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検討事項
①抽出の効率化

QuEChERS法および起橋法の抽出を参考

②固相ミニカラムによる精製

③濃縮操作の省略およびコスト削減
エバポレーター（濃縮操作）の不使用

バッチ精製（脱着）ではなく、固相ミニカラム精製（分離･分配）により

精製効果を高める

使い捨て容器の使用（ガラス器具の使用を削減）

塩析･脱水操作の同時進行、酸性･中性･塩基性農薬の同時抽出

遠心分離の使用（多検体同時処理が可能）

リン酸緩衝液（pH7）とクエン酸緩衝液（pH5～5.5）の比較



クエン酸とリン酸緩衝液の比較

81.095.58.72.8 (unionised）3.86OHBromoxynil

78.594.511.60.85 (pH7)4NHS02Diclosulam

72.582.514.0＜2.2 （pH4-10)2.83NHS02Fomesafen

72.086.09.3---1-naphtharen-acid

68.582.011.21.12 (pH5)， -0.365 (pH7)4.81NHS02Cloransulam-methyl

66.580.014.71.34 (unstated)2.9COOHHaloxyfop

65.579.513.73.2--Forchlorfenyuron

65.574.56.9-1.242.94-Fluroxypyr

63.593.59.5--COOHCloprop

62.578.05.8-0.684.6-Flumetsulam

59.568.510.60.89 （unstated），3.43 (unionised）3.96OHIoxynil

56.087.511.7-3.97COOHTriclopyl

43.582.012.10.643.78COOHMecoprop

33.564.58.4-3.56COOH4-CPA

pH7pH5～5.5
RT(min)LogPowpKa官能基農薬名 ﾘﾝ酸Bufferｸｴﾝ酸Buffer

回収率(%)

＊通知法Ⅱ法の農薬の内、今回分析した18農薬はすべてｸｴﾝ酸Bufferで60％以上ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ層へ移行することが確認できた。



液液分配時の条件検討
－ｸｴﾝ酸bufferと無水硫酸Mgの有無比較、および遠心分離の効果－

遠心分離、5分1 gｸｴﾝ酸3Naのみ0.25 gC

遠心分離、5分4.5～5無ｸｴﾝ酸3Na、2Na1 gB

遠心分離、5分31 gｸｴﾝ酸3Na、2Na0.25 gA

分離水層pH無水硫酸Mgｸｴﾝ酸Beffer食塩

5.586.75.990.04.694.010.81.40.772－Oxycarboxin

3.688.36.790.23.185.010.10.341.19－Chloridazon

8.886.25.191.810.586.59.0－Clothianidin

3.792.73.190.52.688.88.80.610.57－Imidacloprid

4.985.37.878.77.877.27.04.1-0.13－Thiamethoxam

6.285.87.767.52.680.33.5790-0.89－Acephate

12.471.510.059.78.270.23.1200-0.8－Methamidophos

RSD回収率

RT(min)LogPowpKa CBA
水溶解
度(g/L)

遠心分離, 3000rpm, 5分間●高極性農薬

RSD RSD
Pesticides

回収率 回収率

4.5～5

■Positive測定 n=3, (%)



4.783.32.890.35.882.017.12.89－Ferimzone EandZ

1.473.79.380.311.567.515.31.21.9－Dimethirimol

15.383.212.974.212.493.513.31.11.05－Azamethiphos

3.486.73.783.54.474.813.40.0311.778.9Thidiazuron

4.887.34.186.815.085.312.6
0.16(pH4),
0.03(pH7)2.234.73, 12Thiabendazole

6.387.72.589.33.189.819.80.00159(pH5)1.342.9Haloxyfop

3.892.84.998.24.394.218.60.00672.14.3Tralkoxydim

9.085.85.695.87.590.016.50.854Dichlosulam

7.885.85.187.510.295.716.10.184-0.3654.8Cloransulam-methyl

2.784.86.687.75.295.716.00.00473.59<0.1Phenmedipham

11.686.35.586.77.789.315.60.049(pH2.5)-0.684.6Flumetsulam

1.476.77.276.76.578.513.10.06~0.120.343.8Imazaquin

RSD回収率

RT(min)LogPowpKa CBA
水溶解
度(g/L)

遠心分離, 3000rpm, 5分間

RSD RSD
Pesticides

回収率 回収率

●酸性農薬

●塩基性農薬・その他

液液分配時の条件検討
－ｸｴﾝ酸bufferと無水硫酸Mgの有無比較、および遠心分離の効果－

n=3, (%)



9.510.021.511.232.010.919.10.12Acifluorfen

3.068.74.978.32.776.818.90.002（pH2)<2.22.83Fomesafen

3.885.82.693.83.997.518.54.41.324.84MCPB

4.185.51.590.04.094.317.8Dichlorprop

6.587.51.692.51.394.217.60.7340.13.78MCPP

3.984.71.188.52.389.217.60.00263.739.4Oryzalin

5.287.84.791.24.898.717.38.1-0.453.97Triclopyr

2.284.21.691.21.194.316.20.050.893.96Ioxynil

3.481.53.881.23.987.215.31.2Cloprop

8.983.70.891.77.596.714.80.421-naphthaleneacetic acid

2.676.86.679.24.479.514.40.132.83.86Bromoxynil

4.069.51.569.31.692.314.23.564-CPA

5.089.71.991.54.085.813.40.0311.778.86Thidiazuron

4.675.75.676.01.195.012.20.091-1.242.94Fluroxypyr

RSD回収率

RT(min)LogPowpKa CBA
水溶解
度(g/L)

遠心分離, 3000rpm, 5分間

RSD RSD
Pesticides

回収率 回収率

■Negative測定

液液分配時の条件検討
－ｸｴﾝ酸bufferと無水硫酸Mgの有無比較、および遠心分離の効果－

n=3, (%)



対象農薬

ポジティブリスト制 LC/MS対象農薬 （22のみGC/MS対象）

製品名 農薬数 濃度

農薬混合標準液 44 37種 10ppm

農薬混合標準液 45 19種 10ppm

農薬混合標準液 53 （未発売） 29種 10ppm

農薬混合標準液 54 （未発売） 32種 10ppm

農薬混合標準液 22 内2種 10ppm

合計 119種

＊いずれも関東化学社製

（アセフェート、メタミドホス）



抽出の効率化（通知法と比較）

ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ 10 mL

ﾎﾓｼﾞﾅｲｽﾞ

ｸｴﾝ酸3Na2水和物 1g

撹拌（手で振とう 1分間）

遠心分離（3000rpm 5分間）

ｸｴﾝ酸水素2Na1.5水和物 0.5g

試料 10g

NaCl 1g, MgSO4 4g

■本法 （QuEChERS法と起橋法を参考）

試料 20g

定容

吸引ろ過

ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ 50mL

ﾎﾓｼﾞﾅｲｽﾞ

液液分配（ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ/水）

10分静置後、ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ層を分取

ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙで100mLに定容

ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ 20mLで洗い込み

分取 20mL（試料4g相当）

NaCl 10g

Ⅰ法：リン酸緩衝液（pH7) 20mL

Ⅱ法：0.01mol/L 塩酸（pH2) 20mL

■通知法 （Ⅰ法、Ⅱ法）

●塩析と脱水（液液分配）を抽出時に同時にできる

●クエン酸塩により酸性農薬を中性、塩基性農薬と一緒にｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ

層へ移行できる（Ⅰ法とⅡ法に分ける必要なし）

●使い捨て容器の使用により、ガラス器具・分液ロートが不必要

★メリット

★分析時間：40分 ★分析時間：8分

効率化！



QuEChERS法とAISTI法の比較

Centrifuge (5min at 3000rpm)

Mix an aliquot with MgSO4 & PSA/(GCB)

Centrifuge (5min at 3000rpm)

Shake (1 min)

Acidify extract to pH～5 with 5% formic acid
(to protect base- sensitive pesticides)

①Option：Acidic pesticides

②Option：decompose at pH～4

③Multireidue Analysis
by GC/MS, LC/MS/MS

C18-30mg＋PSA-30mg

流出液

LC/MS/MS

分取 1mL （試料 1 g 相当）

定容（4 mL, 水で調製）

水 0.5mL

C18-50mg

洗液 80%ﾒﾀﾉｰﾙ 1mL

溶出 0.4%ギ酸含有ﾒﾀﾉｰﾙ（pH2.5）1mL★バッチ精製

★ミニカラム精製①

★ミニカラム精製②

酸性農薬（PSAにﾄﾗｯﾌﾟされる)を別分析

■QuEChERS
法

■本法

●ミニカラム精製（固相抽出）により、精製効果をUP

●酸性農薬もPSAから再溶出し、同時分析が可能

●分析時間は同等（約10分）

★メリット

精製UP！



C18-30mg＋PSA-30mg

流出液

LC/MS/MS

分取 1mL （試料 1 g 相当）

定容（4 mL, 水で調製）

溶出 0.4%ギ酸含有ﾒﾀﾉｰﾙ（pH2.5）1mL

水 0.5mL

★分析時間：30分／4検体

C18-50mg

ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ 10 mL

ﾎﾓｼﾞﾅｲｽﾞ

抽出

NaCl（食塩） 1g

MgSO4（無水硫酸ﾏｸﾞﾈｼｳﾑ） 4g

ｸｴﾝ酸3Na2水和物 1g

撹拌（手で振とう 1分間）

遠心分離（3000rpm 5分間）

ｸｴﾝ酸水素2Na1.5水和物 0.5g

洗液 80%ﾒﾀﾉｰﾙ 1mL

固相抽出（精製）

分液ロートによる液液分配や
エバポレーターなどによる濃縮操作を省略化

試料 10g (穀類 5g + 水 10mL)

前処理フロー

★分析時間：10分/4検体



1. 抽出

塩 4種類

ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ 10 mL

ﾎﾓｼﾞﾅｲｽﾞ

NaCl 1g

MgSO4 4g

ｸｴﾝ酸3Na2水和物 1g

撹拌（手で振とう 1分間）

ｸｴﾝ酸水素2Na1.5水和物 0.5g

試料 10g (穀類 5g + 水 10mL)

②撹拌

①ﾎﾓｼﾞﾅｲｽﾞ



2. 塩析・脱水

③遠心分離
遠心分離
（3000rpm 5分間）

塩析・脱水

ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ層

試料層（ｵﾚﾝｼﾞ）

水層（pH 3）

逆さにしても混ざらない!!

★ 除去物質

水溶性の高い植物成分

糖類

水

塩析効果により農薬をｱｾﾄﾆ

ﾄﾘﾙ層へ移行させ、水溶性

成分や水を除去する。



3. ﾐﾆｶﾗﾑ精製①

分取 1mL （試料 1 g 相当）

流出液

溶出 0.4%ギ酸含有ﾒﾀﾉｰﾙ（pH2.5）1mL ①C18で低極性の夾雑物を除去し、PSAで脂

肪酸や色素等をし、農薬はスルーさせる。

固相C18

固相PSA

★ 除去物質

高級脂肪酸

色素

★一部の酸性化合物

がトラップされる

②ギ酸ﾒﾀﾉｰﾙにより、トラップされた酸性化合物の

pKaよりpHを下げることで非解離状態にし、PSA

から溶出する。

C18-30mg＋PSA-30mg

ｵﾚﾝｼﾞ ほうれん草 じゃがいも
分取 1mL

C18＋PSAに通液



C18 50mgに通液

流出液

LC/MS/MS

定容（4 mL, 水で調製）

水 0.5mL

洗液 80%ﾒﾀﾉｰﾙ 1mL

無極性の夾雑物はC18 ミニカ
ラムにトラップさせ、農薬はス
ルーさせる。

農薬

固相
C18

★除去物質

極性の低い植物成分

高級脂肪酸エステル類

クロロフィル

★LC分析カラム（ODS)の保護

4. ﾐﾆｶﾗﾑ精製②

ｵﾚﾝｼﾞ ほうれん草 じゃがいも水 0.5mL

C18-50mg



測定条件

装置 MS： 3200Q TRAP ® system （Applied Biosystems）

LC： Prominence（SIMADZU）

分析カラム Waters Atlantis®T3(ODS) T3 2.0*150mm 3.0μm

移動相 A：0.5mM酢酸ｱﾝﾓﾆｳﾑ水溶液

B：0.5mM酢酸ｱﾝﾓﾆｳﾑ含有メタノール

ｸﾞﾗｼﾞｴﾝﾄ条件 B conc.（%）；メソッド①②共通

20%（0-1min）→100%（1-17min）→100%（17-23min）→20%（23-30min）

分析時間 メソッド①30分（Positive＋），メソッド②30分（Negative－）

流速 0.2mL/min

注入量 5μL

イオン化モード ESI Positive/Negative

イオンスプレー電圧 5500V/-4500V

イオンソース温度 350℃

測定モード MRM（Multiple Reaction Monitoring）



酢酸ｱﾝﾓﾆｳﾑ濃度の検討 -感度-

★0.5mM酢酸ｱﾝﾓﾆｳﾑの面積値を100とした場合の各濃度における面積値

0
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＜50 50～60 60～70 70～80 80～90 90～100 100

成
分

数

0
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14

16

18

＜50 50～60 60～70 70～80 80～90 90～100 100

■Positive測定農薬 45成分 ■Negative測定農薬 17成分

0.5mMCH3COONH4 1mMCH3COONH4 2mMCH3COONH4 5mMCH3COONH4

面積値 面積値



酢酸ｱﾝﾓﾆｳﾑ濃度の検討 -感度-

Pesticides 0.5mM 1mM 2mM 5mM Pesticides 0.5mM 1mM 2mM 5mM

Abamectin 100 89 62 44 MilbemectinA4Na 100 82 58 78

Triticonazole 100 70 72 44 Methamidophos 100 96 85 78

Haloxyfop 100 83 62 54 Butafenacil 100 91 89 78

Dichlosulam 100 81 69 55 Chromafenozide 100 87 82 78

MilbemectinA3Na 100 79 67 56 Thiacloprid 100 88 86 78

Methoxyfenozide 100 83 67 56 Cyflufenamide 100 94 80 79

Fenobucarb 100 72 65 57 Pyriftalid 100 87 83 80

Cloransulam-methyl 100 77 69 61 Phenmedipham 100 90 87 81

Azinphos-methyl 100 76 75 62 Anilofos 100 87 86 81

Isoxaflutole 100 88 77 65 Oxycarboxin 100 87 86 82

Chloridazon 100 84 82 70 Ferimzone Z 100 86 83 82

Carbaryl 100 83 75 71 Pyrazolynate 100 72 83 82

Simeconazole 100 87 81 72 Azamethiphos 100 80 85 82

Lactofen 100 87 83 72 Imazaquin 100 85 79 82

Flumetsulam 100 79 75 73 Furathiocarb 100 90 85 83

Imidacloprid 100 85 77 73 Clothianidin 100 87 88 85

Thidiazuron 100 80 81 74 Iprovalicarb 100 96 89 85

Fenoxycarb 100 87 82 74 Benzofenap 100 89 85 85

Naproanilide 100 93 80 77 Cloquintocet-mexyl 100 91 87 85

Tralkoxydim 100 101 84 77 Forchlorfenuron 100 92 88 86

Indoxacarb 100 91 87 77 Ferimzone E 100 94 94 88

Acephate 100 92 83 77 Thiabendazole 100 89 86 88

Clomeprop 100 80 78 78 Dimethirimol 100 101 94 89

Methoxyfenozide 100 76 75 78 Thiamethoxam 100 94 82 93

■Positive測定農薬

40～49

50～59

60～69

70～79

★0.5mM酢酸ｱﾝﾓﾆｳﾑの面積値を100とした場合の各濃度における面積値



酢酸ｱﾝﾓﾆｳﾑ濃度の検討 -感度-

40～49

50～59

60～69

70～79

■Negative測定農薬

Pesticides 0.5mM 1mM 2mM 5mM

Fluroxypyr 100 86 63 42

4-CPA 100 76 62 50

Cloprop 100 75 60 51

Dichlorprop 100 85 66 54

MCPP 100 84 69 54

Tralkoxydim 100 77 66 55

Triclopyr 100 88 67 58

Acifluorfen 100 74 67 58

1-naphthaleneacetic acid 100 87 75 60

Fomesafen 100 90 84 65

Bromoxynil 100 84 77 67

Ioxynil 100 85 76 69

Naproanilide 100 91 85 78

Methoxyfenozide 100 92 91 83

oryzalin 100 97 88 83

MCPB 100 98 96 85

Thidiazuron 100 98 96 100

★0.5mM酢酸ｱﾝﾓﾆｳﾑの面積値を100とした場合の各濃度における面積値



添加回収試験

玄米 オレンジじゃがいもほうれん草

n=5，(%)■Positive測定

農薬名 RSD回収率 Spike
回収率

RSD回収率 Spike
回収率

RSD回収率 Spike
回収率

RSD回収率 Spike
回収率

98483885881035969038515.8Isoxaflutole30
794788948710311879379015.6Furametpyr29
7867488680968878558415.6Methabenzthiazuron28
7737098483925859048215.6Dimethirimol27
8538494389959889548915.5Primicarb26
94392104890847899859115.0Monolinuron25
917809048097169791342515.0Thiodicarb24
7747491491985909158914.6Carbaryl23
7327191484942879238414.5Tebuthiuron22
86581934909878310059514.1Carbofuran21
8858795291857829088814.0Bendiocarb20
7657286873966818167314.0Thidiazuron19
5875794690100101029048613.7Azamethiphos18
8257892785993968627913.6Dichlosulam17
761077887829098679136813.3Cloransulam-methyl16

880384294478903838146713.2Thiabendazole15
76679871184102129987128312.7Aldicarb14
5235067362934785655211.6Thiacloprid13
701065974891047936155611.4Oxycarboxin12
54848856748216675455010.9Chloridazon11
701371103687971097716729.8Clothianidin10
8256686577961171957829.8Imazaquin9
931096865911041092856769.6Imidacloprid8
9611699389199888102101007.9Thiamethoxam7
75674906911065838781247.6Methomyl6

136413188691123794110101027.5Flumetsulam5
9398296128696990947906.6Oxamyl4
97297964891046861005906.3Aldoxycarb3
934849238484456844694.0Acephate2
766707956481264735603.4Methamidophos1

RT



添加回収試験つづき

玄米 オレンジじゃがいもほうれん草

n=5，(%)■Positive測定

農薬名 RSD回収率 Spike
回収率

RSD回収率 Spike
回収率

RSD回収率 Spike
回収率

RSD回収率 Spike
回収率

84682901184986889358518.2Naproanilide60
1004981061386895788548618.1Indanofan59

9638989788935798848818.1Epoxiconazole58
82783886887556710479418.1Cyazofamid57
8518698692927849239218.0Triticonazole56
8127494783945968748417.9Simeconazole55
79173100384926939468817.9Chromafenozide54
6846495485924809648817.9Iprovalicarb53
5935791584985869239117.9Flufenacet52
52251924838610758778717.9Mepanipyrim51
5845810239484138710359317.8Butafenacil50
43543898881028888858817.7Cumyruron49
642618938711251058878717.6Chlorxuron48
4935080385952888438417.5Dymuron47
8557587284894829578617.4Methoxyfenozide46
8328093382822799448317.3Ferimzone EandZ45
85786106398756748759517.1Boscalid44
87588936909738910768517.0Acibenzolar-S-methyl43
96290101586954849869316.9Linuron42
6987092687895859488616.9Fenamidone41
62260915881016879238916.9Methiocarb40
69369904861003929058716.7Fenobucarb39
8338290688904829358816.6Azoxystrobin38
64563922841007908668116.6Pyriftalid37
8137984579893788858216.5Fluridon36
7957710210928647910199316.3Haloxyfop35
85671861179102151007488116.3Azinphos-methyl34
8277888780965879048216.2Phenmedipham33
94384947969068710489416.0Diuron32
8277893384986879078415.9Forchlorfenuron31

RT



添加回収試験つづき

玄米 オレンジじゃがいもほうれん草

n=5，(%)■Positive測定

農薬名 RSD回収率 Spike
回収率

RSD回収率 Spike
回収率

RSD回収率 Spike
回収率

RSD回収率 Spike
回収率

RT

919878412871039799038620.2Lufenuron89
94188174138477128381117920.2Teflubenzuron88
99487923761048998057620.1Clomeprop87
9078094481944888787520.1Furathiocarb86
945929058711331039268920.0Fenoxaprop-ethyl85
9048884383942869218820.0Oxaziclomefone84
886869748683786106108520.0Lactofen83
662183642977142488786139820.0Pentoxazone82
9178590776873879328319.9Benzofenap81

11191051007811068929457819.8Di-allate80
881190989828668184108819.7Cycloate79
9659210668510089210658319.6Novaluron78
821378761468125129580108019.5Hexaflumuron77
97695103793966919479219.3Pyrazolynate76

10469280129096991101149019.3Indoxacarb75
92388865831025879168419.3Pencycuron74
93691107987848759659419.2Clofentezine73
9118891589914859468819.0Pyraclostrobin72
9178686583986949759019.0Cyflufenamide71
88485806841077948498519.0Triflumuron70

10049491692985889289218.9Carpropamide69
8437790579948869868618.9Cyprodinil68

14325136283580707679158618.8Imazalil67
9438786578855849047918.7Anilofos66
7046895885922868859118.5Tetrachlorvinphos65

1252910712231751172311264167318.3Iprodione64
1106100917869979592118818.3Fenoxycarb63

81484869879249893109018.3Tebufenozide62
1191110810210921012973108157818.2Diflubenzuron61



添加回収試験つづき

玄米 オレンジじゃがいもほうれん草

n=5，(%)■Positive測定

農薬名 RSD回収率 Spike
回収率

RSD回収率 Spike
回収率

RSD回収率 Spike
回収率

RSD回収率 Spike
回収率

RT

9418158712129519139074424.5Silafluofen
10

3

8848980684995888498524.2Tridemorph
10

2

8548296383105129810238323.9Spinosyn D
10

1

912908497810011958787623.1Spinosyn A
10

0

9878411024881081875146178822.5MilbemectinA4Na99

13315871471912198127894219222.1Abamectin98

7386041602414271104844621.9MilbemectinA3Na97

909829078511514968488321.3Tralkoxydim96

8857754339985949628221.1Fenpyroximate E or Z95

96394746597811676696320.6Hexythiazox94

86786721169925839687820.6Flufenoxuron93

9749098586883859458020.4Cloquintocet-mexyl92

9479291882865808678420.2Aramite91

＊各農薬を試料中濃度0.1ppmとなるように添加し、本法に従い分析を行ったときのそれぞれの添加回収率(%)

120％以上

70～120％

50～70％

0～50％未満

回収率



添加回収試験

玄米 オレンジじゃがいもほうれん草

n=5，(%)■Negative測定

農薬名 RSD回収率 Spike
回収率

RSD回収率 Spike
回収率

RSD回収率 Spike
回収率

RSD回収率 Spike
回収率

RT

7437085267995857566612.5Triclopyr18

69264972871044898867816.6Tralkoxydim(Isomer1and2)17

7347288579874798847813.7Thidiazuron16

78377955901012899859117.3Oryzalin15

8918387381903678948117.6Naproanilide14

5985179675766647137110.7Naphthaleneacetic acid13

7927482579842788647816.9Methoxyfenozide12

1146112976791141989448612.9MCPP11

6866886679965909748414.9MCPB10

7627290377955798547512.0Ioxynil9

6056184371904748537514.8Fomesafen8

10428987875998921003908.2Fluroxypyr7

112910083472904878877613.1Dichlorprop 26

99397882761042889068113.0Dichlorprop 15

1174106885799938810359310.6Cloprop4

90382944791066879548410.1Bromoxynil3

85581896771025928948214.7Acifluorfen2

942898857286773983839.24-CPA1

＊各農薬を試料中濃度0.1ppmとなるように添加し、本法に従い分析を行ったときのそれぞれの添加回収率(%)



ACN 10 mL

ﾎﾓｼﾞﾅｲｽﾞ

抽出

NaCl（食塩） 1g

MgSO4 4g

ｸｴﾝ酸3Na2水和物 1g

撹拌（手で振とう 1分間）

遠心分離（3000rpm 5分間）

ｸｴﾝ酸水素2Na1.5水和物 0.5g

試料 10g （＋水 5mL)

前処理フロー（冷凍ギョーザ）

C18-50mg＋PSA-30mg

流出液

LC/MS/MS

アセトニトリル層分取 0.5mL（試料0.5g相当）

定容（4 mL, 水で調製）

0.4%ギ酸含有ﾒﾀﾉｰﾙ1mL

水 0.5mL

C18-50mg

洗液 80%ﾒﾀﾉｰﾙ 1mL

LC前処理

（QuEChERS法と起橋法を参考）

分液ロートによる液液分配や
エバポレーターなどによる

濃縮操作を省略化

洗液 アセトニトリル 0.5mL



冷凍ギョーザ添加回収試験結果

spike回収率(%)RSD(%)
添加平均回
収率(%)

RT
(min)Sample Name

6676017.3Mepanipyrim9859315.2Furametpyr

5565617.3Iprovalicarb9739015.1Dimethirimol
4464417.3Chromafenozide9828915.1Primicarb

982111017.2Parathion-ethyl (Parathion)9638415.1Methabenzthiazuron

72128117.2Butafenacil8768514.6Monolinuron

9669217.2Phenthoate9977814.6Thiodicarb
8458417.0Chlorxuron9138914.2Tebuthiuron

9197917.0Cumyruron9048714.2Carbaryl

9719216.9Dymuron9349514.2Fosthiazate

9139216.8Methoxyfenozide8639313.8Carbofuran
114309516.7Thiometon9139313.7Bendiocarb

9219416.7Ferimzone EandZ9468213.7Thidiazuron

9169216.6Tralkoxydim9089313.4Azamethiphos

8278116.5Boscalid8948012.9Thiabendazole
92118016.5Acibenzolar-S-methyl8287612.9Dichlosulam

8968916.4Fenamidone1151310012.6Cloransulam-methyl

9018716.4Methiocarb114129612.4Aldicarb

157527916.3Fenitrothion8558811.5Thiacloprid
95107916.3Linuron8349011.3Oxycarboxin

8738616.2Fenobucarb7617810.8Chloridazon

9049316.1Azoxystrobin7413809.7Clothianidin

9358816.1Pyriftalid928979.5Imidacloprid

10339915.9Fluridon1086809.3Imazaquin
9179215.8Azinphos-methyl983877.9Thiamethoxam

8949015.7Phenmedipham9671007.6Methomyl

97825615.6Parathion-methyl788837.2Flumetsulam

9569815.5Forchlorfenuron8919906.7Oxamyl
7838515.5Diuron876916.3Aldoxycarb

9759715.3Isoxaflutole923834.2Acephate

86119115.3Haloxyfop812693.5Methamidophos

spike回収率(%)RSD(%)
添加平均回
収率(%)

RT
(min)

n=5

Sample Name

■Positive測定



冷凍ギョーザ添加回収試験結果つづき

spike回収率(%)RSD(%)
添加平均回
収率(%)

RT
(min)Sample Name

spike回収率(%)RSD(%)
添加平均回
収率(%)

RT
(min)

n=5

98504722.0Tridemorph9648618.6Pyrazolynate

9016921.9Silafluofen9448518.6Pencycuron

100375321.8Spinosyn D116310018.5Indoxacarb

92196121.5Spinosyn A8236818.5Clofentezine

111148821.1MilbemectinA4Na9159318.3Cyflufenamide

94166221.1MilbemectinA49128718.3Pyraclostrobin

15778620.8MilbemectinA39148518.3Triflumuron

8298020.8Abamectin9038318.3Cadusafos

6775820.8MilbemectinA3Na9368018.2Cyprodinil

7565620.2Fenpyroximate E or Z7257418.2Carpropamide

151206620.0Prothiofos90207918.1EPN

7845719.8Hexythiazox110411318.1Anilofos

8997419.7Flufenoxuron95109318.1Imazalil

9058219.5Cloquintocet-mexyl9448517.8Pyraclofos

9539219.4Furathiocarb9558717.8Tetrachlorvinphos

10259119.4Aramite9659217.7Tebufenozide

84168819.4Teflubenzuron94227117.7Iprodione

9138719.4Propaquizafop9448917.7Diazinon

7677919.4Lufenuron91169817.6Diflubenzuron

8267219.4Clomeprop9849517.6Fenoxycarb

1021811119.2Pentoxazone8858917.6Naproanilide

112710119.2Fenoxaprop-ethyl9339117.5Etrimfos

10238519.2Oxaziclomefone8247517.5Edifenphos

9488419.2Lactofen166517017.5Epoxiconazole

8776719.2Chlorpyrifos10539817.5Indanofan

9729219.1Benzofenap9489417.5Cyazofamid

10487819.0Cycloate128810917.4Fenthion

86127719.0Di-allate187617717.4Triticonazole

8738718.8Novaluron9059417.3Simeconazole

104128118.7Hexaflumuron8558317.3Flufenacet

Sample Name

■Positive測定



冷凍ギョーザ添加回収試験結果

n=5

10019417.6Naproanilide

7667517.3Oryzalin

9729816.9Methoxyfenozide

9848316.6Tralkoxydim(Isomer1and2)

9059114.9MCPB

101410314.8Fomesafen

7988214.7Acifluorfen

8748413.7Thidiazuron

8097813.1Dichlorprop 2

8838213.0Dichlorprop 1

9648912.9MCPP

7967712.5Triclopyr

9418412.0Ioxynil

73106810.7Naphthaleneacetic acid

8568410.6Cloprop

9949010.1Bromoxynil

833689.24-CPA

867708.2Fluroxypyr

spike回収率(%)RSD(%)
添加平均回収率

(%)
RT (min)Sample Name

■Negative測定

有機リン系農薬
（追加分）

70～120％

50～70％

0～50％未満

回収率

120％以上



回収率分布
（単位：成分）

119119119119合計

3101120-

9410911110570-120

1967950-70

3314ND, 0-50

回収率(%)

0.1ppm0.1ppm0.1ppm0.1ppm試料中濃度

オレンジ玄米ジャガイモほうれん草作物

138

2

118

15

3

0.1ppm

冷凍ギョーザ

有機リン系農薬
19種追加



まとめ

抽出法をQuEChERS法と起橋法を参考にし、試料ﾎﾓｼﾞﾅｲｽﾞ後に数種の塩を添加し、遠心分離を

用いたことにより、従来の吸引ろ過法と比べて抽出行程の大幅な効率化が図れた。

食塩と無水硫酸Mgの添加により塩析・脱水も同時に行え、またクエン酸塩（pH5～5.5）を用いる

ことで酸性農薬も中性・塩基性農薬と同時抽出が可能になった。

バッチ精製（脱着）ではなく、固相ミニカラム精製（分離・分配）を用いたことで、精製効果が高ま

り、マトリックス効果の低減が図れた。（spike回収率を参照）

代表的な4作物の添加回収試験（n=5）において、119成分中94成分以上が回収率70%～120%以

内、 回収率が50%未満の農薬は4成分であった。ネガティブモードはすべてRSDが10%未満、ポ

ジティブモードもRSDが20%以上は4成分と良好な結果が得られた。

QuEChERS法を参考にした抽出法と固相ミニカラムによる精製を組合わせたことで、濃縮操作の

無いより簡便で迅速な（40分/4検体）、一斉分析法を構築できた。



謝辞

アプライドバイオシステムズジャパン株式会社様

関東化学株式会社様

Michelangelo Anastassides,http://www.quichers.com

Masahiro Okihashi, Food 1 (2007) 101-110

永井雄太郎他, 第30回農薬残留分析研究会講演要旨 102-110

参考文献



通知法Ⅰ法 LC/MS(MS)一斉分析法

試料 20g

LC/MS（MS）：濃縮液濃縮液

定容・分取

C18 (1000mg)

ENVI-Carb / LC-NH2

（500mg/500mg）

吸引ろ過

（穀類、豆類、
種実類の場合使用）

ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ50mLで抽出

ﾎﾓｼﾞﾅｲｽﾞ

液液分配（ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ/水）
トルエン：アセトニトリル(1:3)

20mLで溶出・精製

リン酸緩衝液（pH7)でpH調整
後、塩析

脱水
無水硫酸Naを加えて脱水

ろ過

ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙで100mLに定容後、

20mL分取（試料4g相当）

減圧濃縮

減圧濃縮・N2乾固

ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ層分取 アセトン10mL

減圧濃縮 + N2乾固

メタノール 4mLに溶解



通知法Ⅱ法 LC/MS(MS)一斉分析法

試料 20g

LC/MS（MS）：濃縮液濃縮液

定容・分取

C18 (1000mg)

SI （500mg）

吸引ろ過

（穀類、豆類、
種実類の場合使用）

ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ50mLで抽出

ﾎﾓｼﾞﾅｲｽﾞ

液液分配（ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ/水）

ｱｾﾄﾝ：ﾍｷｻﾝ：ﾄﾘﾒﾁﾙｱﾐﾝ（20:80:0.5) 12mL

で洗浄

ｱｾﾄﾝ：ﾒﾀﾉｰﾙ（1:1) 20mLで溶出・精製

0.01mol/L塩酸（pH2)でpH調
整後、塩析

脱水
無水硫酸Naを加えて脱水

ろ過

ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙで100mLに定容後、

20mL分取（試料4g相当）

減圧濃縮

減圧濃縮・N2乾固

ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ層分取 アセトン10mL

減圧濃縮 + N2乾固

メタノール 4mLに溶解



通知法の写真（ほうれん草）

最終測定サンプル

Ⅰ法

Ⅱ法

液液分配（pH7)

液液分配（pH2)

ENVIcarb/NH2 精製

SI 精製

精製後のサンプル

使用後のカラム

左：Ⅰ法、右：Ⅱ法



通知法の結果（ほうれん草）

7235289116917.0Ferimzone EandZ24
891829077716.4Fenobucarb23
82－09658316.3Pyriftalid21
7446285－016.2Dichlosulam22
85173110228116.2Azinphos-methyl20
823539927915.8Phenmedipham18
8136582－015.7Cloransulam-methyl19
7756786191115.5Forchlorfenuron17
7756786191115.5Flumetsulam16
598738727515.4Isoxaflutole15
806528746615.2Dimethirimol14
775018637314.2Carbaryl13
68113482－113.5Thidiazuron12
8417318237513.2Azamethiphos11
6664983－012.8Imazaquin10
886189317212.7Thiabendazole9
572537747711.1Thiacloprid8
6913198747411.0Oxycarboxin7
637418057210.3Chloridazon6
711466877719.2Clothianidin5
81477965829.0Imidacloprid4
87571901747.3Thiamethoxam3
56720882503.5Acephate2
60415924463.0Methamidophos1

spikeRSD(%)回収率spikeRSD(%)回収率RT

通知法Ⅱ通知法Ⅰ

n=3，(%)

■Positive測定

＊各農薬を試料中濃度0.05ppmとなるように添加し、それぞれの方法で分析を行ったときの添加回収率(%)

＊赤字は通知法Ⅱ法で分析する農薬



通知法の結果（ほうれん草）
n=3，(%)

■Positive測定続き

90－08757321.9MilbemectinA448

211436576221.4MilbemectinA347

2191973386521.3Abamectin45

1211828837820.2Cloquintocet-mexyl44

6917309137820.1Clomeprop43

801828837519.9Furathiocarb41

7514108957519.8Lactofen42

1093529508019.7Benzofenap38

7736884－019.4Haloxyfop39

8317309158519.1Indoxacarb35

7617308147019.1Pyrazolynate37

772339167519.0Tralkoxydim33

7813808978318.8Cyflufenamide34

742628647718.5Anilofos32

761638518018.2Fenoxycarb31

804119268018.2Naproanilide30

813468847717.6Simeconazole29

805218847817.5Iprovalicarb28

756618847517.4Chromafenozide27

71－08647617.4Butafenacil26

78758778017.0Methoxyfenozide25

spikeRSD(%)回収率spikeRSD(%)回収率RT

＊各農薬を試料中濃度0.05ppmとなるように添加し、それぞれの方法で分析を行ったときの添加回収率(%)

通知法Ⅱ通知法Ⅰ

＊赤字は通知法Ⅱ法で分析する農薬



通知法の結果（ほうれん草）
n=3，(%)

spikeRSD(%)回収率spikeRSD(%)回収率RT

通知法Ⅱ通知法Ⅰ

7056678173019.1Acifluorfen17

7426181173318.9Fomesafen16

78268817118.5MCPB15

732299066718.5Tralkoxydim(Isomer1and2)14

653618617818.1Naproanilide13

8026782－017.8Dichlorprop12

7816688－017.6MCPP11

77－08417417.6Oryzalin10

7826281－017.3Triclopyr9

61－08717716.9Methoxyfenozide8

684648532116.2Ioxynil7

687598187115.3Cloprop6

6485569－014.81-naphthaleneacetic acid5

6836282－014.4Bromoxynil4

9227184－014.24-CPA3

65142584－013.4Thidiazuron2

9166877173012.2Fluroxypyr1

■Negative測定

＊各農薬を試料中濃度0.05ppmとなるように添加し、それぞれの方法で分析を行ったときの添加回収率(%)

＊ピンク字は通知法Ⅰ法で分析する農薬



通知法とAISTI法のコストおよび時間比較

25分合計165分合計

10分分取後75分Ⅱ法

15分抽出90分Ⅰ法（抽出込み）前処理時間

1190円合計1440円合計

400円PSA(50mg)440円SI（500mg)

400円C18（50mg)1000円価格
ENVicarb/NH2

（500/500mg)使用カラム

ｸｴﾝ酸水素2Na1.5水和物
200mL合計

20ﾍｷｻﾝ

20ﾒﾀﾉｰﾙ

20mL合計

20ｱｾﾄﾝⅡ法

1gｸｴﾝ酸3Na2水和物

4ﾒﾀﾉｰﾙ

4g無水硫酸Mg

10ﾄﾙｴﾝ

3ﾒﾀﾉｰﾙ15ｱｾﾄﾝ

4ｱｾﾄﾝ30ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙⅠ法

12ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ（抽出）80ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ抽出（共通）溶媒使用量

AISTI法通知法■１検体（n=1）前処理を行った場合

1g食塩

0.5g

390円C18（30mg)

30円



通知法の測定で確認された現象①

①Method2測定前（Method1も測定前）のSt50、25、10ppb
■MCPB

②Method2の添加試料（n=3)
RTが前にずれて、ﾋﾟｰｸ形状も崩れてきている。

③Method2測定後のSt50、25、10ppb
元のRTに徐々に戻り、形状もまた良くなってきている。

今回、通知法Ⅱ法で前処理を行ったサンプルを測定すると、
特定の農薬に、保持時間（RT)が前にずれて、ピーク形状
も除々に悪化する現象が確認された。ネガティブモードで
測定している17成分中、13成分で同じ現象が見られた。
Ⅱ法のサンプル測定前のStandardは保持時間の再現性も

ピーク形状もまったく問題ないことと、Ⅱ法のサンプル測定
後のStandardが除々に元に戻っていることから、前処理で除
去できなかった夾雑成分が実サンプル測定時に分析カラムに
吸着し、目的物質のカラムへの保持に影響を及ぼしているの
ではないかと推察された。通知法Ⅱ法で前処理を行い、多検
体を測定する場合、実サンプル測定前と測定後のStandardで
再現性が取れなくなる可能性が示唆された。



通知法の測定で確認された現象②

①Method2測定前（Method1も測定前）のSt50、25、10ppb
■Cloprop

②Method2の添加試料（n=3)
RTが前にずれて、ﾋﾟｰｸ割れを起こしている。

③Method2測定後のSt50、25、10ppb
元のRTに徐々に戻り、形状もまた良くなってきている。



SAIKA-SPEの構造

カートリッジ

固相（充填剤）
例；C18, PSA

フリット

フリット止め

接続部

接続部

従来の固相カートリッジは、試料導入部

が開放系になっている注射筒タイプと、

接続系になっているコマタイプの2種類

がありますが、その両者の長所を兼ね

備え、短所を克服した新しい固相カート

リッジ「SAIKA-SPE」を開発しました。

より早く、確実な結果を得るために。

合理的、効率的発想から生まれたユニークな形状。



従来の固相カートリッジの問題点

■ 水分除去操作時の確実性
水環境分析などの前処理では、よく固相カートリッジ中の

水分を除去するために吸引感想の操作を行います。従来

の固相カートリッジは、その構造上、水分が残りやすくなり

ます。

■ 連結機能
従来の注射筒タイプの固相カートリッジを連結させる場合

はアダプターを必要とします。また、固相と固相の間の

デッドスペースが大きくなり、空気が固相へ入り込む恐れ

があります。

●注射筒タイプ

●コマタイプ



ストレート構造

SAIKA-SPEは内部が流体的に直線的な構造

■ 従来よりも水分が残りにくく、吸引乾燥が迅速

に行える。

■ 試料や溶液がスムーズに流れ、それらの残存

による影響を受けにくい。

作業効率の大幅な向上



連結

さまざまな分析シーンの能率をアップさせる、
画期的で柔軟なシステム。

● カートリッジはアダプターを用いなくても

容易に連結可能

● 連結間のデッドボリュウムが小さいため、

気泡（空気）をかみにくい。

● 連結した場合でも試料および溶液が直

線的にスムーズに流れる。

● 溶出のバンドを崩しにくい。

C18, PLS3 等

PSA, SI 等



機能

□ デッドボリュウムが小さい

□ 空気吸引または押し出し乾燥による水分除去が早い

□ 試料や溶液がスムーズに流れる直線的構造

□ 注射器なども直接つなげられる

□ 容易に連結できる

□ 10-50mgという少量の固相充填に対応

□ 容器のサイズを自由に変えられる

□ 従来の固相カートリッジにも連結できる

従来の問題点を飛躍的に改善。
固相カートリッジの進化系。


