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※ 本報告書は、試験法開発における検討結果をまとめたものであり、試験法の実施に際して参

考として下さい。なお、報告書の内容と通知または告示試験法との間に齪酷がある場合には、通知

または告示試験法が優先することをご留意ください。 

 

ブロディファコウム及びワルファリン試験法（畜水産物） 

の検討結果 

 

実施年度： 平成２２年度 



2 
 

１．分析対象化合物の物理化学的性質及び構造 

 

ブロディファコウム（brodifacoum） 

 

O

OH

O

Br

 

 

IUPAC 名： 3-[3-(4'-bromobiphenyl-4-yl)-1,2,3,4-tetrahydro-1-naphthyl]-4-hydroxycoumarin 

分子式： C31H23BrO3 

分子量： 523.4 

外観： 白色粉末 

Log Pow： 8.5 
1)

 

pKa： 弱酸性 1)
 

蒸気圧： < 0.001 mPa 
1)

 

融点： 228-232 °C 
1)

 

安定性： 50℃まで安定。直射日光 30 日間安定。溶液中では UV で分解。1)
 

 

 

ワルファリン（warfarin） 

 

O

OH

O

O

 

IUPAC 名： 4-hydroxy-3-(3-oxo-1-phenylbutyl)coumarin  

分子式： C19H16O4 

分子量： 308.3 

外観： 白色粉末 

蒸気圧： 1.5×10
-3

 mPa 
1)

 

融点： 161-162 °C 
1)

 

安定性： 非常に安定 1)
 

1)
  The e-Pesticide Manual 14th ed., ver.4 
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２．基準値（暫定） 

ブロディファコウム： 0.0005 ppm（牛の筋肉、牛の肝臓、豚の筋肉等）、0.001 ppm（その他の

畜水産物） 

ワルファリン： 0.001 ppm（すべての畜水産物） 
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［実験方法］ 

１． 試薬・試液 

有機溶媒及び試薬は、残留農薬試験用試薬を用いた。 

ブロディファコウム標準品はRiedel-de Haën社製（純度99.3%、融点221.1-221.8℃）の

残留農薬試験用試薬を用いた。ワルファリン標準品はDr. Ehrenstorfer GmbH社製（純度

98%、融点161.8℃）の残留農薬試験用試薬を用いた。 

標準原液（1000 mg/L）は各標準品10 mgを精秤し、アセトニトリル10 mLに溶解して

調製した。検量線作成用及び添加回収試験用の混合標準溶液は、標準原液をメタノー

ルで適宜希釈して調製した。なお、脂肪の添加回収試験においては、メタノールで調製し

た標準溶液（1 mg/L）をアセトンで希釈したものを添加回収試験用の混合標準溶液とし

た。 

エチレンジアミン-N-プロピルシリル化シリカゲルミニカラム（500 mg）は、Varian社製 

Bond Elut Jr‐PSA（担体量500 mg）を用いた。 

 

２． 装置 

 LC-MS/MS： Waters 社製高速液体クロマトグラフ Alliance 2695 及び同社製質量分析計

Micromass Quattro Premier を使用した。 

 

３． 測定条件 

（１） LC 条件 

カラム： Inertsil ODS-4 （内径 2.1 mm，長さ 150 mm，粒子径 3 µm，GL Sciences 社製） 

ガードカラム： Inertsil ODS-4 （内径 1.5 mm，長さ 10 mm，粒子径 3 µm，GL Sciences 

社製） 

カラム温度： 40℃ 

注入量： 5 µL 

移動相 

A 液： 10 mmol/L 酢酸アンモニウム溶液 

B 液： 10 mmol/L 酢酸アンモニウム・メタノール溶液 

移動相流速： 0.20 mL/min 

グラジエント条件： 

時間 (分) A 液（％） B 液（％） 

0.0 80 20 

15.0 5 95 

25.0 5 95 

25.1 0 100 

35.0 0 100 

35.1 80 20 

 

保持時間： ブロディファコウム 20.3 分、ワルファリン 13.8 分 
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（２） MS 条件 

イオン化モード： ESI（－） 

測定モード： SRM（selected reaction monitoring） 

キャピラリー電圧： 0.5 kV 

ソース温度： 120 °C 

コーンガス： N2，50 L/hr 

脱溶媒温度： 400 °C 

脱溶媒ガス： N2，800 L/hr 

コリジョンガス： Ar，± 3.1 ×e－3
 mbar 

測定イオン： 

コーン電圧
（V）

コリジョン エネルギー

（eV）

ブロディファコウム 定量イオン 522.8→134.8 60 35

定性イオン 522.8→80.9 60 42

ワルファリン 定量イオン 307.0→160.9 30 28

定性イオン 307.0→249.9 30 28

m/z

 

 

４．試験溶液の調製 

（１） 抽出 

試料 10.0 g（脂肪の場合は 5.00 g）を量り採った。牛の筋肉、牛の肝臓及び豚の筋肉の添加

回収試験において標準溶液を添加する場合は、メタノールで調製した混合標準溶液（ブロデ

ィファコウム 5 μg/L、ワルファリン 10 μg/L）1 mL を添加して 30 分間放置した。さけ、うなぎ、しじ

み、鶏卵及び牛乳の添加回収試験において標準溶液を添加する場合は、メタノールで調製し

た混合標準溶液（ブロディファコウム及びワルファリン各 10 μg/L）1 mL を添加して 30 分間放置

した。脂肪の添加回収試験において標準溶液を添加する場合は、アセトンで調製した混合標

準溶液（ブロディファコウム及びワルファリン各 10 μg/L）0.5 mL を添加して 30 分間放置した。

はちみつ及びそばみつの添加回収試験において標準溶液を添加する場合は、メタノールで

調製した混合標準溶液（ブロディファコウム及びワルファリン各 10 μg/L）1 mL を添加して 30 分

間放置後、水 20 mL を加えて溶解した。これに酢酸 1 mL 及びアセトン 100 mL を加えてホモ

ジナイズした後、ケイソウ土を約１cm の厚さに敷いたろ紙を用いて吸引ろ過した。ろ紙上の残

留物にアセトン 50 mL を加えてホモジナイズした後、吸引ろ過した。得られたろ液を合わせ、

40℃以下で約 10 mL（はちみつの場合は約 30 mL）に濃縮した。 

これを 10％塩化ナトリウム溶液 100 mL 及び酢酸エチル/ヘキサン（1：1）100 mL で分液漏斗

に移し、5 分間振とうした。有機層を採り、水層に酢酸エチル/ヘキサン（1：1）50 mL を加え、5

分間振とうした。なお、エマルジョンが生成した場合は、毎分 3,000 回転で 5 分間遠心分離を

行った。有機層を合わせ、適量の無水硫酸ナトリウムを加えて 15 分間放置後、無水硫酸ナトリ

ウムをろ別し、酢酸エチル/ヘキサン（1：1）を加えて、正確に 200 mL とした。 

抽出液 20 mL（脂肪の場合は 40 mL、試料 1 g 相当）を採り、40℃以下で溶媒を除去した。

ヘキサン 30 mL を加え、ヘキサン飽和アセトニトリル 30 mL で 3 回振とう抽出した。アセトニトリ

ル層を合わせ、40℃以下で溶媒を除去し、残留物をアセトン/ヘキサン（1：1）2 mL に溶解し
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た。 

 

（２） 精製 

この溶液を、予めアセトン/ヘキサン（1：1）10 mLで洗浄したPSAミニカラム（500 mg）に

負荷し、さらにアセトン/ヘキサン（1：1）8 mLを注入して流出液は捨てた。次いで、アセトン

/ヘキサン/ギ酸（25:25:1）20 mLを注入し、溶出液の溶媒を40℃以下で除去した。残留物

をメタノールに溶解し、正確に1 mLとしたものを試験溶液（1.0 g試料/mL）とした。 

 

５．定量 

標準溶液 0.125、0.25、0.50、0.75、1.0 及び 1.5 μg/L（ブロディファコウムは、牛の筋肉、牛の

肝臓及び豚の筋肉においては 0.0625、0.125、0.25、0.375、0.50 及び 0.75 μg/L）をメタノール

で調製し、それぞれ 5 μLを LC-MS/MS に注入して、ピーク面積法で検量線を作成した。

試験溶液 5 μLを LC-MS/MS に注入し、検量線から濃度を求めた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

分析法のフローチャート 

［検討結果］ 

１．マススペクトル等 

 

 

脂肪以外　10.0 g　（はちみつの場合は水20 mLを加えて溶解）
脂肪 5.00 g

酢酸1 mLを加える
 アセトン 100 mL 及び 50 mLでホモジナイズ
 吸引ろ過
 アセトンを除去

 10%塩化ナトリウム溶液100 mLで分液漏斗に移す
 酢酸エチル/ヘキサン （1：1） 100 mL 及び 50 mLで抽出

 無水硫酸ナトリウムを加え15分間放置

無水硫酸ナトリウムをろ別
酢酸エチル/ヘキサン  （1：1）で正確に200 mLとする
抽出液20 mL（脂肪の場合は40 mL）を採る（試料1.00 g相当）

溶媒除去

残留物をn -ヘキサン30 mLで分液漏斗に移す
n -ヘキサン飽和アセトニトリル30 mLで3回抽出

アセトニトリル層の溶媒を除去
アセトン/ヘキサン（1：1）2 mLに溶解

予め、アセトン/ヘキサン（1：1）10 mLでコンディショニング

抽出液を負荷
アセトン/ヘキサン（1：1）8 mL（負荷液と合わせて10 mL）で洗浄
アセトン/ヘキサン/ギ酸（25：25：1）20 mLで溶出

溶媒除去
 メタノールで正確に1 mLとし、試験溶液とする（1 g/1 mL）

LC-MS/MS測定

試料

抽出

転溶

脱水

アセトニトリル/ヘキサン分配

PSAミニカラム（500 mg）精製

brodifacoum_scan1ppm

m/z
470 480 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

%

0

100

%

0

100

%

0

100

%

0

100

%

0

100

081007_04 278 (2.602) Cm (257:310) 5: Scan ES- 
3.30e6522.98

476.98480.12
494.77 506.85

524.01

525.06 542.84 554.68 598.72566.52 576.88 588.82

081007_04 273 (2.553) Cm (256:303) 4: Scan ES- 
3.77e6522.99

476.99 493.13 506.86

524.00

525.06537.01
554.86 576.85 580.76

592.83

081007_04 272 (2.542) Cm (258:311) 3: Scan ES- 
3.31e6522.99

473.06
493.21

518.90

524.01

525.05 552.93
537.18

577.12566.93
582.46 592.84

081007_04 273 (2.549) Cm (256:305) 2: Scan ES- 
2.79e6523.00

475.09 493.13 504.74 515.06

524.00

525.10 553.04534.97 577.02
568.82 582.75 594.96

081007_04 276 (2.576) Cm (260:307) 1: Scan ES- 
1.94e6522.98

475.07 478.97
493.19 504.93

523.99

525.04 576.93554.93535.23 588.92
595.01
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%

0

100
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081007_04 273 (2.553) Cm (256:303) 4: Scan ES- 
3.77e6522.99

476.99 493.13 506.86

524.00

525.06537.01
554.86 576.85 580.76
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081007_04 272 (2.542) Cm (258:311) 3: Scan ES- 
3.31e6522.99

473.06
493.21

518.90

524.01

525.05 552.93
537.18

577.12566.93
582.46 592.84

081007_04 273 (2.549) Cm (256:305) 2: Scan ES- 
2.79e6523.00

475.09 493.13 504.74 515.06

524.00

525.10 553.04534.97 577.02
568.82 582.75 594.96

081007_04 276 (2.576) Cm (260:307) 1: Scan ES- 
1.94e6522.98

475.07 478.97
493.19 504.93

523.99

525.04 576.93554.93535.23 588.92
595.01
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図 1-1 ブロディファコウムのマススペクトル 

コーン電圧（V）：下から 30、40、50、60、70 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-2 ブロディファコウムのプロダクトイオンスキャンスペクトル 

プリカーサーイオン： m/z 523 

コーン電圧（V）：60 

コリジョンエネルギー（eV）：下から 7、14、21、28、35、42、49、56 

warfarin_m

m/z
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350

%

0

100

%

0

100

%

0

100

%

0

100

%

0

100

%

0

100

%

0

100

%

0

100

warfarin_m(ce-) 60 (0.776) 8: Daughters of 307ES- 
1.21e5116.98

56.77 91.96
129.42 142.81

319.29214.26204.74 284.20251.16 366.19

warfarin_m(ce-) 60 (0.775) 7: Daughters of 307ES- 
2.75e5116.98

116.24
57.5892.39 140.91 209.79181.38 366.63278.63

265.52
332.63

293.50

warfarin_m(ce-) 59 (0.760) 6: Daughters of 307ES- 
6.01e5116.76

80.1056.92
93.64 160.59129.78 221.65193.39 249.55

267.06
332.11323.47 363.55

warfarin_m(ce-) 59 (0.759) 5: Daughters of 307ES- 
4.04e5116.54

57.21
92.25

160.81
117.49

249.85206.20194.56 306.91261.20 332.33 359.81

warfarin_m(ce-) 62 (0.796) 4: Daughters of 307ES- 
9.87e5249.92

160.81

116.4656.92 93.42
249.33

161.33 187.46 306.91
260.98 323.39

365.82

warfarin_m(ce-) 60 (0.768) 3: Daughters of 307ES- 
3.01e6160.89

160.30
116.6157.29 92.98

249.85

222.53
205.54 306.91289.33

345.38
362.01

warfarin_m(ce-) 60 (0.767) 2: Daughters of 307ES- 
6.11e6306.84

160.81
83.4775.79 149.18124.59 250.07222.38186.80

262.74
331.53

348.97

warfarin_m(ce-) 59 (0.752) 1: Daughters of 307ES- 
8.59e6306.84

161.03134.98
115.59

94.88
67.30

249.48
177.43 237.10 295.92

367.29
343.25

brodifacoum_m

m/z
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

%

0

100

%

0

100

%

0

100

%

0

100

%

0

100

%

0

100

%

0

100

%

0

100

brodifacoum_m(ce-) 41 (0.807) 8: Daughters of 523ES- 
1.43e592.55

80.26

142.99

93.41
245.01218.60

453.90335.79
305.94 357.45

550.29466.37 568.08

brodifacoum_m(ce-) 40 (0.785) 7: Daughters of 523ES- 
2.06e593.02

80.73 135.13
245.08186.82 372.65

350.59
523.30430.97472.30

546.39

brodifacoum_m(ce-) 41 (0.802) 6: Daughters of 523ES- 
2.87e580.88

80.42 135.05

93.33

186.90 218.83
522.29463.10403.14316.30 576.11

brodifacoum_m(ce-) 41 (0.800) 5: Daughters of 523ES- 
3.40e5522.68

134.97
80.73 186.98

522.21
372.81245.08 348.10

257.08
476.98

570.57

brodifacoum_m(ce-) 41 (0.797) 4: Daughters of 523ES- 
1.36e6522.76

135.1380.65 186.98 476.36263.31 328.23 394.41
537.03578.61

brodifacoum_m(ce-) 40 (0.775) 3: Daughters of 523ES- 
2.17e6522.68

478.77334.30105.78
85.32 313.34

281.16153.81194.92 351.14 393.86 568.08

brodifacoum_m(ce-) 43 (0.832) 2: Daughters of 523ES- 
2.22e6522.76

451.95285.2181.58 189.78
113.57 262.46 321.37 416.24 538.75 580.71

brodifacoum_m(ce-) 41 (0.790) 1: Daughters of 523ES- 
2.21e6522.68

522.21
284.66102.13

80.57
217.35205.44 489.85388.01372.34 567.53
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図 2-1 ワルファリンのマススペクトル 

コーン電圧（V）：下から 20、30、40、50、60 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-2 ワルファリンのプロダクトイオンスキャンスペクトル 

プリカーサーイオン： m/z 307 

コーン電圧（V）：60 

コリジョンエネルギー（eV）：下から 7、14、21、28、35、42、49、56 

warfarin_scan1ppm
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%
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307.01251.10
262.97

283.10
288.97 308.10 345.16325.08

339.08
357.10 366.85

081008_01 255 (2.385) Cm (230:287) 4: Scan ES- 
2.44e6307.00

250.03

251.13 263.02
283.16

288.96
308.12

345.20325.10
331.22

367.04357.10

081008_01 254 (2.373) Cm (234:280) 3: Scan ES- 
6.24e6306.99

250.06
283.14

263.02 288.88
308.11

345.13325.05 328.93 366.87
358.84

081008_01 254 (2.371) Cm (236:284) 2: Scan ES- 
6.22e6306.99

255.11 283.12269.06 297.07

308.09

345.23329.11 366.85
359.12

081008_01 253 (2.360) Cm (238:284) 1: Scan ES- 
4.39e6306.99

250.05
283.10257.49

269.01
296.94

308.11

345.21324.99
338.88

367.00
353.31
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warfarin_m(ce-) 60 (0.776) 8: Daughters of 307ES- 
1.21e5116.98

56.77 91.96
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57.5892.39 140.91 209.79181.38 366.63278.63

265.52
332.63

293.50
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6.01e5116.76

80.1056.92
93.64 160.59129.78 221.65193.39 249.55

267.06
332.11323.47 363.55

warfarin_m(ce-) 59 (0.759) 5: Daughters of 307ES- 
4.04e5116.54
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6.11e6306.84

160.81
83.4775.79 149.18124.59 250.07222.38186.80

262.74
331.53

348.97
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２．検量線の例 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3  ブロディファコウムの検量線 （0.125～1.5 μg/L） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4  ワルファリンの検量線 （0.125～1.5 μg/L） 
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３．添加回収試験 

 牛の筋肉、牛の脂肪、牛の肝臓、豚の筋肉、さけ、うなぎ、しじみ、鶏卵、牛乳、はちみつ及

びそばみつを用いて、5 併行の添加回収試験を行った。なお、脂肪以外の食品ではメタノー

ルで調製した標準溶液を添加した。脂肪においては、試料がメタノール溶液と混合しなかった

ため、メタノールで調製した標準溶液（1 mg/L）をアセトンで希釈した溶液を添加した。 

 

（１）選択性 

検討した 11 食品では、定量を妨害するピークはなかった。 

 

（２）真度及び精度 

ブロディファコウム 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ワルファリン 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

真度
1 2 3 4 5 （平均）

牛の筋肉 0.0005 91 94 96 85 93 92 5

牛の脂肪 0.001 86 81 84 83 85 84 2

牛の肝臓 0.0005 79 90 90 84 86 86 5

豚の筋肉 0.0005 104 88 101 99 96 98 6

さけ 0.001 93 97 91 96 94 94 3

うなぎ 0.001 90 86 87 97 93 91 5

しじみ 0.001 87 85 84 87 84 86 2

鶏卵 0.001 91 98 90 99 88 93 5

牛乳 0.001 89 93 94 91 88 91 3

はちみつ 0.001 108 107 113 106 108 108 3

そばみつ 0.001 89 95 93 99 97 95 4

試料
添加濃度
（mg/kg）

回収率（％）
RSD（％）

真度
1 2 3 4 5 （平均）

牛の筋肉 0.001 96 99 102 92 100 98 4

牛の脂肪 0.001 103 100 93 93 98 98 4

牛の肝臓 0.001 105 106 97 101 101 102 3

豚の筋肉 0.001 90 92 96 87 95 92 4

さけ 0.001 92 96 96 99 95 96 3

うなぎ 0.001 104 94 98 103 96 99 4

しじみ 0.001 91 94 92 89 90 91 2

鶏卵 0.001 102 103 95 88 98 97 7

牛乳 0.001 99 96 105 95 97 98 4

はちみつ 0.001 111 108 108 106 109 108 2

そばみつ 0.001 97 95 94 97 100 97 2

回収率（％）
試料

添加濃度
（mg/kg）

RSD（％）



 

11 
 

（３）定量限界 

１）ブロディファコウム 

添加濃度 0.0005 mg/kg で添加回収試験を行った牛の筋肉、牛の肝臓及び豚の筋肉では、

真度及び併行精度の目標値を満足しており、得られたピークは S/N≧10 であったことから、定

量限界を 0.0005ppm と設定した。 

 

２）ワルファリン 

添加濃度 0.001 mg/kg で添加回収試験を行った結果、検討したすべての食品において真

度及び併行精度の目標値を満足しており、得られたピークは S/N≧10 であったことから、定量

限界を 0.001 mg/kg と設定した。 

 

（４）試料マトリックスの測定への影響 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

［まとめ］ 

畜水産物中のブロディファコウム及びワルファリン試験法として、酢酸酸性下アセトンで抽出

し、酢酸エチル及びヘキサンの混液で転溶後、アセトニトリル/ヘキサン分配及び PSA ミニカラ

ムで精製して LC-MS/MSで定量及び確認する方法を開発した。牛の筋肉、牛の脂肪、牛の肝

臓、豚の筋肉、さけ、うなぎ、しじみ、鶏卵、牛乳、はちみつ及びそばみつの 11 食品について

適用した結果、ブロディファコウムは真度 84～108％、併行精度 2～6％、ワルファリンは真度

91～108％、併行精度 2～7％の良好な結果が得られた。また、定量限界として、ブロディファコ

ウムは 0.0005 mg/kg、ワルファリンは 0.001 mg/kg を設定可能であることが確認された。 

試料 ブロディファコウム ワルファリン

牛の筋肉 0.97 0.93

牛の脂肪 0.91 0.99

牛の肝臓 0.93 1.00

豚の筋肉 1.04 0.92

さけ 0.95 0.94

うなぎ 0.88 0.99

しじみ 0.87 0.94

鶏卵 0.91 1.07

牛乳 1.00 0.98

はちみつ 0.97 0.91

そばみつ 0.99 1.04

ピーク面積比
（マトリックス標準溶液/溶媒標準溶液 ）
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添加回収試験における代表的なクロマトグラム（牛の筋肉） 

 

ブロディファコウム （添加濃度 0.0005 mg/kg）  ワルファリン（添加濃度 0.001 mg/kg） 
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