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概要

このアプリケーションノートでは、QuEChERS (Quick (高速)、Easy (簡単)、Cheap (低価格)、Effective

(効果的)、Rugged (高い耐久性)、Safe (安全)) サンプル前処理法を用いた、豚肉中の 7 種類のマ

クロライド系抗生物質残留物の抽出およびクリーンアップについて説明します。スピラマイ

シン、チルミコシン、オレアンドマイシン、エリスロマイシン、タイロシン、ロキシスロマ

イシン、ジョサマイシンの残留物を分析しました。分析対象物は Agilent Bond Elut QuEChERS dSPE

Enhanced Matrix Removal—Lipid を用いて抽出し、Agilent Poroshell 120 EC-C18 HPLC カラムで分離しま

した。液体クロマトグラフィーとポジティブイオンマルチプルリアクションモニタリング

モードのエレクトロスプレーイオン化タンデム質量分析 (LC/MS/MS) を使用して定量しまし

た。このメソッドは、豚肉中のすべてのマクロライド系抗生物質について低い検出下限を実

現しました。これらの化合物のダイナミックキャリブレーションレンジは 5～250 µg/kg の間

で得られました。全体の回収率は 63.9～98.4 % の範囲で RSD 値は 3.8～10.3 % の間でした。
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はじめに

食用動物の生産における抗生物質の使用は食品業界全体に利益をも

たらしています。しかし、これらの使用は動物や人の健康の安全性

への懸念を招いています。マクロライド系抗生物質は、動物の多く

の呼吸器および腸の細菌感染症の治療に広く使用されている抗生物

質のグループです。よく使用されているマクロライド系抗生物質の

中に、スピラマイシン、チルミコシン、オレアンドマイシン、エリ

スロマイシン、タイロシン、ロキシスロマイシン、ジョサマイシン

があります。

国内機関や国際機関は動物由来の食品に含まれる抗生物質の残留物

の濃度に規制値を設けています [1、2]。残留物の規制値は 0～15

mg/kg とさまざまです。アプリケーションがハチミツ中の微量なマ

クロライド系抗生物質残留物の分析用に以前開発されました [3]。こ

のメソッドでは、Agilent Bond Elut Plexa をサンプル前処理で、Agilent

Poroshell 120 EC-C18 カラムを分離で使用しました。マトリックス添加

標準を用いて評価した回収率と再現性は、ハチミツ中の規制対象の

マクロライド系抗生物質残留物の測定における許容範囲内でした。

表 1. 今回の実験で使用したマクロライド系抗生物質 (次ページへ続く)。

化合物 CAS No.

スピラマイシン 8025-81-8

チルミコシン 108050-54-0
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本実験の目的は、豚肉中のマクロライド系抗生物質残留物のルーチ

ン規制分析用にシンプルで高速な複数残留物メソッドを開発するこ

とです。最新の充填剤の Agilent Bond Elut QuEChERS dSPE Enhanced Matrix

Removal—Lipid は、成分損失なしに豚肉などの脂質含有量の高いマト

リックスから主要な脂質成分を選択的に除去します。複雑なマト

リックスからの脂質干渉の除去は質量レスポンスを向上させるマト

リックス効果の低減などのたくさんの利点があり、LC カラムの寿命

を延ばします。また、表面多孔質粒子 Poroshell 120 HPLC カラムは高速

で高効率な分析を低背圧で実現します。

表 1 は、マクロライド系抗生物質の詳細を示しています。
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表 1. 今回の実験で使用したママクロライド系抗生物質。

化合物 CAS No.

ロキシスロマイシ 80214-83-1

ジョサマイシン 16846-24-5
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材料とメソッド

試薬および薬品

すべての試薬は、MS、HPLC または分析グレードのものを使用しまし

た。アセトニトリルと水は、Honeywell International, Inc. から購入しまし

た。標準は、Dr. Ehrenstorfer (アウクスブルク、ドイツ) から購入しま

した。豚肉は地域のスーパーマーケットで購入しました。標準溶液

(1.0 mg/mL) はメタノールで個別に作成し、–20 °C で保管しました。混

合作業溶液はアセトニトリル:水 (20:80) で作成し、–20 °C で保管しま

した。添加した溶液は、混合作業溶液を水で希釈することによって

適切に毎日作成しました。

装置と材料

•        Agilent 1290 Infinity LC

•        Agilent 6460 トリプル四重極 LC/MS システム、エレクトロスプレー

イオン源搭載

•        Agilent Bond Elut QuEChERS 抽出キット EN (p/n 5982-5650)

•        Agilent Bond Elut QuEChERS dSPE Enhanced Matrix Removal—Lipid 

(p/n 5982-1010)

•        Agilent Bond Elut QuEChERS Enhanced Matrix Removal—Lipid 脱水キット

(p/n 5982-0101)

•        Agilent Poroshell 120 EC-C18、3.0 × 100 mm、2.7 µm (p/n 695975-302)

•        エッペンドルフ 5810 R 遠心分離機 (Brinkmann Instruments、

ウェストベリー、ニューヨーク州、米国)

•        デジタルボルテックスミキサー (VWR International, LLC、

ラドナー、ペンシルベニア州、米国)

サンプル前処理

最終のサンプル前処理手順は、次のステップを使用して最適化しま

した。

1.       ホモジナイズした豚肉 2.5 g (±0.1 g) を計量し、50 mL 遠心管に

入れる

2.       水 8 mL を加えて 1 分間ボルテックスミキサーで撹拌する

3.       アセトニトリル 10 mL を加える

4.       QuEChERS 抽出キット EN メソッドの塩を加える

5.       サンプルを 1 分間振とうして混合する

6.       4,000 rpm で 5 分間遠心分離する

7.       水 5 mL を 15 mL EMR—Lipid dSPE チューブに加える

8.       上澄み 5 mL を EMR—Lipid dSPE チューブに移す

9.       直ちにボルテックスミキサーでサンプルを撹拌して

分散した後、1 分間ボルテックスミキサーで撹拌する

10.     4,000 rpm で 3 分間遠心分離する

11.     上澄み 5 mL を塩 (1:4 NaCl:MgSO4) 2 g を含む 15 mL EMR Lipid 

脱水キットに移し 1 分間ボルテックスミキサーで撹拌する

12.     4,000 rpm で 3 分間遠心分離する

13.     アセトニトリル層の上部 200 µL と水 800 µL を 2 mL のサンプル

バイアルで混合しボルテックスミキサーで撹拌する

HPLC 条件
カラム: Agilent Poroshell 120 EC-C18、3.0 × 100 mm、2.7 µm 

(p/n 695975-302)

移動相: A: 10 mM 酢酸アンモニウムおよび 0.1 % ギ酸水溶液
B: アセトニトリル

注入量: 2 μL

流量: 0.5 mL/min

グラジエント: 時間 (分)           %B
0                          20
5                          65
6                          65
8                          20

温度: 30 °C

MS 条件

マクロライド系抗生物質はポジティブモードでモニタリングしまし

た。表 2 にマルチプルリアクションモニタリングの詳細を示します。

MS イオン源のパラメータ
ガス温度: 300 °C 
ガス流量: 5 L/min
ネブライザ: 45 psi
シースガス温度: 400 °C
シースガス流量: 11 L/min
ノズル電圧: ポジティブ、0 V
キャピラリ: ポジティブ、4,000 V
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結果と考察

直線性と検出下限

外部検量線を作成するために使用した溶液は、混合作業溶液をマ

トリックスブランクに添加して調整しました (5、10、20、50、250

µg/kg)。マトリックスブランクは、前処理と QuEChERS 手順を含む手

順全体を豚肉に適用することによって作成しました。検出限界

(LOD) のデータは、0.1 µg/kg でポスト添加した豚肉マトリックスを注

入することによって S/N 比 3 を用いて計算しました。すべての S/N

比 は 3:1 を超えました。このため、化合物のすべての LOD は 0.1

µg/kg 未満で、規制メソッドに合致しました。表 3 に、検量線の結

果を示します。

回収率と再現性

このメソッドでの分析対象物の回収率と再現性は、10、20、100

µg/kg の 3 つのレベルの濃度で添加した豚肉のサンプルをレベルごと

に 6 回分析して求めました。表 4 に分析対象物の回収率と再現性の

データを示します。図 1 に 20 µg/kg で添加した豚肉抽出物のクロマ

トグラムを示します。

表 2. マルチプルリアクションモニタリングによってモニターした質量。

化合物
プリカーサ
イオン

プロダクト
イオン

フラグメンタ
(V)

コリジョン
エネルギー (V)

リテンション
タイム (分)

スピラマイシン 843.4 540.0 270 35 2.178

スピラマイシン 843.4 174.1 270 40 2.178

チルミコシン 869.5 696.4 320 44 2.749

チルミコシン 869.5 174.1 320 49 2.749

オレアンドマイシン 688.3 544.3 170 15 2.99

オレアンドマイシン 688.3 158.2 170 25 2.99

エリスロマイシン 734.4 576.3 180 14 3.204

エリスロマイシン 734.4 158.2 180 30 3.204

タイロシン 916.4 772.4 280 30 3.421

タイロシン 916.4 174.2 280 40 3.421

ロキシスロマイシン 837.4 679.3 200 16 4.087

ロキシスロマイシン 837.4 158.1 200 34 4.087

ジョサマイシン 828.4 174.1 250 35 4.461

ジョサマイシン 828.4 109.1 250 46 4.461

表 3. 豚肉中のマクロライド系抗生物質の直線性。

化合物 回帰方程式 R2

スピラマイシン Y = 386.144x + 19.317 0.9994

チルミコシン Y = 133.272x + 8.018 0.9999

オレアンドマイシン Y = 317.284x + 43.963 0.9998

エリスロマイシン Y = 848.506x + 119.918 0.9996

タイロシン Y = 274.158x + 22.703 0.9997

ロキシスロマイシン Y = 477.739x + 53.019 0.9997

ジョサマイシン Y = 625.922x + 58.918 0.9998

表 4. 豚肉中のマクロライド系抗生物質の回収率と再現性 (n = 6)。

化合物 添加濃度 (µg/kg) 回収率 (%) RSD (%)

スピラマイシン 10 89.7 10.3

20 94.0 8.3

100 95.2 3.8

チルミコシン 10 98.4 9.5

20 90.0 9.7

100 95.3 7.1

オレアンドマイシン 10 92.4 5.7

20 96.4 7.1

100 97.5 6.2

エリスロマイシン 10 64.5 8.8

20 63.9 8.1

100 68.7 5.1

タイロシン 10 84.1 10.2

20 93.3 7.4

100 94.6 5.5

ロキシスロマイシン 10 89.9 9.8

20 91.6 7.7

100 92.6 5.1

ジョサマイシン 10 87.9 7.4

20 92.4 5.6

100 93.2 4.9
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結論

このアプリケーションノートでは、豚肉中のマクロライド系抗生物

質の定量と確認を同時に実行できる迅速かつ堅牢で信頼性の高いメ

ソッドを説明しました。EMR—Lipid と脱水キットにより、分析対象

物の回収に大きな影響を与えることなく、優れたマトリックスク

リーンアップを可能にしてほとんどのマトリックス、特に脂質を除

去できます。Agilent Poroshell 120 EC-C18 カラムは、複数のマクロライ

ド系抗生物質の迅速な分離を左右対称のピーク形状および高い感度

で実現します。
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詳細

これらのデータは一般的な結果を示したものです。アジレントの

製品とサービスの詳細については、アジレントのウェブサイト

(www.aglient.com/chem/jp) をご覧ください。
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図 1. 20 µg/kg で添加した豚肉サンプルの抽出物のクロマトグラム。


