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mβで洗浄した。  

標準品：クロラムフェニコール（CAP）（Sigma社   

製）  

内部標準物質：5TEthylLtOlybarbituric acid（Al－   

dlich社製）  

標準品及び内部標準物質は，いずれもアセトニトリル   

に溶解して使用した。  

3．装置  

高速液体クロマトグラフ用ホンプ：日本分光㈱製880－   

PU型  

UV検出器：日本分光㈱製 875【UV型  

インテグレークー：㈱島津製作所製 CR－6A型  

ホモジナイザー：ウルトラトラックス JANKE ＆   

KUNKELIKAWERK製 Tp18／2型  
4．試験溶液の調製法  

ホモジナイズした試料10gを量り，酢酸エチル40mgを   

加え5分間ホモジナイズした後，3000rpmで10分間遠   

心分離し上澄液を分取した。再度エチル40mgで同様に操   

作L，上澄水を合わせた。これに3％塩化ナトリウム溶   

液50mgを加え，5分間振とう後静置し2層が分離した後，   

上層を650Cの水浴上で減圧下濃縮乾固した。残債に，n，   

ヘキサン5mゼを加え超音波に約5秒間かけた後，フロリ   

ジルカラムに負荷した。さらに，n－ヘキサン5mゼ，40   

mゼで順次先の容器を洗いながらフロリジルカラムに負荷   

し，カラムを洗浄した。次いでジエチルエーテル：n一   

ヘキサン（8：2）40mβでカラムを洗浄後ジエチルエー   

テル：メタノール（9：1）40mβで溶出した。溶出液を   

650cの水浴上で減圧下濃縮乾固した後，残虐にアセトニ   

トリル：水（3：7）1mgを加えて超音波に約5秒間か   

け，0．5〟mのメンプランフィルターでろ過し，ろ液を   

試験溶液とした。  

5．HPLC測定条件  

カラム：InertsilODS－2（5〟m）150×4．6mmi．d．  

ガードカラムニInertsi10DS－2（5FLm）10×4．0   

43－   

Ⅰ はじめに  

クロラムフェニコール（CAP）はわが国では，グラ  

■■ム陽性菌，グラム陰性菌，マイコプライズマ等によって  
牛，豚，鶏及び魚類におこる種々の疾病に動物用医薬品  

として使用されているが，食品衛生法により，これら畜  

水産食品に残留してはならないと定められている。  

高速液体クロマトグラフィー（HPLC）を用いたC  

APの分析法には，血液について報告があるが1）2）5）▲7）  

いずれも感度が低く，また，前処理をしていないことか  

ら妨害物質等の問題がある。豚組織についての報告もあ  

るが3）4） ，回収率が低いこと3）また，操作が繁雑である  

ことりなど問題がある。  

今回，多種類の畜水産食品に適用できる簡便かつ高感  

度なCAPのHPLCによる分析法を確立することを目  

的に検討した。  

Ⅱ 研究方法   

■■1．試料  

市販の牛肉，豚肉，鶏肉及び魚肉  

2．試薬及び標準品  

酢酸エチル，n－ヘキサン，ジエチルエーテル，メタ  

ノール，アセトニトリル，塩化ナトリウム及び無水硫酸  

ナトリウムは，いずれも特級品を用いた。（和光純薬㈱  

製，関東化学㈱製）  

フロリジルカラムの作成：フロリジル（カラムクロマ  

トグラフ用，100～200メッシュ，関東化学㈱製）を130  

0Cで15時間活性化し，その4gをn一ヘキサンを用いて  

クロマト管（内径15mm，長さ300mm）に湿式充填し，そ  

の上に無水硫酸ナトリウム1gをのせ，n－ヘキサン40  
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mmi．d，   

移動相：アセトニトリル：水（3：7）   

流 速：0．7mβ／min   

カラム温度：450c   

検出波長：270nm   

感 度：0．01AUFS   

注入量：10〃ゼ  

Ⅲ 結果及び考察  

1．抽出溶媒の検討   

CAP標準溶液（5〟g／mg）を10％塩化ナトリウム  

溶液25mβに添加し，クロロホルム，ジクロルメタン，四  

塩化酸素，酢酸エチル及びジエチルエーテル各々50mgと  

分配し，CAPの各有機溶媒への移行率を比較したとこ  

ろ，酢酸エチルが81％と最も高く，次いでジエチルエー  

テル76％，ジクロルメタン57％，クロロホルム38％の順  

で，四塩化炭素にはCAPの移行が認められなかった。  

このことから試料からのCAPの抽出溶媒は，酢酸エチ  

ルとした。   

2．クリーンアップ法の検討   

カラムによるクリーンアップ法を検討した。充填剤と  

して塩基性及び中性アルミナ，セップパックC18カート  

リッジ及びフロリジルについて検討したが，CAPは塩  

基性及び中性両アルミナ，セップバックC18カートリッ  

ジに吸着し，回収率が65％と低いため，比較的回収率の  

良いフロリジルカラムについてn－ヘキサンージュチル  

エーテルメタノール系で，以下クリーンアップ法を検  

討した。   

1）溶出溶媒の検討   

鶏肉10gにCAP標準溶液（10FLg／mP）を1mE添加  

し，上記4．試験溶液の調製法の項に従って操作し，抽  

出液を乾固したものをn－ヘキサン5mゼに溶解し，フロ  

リジル3gを充填したカラムに負荷した。   

CAPは，nヘキサン50mP，nヘキサンMジエチ  

ルエーテル（2：8）50mgで音容出せず，ジエチルエーテ  

ル50mgで約80％溶出し，ジュチルエーテルーメタノール  

（9：1）50mgではぼ100％溶出した。このことからカラ  

ムの洗浄をn－ヘキサンージエチルエーテル（2：8）  

で行いCAPのカラムからの溶出は，ジエチルエーテルー  

メタノール（9：1）で行った。   

2）フロリジル量の検討   

フロリジル1，2，3，4，5及び6gをカラムに充  

填し，フロリジル量について上記1）の条件で検討した  

ところ，フロリジルが2g以下の場合，CAPはカラム  

に全量保持されず，全量のCAPを保持するには3g以  

上必要であったことからフロリジル量を4gとした。   

3）CAP溶出液量の検討   

カラムにフロリジル4gを充填し溶出液量について検  

討したところ，CAPは溶出液の最初の1伽1g中に約10％，  

次の10mg中に約90％溶出したことから溶出液ジエチルエ  

テルー メタノール（9：1）の量を40mβとした。   

4）水溶性物質の除去   

上記フロリジルカラムによるクリーンアップでは，ク  

ロマトグラム上に極性物質の爽雉ピークが多く観察され  

たことから，酢酸エチル抽出液を3％塩化ナトリウム溶  

液と分配し，水溶性爽雑物質を除いた後，フロリジルカ  

ラムに負荷することとした。   

3．HPLC条件並びに内部標準物質の検討   

HPLCカラムにInertsilODS－2，移動相はアセ  

トニトリルー水系で分離条件を検討した。   

その結果，検出感度，試料からの妨害ピーク等を考慮  

し，移動相はアセトニトリルー水（3：7），検出波長  

270nm，カラム温度450cとした。   

また，内部標準物質としてThiabendazole及び5L  

Ethyl－tOlybarbituric acidを検討したが，前者は，保  

持時間がCAPより短く，試料によってはクロマトグラ  

ム上爽雑ピークと重なる懸念があることから保持時間が  

CAPより長い後者を内部標準物質とした。   

4．検量線の作製   

5－Ethylrtolybarbituric acidをそれぞれ10pg  

／mPの濃度で含有するCAP標準溶液を0．1～4，OFLg／  

mgの範囲で作成し，その10〃ゼをHPLCに供し，後者  

の前者に対するピーク面積比を求め検量線を作成した。  

その結果，CAPは1～40ngの範囲で直線性を示し  

た。   

5．添加回収実験   

牛肉，プリ及び鶏肉（後肢筋）各5検体それぞれ10g  

にCAP標準溶液（1〟g／mの1mg及び内部標準溶液  

（10〃g／mゼ）1mgを添加し上記4．試験溶液の調製法  

に従って操作し回収率を求めたところ，表1に示すよう  

に牛肉86．8％，プリ89．2％及び鶏肉94．4％と良好な結果  

を得た。また豚肉82．4％（n＝1），鯉86．1％（n＝1），  

鶏肉（胸筋）95．5％（n＝1）の回収率であった。図1  

にCAPの標準物質，鶏肉（後肢筋，胸筋），牛肉，豚  

肉，ブリ及び鯉のクロマトグラムを示した。  

■■l  
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Tablel．Recovery of CAP from fortified beef，  

yellowtailand chicken thigh muscle．  

（〟g）  

Sample beef yellowtail chicken   

No．1  0，86  

2  0．88  

3  0．84  

4  0．93  

5  0．83  

Rec．（％）  86．8  

SD  O．039  

CV（％）  4．49  

0．87  0．95   

0．88  0．97  

0．85  0．99  

0．97  0．95  

0．90  0．86  

89．4  94．4  

0．046  0．049  

5．14  5．28   

（1FLg Of CAP was added t010g of eachtissue）   

′■  

Ⅳ 結論  

牛肉，豚肉，鶏肉及び魚肉に残留するCAPを高感嵐  

簡便かつ迅速に定量する方法を検討した。  

試料からCAPを酢酸エチルで抽出し，液液分配後，  

カラム処理を行いHPLCで定量した。添加回収率は，  

CAPO．1ppm添加で82．4％以上 定量限界値は0，01ppm  

であった。  

なお，この研究は平成2年度厚生科学研究費補助金対  

称課題（汎用抗生物質の化学的分析法に関する研究）と  

して行った。  
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Fig．1Chromatograms of CAP standard and tissue extracts   

l：CAP standard（10ng）andIS：internalstandard（100ng），  

2：thigh muscle of chicken，3：breast muscle of chicken，  

4：beef muscle，5：SWine muscle 6：yellow tailmeat，7：  

Carp meat  
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