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はじめに

グリホサートとグルホシネートは世界で最も広く使用されている除草剤です。近年、その農薬に耐性のある遺

伝子組換え作物が開発され、より多く散布されるようになりました。そのため、日本を含む各国ではその代謝物

を含む基準値が設定されています。しかし極性が極めて高いため分析時には誘導体化するのが一般的ですが

煩雑さも伴います。そこで本アプリケーションでは固相誘導体化法を用いて簡便・迅速に代謝物を含む５成分

の一斉分析法をご紹介します。

対象化合物

グリホサート類とTBDMS誘導体化

TBDMS（t-Butyldimethylsilyl）化により、リン酸基やカルボキシ基を誘導体化することで

グリホサート類を低極性化し、LCカラムや配管などへの吸着を抑え、測定しやすい物質に変換します。

TBDMS（t-Butyldimethylsilyl）化による誘導体化

シリル化試薬の中で反応性と安定性のバランスが良い。

しかし、水があると分解するため、水分に注意。
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固相誘導体化の原理
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残留農薬基準値

ほうれんそう

グリホサート 0.2 ppm

グルホシネート 0.1 ppm
グルホシネート（Ｄ体及びＬ
体)(代謝物Ｚ【N-アセチル-
グルホシネート】を含む。）及
び代謝物Ｂ【3-メチルホスフィ
ニコプロピオン酸】
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グリホサート、グルホシネートおよびこれらの代謝物を含む５成分の検量線、回収率を示します(図1、表1)。いずれの成分も相関係数(R2)、

回収率、RSDともに良好な結果が得られました。図2にクロマトを示します。誘導体化することで20 pptのピークも感度よく検出できました。
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測定条件前処理フロー

図1 検量線

表1 ほうれんそうの添加回収試験結果

図2 ほうれんそうの定量MRMイオンクロマトグラム

結果と考察

【MS条件】

イオン化モード：ESI Positive

ネブライザーガス：3 L/min

ドライングガス流量：10 L/min

ヒーティングガス流量：10 L/min

インターフェイス温度：300 ℃

DL温度：200 ℃

ヒートブロック温度：350 ℃

【測定装置】

LC-MS 8045（島津製作所社）

【LC条件】

分析カラム：InertSustain C18

（100 mm×2.1 mm i.d., 3 µm, GL Sciences社）

カラム温度：40℃

流速：0.2 mL/min

移動相 A; ACN

B; 1mM酢酸アンモニウム-MeOH

グラジエント

B; 30%(0-4min)-80%(4.5min-6.5min)

-30%(7-10min)

コンディ
ACN-水
(1/1)

100 µL

目的成分

夾雑成分

抽出液負荷

100 µL

水分

脱水
ACN

100 µL
x 2

誘導体化/溶出
1%MTBSTFA

-ACN
50 µL

洗浄
ACN-水
(1/1)

100 µL

夾雑成分

500 µL

ポリプロピレン
バイアル

溶媒添加
MeOH-ACN

(1/9)
450 µL

2500倍希釈

Presh-SPE Axs を用いた固相抽出

ここで固相カートリッジの内壁面
を綿棒でふき取るとよい。

Glu_2TB MPPA_2TB GluA_2TB

Gly_3TB GlyA_3TB

R2=0.997
R2=1 R2=1

R2=0.9991 R2=0.9999

ドライアイス凍結粉砕
ほうれんそう 10 g 

添加 水 30+(10 - 試料中水分) mL

振とう： 10分

上澄み液：分取 100 µL

添加 ACN-水(4/1) 900 µL

遠心分離：1分 

4倍希釈

40倍希釈

【試料抽出】

抽出

除タンパク

遠心分離：5分

攪拌：タッチミキサー

希釈

500倍希釈

上澄み液：分取 80 µL

添加 ACN-水(4/1) 910 µL

試料抽出液（1mL）

添加濃度：0.05 ppm

添加 疑似マトリックス水溶液 10 µL
リン酸 20 ppm/クエン酸 400 ppm

LC/MS   10 µL注入

負荷[保持] 試料抽出液 100 µL

コンディショニング

ACN-水(1/1)

100 µL
Presh-SPE AXs:保持

洗液 ACN-水(1/1) 100 µL

脱水 ACN 100 µL x2 

溶出 1% MTBSTFA-ACN 50µL

混合 ACN-MeOH(9/1) 450 µL

【固相誘導体化】

定容 500 µL

2500倍希釈

バイアル中濃度：20 ppt

TB：TBDMS（t-Butyldimethylsilyl）

Glu-2TB MPPA-2TB GluA-2TB Gly-3TB GlyA-3TB

RSD(%) 5.2 1.9 3.7 4.2 2.1

回収率(%) 87 75 93 105 95
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STD
測定濃度：20 ppt
10 µL注入

ほうれん草
添加濃度：50 ppb
2500倍希釈
測定濃度：20 ppt
10 µL注入

ほうれん草
2500倍希釈
10 µL注入

夾雑成分

夾雑成分
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