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要約

多くのさまざまな⻝料品に含まれる何百もの残留農薬の検出、定量、同定には、信頼性の⾼い分析法が必要です。この

アプリケーションノートでは、200 種類を超える農薬を測定するためのガスクロマトグラフィー-タンデム質量分析（

GC-MS/MS）に基づく包括的分析法の開発とバリデーションについて説明します。キュウリの抽出物は、Quick（迅速

）、Easy（簡単）、Cheap（安価）、Effective（効果的）、Rugged（頑健）、Safe（安全）、いわゆる QuEChERS 

のバージョンのうちの 1 つを使⽤して前処理しました。これには、分散固相抽出（dSPE）ステップが含まれ、続いて 

GC-MS/MS による測定を⾏いました。⼤気圧ガスクロマトグラフィー（APGC）を⽤いる GC-MS/MS を使⽤すること

で、残留農薬分析での選択性と特異性の点で、電⼦イオン化（EI）よりも⼤幅に性能が向上することが⽰されています

。APGC Xevo™ TQ-XS システムは極めて感度が⾼いことが実証され、注⼊量が 1 µL であっても、0.001 mg/kg の濃度

の分析種すべてが確実に検出されることが実証されました。この分析法は、SANTE ガイドライン⽂書を使⽤して、キ

ュウリで正常にバリデーションされました。スパイクサンプルの分析結果により、ほとんどすべての分析種の回収率お

よび再現性それぞれが、必要な許容範囲内であることが⽰されました。この分析法は、⾼感度、特異的、正確であり、

農産物中の広範な GC 分析が可能な農薬残留物の測定、最⼤残留物レベル（MRL）への適合の確認に適しており、はる

かに低濃度で測定できる可能性があります。

アプリケーションのメリット
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APGC システムによって極めて⾼い感度が得られ、⻝品の残留農薬分析でのニーズを満たす■

1 µL のアセトニトリル抽出物をスプリットレス注⼊することにより、⼗分な感度が達成■

同じタンデム質量分析（MS/MS）システムを UPLC™ と組み合わせて使⽤できるため、APGC によってラボの柔軟

性が向上

■

はじめに

農薬として⼀般的に知られている植物保護製品は、害⾍、雑草、病気をコントロールするために使⽤されます。⻝品や

飼料の⽣産に使⽤される農作物に対してこれらの製品を使⽤することに起因する残留農薬は、公衆衛⽣上のリスク要因

となり、取引を妨げる可能性があります。農産品には、MRL（許容範囲）が規定されています。⼀部の国（EU、⽇本

など）では、MRL の施⾏に使⽤される分析法で達成可能な定量限界（LOQ）に等しい「既定の MRL」システムが運⽤

されており、この値が MRL 法令で明⽰的に⾔及されていない農薬に適⽤されます。この既定の MRL の値は通常 0.01 

mg/kg です。MRL への準拠は、農産物中の残留物をモニターすることで確認されます。通常、政府は残留農薬検査プ

ログラムを運⽤し、⻝品業界や受託検査ラボ側も、農産物、成分、最終⻝品中の残留農薬のレベルを確認する試験を実

施しています。

多くのさまざまな⻝料品に含まれる何百もの残留農薬の検出、定量、同定には、信頼性の⾼い分析法が必要です。⻝品

中の残留農薬の測定に携わるすべてのラボにとっての主要な推進要因は、最もコスト効率の⾼い⽅法で、関連濃度の対

象化合物を正確に測定することです。ラボではキャパシティーおよび効率の問題に常に対処し、サンプルスループット

の要件に対応して報告下限をますます低くする必要があります。多成分残留物分析法の実施は、クリーンアップに制限

がある汎⽤的な抽出（例：QuEChERS）に依存しており、ガスクロマトグラフィーと液体クロマトグラフィーの両⽅を 

MS/MS と組み合わせて使⽤する測定が、分析の適⽤範囲を拡⼤するだけでなく、その有効で効率的な実施に⼤きく貢

献しています。 

残留農薬分析を実施するラボでは、必須の分析種の範囲をカバーするために、液体クロマトグラフィー（LC）を補完す

るために、ガスクロマトグラフィー（GC）が必ず必要になろうとしています。GC は、揮発性、⾮極性、低極性の農薬

を測定するための強⼒な⼿法です。MS/MS を使⽤して⻝品中の GC 分析が可能な農薬を測定することで、⾼い選択性

と感度が得られ、クロマトグラフィーでの⼲渉を最⼩限に抑えることができます。GC-MS/MS で最も⼀般的なイオン化

⼿法は、幅広い有機化合物の測定が可能になる EI です。ただし、著しいフラグメント化によって、イオン電流が低強

度の多くのイオンに分散し、特異性の低いフラグメントイオンが形成されることにより選択性が低下するため、感度が

低下します。APGC を利⽤した GC-MS/MS を使⽤することで、残留農薬分析での選択性と特異性の点で、EI よりも⼤

幅に性能が向上することが⽰されています1-4。 MS/MS での MRM トランジションのプリカーサーイオンとして、分⼦/

プロトン化イオンまたは⾼質量フラグメントイオンのいずれかを選択すると、選択性と感度が向上します。 
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この試験の⽬的は、QuEChERS の後に APGC を搭載した Xevo TQ-XS を使⽤した GC-MS/MS により残留農薬を測定す

る分析法の性能を実証することでした。QuEChERS は、遠⼼チューブ内での迅速な溶媒ベースの抽出の使⽤に続いて

、多くの場合 dSPE によるクリーンアップを⾏う多⽤途の⾼い効率的なアプローチであり、GC-MS/MS による抽出物の

分析と組み合わせるのに適しています。 

 

実験⽅法

サンプルの前処理、抽出、クリーンアップ

キュウリのサンプルは現地の⼩売業者から購⼊しました。これをフードプロセッサーで直ちに均質化し、使⽤するまで

冷凍保存しました。さらに、キュウリピューレの品質管理物質（T19290QC）は FAPAS から購⼊しました。サンプル

は、CEN QuEChERS メソッドを使⽤して抽出しました5。 使⽤したサンプル抽出およびクリーンアップの⼿順の詳細の

概要は、図 1 に⽰されています。

図 1.  キュウリ中の残留農薬のサンプル前処理とクリーンアップの詳細の概要
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GC 多成分残留農薬キット（Restek 製品番号 32562）を使⽤して作業溶液を調製し、マトリックスマッチドキャリブレ

ーション標準試料を作成するとともに、キュウリの被験サンプルにスパイクしました。キャリブレーション標準試料は

、0.0005 〜 0.10 mg/kg の範囲で調製しました。 

GC 条件

GC システム： Agilent 7890A

オートサンプラー： CTC CombiPal

洗浄溶媒： 洗浄液 1：酢酸エチル

洗浄液 2：アセトニトリル

GC カラム： Restek Rxi-5Sil MS（30 m × 内径 0.25 mm × 0.25 

µm フィルム）

キャリアガス： ヘリウム

オーブンプログラム： 90 ℃ で 1 分間、8.5 ℃/分で 330 ℃ まで上昇させ、5 

分間ホールド

ガス流量： 2 mL/分（定流量モード）

注⼊⽅法： パルスドスプリットレス

インレットの温度： 250 ℃

パルス時間： 1.2 分

パルス圧⼒： 32 psi

パージ流量： 30 mL/分

セプタムパージ流量： 3 mL/分
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インレットライナー： Restek Topaz 内径 4.0 mm シングルテーパーインレ

ットライナー、ウール付き

注⼊量： 1 µL

メイクアップガス： 窒素 350 mL/分

トランスファーライン温度： 280 ℃

MS 条件

質量分析計： Xevo TQ-XS

イオン源の種類： APGC 2.0、モディファイヤーとして⽔を使⽤

イオン源温度： 150 ℃

トランスファーライン温度： 280 ℃

コロナ電流： 2.0 µA

補助ガス流量： 200 L/時間

コーンガス流量： 265 L/時間

データ管理

MS 取り込みソフトウェア： MassLynx™ v4.2

定量ソフトウェア： TargetLynx™ XS

203 種類の農薬およびその代謝物⽤の GC-MS/MS メソッドを、Quantopedia™ データベースを使⽤して作成しました

。これによって、トランジションやコリジョンエネルギーなどの化合物固有の MS パラメーターの⼀覧から MS 取り込

みメソッドと解析メソッドが⾃動的に作成されます。このメソッドに含まれる化合物のリストは付録に記載されていま
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す。

分析法のバリデーション

バリデーションは、ストリームしたキュウリの繰り返し分析によって⾏いました。次の要素を評価しました：選択性、

感度、キャリブレーショングラフの特性、回収率、室内再現性（RSDr）。回収率および再現性は、EU の MRL 既定値

（0.01 mg/kg）およびその 1/10 （0.001 mg/kg）の 2 つの濃度での 5 回の繰り返し分析を使⽤して測定しました。さ

らに、品質管理物質（T19290QC）を 5 回繰り返して調製および分析し、結果を FAPAS によって提供される割り当て

値と⽐較しました。

結果および考察

図 2 に、選択した分析種のクロマトグラフィーが⽰されています。デュエルタイムは⾃動的に計算され、精密に測定す

るため各ピークに少なくとも 12 のデータポイントを確保しました。

図 2.  キュウリのマトリックスマッチド標準試料中の⼀部の分析種（0.001 mg/kg）の分析で得られたク

ロマトグラム
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アセトニトリルは膨張体積が⼤きく、そのために従来のスプリットレス注⼊で使⽤できる注⼊量が制限され、感度に影

響します。この問題は、トルエンなどの別の溶媒への溶媒交換を使⽤するか、異なる設計のインジェクターに切り替え

ることで回避できますが、溶媒ベント付きの昇温気化型注⼊⼝（PTV）、つまり使いやすい従来のスプリットレス注⼊

ユニットを⽤いて、アセトニトリルを 1 µL 注⼊して⼗分な感度を達成する機能は、魅⼒的なオプションです。

この分析法の感度を、最低濃度（0.0005 mg/kg）で調製したマトリックスマッチド標準試料のレスポンスを評価し、

ブランク試料のレスポンスを考慮して、評価しました。この分析法での 203 種類の分析種のうち、2 種類（アセキノシ

ルおよびアルドリン無⽔物）が検出されず、1 種類を除いて残りすべての化合物が 0.0005 mg/kg で検出できました。

これらの分析種の 85% は、それらのレスポンスから、はるかに低い濃度で検出できる可能性があることを⽰していま

した。図 3 に、キュウリのマトリックスマッチド標準試料に含まれる農薬の⼀部の分析種（0.001 mg/kg）を分析して

得られたクロマトグラムが⽰されています。このことは、APGC アプローチの感度が極めて⾼く、注⼊量が 1 µLであっ

ても、⾮常に低い濃度のすべての分析種が⾼い信頼性で検出できることを実証しています。 

図 3.  キュウリのマトリックスマッチド標準試料中の⼀部の農薬（0.001 mg/kg）の分析で得られたクロ

マトグラム

各分析種の最低キャリブレーションレベル（LCL）を、キャリブレーショングラフ特性を評価して、確⽴しました。レ

スメトリンに対する性能は、キャリブレーショングラフが濃度範囲全体での残差が不良（> 20%）で、測定係数（r2

）が 0.96 であることから、半定量的と⾒なしました。低濃度のデータポイントは、残差が不良（> 20%）であること

から、次の分析種のキャリブレーショングラフから除外し、LCL の値をそれに合わせて調整しました：カプタホール

（0.005 mg/kg）、クロロタニル（0.005 mg/kg）、op DDT（0.005 mg/kg）、フォルペット（0.001 mg/kg）、イソ
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ドリン（0.001 mg/kg）。これらの調整後、レスメトリン以外のすべての分析種は、SANTE の許容範囲 ±20% 以内に

⼗分に⼊る残差を⽰しました6。カプタホール（r2 = 0.98）以外、すべての分析種のグラフで r2 値は 0.99 を上回りまし

た。キュウリのマトリックスマッチド標準試料中の⼀部の農薬の分析で得られたブラケットキャリブレーショングラフ

が図 4 に⽰されています。

図 4.  キュウリのマトリックスマッチド標準試料中の⼀部の農薬の分析で得られたキャリブレーショングラフ

TargetLynx を⽤いて同定基準、保持時間、イオン⽐を算出し、フラグを付けました。各スパイクサンプルに検出され

た各分析種の保持時間とイオン⽐は、レファレンスであるキャリブレーション標準試料の保持時間とイオン⽐に対応し

ている必要があります6。 すべての分析種の保持時間が許容範囲 ±0.1 分以内であることがわかりました。0.001 

mg/kg になるようにスパイクしたサンプルの分析で得られたイオン⽐は、分析種の 97% について同じ配列に由来する

キャリブレーション標準試料の平均値の ±30% 以内であり、例外はクロロネブ、シクロエート、ジフェニルアミン、

2, 3, 5, 6-テトラクロロアニリン、テトラメトリンでした。0.01 mg/kg のスパイクの分析データから得られたイオン⽐

は、すべての分析種について許容範囲内でした。

回収率は、2 つの濃度での 5 回の繰り返しスパイクの分析で得られたデータを使⽤して評価しました。SANTE ガイド

ラインでは、試験した各添加濃度の平均回収率は 70% 〜 120% と指定されています6。 0.001 mg/kg のスパイクの分

析の結果から、分析種の 94% がその許容範囲内であることが⽰されました。例外は、アジンフォスメチル（58%）、
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カプタホール（64%）、クロルフェナピル（69%）、クロロタロニル（156%）、op DDT（10%）、レスメトリン（

定量不良により結果なし）でした。より⾼濃度の 0.01 mg/kg では、カプタホール（69%）のみがわずかに許容範囲外

であり、レスメトリン（74%）の結果はキャリブレーションの不良によるものと考えられます。回収率の結果のサマリ

ーが図 5 に⽰されています。 

図 5.  0.001 mg/kg および 0.01 mg/kg になるようにスパイクしたキュウリの分析から得られた回収率（%）のサマリー

（op DDT およびクロロタロニルの極端な値（それぞれ 10% および 156%）は⽰されていません）

この分析法の再現性（RSDr）も満⾜できるものでした。SANTE ガイドラインでは、試験するスパイク濃度での RSDr 

は 20% 以下である必要があると規定されています6。 0.001 mg/kg では、分析種の 99% がこの許容範囲内でした。例

外は op DDT（34%）とイソドリン（23%）でした。より⾼い濃度の 0.01 mg/kg では、すべての分析種が RSDr ≤ 

20% の値を⽰しました。再現性の結果のサマリーが図 6 に⽰されています。
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図 6.  0.001 mg/kg および 0.01 mg/kg になるようにスパイクしたキュウリの分析から得られた再現性（%RSDr）のサ

マリー

キュウリピューレのレファレンス物質（T19290QC）を分析し、分析法の性能をさらに評価しました。測定値は、5 種

類の分析種の割り当て値とよく⼀致しており、再現性は良好でした（表 1）。トリルフルアニド（0.049 mg/kg）の平

均値は、割り当て値（0.081 mg/kg）よりはるかに低い値でしたが、±2 z-スコア（0.040 〜 0.103 mg/kg）の濃度範

囲内でした。これらの測定値は、良好な再現性（RSD 5.8%）を⽰しました。トリルフルアニド、安定性の問題に関連

しており、サンプルを解凍しする場合のサンプル前処理の間、および PSA 吸着剤を使⽤するときの dSPE クリーンア

ップの間に、急速に分解することが⽰されています7,8。
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表 1.  キュウリピューレのレファレンス物質の分析で得られた農薬の測定値と割り当て値の⽐較

結論

このアプリケーションノートでは、GC-MS/MS（APGC を搭載した Xevo TQ-XS）を使⽤する残留農薬測定のための⾼

感度で正確な多成分残留物分析法について説明します。この分析法により、⼀般的な MRL を⼤幅に下回る濃度で信頼

性の⾼い定量を⾏うことができ、キュウリに含まれる 200 種類の農薬について、SANTE ガイドラインに従って正常に

バリデーションされ、満⾜度の⾼い結果が得られました。この分析法では、溶媒交換や PTV や⼤量注⼊を必要とせず

に、⾮常に⾼い感度（LOD は通常 0.0005 mg/kg 未満）が得られました。スパイクサンプルの分析結果では、ほとんど

すべての分析種の回収率と再現性がそれぞれの必要な許容範囲内でした。例えば、0.001 mg/kg で、94% が回収率の

許容範囲内、99% が再現性の許容範囲内でした。この⼿順は、適切なバリデーションを⾏った後に、その他の⻝料品

の分析に適⽤できます。この分析法は、MRL への適合を確認するのに適していることが実証されており、はるかに低

い濃度で測定できる可能性があります。 
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