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Report 

Simultaneous Identification of 18 Illegal Adulterants in 
Dietary Supplements by Using High-Performance 
Liquid Chromatography-Mass Spectrometry 

Takaomi TAG訓 1*，Airin Aoy品!lA，Akihiro T AKEDA， Akiko ASADA， 
Takahiro DOI， Keiji KAJIMURA and Yoshiyuki SAWABE 

Osaka Prefectural Institute of Public Health: 1-3-69 Nakamichi， Higashinari-ku， 
Osaka 537-0025， Japan; * Corresponding author 

We developed a method for the identification of 18 illegal adulterants in dietary supplements 
for erectile dysfunction by using high-performance liquid chromatography-mass spectrometry. The 
separation was achieved on a Cosmosi13C1s-EB column. The mobile phase consisted of 0.1% formic 
acid solution and 0.1% formic acid in acetonitrile， with gradient elution at a fiow rate of 0.15 mL/ 
min. The proposed method may be useful for the identification of illegal adulterants and for quality 
control of dietary supplements. 

(Received 17 May， 2013) 

Key words: dietary supplement; erectile dysfunction; medicinal ingredient; simultaneous 
identification 

Introduction 

In recent years， impairment of health owning to inges-
tion of dietary supplements that contain medicinal in-
gredients has become a social pr油 lem1). Since this may 

be due to the presence of illegal adulterants， it is neces・

sary to analyze commercial dietary supplements to con-

firm their purity. Inhibitors of phosphodiesterase type 5 

(PDE-5)， such as sildenafil， tadalafil， and vardenafil are 
administered to treat erectile dysfunction and pulmonary 

arterial hypertension， and they have been recently de-
tected in dietary supplements for erectile dysfunction2)，3). 

The known side effects of PDE-5 inhibitors include head-

aches and visual abnormalities. The combined use of 

PDE-5 inhibitors and nitric monoxide donors could be 

fatall). Various ingredients whose structures have been 

modified from those of medicinal ingredients， such as 
sildenafil， in order to avoid identification have also been 
detected in dietary supplements4)-7). To efficiently ana-

lyze the many adulterants that may be present in com-

mercial dietary supplements， a simultaneous identifica-
tion method is needed. In this study， we developed a 

method to identify simultaneously 18 adulterants in di-

etary supplements by using LCIMS. 

Materials and Methods 

Chemicals and reagents 
LCIMS grade acetonitrile， methanol， acetic acid， and 
formic acid were purchased from Wako Pure Chemical In-

dustries， Ltd. (Osaka， Japan). LCIMS grade ammonium 

*tagami@iph.pref.osaka.jp 

formate and ammonium acetate were purchased from Sig-

ma-Aldrich (St. Louis， MO， USA). Hydroxythiohomosilde-
nafil， dimethylsildenafil， acetilacid， thiohomosildenafil， 
thiodimethylsildenafil， and chloropretadalafil were pur-

chased from TLC Pharma Chem (Ontario， Canada). Hy-

droxyhomosildena臼， thiosildenafil， pseudovardenafil， 
gendenafil， and norneosildenafil were purchased from 
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz， CA， USA). Ami-
notadalafil was purchased from Toronto Research 

Chemicals (Ontario， Canada). Sildenafil， tadalafil， var-
denafil， xanthoanthrafil， and a positive control contain-
ing approximately 18% acetildenafil were kindly provid-

ed by the National Institute of Health Sciences in 

Japan. The positive control of acetildena五1was used as a 

standard. Standard stock solution of homosildenafil (ap-

proximately 75.5 ppm) was provided by the Department 

of Pharmaceutical Sciences， Tokyo Metropolitan Insti-
tute of Public Health. The chemical structures of com-

pounds used in this study are shown in Fig. 1. 

Instrumentαtionαnd chromαtogrα:phic conditions 
The LC-electrospray ionization-MS experiments were 

performed using a Prominence Ultra Fast Liquid Chro司

matograph (UFLC) system and an LCMS-2020 quadru-

pole mass spectrometer (Shimadzu， Kyoto， Japan). A 
Cosmosil 3C1S-EB column (particle size， 3ドm;i.d.， 2.0 
mm; length， 250 mm， Nacalai Tesque， Kyoto， Japan) 
was used. The following gradient system was used. Mo-

bile phase A consisted of 0.1% formic acid solution and 

mobile phase B 0.1% formic acid in acetonitrile. The gra-

dient elution program， with a constant fiow rate of 0.15 
mL/min， was started with solution A at 70%， followed by 
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Table 1. Monitoring ions to extract ion chromatograms 

Compound m/z 

Gendenafil 355 
Acetil-acid 357 
Tadalafil 390 
Xanthoanthrafil 390 
Aminotadalafil 391 
Chloropretadalafil 427 
Norneosildenafil 460 
Pseudovardenafil 460 
Acetildenafil 467 
Sildenafil 475 
Dimethylsild巴nafil 489 
Homosildenafil 489 
Vardenafil 489 
Thiosildenafil 491 
Hydroxyhomosildenafil 505 
Thiodimethylsildenafil 505 
Thiohomosildenafil 505 
Hydroxythiohomosildenafil 521 
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a linear decrease to 30% in 50 min. The injection volume 

was 1ドL.The column temperature was maintained at 

40
0

C. The values of the instrument parameters were as 

follows: source temperature， 350
o
C; desolvation tempera-

ture， 250oC; and desolvation gas fiow， 600 L/h. In the 
scan mode analysis， the mass range of the spectra was 

m/z 100-800. All LC-MS runs were performed in the 

positive mode. 

Prepar，αtion of stαndard solutions 
The standards were each dissolved in methanol to 

make standard stock solutions. The working standard 

solution was then prepared from the standard stock so・

lutions. 

Sαmpleprepαrαtion 
The dietary supplement (10 mg) to be investigated 

was either a powdered tablet or the contents of a cap-

sule. The sample was extracted with 10 mL of methanol 

l-~ 蜘、，ν""". W'iV"叫恥F州叩V

:2電車一軍B 25-0 m.... 

25..0 n咽 n

2日1.0 :2芝草..0 ..・・.. 

Tim巴(min)

Fig. 2. Extracted ion chromatograms of standard solution of aminotadalafil (concentration: 1μg/mL) 

A: mobile phase 1， B: mobile phase 2， C: mobile phase 3 
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Fig. 3. Retention times of th巴18compounds using 3 different gradient programs 

The concentration of each compound was 1同ImL

by sonication for 10 min using a 8510J-MT ultrasonica-

tor (BRANSON， Danbury， CT， USA) according to the 
previous reported method8). The solution was then fil・

tered using a 0.45中mpore size membrane. The eluate 

was diluted 10-fold with methanol to form the sample 

solution. 

Results and Discussion 

Selection of chromαtogrα:phic sepαrαtion conditions 
Initially， the composition of the mobile phase was in-
vestigated to enable separation of all 18 compounds. 

Three kinds of mobile phases (mobile phase 1: mobile 

phase A， 0.1% formic acid solution and mobile phase B， 
0.1% formic acid in acetonitrile; mobile phase 2: mobile 

phase A， 0.1% formic acid in 5 mM  ammonium formate 
and mobile phase B， 0.1% formic acid in acetonitrile; and 
mobile phase 3: mobile phase A， 0.1% acetic acid in 5 

mM  ammonium acetate and mobile phase B， 0.1% acetic 

acid in acetonitrile) were used to analyze the standard 

solutions of all 18 compounds (each at a concentration of 

lドg/mL).To detect the protonated molecules of the 18 

compounds， the m/z values shown in Table 1 were se・
lected to plot the extracted ion chromatograms. Our re-

sults showed that the sensitivity of aminotadalafil was 

low and the peak of aminotadalafil (1μg/mL) was not de-

tected in mobile phases 2 and 3 (Fig. 2). Thus， mobile 

phase 1 was selected as the mobile phase. 

Secondly， the gradient condition was investigated. The 
gradient elution program， with a constant fl.ow rate of 
0.15 mL/min， was started with solution A at 80% (gradi-
ent program 1)， 70% (gradient program 2)， or 60% (gra-

dient program 3)， followed by a linear decrease to 20% 
(gradient program 1)， 30% (gradient program 2)， or 40% 

(gradient program 3) in 50 min. The gradient program 2 

was selected because the retention times of the com-

pounds were widely distributed (Fig. 3). 

Extracted ion chromatograms of standard solution in-

cluding all 18 compounds (each at a concentration of 0.5 

μg/mL) are shown in Fig. 4. 

Comparison of columns 
To choose the best column， the standard solution in-

cluding all 18 compounds (each at a concentration of 0.5 

μg/mL) was analyzed by the proposed method using a 

Cosmosil 3C18-EB column and a conventional octadecyl・

silyl-silica gel (ODS) column (Cosmosil 3C18・MS・IIcol-

umn (particle size， 3μm; i.d.， 2.0 mm; length， 250 mm; 
Nacalai Tesque). It is very important to separate the 
peaks of different illegal adulterants， especially when a 
dietary supplement contains multiple compounds pos-

sessing the same molecular weight. Hydroxyhomosilde-

nafil， thiodimethylsildenafil， and thiohomosildenafil 
have the same molecular weight， and the molecular ion 
(m/z 505) was the major peak for each compound in the 

positive mode. Hydroxyhomosildenafil， thiohomosilde-
nafil， and thiodimethylsildenafil were clearly separated 
(the resolutions were 49.0 and 3.3)， and sharp peaks 
were obtained on the 3C18・EBcolumn (Fig. 5A). On the 

other hand， thiohomosildenafil and thiodimethylsildena-
fil were not clearly separated on the conventional ODS 

column (Fig. 5B). The proposed method could also sepa-

rate vardenafil， homosildenafil， and dimethylsildenafil 
(the resolutions were 17.3 and 3.2 at m/z: 489， tadala臼，

and xanthoanthrafil (the resolution was 4.2 at m/z: 

390)， and pseudovardenafil and norneosildenafil (the 
resolution was 40.4 at m/z: 460). Thus， it was consid-
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Fig. 4. Extracted ion chromatograms of standard solution including a1118 compounds (each at a concentration of 0.5 ]lg/mL) 

ered that the proposed method is suitable for in distin-

guishing the peaks of compounds possessing the same 

molecular weight. 

Detection limit 
The detection limit of each compound was estimated 

based on a signal-to-noise ratio of 3. The detection limit 

of each compound was lower than 0.1μg/mL. Depending 

on the sample preparation， the detection limits of the 18 

compounds were below 1 mg/g. Thus， the proposed 
method has sufficient sensitivity for detecting illegal 

adulterants， since the prescribed dosage of sildenafil， 
tadalafil， and vardenafil is over 5 mg. 

Applicαtion of the proposed method 
We applied the proposed method to analyze 6 dietary 

supplements (A to F)， which were examined in 2011 and 

were found to contain one or more illegal adulterants. 

We bought the dietary supplements uiαthe Internet in 
2011. Dietary supplements A and B contained sildenafil. 

Dietary supplement C contained pseudovardenafil. Di-

etary supplement D contained hydroxyhomosildenafil 

and aminotadalafil. Dietary supplement E contained 

thiohomosildenafil， thiosildenafil， and homosildenafil. 
Dietary supplement F contained hydroxythiohomosilde-

nafil， aminotadalafil， thiosildenafil， dimethyl sildena臼，

and thiodimethylsildenafil. The peak derived from each 

compound was clearly detected in all cases. Extracted 

ion chromatograms of dietary supplement F are shown 

in Fig. 6. Thus， the proposed method is adequate for the 

detection of illegal adulterants in commercial dietary 

supplements. 

Conclusion 

In this study， we developed a method to identify 18 il-

legal adulterants in dietary supplements. The proposed 

method can distinguish the peaks of multiple com-

pounds possessing the same molecular weight， and is 

suitable to identify harmful illegal adulterants in di-

etary supplements. 
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特定原材料えぴ・かにのPCR確認検査法の適用性(報文)
田口大夢*永富靖章菊池亮平尾宜司

食衛誌 55(1)， 1 ~12 (2014) 

えびやかにを含む旨の表示がなされている原料および加

工食品 46試料について スクリーニング検査および確認

検査を実施しえぴ/かに PCR確認検査法の適用性を評

価した. 46試料のうち， IELISA値 10ppm以上」かっ

iPCRにより検知可能」と判定された 27試料において，

すべての試料が「えぴ/かに PCR:陽性Jであった.ス
クリーニング検査と確認検査で共に陽性の結果が得られた

ことから， IELISA値 10ppm以上」であれば，パウダー
やエキス原料，調味料，冷凍食品，菓子， レトルト食品，

缶詰など，異なる食品形態において，えぴ/かに PCRが

適用可能であると判断した.なお， IELISA値 lppm以

上， 10 ppm未満」かっ iPCRにより検知可能」であった

試料は 2試料と少なく，さらに確認検査で陰性の結果が得

られた試料はそのうち 1試料のみであったことから，確認
検査の適用が困難な食品共通の形態，加工条件などは評価

できなかった.

*ハウス食品グループ本社株式会社

ベンタフルオロフ工ニル力ラムを用いたトリコテセン系力
ピ毒のLC-MSIMS高感度一斉分析法(ノート)

田村昌義中川博之宇山敦生望月直樹*
食衛誌55(1)，19~24 (2014) 

トリコテセン系カピ毒9種(ニパレノール，デオキシニ
パレノール，フザレノンーX，ネオソラニオール，与アセチ
ルデオキシニパレノール 15-アセチルデオキシニパレノー
ル，ジアセトキシスシルペノール， HT・2トキシン， T-2ト
キシン)の一斉分析法を検討したその結果，試料中のカ
ビ毒をアセトニトリルー水 (1: 1) を用いて抽出し，
QuEChERSキットおよび多機能カートリッジによる精製
後 内部標準法を用いた LC-MSIMSにより定量する方法を
確立した.LC分離にはペンタフルオロフェニルカラムとメ
タノールを含む移動相を用い，各カビ毒の完全分離と高感
度定量を実現した.粉末コーンスープを用いた分析妥当性
試験では，直線性 0.99 以上，真度 95~111% ， 日内再現性
0.9~6.6% ， 日間再現性 0.6~1 1.6%，検出限界 0.01 ~0.75 
μg/kg，定量下限 0.04~2.50 同/kg という良好な結果を得
た本法を用いて市販粉末コーンスープ 15試料を分析した
ところ， 2試料よりデオキシニパレノール (20.7，22.5 !lg/ 
kg)を検出し，そのうち 1試料は 3・アセチルデオキシニパ
レノール (13.5ドg/kg)との共汚染であった.
*アサヒグループホールデイングス株式会社 食の安全
研究所

LCIMSを用いた健康食品中の 18種類の違法添加物の一

斉分析(調査・資料，英文)

田上貴臣*青山愛倫武田章弘浅田安紀子

土井崇広梶村計志沢辺善之

食衛誌55(1)， 34~40 (2014) 

強壮効果を標梼したいわゆる健康食品からは，医薬品成

分が検出された事例がある.近年では摘発を逃れるため

に，強社効果のある医薬品成分の構造の一部を変えた医薬

品成分類似体が検出される事例がしばしば見受けられる.

健康食品中の多数の成分を効率的に分析するためには，一

斉分析法が必要である.そこで， LC瓜日を用い，強壮効

果を標携する健康食品に添加される恐れのある 18種類の

化合物の一斉分析法について検討した.その結果，今回検

討した分析法は，強壮効果を標携する健康食品に添加され

る恐れのある 18種類の化合物を分析することが可能であ

ると考えられたこのことから，今回検討した分析法は，

健康食品中の医薬品成分の効率的な検査法の 1つとして有

用であると考える.

*大阪府立公衆衛生研究所

食品中の甘昧料分析における迅速な改良透析法の開発(報

文)
田原正一*藤原卓士安井明子

早藤知恵子小林千種植松洋子
食衛誌55(1)， 13~ 18 (2014) 

食品に添加された甘味料(サッカリンナトリウム

(Sa)，アセスルファムカリウム (AK)，アスバルテーム
(APM) ，ズルチン (Du))分析で行う，簡便で迅速な改良
透析法を開発した従来法では，透析が48時間必要とさ
れる穀物調製品のクッキーに，甘味料をそれぞれ0.1g/kg 
添加して種々の検討を行ったその結果，従来法では，長

さが約 15cmだった透析膜チューブを 55cmとして膜面
積を増やし，転倒混和を 30分ごとに行って，透析時聞を
4時間に短縮した. Sa， AK， APM， Duの回収率(%)は，
それぞれ従来法の 72.5，82.0， 80.5， 65.5から， 93.3， 98.3， 
103.2， 88.9に改善した種々の食品を検体とすると Sa，
AK， APM， Du の回収率(%)は，それぞれ 91.6~100.1， 
93.9~100.1 ， 86.7~100.0， 88.7~104.7 と良好だった本
改良透析法は，甘味料試験検査の迅速化に寄与することが

示された.

*東京都健康安全研究センター

多様な食晶および農産物に適用可能なダイレクトリアルタイム PCR
システムの開発(ノート，英文)

真野1閏一波田野修子布藤聡峯岸恭孝三宮健二
中村公亮近藤一成手島玲子高畠令王奈橘回和美*

食衛誌55(1)， 25-33 (2014) 

食品および農産物のDNA分析をより簡易なものとするため，分析
試料の粗抽出液から DNAを直接PCRで増幅し，それをリアルタイ
ムPCR装置でモニタリングするダイレクトリアルタイム PCRについ
て検討を行った既定の組織溶解液による前処理と開発したマスター
ミックスによるリアルタイム PCRを組み合わせてダイレクトリアル
タイム PCRシステムとした 50種類の食品および農産物試料の分析
を行ったところ，いずれの試料においても PCRの阻害は認められず，
開発した手法が多様な試料に適用可能であることが確認された.次
に.DNAの一塩基置換を判別するモデル評価系を構築し，ダイレク
トリアルタイム PCRの反応特異性を評価した.その結果.ダイレク
トリアルタイム PCRにおけるプライマーの選択性は，精製DNAを
用いる通常のPCRと同等であった.最後に，遺伝子組換え農産物を
一定の濃度で含む試料を用いてダイレクトリアルタイム PCRの検出
感度および定量性について評価を行った 分析の結果から，ダイレク
トリアルタイム PCRによって標的の高感度な検出と高精度な定量が
可能であることが明らかとなった.
* (独)農業・食品産業技術総合研究機構 食品総合研究所

魚介類加工食品に含まれるアレルギ一物質(えび・かに)

の検出(調査・資料)

渡遺裕子*済田清隆赤星千絵

大津伸彦橋口成喜宮津虞紀

食衛誌55(1)，41~54 (2014) 

捕食や混獲によると考えられる魚介類加工食品へのえ

ぴ・かに混入の調査 (2009~2012) を行ったアレル

ギー表示制度施行後の 2010~2012 年の煮干や佃煮などの
小魚を含む加工食品の甲殻類タンパク質の検出率は 63%

であった.また，甲殻類タンパク質が1同Ig以下であっ

た加工食品の割合は，注意喚起表記ありが36%. なしが

58%となり，約 6割の表示が妥当であった.一方，甲殻

類タンパク質量がアレルギー表示における基準値である

10同Igを超える加工食品の検出率は 9%で，このうち約 6

割に注意喚起表記がなかったえび・かにを含む加工食品

のあきあみ検出用プライマーによる検出率は 73%と高く，

えぴPCR法ではあきあみも実施する必要があると考えら
れた.かに PCR法では共にしゃこ DNAも8%キ会出され，
かにの混入を確認できなかった.

*神奈川県衛生研究所
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