
近年各種のカビ毒に対する衛生上の注意が向けられて
いる. 平成15年11月には, りんごジュースおよび原料用
りんご果汁等の清涼飲料水の成分規格として, カビ毒の
パツリン含有量を0.50ppm未満とする基準が設定された.
パツリンは, ペニシリウム属やアスペルギルス属等の真
菌により生産され, パツリンの汚染率が高い農産物とし
てりんごが知られている. 一方, 我々は平成14年度に離
乳食用の粉末果汁飲料の残留農薬調査を実施したところ,
購入したりんご果汁1検体から殺菌剤ジフェノコナゾー
ルを粉末中0.52ppmの濃度で検出した. 検出した量は,
製品の表示どおりに果汁を調製し飲用した時に体重5kg
の幼児が毎日100mL飲用した場合であっても, 1日許容
摂取量 (0.0096mg/体重 kg /日) の約10％にあたる量で
あり, 直ちに健康被害の発生を心配させるものではなかっ
た. ジフェノコナゾールは浸透性殺菌剤で落葉果樹の黒
星病や赤星病に効果があり, 予防効果と治療効果の両方
を有するとして使用されている. 国および地方衛生研究
所で検査された残留農薬調査結果報告1)によると, ジフェ
ノコナゾールは輸入農産物において検出率の高い農薬10
0種のうちにリストアップされている. 平成12年度全国
調査の輸入農産物の検査では,検査した147検体のうち2
検体から検出 (1.36％) されている. しかし, 国産農産
物および加工食品からの検出報告例はない. 神奈川県で
は平成10年度以降, 国産のもも, なし, りんご, ブドウ,
トマトおよび輸入のバナナについて毎年ジフェノコナゾー
ルの残留調査を行っているが, 検出例は我々が14年度に
検出したりんご加工食品における1例のみであり2)～5) ,
ジフェノコナゾールの検出は稀な検出例に思われた. り

んご果汁にパツリンの含有上限値が設定されたことによ
りパツリンの生成防除に注意が偏り, 今後殺菌剤の使用
が増加することが懸念されるため, 殺菌剤の残留を調査
する簡便な方法を検討した.
現在りんごに使用される殺菌剤は約30種 (残留基準設
定20種) あるが, 今回はこのうちジフェノコナゾールな
どの含窒素系農薬9種について, 逆相ミニカートリッジ
カラムを用いた固相抽出法と検出に熱アルカリ型検出器
を備えたガスクロマトグラフィ (GC - FTD) を組み合
わせた簡易な一斉分析法を適用する場合の条件検討を行
い, あわせて市場調査を行った.

1. 試料
市販のりんご果汁を用いて, 分析条件の検討を行った.
市場調査は平成16年4月に購入した離乳食用のりんご製
品 (粉末, 顆粒状およびペースト状) 6検体, および紙
パック入りりんご果汁類 (6検体) について行った.
2. 試薬および試験溶液
農薬標準品：ジフェノコナゾール, テブコナゾール,
シプロコナゾールは和光純薬工業 (株) 製, トリアジメ
ノール, トリフルミゾール, ヘキサコナゾールは林純薬
工業 (株) 製, フルシラゾール, プロピコナゾール, ペ
ンコナゾールは Riedel deHaan社製の, いずれも農薬標
準品を用いた. 各農薬は10mgをアセトン溶液に溶解し1
00mLとした溶液を標準原液とし､ 必要に応じて混合お
よび希釈して用いた (標準混合溶液).
使用溶媒：アセトン, ｎ- ヘキサン, メタノールは和
光純薬工業 (株) 製残留農薬分析用を, 酢酸エチルは和
光純薬工業 (株) 製特級を用いた.
添加回収試験は, 標準原液から調製した9種混合標準
溶液 (アセトン溶液) をフラスコに採り, 40℃以下で減
圧濃縮および窒素気流の吹きつけを行いアセトンを除去
した後, 水又は市販のりんごジュースを加え標準品を溶
かし一定量とした試料 (添加回収用標準水溶液および添
加回収用りんご果汁) について行った.
3. 装置
ガスクロマトグラフ： (株) 島津製作所製, GC-17
Ａ, 熱アルカリ型検出器 (GC-FTD)
4. 分析操作

1) 逆相ミニカートリッジカラムによる抽出法の検討
メタノール5mLで洗浄後, 水でコンディショニンン
グした ODS 処理シリカゲルカートリッジカラム
(Waters社製, Sep-Pak Vac 6cc, C18) (以下 ODSミニ
カラム) を用いた固相抽出を検討した. 添加回収用標準
水溶液及び添加回収用りんご果汁5mLを負荷し, 水30m
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Lで洗浄した後, 各溶媒10mLで溶出し窒素気流下40℃
以下で濃縮し, 1mLのアセトン溶液とし, GC-FTDで
測定を行った. 溶出溶媒として酢酸エチル, アセトン,
メタノールおよびアセトニトリルを検討した.

2) フロリジルミニカートリッジカラムによる精製条
件の検討

標準混合溶液 (アセトン溶液) の溶媒を留去した後,
アセトン・ヘキサン (2：18) 混合液2mLに溶解し, ヘ
キサンでコンディショニングしたフロリジルミニカート
リッジカラム (Waters 社製, Sep-Pak Cartridges Plus
Florijil) (以下フロリジルミニカラム) に負荷し, ヘキ
サン5mlおよびアセトン・ヘキサン (2：18) 混合液10m
lを流し負荷流出液とあわせた画分 (F1), ついでアセ
トン・ヘキサン (4：16) 混合液, アセトン・ヘキサン
(1：1) 混合液及びアセトンで溶出を行い, 溶出液を分
取しそれぞれ40℃以下窒素気流下に濃縮乾固し, それぞ
れの画分を F2, F3, F4とする. 各画分はアセトンに溶
解し試験溶液として GC-FTDで測定した.

3) 定性・定量
市場調査において試験溶液からピークが検出された場

合, 保持時間により定性を行い, ピーク面積から定量し
た. 検出が疑われた場合には, 試験溶液を濃縮し, 質量
分析器付ガスクロマトグラフィにより測定を行い, 得ら
れたマススペクトルを標準溶液のマススペクトルと比較
して確認を行った.
＜GC-FTD測定条件＞
カラム：Ｊ＆W Scientific社製,DB-5 (0.25mm I.d.

×30m, 膜厚0.25�)
カラム温度：50℃ (2分間保持) - 昇温 (15℃／分)

-180℃ (2分間保持) - 昇温 (4℃／分)
-280℃ (20分間保持)

注入口および検出部温度：250℃および280℃
注入量：2�
キャリヤーガス：ヘリウム 流速2.4 mL /分

1. ODSミニカラムからの溶出溶媒の検討結果
添加回収用標準水溶液および添加回収用りんご果汁に

ついて, 含窒素系殺菌剤9種の ODSミニカラムへの吸着
と, 溶出溶媒について検討した. 添加回収用りんご果汁
中の含窒素系殺菌剤9種約1�および2�は, ODSミニカ
ラムに全量吸着し, 酢酸エチル, アセトンおよびメタノー
ルのいずれによっても, 10mLの溶出で9種すべての殺
菌剤が90％以上の良好な溶出結果を示した. またいずれ
の溶媒による溶出溶液においてもガスクロマトグラフ上,
果汁成分による妨害は無く, 9種の成分すべて検出可能

であった (図1). 溶出溶液からの水分除去が容易なアセ
トンで溶出操作を行い試験溶液Ⅰを作成した.

含窒素系殺菌剤のガスクロマトグラフ (GC-
FTD)

Ａ：標準溶液 Ｂ：添加回収用果汁からの抽出溶液 (O
DSカートリッジカラムのみ)
1. ペンコナゾール 2. トリアジメノール 3. トリフ
リミゾール 4. ヘキサコナゾール 5. フラシラゾール

6. シプロコナゾール 7. プロピコナゾール 8. テ
ブコナゾール 9. ジフェノコナゾール

2. フロリジルミニカラムによる精製の条件検討結果
標準混合溶液の溶媒を除き, 9種殺菌剤を各1�又は2

�含む残留物をアセトン・ヘキサン混合溶液 (2：18)
2mLに溶解しフロリジルミニカラムに流し込み, つい
でヘキサン5mLを流す. アセトン・ヘキサンの混合比
率を変えた混合溶液およびアセトンを順次各10mLを流
し､ 溶出画分を測定した. アセトン・ヘキサン混合溶液
(2：18) ではいずれの殺菌剤も溶出せず, アセトン・ヘ
キサン混合溶液 (4：16) およびアセトン・ヘキサン混
合溶液 (1：1) 各10mLでほぼ全量が溶出を完了してい
ると思われる結果であった. いずれの殺菌剤もアセトン・
ヘキサン混合溶液 (4：16) による溶出画分 (Ｆ2 ), ア
セトン・ヘキサン混合溶液 (1：1) による溶出画分 (Ｆ
3) を合わせると, 1�の負荷で75％以上の回収が可能で
あった (表1). また2�の負荷ではいずれも約100％の回
収が得られた. ジフェノコナゾールでは他の8種の殺菌
剤の溶出状態に比較して, アセトン濃度20％では溶出が
されにくいと思われる結果であった. また, 添加回収用
りんご果汁から得られた ODSミニカラムによる抽出液
(試験溶液Ⅰ) について同様に操作したところ. 標準混
合溶液の場合に比較していずれの殺菌剤もそれぞれ約70
％の回収があった｡ 添加回収用りんご果汁からの精製操
作では, 試験溶液Ⅰを溶解してフロリジルミニカラムに
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負荷した流出液, アセトン・ヘキサン混合溶液 (4：16)
10mL, アセトン・ヘキサン混合溶液 (1：1) 20mLを流
して流出した液をすべてあわせて捕集し試験溶液Ⅱとし
たところ, ヘキサコナゾール以外は標準混合溶液の場合
の約80％まで回収率を上げることができた｡ ヘキサコナ
ゾールはアセトン・ヘキサン混合溶液 (2：18) への溶
解性が低いことが懸念されたため, フロリジルミニカラ
ム負荷後の試験管内をアセトン少量で洗い, 溶出液にあ
わせたところ改善が見られた｡

フロリジルミニカラムからのアセトン/ ヘキサン
混合液による溶出

3. 市場調査実験
スキーム (図3) に示した分析法により2�を添加して

添加回収試験を行い, 約70％の回収率が得られた.
本法により市販のりんご果汁について調査を行ったと

ころ, 平成16年4月購入の離乳食用果汁6検体および紙パッ
ク入り果汁6検体からは, 9殺菌剤に該当するピークは検

出されなかった. 平成14年度調査時にジフェノコナゾー
ルを検出した検体を今回の簡易分析法により検査したと
ころ0.36ppmの結果が得られた｡ 平成16年度購入の同一
製造会社, 同一成分の製品ではジフェノコナゾールは不
検出であった (図2). しかし同社製のペースト状製品で,
定量限界以下の痕跡程度ではあるがジフェノコナゾール
のピークが検出された.

含窒素系殺菌剤の簡易分析法

公定法では, 多種の果実および野菜を対象とするため,
抽出および精製操作法は多種多様な成分の除去に対応す
る事を考慮して作成してある. りんご果汁を対象とする
場合は, 主として極性の高い妨害成分の除去を行うこと
で, 精製操作等は簡略化ができる. また今回対象とした
窒素系殺菌剤は検出器に GC-FTDを使用したため, 検
出成分が限定される. 従ってりんご果汁のみを対象とし
た簡易試験に, 本試験法を適用することで, 溶媒使用量
を減らし, 操作時間の省略が可能であった. なお, 市場
調査を行った検体の一部に, 添加回収試験における精製
操作の際に, 添加した標準殺菌剤が負荷溶液中に少量な
がら流出する検体が認められた. 分析法検討に際して用
いたりんご果汁は濃縮還元100％を表示している果汁で
あったが, これらの検体は添加物を含有する旨の表示が
あった. りんご果汁中の極性の高い物質は ODSミニカ
ラム抽出により除かれることが明らかとなったが, 少量
存在する夾雑物の存在はフロリジルカラムでの精製の際
に溶出条件に影響があるため, 検体の配合成分には注意
を要する. また GC-FTD測定において, ジフェノコナ
ゾールは他の農薬に比べ検出感度が低い結果であった.
外海らが HPLCを用いて一斉分析を行った結果ではジ
フェノコナゾールが特に検出感度が低い傾向は認められ
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調査検体のガスクロマトグラフ (GC-FTD)
上：ジフェノコナゾール検出検体 (平成14年) 購入
下：同一成分の検体 (平成16年購入)



ていない6). 我々も HPLC (UV 230nm) を用いたジフェ
ノコナゾールの検出で, GC-FTDより低い濃度での検
出が可能であることを確認した. 本簡易分析法によりジ
フェノコナゾールのピークが検出された場合に, 公定法
による試験とともに HPLCによる定量も有用であると
思われる.
国産りんごの農薬残留実態調査結果報告 (厚生労働

省)1)で, これまで殺菌剤で基準値を超えて検出された例
はなく, 衛生上問題となる状態ではないといえる. しか
し, 果汁飲料や粉末飲料では, 製造工程に濃縮又は乾燥
があり, 残留した農薬が濃縮される可能性があり, 農産
物以上に注意が必要と思われる. りんご果汁以外の果汁
についても, スクリーニング法として適用範囲を広げる
ことができるか, また近年国産りんごについて定量可能
濃度で検出されているキャプタン, ビテルタノール, ビ
ンクロリゾン, メプロニル等の殺菌剤についても固相抽
出による簡易抽出法の条件検討を進めている.

1) りんご果汁中の含窒素系殺菌剤の簡易残留調査には,
ODSミニカラムを用いた固相抽出法が有用である.
2) 平成14年8月に購入したりんご果汁製品1検体からジ
フェノコナゾールを検出したが, 平成16年4月に購入し
たりんご果汁製品12検体からは今回対象とした9種の殺
菌剤は検出されなかった.

(平成16年7月28日受理)
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