平成19年度生命環境科学科卒業研究中間審査要旨

高極性農薬の蛍光誘導体化HPLC蛍光検出システムの開発
谷合研究室　0423120番　下島侑也

1、背景及び目的

　除草剤である2,4-ジクロロフェノキシ酢酸などに代表されるカルボキシル基(R-COOH)を持つ農薬成分は、極性の高い官能基を持つために沸点が高く、他の農薬成分とのGC-MSによる一斉分析ができない。これをGC-MSで分析するには、別にカルボキシル基をメチル基にして極性を下げる誘導体化(メチル化)を行う必要がある。公定法(健水発第1010001号)では、誘導体化を行いGC-MSで分析する方法と、LC-MSにより分析する方法の２通りがある。しかし、これらの方法には装置そのものが高価なうえ、維持にも費用がかかるという欠点がある。
一方、一般的ではないがカルボキシル基を有する物質についてはメチル化するのではなく、蛍光誘導体化試薬を反応させて蛍光物質とし、HPLCで分離後蛍光検出器で測定する方法もある。この方法では、目的成分を蛍光物質と反応させることで、比較的安価で汎用性が高く維持も難しくない蛍光検出HPLCで測定を行える。また、蛍光検出器を用いることで」一般の吸光光度法よりは選択的で高感度な分析が可能となる。

　本研究では、カルボキシル基を持つ4種の農薬成分(2,4-ジクロロフェノキシ酢酸、トリクロピル、メコプロップ、グリホサート)について蛍光誘導体化試薬との反応特性を調べ、HPLCでの分離条件や実試料である水道水への適用条件を検討する。農薬を蛍光誘導体化HPLC蛍光検出システムで定量することは新規な試みであり、新しい汎用分析法を提案するものである。
　本審査では、蛍光誘導体化試薬の検討と極大励起波長と極大蛍光波長の測定の結果を報告する。
2、実験方法
　今回、検討した蛍光誘導体化試薬は、蛍光を発する構造とカルボキシル基と反応する構造を持つ物質で、農薬成分と反応しなくても試薬自身が蛍光を有している。そのため、予め試薬自体の極大励起波長と極大蛍光波長を測定しておかなくてはならない。
2.1実験試薬
　試薬は、9-Chloromethylanthracene(Cmaと略)、4-Bromomethyl-7-methoxycoumarin( Br-Mmc)、7-Acetoxy-4-bromomethylcoumarin(Ac-Bmc)の３種を用いた。これらの試薬固有の励起及び蛍光スペクトルを測定することで、蛍光検出HPLCで用いる極大励起波長と極大蛍光波長を得る。３試薬とも無蛍光のアセトンを溶媒として、0.25mmol/lに調製し、実験に使用した。
2.2実験操作

公定法では、固相抽出と濃縮を行ってからLC-MSで測定する方法と、固相抽出後に誘導体化(メチル化)を行い、濃縮してGC-MSで測定する方法がある。一方、本研究では固相抽出を行ってから蛍光誘導体化をし、濃縮してから蛍光検出HPLCで測定を行うことを予定している。
3、結果及び考察
　3.1蛍光誘導体化試薬の選出

現在市販されているカルボン酸に対する蛍光誘導体化試薬はおよそ十数種類あるが、前述の試薬はその中でも比較的安価であり、研究事例のあるものを選出した。例としてはBr-Mmcは生化学での脂肪酸の定量等に使用されている(図1参照)。
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図1、蛍光誘導体化試薬とカルボン酸との反応式
　3.2蛍光誘導体化試薬の蛍光特性

　測定により得られた極大励起波長(λex)と極大蛍光波長(λem)を表1に示す。
	表1、蛍光誘導体化試薬の励起及び蛍光極大波長

	試薬名
	文献値(nm)
	測定値(nm)

	
	λex
	λem
	λex
	λem

	Cma
	365
	412
	
	

	Br-Mmc
	328
	380
	　
	　

	Ac-Bmc
	　
	　
	　
	　


4、今後の方針
　今後は、農薬成分と蛍光誘導体化試薬との反応条件の検討、HPLCのカラムでの分離条件の検討、実試料への適用条件の検討を行う。
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