平成２０年度生命環境科学科卒業研究中間審査会要旨

環境水中の高極性農薬に対する蛍光検出HPLCシステムの実用化

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　谷合研究室0523124番　柴田　理沙

１．背景及び目的

近年、残留性の低い農薬が望まれる傾向にあり、それを受け高極性農薬が増えてきている。この高極性農薬は作物への残留は少ないが、雨水に溶け出し環境水を汚染している。日本では農薬の排出に規制がなく、浄水処理では除去しきれないため、農薬による環境水の汚染は水道水の汚染に直結している。このことから、環境水中の農薬の濃度を監視していくことは、水道水の水質を保つ上でも重要である。
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。これらは公定法でカルボキシル基をメチル化してからGC-MSで分析を行うが、GC-MSは装置自体が高価な上、維持費もかかるため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調査頻度を高めることで水道水の水質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。昨年はカルボニル基を持つベンタゾンも分析対象としたが、共通の捕集操作ができない可能性があり、今回はカルボキシル基を持つ化合物に限定した。
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蛍光誘導体化試薬は比較的安価なものを選び4-Bromomethy-7-methoxycoumarin(Br-Mmc)を使用した。

図1にBr-Mmcとカルボキシル基の反応式を示す。
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図１　Br-Mmcとカルボキシル基の反応式
図１
溶媒は農薬と蛍光誘導体化試薬の溶解性と、両者の反応性からアセトンを用いた。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実験操作

　固祖抽出により環境水中のカルボキシル基を有した農薬成分を捕集する。その後、少量の溶出液でカートリッジ内の農薬成分を溶出させる。この溶出液中に蛍光誘導体化試薬を加え加熱反応後、冷却し蛍光検出HPLCで定量する。　
３．結果および考察
　3.1試薬の蛍光特性
蛍光誘導体化を行う前に試薬自体の蛍光特性を調べるため、アセトンを溶媒とし、分析対象の３成分及びBr-Mmcの0.１μmol/ｌ溶液を蛍光測定した。表１はその結果である。　
表．1試薬の極大励起及び蛍光波長
	試薬名
	λex（nm）
	λem(nm)

	Bｒ－Mmc
	374
	449

	２．４－D
	438
	502


表１より、アセトン溶媒中では2.4-Dのみ蛍光を持ちトリクロピルとMcppは蛍光を持たないことがわかった。また、溶媒であるアセトン自身もλex334nm, λem419nmの蛍光を有することがわかった。
3.2蛍光誘導体化後の蛍光特

分析対象の３成分を蛍光誘導体化後、蛍光特性測定した。表2はその結果である。
表．２蛍光誘導体化後の極大励起及び蛍光波長
	試薬名
	λex（nm）
	λem(nm)

	2.4-D
	359
	409

	トリクロピル
	401
	450

	Mcpp
	395
	442


表2より蛍光誘導体化後、2.4－Dは誘導体化前と異なる位置に蛍光を示し、誘導体化前は蛍光を持たなかったトリクロピル、メコプロップは蛍光を示すようになることがわかった。このことから、農薬を蛍光誘導体化し、蛍光検出HPLCで分離、定量することが可能であると考えられる。
４．今後の方針

○蛍光試薬と農薬の反応条件の検討

○固相抽出カートリッジの検討（農薬成分をイオン交換樹脂で捕集した場合と分配によって捕集した場合の２通りについて）
○固相からの溶出液の検討
○感度向上の方法の検討






蛍光誘導体化試薬(Br-Mmc)





� EMBED ChemDraw.Document.6.0  ���





カルボキシル基
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分子式　C8H８Cl２O３


分子量　221.04








分子式　C７H４Cｌ３NO３


分子量　256.47





分子式　C10H11ClO３


分子量　214.65





分子式　C11H９BrO３


分子量　269.09
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