
今回は、蛍光検出（FL）及び紫外吸収検出（UV）高速液体クロマトグ
ラフィー（HPLC）を用いた柑橘類中の防カビ剤の分析をご紹介します。

防カビ剤は、80年代、青果類の長期間保存のために使用されるポス
トハーベスト農薬として社会的に大きく取り上げられました。90年代に
入ってからは、輸入割り箸からも検出され問題となっています。現在で
も、食品を安全に輸入するために防カビ剤の使用が認められており、
その残留基準が定められています。

防カビ剤分析として衛化第15号通知法に基づき、イマザリル（IMZ）の
個別分析、オルトフェニルフェノール（OPP）、チアベンダゾール（TBZ）
およびジフェニル（DP）の3成分一斉分析を行いました。

UV検出器によるイマザリル標準液の測定例

蛍光検出器によるオルトフェニルフェノール、チアベンダゾール、ジフェニル標準液の測定例
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IMZ : 0.4mg/L CV=5.5％ （N=5）

一斉分析

蛍光検出

個別分析

UV検出

イマザリルの検量線
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※食安輸発第0331002号通知法にある割り箸中のIMZ,OPP,TBZ,DPの各分析法も前処理は変わりますが、上記と同じ分析条件です。

－ 柑橘類における各基準値 －

・イマザリル ：5mg/kg  －

・ｵﾙﾄﾌｪﾆﾙﾌｪﾉｰﾙ ：10mg/kg

・チアベンダゾール ：10mg/kg

・ジフェニル ：70mg/kg

HPLC条件
カラム : Inertsil ODS-3

(5μm, 250 x 4.6 mm I.D.)
溶離液 : A) CH3OH

B) H2O
A/B = 85/25, v/v 

（gradient mixer）
流量 : 1.0 mL/min 
カラム温度 : 40 ℃
検出 : UV 230 nm
注入量 : 10 μL

HPLC条件
カラム : Inertsil ODS-3

(5μm, 250 x 4.6 mm I.D.)
溶離液 : CH3CN ： CH3OH : H2O

= 5 ： 60 : 35 , v/v 
10mM SDSを添加しリン酸でpH2.5

流量 : 1.0 mL/min 
カラム温度 : 40 ℃
検出 : FL  Ex.285nm Em.325nm
注入量 : 10 μL
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OPP : 0.05mg/L CV =1.5％ （N=5）

TBZ : 0.01mg/L CV =1.7％ （N=5）

DP  : 0.5mg/L CV =1.0％ （N=5)
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R.T.

				Inj. Volume				10uL

						ppm		R.T.				ppm		R.T.				ppm		R.T.				ppm		R.T.

						0.08		11.653				0.4		11.717				2		11.73				10		11.783

						0.08		11.623				0.4		11.733				2		11.733				10		11.76

						0.08		11.643				0.4		11.663				2		11.743				10		11.747

						0.08		-				0.4		11.667				2		11.727				10		11.767

						0.08		11.67				0.4		11.653				2		11.73				10		11.743

						Ave.		11.65				Ave.		11.69				Ave.		11.73				Ave.		11.76

						SD		0.02				SD		0.04				SD		0.01				SD		0.02

						RSD		0.17				RSD		0.31				RSD		0.05				RSD		0.14

						ppm		R.T.

						0.08		11.65

						0.4		11.69

						2		11.73

						10		11.76





Area

				Inj. Volume				10uL

						ppm		Area				ppm		Area				ppm		Area				ppm		Area

						0.08		9748				0.4		19560				2		143186				10		716536

						0.08		2090				0.4		26820				2		141292				10		730048

						0.08		3818				0.4		25786				2		140283				10		725545

						0.08		-				0.4		28261				2		135111				10		717806

						0.08		7477				0.4		18869				2		125700				10		693583

						Ave.		5783.25				Ave.		23859.20				Ave.		137114.40				Ave.		716703.60

						SD		3468.45				SD		4337.05				SD		7047.32				SD		14071.68

						RSD		59.97				RSD		18.18				RSD		5.14				RSD		1.96

						ppm		R.T.

						0.08		5783.25

						0.4		23859.20

						2		137114.40

						10		716703.60
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		0.048828125		0.009765625		0.48828125

		0.1953125		0.0390625		1.953125

		0.78125		0.15625		7.8125
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R.T

				Inj. Volume				10uL

						N		OPP		TBZ		IMZ		DP

						1		12.00		17.70		26.58		39.59

						2		11.99		17.70		26.52		39.53

						3		12.00		17.69		26.51		39.56

						4		12.01		17.71		26.53		39.53

						5		12.01		17.71		26.49		39.55

						Ave.		12.00		17.70		26.53		39.55

						SD		0.01		0.01		0.03		0.02

						RSD%		0.08		0.05		0.13		0.06





再現性

				N		OPP		TBZ		IMZ		DP

						0.05mg/L		0.01mg/L		1.0mg/L		0.49mg/L

				1		2338589		3505937		122040		6679584

				2		2371445		3429637		121710		6586850

				3		2275132		3436984		120518		6656700

				4		2314246		3451386		120977		6696655

				5		2326866		3570174		118991		6558820

				Ave.		2325255.6		3478823.6		120847.2		6635721.8

				SD		35169		59167		1198		59957

				RSD%		1.51		1.70		0.99		0.90





Area

		

						OPP		0.05mg/L				TBZ		0.01mg/L				IMZ		1.0mg/L				DP		0.49mg/L

						1		2338589				1		3505937				1		122040				1		6679584

						2		2371445				2		3429637				2		121710				2		6586850

						3		2275132				3		3436984				3		120518				3		6656700

						4		2314246				4		3451386				4		120977				4		6696655

						5		2326866				5		3570174				5		118991				5		6558820

						Ave.		2325255.6				Ave.		3478823.6				Ave.		120847.2				Ave.		6635721.8

						SD		35169				SD		59167				SD		1198				SD		59957

						RSD%		1.51				RSD%		1.70				RSD%		0.99				RSD%		0.90

						mg/L		OPP				mg/L		TBZ				mg/L		IMZ				mg/L		DP

						0.05		2325256				0.01		3478824				1.0		120847				0.49		6635721.8

						0.20		9256948				0.04		10106198				3.9		149618				1.95		25980661

						0.78		36987199				0.16		31665673				15.6		187973				7.81		103645195

						3.13		144713624				0.63		84051302				62.5		19772				31.25		393620125

						12.5		238380825				2.5		253042037				250		15711366				125		623459447

						mg/L		OPP		TBZ		DP

						0.048828125		2325255.6

						0.1953125		9256948

						0.78125		36987199

						0.009765625				3478823.6

						0.0390625				10106198

						0.15625				31665673

						0.48828125						6635721.8

						1.953125						25980661

						7.8125						103645195
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Area(-)

検量線



				N		OPP		TBZ		IMZ		DP

						0.05mg/L		0.01mg/L		1.0mg/L		0.49mg/L

				1		149		170		122		169

				2		163		160		150		166

				3		143		170		127		172

				4		150		157		160		174

				5		146		162		132		167

				Ave.		150		164		138		170

				SD		8		6		16		3

				RSD%		5.10		3.62		11.7		1.98







レモン中のイマザリル

前処理法：
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添加濃度

IMZ : 2.0mg/L （1..0mg/kg）

標準添加試料のクロマトグラム

－5%炭酸Na水溶液 50mLで洗浄

－水 50mLで洗浄

－0.0025M H2SO4水溶液

50mL×2回 撹拌

－5M NaOH水溶液 2mL

－無水硫酸ナトリウム 40g

撹拌

－酢酸エチル 50mL×2回

ホモジナイズ（3min）

遠心分離（3000rpm,5min）

－酢酸エチル25mL×2回 撹拌

－5M NaOH水溶液 5mL

－無水硫酸ナトリウム 10g

－減圧乾固

－メタノール・水（75：25） 5mL

基準値の1/10以下の濃度で検出が可能であり、良好なクロマトグラムが得られます。

試料 10g

上澄液

HPLC-UV

定 容有機層 水 層

残留物

有機層 水 層

有機層水 層

有機層 水 層
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レモン中のオルトフェニルフェノール、チアベンダゾール、ジフェニル

前処理法：

－無水酢酸ナトリウム 2g
－無水硫酸ナトリウム 30g
－酢酸エチル 80mL

ホモジナイズ（5min）
遠心分離（2000rpm,10min）

－酢酸エチル 80mL
ホモジナイズ（5min）
遠心分離（2000rpm,10min）

－1-ブタノール 5mL添加
減圧濃縮（40℃以下）

－移動相で20mLにメスアップ
※必要に応じてろ過

標準添加試料のクロマトグラム

基準値の1/10以下の濃度においても夾雑成分と良好に分離しており、定量が可能です。
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添加濃度

OPP : 0.05mg/L （0.05mg/kg）

TBZ : 0.01mg/L （0.01mg/kg）

DP  : 0.5mg/L   （0.5mg/kg）

HPLC-FL

減圧濃縮

試料 20g

定 容

酢酸エチル層 残 渣

酢酸エチル層 残 渣
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HPLC装置：GL-7400 シリーズ
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番号 品名 型番

1 カラムオーブン GL-7430

2 UV検出器 GL-7450
3 蛍光検出器 GL-7453
4 キャリアリザーバー GL-7480
5 オートサンプラー GL-7420
6 ポンプ GL-7410

Inertsil ODS-3 250mm×4.6mm 5μm
Cat.No. 5020-01732

カ ラ ム

使用装置
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食安発第0124001号通知法に準拠した

残留農薬としてのイマザリルの分析法

をご紹介します。

ＩＭＺ

IMZ : 5.0mg/L

残留農薬分析におけるイマザリル試験法について

標準液の測定例

HPLC条件
カラム : Inertsil ODS-3

(5μm, 250 x 4.6 mm I.D.)
溶離液 : A) CH3CN

B) 10 mM KH2PO4
A/B = 70/30, v/v 

（gradient mixer）
流量 : 0.7 mL/min 
カラム温度 : 40 ℃
検出 : UV 230 nm
注入量 : 10 μL
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		溶離液　組成 ヨウリエキソセイ

		A：溶離液 ヨウリエキ										溶離液プログラム ヨウリエキ										番号 バンゴウ		品名 ヒンメイ		型番 カタバン

		*クエン酸三ナトリウム（2H2O） サンサン		8.14g								ポンプA						ポンプB				1		カラムオーブン		GL-7430

		塩化ナトリウム エンカ		7.07g						Time		A：溶離液 ヨウリエキ		B：溶離液 ヨウリエキ		C：洗浄液 センジョウエキ		D：反応液 ハンノウエキ				2		UV検出器 ケンシュツキ		GL-7450

		*クエン酸(H2O） サン		20.00g						0		100						100				3		蛍光検出器 ケイコウケンシュツキ		GL-7453

		エタノール		100.0mL						10		100						100				4		キャリアリザーバー		GL-7480

		*カプリル酸 サン		0.1mL						45				100				100				5		オートサンプラー		GL-7420

										56				100				100				6		ポンプ		GL-7410

		B：溶離液 ヨウリエキ								56.1						100		100

		*クエン酸ナトリウム（2H2O） サン		26.67g						63						100		100

		塩化ナトリウム エンカ		54.35g						63.1		100						100

		*クエン酸(H2O） サン		6.10g						100		100						100

		*カプリル酸 サン		0.1mL

		C：洗浄液 センジョウエキ

		水酸化ナトリウム スイサンカ		8.0g

		*カプリル酸 サン		0.1mL

		D：反応液 ハンノウエキ

		ホウ酸 サン		30g

		水酸化ナトリウム スイサンカ		16g

		*Brij-35		4.0mL

		オルトフタルアルデヒド/エタノール		800mg/10mL

		2-メルカプトエタノール		0.2mL
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