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Summary 

A quantitative method was developed for the determination of glyphosate〔N-phosphonomethylglycine〕in  processed foods by 
high-performance liquid chromatography (HPLC) with fluorescence detection. Five grams of sample was homogenized with 95ml 
water, and then centrifuged at 10,000×g for 10 minutes at 4℃. The obtained supernatant was filtered through a membrane filter. 
After glyphosate in the filtrate was derivatized with 9-fluorenylmethylchloroformate (FMOC) , the reaction product was used as the 
test solution of preparation methodⅠfor 10 processed foods such as milk, green tea drink and frozen Chinese dumpling. In the case 
of red wine and sauce as sample, the obtained supernatant described above was clean-up with ortho-phthalaldehyde (OPA) derivative 
and Bond Elut C18 cartridge. After glyphosate in the eluate was derivatived with FMOC, the reaction product was used as the test 
solution of preparation methodⅡ. 

The recoveries of glyphosate spiked in 12 processed foods at 0.1 and 1.0 μg/g were 82.8-112.4% and 87.9-110.6％, respectively. 

The quantification limit of glyphosate was 0.01 μg/g in this method. The proposed method seems to be suitable for the 
determination of glyphosate in processed foods. 
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はじめに 

 グリホサートは含リンアミノ酸系の非選択性除草剤で

あり，ラウンドアップ等の商品名で販売され 1)，多くの作

物に用いられている。農産物等のグリホサート検査法につ

いては通知検査法（個別試験法）2)が設けられ，多種の食

品に残留基準が設定されており，その基準値は 0.05～20 
ppmである 3)。一方，加工食品はマトリックスの影響を受

けやすく，グリホサートの分析法についての報告例数も農

産物等に比べて非常に少ない。また，グリホサートはホー

ムセンター等でも販売されているため入手が比較的容易

であり，以前から農薬の中毒事故の原因物質として挙げら

れているが，最近では清涼飲料水への混入事件等 4) ,5)もあ

り，健康危機管理の面からも注目される農薬のひとつとな

った。  
当研究所においても平成 20年 4月，清涼飲料水へのグ
リホサートの混入に関する相談が寄せられ，加工食品中の

グリホサートの定量が必要となった。今回，市販加工食品

を用いて，既報 2), 6)~ 10)を参考にしてグリホサートの定量

法の検討を行い，若干の知見が得られたので報告する。 
 

 

実験方法 

１．試料 
市販の豆乳，オレンジジュース，牛乳，日本酒，赤ワイ

ン，緑茶飲料，混合茶飲料，コーヒー飲料，ソース，しょ

うゆ，レトルトカレー，冷凍餃子および冷凍カルビ炒めの

13種の加工食品を用いた。 
２．試薬および試液 
 １）標準原液：関東化学㈱製グリホサート標準品を使用

した。標準品 100 mgを精秤し，水で正確に 100 mLとし
た。 (1 mg/ mL)  
 ２）標準液：標準原液を水で適宜希釈した。 
 ３）0.1 mol/Lおよび 0.05 mol/L 四ほう酸ナトリウム 
(Na2B4O7) 溶液：0.1 mol/L Na2B4O7溶液は関東化学㈱製

Na2B4O7 2.01 gを水に溶解し 100 mLとした。0.05 mol/L 
Na2B4O7溶液は本溶液を 2倍に希釈して調製した。 
 ４）OPA溶液：オルトフタルアルデヒド (OPA) および
2-メルカプトエタノールは和光純薬工業(株)製を使用した。
OPA 400 mgおよび 2-メルカプトエタノール 200 μLをメタ
ノール 800 μLに溶解し、用時調製した。 
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５）0.1％FMOC溶液：Aldrich Chemical 社製 9-フルオレ
ニルメチルクロロホルマート (FMOC)  0.1 gをアセトン
で溶解し 100 mLとした。 
 ６）0.02 mol/Lリン酸二水素カリウム緩衝液 (pH 2.5）：
関東化学㈱製リン酸二水素カリウム 13.6 gを水 800 mLに
溶かし，リン酸で pH 2.5として，水で 1 Lとした。これを
用時 5倍希釈し，リン酸で pH2.5に調整した。 
 ７）メンブランフィルター：東洋濾紙(株)製 DISMIC- 
25HP（PTFE，0.45 μm），DISMIC-13HP（PTFE，0.45 μm）および
sartorius社製Minisart (1.2 μm)。 
 ８）酢酸エチルおよびアセトン：和光純薬工業(株)製，
残留農薬･PCB試験用。 
 ９）メタノール：和光純薬工業(株)製，LC/MS用。 
１０）固相抽出カートリッジ：Varian社製 Bond Elut C18  
(1 g/ 6 mL) をメタノール 5 mL，次いで水 5 mLでコンデ
ィショニングして使用した。 
３．装置 
 １）HPLC装置：(株)島津製作所製 
ポンプ：LC－10ATVP；デガッサー：DGU－14A；シス
テムコントローラー：CBM－10A；カラムオーブン：CTO
－10AVP；オートインジェクター：SIL－10ADVP；蛍光検

出器：RF－10AXL 

 ２）冷却遠心機：KUBOTA 5922 
 ３）ホモジナイザー：(株)日本精機製作所製 エクセル
オートホモジナイザー：ED-3 
４．測定条件 
 １）カラム：Partisil-10 SAX  (4.6 mm i.d.×250 mm, ジ
ーエルサイエンス(株)製)  
２）移動相：0.02 mol/Lリン酸二水素カリウム緩衝液－
メタノール (1：1)  
３）流速：1.0 mL/min 
４）カラム温度：40℃ 
５）注入量：20 μL 
６）蛍光検出波長：励起波長 (Ex.) 270 nm，蛍光波長 

(Em.) 300 nm 
５．試験溶液の調製方法 
１）調製法Ⅰ（牛乳，緑茶飲料，冷凍餃子等 10種の加

工食品に適用する方法）  
（１）抽出 
 固形試料は粉砕均一化した試料 5 gに水 60 mLを加えて
10,000 rpm ，5分間ホモジナイズした後，水を加えて 100 
mLとし，混合したものを試料抽出液とした。液体試料は
均一化した後その 5 gを採り，水を加えて 100 mLとし，
混合したものを試料抽出液とした。これを 4℃, 10,000×g
にて 10分間高速冷却遠心分離し，上澄液を径 26 mm 孔径
1.2 μmおよび径 25 mm 孔径 0.45 μmのメンブランフィル
ターでろ過し，試料抽出液とした。  
（２）FMOC誘導体化 

 試料抽出液 2 mLに 0.1 mol/L Na2B4O7 2 mLを加えた後，
0.1％FMOC溶液を 4 mL添加し振とう後，20分間静置し

た。これに酢酸エチル 10 mLを加えて 1分間激しく振と
うし，水層を分取した。また，牛乳については分離が悪か

ったため，3,000 rpm で 10分間遠心分離し水層を分取し
た。分取した水層を径 13 mm 孔径 0.45 μmのメンブラン
フィルターでろ過し，試験溶液とした。 
 ２）調製法Ⅱ（OPA誘導体化を利用した赤ワインおよ
びソースに適用する方法） 
（１）抽出 
 試料は均一化した後その 5 gを採り，水を加えて 50 mL
とし，混合した。これを 4℃, 10,000×gにて 10分間高速
冷却遠心分離し，上澄液を試料抽出液とした。  
（２）精製 

 試料抽出液 10 mLに 0.1 mol/L Na2B4O7 9.8 mLを加えた
後，OPA溶液を 200 μL添加し振とう後，5分間反応させ
OPA誘導体化した。OPA誘導体化後，10,000×gにて 10
分間高速冷却遠心分離した。その上澄液 5 mLを Bond Elut 
C18に通し，さらに 0.1 mol/L Na2B4O7 2.5 mLで溶出させ，
この全量に 0.05 mol/L Na2B4O7 溶液を加えて 10 mLとし
た。 
（３）FMOC誘導体化 
溶出液 4 mLに 0.1％FMOC溶液を 4 mL添加して振とう
後，20分間静置した。これに酢酸エチル 10 mLを加え 1
分間激しく振とうし，水層を分取した後，径 13 mm 孔径
0.45 μmのメンブランフィルターでろ過し，試験溶液とし
た。 
 

 

結果および考察 

１．測定条件の検討 
 １）測定波長の検討 
 通知試験法 2)では，蛍光検出波長は Ex.254 nm, Em.315 
nmを使用しており，文献 6),9) ~11) では，Ex.255 nm, Em.315 
nm，Ex.255 nm, Em.300 nmおよび Ex.270 nm, Em.315 nm
を使用している。これらを参考にし，0.1 μg/mLグリホサ
ート標準液を FMOC誘導体化したものを用いて， Ex.255 
nm, Em.315 nm，Ex.255 nm, Em.300 nmおよび Ex.270 nm, 
Em.300 nmの蛍光検出波長について比較検討を行った。そ
の結果，Ex.255 nm, Em.315 nmおよび Ex.255 nm, Em.300 
nmの感度に比べ，Ex.270 nm, Em.300 nmでのグリホサー
トの感度は約 1.4倍であり最も高かったことから，蛍光検
出波長は Ex.270 nm, Em.300 nmを用いることとした。 
 ２）定量下限値 
 本法による定量下限値 (S/N≧10) は 0.01 μg/gであった。 
２．抽出方法の検討 
 グリホサートは水溶性の農薬であることから，試料から

の抽出には抽出溶媒として水が用いられることが多い 6),8), 

10)。今回，水での抽出を試みたところ，抽出液が懸濁して

メンブランフィルターでのろ過が困難な場合があった。こ

の懸濁物質を除去するために抽出溶媒として水－メタノ

ール (7:3)，(1:1) 9)，(1:4) 混液の使用を検討したが、除去 
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Fig. 1. HPLC choromatograms of standard solution, and test solution obtained from unspiked samples 
 

 

 

Table 1. Recoveries of glyphosate spiked in 10 processed foods by preparation methodⅠ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

効果は見られなかった。そこで，水抽出液を遠心分離する

方法を検討したところ，室温，3,000 rpmにて 10分間遠心
分離処理では清澄な上澄液を得ることができなかったが，

4℃, 10,000×g にて 10 分間高速冷却遠心分離することに
より油脂分や懸濁物質が除去された清澄な上澄液を得る

ことができた。さらに，微細な懸濁物質を径 25 mm 孔径
0.45 μmのメンブランフィルターでろ過して除去した。豆
乳，牛乳およびソースについては，孔径 0.45 μmのメンブ
ランフィルターではろ過が困難であったため，予め径 26 
mm 孔径 1.2 μmのメンブランフィルターでろ過した後，
再度，径 25 mm 孔径 0.45 μmのメンブランフィルターで
ろ過を行った。 
３．調製法Ⅰにおける加工食品中のマトリックスの影響   
 調製法Ⅰにより 13種の加工食品を測定した結果，赤ワ
イン，ソースおよびしょうゆを除く 10種の加工食品につ
いては，グリホサートの測定を妨害するピークは検出され

なかった。Fig. 1にグリホサート標準品，および調製法Ⅰ
で得られた加工食品のクロマトグラムの一部を示した。こ

れらの試料にグリホサートを 0.1 μg/gおよび 1.0 μg/gとな
るように添加し，回収率を求めたところ，赤ワイン，ソー

スおよびしょうゆを除く 10種の加工食品については，マ
トリックスの影響を受けず，良好な回収率が得られた。回

収率は Table 1に示したように，0.1 μg/g添加の場合は 82.8
～112.4％，1.0 μg/g 添加の場合は 87.9～110.6％であった。 
赤ワインおよびソースについてはグリホサートのピー

ク付近に妨害ピークが存在し，安定した回収率が得られな

かったことから，さらに検討を行った。 
４．OPA反応を利用した精製法（調製法Ⅱ）の検討 
 赤ワインおよびソースは調製法Ⅰではグリホサートの

ピークと妨害ピークが重なる場合があったため，妨害ピー

クの分離が可能な移動相条件を検討した。しかし，良好な

分離条件を見出すことができなかったことから，妨害ピー

クそのものを減少させる方法について検討した。 
大豆中のグリホサートを分析する方法として，高野らは

OPA反応後 Supelclean ENVI-CarbTMおよび Sep-Pak○R C18を

用いて第 1 級アミンを除去する方法を報告している 7)。

FMOC 誘導体化は第１級と２級アミンの両方を同時に誘
導体化するため，加工食品の種類によっては妨害ピークが

多く存在することから，まず OPA 反応により第１級アミ
ンを誘導体化し，これを固相抽出カートリッジで除去した 

Recovery（％） 
Sample 

Added 0.1 μg/g Added 1.0 μg/g 
Soybean milk  
Orange juice 
Milk 
Sake 
Green tea drink 
Japanese blended tea drink 
Coffee drink 
Retort-pouched curry   
Frozen Chinese dumpling (gyoza) 
Frozen Calbee fried rice   

104.1 
 99.3 
 94.5 
111.7 
106.2 
112.4 
106.9 
 82.8 
100.7 
 98.6 

108.7 
110.6 
103.4 
 97.4 
 95.5 
100.4 
 99.1 
 97.4 
 90.7 
 87.9 

Standard Green tea drink Frozen Chinese
dumpling 

minminmin 

gl
yp
h
o
sa
te
 



報文                                          千葉県衛研年報 第 57 号 2008 年 

－ 42 － 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2. HPLC choromatograms of test solution obtained from unspiked samples by preparation method Ⅰ(A,D)orⅡ(B,E) and spiked 
samples at levels of 1.0 μg/g by preparation methodⅡ(C,F). 

 

 

 

Table 2. Recoveries of glyphosate spiked in red wine and sauce by preparation methodⅡ 
 

 

 

 

 

 

 

 

後，残存する第２級アミンのグリホサートを FMOC で誘
導体化し検出する方法を検討した。固相抽出カートリッジ

については，妨害物質を保持し，かつグリホサートを通過

させる性質を持つ Bond Elut C18の使用を検討した。試料
にグリホサートを 10 μg/gとなるように添加し，OPA反応
させた後，Bond Elut C18に 5 mL荷し，0.1 mol/LNa2B4O7

溶液を用い 0～2.5 mL，2.5～5 mLで溶出させ，グリホサ
ートの溶出挙動を調べた。その結果，負荷液では 93.6％，
溶出液 0～2.5 mLで 5.6％，溶出液 2.5～5 mLでは 0％が回
収された。負荷液と溶出液 2.5 mLで 99%以上回収できた
ことから，溶出は 0.1 mol/LNa2B4O7溶液 2.5 mLで行うこ
ととした。 
本調製法を用いることにより，調製法Ⅰに比して赤ワイ

ンおよびソースの夾雑ピークがクロマトグラム上で大幅

に減少した。赤ワインとソースにおける調製法ⅠおよびⅡ

で得られたクロマトグラムを Fig. 2に，調製法Ⅱでの添加 

回収率を Table 2に示した。 
しょうゆについては調製法ⅠおよびⅡの他，種々検討を

行ったが，妨害ピークを十分に取り除くことができず，1.0 
μg/g 以下のグリホサートは定量が困難であった。しょう
ゆ中のグリホサートの微量定量については今後の検討課

題としたい。 
５．添加回収試験 
緑茶飲料，冷凍餃子，ソースおよび赤ワインにグリホサ

ートを 0.1 μg/gおよび 1.0 μg/gとなるように添加し，上記
調製法ⅠまたはⅡにて 5 試行で実施した添加回収試験の
結果を Table 3に示した。0.1 μg/g添加における平均回収率
は，92.8％～101.3％ (RSD：2.9％～5.6％)，1.0 μg/g 添加
では，95.5％～102.0％ (RSD：1.1％～3.1％) であった。
調製法Ⅰ，Ⅱのいずれの試験法も再現性のある良好な結果

が得られた。 
 

 

 

Recovery（％） Sample 
Added 0.1 μg/g Added 1 μg/g 

Red wine 
Sauce 

101.4 
 94.1 

102.0 
 95.5 

Sauce Sauce Sauce 

Red wine Red wine Red wine 

min min min

min min min

gl
yp
h
o
sa
te
 

gl
yp
h
o
sa
te
 

A B C

E D F



千葉県衛研年報 第 57 号 2008 年                                          報文 

－ 43 － 

 

Table 3. Results of recovery test of glyphosate spiked in processed foods by preparation methodⅠ or Ⅱ 
 

Recovery（％）
Sample 

Amout  
added 

(μg/g) Mean(n=5) 
RSD (%) 

Green tea drink 
（preparation methodⅠ) 

0.1 
1.0 

 92.8 
100.0 

5.5 
1.1 

Frozen Chinese dumpling 
（preparation methodⅠ） 

0.1 
1.0 

99.2 
100.3 

4.8 
3.1 

Sauce 
（preparation methodⅡ） 

0.1 
1.0 

 94.1 
 95.5 

2. 9 
1.5 

Red wine 
（preparation methodⅡ） 

0.1 
1.0 

101.3 
102.0 

5.6 
2.3 

RSD：Relative standard deviation 
 

 

ま と め 

加工食品へのグリホサートの混入等の危機管理事案に

対応するため，既報を参考にして加工食品中のグリホサー

ト定量法の検討を行った。 
10種の加工食品については，水で抽出してろ過し，得
られた試料抽出液をそのまま 0.1％FMOC溶液で蛍光誘導
体化する定量法（調製法Ⅰ）を用いたところ，マトリック

スの影響を受けず，良好な回収率が得られた。 
また，赤ワインおよびソースについては，調製法Ⅰでは

妨害ピークが存在したため，妨害ピークを減少させる方法

について検討した。OPA反応により第１級アミンを誘導
体化し，Bond Elut C18カートリッジで精製除去し，残存
する第２級アミンのグリホサートを FMOCで誘導体化す
る方法（調製法Ⅱ）により妨害ピークの少ないクロマトグ

ラムが得られ，回収率も良好であった。 
本法は回収率が良好で微量定量にも適した方法であり，

加工食品へのグリホサートの混入等の事例に十分対応で

きる方法と考えられる。 
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