
Pesticide Science Society of Japan

NII-Electronic Library Service

Pestioide 　Soienoe 　Sooiety 　of 　Japan

日本農薬学会誌 17， S125− S136 （1992）

朗 齟■111■ll闘U川 川 IlIllI「1川 1川 ：IPIIbbllL…lbl川 1国 1「Mtl川 1

学会賞受賞論文
■Ht夐SbEbldd「diIdl±HIllldlld川 IIIIlII「IIII川 1川 ［lIIl凵lI「IPblblll

　　 （業 績 賞）

動植物 お よ び環境中の 農薬残留分 析法 の 研究
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AStudy 　on 　Analytical　Methods　for　Determination 　of　Pesticide

　　　　Residue 　in　Animals
，
　Plants，　and 　the　Environment
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　　Gas 　 chromatograph −mass 　 spectro 皿 etric （GC −MS ），　 high −performance　liquid　 chrQrna 七〇−

graphic （HPLC ） and 　derivatization　Iロ ethods 　for 七he　pesticide　residue 　analyses 　have 　been

developed ．　 GC −MS 皿 etllod 　 was 　 applied 　 tQ　 multi −residue 　 analyses 　 of 　 organophosphorus

pesticides　in　crops 　to　tentatively　idcntify　the　pesticide　with 　common 　fragment 　ions　which

provides 　information 　on 　thc 　ele 皿 ental 　content 　and 　tQ　determine　by 　characteristic 　fragmcnt

ions 　oi　each 　pesticidc．　 The 　GC −MS 　 method 　was 　 also 　 applicd 　to　determination 　 of 　 v 乱 rious

pesticides　in　river 　water ．　 HPLC 　Ine 也 od 　was 　uscd 　for　simultaneQus 　analysis 　Qf 七hioureas　in

rat 　plasma，　 which 　 are 　toxic 　to　 man ．　This　method 　 was 　bascd 　 on 　 cleanup 　I）y　an 　Extrelut

column 　and 　dctcrminution 　with 　wavclength 　at 　240 　nm ，　 and 　applied 　to　the 　analysis 　ef 　ETU

which 　is　a　degradati （＞n 　product　Qf 　fungicide　ethylenebis （dithiocarbamate ）（EBDC ）．　ETU 　in

crops 　was 　able 　to　bc　determined 　without 　cxtellsive 　cleanup 　prQcedure ．　In　addition ，　 thc

stability 　of 　ETU 　ill　s七〇 red 　salllples 　before　analysis 　was 　studied ．　ETU 　in　certain 　creps 　de−

creased 　with 　storage 　tinie ．　 When 　L −cysteine 　hydrochloride （Cys −HC1 ）w 乱 s　used 　as 　an 　amend 一

皿 ent ，　 thc 　 de8radation 　 rate 　 of 　 ETU 　 decreased ．　 Cys −HCI 　 also 　 prevented 　degradation　 Qf

EBDC 　to　ETU 　durlng 　storage 　and 　analysis ．　For 　the　detcr皿 ination　of 乱 guanidino　fungicid ¢ ，

guazatjne 　 triacetate，　 a 　 derivatization 皿 ethod 　 was 　 developed ．　Guazatine 　 triacetate　 was

reacted 　 with 　 hcxafluoroace 士ylacetone 　（HFAA ）to　 form 　 the 　 bis（tri且 uorQmethyl ）pyrimidine

derivative．　 However ，　 very 　low 　 recoveries 　 were 　obtained 　in　the　analysis 　of 　samples 　 such 　as

apple 　 and 　grape ，　The 　phenomenon 　 wa5 　duc 　to　that　 guazatine　 triace七a 士e 　 was 　 strongly

boundto 　fructose　which 　isεし constitucnt 　in　apple 　and 　grape ．　IL
’
o　release 　the 　beund ，　guanidine−

HCI 　was 　fouIld　to　be　the　best　reagcnt ，　 Using 　these　method 　described　 above ，　pcsticide　re −

sidues 　in　crops 　could 　be　detected　at 　ppb 　or 　ppt 　levels．

は　 じ　 め　 に

　近年 ， 農薬は そ の 開発 が 進み ，農作物 の 品質お よ び 生

産 高 を 著 し く向 上 さ せ ， 収 穫を安定化 さ せ，食糧 の 確保

に 大 い に 貢 献 し て い る ．そ の 反 面 ， 薬効 が 強 く，蓄積 駐

の 高 い 農薬 の 大量使用 は ， 散布従事者 に 対 して ， 急性あ

る い は 慢性 毒性 を 引 き起 こ し ， ま た ， 散布農 薬 の 大気中

へ の 飛 散また は 河 川 へ の 流 腺 こよ る 鋤物 ， 植物 お よ び 環

境中 で の 汚染 を 引き起 こ し た ．

　 こ の ように 農作物お よ び水質，土壌中 に 残留 した 農薬

が 引 ぎ起 こ す食品や 環境 の 汚染 に よ る 人 畜へ の 影 響 が 懸

念 さ れ ， 農薬の 安全性 の 上 か ら 1971 年 ， 農薬 の 安全使

用 基 準等が 設定 さ れ ，適正 な 使用方法 で 農薬 を 使用す る

こ とが 義務 づ け ら れ た．そ の た め に は ，その 使用 に 伴 う

農作物や土壌中 に お け る農 薬の 動態 を 把握す るこ とが 必

要 で あ る，ま た こ の た め に は ，農作物，土壌およ び 環境
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試料中 の 農薬の 残 留量を正 確 に 精度 よく同定 し，定量 で

きる 分析法 が 必要で あ る，

　農薬 の 残留分析 は，生体や 環 境物質中の 農薬 の 残留 量

が 超微量 で あ るた め ， 高感度 の 検 出法が 要求され ， か

つ
， こ れを正確 に 同定 ・定量する精度 の 高 い ，しか も，

天 然 試 料中 に 存 在す る 夾雑物 の 影響 を 受け な い 選 択的な

微 量分析法 が 要求 され て い る ．分析の 対象 とな る 試料 に

つ い て も作物，土 壌 ， 環境物質等 と広 範囲 に わ た り，ま

た ， 農薬 の 種類や性質 も種 々雑多で あ る．

　本研究 は ， 従来 の 分折法 に お い て は ，検出感度 が 低 か

っ た り ， 煩雑 な ク リ
ー

ン ア ッ プ を 必 要と した 化合物や ，

熱 に 不安定 で分析困難 な た め 残 留 分析 法が 確立 して い な

か っ た 化合物 ， ま た ， 親化合物の ま ま で の 残留分析が 困

難な 農薬 に っ い て ， 動物 ・植物 ・土壌 ・環境中 に 残 留

す る 農 薬を ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー・質 量 分 析 （GC

−

MS ）
1−4）

， 高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

（HPLC ）
5 −B ）

あ

る い は 誘導体化法
9・1°）に よ っ て 同定

・
定 量 す る 簡便 で 精

度 の 高 い 分析法 を 確立 す る こ とを 目的 と した もの で あ

る，こ の うち本稿 で は ，GC −MS に 関 し て は 有機 リ ン 系

農薬 の 多成分分析法な らび に 河川水中の 農薬 の 同時分析

法 に つ い て ，HPLC に 関 して は thiourea 化合物， と

くに ETU の 分析法に つ い て ，また 誘導体化法 に 関 して

は guazatine の 分析法 に つ い て 試料中 で の 挙動 も含め

て そ の 概要 を 説 明す る．

GC −MS による残留分析法

　1・ GC ・MS に よ る有機 リ ン 系農薬の 多成分残留分析

　　　法

　食品 や 環境試料中 に は 多 種 類 の 農 薬 が 残 留 し て い る こ

とが あ り， しか も残留 し て い る 農薬 の 種類 が 不 明 の 場合

が 多 い の で 残 留 農 薬 の 分析法 と し て は ，多成分 の 農薬を

同時に 定 量 で き る 方 法 で あ る こ とが 望 ま しい ．そ の よ う

な分析 法が 望 まれ て い る 農薬 の
一

つ に ， 有機 リ ン 系農薬

が あ る ．そ こ で ，GC −MS を 用 い る 同 定 ・定量 の 手 法 で

あ り ， 同時に 多数 の フ ラ グ メ ン トイ オ ン を用い て 定量 で

き る SIM （selected 　ion　monitoring ）法 に よ っ て 有機

り ン 系農薬の 多成分分析法 を 検 討 し こ れ を 確立 した
2）．

　有機 リ ン 系農 薬を そ の 構 造 の 基 本型 phosphorothio −

atesL （RO ）2P （S）Oz ：，phosphrodithioatcs［（Ro ）：P （S）

SZ ］，　 phosphonothioates 、
C6H5（RQ ）P （S｝OZ ］ に 分類

し，お の お の の ス ペ ク トル を と り，フ ラ グ メ ン トイ オ ン を

グル ープ ご とに 共通 した イ オ ン 群 （common 　fra8ment

ionsと仮称）と各化合物 に 固有 の 特徴あ る イ オ ン 群 （cha −

racteristic 　fragment 　ions と仮称）と に 分 画 した ．まず

最初に ， グル
ープ に 共通 した フ ラ グ メ ン トイ オ ン 群 に よ

っ て 試 料中 に 残 留す る 目的 とす る 農薬が どの グ ル ープ に

属す る もの で あ る か を推定 した ．一
例 と して phospho −

ro 七hioate 化合物 の 共 通 イ オ ン の 開 裂 様 式 を Fig ．1に 示

す．こ の 化合物 の 開 裂 パ タ ーン は ，メ チ ル 体で は m ／x　125
，

109，93，79，　63 の イ ォ ン 強度 が 強 く，エ チ ル 体 で は m ！2

153，125，109 ，
　97，93，　65の イ オ ン が 共 通 して 強 か っ た ．

Phesphorodithioate 化合物 お よ び phosphonothioate

化合物 で もそれぞれ に 共通 した 開裂様式 が 見 出さ れ た ．

次 に ， 各化合物 に 固有の 特徴 イ オ ン 群およ び 保持時間か

ら化合物の 同定 ・定量 を 行 な っ た ．Table 　1 に phos −

phorothioate 化 合物 で あ る fenthion，　 cyanophos ，

fenitrothion，　diazinon ，　chlorpyrifos 、　dichlofenthion

に つ い て ， 共通 イ オ ン と特徴 イ オ ン の イ オ ン 強度を列記

した ．前述 した よ うに ，
メ チ ル 体 （R が CH ，）で あ る

fenthion ，　 cyanophos ，　fEnitrotbionで は， ｝7z！g　125
，

109，93，79，63 の イ ォ ン の 相対強度が 大 き く， エ チ ル

体 （R が C2H5）で あ る diazinon，　chlorpyrifos ，　dichlo一
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Common 　fragmentation 　pathways 　of 　phosphorothioate ．
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T 。b1。　l　 Ch 。mi 。al 、t，。 。t。 ，e ，，　rel 。tiv・ int ・n ・iti… fcQm 皿 ・ n 　f・agm ・ nt 　i・ n ・ ・ nd ・h ・・ acteri ・tic

fragment 　ions，　and 　retention 　times　of 　phosphorothioatcs ，

F 。。 thi。 n　 Cyan ・ph ・ ・ F ・ nit ・ Qthi ・ ・ Di ・・i・ ・ n 　 Chl。・P＞Tif ・・ Di 。hl・fenthi° n

RO 　 S
　 　 11

　 ／
P −O −Z

RO

R 二　 CH3 CH3 CHB CzHs C2Hs C2Hs

・・

《飾 、 《》CN 一ぴ1δ、 鷓 、、、 、拶
C
も1

C
毎 C1

Cornmon 　ions（m ！e｝

　 　 　 153

　 　 　 125
　 　 　 109

　 　 　 　 97

　 　 　 　 93

　 　 　 　 79

　 　 　 65
　 　 　 63

36 ．429
．81
．013
，811

，0

6，5

57，0100
，0

　 0 ．311

．023
．3

　 8 ，9

Relative　intensity，　percent

100 ．089

．9
　 1．026

，738
．1

17，0

52，330
．16

．236
．646
．2

O10」
21

5 ．828
．817
．797
，76

．0

20，16
．3

　 3，231
．142
．9100
．0

　 7 ，4

15．9
　 5 ．9

Characteristic　ions　（uaz！g ）
19153197992287

＋「

87522099766533

｛

2222221111111

ー

ム

21 ．3

7．5

278 （100 ．0）　243　（4L2 〕　　277 （28 ．2）

　 85 ．1

　 14．2

　 91．7

　 100 ．0
304 （48 ．9｝

25．993
．9100

，0

32．185
，840
．432
．082
，2

52 ．0

349 （　5．7〕　　314 （　2．2）

RTa ） （min ） 5．0 2 ．2 4 ．4 2．7 5，2 3 ．4

の Retention 　time 　 at 　 l50cC ．

fenthiQn で は in 〆g　153，125，109
，
97，93，65 の イ オ

ン の 相対強度が大 きか っ た．Fenthion と chlorpyrifos

の GC の 保持時間 は そ れ ぞ れ 5．0 分 と 5、2 分 で GC で は

区 別 しづ ら い が ， GC −MS で は メ チ ル 体 と エ チ ル 体 の 目

安 と な る イ オ ン で あ る メ チ ル 体 の elf／7．　79［CH30POH ］
＋

お よ び エ チ ル 体の vatle　97［（OH ）2P ＝ S］
＋ と 153［（C2H ，

−

0 ）2P ； S］＋
の 有無 に よ っ て 両者を 識別 し分類 した ．　 Fen −

thion は　Mfg 　 l　69 ［3−methy 工一4−methylthio −1−thio −

phenyl イ ォ ン ］ と m ／g 　278 ［M ＋

］が 同 じ保持時間 を 有

L ，
chloropyrifos は ハ ロ ゲ ン 原子に 起因す る フ ラ グ メ

ン トイ オ ン と し て 水素 イ オ ン 転位 で 生 じた 測 2197 と

199 が 同 じ保 持時間 を 有す る こ と か ら両者を 確認す るこ

とが で きた．

　Table　2 に 任意 に 選定 した フ ラ グメ ン トイ オ ン に よ る

ス イ カ お よ び トマ トか ら の 回収率を 示す．Diazinon や

cyallophos の よ うに 2〜3 個 の フ ラ グ メ ン ト イ オ ン を 用

い て 測定 し た 場合 で も，フ ラ グ メ ン トイ オ ン に よ る 回収

率 の 差 は ほ と ん ど見 られ なか っ た ．ま た 回 収 率 の 良 か っ

た 理 由 と して は ，特定 の フ ラ グ メ ン トイ オ ン を設定 し て

測定 した の で ク リーン ァ ッ プ を 行 なわ な く て も妨害物質

の 影 響 を 受け る こ と が な く， 選択的 で あ っ た こ と が あ げ

られ る．

　以 上 ，従来 の 多成分分析法 の よ うに 単 に ，各農薬 を 同

時に分析す る だ けで な く，そ の 構成成分を も考慮 し，基

本骨格に 共通 の フ ラ グ メ ン トイ オ ン を 用 い て 系統 的に 分

析す る こ と が で きた ． こ の よ うな 系統的 な 分析 の ほ か
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Tablc 　2　Rccovery 　 of 　 phosphorothioates 　 from
waterlnclon 　 and 　tomato ．

0

Recoverya ） （％）

246810 　R．T．

　 　 　 　 　 　 Fertified
Pesticide　　　levcl　　 m 〆：

　　　　　　 （ppm ｝
NVater −
　 　 　 　 Tomato
melon

Fenthion
’

CyanoPhos

Fenitrothien

D ｛azinOI1

O ．50

．5

「
∂

500

Chlorpyrifos　　　　O．5
Dichlofenthion 　　O ．5

27810912512513715217919727993．3　　　96．6
84 ．9 　 　 90 ．8

87．4　　　　92．2
91 ．1　　 101 ．7

89．9　　 90 ，1
91 ．5　　　93 ．5

92 ．9　　　 89 ．5
102 ．8　　　96 ，9

93．0　　　90．0

Sime量 n

1．Ong （CNP ，

　　　　　　　lCNP5

．〔賄 ）

畢
Th【obencarbPretrlachlo

厂

ButachlorOxadiazon

0

の VaLues 　are 　the 　mean 　of 　duplicate　experimen 亡s．

に ， 水田 か ら河川 へ 流出 し た 多種多様 の 農薬 の 同 時分析

に GC −MS −S ］M 法 を 応用 した ．

　2・　河川水中の 農薬の 同時分析法

　 同時期 に 使 用 さ れ る こ と の 多 い 6 種 の 水 稲 除草 剤

（butachlor，　 pretilachlor，　 oxadiazon
，
　 CNP ，　 simet −

ryn ，　tl】iobencarb ）の 河 川水中 の 濃度を測定す る ため 河

川 水 を Sep　pak 　Cieカ
ー

ト リ ッ ジ に 吸 引 し ， カ
ート リ ッ

ジ に 吸着 L た 農薬を メ タ ノ ール で 溶出し ， GC −MS に 供

し た．モ ニ タ リ ン グ イ オ ン と し て は 生体成分 の 影響 を 受

けづ ら く，感度 もよ く測定 で き る イ オ ン で あ る ill！β が

大 きく， イ オ ン 強度 が 大 ぎい フ ラ グ メ ン ↑・イ オ ン を 選 択

した ，す な わ ち，butachlor，　pretilachlor，　oxadiazon ・

CNP ，　 simetryn ，　thiobencarb に 用 い た イ オ ン は それ

ぞ れ アn ！s176 ，238，175 ，319 お よ び 317
，
213，257 で

あ る．こ の 方法 に よ る と特定の ” 砺 を 設定 す る の で ，

妨害 との 分離 も容易に 日的物質 を 同時同定 ・定 量 す る こ

と が で きた
4〕．

　 Fig．2 は GC −MS −SIM に よ っ て 得 られ た 標準品 （上

段）と河川水試料 （下段）の ク ロ マ トグ ラ ム で あ る．設

定 した i7Zi
’
e に それ ぞれ ヒ

一゚
ク が 検 出 され た．　 Pretlla−

chlor と CNP は フ ラ グ メ ン トイ オ ン も出現 して い る ．

特定 の 刎 ξ を 設 定す る こ と に よ り， 妨害 と の 分離 や

pretilachlorと oxadiazon の よ うに 保 1寺時間 の 接近 し

た もの も容易 に 同時同定 ・定量す る こ とが で ぎた．添加

回 収試験に つ い て は CNP と thiobmcarb が 70％ と

少 し悪 い が 他 は 90％ 以 上 と良好 で あ っ た ．また ， 検 出

限界 も O．Ol・− O．06　ppb と低 か っ た．こ の よ うに 超 微 量

の 環境試料 の 分析 に は ，同定 ・定量 の 手段 と して 優れ て

い る GC −MS 法 を 用 い る こ とが 適 して い る．

m ／ z319317257

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 238

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 213
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　 246810RT ．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　 K　Rも！9 「

　　　　　　　　　　　　　　　　　　lNつ oht

壷

　　　　　　　　　　　　　　　　　1
量
層

う

曇

m ／ Z319317257238213
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　 　 Sempling　date： Jun ，7（1988 ）
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、F三9・2　　Mass 　chrematograms 　of 　 si1皿 ctryn ，　 thiu−

bcncarb ，　butachlor ．　prctilachlor，　 oxa ．dlazoll　 and

CNP 　in　rivcr 　water ．

高速液体ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（HPLC ）

　　　　　 に よ る分析法

　極性 が 高 く，難揮発性 の 化合物 や 熱に 不安定 な 化合物

は GC や GC −MS 分析 が 困難 で あ る ．一
般 に 農薬 の 高

感度 な分析法 として は お もに GC が使用 さ れ て い る が ，

熱に 不 安定な 化合物 や 蒸気圧 が 低 い 化 合 物 な どは GC に

よ う 分 圻が 困難 で あ る．こ の よ う な化合物 の 微量分析 に

対 して HPLC に よ る 分析法 を検討 し た ．　 HPLC に よ

る 分 析 法 の 一例 と して ， ethylenethiourea （ETU ）お

よ び チ オ ウ レ ア 化合物 の 分析法 を 確立 し ， と くに 殺菌剤

ethylenebis 〔dithi（｝carbamate ）（EBDC ）の 分 解 生 成

物で あ る ETU に つ い て は 1乍物試料中 に お け る安定性に

つ い て も究明 した ．

　1． ラ ッ トの プラズマ 中 の ETU の 分析法 お よび チ オ

　　　 ウ レ ア化合 物の 多成分 分 析法

　 ETU は EBDC 施用後 の 作物
“
−15）， マ ウ ス

16 ）お よ

び 水溶液中
17 ） や 加熱

工δ・19）
に よ る分解 あ る い ぽ 代謝生 成

物で あ り， ラ ッ ト あ る い は マ ウ ス に 発癌 性
2e ）

あ る い は

催奇形性
21’22） が あ る の で 人 へ の 害が 懸念 さ れ て い る 化

N 工工
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Table 　3　Rccovery 　of 　thioureas 　fro皿 rat 　plasma ．

Fortificd
］evel （pprn）

Recovery の （％）

TU MeTu ETU EtTU 1，3−DMTU 　　1，1−DMTU 　　1，3−DETU

工002510

　 5

　 2．5
　 1Mean

83。687
．775
，593
．292

、590
．887
．2

92．089
．070
．194
．393

．37s
．885
．7

80．790
．378
．778

．379
．284
．182
、O

74．488
．384
．189

．485
．673

，482
．5

100，389
，890
．298
．897
，488
．994
．2

83 ．684
．671

．179
．674

．176
．6

フ8．3

82295

，677
．585
．99L978

．185
．2

a ） Values 　arc 　the　mean 　of 　cluplicatc 　experiments ．

合物 で あ る ．ま た ， ETU 以外の あ る 種の チ オ ウ レ ア 化

合物す なわ ち thiourea （TU ）や 七etrametylthiourea

〔TMTU ）も発癌性
23’24）が ，　 methylthiou 「 ea （MeTU ）

お よ び ethylthiourea （EtTU ）｝ま催 奇形 性が 報告 さ れ

て い る
25 ）．ま た 1，3−dimethylthiourea（1， 3−DMTU ）

も作業従事者 に 害 を及 ぼ した
25 ）．こ れ ら毒作用 が あ る 化

合物の 分析法の 確立 を 目的 と した ，

　ETU の 分析法 と して は S 原子を ブ チ ル 化お よ び ベ ン

ジ ル 化 し ， N 原子 を トリ フ ル オ ロ ア セ チ ル 化 ，
ペ ン タ フ

ル オ ロ ベ ン ゾ イ ル 化ある い は ジ ク ロ ロ ア セ チ ル 化 して 分

析す る 方法 が 知ら れ て い る
！
．T−30）． し か し な が ら，こ れ ら

の 誘導体化 して分析する方法 は妨害物質 の 除去 の た め の

ク リーン ア ッ プ が 煩雑 で あ っ た ．ま た ，
ETU 以 外 の チ

オ ウ レ ア 化合物 （TU ，　MeTU ，　EtTU ，1，1−DMTU ，1，3−

DMTU ，1，3−DETU ）に つ い て も 優れ た 微 量分析法が

な か っ た ，ETU を 含 む チ オ ウ レ ア 化合物 は紫外部吸収

極大波長が 約 240nnl で あ る の で HPLC に よ る 分析が

可 能 で あ る ．

　そ こ で，ラ ッ トの プ ラ ズ マ （1〜2ml ）に エ タ ノ ール を

加 え ， 振 と う抽出 し，3000 圓 転 で 20 分 閥遠 心 分離 した

後 ， 上清を シ リ カ ゲ ル カ ラ ム に 供 した ． 10％ メ タ ノ ー

ル ・ク ロ u ホ ル ム 画 分 に TU ，　MeTU ，　 EtTU が 溶 出

し， 他 の チ オ ウ レ ア 化 合 物 は 3％ メ タ ノ ール ・ク ロ ロ

ホ ル ム 画分 に 溶 出 し た ． ラ ッ トの 対照 区 の プ ラ ズ マ に 7

種 の チ オ ウ レ ア 化合物 を lPPm か ら 100　PPI11（6 段 階 ）

の 濃度 に な る よ うに 添 加 し回 収率 を求め た ．1，1−DMTU

の 78％ か ら 1，3−DMTU の 94％ ま で の 高 い 回収率が

得 られ た 〔Table 　3）．本法に よ る 検出限界は 1，3−DETU

の 0，05ppm を 除 く とす べ て 0．e2　ppln と高感度 で あ

っ た ．こ の よ うに ，
ETU お よ び チ オ ウ ン ア 化 合物を

GC に 供 す る 場 合 の よ うに 誘 導 体 化 す る こ と な く親 化合

物 の まま で 選択的 に 定 量す る こ とが 可能 と な っ た
6）．

0m 【

95、v ／v ）

Fig ．3　Analytical 　procedure 　for　ETU 　 residue 　in

c 「ops ・

＊ Cvs −HCI 　was 　added 　to　the　sampl じs　immediate −

1y　before　storage ・

　2．　 ETU の 作物残留分析

　ETU は EBDC 処 理 した 作物 の 調 理加工 中の 熱分解

物 と して も知 られ て い る
Sl−sa）．そ れ ゆ え，　 EBDC 施 用

後 の ETU の 残留濃度 を 正 確に 把握す る 必要 が あ る ・従

来 の 誘導体化法 で は 煩雑な ク リ ーン ア ッ プ を 必要 とす る

の で ， ETU の 分析 に チ オ ウ レ ア 化合物の 方法
5） お よ び

エ キ ス ト レ ル
ー トカ ラ ム 抽 出 の 方法

：S4 ）を 用い ，誘導体

化す る こ と な く HPLC に 供す る方 法を 確立 した ．分析

法 を Fig ．3 に 示す， エ キ ス ト レ ル ー ト カ ラ ム に 供す る

試料抽 出液 は NH40H で pH 　8 に 調整す る こ と に よ り

良好 な 結果 が 得 られ た ，ま た 塩 を 除去す る た め に 添加す

る フ ッ 化 カ リ ウ ム 〔KF ）は カ ラ ム に 供す る 直前 よ りは 溶

媒抽出時に 加 え る ほ うが 効果 が あ り回収率 も向上 した ，

キ ュ ウ リの 場合 に は ，ETU の 添 加 回 収率は カ ラ ム 直前

に KF を加 え た とぎの 約 2倍 で 約 90％ で あ っ た
8 ）・し

N 工工
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か しな が ら，ETU は 作 物に よ っ て は 保 存 中 に おけ る

安定性が 惡 く ， 真の 残留量 を 把握 す る こ とが 困 難 で あ っ

た ．そ こ で ， 保存試料中 に おけ る ETU の 安定性
35） に

つ い て 検 討 し た，

　3． 保存試料中 の ETU の 安定性

　 ホ モ ジ ナ イ ズ し た キ ュ ウ リお よ び ナ シ 50g に ETU

O．4ppm を 添加 し 一20’C で 105〜196 日問保存 した

とき，ETU は 初濃度 の 3〜8％ に 減少 し た．　 Webster

と Reimer36 ）
は あ る 種 の 試料中 の 農薬 は 一20℃ に 保

存 して も分解す る と報告 し て い る ．こ の 現象 は 他 の 農 薬

で もみ られ た
呂τ〕．残留分析 に 供す る 試料 は サ ン プ リ ン グ

後す く
’
に は 分析 で ぎな い こ と が多 く， ほ とん どの 場合，

分析す る ま で凍結保存 し て お く．それゆえ，保存中 の農

薬 の 安定性 が 重要な問題 に な っ て い る．一
般 に 農薬 の 分

解 反 応 と し て は 光分解 ， 加水分解，酸化反 応が 考え られ

る が，保存中の分解に 関し て は 通 常，サ ン プル を
一20℃

の 暗所 に 保存 し て い る の で 光分解 は 考えに くい ．加水分

解 や 酸化 が 安定性に 関 与 して い る と 思 わ れ る ．と くに チ

オ カ ル ボ ニ ル 基 を 有す る ETU に つ い て は 酸化 が 安定 性

に 関与する要因 の
一

つ と 考 え られ る．そ こ で ， 保存中 に

おけ る ETU の 安定性 に 及ぼす要 因 お よ び 保 存安定剤 に

っ い て 検討 した ．

　1） ETU の 安定性 に 及 ぼす pH の 影 響

　使用 した pH は ｛乍物中 の pH を 考慮 して 7以下 で 試

験 した ．作 物中 に お い て は， pH が 酸 性 （pH 　3、4 以 下 ）

の 方 が ETU は 安定 と思 わ れ る が pH 　O．74〜7 の 水溶

液中で は 120℃ で 30 分間還 流 して も ETU は 定量的

に 回収 され た ．す なわ ち ETU は pH に 依存 し なか っ

た ．Ankumah と Marshall も pH だ けが ETU 分解

の 主要因 で は ない と報 告 し て い る
3S ）．

　2）　 ETU の 保存安定性 に 及 ぼす 添 加剤 の 効果

　添加剤 と して 検討 した もの は ，酸化防止剤 で あ る ア ス

コ ル ビ ン 酸 ナ トリ ウ ム お よ び シ ス テ イ ン 塩 酸 塩 （Cys
−

HCI ）で あ る ．　 Cys −HCI お よ び ア ス コ ル ビ ン 酸 ナ ト リ

ウ ム の 有無 に お げ る 保存 ナ シ 中 の ETU の 挙動 に つ い て

Fig．4 に 示 す．試料 に 添加剤 を 加えず
一20℃ に 100

日 問保存 した 場合 は ETU は 1．1％ に 激減 した ．一
方，

CyS −HC1 お よび ア ス コ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 加 え た 試

料 で は そ れ ぞ れ 81．5％ お よ び 44．3％ 残 存 し て い た ．

こ の よ うに ，
Cys −HCI は ETU の 保存安定剤 と して ア

ス コ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム よ り効果 が あ る こ とがわ か っ

た ，ま た 回 収率へ の 影 響 も無 く，
Cvs −HCI を加 え る と

む し ろ 回収率 は 向上 した ．そ こ で 添加剤 と して は Cys −

HCI を用 い る こ と と し た．

　Fig．5 に キ s ．ウ 】」とナ シ の 回 収 率 の ク ロ マ トグ ラ ム
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Fig．4　 Effect　of 　amendment 　on 　storage 　stability

of 　ETU 　in　Japanese　Pea「・
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EM 科 Fig ． 5 　HPLC 　 chromatograms 　of 　

U − fort 洫 edand 　 − unfortified　 cuculnber 　and 　Ja

nese 　pearwith 　Cvs − HCI 　as 　an 　

endlnent ， を 示 す ． Cys − HCI を 加えても

害も な

良好 な結 果 を 得k ． 　 ETUの保 存安定 性に 及 ぼ す

s − HCI の 効 果を 種々 の作物につい て 確 認 し た （Fig

6 〕 ． ナツ ミ カン（果肉） 以外の 全 試 料 は ， Cys − HC

Y 加 に よ っ て 安 定 に な っ た ． た と え ばバレ イ シ ョ お よ

ナ シにお け る 30 日 後のETU の 残存率はそ れ ぞ れ 13

8 ％ および22、4 ％で あり， 少 量の ethyleneurea

EU ）が生 成した．し かし ながら ， Cys − HCI を 添

したとき は ETU は 90 ％以 上 回 収 さ れ
， EU は も は

検 出 さ れ なか っ た ． ま た ， 　 ETU の保 存およ び分 析

の安定性に 及ぼす CyS − HCI の 効果 は Cys − HCI の

加の段
階
に依 存 し た ． 100 日 間保存し た ナ N工工 一
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Iel⊂〕ロ、　O．　些〆厂IO2
　 　 0．4〆250

POtato 〆O．4〆3D

躙 　ETU　Cys−HCI　（一）
饂 　ETU　Cys−HCI　（÷）
圓 EしICys −HCI （一）
…ヨ EU　Cys ¶Cl （＋）

o．4、
「
60塰‡

… 一 ・… ’蹴 ・一 一 一 一 一 一 一 一

　　　　　 2．鳴 D鍵
广

　 　 　 Peanut、
．
CI．　i／204

J．S．　orange （f）tt　D．．t，222

　 　 　 　 〔P）ノLO，60

　 　 　 　 （P）「
「
1．o，　leo

o 20　　　　　　　壬0　　　　　　　59　　　　　　　呂O
REMAI￥…N舷　ETU　．、丶D　FORM，ITION　OF　Eじ　（1 ）

loo

Fig ，6　 Cys −H α cffect 　on 　storage 　stability 　Qf 　ETU 　in 　crops 、

J，s．　orange （f），〔P）： Japanese　summer 　orange （neヨh），（peel）・

ツ ミ カ ン （果皮）に つ い て Cys −HCI の 添加時点 に 関 して

2 通 り検討 し た ．凍結 保存 し た 試料に 分析直前 に Cys −

HCl を 添加 し た 場合に は ，ETU の 回収率は Cys −HCI 無

添 加時の 42．0％ よ り 6〜8％ 高か っ た だ け で あ る．一方，

試料 保 存前 に Cys −HCI を 添加 し た と きは
，
　 ETU は

819 ％ 回収 され た ， こ れ ら の 結果 か ら ETU に 関 し て

は ，CyS −HCI は 分析操作中 に お げ る ETU の 分解 を 抑

制す るとい うよ りは む しろ保存中 に おける分解を抑制す

る と い うこ と が 明臼で あ る．ま た ，
ETU の 安定 性は 作

物間 で 異な る が 品種 に は 依存 しな い こ とも確認 した ．次

に ETU の 親 化合物 で あ る EBDC 剤の
一

つ Inancozeb

に つ い て CyS −HCI の 効果 を 検討 し た．

　3） Mancozeb の ETU 変換に 及 ぼ す Cys −HCI の

　　　効果

　Mancozeb 処 理 した 1乍物中に お け
『
る ETU の 定量 に

つ い て は f乍物中 に 残留す る mancozeb が 分析中 に ETU

に 変換す る か どうか が 問題 で あ る．こ の こ とを 明らか に

す る た め に CyS −HCI の 存 在 下あ る い は 非 存 在 下 で

ETU の 分析法 と 同条件 （50CC 減圧乾固）下お よび こ の

条件 を 常 圧 に 換算 して 120 ’C の 条件 下 の 2 通 り で 反 応

した ，Fig ．7 に 示 す よ うに Cys −HC1 な しで は，　 man −

cozeb は 急速 に ETU に 分解 し た ．一
方 ，　 Cys −HCI 存

在下 で は こ の 分解 は 1％ 以下 に 抑 え られ た ．同様 の 結果

が mancozeb 添加 の 落花生 お よ び ナ ツ ミ カ ン （果皮）に

お い て も得 られ た ．そ れ ゆ え Cys −HC1 の 存在 しな い と

き， 検出さ れ た ETU は 保存中よ りむ し ろ分析 中に 生成

した ETU で あ る こ とが 明白 で あ る，実際，　EBDC 処 理

した 作物中 の ETU は 加熱す る と 増加す る こ とが 報告 さ

れ て い る
18・19・s9）． こ れ らの 結果 は manCozeb を含む 試

料 の 分析に は 保存前 に CyS −HC1 を 添加す べ ぎで あ る こ

とを 示唆 して い る．さらに ， 残留分析用試料を採取後直

ち に 分析 に 供 して も分析中 に お け
一
る mancozeb の 分解

を 防止 す る た め に Cys −HCI を 加 え た ほ うが よ い こ と が

判明 した ．Lesagei9） は EBDC の 熱分解 に よる ETU の

生成 お よ び 水溶液中 の CS ・ の 発 生 は 銅 イ オ ン を 添 加す

る こ と で 抑 え られ る と 報告 して い る．Cys −HCI もま た

分析中ある い は 保存中に お T る ETU の 分解や man −

cozeb か ら ETU へ の 生成を防止 し て い る こ とが 示 唆 さ

れ る ．

　4） ETU の安定性に 及ぼす Cys −HCI の 役割

　ETU は 植物 お よ び 動物中 に お い て EU や 他 の 代謝物

を 生成す る
le・4°〉．また ， 室温 保管中 の トマ トソ ース や ペ

ース ト中 に お い て も EU に 分解 しt：
　
38 ）．それゆ え 保存

試 料中に お い て も ETU は EU 等 に 変換す る と 思 わ れ

る．実際 ， Fig，6 に 示 した よ うに ， キ ュ ウ リ ， ナ シ お よ

び バ レ イ シ ョ 中 に お い て O．6〜9．8％ の ETU が 保存中

に EU に 変換 し た． こ の よ うに ，酸化は 保存中 の ETU

の 分 解要因 の
一

つ で あ る． しか しなが ら ， 顕著な ETU

の 分 解に もか か わ らず EU は 少量 しか 検出 さ れ な か っ

た ．こ の こ とは ETU は加 水分解およ び 植物成分 に よ っ

て EU 以 外 の 化合物 に 変換す る か ，生成 し た EU が 本

実験 に 使用 した 植物組織中 で は 急速 に 分解す る こ とが 推
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loo

Fig ．7　 Cys−HCI 　effcct 　on 　mancozcb 　convcrsiQn 　tQ　ETU ．

Conditions ： 50°C ： cvapora 七ioll　at 　50°C　under 　vacuum （simi ！ar 七〇 conditions 　of 　ETU 　analysis ）；

120℃ ： reacted 　at 　l20 °C 　at 　atmospheric 　pressure ；ETU 　method ： analytical 　method 　of 　ET 　U ．

　 　 　 　 　 　 ＋

　　　　　　 曽
H2

　 ＋ ！
（CHI2）8NH −C−NH2

H2N
丶

　　｛CH2）8NH †
NH2

　　　　　　 11H2

　　　　　　　　　　　　繃 祓農、

〔CH3C °の 3

蘿
販

・  ・・ゆ
CF3

　　　　　　　　　　　　　　　　　 CF3

Fj9 ．8　Derivatization 　of 　guazatine 　triacetate　into　8，8
’−bis［4，6−bis（trifiuoron〕e 亡hyl＞pyrinli−

dinyl −2−amino ］dioctylamine 　with 　hexafluoroacctylacetone ．

察され る．こ の よ うな現象を Cvs −HCI は 阻 止 する．

誘導体化法 に よる残留分析法

　難揮 発性 の 化合物 で し か も紫外部吸収 や 蚤光 もな い た

め GC や HPLC に よ る 残留分析 が 困難 な 化合物 もあ

る．こ の よ うな化合物の 分析法 と し て は ，化学反応 に よ

っ て 熱 に 安定 で 揮発性の 高 い 誘導体に 導 い た 後，GC に

供す る 方法 が あ る．その よ うな化合物 の 例 と し て ，グ ア

ニ ジ ン 系殺菌剤 guazatin ∋ triacetate （guazatine と 称

す）の 分析法 を 検討 し こ れ を 確 立 した ．

　1． Guazatine の ピ リ ミ ジ ン 誘 導 体 化

　 グ ア ニ ジ ノ 化台物の 分析法と し て は ， 呈 色反応に よ る

坂 口 反応お よ び ニ ン ヒ ド リ ン 法，あ る い は 蛍光 反応に よ

る 9 ，10一フ ェ ナ ン トラ キ ノ ン 法 や ベ ン ゾ イ ン 法 が あ る

が ，い ずれ の 方法 も感度 が 悪 く，残留分析法 と して は 不

適当 で あ る ．ま た ，グ ア ニ ジ ノ 化 合物 を 加水分解 して 生

じ る ア ミ ノ 化合物を トリ フ ル オ ロ ア セ チ ル 化 して GC に

よ っ て 定量 す る 方法 もあ る
41 ）．Guazatine もま た 高圧

下に 130 °C で 30 分 間反応 した 後，生 じ る ア ミ ノ 化合物

を ト リ フ ル オ ロ ア セ チ ル 化 して GC で 分 析 し て い た （大

日 本 イ ン キ 化 学 工 業株 式 会 社 ： 私信）． し か L ，こ の 方

法で は 親 化合物 を 分析 し て い な い の で
， 試料中 で 代謝生

成物 が 生 じた 場合 に は ，親化合物 と の 区 別 が で きず，親

化合物 自体 の 真の 残 留 量 を 把握す る こ と が 困難 で あ っ

た ．そ こ で ，グ ア ニ ジ ノ 基 が ア セ チ ル ア セ トン と反応 し

て ピ リ ミ ジ ン 誘導体 を 生 成 す る こ とに 着 目 し，GC で の

感度 を 高め る た め に ヘ キ サ フ ル オ ロ ア セ チ ル ア セ トン

｛HFAA ）を 用 い て guazatine を 相 応 す る e
°
リ ミ ジ ン 誘

導体 と して GC に 供す る 微量 分 析 法 を 確 立 し た （Fig ．

8）
”）．HFAA は 最近 ，医薬品 Dcbrisoquin の 誘導体

化
“Z’4’n ）

に 用 い られ好結果を得 た 誘導体化試薬 で あ る 。

含成 した guazatine の ビ リ ミ ジ ン 誘導体 は rrlp 　 IO5−

106CC の 自色 結 晶 で あ り，高 分 解 能 質 量 分 析，　 NMR ，

IR で そ の 構造 を 8，8
’−bis二4，6−bis（tri且uoromethy1 ）

pyrlmidinyl−2−amino ：dioctylamine と確認 し た ．ま

た， こ の 反 応 の ミ ク ロ レ ベ ル で の 最適 条件 は pH 　8，

HFAA の 量　O．5　m ］，反 応 時間 2 時間，反応温度 100°C

で あ っ た ．
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　 2・ Guazatine の 残留分析 に おける塩酸 グア＝ ジ ン

　　　添加の効果

　 Guazatine を ピ リ ミ ジ ン 誘導体 に して GC で 分析す

る 方法 を 土壌 お よ び 作物 か ら の guazatim の 残留分析

法 に 応鮒 した 。Fig，9 に そ の 分析操作 を 示す． こ の 分

析法 で 塩 酸 グ ア ニ ジ ン 無添加 の と きは Fig，10 に 示す よ

うに ， 試料の 種類 に よ っ て 回収率に 差 が あ っ た ．土 壌で

は guazatine の 回収率 は 57％ で あ っ た が，　リ ン ゴ お

よ び ブ ドウ で は それ ぞ れ 1．3％ お よ び 0．3％ で あ っ た ．

こ の 低回収率 の 原 因を 究明す る た め に
14C −guazatinc を

用 い た リ ン ゴ 試 料 の 実 験 を 行 な い ，分 析 操 作 の どの 行程

Sarnple（10−509 ）

　　　　Guanidine−HCI（lg〕
　　　　 2N　NaOH 　in　MeOH （100ml）
　 　 　 　 shake 　for　30　min

が 問題 で あ る か 検討 した ．そ の 結果 ， リ ン ゴ 試料中 の

guazatine は ア ル カ リ性 メ タ ノ ール 溶液 に は 定 量的 に 抽

出され る が ， ク 卩 ロ ホ ル ム へ の 転溶 は 24％ に すぎず，

62％ もの guazatilleが 水溶性物質 と 結合 して，水層 に

残留 して い る こ とが 明 らか に な っ た ．こ れ は guazatill3

を 試料 か ら拙出す る 際 ， ア ル カ リ性 メ タ ノ
ー

ル を 使 旧 し

て い る の で ，酢 酸が とれ 遊離 した guazatine が グ ア ニ

ジ ノ 基 の 特性 で あ る プ ロ ト ン 親和性の た め に 試 料中 の 極

性 の 高 い 成 分 と結合 し， 回収率を低下す る 原因 と な っ て

い る と 推察 した ．そ こ で，こ の 結合 を 抑制あ る い は 切断

し，同収率 を 向 上 す る 試薬 の 検討を し た ． Fig ．11 は リ

ン ゴ 50g に guazatine 　IOOO　pagを 混合 し ， 添加剤 lg

を 用 い て guazatine の 回収率 を 求 め た 結果 で あ る，著

Resldue
　 　 2N　NaOH 　in　MeOH
　 　（50ml）

　 　 Guanidine−HCI
　 　 〔059 ）
Extract

Extract

H20 〔150ml）

extract　with 　CHCI3
（150mlx2 ｝

Orga囗ic　phase2N
　H2SO4 （lml）

H20〔50ml〕

concentrate

H20 ｛50ml ）

wash 　with　CHCL3
（50ml〕

evaporate

　 　 　 　 　 　 　 　 　 HFAA 　derivatization
　 　 　 　 　 　 　 　 　 −

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 GC （NPD 〕

Fig ．9　 Analytical 　 procedure 　 for　 guazatine 　 tエi−

aCetate 　reSidUe 　in　erOpS ・

ll叫　　 蠶翻 ｝盥 ：；：；l

l・o

l・・

萋、。

i，。

壅
。

　　　　　 APPle 　 Grape 　Cuc ロmber 　 So‘．1

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 S桟MPLE

Fig ．10　 Recovery 　 of 　 guazatine 　 triacetate　 from

samples 　added 　with 　Qr　without 　guanidillc　hydro −

chloride ．
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Fig ，亘l　 Effect　of　releasing 　reagents 　on 　extraction 　of 　guazatine 　triacetate　from　apple 　sample ．
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しい 効果 が あ っ た の は ， 塩酸 グ ア ニ ジ ン と 塩 酸 メ チ ル グ

ァ ニ ジ ン で と もに 約 88％ の 回 収率 が あ り，十分残留分

析 に 応用 で ぎる 結果 が 得 られ た
“ ）．そ こ で 木研究 に は ，

塩 酸グア ニ ジ ン を 添加剤 と して 使用す る こ とに した ．

　分析操作 の どの 蒔点 で 塩酸 グ ァ ニ ジ ン を 添 加する か に

関 して は ，ク P ロ ホ ル ム 転溶直前 よ りア ル カ リ性 メ タ ノ

ール 抽 出時 に 加 え た ほ うが は る か に 効果が あ っ た
45 ）．

　 Fig、10 に 示 した よ うに ， 塩酸 グ ア ＝ ジ ン 無 添 加 で は

回収率 の 低 か っ た 土 壌 ，リ ン ゴ 等 の 試 料 に 塩 酸 グ ア ニ ジ

ン を 添加す る とす べ て 80 〜90 ％ と 回収率が 無 添 加 の と

きの 1．5 （土 壌）〜260倍 （ブ ドウ）に 向上 し た．一
般 に ，

土 壌に お い て は カ チ オ ン は 粘度鉱物 に 強 く吸着 し ， 多量

の カ チ オ ン の 添加 に よ っ て イ オ ン 交換的 に 脱離す る．t

壌 か らの guazatine の 回収率 が 塩 酸 グ ア ニ ジ ン 無添加

で は 57 ％ しか 得 ら れな か っ た の は ，同様 の 現象 が 起 き

Table 　4　 Recovery 　 of 　 guazatine 　triacetate　froln

guazatine 　triacetatc−fortified　samples ・

Sample
s

響 鷲
距

躍
）

Appl 巳

GrapeRice

　grain
］Rice　straw

Barley 　grain
Green 　barley

SoilSoil

0000000055211122 4400005000112202 90 ．889
．081
．093
．789

，778
．488
．189

．3

E ） Values　are 　tlle　mean 　of　duplicate　experiments ．

て い る た め と推測 され る．塩 酸 グア ニ ジ ン 添加 が 効果が

あ る の は ，ア ル カ リ性溶液中 に お い て グ ア ニ ジ ン の ほ う

が ア ル キ ル 側 鎖の 長 い guazat｛ne に 比 べ て ，よ りプ ロ

トン 親和性が強 く，試 料中 の 成分 と結合 しや すい た め ，

結果 と して guazatine の 同収率を 高 め る 原因とな っ た

と推定 した ，本 法に よ る検 出限界 は 土 壌 は 0．04pp 皿 ，

他 は 0 ．02ppm で あ り十 分残留分析に 応用可能 の 結果 が

得 られ た の で ， リ ン ゴ 等に 本法を応用 した ．Table 　4 に

示 す よ うに ，青刈大 麦 の 78％，玄米の 81％ 以外 は す

べ て 90％ 以 上 の 好 結 果 を 得 た ，

　3・　 Guazatine の 回収率 に 及 ぼす要因物質

　作物 お よ び 土 壌中 の guazatine の 残 留分析に お い て ，

妨害と な る 要因物 質を 究明す る た め に ，回収率 が 著 し く

低 か っ た リ ン ゴ と ブ ド ウ の 主 要成分に つ い て ，残留分析

法 に 用い た 分析操作 を 行 な い ，guazat三ne の 回収率を検

討 した
45）．さ ら に ， 各成分に つ い て 塩酸 グァ ニ ジ ン の 添

加 の 効果 も調 べ た ．検討 した 成分 を Fig ．12 に 示す．

有機 酸 や ペ ク チ ン お よ び サ ッ カ ロ
ー

ス を 添 加 し て も

guazatinc は 約 90％ 回収 さ れ た．単糖類 で あ る ア ル

ドヘキ ソ ース と ケ トヘキ ソ
ース で は 回収 率に 著 しい 差 が

あ っ た ．ア ル ドヘキ ソ
ース で あ る グル コ ース お よ び ガ ラ

ク トース は と もに 約 78％ の 回収率が 得 られ た が，ケ ト

ヘ キ ソ ース で あ る フ ル ク トース お よ び ソ ル ボ
ー

ス は ，そ

れ ぞれ 31％ お よ び 18％ と非常 に 低 か っ た ． こ の こ と

か ら，ケ トヘ キ ソ
ー

ス ，とくに リ ン ゴ お よ び ブ ド ウ中に

約 5〜8％ 含 ま れ て い る フ ル ク トース
46 ）　hX回収率低下 の

主要因子 で あ る と推定 した ．こ れ らの 糖に 塩酸 グ ア ニ ジ

ン を 添加す る とい ずれ の 糖 も 80％ 以上 の 回収率 が 得 ら

れ ， 塩酸 グア ニ ジ ン 添加 の 効果が 顕 著に 現わ れ た ．ま

　 　 CO瓸POUND／（田ロ ol ）

　 　 　 　 　 Co［］trol

　 Citric　aCld1 （4．2）

L　Tartaric　acld ！（6．7）

　 し
．Malic　aCld1 （7．5）

　 　 D−Glucose／（5．6）

　 　 D−「ruc しose1 （5．6）
　 　 　 SucrDse ！（2．9）
　 D−Galactose！（5．6）
　 　 L　Sorbese〆（5．6）
D−Fru−6−P（1

’
a）ノ（3，3）

D−Fru−6−P（Ba）！（2．5）
D−Fru −1−P（Ba）！（2．5）

）
−Fru−1，6−P（Na）！（2．5）

　 　 　 　 　 Pectine

躙 Guanldlne−HCI　（一）
囲 Guanldlne−HCI　（1）

　 　 　 　 　 　 　 0　　　　　　　20　　　　　　40　　　　　　60　　　　　　Be　　　　　　lOO
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 RECOVERY　OF　GVAZATINE　TRIACETATE　（％）

Fig．12　1nteraction　between 　guazatine 　triacetate　and 　constituents 　Qf　apple ．
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fc，　 guazatine と の 結合 に 関係 して い る フ ル ク トース の

反応部位 に つ い て ， フ ル ク トース の C1一位お よび C6一
位

の リ ン 酸 エ ス テ ル で あ る D 一フ ル ク ト
ース

ー6一リ ン 酸 （D
−

Fru −6−P ），
　 D 一フ ル ク ト

ース ー1一リ ン 酸 （D
−Fru −1−P ），

D 一フ ル ク トース ー1，6一ジ リ ン 酸 （D −Fru
−1，6−P ）を 用 い て

検討 した ，そ の 結果 D −Fru −6−P が guazatin， に 強 く

結 合 して い る こ と か ら ， guazatim の グ ア ニ ジ ノ 基 と の

反応 に 関与す る 部位は フ ル ク トース の C6一
位 で は な く，

C1 一
位 の 水酸基 か C2一

位 の カ ル ボ ニ ル 基 で あ る と推論 し

た ．

　
一

般 に モ ノ 置換 グア ニ ジ ノ 化合物とベ ン ゾ イ ン を ア ル

カ リ 条 件 下 で 加 熱す る と イ ミ ダ ゾ ール 誘 導 体 を 生 じ

る
47 ）．それゆえ ， guazatin： と フ ル ク トース と の 反 応 は

guazatine の グ ア ニ ジ ノ 基 が フ ル ク トース の C2一
位 の

カ ル ボ ニ ル 基 と反応 し，次 い で C1一位の 水 酸基 と 反応 し

て ， イ ミ ダ ゾー
ル 化合物 が 形 成 さ れ る もの と 推測 され

る ．

ま　 　と　 　め

　 最初 に ，有機 リ ン 系農薬 の
一

斉分析 に GC −MS に よ る

方 法 を 検討 した ．各種 の 有機 リ ン 系農薬 を 共 通 の フ ラ グ

メ ン トイ オ ン に よ っ て 基本型 に分類 し， さ らに ， 各化合

物 の 特徴 イ オ ン か ら同定 ・定量す る 方法を 確立 し た ．ま

た ， 河 川水中 の 多種 多様 の 農薬 の 同時分析 に GC −MS −

S工M 法を応用 した ．

　 次 に ， 殺菌剤 EBDC 系化合物 の 代謝物 で あ る ETU

お よび チ オ ウ レ ア 化合物 の HPLC に よ る 分析法 を確立

し た ．さ ら に ， 残留分析 に 供す る 保存試料中 に おけ る

ETU の 安定性に は試料 に Cys −HCI を 添 加す る こ とが

効 果 が あ る こ と を 究 明 し た ，Cys −HCl は 分析 操 作 中 に

お け る EBDC の ETU へ の 分解を も抑 制す る こ とが 判

明 した ．

　最後 に 誘導体化法 に よ る 分析法 と して は ， guazatine

を HFAA で 相応す る ピ リ ミ ジ ン 誘 導体 に し て GC 分

析す る 方法を 確 立 した ．さ ら に ， リ ン ゴ および ブ ド ウ の

残 留分析 に お い て guaza 七ine の 回 収率が 低い 原 因 は，

こ れ らの 果実 の 主 要成分 で あ る フ ル ク トース に 起因 して

い る こ とを 明らか に した ． こ の guazatinL ’と フ ル ク ト

ース の 結合を 抑制あ る い は 切断す る 試薬 と して ， 塩 酸 グ

ア ニ ジ ン が 効果 が あ る こ とも究 明 した ． ま た ，guaza −

tine と フ ル ク トース の 反 応 は 反 応 時 間 が 長 く な り， 反

応 温度 が 高 くな る と 著 し く進行 した ． し た が っ て ，

8uazatine の 回 収率を 向 上 さ せ る た め に 添 加す る塩 酸 グ

ァ ニ ジ ン は ， 試料に 1接添加する の が効果的 で あ る と結

論 した ．

お 　わ　り　 に

　 本 研 究 で は 検 出 感 度 が 低 か っ た り，熱 で 分 解 しや す か

っ た り，難揮発性 の た め，従来 の 分析方法 で は pPm あ

る い は ppb オ
ーダー

の 高感度 の 分析 が 困 難な 農 薬お よ

び そ の 代謝生成物に つ い て，GC −MS ，　 HPLC あ る い は

誘導体化法 に よ っ て 植物，動物お よ び 環境中 に お け る 微

量残留分析法 を 化合物 の 生 体試料中 で の 挙動 を 含 め て 確

立 した もの で あ る．農薬残留分析 法の 開発研究 に あ た っ

て は 化合物 の 物理 化学的性質 を 生 か し ， ま た 天 然 試料中

に 存在す る 夾雑物の 特性や挙動を把握 し て 選択的 で 精度

よ く簡 便 な 分析 法 を め ざ して お り，今後 は LC ！MS ， エ

ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ ィ 等 の 利用 も含め て 検討 し て い き

た い ．
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