです (Tedia)。使用した試薬は、いずれも分析グレードのギ
酸 (Vetec) および Na2EDTA (Sigma-Aldrich) です。使用した水は
Milli-Q システム (Millipore USA) で精製したものです。分析標準
のオキシテトラサイクリン 97 % (OTC)、テトラサイクリン 97.5 %
(TC)、クロルテトラサイクリン 93 % (CTC)、シプロフロキサシン
99.5 % (CFX)、エンロフロキサシン 99.0 % (EFX)、サラフロキサシ
ン 97.2 % (SAR)、スルファチアゾール 98.0 % (STZ)、ノルフロキ
サシン 99 % (NFX)、および内部標準のスルファジメトキシナ-d6
99.4 % は Fluka Analytical から購入しました。スルファジメトキ
シン (SDM) およびスルファメタジン (SMZ) (いずれも純度 99.5 %)
は Chem Service から購入しました。クロラムフェニコール
98.5 % (CAP) は Ehrestorfer 博士から譲り受けました。

各化合物の標準原液 (100 µg/mL) をメタノールで調製し、褐色瓶
中で 6 か月間 –20 °C で保管しました。原液を水で適切に希釈し
て多化合物作業用標準溶液 (1,000 µg/L) を調製し、冷蔵庫で (T <
5 °C) 保管して、1 週間ごとに調製し直しました。

サンプル前処理
5 g のサンプルを 50 mL のスクリューキャップテフロンチューブ
に入れました。50 mL のスルファジメトキシン-d6 (1.0 µg/mL) を
内部標準として添加し、1 mL の 0.1 M Na2EDTA 溶液、およびギ
酸が 0.1 % 含まれる 24 mL のアセトニトリル:水 70:30 を添加しま
した。この混合物を Marconi ultraturrax (MA102) を使用して 5 分
間ホモジナイズし、Hitachi CF16RXII 遠心分離機で 5 分間 1,370 xg
で遠心分離しました。Manifold Supelco Visiprep システムを使用
して 500 µL の上清を Captiva ND カートリッジ (A5300002) で 2 mL
バイアルに溶出し、LC/MS/MS で分析しました。

LC/MS/MS メソッド
LC 条件
機器 Agilent 1200 Infinity シリーズ LC システム
カラム Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 (3 × 100 mm、3.5 µm) 
カラム温度 30 °C
移動相 A) 0.1 % ギ酸水溶液

B) 0.1 % ギ酸アセトニトリル溶液
グラジエント 時間 (分) %A %B

0 95 5
13 5 95

流速 0.4 mL/min
注入量 10 µL
MS 条件
機器 Agilent 6430 トリプル四重極 LC/MS システム
イオンモード ESI (ポジティブ)
乾燥ガス流量 10 L/min
ネブライザ 50 psi
乾燥ガス
温度 350 °C
キャピラリ電圧 4,000 V
ソフトウェア Agilent Mass Hunter (B.03.01)
検出モード マルチプルリアクションモニタリング (MRM)

バリデーションおよび定量手順
提案した手順のバリデーションは、委員会の決定 2002/657/EC
の基準に従って特異性、検出下限 (LOD) および LOQ、精度、回
収率などのパラメータを考慮して実施しました。

マトリックスマッチキャリブレーション (MMC) は、ブランクおよ
びスパイクサンプルを使用し、11 種類の対象化合物について 5〜
400 µg/kg 範囲内の 7 つの異なる濃度レベルで行いました。各レ
ベルの濃度を 3 回ずつ分析しました。

サンプル中の対象化合物の濃度を内部標準メソッドを使用して
測定しました。信頼性の高い結果を得るために、重水素化スル
ファジメトキシン-d6 を内部標準として使用しました。
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結果と考察

各化合物でモニタリングしたイオンのリストを表 1 に示します。
最も強いトランジションを定量イオンとして、次に強いトランジ
ションを、分析を確認するための定性イオンとして使用しました。

* 定量に使用したトランジション
** 定性に使用したトランジション
太字の化合物は内部標準です。

表 1. 選択した化合物のリテンションタイム (RT) と MS/MS 条件

化合物 RT (分)
プリカーサ
イオン

プロダクト
イオン

フラグメンタ
電圧 (V)

コリジョン
エネルギー (V)

クロルテトラサイクリン 10.610 479.1 462.2* 125 12

479.1 444.1** 125 17

オキシテトラサイクリン 9.685 461.2 426* 115 16

461.2 201.1** 115 41

テトラサイクリン 9.944 445.2 410.2* 115 17

445.2 154.2** 115 30

サルファジメトキシン 11.982 311.1 156* 120 16

311.1 108** 120 28

スルファメタジン 10.127 279.1 186* 115 12

279.1 156** 115 16

スルファチアゾール 9.128 256 156* 90 8

256 108** 90 20

シプロフロキサシン 9.786 332.1 288.1* 125 13

332.1 245.1** 125 22

エンロフロキサシン 10.021 360.2 342.2* 132 17

360.2 316.2** 132 16

ノルフロキサシン 9.695 320.1 302.1* 125 20

320.1 231.0** 125 44

サラフロキサシン 10.560 386.1 342.1* 119 15

386.1 299.1** 119 26

クロラムフェニコール 11.563 323 305* 70 0

323 275** 70 8

スルファジメトキシン-d6 11.945 317.1 162.2* 65 20

317.1 108.1** 65 28



5

残留抗生剤は、リテンションタイムと 2 つの MRM トランジショ
ンを使用して同定しました。化合物のクロマトグラムと分析用に
選択したトランジションを図 1 に示します。

Captiva カートリッジの主な利点は、沈殿したタンパク質や粒状
物質の効率的な除去に容易に使用できる点です。この利点はメ
ソッドの選択性により証明され、ブランク魚サンプル (抗生剤な
し) と抗生剤を添加した抽出物の注入により確認されました。ブ
ランクの魚サンプルは、最高の選択性を示す化合物と同じリテ
ンションタイムを使用して、実際の定量下限 (LOQ) である
5 µg/kg で 10 % 未満の干渉を示しました。

5〜400 µg/kg の濃度範囲では、マトリックスの全化合物につい
ての 0.99 を超える決定係数 (R2) からわかるように直線性を示し
ました (表 2)。図 2 に、このメソッドを使用したナイルティラピ
アマトリックスの薬物分析の結果の例を示します。

この結果は、広い分析範囲で魚サンプル中の抗生剤を検出でき
ること、また曲線上のポイントでのばらつきが 10 % 未満である
ことも示しています。曲線、S/N、および計算は Agilent MassHunter
ソフトウェア (B.03.01) で作成しました。

表 2 に示した LOD および LOQ は魚中の抗生剤分析には十分で
した。
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図 1. スパイクした魚サンプル (100 µg/kg) の全イオンクロマトグラム (TIC)

表 2. ナイルティラピアの筋肉に含まれる抗生剤の LOD、LOQ、
決定係数 (R2)

化合物 LOD (µg/kg) LOQ (µg/kg) R2

クロルテトラサイクリン 0.91 3.00 0.9992

オキシテトラサイクリン 1.20 4.00 0.9994

テトラサイクリン 1.00 3.20 0.9994

サルファジメトキシン 0.30 0.90 0.9995

スルファメタジン 0.80 2.56 0.9992

スルファチアゾール 1.30 4.00 0.9990

シプロフロキサシン 0.40 1.20 0.9994

エンロフロキサシン 0.50 1.50 0.9976

ノルフロキサシン 1.30 4.30 0.9992

サラフロキサシン 0.60 1.90 0.9986

クロラムフェニコール 1.00 3.50 0.9992
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図 2. 魚サンプル中の 5.0〜400 µg/kg のクロラムフェニコール (A)、オキシテトラサイクリン (B)、テトラサイクリン (C)、クロルテトラサイクリン (D)、
スルファジメトキシン (E)、スルファチアゾール (F)、スルファメタジン (G)、およびエンロフロキサシン (H) の検量線。次ページに続く
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ナイルティラピアの筋肉からの回収率で表した精度および真度
を、濃度 50、100、および 200 µg/kg でスパイクしたサンプルを
分析することで確認しました。前述の濃度レベルで日内精度を
7 回の繰り返し測定により調べました。結果を表 3 に示します。

図 2. 魚サンプル中の 5.0〜400 µg/kg のシプロフロキサシン (I)、ノルフロキサシン (J)、およびサラフロキサシン (K) の検量線
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表 3. 魚の 3 つの添加レベルの回収率および日内精度 (相対標準偏差)、および 100 µg/kg の日間精度

化合物 50 µg/kg RSD (%) 100 µg/kg RSD (%) 200 µg/kg RSD (%)
日間
RSD (%)

クロルテトラサイクリン 108.1 3.7 100.8 4.5 87.5 7.7 6.1

オキシテトラサイクリン 103.8 4.6 96.8 11.5 86.3 8.3 8.5

テトラサイクリン 106.4 4.5 107.1 5.4 93.0 7.4 6.2

サルファジメトキシン 86.5 6.0 89.3 9.3 96.0 4.8 7.8

スルファメタジン 99.3 4.1 94.9 7.7 97.6 5.0 5.6

スルファチアゾール 92.5 3.3 92.3 7.2 95.8 5.8 7.7

シプロフロキサシン 87.9 6.5 87.2 8.6 82.8 6.2 9.1

エンロフロキサシン 98.4 6.6 108.8 4.7 95.4 8.3 8.5

ノルフロキサシン 96.0 10.6 100.0 9.4 87.5 5.1 7.8

サラフロキサシン 98.1 3.0 90.0 5.4 90.7 4.4 4.7

クロラムフェニコール 93.2 5.2 90.5 13.2 94.5 5.5 10.3

日間精度は、30 日間のシステムのルーチン操作中に濃度 100 µg/kg
で 7 回繰り返して求めました。得られた結果は 2.8〜10.3 % で、
許容範囲と見なされました。
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回収率は、スパイクサンプルで検出された対象化合物のレスポン
スとスパイクした内部標準のレスポンスの比として計算し、パー
センテージで表しました。開発したメソッドの精度と真度が高い
ことが証明されました。このメソッドは抗生剤の測定に高い信頼
性で使用することができます。

結論

このアプリケーションノートでは、ナイルティラピアの筋肉に含
まれるさまざまな抗生剤クラスを選択的に測定するメソッドの開
発について詳細に説明しています。このメソッドではトリプル四
重極 LC/MS/MS を使用し、高い真度、精度、および選択性に
よって特性評価します。その結果、養魚場の低 ppb レベルの対
象化合物を同定し、定量できるようになります。

提案した抽出手順はシンプルで、サンプルの処理に満足できる回
収率を得るための追加のクリーンアップステップは不要でした。
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