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　Two 　kinds　of　herbicides
，
　dymron 　and 　mefenacet

，
　in　irrigation　water 　were 　determined

by　HPLC 　 using 　a 　dcrivative　 analysis 　 of 　spectra ．　That　is，　 herbicides　 wcre 　 applied 　 to

HPLC 　 with 　photodiode　 array 　detection
，
　 and 　their　zero −（smoothing ）to　fburth−order 　de−

rivativc 　spectra 　 wcre 　obtained 　from　derivative　treatment　of　thc　spectral 　data．　 By　plot−

ting 　the 　derivative　values 　 at 　the 　maximum 　 or 　 minimum 　wavelengths 　of 　their　derivative
spectra 　against 　analysis 　time

，
　a　highly　selective 　chromatogram 　was 　processed．　 We 　have

named 　 this　 approach 　 a
“ derivative　 spectrum 　 chromatogram 　 technique

” ．　 Although　 the

two 　herbicides　could 　 not 　be　separated 　 undcr 　the 　 usual 　chromatographic 　cond1tions
，
　by

this　technique ，　they　could 　be　determined　individually．　 To　 ensurc 　the 　selectivity 　of　this

technique
，
　 an 　identicai　factor

，
　based　on 　the　fbrmula　of　vector 　inner　product　between　the

two 　pcak　shapes 　of　thc　chromatograms 　of　derivativc　values 　fbr　sample 　and 　standard 　solu −

tion ，　 was 　 used 　fbr　peak　purity　check ．　 The 　 contents 　of 　dymron 　 and 　 mefenacet 　in　 samples

dctermined　by　this　technique 　agreed 　well 　with 　those　obtained 　by　the　GC ／MS 　method
，
　re −

spectively ．　 Therefbre，　it　is　thought 　that　thc　derivative　spectrum 　chromatogram 　techni−

que　is　useful 　as 　a 　selective 　detection　method 　for　HPLC ．

Keywords ： derivative　 spectrum 　 chromatogram 　 technique ； herbicide； photodiode　 array

　　　　　　　　detection；HPLC ；irrigation　water ．

1 緒 言

　単
一

波長 で 目的成分 を定 量 す る HPLC 分析 で は，目

的成 分 と未知 成分 の 保 持 時 聞 が 接 近 して い る場 合，定量

が 不 正 確 あ る い は 不 可 能 と な る ．HPI ．C カ ラ ム か ら の

溶出液の 光吸収 ス ペ ク トル を 経時的 に 記録で き る フ ォ ト

＊
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ダ イ オードア レ イ検出器 （PDA ） が 開 発 さ れ，目 的成

分 と 未知成分 の 光吸 収 の 重 な らな い 波長 を調 べ な が ら定

量 す る こ と が 可能 と な っ た．しか し，化合物 の 光吸収 は

一般 に 幅広 い バ ン ド状 で あ る た め，目 的成 分 だ け を選 択

的 に 定 量 す る こ と は 困 難 で あ る ，選 択性 を発現 させ る た

め に は ，化合物 の 幅広 い 吸収バ ン ドを な ん ら か の 処理 に

よ っ て 幅狭 くす る必 要 が あ る．

　光 吸 収 ス ペ ク トル の 連 続 性 は 微 分 処 理 を可 能 と し，
一
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般的に 微分次数 が 高 く な る ほ どバ ン ド幅 の 狭 い ス ペ ク ト

ル を与え る，こ の 微分 ス ペ ク トル の 極大 （又 は 極小〉波

長 の 微分値 を経時的 に プロ ッ トす る こ と に よ り，微分値

の ク ロ マ トグ ラ ム が 得 られ る，著者 ら は，こ の よ う な性

質 を 利用 して ，PDA データか ら 目的成分 を選 択的 に検

出 で き る 方 法 を開 発 し，
“

微分 ス ペ ク トル ク ロ マ トグ ラ

ム 法
”

と し た
1）．本 法 を用 い ，田 植 え 時 に 繁用 され る 除

草剤 〔ダイム ロ ン 及 びメ フ ェ ナ セ ッ ト1 に つ い て ， 農業

用水を分析 し た ．

2 実験方法

　2・1 試　料

　農業用 水 を 互995 年 5 月 10 日 に 採水 し，O．45　Ptm の

フ ィ ル ター
で 消過 した もの を試料と し た．

　2 ・2 試 薬

　ダ イム ロ ン の 標準品は 林純薬製 の 残 留 農 薬 試 験用 を，

メ フ ェ ナ セ ッ トの 標準品は 和光純薬製の 残留農薬試験用

を 用 い た．ア セ トニ トリル 及 び蒸留水 は HPLC 用 を，

ア セ トン は 残 留 農薬 試 験 用 を使 用 し た，

　2 ・3 装 置

　HP1 ．C 装 置 は，日 立製作所 製 L−6300 形 ポ ン プ （2

台〉 と AS −4000 形 オートサ ン プラ
ー

（4　ml 仕 様），島津

製作所製 SPD −MlOAV 形 PDA と CTO −10AC 形 カ ラ ム

オーブ ン，昭和電 工 製 分析 カ ラ ム （RSpak 　DE −613，6

mm 　i．d．× 150　mm ） と Merck 製 濃 縮 カ ラ ム　（LiChro

CART44
，
4　mm 　i．d，× 4mm ）， 及 び セ ン シ ュ

ー
科 学製

EIEOIO 形 ス イ ッ チ ン グ バ ル ブ を組 み 合 わ せ て 構成 し

た ．

　 シ ス テ ム の 制御 は ，PAN 通信 に よ る 日立 製作所製 D −

6100 形 HPLG マ ネ
ージ ャ

ーを 用 い た．三 次元 デ ータ の

取 り込 み は，島津製作所製 CLASS −MIOA 　LC ワ
ー

ク ス

テーシ ョ ン に よ り行っ た．微分 ス ペ ク トル ク ロ マ トグ ラ

ム に よ る解析 は ， NEG 　PC−9801 パ ー
ソ ナ ル コ ン ピ ュ

ー

タ を用 い
， N88 −BASIC 　Version　5．0 （Microsoft，　Red−

rnond ，　WA ，　USA ）で 作成 し た プ ロ グ ラ ム で 行 っ た
1）．

　2・4　標準溶液 及 び希釈標準溶液 の調製

　ダ イ ム ロ ン 100mg あ る い は メ フ ェ ナ セ ッ ト 100　mg

を そ れ ぞ れ ア セ トン 100ml に 溶 解 し，標 準原 液 （1000

mg ／l）と し た．各標準原液 を個別 に ア セ トニ トリル で

種 々 の 濃度 に 希釈 し て 標準溶液 （O．333− 20　mg ／1）を調

製 し た 後，蒸留水 で 100 倍に 希釈 した も の を希釈標準

溶液 （3．33〜2eo　ug／l＞と した．又 ， 各標準原液を ア セ

ト ン で 希 釈 混 合 し た も の を GCIMS 標準溶 液 （各

0．1− IO　mg ／1） と し た ，

　2 。5HPLC の 測定条件

　HPLC は，既 に報告 し た全 自動 HPLC 分析 シ ス テ ム

に 準 じて 行 っ た
2）．す な わ ち，オートサ ン プ ラ

ー
で 採取

し た希釈標 準 溶 液 又 は 試料 3ml を 濃 縮 カ ラ ム に 供 し，

農薬 を捕集 ・抽出 した．次 に
，

ス イ ッ チ ン グバ ル ブを切

り 換 え，移 動相 （56％ ア セ トニ トリル ） を 1　ml ／min

の 流量 で 濃 縮 カ ラ ム に 通 過 さ せ ，溶出 さ れ た 農薬 を分析

カ ラ ム に 導入 し た．分離 さ れ た成分 は PDA を 用 い ，

L28 秒間隔で 20e〜327　nm の 吸光度 を測 定 した、

　2 ・ 6 微分 ス ペ ク トル ク ロ マ トグ ラ ム の解析

　希釈標準溶液の 三 次元デ
ー

タ をア ス キー変換 して 得 ら

れ た デ ィ ジ タ ル データ か ら，Savitzky−Golay 法
3）

に よ

り，ピー
ク トッ プに お け る O〜4 次 微分 ス ペ ク トル を作

成 した．各微分 ス ペ ク トル に お い て ，微分値の 極大 （あ

る い は極小〉波長 を 求め た．そ の 波長 の 微 分 値 を経 時的

に プロ ッ トし て ，微分 ス ペ ク トル ク ロ マ トグ ラ ム を作 成

し た，試料 に つ い て も，上 記 と 同 じ微分処理次数 と波長

の 組 み 合 わ せ を用 い て ，微分 ス ペ ク トル ク ロ マ トグ ラ ム

を作成 し た ．

　2 ・7　ピーク形状の一致度の算出

　試料 の 特定波長 に お け る特定次数の 微分 ス ペ ク トル ク

ロ マ トグ ラム の ピーク純度 を調 べ る た め に
， 希釈標 準 溶

液 （IOO　ug／1）の ピー
ク形状 との

一
致度 をベ ク トル の 内

積 の 公式 か ら 算出 した ．

　　　　　　　　　　 Σ ［A （t＞XB 〈t）］
一致 度 ω

マ 赫 〒 。 研
　 　 　 　 　 　 　 　 t　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 t

A （t）及 び B （t）は ，そ れ ぞ れ 保持 時間 ω に お け る 試

料及 び希釈標準溶液 の 特定次数 ・特定波長 の 微分値 で あ

る ．一
致度 は

一L〜＋ 1 ま で の 値 を と り，＋ 1 に 近付 く

ほ ど ク ロ マ トグ ラ ム パ ター
ン の

一
致度 は高 くな る．

　2 。8　   1MS 分析条件

　上水試験方法 に 準 じ て 行 っ た
4）．す な わ ち，試料 を

Scp・Pak　Plus　PS−2 （Waters 製）に 供 し て 農薬を捕集 ・

抽出 した 後，ジ ク ロ ロ メ タ ン で 溶出 し た．溶出液 を硫酸

ナ トリ ウ ム で 脱水 し た 後，ア セ トン に 溶 媒置換 し，

GCIMS に 供 し た．キ ャ ピ ラ リーカ ラ ム は DB −1 （p．25

mm 　i．d．× 30　m ，膜厚 o．25 睥 1；J ＆ wscienti 丘c 製）を

用 い た ．ダ イム ロ ン 及 び メ フ ェ ナ セ ッ トの 測定質量 数
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Fig。1　Derivativc　spcctra 　of 　dymron 　and 　mefenacet

The 　 diluted　 standard 　 solut 三〇n 　 containing 　lOOμg／l
dymron 　 or 　mefenacet 　 was 　 applied 　into　HPLC 　indi−

vidual 旦y．　The 　zero − to 　fourth−order 　derivative　spec −

tra　of 　dymron （A ）and 　mefenacet （B）were 　prepared
from 　 the 　 photodiode　 array 　data　 at　 thc　 peak　 max −

imum ．　 AO　 to　 A40r 　 BO　 tQ　 B4　 represent 　 zero − to

fourth−order 　 derivative　 spectra 　 of 　dymron 　（A ） or

mefenacet （B ＞，　respectively ・
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（m ／z ） は，そ れ ぞ れ 107 及 び 192 と した．試料中 の 農

薬 の 定 量 は，絶 対 検 量 線 法 を用 い て ピー
ク 面 積 法 に よ り

算出 し た。

3　結果及び考察

　3 ・1 微分 ス ペ ク トル の 作成

　希釈標準溶液 を用 い て ダイム ロ ン と メ フ ェ ナ セ ッ トの

保持時間 を検討 した と こ ろ，48− 80％ の 範 囲 で 移動相

の ア セ トニ トリル 濃 度 を 変 え て も両 者 は 分 離 しな か っ

た、そ こ で ， 保持時間が 約 14 分 と な る 56％ ア セ トニ

トリ ル を移動相 と し，ダイム ロ ン と メ フ ェ ナ セ ッ トの 希

釈標準溶液 （leo　Pg／1） を用 い て ，そ れ ぞ れ の 吸 光度 が

最 も大 き く な る 保持時間 の ス ペ ク トル を O〜4 回微分処

理 した （Fig．1）．そ の 結果，微分次数が高 くな る ほ ど ，

正又 は負 の バ ン ドが 多数出現 し ， か つ バ ン ド幅 が狭 くな

っ た．各微 分 次数 に お い て，極大 （極小）波長 の う ち ，

絶対値の 大 き い 3 波長 を選択 し，下記 の 組 み 合 わ せ を

以 後 の 実験 に用 い た．ダ ィム ロ ン で は，1 次微分 と して

210，234，255　nm ，2 次微分 と して 215，245，260　nm ，

3 次微分 と し て 210，256，262nm 及 び 4 次微分 と し て

212，255，258nm を 用 い た．メ フ ェ ナ セ ッ トで は，1

次微 分 と して 214， 224 ， 258　nm ， 2 次微 分 と して 219，

Fig．2　Derivative　spectrum 　 chremategramsof

dymron 　 and 　 rnefenacet 　in　diluted　 standard 　 solution

and 　irrigation　water

A ： The　diluted　standard 　solution 　containing 　lOO

μg／ldymron 　or 　mefenacet 　was 　 applicd 　into　HPI ．C
individually・A 圭： usual 　chromatograms （zero −order ）

of 　dymron （so 且ld　line＞and 　mefenacet （dotted　line）at

210nm ．　 A2　 and 　 A3 ： third−order 　 derivative　 spec −

trum 　 chromatograms 　 of 　dymron 　 at　 210nm 　 and 　 of

mefenacet 　 at　215nm ，　 respective 玉y．　 B ： The 　 irriga−
tion　water 　was 　applied 　into　HPLC ．　B1 ： usual

chromatogram 　 at　 210nm ； B2　 and 　 B3 ： thlrd−order
derivative　 spectrum 　 chromatograms 　 of 　dymron　 at

210　nm 　and 　of 　mefenacet 　at　215　nm ，　respectively ．

227，235nm ，3 次微分 と し て 215，222，287　nm 及 び

4 次微分 と して 219，227，288nm を 用 い た．

　3 ・2　検量線 の 作成

　希釈標準溶液 を 用 い て ，前述 の 微分次数 と波長 の 組 み

合 わ せ に お け る微 分 ク ロ マ トグ ラム か ら，ピーク高 さ法

に よ り，12種類 （1〜4 次微 分，各 3 波 長 ）の 検 量 線 を

作成 し た ，そ の 結果，い ず れ の 検量線 に お い て も ， ダィ

ム ロ ン 及 び メ フ ェ ナ セ ッ トの 両者 は ，333 − 200  ／1の

範囲 で 良好 な 直線性 を示 した （r ≧0．999）．
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Table　 1Analytical 　values 　of 　dymron 　and 　mefenacet 　in　lrrigation　water 　obtained 　by　a　derivative　spectrum 　chro −

matQgram 　technique 　with 　various 　combinations 　of 　derivativc　ordcr 　and 　wavelength

　　　　　　　　　　　　　　 Dymron 　　　　　　　　　　　　　　　　　 Mcfenacet
Dedvative

°「de「 wav
暫辞gth／ 1dent’c

墾
魚 c‘°「］ Ana1・

蹟上Ya’ue ／wav
豊・th／ ldentic

甲
塩ct°「

・
Analytical　value ／

　　 P91
− 1

lst

2nd

3rd

4th

2102342552152452602102562622122552580．9980
，8200
．9950
．9570
．9990
，9950
．9950
．9790
，89909690

．925e
．913

6374659459661111

　

1111

歪

111

214224258219227235215222287219227288一
〇．452

　 0958

　0．650
　 0：357

　0．802
　 0．924
　 0．927
　 α877

　 0．827
　 α960

　 0、878
　 0．5L4

87528682887　

4^

　

2
　

　

　

　

1
　

1

　3 ・3 農業用水中の ダイ 厶 ロ ン及 び メ フ ェ ナ セ ッ トの

分析

　ダ イ ム ロ ン （210nm ）及 び メ フ ェ ナ セ ッ ト （215　nm ）

の 3 次微分 ス ペ ク トル ク ロ マ トグ ラ ム を Fig．2 に 示 す．

Fig．2，　 Al は 210nm に お け る通常 の ク ロ マ トグ ラ ム

（0 次微分），A2 は ダイム ロ ン の 210nm に お け る 3 次

微分 ス ペ ク トル ク ロ マ トグ ラ ム
， A3 は メ フ ェ ナ セ ッ ト

の 215nm に お け る 3 次微 分 ス ペ ク トル ク ロ マ トグ ラム

で あ る，一方，農業用水 の 210　nm に お け る 通常 の ク ロ

マ トグ ラ ム （Fig．2，
　 Bl）で は

，
ダ イム ロ ン と メ フ ェ ナ

セ ッ トの 保持時間が 接 近 して い る た め，両者 は 分離せ

ず，定量 は 不可能 で あ っ た．又，そ れ らの ピーク に 未知

成分 が 混入 し て い る 可能性 も考 え られ た．そ こ で ，農 業

用水 に つ い て 得 ら れ た HPLC −PDA データ か ら，210

nm 及 び 215nm に お け る 3 次微分 ス ペ ク トル ク ロ マ ト

グ ラ ム を作 成 し，そ れ ぞ れ B2 及 び B3 に 示 した 、そ の

結果 ， B2 及 び B3 の 保持時間 は そ れ ぞ れ Al と A2 及

び Al と A3 に 示 し た ダ イム ロ ン と メ フ ェ ナ セ ッ トの 保

持時間 と
一

致 し，検 量 線 よ り，そ れ ぞ れ 19　pg／l及 び 6

1i9／1 と算 出 さ れ た．

　次 に
， 微分 次数 と極大 （極小）波長 の 12種類 の 組 み

合 わ せ に つ い て ，そ れ ぞ れ 微分 ス ペ ク トル ク ロ マ トグ ラ

ム を作成 し，ダ イム ロ ン と メ フ ェ ナ セ ッ トを定 量 した

（Tab 正e　I）．ダ イム ロ ン 及 び メ フ ェ ナ セ ッ トの 定量 値 は

そ れ ぞ れ 13− 19及 び 5〜47 』しg／1で あ り，又 ，そ れ ぞ れ

の ピーク 形状 の
一

致度 は 0．820− O．995 及 び 一
〇．452〜

0．985 で あ っ た．な お，メ フ ェ ナ セ ッ トの 1 次微分 の

214　nm に お け る 微分 ス ペ ク トル ク ロ マ トグ ラ ム で は
，

希釈標準溶液 で 正の ピー
ク と な る の に 対 し， 試料 で は 負

の ピー
ク で あっ た た め，一

致度が負の 値を示 し定量がで

き な か っ た．メ フ ェ ナセ ッ トの 場合，ピーク形状 の
一

致

度 に 低 い 値 が 多 く見 ら れ た 原因 と し て は，  メ フ ェ ナセ
．

ッ トの 特定微分 次 数 に お け る極 大 （極小）バ ン ド波長

で ，ダイ ム ロ ン も正又 は 負の 微分 値 を 持つ 場 合 が 多 く見

られ る こ と
，   ダ ィ ム ロ ン の 濃度 に 比 べ て

，
メ フ ェ ナ セ

ッ トの 濃度 が低 い こ と，な どが 考 え られ る．微分 ス ペ ク

トル ク ロ マ トグ ラ ム を用 い る と，微分次数 と波長 に よ り

様 々 な組 み 合 わ せ に よ る 定 量 が 可能 で あ る．しか し，目

的成分 を定量 す る た め に は，特定 の 微分次数 と波長 の 組

み 合 わ せ を適切 に 選 択 す る 必 要 が あ る．ピーク形状の一

致 度 が高 い こ と は，そ の 微 分 ス ペ ク トル ク ロ マ トグ ラ ム

に お け る 目的成 分 の ピーク純度が 高い こ と で あ り ， 定量

値 の 信頼性 も高 い と考 え られ る．今回は あえ て
，

ピー
ク

形状 の
一

致度 が 0，9 以上 を示 す 微分次数 と波長 の 組 み 合

わ せ を用 い た と こ ろ，ダ イム ロ ン 及 び メ フ ェ ナ セ ッ トの

定量 値 は そ れ ぞ れ 14− 19及 び 6− 8　ug／1 と な り，ぱ ら

つ き が小 さ くな っ た．こ れ らの 値を平均 し，ダイム ロ ン

と メ フ ェ ナ セ ッ トの 定量値 を そ れ ぞ れ 16 及び 8　ug／1 と

し た．な お，こ れ ら の 定量値 は GC ／MS を用 い た と き

の定量 値 （そ れ ぞ れ 17 及 び 7 鴎 ノ1＞と よ く
一

致 し た．

な お，ピーク形状の
一

致度 が 0．9 以上を示 す 個 々 の 組 み

合 わ せ （ダ イム ロ ン で 10種類，メ フ ェ ナ セ ッ トで 4 種

類） に つ い て ，本分析 を 7 回繰 り返 した と き の 定量 値

の 再現性 （RSD 値〉を 調 べ た と こ ろ，ダイム ロ ン で

5〜8％，メ フ ェ ナ セ ッ トで 8− 12％ で あ っ た ．
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　微分 ス ペ ク トル ク ロ マ トグ ラム 法 で は，目的成分 の 保

持時間 と既知 あ る い は未知成分の そ れ とが 重 な っ て い て

も，目 的 成 分 を 分 別 定 量 し う る と考 え ら れ る 、著者 ら

は，試料と して 農業 用水 を 用 い ， そ の 中 に 含 ま れ る 2

種類の 農薬を分析 で き た．但 し今回の 分析 で は，未知成

分 の 存 在 も否 定で き な い が ，2 種類の 目 的成分 の 保持時

間 が 互 い に 重 な り合 っ て お り ， 既知成分 と既知成分 の 分

別定量で あっ た．今回の 実験 で は，ベ ク トル 内積 の 公 式

を 用 い て ピー
ク 形状 の 一

致度 を 算出 し，o．9 以上 の
一

致

度 を示す 定量 値 を採用 した が
，

こ の こ と に つ い て は 種 々

の 検討の 余地 が 残 っ て い る と思 わ れ る．しか し，微分 ス

ペ ク トル ク ロ マ トグ ラ ム の ピー
ク 形状 の

一
致度 を考慮

す る こ と に よ り
， 微分 ス ペ ク トル ク ロ マ トグ ラ ム 法 を 目

的成分 と未知成分 の 組 み合わ せ に も適用で き る と推定 さ

れ る．従 っ て ，微 分 ス ペ ク トル ク ロ マ トグ ラ ム 法 は

HPLC の 選択的検出法 と し て 有用 で あ る と 考 え られ る ，
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要 旨

　ス ペ ク トル の 微分解析 を用 い た HPLC に よ り，農業用水中 に 含 まれ る 2 種類 の 除草剤 （ダイ ム ロ ン

と メ フ ェ ナ セ ッ ト） を分析 した，す な わ ち，2 種 類 の 標準化 合物 を HPLG に 供 し，フ ォ トダイ オード

ア レ イ検出器 か ら得 られ た そ れ ぞ れ の ス ペ ク トル デ
ー

タ を O− 4 回微分処理 し，微分 ス ペ ク トル を得

た ．単純 な 移動相 を用 い た た め，通常 の ク ロ マ トグ ラ ム （0 次微分） で は，2 種類 の 除草剤 は分離 さ れ

な か っ た ．こ れ に 対し，標準化合物 の 1〜4 次微分 ス ペ ク トル と そ の 極大 （極小〉波長 の 組 み合わ せ を

用 い て ，農業用水 の ス ペ ク トル データ を微分 した 値を経時的 に プロ ッ トした 微分値 の ク ロ マ トグ ラ ム で

は ，両者 を 分 別定量 で き た．農業用水 を用 い た 微分値 の ク ロ マ トグ ラ ム と標準化合物 の そ れ と の
・一

致度

を指標 と し た ピー
ク 純度 を考慮 す る と，農業用水中 の ダイ ム ロ ン 及 び メ フ ェ ナ セ ッ トの 定 量 値 は ，

GC ／MS で 得 られ た そ れ ぞ れ の 定 量 値 と よ く一致 し た．従 っ て ，本法 は HPLC の 選 択 的 検 出 法 と して

有用 で あ る と考 え られ る．
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