平成20年度生命環境科学科卒業研究最終審査会　発表要旨

Br-Mmcによるカルボキシル基を有する農薬の蛍光分析システムの開発
谷合研究室0523124番　柴田　理沙

１．背景及び目的

近年増加の傾向にある、残留性を低くした高極性農薬は作物への残留は少ないが、雨水に溶け出すことで環境水を汚染している。高極性農薬の中でも、分子内にカルボキシル基（R-COOH）を持つ化合物群は沸点が高く、他の農薬とガスクロマトグラフ質量分析計（GC-MS）による一斉分析ができないものがある。公定法ではメチル化を行ってからGC-MSで分析を行うが、GC-MSは装置自体が高価なため1検体当たりのコストが高くなってしまう。

本研究では、今後更に必要性が増すであろう高極性農薬の分析のコストダウン化を図り、分析可能な検体数や分析回数を増やしていくことで環境水の水質の保持に繋げたいと考えている。本方法では、カルボキシル基を蛍光誘導体化し蛍光物質として蛍光検出－高速液体クロマトグラフィ－（HPLC）で定量する。
２．実験方法

　2.1実験試薬および装置

本研究では水道法で規制されている高極性農薬2,4-ジクロロフェノキシ酢酸（2,4－D）、トリクロピル、メコプロップ（Mcpp）の３種類を分析対象にした。
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溶媒はアセトンを、蛍光誘導体化試薬は

4-Bromomethyl-7-methoxycoumarin(Br-Mmc)を使用した。
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実験装置はポンプ：島津製作所LC-6A、カラム：TOSOH製ODS－100V、蛍光検出器：島津製作所製RF-10AXLで構成される。
2.2定量操作

　環境水試料中の高極性農薬を固相抽出カートリッジを用いて捕集濃縮後、アセトニトリルで溶出させる。エバポレーターで溶媒を除去し、アセトン5.0ｍｌで再度溶解後1×10 –６mol/l Br-Mmc アセトン溶液5mlとNaHCO3約0.4ｇを加え40℃の恒温水中でかき混ぜながら45分間反応させる。その後、室温まで冷却して濾過し、HPLC試料溶液とする。
３．結果および考察

　3.1 農薬と蛍光誘導体化試薬の反応性

　本分析方法において、３種類の分析対象農薬とBr-Mmcの最適な反応濃度を検討した。その結果、0.1μmol/lの農薬に対してBr-Mmcは10μmol/lで最も良い反応性を示すことが明らかとなった。

3.2　脱酸剤の検討

　本蛍光誘導体化反応は脱酸剤として塩基性物質を加える必要がある。そこで、NaOH、Na2CO3、NaHCO3の３種類について検討した。水溶液で反応させた場合、固形物が析出して測定不可能な状態になってしまった。固体ではNaHCO3が最も良く反応し、かき混ぜを行うことにより格段に反応性を上げることができた。

3.3反応温度、反応時間の検討
　以下のグラフにトリクロピルの加熱温度と加熱時間について検討した結果を示す。


グラフ１より反応温度は40℃、反応時間は45分が最適であることが明らかになった。また、2.4-D、MCPPでも同様の結果を得た。

3.4　実試料適応方法の検討

　定量操作に示したように本法を環境水の分析に適応するには、固相抽出が必要である。そこで固相抽出の条件について検討した。
（１）固相抽出カートリッジの検討

環境水分析の前処理で使用する固相抽出カートリッジを検討した。カートリッジはGL Sciences InertSep RP-2、GL Sciences InertSep SAX/PSA、GL Sciences GL-Pak PLSの３種類を使用し、最も農薬の回収率が高いものを調べた。以下の表２に各々のカートッリッジの回収率を示す。


トリクロピルMCPPでも表2と同様の結果を得たことから、固相抽出カートリッジはGL Sciences　GL-Pak PLSに決定した。
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Br-　Br-Mmcとカルボキシル基の反応式
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表2　農薬回収率　（２．４－D）





カートリッジ�
回収率(%)�
�
GL-Pak  PLS�
97.7�
�
InertSep RP-2�
24.4�
�
InertSep  SAX/PSA�
18.4�
�
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