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1　はじめに
　残留農薬分析法の妥当性の評価については，食品中の
濃度既知の標準試料がないため，農薬標準液を野菜等試
料に添加する回収試験で行う方法が一般的に行われてい
る。現在，当所でバリデーションを行い採用している一
斉分析法 1）には，従来から使用してきた振とう抽出法
を取り入れており，この分析法による添加回収試験結
果や外部精度管理の結果は良好であった。しかし，野
菜等が生育時に吸収または吸着して含有する農薬につ
いて，振とう抽出による実試料からの抽出率は現在の
ところ把握できていない。振とう抽出法は，環境省の
農薬登録保留基準の分析法 2）にも多く採用され，また，
Anastassiades, M.3）らの報告など迅速・簡便な一斉分析
法に多く採用されているため，振とう抽出法の有用性を
評価することは迅速・簡便化の観点から重要である。低
濃度ではあるが，多種類の農薬が検出された野菜等の入
手により，抽出液を精製せず希釈だけで高感度且つ選択
的に分析できる LC/MS/MS-MRM 法を用いて，振とう
抽出法の有用性について検討した。

2　方　法
　2.1　試　料
　H18 年度に行政検査を実施した野菜のうち，農薬が数
種類以上検出されたきゅうり，日本なしおよび冷凍えだ
まめを使用した。試料は搬入当日，ミキサーまたはフー
ドカッターにより細切して均一化し，保存袋に入れ即日
凍結保存しておいたものを使用した。
　2.2　装置及び測定条件
　LC/MS/MS は Agilent 社 製 HPLC 1100 Series お よ
び Applied Biosystems 社製 API3000，超音波発生装
置はシャープ㈱製 UTB-152，振とう機は㈱ヤヨイ製 
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表 1　LC/MS/MS 測定条件

8-1-W，遠心分離機は久保田商事㈱製 KN-45 を用いた。
試料の均一化に，National 製ミキサー MX-V100 および
National 製フードプロセッサー MK-K47 を用いた。
　LC/MS/MS 分析条件を表 1 および表 2 に示した。
　2.3　試料の調製
　抽出法の比較検討には，次に示す方法で試料を調製し
た。Ａ法：各試料を解凍後 20g をはかり取り，当所の従
来法 1）に準じ，1 回目抽出にアセトニトリル 30mlと食塩 6g
を加え 5 分間振とう後，遠心分離をしてアセトニトリル層
を分取した。この残さにアセトニトリル 20ml を加え 5 分間
振とう後，遠心分離をしてアセトニトリル層を先のアセトニ
トリル層に合わせ，全量を 50ml に定容した。Ｂ法：Ａ法
の振とう抽出前に超音波抽出 10 分を加えて，Ａ法と同様
に調製した。Ｃ法：Ａ法の振とう抽出前にバイオミキサー
抽出 1 分を加えて，Ａ法と同様に調製した。また，振とう
時間の検討には，当所の従来法に準じ抽出時間を 5 分～
60 分の範囲で変えて抽出を行った。アセトニトリルは 1 回
目に 50ml，2 回目に 20ml を用い，食塩を 5ｇを添加して
振とう抽出を行い，この抽出液を100ml に定容し試料液と
した。これらの試料液を 0.2µm-DISMIC（Millipore 社製）
でろ過し，LC/MS/MS 試験液とした。
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3　結　果
　3.1　従来法による添加回収試験
  農薬が検出されなかった冷凍えだまめに，表 2 に示し
た 72 種類の農薬標準液を試料換算で 5ng/g となるよう
添加をし，A 法により試料溶液を調製した。抽出率だけ
を評価するため，精製を行わず 0.2µm のフィルターに
よるろ過だけで LC/MS/MS ｰ MRM（Multiple Reaction 
Monitoring）分析を行った。72 農薬全ての回収率は
76%～ 110%（RSD0.6%～ 16%，n=3）であり，添加試
料からのＡ法による農薬の回収率は，良好な結果が得ら
れた（表 2）。
　3.2　抽出法による比較
  実試料からの抽出率の把握をするため，均一化状態が
異なる試料を用いて検討を行った。試料は，ミキサーま
たはフードカッターで細切して均一化するため，試料に
よっては液状やペースト状まで完全に均一化することは
できない。このため，振とう抽出だけでは抽出が不十分
であると考えられ，振とう抽出前に補助抽出操作を加え
る方法も検討した。すなわち，超音波抽出を 10 分加え
たもの（Ｂ法），およびバイオミキサー抽出を 1 分加え
たもの（Ｃ法）で比較を行った。図 1 に示したように，
液状に均一化したきゅうり（図 2 に示す 5 農薬含有），
ジュース状であるが果皮が不均一に分散した日本なし

（同 6 農薬含有），および半ペースト状であるが鞘が不均
一に混合している冷凍えだまめ（同 12 農薬含有）を用
いた。厚生労働省の通知法 4）とほぼ同程度の抽出率で
あった C 法の濃度を基準にして，Ａ，Ｂ法の抽出率の
比率を図 2 に示した。なお，対象とした農薬濃度が数
ppb と低濃度のものがあったため，抽出用アセトニト
リルは従来法より少ない量（1 回目 30ml，2 回目 20ml）
を用いて行った。
  きゅうりの場合，5 農薬の A/C は 89%～ 104%，B/C は
96%～ 101% と A，B，C 3 法による抽出率は，ほぼ同程
度であった。きゅうりのように液状に均一化された試料か
らの農薬の抽出は，Ａ法でも良好であると推察された。
  日本なしの場合，メソミル，イミダクロプリドの抽出
率 A/C は 80%以上であったが，残る 4 農薬は，28%～
53%であった。B/C は，シラフルオフェンが 58%と低く，
これらの低抽出率の農薬は水溶解度が低く，オクタノー

表 2　LC/MS/MS-MRM 測定条件と標準添加回収率

図 1　各試料の均一化状態
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ル分配係数（LogPow）が高い農薬であった（図 3）。日
本なしについて，新目ら 5）は果皮と果肉中の農薬分布
を調査し，果皮中濃度が果肉中濃度の数倍～数十倍高い
ことを報告しており，果皮に付着した低極性農薬が，振
とうまたは超音波による抽出だけでは，極性の高い水
/ アセトニトリル混合層に移行し難いことが原因と考え
られた。日本なしのように，果皮を果肉と全く同様な液
状に均一化できない果実等は，Ａ法およびＢ法では抽出
が不十分であると推察された。
  また，冷凍えだまめの場合，抽出率 A/C は，LogPow
が高い尿素系農薬のクロルフルアズロン及びルフェヌロ
ンが 55%，51%，トリアゾール系農薬のジフェノコナゾー
ルが 63%であり，Ａ法による抽出では不十分であった。
B/C は 77%（アセフェート）～ 110%であり，超音波抽
出を加えることにより抽出率が増大した。えだまめは鞘
と豆をホモジナイズして試料とするため，水分含量が少
なく半ペ－スト状であり，超音波をかけることにより，
LogPow が高いクロルフルアズロン，ルフェヌロンおよ
びやジフェノコナゾールが，アセトニトリル層に移行し
やすくなったものと考えられた。冷凍えだまめのように，
水分含量が少なく半ペ－スト状に均一化された試料は，
振とう抽出に超音波抽出を 10 分加えることで，良好な
抽出率を得ることができた。
  従来法の振とう時間 5 分での 2 回抽出をベースに，そ
れぞれ超音波またはバイオミキサーによる操作を追加し
た 3 抽出法の比較検討の結果，食品全般の抽出法として

はＣ法が優れており，振とうの前に，バイオミキサーに
より試料を 1 分間ホモジナイズする操作が必要であるこ
とがわかった。
　3.3　振とう時間と抽出率
  約 600 農薬が分析対象となっている現在，一斉分析法
でも QuEChERS ３）法に代表されるように迅速簡便化が
要求されている。上記バイオミキサーによる操作は，刃
の洗浄や交換等，多検体の同時並行分析において煩雑で
あり，コンタミネーションの懸念もある。振とう操作だ
けで十分な抽出率を得ることは，分析の迅速・簡便化を
図る上で非常に有用である。
  そこで，適切な振とう時間の検討に，従来法の振とう
時間を 5 分～ 60 分の範囲で変更し，時間と抽出率につ
いて検討した。試料は，農薬 12 種類を含有する冷凍え
だまめを用いた。抽出率を比較するため，基準抽出率
に厚生労働省の通知法４）に準じた抽出を行った。振と
う時間と抽出率を表 3 に示した。振とう時間と 12 農薬
の抽出率の関係は，振とう時間 5 分で 43%～ 107%，15
分で 51%～ 106%，30 分で 71%～ 105%，60 分で 78%～
115%であり，振とう時間の増加に伴い，増大する傾向
にあった。一方，揮発性のあるアセフェートは時間が長
くなると低下する傾向があった。これらの値は粗抽出で
の値であり，通常，GC/MS や LC/MS/MS に注入する
前に抽出液に精製操作を加える。精製工程での回収損失
を考慮すると，回収率として 70%以上を得るためには，
振とう時間に 60 分必要であり，振とう時間だけでも 2

図 2　抽出法別抽出率の比較（n=3）

図 3　振とう法（5 分）の抽出率と LogPow

表 3　 抽出法別残留農薬濃度（冷凍えだまめ）
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時間を必要とするため，迅速化の観点では，バイオミキ
サーと振とう法（振とう時間 5 分× 2 回）を併用するＣ
法の方が有用と考えられた。
　3.4　農薬の物性と抽出率の関係
　振とう時間を変更して抽出したそれぞれの濃度平均値
と，通知法に準じて抽出した濃度平均値を各農薬のデー
タとして，農薬間の相関を求め，相関係数の検定を行っ
た結果を表 4 に示した。検定は，相関係数Ｒから次式ｔ
= √n-2 R ／√　1-R2　によりｔ値を求め，危険率（5% or 1%）
と自由度（n-2）のｔ分布表値と比較して大きい場合に，農
薬間の抽出率に相関ありと判定した。この結果，LogPow
および水溶解度が酷似しているクロルフルアズロンとシペル
メトリン，分子構造が酷似しているシペルメトリンとペルメト
リン，およびプロピコナゾールとジフェノコナゾールに有意
水準 1%で高い相関が認められた。今回，対象とした品目

に含有する農薬は，のべ 18 農薬だけであったが，多種類
の農薬一斉分析の抽出においては，LogPow，水溶解度，
分子構造などが類似している農薬は，同様な挙動を示すこ
とが示唆された。

4　まとめ
　農薬一斉分析法の抽出法としての，振とう抽出法の有
用性の検討を行った。一斉分析では，低極性から高極性
の幅広い多種類の農薬と多種類の品目を対象とすること
から，良好な回収率を得るためには，従来法である振と
う抽出（5 分× 2 回）に加え，試料を液状またはペース
ト状まで粉砕均一化できるバイオミキサーで 1 分間抽出
する必要があった。
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