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概要

農薬の使用拡大に伴い、残留農薬に対する環境問題専門家、規制機関、および消費者の懸念が高まって
います。需要の高まりにより、農薬使用が増え、不適切な農業手法が広がったことで、食品供給と環境
におけるリスクが高まっています。世界中の規制機関が、食品に含まれる農薬の最大許容残留量 (MRL) 
に関する規制を確立しました。米国では、マトリックスおよび規制対象の農薬に応じて MRL を 0.02～
100 ppm に規定していますが、欧州委員会では MRL 下限値を 0.01 ppm としています1。農薬の分析
は複雑であるため、要求される定量下限と MRL 範囲を得るには、妥当な直線範囲と低い検出下限を実
現可能な多成分残留農薬用の定量メソッドが必要です。この理由から、低濃度の農薬のスクリーニング、
確認、および定量には、タンデム質量分析計 (MS/MS) が有効です。この機器は定量下限が低いだけで
なく、高い選択性によってマトリックス干渉を最小限に抑制できるという特長があります2。このアプリケー
ションノートでは、Agilent Intuvo 9000 ガスクロマトグラフ (GC) および Agilent 7000C トリプル四重
極ガスクロマトグラフィー /質量分析 (GC/MS) システムによるルーズリーフ紅茶と有機蜂蜜の多成分残
留農薬の分析を評価します。ターゲット農薬の検量線は、5～ 500 ppb の濃度範囲で優れた直線性を
示しています (97 % の化合物で 0.990 以上の R2 を維持)。蜂蜜中のすべての分析化合物で、定量下限 
(LOQ) が 7 ppb 未満、MRL が 10～ 50 ppb でした。紅茶中の 94 % の分析化合物で、LOQ が 100 
ppb 未満、MRL が 20～ 200 ppb でした。すべての分析対象農薬で、繰り返し測定の %RSD が 30 % 
以下、回収率の誤差が 30 % 未満でした。

紅茶および蜂蜜中の農薬に関する欧州連合の
最大許容残留量規制への適合
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はじめに

Intuvo 9000 GC は、使いやすいガスクロマ
トグラフィープラットフォームとして登場しまし
た。Intuvo はモジュラ型流路とガードチップ
により、下流のコンポーネントが汚染されない
設計となっています。またカラムのトリミング
も不要です。このため、多くのラボでメンテナ
ンスを大幅に簡素化し、分析あたりのコストを
削減できます。ただし、これは現在ラボが直面
している課題の一部にすぎません。機器の構
成やメソッド開発での課題もあります。世界中
の食品分析ラボの現在および将来のニーズに
応えるには、食品中の農薬に最適な構成でデ
フォルトスクリーニングメソッドを提供する包
括的なワークフローが必要です。

アジレントの Intuvo GC/TQ 用農薬ワークフ
ローキット (G9233AA) は、Intuvo-GC/TQ シ
ステムで多成分残留農薬分析を新たに作成ま
たは変更するための包括的なツールです。こ
の分析では、このキットを使用します。

実験方法

サンプル前処理
クロマトグラム上のマトリックス干渉は、マルチ
リアクションモニタリング (MRM) を使用する
ことで低減できます。ただし、サンプルからマ
トリックスが除去されるわけではないため、マ
トリックスの注入によって信号の損失やピーク
テーリングが生じる可能性があります3。この
ため、食品中の農薬残留物の分析には、一
定のサンプル前処理が必要になります。少な
くとも、サンプルをホモジナイズし、クロマト
グラフィーに適した溶媒に抽出しなければな
りません。農薬の抽出にはアセトニトリルへ
の抽出と硫酸マグネシウムによる塩析を同
時に行える 、QuEChERS (キャッチャーズ: 
Quick (高速)、Easy (簡単)、Cheap (低価格)、
Effective (効果的)、Rugged (高い耐久性)、
Safe (安全) の略) 抽出法が広く使用されてい
ます。さらに、分散固相抽出 (dSPE) による
クリーンアップが行われる場合もあります4。

有機蜂蜜とルーズリーフ紅茶をそれぞれ所定
の QuEChERS 手法で抽出しました。ここで
は、マトリックスクリーンアップにさまざまな 
dSPE 手法を使用しました (図 1)。

装置構成
Intuvo 9000 GC に Agilent 7693B オートサ
ンプラおよび 7000C トリプル四重極 GC/MS 
を接続したシステムをすべての分析に使用しま
した (図 2)。Intuvo 9000 の不活性流路は、ミッ
ドカラムバックフラッシュ (p/n G4588-60721) 
と 2 個 のAgilent J&W HP-5ms ウルトライ
ナート Intuvo GC カラム (15 m × 0.25 mm、
0.25 μm、p/n 19091S-431UI-INT) で構成し
ました。 

図 1. QuEChERS サンプル前処理メソッド

3 g のホモジナイズした
ルーズリーフ紅茶 

2 つのセラミックホモジナイザでボルテックスして混合、
10 mL の ACN を添加、2 分間ボルテックス

QuEChERS EN 塩 (p/n 5982-5650) を添加し、ボルテックスして混合。
キャップで密閉したチューブを GenoGrinder 垂直振とう機に 2 分間置き、

5,000 rpm で 5 分間遠心分離

7 mL の水を添加 5 mL の水を添加

色素の多いマトリックス 一般的な野菜と果物

5 g の有機蜂蜜

6 mL の紅茶抽出物を 
QuEChERS dSPE (p/n 5982-5156) 

に移す

6 mL の蜂蜜抽出物を 
QuEChERS dSPE (p/n 5982-5056) 

に移す

抽出物を 2 分間ボルテックスしてから、5,000 rpm で 

5 分間遠心分離する

最後の遠心分離後に、すべてのサンプル抽出物を
それぞれの 4 mL バイアルに移し、分析まで –20 °C で保管

サロゲートをスパイク
最終サンプル重量 = 10 g

図 2. A) Intuvo 9000 GC と 7693B オートサンプラ 
および 7000C トリプル四重極 GC/MS、および  
B) 多成分残留農薬ワークフロー用の Intuvo カラム構成

A B

15 m × 15 m
Intuvo ミッドカラムバックフラッシュ
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表 1 は、GC/MS/MS メソッドパラメータを
示しています。また Intuvo は、4 mm の 
Agilent ウルトライナートスプリットレスシ
ングルテーパガラスウール入りライナ (p/n 
5190-2293) およびマルチモード注入口 
(MMI) ガードチップ (p/n G4587-60665) 付
の MMI で構成しました。

表 1. GC/MS/MS メソッドパラメータ

パラメータ 設定値

Intuvo 9000 GC

不活性流路構成 ミッドカラムバックフラッシュ

シリンジ 10 µL (p/n G4513-80220)、PTFE チッププランジャ

溶媒洗浄 注入前

溶媒 A × 3、アセトニトリル (3 µL)

溶媒 B × 3、アセトニトリル (3 µL)

注入後

溶媒 A × 3、アセトニトリル (3 µL)

溶媒 B × 3、アセトニトリル (3 µL)

サンプル洗浄 0

サンプルポンプ 1

サンドイッチ注入 3 層逆転スイッチ (L3、L1、L2)

L1 (標準液またはサンプル) 0.5 µL

L2 (ISTD) 0.5 µL

L3 (マトリックス) 0.5 µL

キャリアガス流量 He

注入口 MMI

注入モード パルスドスプリットレス

スプリットベントへのパージ流量 1 分で 30 mL/min

セプタムパージ流量 3 mL/min

ガスセーバ 20 mL/min (2 分後)

Intuvo ガードチップ トラックオーブン

カラム Intuvo HP5-MS UI (p/n 19091S-431UI-INT)

カラム 1 流量 1.2 mL/min

カラム 2 流量 1.4 mL/min

オーブン温度プログラム 60 ° C (1 分間保持)、

その後 40 ° C/min で 170 ° C まで昇温、

その後 10 ° C/min で 310 ° C まで昇温 (3 分間保持)

ミッドカラムバックフラッシュ

タイミング ポストラン中の 5 分間

オーブン温度 310 ° C

AUX EPC 圧力 ～ 30 psi

注入口圧力 ～ 2 psi

7000C トリプル四重極 GC/MS/MS

チューニングファイル atunes.eiex.tune

トランスファーライン 280 ° C

イオン源温度 280 ° C

四重極温度 150 ° C

コリジョンセルガス流量 1.5 mL/min N2 および 2.25 mL/min He 

スキャンタイプ dMRM

イオン化エネルギー 70 eV

EM ゲイン 10

MS1 および MS2 分離能 ワイド

定量/定性トランジション P&EP Intuvo MRM データベース

右側と左側の RT デルタ 0.2 分

ドウェルタイム dMRM で最適化

最小ドウェルタイム (ms) 10

サイクル/秒 3.07
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結果と考察

Intuvo 9000 GC および 7000C トリプル四重
極 GC/MS システムでは、EU MRL 要件を満
たしながら、ルーズリーフ紅茶と有機蜂蜜の抽
出物に含まれる低 ppb レベルの残留農薬を
確認および定量できます。表 2 と表 3 は、選
択したターゲット化合物のデータです。

化合物

蜂蜜の結果

EU MRL (ppb) MDL (ppb) iLOQ (ppb)

アルドリン 10 0.39 1.43

アトラジン 50 0.21 0.77

アラクロール 10 0.89 3.28

2-フェニルフェノール 50 0.16 0.60

クロルデン 10 0.64 0.30

クロルピリホスメチル N/A 0.34 1.24

DDT 50 2.94 2.53

ヘプタクロル 10 0.45 1.65

メタラキシル 50 0.43 1.59

メトラクロール 50 1.31 4.80

ミクロブタニル 50 0.35 1.27

EPTC 20 0.04 0.15

プロピザミド 50 1.37 5.03

プロパクロール 20 0.02 0.09

シマジン 10 0.29 1.06

ペルメトリン N/A 0.21 2.92

トリアジメホン 50 0.42 1.54

表 3. 有機蜂蜜のデータ結果

図 3. Intuvo/TQ の農薬ワークフローキットで表示される Quant-My-Way Flavor Pistachio のディスプレイ  
(p/n G9223AA)

表 2. ルーズリーフ紅茶のデータ結果

化合物

紅茶の結果

EU MRL (ppb) MDL (ppb) iLOQ (ppb)

アルドリン 20 6.15 16.42

アトラジン 100 0.09 0.30

アラクロール 50 3.39 12.46

2-フェニルフェノール 100 5.63 19.96

クロルデン 20 12.03 9.77

クロルピリホスメチル 100 0.17 0.45

DDT 200 151.34 150.81

ヘプタクロル 20 0.16 0.34

メタラキシル 50 1.93 7.10

メトラクロール 50 0.04 0.12

ミクロブタニル 50 5.85 21.53

EPTC 50 1.17 3.74

プロピザミド 50 0.40 1.20

プロパクロール 100 0.36 1.20

シマジン 50 0.10 0.30

ペルメトリン 100 4.49 13.24

トリアジメホン 50 3.80 13.97
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結論

Intuvo/TQ 用農薬ワークフローキット (p/n 
G9233AA) は、Intuvo GC/TQ システムで多
成分残留農薬分析を新たに作成または変更す
るための包括的なツールです。この分析では
このキットを使用して、EU MRL に適合する
多成分残留農薬分析を行いました。5～ 500 
ppb の濃度範囲では、ルーズリーフ紅茶と有
機蜂蜜の両方で、分析対象の農薬の検量線が
優れた直線性を示しました (97 % の化合物で 
0.990 以上の R2 を維持)。蜂蜜中のすべての
分析化合物で、LOQ が 7 ppb 未満でした。紅
茶中の 94 % の分析化合物で、LOQ が 100 
ppb 未満でした。すべての分析対象農薬で、
繰り返し測定の %RSD が 30 % 以下、回収率
の誤差が 30 % 未満でした。Intuvo 9000 GC 
および 7000C トリプル四重極 GC/MS システ
ムでは、EU MRL 要件を満たしながら、複雑
な抽出物に含まれる低 ppb レベルの残留農
薬を確認および定量することができます。

図 4. 5 ppb で紅茶に含まれるアラクロール: A) MRM トランジションの重ね表示、 
および B) 各トランジションの個別表示

図 5. 5 ppb で紅茶に含まれる trans-クロルデン: A) MRM トランジションの重ね表示、 
および B) 各トランジションの個別表示

図 6. 5 ppb で蜂蜜に含まれる DDT-o,p’: A) MRM トランジションの重ね表示、 
および B) 各トランジションの個別表示

A

A

A

B

B

B
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