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概要

この研究では、SPE と LC/MS/MS 分析を用いた飼料中のオラキンドックスの定量分析用のメソッド
を開発して検証しました。メタノール：水（5：95）により飼料からオラキンドックスを抽出した後、
Agilent Bond Elut PPL で SPE によるクリーンアップを実施しました。今回のメソッドでは、飼料中の
オラキンドックスのモニタリングにおいて、回収率と再現性に優れた信頼性の高いソリューションを提供
します。

SPE と LC/MS/MS を用いた飼料中の 
オラキンドックスの分析
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実験方法

機器メソッド
サ ン プ ル の 分 析 に は、Agilent 1260  
Infinity II LC システムと Agilent 6470 トリ
プル四重極 LC/MS システムを連結して使用
しました。MS には、Agilent Jet Stream エ
レクトロスプレーイオンソースを搭載しまし
た。データの取り込みと解析には、Agilent 
MassHunter ワークステーションソフトウェア
を使用しました。

HPLC 条件
パラメータ 設定値

カラム
Agilent InfinityLab Poroshell 
120 SB-C18、100 × 2.1 mm、 
2.7 µm（p/n 685775-902）

カラム温度 35 ℃

注入量 5 µL

移動相
A）水（0.1 % ギ酸）
B）ACN（0.1 % ギ酸）

グラジエント

時間（分） %A %B 
0 95 5 
0.5 95 5 
1.0 85 15 
5.0 55 45 
5.5 2 98 
7.5 2 98 
7.6 95 5

MS 条件
パラメータ 設定値

ガス温度 300 ℃

ガス流量 7 L/min

ネブライザ圧力 35 psi

シースガスヒーター 350 ℃

シースガス流量 11 L/min

キャピラリー電圧 3,000 V（POS）

データ取り込み MRM（表 1 参照）

サンプル抽出
手順を図 1 に示しています。

分析対象物 
プリカーサイオン 
（m/z）

プロダクトイオン 
（m/z）

フラグメンター電圧 
（V）

CE 
（V）

オラキンドックス 264
212 110 20

143 110 30

表 1. ターゲット化合物の MRM 条件

ホモジナイズした飼料サンプルを正確に 2 g 計量して 50 mL 遠心チューブに移す

20 mL のメタノール：水（5：95）を加えて蓋をし、1 分間ボルテックス

サンプルを振とう機にセットし、暗所において 200 rpm で 45 分間振とう

溶出
2 mL のメタノール：水（60：40）

洗浄  3
2 mL のメタノール：水（5：95）

洗浄 2
2 mL の 0.1 mol/L HCL

洗浄 1
2 mL の 0.02 mol/L HCL

ロード
2 mL の抽出上清

Bond Elut PPL（200 mg、3 mL）（p/n 12105005）
コンディショニング：2 mL のメタノール

平衡化：2 mL の水

ナイロンシリンジフィルタで溶出液をろ過
LC/MS/MS 分析用のサンプルの準備が完了

8,000 rpm で 10 分間遠心分離し、後の SPE によるクリーンアップに備えて上清を採取

図 1. サンプル前処理のワークフロー図
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結果と考察

今回のメソッドでは、25～ 1,000 ng/mL の
範囲のオラキンドックスに対して良好な直線
性が得られています（表 2 および図 2～ 4）。
スパイクレベル 200、400、1,000 µg/kg に
おいて、回収率は 78～ 92 % の間（RSD ≦ 
3.6）でした。定量下限と検出下限はそれぞ
れ、200 µg/kg および 60 µg/kg です。 

飼料 
スパイクレベル 
（µg/kg）

回収率 
（%）

RSD% 
（n = 3）

鶏用飼料

200

86.9

1.087.7

85.9

400

81.4

3.286.2

81.8

1,000

78.2

1.881.2

81.3

豚用飼料

200

89.0

1.390.4

91.3

400

81.8

3.687.5

83.2

表 2. メソッドの回収率と RSD

化合物 1

Concentration (ng/mL)
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1,000

Re
sp

on
se

s

0

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

1.50

1.75

2.00

2.25
×106

y = 2484.373574 * x - 77358.693352
R2 = 0.9962

図 2. オラキンドックスの検量線
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図 3. 200 ppb の標準原液（緑）、鶏用飼料に 200 µg/kg でポストスパイク（赤）、鶏用飼料に 200 µg/kg で 
プレスパイク（青）、マトリックスブランク（黒）中のオラキンドックスの MRM クロマトグラム 

図 4. 200 ppb の標準原液（緑）、豚用飼料に 200 µg/kg でポストスパイク（赤）、豚用飼料に 200 µg/kg で 
プレスパイク（青）、マトリックスブランク（黒）中のオラキンドックスの MRM クロマトグラム 

結論

極性修飾したスチレンジビニルベンゼンポ
リマー SPE である Bond Elut PPL による
クリーンアップと HPLC/MS/MS を組み合
わせたメソッドにより、オラキンドックスの分
析において優れた回収率と再現性が得られ
ています。今回のメソッドでは、鶏用飼料と
豚用飼料の分析において優れた結果が得ら
れました。粒子サイズの大きい Bond Elut 
PPL を使用すると、粘性の高い水系サンプ
ルまたは微粒子を多く含んだ水系サンプルが
通液しやすくなります。表面積が広く疎水性が
強いため、高回収率で再現性の高い抽出が可
能になります。
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