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ク ロ ル テ トラ サ イ ク リ ン の 化 学 的 定 量 法

1.酸 比 色 法 の 改 良*

(ク ロルテ トラサイ クリンによる魚の鮮度保持

に関す る研究 一1)

米 康 夫

Improvement of Levine's acid colorimetric method 
     for determination of  chlortetracycline 

     (Studies on keeping quality of fish 
        by use of chlortetracycline-I) 

               Yasuo Yone

化学的定量法は比較的容易に操作でき,且 つ迅速に実施できるので,CTCを 含有する

氷および水溶液中のCTCを 定量するに適 している.し かしCTC氷 にはCTCの 外に

カーボキシメチル繊維素,脱 塩素剤および食塩などを添加するので,蒸 溜水や水道水にと

かしたCTCの 定量が うまくできる方法であつても,こ の種の氷の場合に良い方法とは断

定できない.因 つてまず従来発表されている数多 くの化学的定量法がCTC氷 の定量に適

しているか否かを吟味 し,次 いでその結果に基づき酸比色法を氷中のCTCを 定 量す るに

適す るように変改した.

A.定 量 法 の 吟 味

木研究ではFDAお よび厚生省が公定法 として採用している塩化第二鉄による比色法,1)

iso-CTCの 螢光による方法2)および酸比色法,3)ま たUpham氏 らがCTC氷 の定 量に用

いた紫外部吸光法4)および坂 口氏ら5)のCTCとト リウムのキレー ト化合・物の吸光度によ

る方法が氷中のCTCを 定量するに適するか否かを吟味 した.塩 化第二鉄によるCTCの

発色はきわめて弱 く,CTC氷 の場合のように5mcg/cc以 下のCTCを定量 するには不

適当であつた.そ の他の定量法 もすべてそれぞれ欠点があつた.

研究 結果 お よび考察

1)iso-CTCの 螢光による方法2)

木法は厚生省がLevine氏 らの方法3)を氷中のCTC定 量に適するように変改した方法

で,ア ルカ リ性で加熱して生ずるiso-CTCの 螢光を利用した方法である.ま ず本法で水

溶液中 のCTCを 定量した ところ紫外線照射下のiso-CTCの 螢光はFig.1に 示す よ
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Table 1. A comparison between values 

   for CTC obtained when melted 

   ice, tap water and distilled water 

   solutions of CTC were analyzed 

   by Japan FDA method and the 

   cylinder plate method.

Fig. 1. The change in fluorescence of 

 iso—CTC prepared by Japan FDA 

    method2) on irradiation with the 

    excitation light of 360 mg.

うに不安定であつた.し かし1分 経過後

の変化は比較的緩慢であつたので,次 に

3分 経過後測定の条件で水溶液および氷

中のCTC量 を定量した.こ の方法によ

る値 と微生物検定値 との比較 はTable

1に 示す通 りで,蒸 溜水中では両法に

よる値が比較的 よく一一致 したが,井 戸水

 * The ice was so prepared that it would 

 contain CTC (5 ppm), carboxymethyl-
 cellulose (15.2 ppm), NaHS03 (1.9 ppm), 

 and NaCI (77.9 ppm).

お よび氷 中では この変改法 に よる値 の大半 は,微 生物検定値 より低かつた.こ の理 由は恐

らく市水 中の金 属 とキ レート したCTCは,厚 生省の方 法では完全 にiso-CTCに 変 化 し

ない と考 え,次 の よ うに吟味 してみた.す なわち蒸 溜水 お よび 市水 に それぞれ4ppm溶

解 したCTC液 にn/5EDTA(ethylendiaminetetraaceticacidNa2salt)を 加 えた

ところ,EDTAを 加 えない市水 中のCTC量 は 蒸溜水 中の それ の約1/4で あ つたが,市

水100cc中 にn!5EDTAを1cc加 え た場合 のCTC量 は蒸 溜水 中の そ れ と全 く同 じ

値を示 した(Table2).

Table 2. The effect of sodium salt of 

  ethylendiaminetetraacetic acid 

  on Japan FDA value for CTC 

   assayed on a tap water solution.

2)紫 外 部吸光法4)

こ の方法はUpham氏 らが氷 中のCTC

定 量 に 用いた もので,融 解 水 を0.05n

HCI液 と して370m/`の 吸 光度 を測定 し

CTC量 に換算 す る方法 であ る.本 法で

氷 中のCTCを 定 量 した値 とpadplate

assay法 で えた 値 とを比 較 した結 果 を

Table3に 示 した.紫 外 部吸光法に よ

る値 は微生物検定値 よりきわめて高い値

を示 した,こ の 原因は 活性塩素に よる



Table 3. A comparison between values for CTC in ice determined 

      by the Upham et al's method,4) the Sakaguchi et al's 

      method5) and the pad plate microbiologic method. 

      The ice possesses the same composition as given in Table  1.

CTCの 破壊 生産物 が380mμ に 最大吸収部を もつので,お そ ら くその よ うなCTCの 分

解物や溶 けた水 氷中の微細な浮遊物質 が吸光度 に影響 したためであろ う.

3)坂 口氏 らの トリウム法5).

この定 量法 はCTCの トリウム ・キ レー ト化合物 の 吸光度 に よる方 法 で あ る.氷 中の

CTC量 を トリウム法に よつ て 定量 した値 を 微生物検定値 と比較 す ると,Table3に 示

す よ うに前者 は微生 物検 定f直よ りも常 には るかに高い値を示 した.な お坂口 氏 らの方法 で

は トリウム試薬 の添加後に濾過 してか ら定量す ると,濾 過前 の値 に比べ てか な り低 くな る

が,微 生物検定値 よりもまだかな り高 い値 を示 した.坂口 氏 らの方法では キレー1・の吸光

度 を測定 しているので,微 細な浮遊物 の存在は見かけの値 を高 くす るのが 当然であ り,濾

過に よ り値 が侭 下したのもこのよ うな理 由であ ろ う.

4)酸 比 色 法

蒸 溜水 お よび井 戸水 中にCTCを5PPmの 濃 度にな るよ うに溶解 し,14～19℃ に放罷

した場合のCTC量 の経 日変化 をLevineの 方 法3)に 従 い定量 し,他 方Bac.cereusNo.

5を 用 いたpadplateassay値 と比較 した.そ の結果はTable4に 示 す よ うに原法

に よる定 量値 とpadplateassay値 との間 には殆ん ど差がなかつた・

Table 4. A comparison between values for CTC estimated by the 
   acid colorimetric  method* and the pad plate assay method.f

CTC solutions were left standing at 14-19°C. * Levine's method.3) 
The absorbancy was measured by Beckman spectrophotometer. 

t Test organisms used was Bacillus cereus # 5,



B,酸 比色 法 の改良

A項 の研究でLevineの 酸比色法3)に よる水中のCTC定 量値は微生物検定値と比較的

によく一致し,ま た容 易にCTCの 概略値 がえられ ることを知つた.し かしLevineの

酸比色法では小量(2cc)の 試料をとり,光 電比色計を用いて測定するため,CTC氷 中の

ような低濃度(5mcg/cc以 下)のCTC定 量の場合には,定 量値の精度が悪い.因 つて

木研究では基礎的定量条件 を吟味 し,氷 中のCTCを 定量 で きるようにLevine法 を

変改した.

変 改 定 量 法
a)試 薬

20%塩 酸:約20%工 業用あるいは試薬1級 品の塩酸を常圧で蒸溜すれば20%の もの

がえられるが,初 溜分を除かねばならない.特 級の試薬以外は遊離塩酸を含むので,こ の

蒸溜精製は省略 しえない.

標準CTC液:CTC80mg(塩 酸塩 として86mg)を 蒸溜水 にとかし100ccに 定容

す る.こ の液を1ccず つ小型試験管に分注 し,ポリエチレン 膜 で蓋をして凍結 し保存す

る.凍 結状態では1ヵ 月間効力の低下はないが,融 解したものは再び凍結保存してはなら

ない.定 量時に小試験管の内容を蒸溜水で稀釈 して100ccに 定容 し,8rncg!ccの 液をつ

くる,更 に蒸溜水で稀釈 して6,5,4,3,2お よび1mcg/ccの 標準系列をつ くる・

b)試 料の調製

氷をビーカーあるいはポリエチレン の袋に入れ,流 水中で融解 し蒸溜水で8mcg/cc以

下のCTC濃 度になるように稀釈する.試 料が濁つている場合はそのまま濾過することな

く,定 最操作にしたがつて塩酸酸性で加熱処理した後に濾過する.

c)盲 検液の調製

標準用盲検液としては蒸溜水を用いる.試 料用盲検液にはCTCを 含まない製氷用水を

用いるべきであるが,止 むを得ざる場合には試水の成分組成に近い水道水を用いればよい.

d)操 作

50ccの 試料,標 準液および盲検液を100ccの 三角 フラスコあるいは100ccの メスフ

ラスコにとり,こ れにそれぞれ20ccの20%塩 酸を加える.よ く振翫した後すべてのフ

ラスコをなるべく同時に80℃ の湯煎に入れて約20～30分 間(フ ラスコ内の液温が80℃

に達 してから5～15分 間)加 熱したのちにとり出す.直 ちに流水で冷却し,蒸溜水で100cc

に定容 したのち分光光度計の長吸収管(長 さ100mm)を 用い440mμ の吸光度を読む・

まず標準CTC液 の濃度 と吸光度 との関係を示す標準直線を描いてお く.次 に試料の吸光

度より盲検液の吸光度を差し引いた値を求め,こ の値に相当するCTC賦 を標準直線より

求める.

実 験 の 部

1)加 熱温度および加熱時間

Levine法 では沸騰水中で5分 間加熱 したのち,直 ちに冷却するように指示している.因

つて本研究では5mcg/ccのCTC液50ccに17。7ccの 蒸溜塩酸を混和 してから沸騰



水 中で加熱 し,加 熱後3,5,8,12お

よび17分 の吸光度を測定した ところ

吸光度の変化が激 しく,最 高吸光度を

示 したのは短時間であつた.多 数の試

料を測定する場合は5分 間加熱 とい う

条件は厳守 し難いので,そ の測定値は

不定 となる恐れがある.因 つて80℃

の湯煎中で 加熱 した ところ加熱12分

後に最高吸光度を示し,27分 後 もほと

んど同 じ値 を示 した(Fig.2).次

に初液温の異なる試料を80℃ の湯煎

中で加熱 した場合の液温および吸光度

の変化をみたところ,初 液温20℃ の

試料はカ1熱後15分 か ら30分 まで の

間,ま た初液温6℃ の試料は 加熱後

25分 から35分 までの問ほとんど一定

Fig. 2. Change in the absorbancy at 440  mit 

  with the time of heating at 80°C or 100°C. 

      To 50cc of CTC solution were added 
17.7 cc of a distilled HC1. The absorbancy 

  was measured with Beckman spectro-

  photometer. Temp. of sample, ..... 

  absorbancy, .

Fig. 3. Change in temperature and absorbancy of 
  the sample having different initial-temperatures 

  with the time of heating at 80°C. 
20°C at start, 0; 6°C at start, 0. Temp. of 

   sample, - - -; absorbancy, .

の最高吸光度を示した(Fig.

3).ま たFigs2お よび3の いず

れの実験でもフラスコ内の液温

が80℃ に達す る時間と,最高吸

光度に達する時間がほとんど同

じであつた.以 上の結果から著

者は加熱温度を80℃ とし,抑

熱を液温が80℃ に達してから

更に5～15分 加熱 を続 け,約

20～30分 の問に 中止す るよ う

に決めた.

2)塩 酸の純度

CTCは 遊離塩素で破壊され

るので,定 量の際に使用する塩

酸中に遊離塩素が存在したなら

ば,過 小な測定値が得られる懸念がある.し たがつて本研究では1.2ppmの 遊離塩素を含

む工業用塩酸および0.3ppmの 遊離塩素を含む塩酸(試 薬1級 品)を 用いて,既 知濃度の

CTC液 をanhydro-CTCと して吸光度を測定 した結果,遊 離塩素を含む塩酸を用いると

定量値は常に小さく,ま た遊離塩素量が多いほどCTC量 が小さくなつた.し かし遊離塩

素を含む塩酸でも蒸溜すれば遊離塩素を除去できるので誤差はみられなかつた.因 つて蒸

溜塩酸(20%)を 用いることを推奨したい(Table5).

3)塩 酸添加量



Table 5. The effect of active chlorine on acid colorimetric method.

* Regular reagent grade contained  0.3ppm active C12. " 1.2 ppm active 

Cl2.

Levine法 で は2ccの 試 料に5ccの2n塩 酸 を添加 して加熱 す るよ うに 指示 して い

る.し たがつて50ccの 試 料 と蒸溜塩酸 を用 い る本法 で は,17.7ccの 蒸 溜塩 酸を添加 し

なければ な らない.し か しな るべ く蒸溜塩酸 を採取 しやすい量にす るために塩 酸濃度 と吸

光度 との 関係 を検 討 した.そ の結果はTable6に 示 す よ うに,17.7ccよ り25ccま で

の添加量 で は 同 じ最高 .吸光 度 を 示 した.因 つて50ccの 試 料に20ccの=蒸 溜塩酸 を添加

す ることに した.

4)CTC濃 度 と吸光度 との関係

以上の実験で基礎条件が決定 したので,次 にCTC濃 度 と本法でえた 吸光度 との関係 を

Table 6. Optimum amount of 20 % 

   IIC1 required for maximum 

   yield of anhydro-CTC.

Fig. 4. The relation between 

   CTC concentration and 

   absorbancy of anhydro-CTC.

Table 7. Absorbancy (-log T) of anhydro-
  CTC yield by the hot acid treat-

  ment of CTC in distilled water or 
  in well water.

みた.蒸 溜水および井戸水に種 々の量の

CTCを 溶解 した 試料を本法によつて定

量 した ところ,Table7に 示すように

蒸 溜水 と井戸水の 間には差がなかつた,ま たFig.4に 示 す よ うにCTC濃 度 と吸光度

との関係 はLambert・beerの 法 則に したが うことが明 らかであ る.

5)CTCお よびCTC分 解 物 の吸光曲線

氷 中のCTC分 解 物 として考 え られ るものに,iso-CTC,遊 離 塩素お よび3価 の鉄 イオ



ソに よる酸化分解物 な どが

あ る.こ れ らの分解 物の塩

酸酸性 で加熱 し た も の が

440mμ の 光 を 吸収 す るな

らば,氷 中のCTCの 定 量

値に誤差を 生ず る原因 とな

る.し たがつ てこれ らの分

解物に も とつ く誤差 の程度

を検討 して み た.こ の場

合に用いたiso-CTCは5

mcg/ccのCTC液10cc

に2ccのplI7.5の 燐 酸

緩衝液 を加 え,煮 沸水 中で

Fig. 5. Absoption curves for CTC and degraded CTC. 

   • anhydro-CTC,  C) iso-CTC, A degraded CTC with 
C12, ()degraded CTC with Fe3+.

5分 間 熱分解 した ものであ り,遊 離塩素お よびFe3+に よ るCTCの 酸化分解 液は,1000

rncg/ccのCTC液5ccに6PPmのCl2を 含 む水,あ るいは20PPmのFe3+を 含 む

塩化第二鉄 液を加 え1Lに 定容 した ものでCTCは 完 全 に 分解 さ れ て いた.こ れ ら の

CTC分 解 液お よびCTC液 を 木法 で発 色 し吸 光 曲線 を 描 く と,Fig.5に 示 す よ うに

anhydro-CTCの 吸 光 曲線 と各CTC分 解 物 の それ とは 非常 に 異な り,anhydro-CTC

の最 大吸収波長 であ る440m/tで は,Fe3+に よる分解物 を除 き他 の分解物 は ほ とん ど吸

光 を示 さなかつた.Fe3+に よ る分解物 の 吸光値 には,添 加 したFe3+自 身 の440mμ に

おけ る多少の吸 光が加 わつてい る.一 般 の製氷 用水(水 道水)中 にはFeが1ppm以 上

も含まれ ることはないので,Feに よ る誤差はほ とん どない といえ る.

6)本 法 お よびpadplateassay法 に よる氷 中のCTC定 量 値 の比 較

まず初めにCTC16.4%,Carrageen59.7%,Ca-acetate23.9%の 組 成 をもつ氷用

CTC剤 を用 いてつ くつた氷 中のCTC量 を 木法 お よびpadplateassay法 で定 量した.

Fig・6に 示 した 結 果 か ら明 らかな ように,本 法に よる値 はpadplateassay値 に 近似

していた.

次 にCTC5.0%,CMC11.4%,Na2S203(あ るいはNaHSO3)2.8%,お よび食塩

80.8%か ら成 る氷用CTC剤 を用 い て つ くつ た氷 中のCTC量 を 本法 で 定量 した 値 を,

padplateassay値 と比 較 した.Fig.7に 示 した 結果 か ら明 らか なことは,Na2S203

を添 加 したCTC氷 で は本法値 はpadplateassay値 よ り僅 かに高 かつたが,NaHSO3

を添 加 した氷 では本法値はpadplateassay値 よ りも常に高い値を示 した.

摘 要

A.iso-CTCの 螢 光に よる方 法,ト リウム法,紫 外線吸光法 お よび 酸比色法 に よつ て水

お よび氷 中のCTCを 定 量し,微 生物検 定値 と比較 した結果 を要約す ると次の通 りであ る.

1・ 厚生省指示 のiso-CTC螢 光 法で氷 中のCTCを 定 量す ると,多 くの 場 合微生物 検

定値 よりも低い値 を示 し,Upham氏 らの方法 および坂 口氏 らの方法 は いず れ も著 し く高



Fig. 6. Comparison between values for 
     CTC in ice which were determined 

     by the modified acid colorimetric and 

     pad plate microbiologic method. 
    The ice originally contains CTC 

    (5 ppm), carrageen (18.2 ppm) and 
    Caacetate (7.3 ppm).

い値 を示 した.

2.Levineの 酸 比色法 に よつ て蒸 溜水 お

よび井戸水 中のCTCを 定 壁 した ところ,酸

Fig. 7. A comparison between values for 
   CTC in ice containing either  NaHSO3 

   or Na2S2O3 which were determined 
   by the modified acid colorimetric and 

   pad plate microbiologic method. 
   The ice originally contains CTC 

   (5 ppm), carboxymethylcellulose (11.4 
   ppm) NaHSO3 or Na2S2O3 (2.8 ppm) 

   and NaC1 (80.8 ppm). Q contained 
Na2S2O3, • NaHSO3.

比色法に よる値 と微生物 検定値 との間に差 が殆 ん どなかつた.

B.Levineの 酸 比色法 の基礎 条件 を吟味 し,氷 中のCTCを 定 量 でき るよ うに変改 し

た。変改 した根拠は次 のよ うな点に基 礎 をおいてい る.

3.試 料 を50ccと り,分 光光度計 を用い ることに よつて5mcg/cc以 下 のCTCを 感

度お よび精度高 く定量 できた.

4.80℃ で 約20～30分 間 の加熱 で安 定な440mμ に おけ る最高 吸光度 を得た.

5.塩 酸 中 の微 量遊離塩素に よるCTCの 破 壊は蒸 溜塩 酸 を 用 い ることに よつ て 防 ぎ

得・た.

6.Iso-CTC,遊 離 塩素 および鉄に よるCTC分 解 物 の存在 は定量に影響 しない.

7.本 法 に よ り氷 中のCTCを 定 量 した値 はNaHSO3を 含 むCTC氷 の 場 合を除 きpad

p]ateassay値 に近似 した.
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                             Summary 

   Since CTC-ice containing carboxymethylcellulose, sodium chloride and 
sodium bisulfite or sodium thiosulfate is widely used for keeping the freshness 
of fish in Japan, a practical field method is required for the determination of 
the concentration, distribution and destruction of the antibiotic in ice. 

   The present study was undertaken to determine whether the chemical 
methods are applicable to the determination of the CTC concentration in ice, 
and to improve the acid colorimetric method. 

   1) When CTC values in ice assayed by the chemical methods were com-

pared with that obtained by the microbiologic method, higher values were 
always obtained by the Upham et al's method') and the Sakaguchi et al's 
methoe, and lower values by the Japan FDA method.2) The Levine's acid 
colorimetric method3' gave a comparable value to that obtained by the micro-
biologic method (Tables I-1, 1-3 and I-4). 

   2) The acid colorimetric method was improved with respect to its sensi-
tivity and accuracy. The improvement involves using the Beckman spectro-

photometer and heating at 80°C. This method was found to yield comparable 
values to the microbiologic assay values in case of a CTC ice containing sodium 
thiosulfate, as contrasted to higher values in case of a CTC ice containing 
sodium bisulfite (Figs. I-6 and 1-7). 

   The improved method is as follows : Place a 50 cc aliquot of sample and 
of each of standard solution series (1'--8 mcg/cc) in separate 100 cc flask and 
add each a 20 cc aliquot of 20 % hydrochloric acid. Heat for 20 to 30 minutes 
in a water bath at 80°C. After cooling in running water, fill the mixture up 
to the mark of flask with distilled water. Measure the absorbancy of the 
sample by the Beckman spectrophotometer at wave length of 440 mg using 
a cuvette of 100 mm light path. Prepare a standard curve by plotting the ab-
sorbancies of the standard CTC solutions against the corresponding concen-
trations of CTC. A representative standard curve is presented in Fig. 1-4. From 
the standard curve find the CTC concentration of the sample solution.
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