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は じ め に

当所では平成 年度より農産物中の残留農薬の一, 5
斉分析法の検討を進めているが，厚生労働省では平

成 年 月までにポジティブリスト制を導入することと18 5
しており，今後，益々一斉分析法の整備が重要となっ

てくると思われる。

一方，農薬の中には分析法として一斉分析法では

不向きな農薬も有り，基準違反等があった場合にも迅

速に対応できるよう個別分析法の検討も重要であると

思われる。そこで，今回通知法のアセフェート及びメタ

ミドホス試験法及びジクロルボス( )及びトリクロルDDVP
ホン( )試験法を基に， 種の農薬の試験法の検DEP 4
討を行ったので報告する。なお，検討に当たっては，

日常的に行われている一斉分析から，迅速に個別分

析法に移行できるように， における分離カラムをGC
，クリーンアップにはグラファイトカーボンミニカラDB-5

ム( )を使用する等，なるべく一斉分析法のENVI-Carb
条件を採用するよう考慮した。

調 査 方 法

１．試料

添加回収実験には，長崎県内で購入したばれいし

ょ，トマト，たまねぎ，ねぎ，ほうれん草，みかん，いち

ご，玄米を使用した。なお，たまねぎ、ねぎは電子レン

１）ジで前処理したものを用いた。

２．試薬等

標準品は市販の農薬標準品を用い，有機溶媒等

の試薬は残留農薬分析用を用いた。また， の誘DEP
導体化剤である メチルビストリフルオロアセトアミドN-

( )は和光純薬工業㈱製のガスクロマトグラフをMBTFA
用いた。

ミニカラム： ( ) (スペルコ社ENVI-Carb 500mg,6mL
製）， ( 社製)Sep-pak plus silica Waters
ケイソウ土カラム： ( 社製)Extrelut NT20 Waters

３．装置及び測定条件

ｶﾞｽｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌ：㈱島津製作所 ( )GC-17A FPD
GC-17ｶﾞｽｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌ質量分析装置：㈱島津製作所

ＡA+5050
．アセフェート及びメタミドホス3-1

( )GC-FPD
カラム： (内径 ，長さ ，膜厚DB-5 0.32mm 30m

， 社製)0.25 m J&Wμ
カラム温度： ℃( ) ℃ ℃ ℃80 1min -10 /min-180 -20

℃( )/min-280 10min
注入口温度： ℃ 検出器温度： ℃250 285
キャリアーガス：ヘリウム， (定圧ﾓｰﾄﾞ)80kpa

DB-210 0.53mm 15m 1.0カラム： (内径 ，長さ ，膜厚

， 社製)μm J&W
カラム温度： ℃( ) ℃ ℃( )80 1min -10 /min-180 5min
注入口温度： ℃ 検出器温度： ℃250 250
キャリアーガス：ヘリウム， (定圧ﾓｰﾄﾞ)53kpa

3-2 DDVP DEP． 及び

( )GC-FPD
カラム： (内径 ，長さ ，膜厚DB-5 0.32mm 30m

， 社製)0.25 m J&Wμ
カラム温度： ℃( ) ℃ ℃( )50 1min -20 /min-280 5min
注入口温度： ℃ 検出器温度： ℃200 285
キャリアーガス：ヘリウム， (定圧ﾓｰﾄﾞ)80kpa
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（野菜・果実） （穀類）
10g 10g試料 試料

酢酸ｴﾁﾙ 水 ， 放置75mL 10mL 30min
75g 75mL無水硫酸ﾅﾄﾘｳﾑ 酢酸ｴﾁﾙ

75g無水硫酸ﾅﾄﾘｳﾑ
抽出（モホジナイズ）

ろ過
酢酸ｴﾁﾙ × でろ紙上の残留物を洗う20mL 3

℃以下で減圧濃縮（溶媒除去）40

ｱｾﾄﾝ－ ﾍｷｻﾝ( ) に溶解 ｱｾﾄﾝ－ ﾍｷｻﾝ( ) に溶解n- 1:1 4mL n- 3:17 4

ENVI-Carb 500mg 6mL Sep-pak plus silicaｶﾗﾑｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌｨｰ ( ， ) ｶﾗﾑｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌｨｰ
ｱｾﾄﾝ－ ﾍｷｻﾝ( ) でｺﾝﾃﾞｨｼｮﾆﾝｸﾞ ｱｾﾄﾝ－ ﾍｷｻﾝ( ) でｺﾝﾃﾞｨｼｮﾆﾝｸﾞn- 1:1 5mL n- 1:1 10mL
上記抽出溶液 の内 を負荷 上記抽出溶液 の内 を負荷4mL 1mL 4mL 1mL
ｱｾﾄﾝ－ ﾍｷｻﾝ( ) で溶出 ｱｾﾄﾝ－ ﾍｷｻﾝ( ) で洗浄n- 1:1 5mL n- 3:17 20mL

ｱｾﾄﾝ－ ﾍｷｻﾝ( ) で溶出n- 1:1 20mL
N 1mL2 パージで

40 1mL℃以下で減圧濃縮後，

GC-FPD

図１．アセフェート及びメタミドホスの分析方法

( )GC/MS
カラム： (内径 ，長さ ，膜厚DB-5ms 0.25mm 30m

， 社製)0.25 m J&Wμ
カラム温度： ℃( ) ℃ ℃( )50 1min -20 /min-280 5min
注入口温度： ℃ 検出器温度： ℃250 250
キャリアーガス：ヘリウム， (定圧ﾓｰﾄﾞ)100kpa

４，添加回収実験

．アセフェート及びメタミドホス4-1
分析方法を図１に示した。通知法どおり，試料から

無水硫酸ナトリウムで脱水しながら，酢酸エチルで抽

出した。なお，通知法では試料 に対して，無水硫20g
酸ナトリウム ，酢酸エチル でホモジナイ150g 150mL
ズしているが，当所のホモジナイザーでは負荷が大き

いため，各々通知法の半量でホモジナイズを行った。

ENVI-Carb Sep-pak精製は，野菜・果実は で，玄米は

を使用し， の測定時の分離カラムは，plus silica GC
DB-5 0.2 g/gを用いた。また，標準溶液の添加濃度は μ
とし，添加 分後分析を開始した。30

アセフェート及びメタミドホスはマトリックスの影響を

受けやすく，測定値を過大に評価する可能性がある。

そのため，標準溶液は，ブランク試験液 をとり，200 Lμ
パージで乾固し，それに標準溶液(溶媒 )をN STD2

加えたものを添加回収実験用の標準溶液とし200 Lμ
た。( )Matrix STD

4-2 DDVP DEP． 及び

分析方法を図２に示した。抽出と の誘導体化DEP
は通知法とほぼ同様な方法を，精製は をENVI-Carb
用いた。なお，標準溶液の添加濃度は とし，0.1 g/gμ
添加 分後分析を開始した。30

結 果 及 び 考 察

１．アセフェート及びメタミドホス

当所では，試料をアセトニトリルで抽出し，抽出液

に塩化ナトリウムとリン酸緩衝液を添加し，水層を除い

た抽出液を， で精製を行う方法で対応しENVI-Carb
ていた。 しかしながら，一部農産物によっては，回2)

収率が低かったので検討を行った。。

最初の検討段階では，アセトンで抽出後，塩化ナト

リウムを添加し， に負荷， 放置後，酢Extrelut 10min
酸エチル で溶出し，溶出液を濃縮後，150mL

で精製を行う方法で検討を行った。 トENVI-Carb 3)

マトとねぎを用いて，添加回収実験を行ったところ，ト

マトでは両農薬とも回収率は 以上，ねぎではメタミ70%
ドホスの回収率が ％以上であったが，アセフェート70
は ％であった。 における酢酸エチルの溶62 Extrelut
出量を で行ったが，回収率に大きな差はなか200mL
った。そこで，今回は，通知法による酢酸エチル抽出

法で検討を行った。（図１）
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（野菜・果実） （穀類）
20g 10g試料 試料
ｱｾﾄﾝ ， 水 ， 放置100mL 50mL 20mL 30min

100mL 50mLｱｾﾄﾝ ，
抽出（ホモジナイズ）

遠心分離( )2,500rpm, 5min

℃以下で減圧濃縮（約 まで）40 30mL
100mL飽和食塩水

100mL 50mL酢酸ｴﾁﾙ ，

抽出

脱水（無水硫酸ﾅﾄﾘｳﾑ）

℃以下で減圧濃縮（溶媒除去)40
ﾍｷｻﾝ に溶解n- 30mL

n- 30mL 3ﾍｷｻﾝ飽和ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ ×
ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ分配

ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ層を ℃以下で減圧濃縮(溶媒除去)40

ｱｾﾄﾝ ﾍｷｻﾝ( ) に溶解:n- 1:1 4mL
（抽出溶液）

ｶﾗﾑｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌｨｰ ( ， )ENVI-Carb 500mg 6mL
ｱｾﾄﾝ－ ﾍｷｻﾝ( ) でｺﾝﾃﾞｨｼｮﾆﾝｸﾞn- 1:1 10mL
抽出溶液 の内 を負荷4mL 1mL
ｱｾﾄﾝ－ ﾍｷｻﾝ( ) で溶出n- 1:1 10mL

パージで乾固N2
MBTFA 100μL

1:1000 1mLｱｾﾄﾝ－ﾋ゚ﾘｼﾞﾝ( )
℃， ｈｒ60 2

化TFA

GC-FPD
図２．ＤＤＶＰ及びＤＥＰの分析方法

表１．アセフェート及びメタミドホス添加回収実験結果

添加量 回収率( )( )，( )n=3 RSD %
農 薬 名 ( ばれいしょ トマト たまねぎ ねぎ みかん 玄米μg/g)

( )アセフェート 0.2 94.2 5.5 91.6 2.7 88.0 5.7 90.7 1.5 84.3 3.0( ) ( ) ( ) ( ) ( ) 83.0 5.6
( )メタミドホス 0.2 88.1 5.9 86.9 3.4 86.2 6.3 89.2 1.3 82.1 1.5( ) ( ) ( ) ( ) ( ) 82.5 7.0

表２．Matrix STDの希釈倍率によるMatrix STD/溶媒STDの比

原液 × 倍液 × 倍液 × 倍液 × 倍液農 薬 名 5 10 25 50

1.9 1.5 1.4 1.3 1.2アセフェート

1.7 1.4 1.3 1.2 1.0メタミドホス
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表３ ＤＤＶＰ及びＤＥＰ添加回収実験結果

添加量 回収率( )( )，( )n=3 RSD %
農 薬 名 ( ばれいしょ トマト たまねぎ ほうれん草 みかん いちご 玄米μg/g)

( ) ( )ＤＤＶＰ 0.2 101.9 2.8 94.9 3.7 75.0 1.7 101.4 1.2 83.7 4.9( ) ( ) ( ) ( ) ( ) 83.2 3.5 88.7 5.5
ＤＥＰ ( ) ( )0.2 88.8 8.6 90.4 3.5 86.2 0.9 92.9 0.5 83.0 2.0( ) ( ) ( ) ( ) ( ) 84.8 5.0 90.0 5.7

図１に示す方法による添加回収実験結果を表１に

示した。回収率はアセフェートで ～ ％，メタ83.0 94.2
ミドホスで ～ ％，両農薬とも相対標準偏差82.5 89.2
( )は ％以下で良好な結果を得た。また，図３にトRSD 7
マトによる での検量線を示した。 ～Matrix STD 0.025

の間で相関係数 以上の良好な直線性1μg/mL 0.999
を得た。しかしながら， 溶媒 の比Matrix STD/ STD

1.5 2.4 1.2 1.7は，アセフェートで ～ ，メタミドホスで ～

で，特にアセフェートでマトリックスの影響を大きく受け

ていた。みかんの を 倍～ 倍希釈しMatrix STD 5 50
た時の 溶媒 の比を求めた結果を表Matrix STD/ STD
２に示した。希釈倍率が大きくなるに従いマトリックスの

影響が小さくなっており，このことから，測定値を求める

場合は，試験液と同じ希釈倍率の を使用Matrix STD
することが必要であると思われる。また， でみかDB-5
んの試験液を測定後，カラムのみ に交換し，DB-210
再度，みかんの試験液の測定を行った。その結果，

溶媒 の比は， ではアセフェーMatrix STD/ STD DB-5
トで ，メタミドホスで に対して， ではア1.9 1.7 DB-210
セフェート及びメタミドホスとも で，マトリックスの影1.1
響が小さかった。また，回収率についても， でアDB-5
セフェートが ，メタミドホスが に対して，84.3% 82.1%

ではアセフェートが ，メタミドホスがDB-210 87.7%

図３．トマトにおけるMatrix STDの検量線

％で， も ％以下で良好な結果であった。82.6 RSD 3

DDVP DEP２． 及び

当所では，無水トリフルオロ酢酸( )によるアセTFAA
チル化による方法で対応してきたが ，通知法が4 ,5) )

によるアセチル化の方法であったので，今回MBTFA
)この方法で検討を行った。 6

転溶溶媒については，当所の一斉分析で用いてい

る 酢酸エチル－ ヘキサンでは の回収率が20% n- DEP
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悪かったので，通知法どおり，酢酸エチルで行うことと

した。

図２による方法で行った添加回収実験結果を表３に

示した。回収率は で ～ ％， でDDVP 75.0 101.9 DEP
～ ％， は両農薬とも ％以下と良86.2 92.9 RSD 9

な結果を得た。また、 の 化体の検量線も，DEP TFA
～ の間で，相関係数 以上の良好0.05 2 g/mL 0.999μ

な直線性を示した。

の 化体を で測定し得られたマスDEP TFA GC/MS
スペクトルを図４に示した。 が主で、その他m/z=109

， ， ， 等が観察され， 化された93 180 208 241 TFA
) )DEPのマススペクトルと一致した。 6 ,7

ま と め

今回通知法のアセフェート及びメタミドホス試験法及

び 及び 試験法を基に， 種の農薬の試DDVP DEP 4
験法の検討を行った。

アセフェートとメタミドホスについては，一斉分析法

の検査体制から，緊急時も迅速に対応可能であると思

われるが， の分離カラムについて， を使用しGC DB-5

た場合，マトリックスの影響が大きく， を使Matrix STD
う必要があった。なお，通知法に示される を使DB-210
用すると，マトリックスの影響は小さかった。

と については， を準備するこDDVP DEP MBTFA
とで，一斉分析法の検査体制から，緊急時も迅速に対

応可能であると思われた。
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