
- 105 -

， を用いた農産物中の残留農薬分析条件の検討GC/MS LC/MS/MS
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Studies on determination of pesticide residues in agricultural products
by GC/MS and LC/MS/MS
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For the determination of pesticides in agricultural products, GC/MS and LC/MS/MS were testedAbstract：
as multi residue screening methods. With these methods, good recoveries (70 to 120% n= ) were- ， ５

obtained on 268 chemicals by GC/MS analysis, and on 96 chemicals by LC/MS/MS in the analysis of
tomatoes. The measurement conditions of the GC/MS/MS method were tested for the detection of newly
added agricultural chemicals in the screening program. We found that the GC/MS/MS method is more useful
to identify unknown chemicals than the routine GC/MS spectrum.
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Ⅰ はじめに

平成18年5月29日に食品に残留する農薬等へのポジティ

。 ，ブリスト制度が施行 された ポジティブリスト制度とは１）

原則規制（禁止）された状態で例外（使用，残留等）を認

めるものについてリスト化するもので，これまで基準のあ

るものも含め799農薬等について残留基準が設定された。7

99農薬等の内訳は，暫定基準を設定したものが743農薬等

（うち農薬512 ，現行基準があり基準を設定しなかったも）

のが41農薬等（内農薬38 ，全ての農薬について不検出と）

するものが15農薬等（内農薬7）である。

当部門では，食品衛生法で残留基準が設定されていた農

薬（平成17年11月28日現在で250農薬）を中心に旧厚生省

生活衛生局長通知の残留農薬迅速分析法に基づき，当所で

検討を加えた方法により試料を前処理し一斉分析を行って

きた。 この方法の概略は，試料をアセトニトリル抽出２）３）

し珪藻土カラム， カラムで分離精製後，活性炭ミニGPC

カラムで精製する方法である。この方法では で有機GPC

溶 媒 使 用 量 が 多 い 点 ， 精 製 に 時 間 が か か る 点 ，

等の一部農薬が活性炭に吸着し溶出しなchinomethionate

い点が問題となった。

ポジティブリスト制施行にあたり厚生労働省医薬食品局

（ ）食品安全部長通知 食安発1129002号：平成17年11月29日

京都市衛生公害研究所 生活衛生部門１

GC/MS LC/MSで による農薬等の一斉試験法（農産物 ，）

による農薬等の一斉試験法Ⅰ（農産物 ， による農） LC/MS

薬等の一斉試験法Ⅱ（農産物）が公表された。 この方法４）

は試料をアセトニトリルで抽出し，農薬の種類によって中

性条件と酸性条件で塩析し，それぞれについて，

2カートリッジとシリカゲルカートリッジでENVI-Carb/NH

精製する方法であり，これまでの を使用する方法とGPC

比べて時間，労力，使用溶媒量を軽減できる利点がある。

今回，これまで測定対象にしていた農薬と，ポジティブ

リスト制度施行で新たに基準が設定された農薬で標準品が

入手でき あるいは で測定可能と思われたGC/MS LC/MS

農薬について，通知の方法を基に，当所で検討を加えた方

法で添加回収試験を行った。また，新たに検討対象に加え

た農薬については， ， 測定条件の検LC/MS/MS GC/MS/MS

討を行ったので報告する。

Ⅱ 実験方法

１．試料

京都市内に流通していたトマトを添加回収試験に使用し

た。

２．対象農薬

については，300農薬，異性体，代謝物等を含めGC/MS

て340物質を， については，151農薬，異性体，代LC/MS

謝物等を含めて160物質を検討対象とした。
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３．標準物質

測定農薬については，市販の 用農薬混合GC/MS GC/MS

標準液31(関東化学85種)，32(関東化学57種)を使用した。

測定対象農薬のうち市販の農薬混合標準液に含まGC/MS

れていないものについては標準品から1000μ 溶液をg/ml

， ， ， ，調製し 希釈 混合して添加回収試験用に １ ２No No

３の３種類の標準混合溶液を調製した。内部標準物質No

としてアセナフテン 10，フェナントレン 10，フルオラ-d -d

， 。ンテン 10 ピレン 10及びリン酸トリフェニルを用いたd d

測定農薬については，測定対象農薬の標準品からLC/MS

1000μ 標準原液を調製し，混合，希釈して前処理法g/ml

Ⅰ用に Ⅰ 1， Ⅰ 2の２種類，前処理法Ⅱ用に，１種LC - LC -

類（ Ⅱ）の標準混合溶液を調製した。標準混合溶液はLC

目的に応じて希釈，マトリックスマッチング等を行い使用

した。

４．試薬

， ， ， ，溶媒：アセトニトリル アセトン ヘキサン メタノール

トルエンは残留農薬試験用を使用した。 移動相のLC/MS

アセトニトリルは 用，酢酸は精密分析用を使用しHPLC

た。

塩化ナトリウム：試薬特級のものを450℃，３時間加熱処

理して使用した。

リン酸水素二カリウム，リン酸二水素カリウム：試薬特級

のものを使用した。

Envicarb LC-NH SPE tubes固相抽出カートリッジ： ／ 2

(500 500 )， (１ )mg/ mg LC-Si SPE tubes g

５．装置

１）ガスクロマトグラフ／質量分析計（ ）GC/MS

装置 ( ):PolarisQ ThermoQuest

（30m×0.25mm×0.25μm）カラム：関東化学製 5ENV- MS

カラム温度：50℃(１ ) 20℃ 150℃ 10℃ 300℃min - /min- - /min-

(７ )min

注入口温度：50℃(0.1 ) 14.5℃ 260℃(５ )min - /sec- min

He ml/minキャリアガス： １

イオン源温度：230℃ イオン化法： ，EI

注入方法： スプリットレス注入法PTV

splitlesstime min splitless flow ml/min３ 50

l注入量：１μ

測定： ：50 500SCAN m/z -

２）液体クロマトグラフ／質量分析計 ( )LC/MS

部LC

装置： 1100 ( )Agilent Series Agilent Technologies

カラム： 3 (2.1 ×150 ) ( )Inertsil ODS- mm mm GL Sciences

カラム温度：40℃

移動相： 液 0.5 酢酸水溶液 液 アセトニトリルA % B

グラジエント( 液)：15 ─ (20 ) ─ 95 (10 )B % min % min

ml/min流速：0.2

l注入量：５μ

部MS

装置： ( )LCQ DECA ThermoQuest

イオン化法：エレクトロスプレーイオン化( )法ESI

Spray Voltage kV：５

.：300℃Capillary Temp

分析Full Scan MS/MS

各農薬の正・負モード，前駆イオン( )，衝突precursor ion

エネルギー，モニターイオン，保持時間は表１のとおりで

ある。

６．試料の前処理

今回の添加回収試験は図１のフローチャートに従って行った。

前処理方法Ⅰ（図１）（GC/MSおよびLC/MS/MS測定用）１）

細切均一化した試料30 を量り採り，これにアセトニトg

リル50 を加え，ホモジナイズした後，吸引ろ過した。ml

ろ紙上の残留物にアセトニトリル20 を加え，ホモジナml

イズした後吸引ろ過し，得られたろ液を合わせ，アセトニ

。 ，トリルを加えて正確に100 とした 抽出液50 を採りml ml

塩化ナトリウム６ 及び２ リン酸緩衝液( 7.0)10g mol/l pH

を加え ，振とう，静置後，分離した水層を捨てアセml ４）

トニトリル層に無水硫酸ナトリウムを加えて脱水し，無水

硫酸ナトリウムをろ別した。ろ液を40℃以下で濃縮し，溶

媒を除去し，残留物にアセトニトリル トルエン(３：１)/

ml Envicarb混液３ を加えて溶かしこれを遠心分離した。

／ 2ミニカラム(500 500 )にアセトニトリル トLC-NH mg/ mg /

ルエン(３：１)混液10 を注入しコンディショングしたml

後，上清２ （試料10 相当）を負荷した。次いでアセml g

トニトリル トルエン(１：１)混液25 を注入し，溶出液/ ml

を減圧濃縮後，窒素気流下で溶媒を除去し，残留物をアセ

トンに溶かし２等分した。半量は溶媒を除去後，内部標準

を加え，アセトン ヘキサン(１：１)溶液で１ に定容し/ ml

。 ，GC/MS測定用試験液とした 残りの半量も溶媒を除去後

アセトニトリル2.5 に定容して， 測定用試験液ml LC/MS

(Ⅰ)とした。

２）前処理方法Ⅱ（図２ （ 測定用）） LC/MS/MS

前処理方法Ⅰと同様な手順で得られたアセトニトリル抽

出液100 のうち20 を採取し，塩化ナトリウム10 及びml ml g

0.01 塩酸20 を加え，振とう，静置後分離した水層mol/l ml

を捨てアセトニトリル層に無水硫酸ナトリウムを加えて脱

水し，無水硫酸ナトリウムをろ別した。ろ液を40℃以下で

濃縮し，溶媒を除去し，残留物にアセトン トリエチルア/
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ミン ヘキサン(20：0.5：80)混液３ を加えて溶かし，/ ml

これを遠心分離した。シリカゲルミニカラムに， メタノ

ール，アセトン各5 ，ヘキサン10 でコンディショニンml ml

グ後，上清２ （試料4 相当）を負荷した。アセトン トml g /

リエチルアミン ヘキサン(20：0.5：80)10 で洗浄後，/ ml

アセトン メタノール(１：１)混液25 で溶出し，溶出液/ ml

を減圧濃縮後，窒素気流下で溶媒を除去し，残留物をアセ

トニトリル２ に定容して， 測定用試験液(Ⅱ)とml LC/MS

した。

７．添加回収試験

測定農薬について31(市販品)，32(市販品)，GC/MS

１， ２， ３の５種類， 測定農薬についてNo No No LC/MS

前処理法Ⅰ用に Ⅰ- ， Ⅰ- の２種類，前処理法ⅡLC LC1 2

用に，１種類（ Ⅱ）の10μ 標準混合溶液を用意しLC g/ml

て，農産物（トマト）30 に対して ３μ 添加し，図１，g g

図２の前処理法に従って添加回収試験( ５)を行った。n=

 

 

 

20ml 分取 

＋NaCl 10g 

＋0.01mol/l 塩酸 20ｍｌ 

振とう 
アセトニトリル層を分取 
脱水(無水硫酸ナトリウム) 濃縮 

アセトン/ﾄﾘｴﾁﾙｱﾐﾝ/ﾍｷｻﾝ(20:0.5:80 )3ml に定溶 

遠心分離 

上清 2ml（試料 4g 相当） 

シリカゲルミニｶﾗﾑ （1g） 

 
メタノール 5ml，ｱｾﾄﾝ 5ml，ﾍｷｻﾝ 10ml でｺﾝﾃﾞｨｼｮﾆﾝｸﾞ 

上清 2ml を負荷 

ｱｾﾄﾝ/ﾒﾀﾉｰﾙ（１：１）25ml で溶出 

濃縮，溶媒除去 
残留物をｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ 2ml に溶かす 

試料 30g                                       試料 30ｇ         

アセトニトリル

フィルターろ過                                      フィルターろ過           

 

ホモジナイズ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

アセトニトリル

2.5ｍｌ 

 

残留物 

ろ液                                            ろ液 
＋アセトニトリル 20ml 

アセトニトリルで 100ml に定容 

50ml 分取 
＋NaCl 6g 

＋2mol/l リン酸緩衝液(pH7.0)10ｍｌ 

振とう 
アセトニトリル層を分取 
脱水(無水硫酸ナトリウム) 濃縮 

トルエン/アセトニトリル(１ : 3)3ml に定溶 

遠心分離 

上清 2ml（試料 10g 相当） 

ENVI-Carb/LC-NH2 ｶﾗﾑ 

 

トルエン/アセトニトリル(１ : 3)25ml で溶出 

濃縮乾固 

(1/2 量) 

（1/2 量） 

GC/MS 試験溶液        LC/MS 試験溶液①                  LC/MS 試験溶液②               

（試料５g 相当）           （試料５g 相当）                     （試料４g 相当） 

内部標準 

アセトン/ヘキサン 

定容 

 

(1：１)1ml 

アセトニトリル
ホモジナイズ

＋アセトニトリル 20ml 
残留物 

アセトニトリルで 100ml に定容

アセトン/ﾄﾘｴﾁﾙｱﾐﾝ/ﾍｷｻﾝ( 20:0.5:80 ) 10ml で洗浄
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図１ 前処理法Ⅰのフローチャート 図２ 前処理法Ⅱのフローチャート

Ⅲ 結果及び考察

１． 分析条件の検討LC/MS/MS

イオントラップ型質量分析計による 法は，プレMS/MS

カーサーイオン( )をイオントラップ内に保持precursor ion

した後，衝突活性化・イオン放出を繰り返し行って最終的

なプロダクトイオンを検出する方法である。当部門ではこ

， ，れまで で102物質について測定条件を検討しLC/MS/MS

５種類の分析メソッドを作成し測定してきた が，今回測３）

， ，定対象を160物質に増やすのに伴い 各農薬の前処理方法

測定時の正・負モード，保持時間を考慮して測定メソッド

を組みなおし，新たに（表１）に示す６種類の分析メソッ

ド（分析メソッド１～４：前処理法Ⅰ用，分析メソッド５

～６：前処理法Ⅱ用）を作製した。今回，新たに測定対象

に追加した物質については，インフュージョン測定により

各農薬分析時の正・負モード，プレカーサーイオン及び衝

突エネルギーを検討し，決定した。プレカーサーイオンは

基本的にプロトン化分子・脱プロトン化分子を選択した

が，一部の農薬についてはナトリウムイオン付加分子を前

駆イオンに設定した。また スペクトルが不安定なMS/MS

化合物については で測定した。SIM
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表１ 各農薬のLC/MS/MS測定条件

２．添加回収試験( 5)の結果n=

表２に 測定( 測定)農薬について， 表３にGC/MS SCAN

測定農薬についてのトマトでの添加回収試験LC/MS/MS

( ５)の結果を示す。マトリックス効果を考慮し，精製n=

後の無添加試料に標準物質を添加してマトリックスマッチ

した標準を用いて回収率を算出した。添加回収率が70～

120％かつ変動係数が20％以下であった測定農薬数は

について268種類， について96種類であっGC/MS LC/MS

た。これらの農薬は，トマトについては，今回検討した一

斉分析法で分析可能であると考えられた。 測定農GC/MS

薬については， ， ， などの保持時EPTC butylate dichlorvos

間が短く，気化しやすい農薬の回収率が低い傾向が見られ

た。

これらの農薬ついては，エバポレーターや窒素吹きつけ装

置による濃縮，溶媒除去時におけるロスが低回収率の原因

の一つと考えられるため，前処理時に溶媒をできるだけ乾

固させないなどの注意が必要であると考えられた。Ｌ

測定農薬については，マトリックスや妨害成分C/MS/MS
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， ， ，の影響でピークが消失したものや 2indanofen pyrethrin-

， など，標準品単品のインフュージfentrazamide thiodicarb

ョン測定では測定可能であったが，標準混液の組み合わせ

により，混液の状態では感度が低下して測定不能となった

もの（表中に＃で示した）がいくつかみられた。これらの

農薬の中には標準混液のグループ分けをより細かくして混

液中の標準品の数を減らすことにより測定可能となったも

のもみられたため，混液の状態で測定不能となった農薬に

ついては混液の組み合わせや測定条件について再検討が必

要であると考えられた。

表２ GC/MSでの検討対象農薬及びトマトでの添加回収結果(n=５) （その１）
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表２ GC/MSでの検討対象農薬及びトマトでの添加回収結果(n=５) （続き）
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表３ LC/MS/MSでの検討対象農薬及びトマトでの添加回収結果(n=５)
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３． 測定条件の検討GC/MS/MS

測定はマトリックスの影響を受けにくく，GC/MS/MS

バックグラウンドが減少し高感度分析が期待できる点で食

品中の残留農薬を測定するのに非常に有効である。当部門

では通常の検査で 測定農薬について 測定でGC/MS SCAN

スクリーニングを行い，検出が疑われる農薬について

６）GC/MS/MS で再測定し，定性の確認と定量を行ってきた。

今回新たに 測定対象に追加した農薬で，GC/MS

測定条件が未検討の農薬について 条件GC/MS/MS MS/MS

を検討した。 条件の設定にあたっては①プレカーMS/MS

サーイオン( )の選択と②プロダクトイオン生precursor ion

成のための解離条件(コリージョンエナジー， 値)の設定Q

が必要となる。プレカーサーイオンの選択にあたっては，

それぞれの標準品単品での ― 測定でのスペクトEI SCAN

ルを確認した後，プレカーサーイオンとして，ベースピー

ク（相対存在量が100％のピーク）を基本にできるだけ高

質量側で強度の強いイオンを選択した。コリージョンエナ

ジー( )はトラップされたイオンに与えるexcitation voltage

解離エネルギーである。コリージョンエナジーの値を大き

くすると，前駆イオンがより壊れるが，大きくするとプロ

ダクトイオンもさらに解離してしまう。逆にコリージョン

エナジーを小さくしぎると前駆イオンが壊れない。最適値

の目安はプレカーサーイオンの強度がプロダクトイオンの

10～20％の強度比になるときである。 値とはイオンを７）Q

トラップさせるためのパラメーターであり， 値を変えるQ

ことによってイオントラップに取り込むことができる質量

範囲が変わる。 値を大きくするとトラップする力も大きQ

くなるがプロダクトイオンの測定下限も大きくなる。各検

討対象農薬について保持時間が重ならないように混液を作

成し，それぞれの農薬について上記の条件でプレカーサー

Low Middleイオンを選択した後，３段階のＱ値 (0.225)，

(0.3)， (0.45)についてコリージョンエナジーを0.4High

→0.6→0.8→1.0→1.2→1.5 の６段階に変化させて標volt

準混液を測定し，プレカーサーイオンの相対強度が10％前

後となり，プロダクトイオンのピーク面積が最大になるよ

うな条件を 測定条件とした。結果について表４にMS/MS

示す。

表４ 各農薬のGC/MS/MS測定条件とEI測定時の主なフラグメントイオン
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４． 測定の実サンプルへの応用GC/MS/MS

新たに測定対象に追加した農薬が実試料より検出した例

で，農薬の 測定でのマススペクトルと 測定SCAN MS/MS

によるマススペクトルを比較した。図３は，はっさくより

methidathion SCAN g/g MS/MS検出した （検出値 ：0.22μ

g/g trifloxystrobin：0.14μ 図４は りんごより検出した）， ，

（検出値 ：0.18μ ， ：0.17μ ，図SCAN g/g MS/MS g/g ）

prometryn SCAN５は，れんこんより検出した （検出値

：0.013μ ：0.009μ ，図６は，きゅうりg/g MS/MS g/g ）

buprofezin SCAN g/gより検出した （検出値 ：0.55μ

：0.46μ ）の例である。 測定ではバッMS/MS g/g MS/MS

クグラウンドが減少し 測定に比べて 比が大きSCAN S/N

いピークが得られた。また図５のれんこんの例のように

測定のマススペクトルでは試料マトリックスによるSCAN

妨害スペクトルが見られ，同定が難しい場合があるが，

。MS/MS測定では標準と試料でスペクトルがよく一致した

実サンプルの例からも 測定は検出農薬の確実な同MS/MS

定に有効であると考えられた。

Ⅳ まとめ

ポジティブリスト施行に向けて分析対象の拡大と前処理

時間の短縮をはかるため前処理法と測定条件の検討を行い

GC/MS添加回収試験を行った結果，トマトについては，

測定で検討した340物質のうち268種類が， 測定LC/MS/MS

で検討した160物質のうち96種類が今回の検討した方法で

分析可能であると考えられた。

MS/MSまた，新たに測定対象に追加した農薬について

。 ，測定の条件設定を行った 実試料での適用を検討した結果

測定は検出農薬の確実な同定に有効であることがMS/MS

わかった。

ポジティブリスト制施行に伴い，残留農薬と農産物の組

みあわせでこれまで基準がなかったものに対しても残留基

準が設定されるようになるため，ある農薬がある農産物に

ついて高濃度検出するような事例について，これまではそ

の農産物についてその農薬の残留基準がない場合には違反

とならなかったが，ポジティブリスト制施行後は暫定基準

が設定され，暫定基準や残留基準が設定されていない場合

には一律基準が適用されるため，これまでに比べて違反事

例が増える可能性がある。今後もポジティブリスト制施行

に向け，分析法のバリデーションを行い，大幅に増加した

測定対象農薬に対して正確に同定，定量し信頼性，再現性

のある検査を行っていく必要があると考えられた。
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