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１．緒言

近年，環境ホルモン（外因性内分泌撹乱物質、EEDs）に代表されるように、環境中の汚染物質に対する関心が高まっており、環境・食品中のこれら有害物質の残留分析が見直されている。この流れは、従来から「農薬登録保留基準（保留基準）」や「食品衛生法に基づく食品、添加物等の規格基準（残留農薬基準）」等の法規制の形でモニタリングされてきた残留農薬の分野でも例外ではなく、これら化合物の分析法として、現行法ではガスクロマトグラフィー/質量分析(GC/MS)法、蛍光検出高速液体クロマトグラフィー(HPLC)法が採用されている。加えて高速液体クロマトグラフィー/質量分析(LC/MS)法による応用例も数多く報告され、一部は実用化し始めている。今回、１）近年のEEDs及びPRTR法の対象物質にも列挙され、環境汚染が懸念されているにも関わらず、従来法では分析が困難であったマネブ類の誘導体化物のLC/MS法による分析、２）カチオン性界面活性剤として、繊維柔軟剤や整髪料に含有され、環境水への流出が懸念されている長鎖アルキル基を有する4級アンモニウム化合物のLC/MS法による分析について報告する。

２．実験方法

２．１ マネブ類の分析

試料前処理：試料500mLにL-システィン1g及び0.4Mアルカリ性EDTA溶液200mLを加え、10分間振とうした後、0.41M硫酸水素テトラブチルアンモニウム10mLを加え、2M塩酸でpH７に調整した。0.1Mヨウ化メチル含有クロロホルム-ヘキサン(3:1)100mLで10分間振とう抽出後、有機相を再度、80mLの0.1Mヨウ化メチル含有クロロホルム-ヘキサン(3:1)で振とう抽出した。この有機相を合わせ、30分間静置して誘導体化を促進させた後、ロータリーエバポレータで1mLまで濃縮した。

試料溶液の調製：試料 前処理液にアセトニトリル20mLを加え、ロータリーエバポレータで1mLに濃縮して溶媒転溶後、Sep-PAK plus C18カートリッジへ負荷、アセトニトリル8mLで溶出し、ロータリーエバポレータで乾固寸前まで濃縮、アセトニトリルで正確に1mLに定容したものをLC/MSに供した。

エチレンビスジチオカルバミン酸ジメチルエステルの合成： 定量に用いるエチレンビスジチオカルバミン酸ジメチルエステル（EBD-dimethyl）の標準品は、次に示す操作で合成した。1,2-ジアミノエタン3gを96%エタノール25mLに溶かし、0.05M二硫化炭素エタノール溶液を攪拌しながらゆっくり加えた。生成したペレット状の白色沈殿をガラス棒で細かく砕き、攪拌しながらヨウ化メチル7.1gを滴下した。沈殿物が少なくなるまで攪拌し、ろ過を行った後、得られたろ液に精製水150mLを加えて生成した白色沈殿を回収した。これを実験室で一昼夜風乾した後、クロロホルムで二度再結晶を行った。なお、この時の収率は20%程度であった。

LC/MS分析： マネブ類の分析条件をTable 1に示した。

Table 1．LC/MS analyitical conditions for N,N’-Ethylenebis (dithiocarbamate)                                                                

Apparatus: Alliance Platform LCZ（Waters）

Column   : Inertsil ODS-80A（Φ1.5x 250mm,5um）

Inj.vol  : 1 uL

Mobile Phase:A=CH3CN,B=H2O

     A40%:B60%→(10min.)→A100%(30min.) 

Flow rate: 0.1mL/min.

Column Temp.:30℃

Ionization:  ESI (negative mode)

Cone Vol. :10V                                

２．2  4級アンモニウム化合物のLC/MS法による分析

試料溶液の調製：n-デシルトリメチルアンモニウム(DTMA), n-ドデシルトリメチルアンモニウム(DDTMA), セチルトリメチルアンモニウム(CTMA), テトラデシルジメチルベンジルアンモニウム(TDDMBA), ステアリルトリメチルアンモニウム(STMA), セチルジメチルベンジルアンモニウム(CDMBA), ジ-n-ドデシルジメチルアンモニウム(DDDDMA)各1mMを含む混合標準原液を25%アセトニトリルで調製し、順次25%アセトニトリルで希釈して分析に供した。また、この1uM 混合標準液にカウンターイオンとして、アニオン性界面活性剤の0.1% ラウリル硫酸ナトリウム(SDS)を加えたものをモデル溶液として調製した。

LC/MS分析： 4級アンモニウム化合物の分析条件をTable 2に示した。

Table 1．LC/MS analyitical conditions for cationic surfactants                                                              

Apparatus: Alliance ZQ（Waters）

Column   : MSpak GF-310 4D（Φ4.6x 150mm,6um）

Inj.vol  :20 uL

Mobile Phase:A=CH3CN,B=5mMCH3COONH4 with 0.3% HCOOH aq.A25%:B75%→(7min.)→A35%:B65%(18min.)

Flow rate:0.25mL/min.

Column Temp.:40℃

Ionization:  ESI (positive mode)

Cone Vol. :39V                                

3．実験結果

３．１ マネブ類の分析

測定条件の検討：EBD-dimethylの標準溶液をESI/ApcI の正・負イオンモードで各々測定した結果、ESI 負イオンモードで最も良好なS/N値を与えるSIMを得た。Fig.1にESI 負イオンモードにおけるスペクトル及びSIMを示した。本モードにおけるEDB-methylの擬分子イオン(m/z=239)は、サンプルコーンに印可する電圧（コーン電圧）が10-20Vで最大の強度を示した為、以後の測定にはフラグメント・イオンが少ないコーン電圧10Vを使用した。

装置検出限界(IDL)の測定：IDLの測定の為、0.050ng/uL EBD-dimethyl標準溶液を7回繰返し分析した結果、変動係数(CV%)は18で、標準偏差σは0.010で、これよりIDLを0.019ug/mLとした。Fig.2.に代表的なSIMを示した。

農薬毎の回収率：精製水200mLに市販の3種農薬標準品4ug（クロロホルム懸濁液）を添加、前述の実験項の半分量の試薬で行った添加回収結果をTable 3に示した。

精製水添加回収：精製水500mLに純度86.3%のジネブを0.2ug(0.35ppb相当)を添加した回収実験(n=6)を行った結果、CV%が29.3とやや高かったものの、EBD-dimethyl検出量の平均は0.119ng（ジネブ換算で0.137ng）で回収率は79.1%であった。

3．2 4級アンモニウム化合物の分析

測定条件の検討：今回分析に供した7種の長鎖アルキル基を有する4級アンモニウム化合物はいずれも、カウンターイオンであるアニオン（Cl,Br）が脱離した形で、ESI正イオンモードで良好な感度でイオン化が行われた。アルキル鎖長による最適コーン電圧の差もほとんど無く、30-40Vでカチオン部位の分子イオン ( M+)のみを与える単純なスペクトルが得られた為、コーン電圧を39Vとした。Fig.3 に1uMの7種カチオン性界面活性剤のTICを示した。

分析法の検証：本分析法のSIMモードによる検量線の直線性はいずれの成分も0.1-1000nM の濃度で0.99と良好であった。1nMにおける9回の繰返し分析より得られた%RSDは0.75(DDTMA)から2.31(DTMA)の範囲内であった。また、この繰返し分析から算出された検出下限(LOD)、定量下限(LOQ)はそれぞれ3σ,10σで0.03-0.06nM、0.1-0.2nMで、電気伝導度検出器を用いたuMオーダーのLODと比べて、極めて良好な値であった。

4．まとめ

１．環境水中のマネブ類の分析法として、試料をヨウ化メチルで誘導体化することで可溶化し、LC/MS法を検出に用いて、マネブ系農薬をマネブ換算値として総量定量出来る方法を開発した。本法を用いる事で、環境水中のppbレベルの分析が可能となった。

２．カチオン性界面活性剤である長鎖アルキル基を有する4級アンモニウム化合物をLC/MS法を用いる事で、従来の電気伝導度検出に比べ、より高い定性能で高感度分析を可能とした。
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Fig.1. ESI (negative) spectra and SIM of EBD-dimethyl

Table 3．Yields of each Fungicides
                                   (4ug addind)              

Fungicides
Std.Purity
Cont.
Yields



  (%)            (ug)     (%)                                                  

Maneb

 70.5

2.39
 93.7

Zineb

 86.3

3.06
102.0

Mancozeb

 74.5

2.24
 84.8
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Fig.2. TypicalSIM of 0.050ng/uL EBD-dimethyl.
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Fig.3. ESI (positive) TIC of 7 cationic surfactants.
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