平成20年　生命科学科卒業研究中間審査要旨
ハチミツ中の複数の抗生物質の同時分析法の開発
谷合研究室　0523260番　山下亜由美

1.　背景および目的
日本で消費されるハチミツの多くは中国産である。ミツバチを飼育する際には病気を予防するため,飼育環境を適切に整え,必要に応じて抗生物質を投与する。しかし中国ではコスト削減のため,不衛生な飼育環境下で抗生物質を過剰に投与する場合がある。実際,日本向けに輸出されたハチミツから,抗生物質が検出された例もある。

抗生物質は人体に悪影響を及ぼすため,現在は一成分ごとに対して精密な分析検査が行われている。
本研究では,精密検査前のスクリーニング法として,汎用的な装置を使用した複数の抗生物質の同時分析法の開発を目的とする。
2.　実験方法
2.1　実験試薬
　本研究では過去数年間で検疫時に検出された回数の多い抗生物質であるストレプトマイシン(SM), クロラムフェニコール(CP),テトラサイクリン(TC),オキシテトラサイクリン(OTC),クロルテトラサイクリン(CTC)の5種類を分析対象とした。
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ストレプトマイシン　　　　　　　　　　　　　テトラサイクリン
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オキシテトラサイクリン 　　　　　　　クロルテトラサイクリン
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クロラムフェニコール　
2.2　実験操作
　ハチミツに純水を加えた溶液から抗生物質を抽出,濃縮する。その後,紫外可視吸光検出を用いた逆相HPLCでの定量を行う。
3.　結果および考察

　SM,CP,TC,OTC,CTCの極大吸収波長を確認した。SMは硫酸塩,TC,OTC,CTCは塩酸塩を使用した。CPはメタノールを,他は純水を溶媒とし,対照液は溶媒と同様のものを用いて,吸光光度計で吸収スペクトルを測定した。その結果,SMの極大吸収波長が極端な短波長側に存在することが分かった。このままでは本研究で使用する逆相HPLCでの分離が適用できない。そこで,ニンヒドリン(Nin)と反応させて極大吸収波長を長波長側へ移動させることにした。
次の図1に,Ｎｉｎの反応機構を示す。
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図1.　Ninの反応機構

次の表1に,各抗生物質の反応前後の極大吸収波長とモル吸光係数を示す。

	表１．　　　　反応前後の極大吸収波長とモル吸光係数

	（抗生物質濃度10ppm）

	　
	反応前
	反応後

	　
	極大吸収波長
	モル吸光係数
	極大吸収波長
	モル吸光係数

	　
	(nm)
	(l/cm・mol)
	(nm)
	(l/cm・mol)

	SM
	193.0 
	1.13×104
	253.9
	1.69×104

	TC
	355.0 
	1.70×104
	261.2
	3.68×104

	OTC
	354.0 
	1.54×104
	260.5
	4.17×104

	CTC
	369.2
	1.37×104
	258.1
	3.49×104

	CP
	272.7
	1.19×104
	          
	          


表１より,Ninによる極大吸収波長の移動は有効であり,また感度の低下の恐れもないと考えられる。またCPにはアミノ基がないためNinと反応はさせなかった。
4. 今後の方針

· Ninの呈色条件の検討
· HPLCでの分離条件の検討

· 実試料の前処理検討
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