
加工食品中の有機リン系農薬一斉分析法の検討

肥塚加奈江，石井　学，山本　淳，山辺真一（衛生化学科）



岡山県環境保健センター年報 135

岡山県環境保健センター年報　33，135–140，2009

1 はじめに

平成20年1月に中国産冷凍餃子を原因とする有機リン

系農薬（メタミドホス）中毒事例が発生したことから，加

工食品の安全性が大きな社会問題となり，行政機関でも

加工食品中の残留農薬検査を実施する動きが広まった。

岡山県でも事例発生後冷凍加工食品の残留農薬検査を

実施した。しかし，平成 20年 3月 7日付け，厚生労働省

医薬食品局食品安全部基準審査課事務連絡 1）の方法（以

下，事務連絡の方法という。）では，急性中毒を起こすほ

どの高濃度の有機リン農薬が混入している時の緊急分析

には適しているが，通常のモニタリング分析でGC/MS

等で定量及び確認を行いたいときには前処理での精製が

不十分と思われた。そこで，事務連絡の方法にクリーン

アップ過程を追加した方法を検討したので報告する。

2 方法

2.1 試料

岡山県内に流通していた農薬の検出されなかった冷凍

小籠包を使用した。

2.2 対象農薬及び標準物質

表 1にGC/MS，表 2にLC/MS/MS測定対象農薬及び

モニタリングイオンを示した。農薬標準品は関東化学㈱

製の農薬混合標準液を用い，混合標準液に含まれていな

い農薬については，各農薬標準品から 1000µ/ml溶液を

調整するか，標準溶液を購入し，それぞれ混合して用いた。

2.3 試薬

アセトニトリル，ヘキサン，トルエン，酢酸エチル，

無水硫酸ナトリウムは残留農薬分析用を用いた。

LC/MS/MSの移動相溶媒のアセトニトリルはLC/MS用

を，精製水はイオン交換水をMilliQ超純水製造装置で精

製したものを用いた。酢酸アンモニウムは試薬特級，酢

酸はLC/MS用を用いた。固相抽出にはグラファイトカ

ーボン/アミノプロピルシリル化シリカゲル積層ミニカラ

ム（500㎎/500㎎）（SUPELCO社製ENVI_Carb/NH2（500

㎎/500㎎ 20ml））（以下ENVI_Carb/NH2ミニカラムと

呼ぶ）を用いた。

2.4 装置

ア　ガスクロマトグラフ/質量分析計（GC/MS）

測定条件は以下のとおりとした。

（装置） サーモフィッシャーサイエンティフィック㈱

製　Polaris GC/MS system

（カラム） DB_5ms+DG（0 .25㎜φ× 30m 膜厚

0.25∫ ガードカラム 1～ 2m）

（カラム温度） 昇温条件　 5 0 ℃（ 1m i n）_ 2 5 ℃

/min_125℃ _10℃/min_300℃

（1min））
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（注入口温度） 250℃

（トランスファーライン温度） 300℃

（キャリアーガス） He（99.9999％）1ml/min（定流量

モード）

（注入方式） スプリットレス注入

（注入量） 2μL

（測定法） フルスキャン　m/z50_550

（イオン化電圧） 70eV

（イオン源温度） 230℃

イ　液体クロマトグラフ/質量分析計（LC/MS/MS）

測定条件は以下のとおりとした。

（装置）島津製　LC_20A 高圧グラジエントシステム

Applied Biosystems製 API3200 QTrap

LC/MS/MS systems

（分析カラム）CAPCELL PAK C18, TYPE MGⅢ

3∫, 2.1 x 100㎜（Shiseido）

（移動相流量）0.2mL/min

（測定用試料注入量）5μL

（カラム温度）40℃

（インターフェース）Turbo V source

（イオン化モード）エレクトロスプレーイオン化（ESI）

法 positive mode

MS/MSの測定条件は表 3のとおり

とした。

（グラジェント）A液：0.5mmol/L酢酸アンモニウム

0.005％酢酸水溶液

B液：アセトニトリル

グラジェント条件は表4のとおりとし

た。

2.5 精製操作

既述のとおり，事務連絡の方法は，緊急時に分析する

方法であるため，酢酸エチル及び無水硫酸ナトリウムを

加えて抽出した後，濃縮して機器分析に供する方法であ

り，精製操作がない。そこで，通常のモニタリング分析

で，GC/MS等で分析可能とするために精製操作を追加

することとした。

2.5.1 脱脂操作

n_ヘキサン25mlとアセトニトリル30mlを分液ロート

中で混和した中に農薬標準品を添加して振とう機で振と

うし，それぞれの相を分取したあと，1mlに濃縮して農

薬の回収率を測定した。

表２　LC/MS/MSの測定農薬

表１　GC/MS（SCAN）測定農薬
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2.5.2 ミニカラム精製

アセトニトリル：トルエン（3：1）混液20mLを注入し

て洗浄したENVI_Carb/LC_NH2ミニカラムに，農薬混

合標準液（アセトニトリル溶液）20mLを添加し，流出液

を 100mlなす型フラスコに受けた。その後，ミニカラム

にアセトニトリル：トルエン（3：1）混液20mLを注入し，

100mlなす型フラスコに受けて先の流出液と合わせた。

全流出液を40℃以下で濃縮し，アセトン：ヘキサン（1：

1）に転溶し回収率を測定した。

2.6 試験溶液の調製

試験溶液の調整は図 1のフローチャートに従って行っ

た。すなわち，試料 10.0gを 100mlコニカルビーカーに

とり，無水硫酸ナトリウム 20g～ 60gを検体の水分含量

に応じて適宜加えた後，酢酸エチル50mlを加えた。次に

ポリトロンホモジナイザーで約 1分間ホモジナイズした

後，200mlなす型フラスコを受器として吸引ろ過した。

ろ紙上の残留物に酢酸エチル25 mLを加え，ホモジナイ

ズした後，吸引ろ過し，得られたろ液を先のろ液と合わ

せ，40℃以下で減圧濃縮し，約 1ml以下まで濃縮した。

これにアセトニトリル約 10ml加え，再び 40℃以下で約

1ml以下まで減圧濃縮し，酢酸エチルを除去した。この

残留物をアセトニトリル飽和n_ヘキサン25ml及びn_ヘ

キサン飽和アセトニトリル30mlで100ml分液ロートへ移

し，5分間振とうし静置した後，下層のアセトニトリル

層を 200mlなす型フラスコに分取した。残ったヘキサン

層にn_ヘキサン飽和アセトニトリル 30mlを加え同様の

操作を 2回繰り返した，分取したアセトニトリル層を

200mlなす型フラスコ中に合わせ，40℃以下で約50ml以

表３　LC/MS/MS測定条件

表４　LC/MS/MSのグラジェント条件

図１　分析フローチャート
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下まで減圧濃縮し，n_ヘキサンを除去した。残った溶液

を 100mlメスフラスコに移しアセトニトリルを加えて

100mlとした。アセトニトリル：トルエン（3： 1）混液

20mLを注入して洗浄したENVI_Carb/LC_NH2ミニカ

ラムに，100mlのうちの20mlを分取して注入し流出液を

100mlなす型フラスコに受けた。その後，ミニカラムに

アセトニトリル：トルエン（3： 1）混液 20mLを注入し，

100mlなす型フラスコに受けて先の流出液と合わせた。

全流出液を 40℃以下で 1mL以下に濃縮した。これにア

セトン10mLを加えて40℃以下で1mL以下に濃縮し，再

度アセトン5mLを加えて1ml以下に濃縮した。これをア

セトン：ヘキサン（1：1）混液で2mlメス

フラスコに移して定容した。このうち1ml

を正確に分取して 1mlメスフラスコにと

り，窒素ガスを吹き付けて溶媒を除いた

後，メタノールで 1mlに定容した。残っ

たアセトン：ヘキサン（1：1）溶液をサン

プル瓶に詰めてGC/MS用試験溶液とし

た。またメタノール溶液を試験溶液ろ過

用フィルターでろ過して，サンプル瓶に

詰めてLC/MS/MS用試験溶液とした。

3 結果及び考察

3.1 精製操作の検討

まず，脂肪分の除去を行うためにアセ

トニトリル/ヘキサン分配を検討した。結

果を表 5に示す。ヘキサン相の存在割合

が一番高かったのはprothiophosの 36％

であったが，その他の農薬は23％以下で

あり，アセトニトリル相の回収率もtribu-

fos（DEF）とdichlorvosが 40％台と低か

ったがおおむね 60％以上であったため，

アセトニトリル/ヘキサン分配を使って脂

肪分の除去を行うことが可能と思われた。

また，平成17年1月24日付け，食安発第

0124001号厚生労働省医薬食品局食品安

全部長通知農産物の一斉分析法「食品に

残留する農薬，飼料添加物又は動物用医

薬品の成分である物質の試験法につい

て」2）で農産物の一斉分析法で採用され

ている，ENVI_Carb/LC_NH2ミニカラ

ムでの精製を検討した（表 5）。回収率が最も低かったの

はdichlorvosの 74％であったが，全農薬とも 70％以上

を示し，このミニカラムを精製に使用して問題ないと思

われた。以上のことから，分析法は図 1のフローチャー

トのとおりとした。

3.2 分析法の妥当性評価

県内で流通している冷凍小籠包の添加回収試験におけ

る添加濃度を 0.1µ/gと 0.5µ/gとし，2検体併行試験は

それぞれの濃度で 5回繰り返して，それぞれの回収率及

び併行精度及び室内精度を求め，平成 19年 11月 15日付

け，食安発第 1115001号厚生労働省医薬食品局食品安全

表５　精製操作の回収率
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部長通知 3）に従って試験法の妥当性評価を行った結果を

表 6に示す。

通知では，添加濃度 0.1µ/gでの目標値は，回収率 70

～ 120％，併行精度 15％未満，室内精度 20％未満であ

り，添加濃度0.5µ/gでの目標値は，回収率70～120％，

併行精度10％未満，室内精度15％未満とされている。今

回検討した農薬は，すべての農薬で 0.1µ/g及び 0.5µ/g

いずれの濃度でも回収率及び併行精度，室内精度とも目

標をみたしており，分析法として妥当であると考えられ

た。

4 まとめ

加工食品中の有機リン農薬について事務連絡の方法を

基に抽出し，アセトニトリル/ヘキサン分配と固相抽出ミ

ニカラムを追加することで，分析機器の負荷が少ない分

析法となった。試験法の妥当性評価を行ったところ，検

討した45農薬について分析法として妥当であるという結

果であり，この分析法は加工食品の有機リン農薬の分析

法として有用であると考えられた。

表６　回収率および繰り返し精度
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