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Asimple，　rapid　method 　to　determine　residues　of　chlorothalonil　in　green　tea　leaves　was 　developed　using 　a　com
−

mercial 　 chlorothalenil 　kit　based　 Gn 　ELISA ．　Chloro亡halonil　in　green　tea　leaves　 was 　 measured 　 using 　the

chbrothalonil 　kjtafter　being　extracted 　by　methanol 　or　boiling　in　water 　and　diluted　with 　l　O％ nlethanoL　Because

the　extracts　of　green　tea　leaves　caused 　significant 　interference　in　the　assay ，　a　refinement 　method 　was 　examined ．

One　ml 　ofthe 　extract 　from　green　tea　leaves　boiled　in　water 　or　extracted　w 油 methanol 　was 　added 　to　Oasis　HLB

（60mg ）and 　puri且ed 　with 　2ml　of80 ％ methanol ．　After　that，　chlorothalonil　on 　the　HLB 　was 　extracted　with 　2　ml 　of

10 ％ methanol ，　It　was 　suggested 　from　the　experirnent 　that　the　component 　that　was 　removed 　by　column 　refine−

ment 　was 　catechin ，　bejng　the　cause　ofi皿terference　with　the　chlorothalonil　kjt．　As　the　results，　average　recoveries

from　the　chlorotha1Qnil−spiked 　green　tea　leaves　were 　86−113％
，
　and 　the　coeMcients 　ofvariation 　were 　below　10％

in　most 　cases ，　The　coe 缶 cient 　efcorrelation 　between　the　ELISA 　and 　GC ．tMS 　metheds 　was 　O．99．　Analysis　equiva −

lent　to　GC 　became　possible　using 　ELISA ，　and 　we 　revea ［ed 　that　catechin　is　the　main 　factor　interfering　with

ELISA 　analysis ，　and 　established 　a　refining 　process．　h　was 　cenfirmed 　that　the　methanol 　treatment　method 　for
HLB 　was 　use 釦l　for　the　rapid 　analysis　ofchlorothalonil 　residues 　in　green　tea　leaves．◎ Pesticide　Science　Society

of 亅apan

KeJ，words ：　ELISA 　kit，　chlorothalonil，　green　tea，　matrix 　interference，　catechin．

1．緒 言

　近年， 茶葉はそ の 有効成分に よる機能性が注 日され，飲

用 の み な らず食べ るお茶と して も重用され て い る，一
方，

消費者 の 食品中の 残留農薬へ の 関心 は高く，茶に おい て も

高濃度 に 残留 して い るの で は と の 懸念が 指摘 さ れて お り，

茶 に 残留す る農薬の 濃度 レ ベ ル の 把握 が課題 とな っ て い る．

分析法 に つ い て は ， 厚生労働省からの 通知法
D

に おい て 茶

＊
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を抹茶 と抹茶以外 に 分けた 分析法が示 され て おり，抹茶以

外の 茶で は ほ とん どの 農薬が熱湯抽出法 に よ る個別分折法

とな っ て い るb しかしなが ら，
こ の 方法 に よる場合，茶 に

大量に含まれ る カ テ キ ン 類や ク ロ ロ フ ィ ル 等の 夾雑物質を

除去す る た め の 煩雑な精製操作が 必要と な り， 検査 に多大

な労力 と時間を要して い る，

　有機塩 素系殺菌剤ク ロ ロ タ ロ ニ ル は茶の 栽培に お い て 炭

そ病予防の た めに用い られ，摘採 10日前まで の 使用が認 め

られて い る．本剤 は水に溶け に くい ため雨に よる流出も少

な く，また，酸，ア ル カ リ，熱，紫外線 に も安定 で 農産物

へ の 残留性が高い こ とか ら ， 農産物中の 残留農薬検査 で の
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検出頻度が高い 農薬で もあ る．茶 の ク ロ ロ タ ロ ニ ル の 残留

基準は ， 食品衛生法の 規格基準 に よ っ て 規定され，抹茶以

外の茶で は熱湯抽出法 に よ り検査す る方法 とな っ て い る，

しか し，こ の 方法 に よ る場合，水に 溶け に くい 農薬は浸出

され難 い
2）

こ とが指摘 されて おり，茶葉の 残留実態を把握

す る た あ に は，溶媒抽出法 に よ る方法 に つ い て も調べ る必

要がある と考え られ る，本研究で は，機器分析法と較べ て

前処理操作をほ とん ど必要せ ず，迅速 ・簡便か つ 廉価な測

定法として 注目されて い る ELISA 法 に つ い て，市販 の ク ロ

ロ タ ロ ニ ル キ ッ トを 用い ，溶媒抽出法 お よ び熱湯抽出法 の

2 つ の抽出法を用 い た測定法 につ い て 検討を行 っ た．

2，実　験　方　法

2．L 試料

原料茶葉 （生 茶葉）お よ び市販の 緑茶 （緑茶）を用 い た，

　 2．2．試薬類

　有機溶媒等 1 有機溶媒 は 関東化学製 の 残留農薬分析 用，

水は ミリポア 製の ミ リ Q 水， そ の 他の 試薬は関東化学製の

特級を用い た，

　農薬標準品 ：関東化学製の 残留農薬試験 用 農薬標準品を

用 い ， メ タ ノ
ー

ル （ELISA 法）ま た は n一ヘ キ サ ン （GC 〆MS

法） に溶解して 100μg〆m1 標準原液と し，さ らに 10％ メ タ

ノール 溶液 （ELISA 法），　 n一ヘ キ サ ン （GC 〆MS 法） で 適 宜

希釈 した．

　カ テ キ ン 類標準品 1和光純薬製の 生化学用 カ テ キ ン混合

物 （緑茶由来，含有率 85％ 以上 ）を メ タ ノ
ー

ル に 溶解し

1000μg〆ml 標準原液 と し，50％ メ タノ
ー

ル で適宜希釈 した，

　固相 ： Waters社製 の ジ ビニ ル ベ ン ゼ ン N 一ビニ ル ピ ロ リ ド

ン 共重合体 ミニ カ ラ ム （Oasis　HLB，60mg） は，あ らか じめ

メ タノ
ー

ル および 80％ メ タ ノ
ー

ル 各 1m］で コ ン デ シ ョ ニ ン

グした後使用 した，

　 2．3．ELISA キ ッ ト

　堀場製作所製の ク ロ ロ タ ロ ニ ル キ ッ ト （ス マ
ートア ッ セ

イ シ リーズ ）を用 い た．

　2．4．装置 お よ び測定条件

　2A ．1．　 ELISA 法

　吸光光度計 ：堀場製作所製 Smart　Reader　MPR ・Ol，遠心

分離機 ： ト ミ
ー

製 LX −140 を用 い た，な お，　 ELISA 法の 測

定条件は ，キ ッ トに 示 さ れた方法に従 っ た，

　2．4．2． GC ／MS 法

　装置 ：GC　Agilent製 HP6890，　MS 　Agilent製 HP5973 　inert，

分析用 カ ラ ム Agilent　DB −XLB （内径 0．25　mm ，長さ 30m ，

膜厚0．10μm ）を 用 い た．

　測定条件 ： カ ラ ム 温度 80°C （1min）一（30。C！min ）＿18  。C一
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（5°C！min ）−250°C−（10°C〆min ）−310°C （5．5min）の 昇温とし

て ，注入 口温度は 230°C，イン ターフ ェ
ー

ス温度は 290°C，

キ ャ リア ガス （ヘ リウ ム ），注入方法は ス プ リ ッ トレ ス，注

入量は 2μL 測定モ ードは SIM （m ！z　266）で 行 っ た．

　2．4．3．茶カ テキン類の定量

　装置 lLC 　Agilent製 1100，分析用 カ ラ ム SHISEIDO 製

SUPERIOREX　ODS （内径 4．6mm ，長 さ 150mm，粒子径

5μm ）を用 い た．

　測 定条件 ： 移動相メ タ ノ
ー

ル
ー
水 （10〆90）→ 30min

（50〆50），カ ラ ム 温度 40°C，流量 1・ml 〆min ，注入量 10μ1，

検出器 UV230nm を用い た．

　2．5．ELISA 法 に よる試験溶液の 調製

　2．5．1．溶媒抽出法

　生茶葉50g に 水45　ml お よ び 50％ リン 酸 5m 【加 え，フ
ー

ドプロ セ ッ サ ー
を用 い て細切均一

化 した後，そ の 2．Og （茶

葉と して 1．Og 相当）をポ リプロ ピ レ ン遠心管 に 採取 した，

こ れ に ， 水 1ml お よ び メ タ ノー
ル rOml 加え，30分間振 と

う抽出した後， 3，000rpm で 10分間遠心分離 した，．L清を

10m1 容メ ス フ ラ ス コ に 移 し，水を加 え て 10inlに 定容 した

液 1ml を，あ ら か じ め メ タ ノール 1mL 　 80％ メ タ ノ
ー

ル

lml で コ ン デ シ ョ
ニ ン グした Oasis　HLB ミニ カラ ム （6Dmg）

に 負荷した．そ の 後，80％ メ タ ノ
ー

ル 2ml で カ ラ ム を洗浄

し，洗浄液等を捨て た の ち，
メ タ ノール 2mE で溶出した．

こ の 溶出液 に メ タノ
ー

ル 0．5ml および水を加えて 25m1 に定

容した液 を ELISA 用 試験溶液 と した，なお，緑茶 は粉砕し

た 試料 1．Og に水2ml ， 50％ リ ン 酸 0」 ml およ び メ タ ノ
ール

10ml 加えて 15分間放置した の ち，生茶葉と同様に操作し

て試験溶液を調製した，

　2．5．2．熱湯抽出法

　緑茶 LOg に沸騰水 50ml 加え て 5 分間放置 した 後，吸引

ろ過 し，冷却 後 メ タ ノ
ー

ル 5ml ，5  ％ リン 酸 0．；ml 加 え て

50ml に 定容 した．そ の 液 lm1 を，あ らか じめ メ タ ノ
ー

ル

lml，10％ メ タ ノ
ール lm1 で コ ン デ シ ョ ニ ン グ した Oasis

HLB ミニ カ ラ ム （60　mg ） に 負荷した ．そ の 後，80％ メ タ

ノ
ー

ル 2ml で カラ ム を洗浄し，洗浄液等を捨て た の ち ， メ

タノ
ール 2ml で溶出し，水を加えて 201n1に 定容した液を

ELISA 用試験溶液と した，

2．6．GC ！MS 法 による試験溶液の 調製

　2．6．1．溶媒抽出法

　溶媒抽出法は通知法
1

製した，

　2．6．2．熱湯抽出法

　熱湯抽出法 は 通知法
1

に よ り調製 した．

に示 さ れた 抹茶の 分析法 に よ り調

に 示 された抹茶以外の 茶の 分析法
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　2．7． ク 囗 ロ タロ ニ ル キ ッ トにお ける茶成分 の 影響調 査

　あらかじめ GC〆MS 法 に よりク ロ ロ タ ロ ニ ル が残留して い

ない こ とを確認 した生茶葉およ び緑茶を用い て 調製 した メ

タ ノ
ー

ル 抽出液を適宜 10％ メタ ノール で 希釈 して ELISA 用

試験溶液 とした，はじめ に，先 に 調製 した 茶 の メ タノール

抽出希釈液 に ク ロ ロ タ ロ ニ ル標準品を 添加す る方法で作製

した添加検量線と 10％ メ タ ノ
ール 液を 用い て 作成 した 標準

検量線との 乖離状況 を比較 した。次に ，茶成分 の 影響 に よ

る ク ロ ロ タ ロ ニ ル 擬陽性反応を調 べ るた め，クロ ロ タ ロ ニ

ル 無添加の 吸光度か ら もとめ た BIBo％ 値 〔各試験溶液の 吸

光度／陰性 コ ン トロ
ール の 吸光度 × leo） が検出下限付近

の 80％ を超えな い 希釈率を求 め る と と もに，ELISA 法に よ

る測定 に おい て マ ト リッ クス の 影響を最も受けやす い 低濃

度域 （0，15ng〆g） で の 測定を行 い，回収率を比較した．

　2．8．妨害除去方法の 検討

　ク ロ ロ タ ロ ニ ル キ ッ トで の 妨害物質を取り除く手段と し

て Oasis　HLB （60mg ） に よ る前処理方法 につ いて 検討した．

は じ め に ，ク ロ ロ タ ロ ニ ル 標準溶液の メ タ ノール 濃度を

lo〜100°
／， に 変化 させ て ，　 Oasis　HLB ミニ カ ラ ム で の ク ロ ロ

タロ ニ ル の 保持お よ び溶出試験を行っ た．次に，生茶葉の

抽出液 lmlを Oasis　HLB ミニ カ ラム に 負荷後，洗浄液の メ

タノ
ー

ル 濃度を各々 10〜70°

／e の 条件で洗浄した の ち，メ タ

ノ
ー

ル で 溶出し，希釈調製した各試験溶液 （250 倍希釈相

当） に ク ロ ロ タ ロ ニ ル を 0．15n9〆g相当添加 して 測定す る方

法で，妨害物質の 除去効果を確認 した，

　2．9．溶出液中の カ テ キン類 の定量

　Oasis　HLB ミニ カ ラ ム 精製 に お い て ，洗浄液の メ タ ノー

ル濃度 に よ っ て ，溶出液中の カ テ キ ン 類 の 濃 度 が，どの 程

度減少 して い るか 試験を行 っ た．カ テ キ ン類の 定量 は高速

液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー （UV 法）を用 い ，緑茶中の 主要

カテ キ ン類で あ るエ ピカテ キ ン ，エ ピカ テキ ン ガ レート，エ

ピガ ロ カ テキ ンお よ び エ ピガ ロ カ テキ ン ガレートに つ い て ，

カ テ キ ン混合物 （緑茶由来）標準品の 面積比か ら求めた．

　2．10． カ テキ ン混合物標準品に よる妨害 の確認

　カ テ キ ン類が妨害の 要因で あ る こ とを確認す る た め，次

の 試験 を行 っ た．す な わ ち，e．15n9〆g ク ロ ロ タ ロ ニ ル 含有

10％ メ タ ノ
ール 溶液 に 緑茶由来カ テ キ ン混合物 （標準品）

を 10− 2000μg〆gの 濃度範囲で 添加して 測定し，カ テキ ン 混

合物濃度 と吸光度低下の 関係を調べ た，

　2．11．添加回収試験

　生茶葉で は溶媒抽出法，緑茶で は熱湯抽出法に よ り， 確

立 した前処理条件に基 づ き添加回収試験を行 っ た．添加濃

度は そ れ ぞ れ の 方法 に お け る検出下限値濃度およ び 基準値

ELISA 法 に よ る 茶葉中の ク ロ ロ タ ロ ； ル の 残留分析　389

の 約 1110濃 度 と し，ク ロ ロ タ ロ ：＝ ル 標準 品 の 添 加時 期 は，

溶媒抽出法にお い て は抽出前， 熱湯抽出法 に おい て は抽出

後と した，

　2．12． ELISA 法 と GC ！MS 法 との 相関性試験

　確立した ELISA 測定条件を用 い
， 既知濃度を添加す る方

法 で ELISA 法 と GC 〆MS 法 の 比較試験を行 っ た．なお，抽

出法 は 生茶葉で は溶媒抽出法，緑茶で は熱湯抽出法の 条件

を用 い た．添加濃度は 生茶葉が 0．0375μg！g か ら 1．5μg！g，

緑茶が 0．15μg〆g か ら L5 μg〆g の範囲とした．

　2，13． 実態調査

　市販 の 緑茶 1  検体を対象 に熱湯抽 出法 に よ り，ELISA

法および GCIMS 法 に よるクロ ロ タロ ニ ル の 残留実態調査を

行 った．

3．結果および考察

　3．1．茶成分 に よ る ク ロ ロ タ 囗 ニ ル キ ッ トで の 妨害

　通常，ELISA法 に よ る農作物中の 残留農薬測定 に おい て

は，抽出溶媒 は メ タノ
ー

ル を用 い，抽出液 に 水を加 え メ タ

ノール 濃度を IO°
／． に調整 した 希釈液を測定 に 供す る．しか

し，作物 に よ っ て は測定で の 妨害が指摘
3−9） されて おり，作

物成分 に よる測定へ の 影響 の 確認が必要 で ある．茶葉の メ

タ ノール 抽出液を 250 倍に希釈 して 作成した添加検量線と

10％ メ タ ノール 液を用い て作成した標準検量線を Fig．1に

示 した．添加検量線の 吸光度 は低濃度域 で 最 も大きく抑制

さ れて お り，検量線の 傾きは ほ とん ど 0 に 近 い 値を示した，

こ の 結果，茶の 抽出液 が 混在す る と ク ロ ロ タ ロ ニ ル の抗体

との 反応性 が変化 す る こ とが 明 ら か と な り，茶に 由来す る

成分 の 影響が考え られ た． こ の ような夾雑成分 に よる

1．42

　
　

1
　
　

8
　
　∫
0
　
　

4
　
　

2

1
　
　
　
　
　
　

0
　

　

0
　
　

0
　
　

0

（

【

目
O

專
）

8
口

ε
』

o

沼
く

00

，1 1

Concentration　ofchlorothalonil（ng ／9）

10

Fig．1．　In伽 ence　of　green　tea　leaf　matrix 　on　the　standard 　curve 　for

chlorothaloni1 ．　 ELISA 　standard 　curves 　Qf 　 ch1Qrothalonil 　 in　lO％

methanol 　in　the　absence （Q ），　and 　in　the　presence ｛X ）of 　methano 【

extract 　of　raw 　tea　leaves　are　shown ．　The　methanol 　extract　was 　pre−

pared　by　diluting　the　original 　extract　with 　lO％ methanol 　by　250・fol氏
into　which 　specified 　amou 皿t　ofch ］orothalonil 　was 　add ．
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Table　1．　 Effect　ef 　dilution　factors　of　methanol 　extracts 　from

the　leaves　of 　raw 　tea　and 　grean　tea　on 　B ！Bo　values （％ ）in　the

analysis 　using 　ELISA　kit　for　chlorothalenil

Dilution　facto「f）
BIBo（％）

b）

Raw 　tea 】eavesGreen 　tea　leaves

250−feld500
−f｛）ld1

，000−felCl

2，00e−fold

3，0ee−fold

5，000−fold

16224

，839

、66596049

6．79

．116

．420526

．832

a ）Sample　 solution 　was 　d正luted　wlth 　l　O％ methanol ．　 h，
　B〆Bo

（％）
＝BIBo× 100，　 Bo： Absorbance　 of 　l　O％ methano 】．　B ： Ab −

sorbance　of　diluted　methanol 　extract 　of 　raw　tea　and 　green　tea

leaves　with 　lO％ methanol ，　c 〕Not　mesured ．

ELISA へ の 影響は，抽出液をさ らに 希釈す る こ と で 反応性

の 改善が 期待 で きる と考 え ら れ た た め，希釈 に よ る方法 で

影響を回避 す る こ と を試 み た．ブ ラ ン ク 値 の 吸光度か ら

B〆Bo％ 値 （各試験溶液 の 吸光度／陰性 コ ン トロ
ール の 吸光

度 × 100）を求め た結果を Table　lに示した ．希釈率を Lげ

る こ とで BtBo°／。 値は徐 々 に改善され る傾向を示した が， 生

茶葉で は 2000倍 ， 緑茶で は 5000 倍に 希釈して も，ブラ ン

ク値が検出 ド限値を 超 え る偽陽性反応を生 じる こ とが わ

か っ た，ま た ， 最も影響を受けや す い低濃度域 （O．15n9♂g）

で の 測定値 も過大 な値 を示 した （Table　2）．

　32．茶成分に よ る ELISA 法で の 妨害とその 除去方法 の

　　　 検討

　先の 試験の 結果，希釈 の みの 操作 で妨害を除去するこ と

は 困難で あ っ た こ と か ら，ミニ カ ラ ム を用 い た 精製法 に つ

Table　 2．　Effect　of 　dilution　factors　of 　methanol 　 extracts 　from

the　leaves　of　raw 　tea　and 　grean　tea　on 　spike 　recovery 　in　the
analysis 　using 　ELISA 　kit　fer　chlerothalonil

Dilutien　factor

Spike　recovery （％）
の

Raw 　tea　leavesGreen 　tea　leaves

250−fold

l，OOO−fold

2、000−feld

5，000−fbld

136085044018

 

＿b）

1400900610

“）Chlorthatenil（0．15ppb ）was 　added 　to　the　methanol 　extract 　of

the　raw 　tea　and 　green　tea　Ieaves　diluted　250−，1，000−，2，000−，
5、000・feld　by　 lO％ methanol ，　followed　by　 chlorothalonil 　kit

measurement ．　b）　Outside　measurement 　range ．

H本農薬学会誌

Table　3．　Improvement　 of 　spike 　 recovery 　by　increasing　the

methanol 　cencentration 　in　the　washing 　liquid　for　the　pretreat−

ment 　of 　methanol 　extracts　from　raw 　tea　leaves　with 　Oasis　HLB

colurnn

Methanol　concentration Spike　re ¢ overy （％）
a ）

No　processingb
レ

10％ MeOH

60％ MeOH

70Clo　MeOH

1，359818247126

a ）
methanol 　extract 　from　tea　leavcs　was 　treatcd　with 　Oasis　HLB

colu   ，　and 　chlorothalonil （0．15　ppb）was 　added 　to　the　 eluate

to　be　quanti盒ed　using 　the　ELISA　kit，　hlMethanol 　extraction 　liq−

uid 　of 　raw 　green　tea　leaves　was 　diluted　250 −fo［d　using 　10％

r冂 ethanol ，

い て 検討 した．ミニ カ ラ ム はクロ ロ タ ロ ニ ル の オ ク タノ
ー

ル ／水分配係数が 4．38と低極性 で ある こ とに着目して，幅

広 い 極性 の 物質を保持しつ つ 洗浄に よ り比較的水溶性の 高

い 物質が除去で きる ジ ビ ニ ル ベ ンゼ ン N一ビニ ル ピロ リ ドン

共重合体ミニ カラ ム （Oasis　HLB ，60　mg ）を用い た，は じめ

に，ク ロ ロ タ ロ ニ ル 標準溶液の メ タノ
ー

ル 濃度を 10〜100％

に 変化さ せ て ，Oasis　HLB ミニ カ ラ ム に よ る ク ロ ロ タロ ニ

ル の 保持お よ び溶出試験を行 っ た．そ の 結果，ク ロ ロ タ ロ

ニ ル は メ タ ノ
ール 濃度 90％ まで は Oasis　HLB ミニ カ ラ ム に

保持 さ れ，100％ メ タ ノ
ール で 溶出す るこ とが わか っ た．次

に ，生 茶葉 の 抽出液 （メ タ ノ ール 濃度 は 約 80％） 1m1 を

Oasis　HLB ミニ カ ラム に負荷後，洗浄液の メ タノ
ー

ル 濃度

を各 々 10〜70°
／， の 条件 で洗浄したの ち，メ タ ノール で 溶出

し，希釈調製 した 試験溶液 （25  倍希釈相当） に そ れぞ れ

ク ロ ロ タロ ニ ル を 0．15ng〆g 相当添加して測定した結果を

Table　3 に示 した．添加量 に対す る実測値の 割合は洗浄液の

メ タ ノール 濃度依存的 に改善 され，7  ％ メ タ ノール で 洗浄

した場合， ほ ぼ影響を回避 で き る こ とが確認で き た，

　3．3．洗浄液 の メ タ ノ
ール 濃度 に よ る カ テ キ ン類の 除去

　洗浄水の メ タ ノール 濃度を変え て 調製した ELISA 用試験

溶液中の カ テ キ ン類を定量 した結果を Table　4 に 示 した．カ

テ キ ン類 の 除去率 （洗 浄 しな い 場合 0％ ） は 洗浄水 の メ タ

ノール 濃度依存的 に 高 ま り，70％ メ タ ノ
ール で は除去率

93％ とほ とん ど の カ テ キ ン類を除 くこ とが で きた，

　3．4．カテ キ ン混合物標準品に よる妨害の確認

　O．15ng！g ク ロ ロ タ ロ ニ ル 含有 1  ％ メ タ ノール 溶液に緑茶

由来カ テ キ ン混合物 （標準品）を 10〜2000μg！gの 濃度範囲

で添加して 測定した結果を Fig，2 に 示 した．試験溶液の 吸

光度は カ テ キ ン混 合物濃度に 依存 して 指数関数的に 減少 し
，
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Tab量e　4．　Effect　of 　methanol 　concentration 　in　the　washing 　Hquid　in　Oasis　column 　pretreatment　on 　the　removal 　of 　catechins 　in　the　extract

of　grean　tea　leave宝

Methano亅 Amount 　of 　catechins 　in　test　solution 　for　ELISA （μg〆g）

concentration EGC の EGCgb） EcelF Ecgめ TotalCatechin

　removal

　factor（％）
e）

No　processing
か

10％ MeOH

60％ MeOH

70％ MeOH

53002 384967026
rO4

，

10

3 24T218221 528

［279437

0

！
023

　

7QO9

a，
epigallocatechin ，　b｝epigallocatechin 　gallate，　

c）
epicatechin ，の epicatechin　ga且late．　

e，
（Total　amount 　of 　catechins 　with 　no 　processing

−Total

amount 　of　catechins 　by　each 　methanel 　concentrationy（Tota｝amount 　of 　catechins 　with 　no 　pocessing）x100 ．力 no 　Oasis　HLB 　treatment．

競合 ELISA に 典型的な濃度反応曲線を示して い た．この こ

とは，カ テ キ ン類が ク ロ ロ タ ロ ニ ル キ ッ トで の 妨害の 要因

で あると示唆 され た．次 に，カ テ キ ン類 の 存在 と他 の 夾雑

物質 の 影響を調べ るた め，生茶葉の メ タ ノール抽 出液を用

い て 次の 試験を行 っ た．すな わ ち，Oasis　HLB ミニ カ ラ ム

精製に よ りカテ キ ン類の 影響を排除 したの ち，処理前 と同

程度 の カ テ キ ン 混合物標準品を添加す る方法で カ テ キ ン 類

の 影響を確 認 した，そ の 結果，カ テ キ ン混 合物標準品の 添

加 に よ り吸光度の 低下が 見 られ ， そ の 回収率は約600％ で

あ っ た，生茶葉で の ミニ カ ラ ム 精製を しない 場合 の 回収率

が約 1300％ で あ っ た こ とか ら茶成分 に よ る ク ロ ロ タ ロ ニ ル

キ ッ トで の 妨害 の 要因として は ミニ カラ ム 精製 に より排除

される カ テ キ ン類以外 の 物質 も示唆された．

　 3．5．添加 回収試験

　確立 した前処理方法を用 い て 作成 した生茶葉 の 添加検量

線 の 例を Fig．3 に示 した，標準検量線との 乖離が 改善され ，

茶成分 に よる測定 へ の 影響を回避 で きるこ とが わか っ た，

な お，本処理法に よ り妨害を完全に 回避で き る希釈倍率は，
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Fig．2．　Infiuence　of　the　catechin 　concentration　on 　the　chloro
−

thaloni］kit．

生茶葉で 250倍，緑茶 で 1000倍で あ っ た．次 に，生茶葉お

よ び緑茶を対象に確立 した前処理条件 に基 づ き，既知濃度

添加す る方法で添加回収試験を行った 結果を Table　5 に示し

た．各試料に対す る平均回収率は 86％ か ら i13°
／。 の範囲，

変動係数もお お む ね 10％ 以内で あ り，残留農薬検査 に お け

る精度管理指標 （回収率 が 70％ か ら 120％ の 範囲，変動係

数 20％ 以下）を満 た して い た．本法を用 い た場合の クロ ロ

タ ロ ニ ル の 検出下限 は 生茶葉 で 0，04μg！g，市販 の 緑茶で

0．15μg！g で あ り，茶の残留基準 10μg！g に対 して 十分な感

度で 測定が可能で あ っ た，

　3．6． ELISA 法と GC ／MS 法との 相関性試験

　生茶葉を用 い た 溶媒抽出法 に よる相関性試験 の および 緑

茶を用 い た熱湯抽出法 に よ る相関性試験 の 結果 を Fig．4 に

示 した．溶媒抽出法 で は相関係数 0．996，傾き 1．01，熱湯

抽出法 で は相関係数 0、989，傾 き 1」9 とい ずれの 抽出条件

におい て も，非常 に高 い 相関関係が認め られ，ELISA法 に

1．4

（ L2

昌 1

屋。，8

1　。．、

羣・・

＜ 0．200

．1 1

Concentration　of　chlorothalonil （ng19 ）
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Fig．3．　ELISA 　standard 　curves 　of　chlorothalonil 　in　methanol 　di・

luted　in　10％ methanol （○），　raw 　green　tea　leaf　methanol 　extract　with −

out 　purification（X ），　raw 　green　tea　leaf　extract　purified　using 　HLB

（△）．
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Tab且e　5．　Recovery　ofch ］orothalonil 　added 　to　the　leaves　of　raw 　tea　and　grean　tea　in　the　analysis 　using 　ELISA　kit

Sample Spike　levet（μ9／9） Etraction　method Re。overy （％，　n＝3） CV （％）

Raw　tea　leaves

Green　tea　leaves

 ．0375090

．150

．91

．5

Solvent　extra じtion

Hot　water 　extractien

86．093

．3113

．389

．099

、9

8」

8．710

．210

．26

．5

お い て もGCIMS 法と同等の 測定が 可能で あ る こ とが 確認で

きた．

　3．7，実態調査

　市販 の 緑茶 10検体 を対象 に 熱湯抽出法 に よる ELISA法

と GCIMS 法 に よ る ク ロ ロ タ ロ ニ ル の 残留実態調査を行 っ

た．全 て の 検体 に おい て ELISA法および GC 〆MS 法 とも検

出下限値未満 で あ っ た．な お，ELISA 法 に よる検出 ド限は

0．15μg！g，GCIMS 法 に よ る検出F限 は O．05μg！gで あ った ．

ま た， ELISA 法 の 前処理時間は 10検体で も 30分程度 と

GCIMS 法 の 前処理時間 10時間に比 べ て 極め て 迅速 で あ っ

た ，

要 約

　ELISA 法に基づ く市販 の ク ロ ロ タ ロ ニ ル キ ッ トを用 い ，

茶葉中の ク ロ ロ タ ロ ニ ル迅速分析法を検討 した．ク ロ ロ タ

ロ ニ ル キ ッ トで は，茶の 成分 に よ る 妨害が 顕著で あ っ た た

め，精製方法 に つ い て 検討 した 結果，茶葉 の メ タノ
ー

ル 抽

出液あ るい は 熱湯抽出液 1mlを Oasis　HLB （60mg） ミニ カ

ラ ム に 負荷 し，80％ メ タノ
ー

ル 2ml を用い て洗浄 したの ち

メ タ ノール 2ml で 溶出す る方法 を確立 した．本ミニ カ ラ ム

に よ り除去 した主要な成分 は カ テ キ ン 類で ， ク ロ ロ タ ロ ニ

ル キ ッ トに よ る測定 で の 妨害 の 原因物質で あ る こ と が実験

か ら示唆され た．本条件を用 い て 添加回収試験を行 っ た結

果 ， 平均回収率 86〜113％ ， 変動係数お お む ね 10％ 以下で

あ っ た．ま た，GCIMS 法 との 相関性試験 に お い て も，相関

係数0．99，傾 きもお おむ ね 1 に 近 い 良好 な 結果 が得 られ，

ELISA 法 に お い て もGC 法 と 同等の 測定が 可能 に な っ た．

本法を用 い た場合の 精製に 要す る時間 は 10検体 で 30分程

度 と GCIMS 法 で の 前処理時間 1  時間に 比べ て 極め て 迅速

で あ っ た．こ れ らの 結果か ら，本法は，茶葉中の ク ロ ロ タ

ロ ニ ル 残留迅速分析法 として 有用 で あ る と考 え られ る．
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Fig．4．　 Correlation　between　the　estimated　concentrations　 of

chlorothalonil 　in　the　sp 孟ked　green　しea 　analyzed 　by　the　estabhshed
ELISA 　method 　and 　the　reference 　GCIMS 　method 　in　solvent 　extrac ・

ti・n （△）and 　h・t　water 　extraction （0 ）．
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