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技 術論文

安定同位体標識化合物 を用 い る固相 抽 出／親 水性相 互作 用

液体 ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

／質 量 分 析 法 に よ る 水 試 料 中

ジク ワ ッ トの 定量

巻幡 希 r・　
C9’ i

， 山焙 富夫
1

， 英保 次郎

　水試料 中 ジ ク ワ ッ トの 親水性相 il1作用液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

／エ レ ク トロ ス プ レ
ーイ オ ン 化／質量分析

法 （HILIC ／ESI／MS ）に よ る定 量 法 を検討 し，水質管理 目標設定項目 （水道水） と して の 目標値 5 μg〆L の

1／100 の 濃度 を 定量 可 能 と し た，ジ ク ワ ッ トーda を添加 し た水試料 を弱陽 イオ ン 交換 と逆相分配の 保持能を

合 わ せ 持 つ 固 相 に 通 し，4％ トリ フ ル オ ロ 酢酸含有 ア セ トニ ト リ ル ・2一プ ロ パ ノ
ー

ル （60 ；40 ） 混液 で 溶

出 ・乾 固 し，移 動 相 溶 媒 で 溶解，HILIC 〆ESレMS 分析 に 供 し た．移動相溶媒 は ア セ 1・ニ ト リ ル ： 10　mM ギ

酸 ア ン モ ニ ウ ム （pH 　3，7）≡50 ： 50 で ，　ESI 正 イ オ ン モ
ードで，　 m ／z　183 ，　 mfz 　184 ，　 m ／z 　157 （ジ ク ワ ッ ト），

mfz 　186 （ジ ク ワ ッ トーd4）で 測定 した．0、05，0．5 ，5 μg／L を添加 した 純水，水道水及び 河川 水 に お け る ジ

ク ワ ッ トの 回収率 は 88〜105％ で あ り，変動係数は ユ．7〜15％ で あ っ た．本法を用い て 42試料を分析 した

結 果 1試料 （浅井戸原水） か ら 2．8　PgfL の ジ ク ワ ッ トが検出 され た．

1 緒
二
τ

　ジ ク ワ ッ ト （1，II一エ チ レ ン ー2，21一ビ ピ リ ジニ ウ ム ＝＝ジ ブ ロ

ミ ド，CAS 番 号 85−00−7） は畑 ，水 田，公 園，駐 車 場 な ど

で 使用 され て い る非 選 択 性 接 触性 除 草 剤 で あ る．日 本 で

は，比 較的使用量が多 い 農薬の
一

つ で あ り，2004 年度の

PRTR デ
ー

タ
ー1〕

で は ，環境 中へ の 排出量 は約 2801 ・ン で

あ っ た ．そ の 使用量 と毒性 （1 日 許容摂 取 量 10 ．〔）019

mg ／kg／day ）か ら，2004 年 4 月 1 日付 で 施行 され た 水道

水質基 準 の 改定 に 伴 い ，水質管 理 目標 設 定項 目 の 農 薬 類

101 種類 に リ ス トア ッ プ され，ジ ク ワ ッ トの 目標値 と して

5 μg／L が 定め られ だ
〕．同時 に 規制 の 評価方法 と して，検

出 され た 農薬 の 濃度を そ の 農薬 の 目標値 で 除 し た 値 の 総和

（検 出 指 標 値） が 1 を超 え ない こ と とす る 「総農薬方式」

が 導入 さ れ，各農薬 ご と に 設定 され た 日標値 の lflOO の

濃度を定量 す る こ とが 望 ま しい とさ れ た．し か し，厚 生 労

働 省 が 示 した ジ ク ワ ッ トの 分析方法 は 固相抽出
一
液体 ク ロ

マ トグ ラ フ ィ
ー

／紫外部吸 収検 出法 （LG ／UV ） で あり，そ

の 定量下 限値 は 1μg／L
，1）

で あ る た め ，目標値 の 1／100 の

濃度を定量 す る こ とが で きな い ．そ こ で ，近年開発 され た

固相 カ
ー

トリ ッ ジ及 び 分 析 カ ラ ム を用 い ，LC ／エ レ ク トロ

ス プ レ
ー

イオ ン 化 （ESI）／質量分析法 （MS ）に よ る 高感度

化 を検討 し た ．

1
兵 庫県 立健康環境科 学研究 セ ン タ ー

： 652 −OO．92　兵 庫 県 神戸 市

兵庫 区 荒 田 町 2 −1−29

　 ジ ク ワ ッ トは 四級 ア ン モ ニ ウ ム 基 を 持っ て い る 強塩 基性

物質で あ り，水溶液中 で 2価 の 陽 イ オ ン と な る た め，水

試料 か らの 抽 出法及 び 分析法 に 工 夫が 必 要で あり，様 々 な

方 法 が 報告 され て きた．

　固 相 抽 出 法 と して は，Cs デ ィ ス ク
’1）”6｝，や シ リ が 尚 ，

（：s4
）

，　 C1評及 び ポ リ ジ ビ ニ ル ベ ン ゼ ン
9 ）

の カ
ートリ ッ ジ が

川 い られ て きた．こ の 抽 出 過 程 に お い て ，固 相 の 活性 部位

に対 し ジ ク ワ ッ トとサ ン プ ル マ トリ ッ クス との 間に 競争的

相 互作 用 が 生 じた り，ジ ク ワ ッ トが サ ン プ ル マ トリ ッ ク ス

へ 吸着 す る た め に 回収 率 が低 ドす る．近 年 で は，こ の 抽 出

過 程 を 含ま な い LC へ の 直接 大 量 注 入 法
LO〕Ll）

も報告 され て

い る．ま た，従来の 固 相抽出法
S）一“ ）ti）y）

に お い て は ほ とん

ど が試 料 水 をア ル カ リ性 と し，固相 に 保 持 させ る 方 法 で あ

っ た．しか し，ジ ク ワ ッ トは ア ル カ リ性下 で 分解 し錯 体 を

作 る
i’2〕

た め ，酸性 か ら中性 で 固 相抽出す る こ とが 望 ま し

い ．今回，弱陽 イ オ ン 交換 と 逆柑 分 配 の 保 持 能 を合 わ せ 持

つ 新 しい 固 相 カートリ ッ ジ で あ る WCX （Waters 製）の 適

用を試み た．WGX は 疎水性 の ジ ビ ニ ル ベ ン ゼ ン と親水性

の Ar一ビ ニ ル ピ ロ リ ドン を重合 させ た ポ リ マ ーに カ ル ボ キ

シ ル 基を導入 したもの （pK、、4．8）で あ る．カ ル ボ キ シル

基 は pH 　6．8 以 上 で 100 ％ 解離 し，　 pH2 ，8 以下 で 100％ 解

離 が抑制 さ れ る
］：り．し た が っ て ，ジ ク ワ ッ ト　（pK 、10）は

中性 の 試料水 で WCX に 保持 され ，　 pII2 ，8 以
．
ドで 溶出が

可能で ある ．また，試料水中の 溶存性有機物質の マ イナ ス

チ ャ
ージ サ イ ト と結合 し た ジ ク ワ ッ 1・も逆相分配 に よ り保
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Table 　l　 Operating　conditions 　ofLG 〆MS

LC 　separation

IIISt【
．
UI【1e【1t

Anal｝’tical　celumn

Guard 　column

Mobile　phase

Flow　ra しeG

。］umn 　temp ，
珂 ec 亡ion　volumc

MS 〔圭etection

Instru【nellt

Ionization　mode
Probe 　te 匸np ．
Probc 　vol〔egc

Skimmcr 　cone 　voltage

PtlDnitor　ion

1丶gilellt　l　1　00　series

Atlands　HILIC 　sihca （2．lxl うO　mm ，3
μm ）

A口antis 　HILIG 　silica（2．1　X 　lOlrllll，3 μln ）

A ： acetonitri ］e

B ： 10　mM 　ammonium 　f6rmatc （pH　3．7）
A ：B 己5D ：50

0．2mLmin
−1

30℃
10pL

Fillnigan　A ⊆tA
ESI，　posidve　mode
200℃

S．5kV20VDiqua1

．： ’Tlfz 　l　83，184，157
Diq しlat −dd： mfz 　l86

持 され，回収率 の 向上 が 可能 で ある．更に，マ トリ ッ クス

の 影響 を補 正 し，良 好 な 回収率 を得 る た め に ，安定 同位体

標 識 化 合 物 （ジ ク ワ ッ トーd4） を用 い た サ ロ ゲート法
澗 を

採用 した．

　LG に お け る 分離 に は シ リ カ
7〕
，　 Cl　s｝

，　 Gs　
6）8｝’−lo〕

及 び

C ［評 リ カ ラ ム が 用 い られ ，移動相 に はペ ン タ ン ス ル ホ ン

酸 ナ トリウ ム や ヘ プ タフ ル オ ロ 酪酸 な どの イ オ ン ペ ア 剤 が

添加 され て い た．前者 は不揮発 性 で あ るの で LC ／ESI／MS

法 に は適 さず，揮 発 性 で あ っ て もイ オ ン ペ ア 剤 が ESI で の

イ オ ン 化 を妨害す る可 能 性が あ る．また ， ジク ワ ッ トは極

性が 高い ため 逆相 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

で は，水混合比 の 高

い 移 動 相 が 必 要 と な り ， ESI／MS 法 の イ オ ン 化 に お い て高

い 感度が 得 に くい ．近 年 ， 高 極 性 物 質 の 分 離 を 目的 と した

親水性相互作用 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（Hidrophilic　interac−

tion 　chromatography ，　 HILIG ）
M ）
− 17）

が 報告 され て い る ．

HILIC は順相 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーの

・』
種 で あ り，逆柑 カ

ラ ム で 保持で きない 高極性化合物をイオ ン ペ ァ 剤な しに保

持す る こ とが 可 能で ある ．そ こ で ，HILIC を ジ ク ワ ッ ト

の 分析 に適用 した．

　 こ れ らの 固 相抽出
・LG 分離法が UV 又 は フ ォ トダイ オ

ー
ドア レ イ （PDA ）

n）4）1 ，　 MS5
）G〕s〕1d〕

及 び MS ／MSg
）1n）

な どの

検出法 と組み 合 わ され 分析 され て い る．厚生 労働省が示 し

た 方法
m
及 び USEPA 　Inethod4

〕
は UV 又 は PDA を用 い て い

る．以．ヒの 報告の 中で ，厚生 労働省 に よ り求 め られ て い る

ジ ク ワ ッ トの 目標値 5Pg ／L の 1／100 の 濃度 を定量 出来 た

の は，MS ／MS 法 を用 い た Nunez ら
9〕

の 報告の み で あ っ

た．

　今回，WCX と ジ ク ワ ッ トーd4を 用 い ，　 HILIG ／ESI／MS

法 を組み 合わ せ る こ とに よ り，ジ ク ワ ッ トを低濃度 まで 良

好 な回 収率で 分析す る こ とが 可 能 に な っ た．

2 実 験

　 2・1 試　薬

　2 臭化 ジ ク ワ ッ ト ユ水和物 （和 光純薬製農薬標 準 品 ，

99％ ）及 び 2 臭化 ジ ク ワ ッ トーd4 （CDN 　lsotopes　rV，98％ 〉

は そ れ ぞ れ 純 水 に 溶解 して ］OOO　mg ／L の 標 準原 液 を調 製

した．標準原 液 を純水 で 希釈 し，100mg ／L 及 び 10mg ／L

の 標 準 溶 液 を調 製 した，こ れ らは，凍 結保 存 し，必 要 に 応

じて 適宜純 水 で 希釈 して用 い た．ア セ トニ トリル
， 2一プ ロ

パ ノ
ール ，トリフ ル オ ロ 酢酸 （TFA ）は 関東化学 製高速液

体 ク ロ マ トグ ラ フ 用 を，ギ酸 及 び ギ酸 ア ン モ ニ ウ ム は和 光

純薬 製 試 薬特級 を用 い た．

　 2・2 試 料 水

　3・3 及 び 3・4・1 で 用 い た 水道 水 は兵庫県．立健康環境科学

研究 セ ン タ
ー

の 給水栓 よ り，河 川水 は 神戸市兵庫区の 烏 原

川 よ り採 水 し た．S・4・2 で 用 い た 原 水 は兵 庫 県下 の 14 地

点 の 原水 （河川 水 5，湖沼水 1，浅井戸水 6，深井戸水 2）

で ，2006 年 6 月 20U に 採水 した もの で あ る．以上 の 試料

水 は ジ ク ワ ッ トを含 ま な い こ と を確 認 し，実 験 に 用 い た．

3・5 で 用 い た 試料水 は，兵庫県下 の 水道水 12 試料及 び水

道 原水 30 試料 （河川 水 14，湖沼水 5，浅井戸水 9，深井

戸水 2） で ，2006 年 10月 17 日 又 は 11 月 15 日 に 採水 し

た もの で あ る．試 料水 の pH は 6．7〜7．7 で あ っ た．水道

水 に は残 留塩素除去 の 目的 で ア ス コ ル ビ ン 酸 ナ トリウ ム を

10mg 〆L とな る よ う に添加 した．

　2・3　装置 及 び器 具

　LC ／MS 装 置 は LC 部 が Agilent製 の HP1100 （PDA 検 出

器 付 き）， MS 部 が Thermo （加 est 製 の Finnigan　A （）A で構

成 され たもの を用 い た．分析 カ ラ ム は Waters 製 Atlantis

HILIC 　silica （2．1 × 1501nm ，3 μm ） 及 び ガ ードカ ラ ム

（2．IXIOIrlIn ，3 μrll） を用 い た ．固 相 カ
ー

ト リ ッ ジ は

Watcrs 製　Oag．　is　WCX 　PIus （充填剤量 225　mg ）を，固相

抽出装置 は Varian 製 VAG 　ELUT 　sps24 を用 い た ．また，

ジ ク ワ ッ トは ガ ラ ス に 吸着す る た め ，採水容器及 び実験器

具 は ポ リプ ロ ピ レ ン 製，又 は ポ リエ チ レ ン製等樹脂製 の も

の を用 い た．

　2・4　測定条件

　測定条件 を Tablc　 1 に 示す，　 LG に お け る 移 動相 は ア セ

トニ トリ ル ： 10mM ギ酸 ア ン モ ニ ウ ム （pl
．13．7）＝50 ：50

の ア イ ソ ク ラ テ ィ ッ ク 法 で ，0．2mL ／min で 送 液 し た．カ

ラ ム 温 度 は 30℃，注 入 量 は 10 μL，313nm （PDA ）で 測

定 した．MS は ESI ポ ジ テ ィ ブ モ ードで イ オ ン 化，プ ロ ー

ブ温 度 200℃，プ ロ ーブ 電圧 8．5kV ，ス キ マ
ーコ ーン 電 圧

20V ，選択 イ オ ン モ ニ タ リ ン グ イ オ ン m ／z　183，　 nt／z　184，

N 工工
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・
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The 　spectrum 　was 　takcn 　al 　g．　kimlner 　colle 　voltage 　of

20V ．

m ／zl57 （ジ ク ワ ッ ト），麗 ／x186 （ジ ク ワ ッ トーda） と し

た．

　2・5 定量 操作

　2・5 ・1　試料溶液 の 調製　　WCX を ア セ トニ トリ ル 5

mL ，純水 5mL で コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ し た ．試料水 50

mL を WCX 上 部に 装着 した リ ザ
ーバ ー

に 注 ぎジ ク ワ ッ 1・一

山 　0．25 μg を添加 し ， 吸 引 に よ り流
．
量 5mL ／mil1 以 下 で

通水 した．流量 の 調整 は WCX の 下 部 に装 着 した ル ア
ー

コ

ッ ク を用 い て 行 っ た．通 水終了後，純水 10mI 、で WGX

を洗浄 し，30 分 間 吸 引 す る こ とに よ りカ ラ ム 内 の 水分 を

除去 し，4 ％ TFA ア セ トニ トリ ル ・2一プ ロ パ ノ ール

（60 ：40）混液 4mL を通水時 と 逆方向か ら通 液 し て 溶 出

した．溶出液を窒素気流
．一
ド40℃ で 乾 固 す る ま で濃 縮 し，

残査 を 100 μL の 移動相溶媒で 溶解後，0．45 μm の フ ィ ル

タ
ー

（Mnl 孟pore製 Millex −FH ） で 7戸過 した もの を ， サ ン ブ

ル バ イ ァ ル に ポ リプ ロ ピ レ ン イ ンサ ート （Agilent．製 ， 100

pL）を 装 着 した もの に 注入 しLC ／MS 分析 に供 した．但 し，
一

部 の 実験 で PDA （313 　nm ）の み で 測 定 し た 場 合 は ジ ク

ワ ッ トー山 を添加せ ず，上 記 と同様 に 操作 した．

　2・5・2 検 量 線　　ジ ク ワ ッ トーd4 を 2．5　mg ！L の 濃度 と

な る よ う に 添 加 した ジ ク ワ ッ ト標準溶液 を 25 μg／L か ら

2．5　mg ／L の 範囲で 移動相 を用 い て 調製した．ジ ク ワ ッ トー

d、 に 対す る ジ ク ワ ッ トの ピーク 面積比 か ら検量線を作成

した．

3 結果と考察

　3・1　LC ／MS 条件 の検討

　3・1・1HILIC 　　高極性化合物 を イ オ ン ペ ア 剤 な しに

保持す る こ とが 可 能で あ る HILIG カ ラ ム を ジ ク ワ ッ トの

分析 に 適用 した．HILIC カ ラ ム を用 い た ジ ク ワ ッ トの 分

析例 と して Young ら
1η

の 報告が あ る が，移動相 に ア セ ト

ニ トリ ル と 250mM ギ 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 用い て い る ．し

か し，ESI／MS 分析 に お い て は，緩衝液がイオ ン化効率 に

影響 を 及 ぼ す た め 低濃度 （10mM 程度） で の 使川 が 適

Ml” S）
と され て い る．ま た，カ ラ ム 寿命等を 考慮 した 推奨緩

衝液濃度 は 1〜10mM 且9）とされて い る．そ こ で ，アセ トニ

トリル ： 10mM ギ酸 ア ン モ ニ ウ ム （pH 　3．7）＝50 ：50 の ア

イ ソ ク ラ テ ィ ッ ク 法 を適用 し た と こ ろ ，標準溶液で 9．4 分

に ジ ク ワ ッ トの 良好な ピー
クが検出され た．とこ ろが，そ

の 後の 実験 に おい て ジ ク ワ ッ ト添加原水か らの 試料溶液で

は 慓準溶液 に 比 べ 保持時 間が 短 くな る 傾向が 認 め られ ，原

水の 種類 の 違 い に よ っ て も，1分程度 の 変動 が ある こ とが

分か っ た．そ こ で ，ギ 酸 ア ン モ ニ ウ ム の 濃度を 25，50 及

び 100　 rn ）L（ と し て 比 較 し た と こ ろ ，濃度の 上 昇 につ れ て

標準溶液 と原水 か らの 試料溶液 の 保持時 間 は 近 づ い た ．

Young ら
17 〕

は 移動相 に ア セ トニ トリル と 250　mM ギ 酸 ア ン

モ ニ ウ ム を用 い ，更 に標準溶液 と して マ トリ ッ クス ス タ ン

ダ
ー

ドを用い て い た．こ の こ とか ら，木 カ ラ ム で ジ ク ワ ッ

トを分析す る場合，試料溶液中の マ トリ ッ クス の 影響を受

け や す く，外部標準法で 定量 す るた め に は高濃度の 緩 衝 液

を必要 とす る と考え られ た．今 回，著者 ら は，ジ ク ワ ッ

トーd4 を用 い る こ とで ，保持時間の 確認 が 試料溶液 ご とに

可能 で あ る の で ，イオ ン化効率 と カ ラ ム 寿命を優先 させ ，

10mM ギ 酸ア ン モ ニ ウ ム を用い る こ と と した，

　 3・亘・2　 コ
ーン電圧 と測定イオン　　マ ス ス ペ ク トル の

情 報 を得 る た め，10mg 〆L の ジ ク ワ ッ ト標準溶液及 び ジ

ク ワ ッ トーd4 に つ い て LG ／ESI／MS ス キ ャ ン モ ードで ス キ

マ
ー

コ
ー

ン 電 圧 を 10，20，30，40，5〔｝及 び 6（，V の 6 段

階 で 分 析 した．ス キ マ
ーコ ーン 電 圧 20V に お ける ジ ク ワ

ッ トの マ ス ス ペ ク トル を Flg．1 に示す．ジ ク ワ ッ トで は

lM2
＋ −H

＋

］の m 〆z　183 が も っ と も イ オ ン 強度が 高 く，次

い で ，［M
＋’

］の mfz 　l84 で あ っ た，ス キ マ
ー

コ
ー

ン 電圧

が 9．OV 及 び 40V の 場合 に相対強度が 高 く観察 され た m ／x

157 は ［M
’2 ト
．−HI −G2H2］とす る報 告

1°〕
と ［Mv

亠一H
−−CN ］で

あ る とす る報告
11〕

が あ る が，MS ／MS 法 にお け る プ ロ ダ ク

トイ オ ン と して 分 析 さ れ て い る
叩   ｝．ジ ク ワ ッ トーd4 で は

1M1
＋−D

＋
］の m ／z　186 が 最 も イ オ ン 強 度 が 高 か っ た．こ

れ らの 結果 は過去の 報告
渦

〜m
とよ く

一
致 して い た．以 上

の こ とか ら，
モ ニ ターイ オ ン を mfz 　l83 （ジ ク ワ ッ トの 定

量），m ／z　184 と m ／z　157 （ジ ク ワ ッ トの 確認）及び m ／z

186 （ジ ク ワ ッ トーd，） とし た．また，m ／xl83 及 び m 〆z
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186 の イ オ ン 強度が 最 も高 か っ た 20V をス キ マ
ー

コ
ー

ン

電 圧 の 最 適電 圧 と して 選 択 した．

　3・2 検量線

　ジ ク ワ ッ トーd， を 2．5 … g／L の 濃 度 と な る よ うに添 加 し

た ジ ク ワ ッ ト標 準溶 液 を 25　pg／1．．か ら 2．5　mg ／L の 7段 階
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Fig，2　Chromalogram 　of 　diquat　at　Tn・fz　l　83
The 　chromatogram 　was 　obtalned 　from 　a　standard 　sohl −

tiOI1（25 μg　L
−

［

）．

の 濃度 （n ；3） で分析 した．Fig．2 に 25 μg／L に お ける

7rl／z　183 の マ ス ク ロ マ トグ ラ ム を示 す ．シ グ ナ ル ・ノ イ ズ

比 は 15 で あ り，
こ の 感度 は ， 以

．
前著者 らが 報告 し た イ オ

ン ペ ア 剤を用 い た逆相 ク ロ マ i・グ ラ フ ィ
ーIESI／MS 法

2°｝

に お け る 感 度 の 約 3 倍 で あ っ た．試 料 水 を 500 倍 濃 縮 す

れ ば 目標 値 5 μg／L の 1／100 を十 分 定 量 で き る感 度で あ っ

た．ジ ク ワ ッ ト濃度を κ 軸，ジ ク ワ ッ トーd4 に対す る ジ ク

ワ ッ トの ピ ーク
．
面積 比 を ）

，軸 に プ ロ ッ トした時 の 直 線 性 は

r
＝0，9997 と非常 に 良好で あ っ た．ジ ク ワ ッ ト濃度 と ジ ク

ワ ッ トの 面 積値 の 直線性 も r
‘O．9996 と良好で あ っ た が，

各濃 度 に お け る面 積 比 の 変 動 係 数 （CV ） が 2．7〜12％ で

あ っ た の に 比 べ
， ジ ク ワ ッ トの 面積値の CV は 3．9〜14％

で あ り，ジ ク ワ ッ トー山 を用 い る こ とで ，デ
ータの ば らつ

きが 改 善 され た，

　3・3　固 相 か らの 溶 出溶媒

　 WcX か らの 溶 出溶 媒 の 酸 濃 度 及 び 有 機 溶 媒 の 混 合 割 合

につ い て検討 し た．予備実 験 にお い て，回収率は，酸濃度

で は 5％ ギ 酸 く 2％ TFA ＜ 4％ TFA ≒ 10％ TFA の 傾 向が

認 め られ，有 機 溶 媒 は ア セ トニ トリ ル の み よ り もア セ トニ

ト リル と 2一プ ロ パ ノ
ー

ル を 混合 した もの の 方が 良 好 で あ

っ た．そ こ で ，4％ TFA 濃 度 に お け る ア セ トニ ト リル に対

す る 2一プ ロ パ ノ
ール の 割 合 を，0，20，40，60％ 及 び

Table 　2　Rccovcry 　of 　diqu乱 t　addcd 　to　watcr 　samplcs

C 【）ncen し1
・
atiQn Calib匸

．
atiorl 　c しLlwe

　 　
一15

μ9　L

　 　 　
一

】

0．5 μgI ・

　 　 　
一1

0・05 μgL

ABAB

へ

B

Distilled　water

R，％ （CV ，％ ）

　 96 （L7 ）

　 9且（3．〆D

　 98 （6．1）
　 85 （2の

　 105 （ID

　 84 （7．6）

　Tap 　water

R ，％ （CV ，％ ）

Rivcrwal ｛｝r

R，％ （（］
J，％ ）

97 （8．4＞
87 （5．2＞

92 （2．7）
8tt（4．7）

101 （15）
90 （12）

96 （4．4）
60 （IS）

98 （／1）
57 （1．2）

88 （6．7）
49 （7．0）

R ； recovely ；CV ： coe ｛丘cient 　ofvariation ； n ＝3 ；A ； Surro9 獄 e　 meLhod 　ba 〜ed 　on 　thc 　peak 　arca 　ratio （diquat／diquat−d4）；B ： External

standard 　method 　bascd　on 　the　pcak　al
』
ca 　ofdiqua ！

Tablc 　3　Gorrcr 乱 tioll　coefftcients 　between 　recovery 　of 　diquat 　u 口 dquality 　ofwater 　sarllples

Items Urliπ rrLin −IIIax Regrcssi。 n 　equation

RecovelYT

（，tal　residue 　on 　evaPOration

HardncssSodiumChloridc

玉on

KVI ・104 　cOl ）SUIIII ）tiOll

Free　carbor 且ate

Total　organic 　carbon

Nitrogen （NOv ＆No …1）
FluorincSuspended

　solids

　 ％
　 　

一
［

mgL

　 　
−1mgL

　 　
−1mgL

　 　 −1mgL

　 　
−1mgL

　 　
−LmgL

　 　
−LmgL

　 　
−

［

IngL

　 　
−1mgL

　 　
−11ngL

35 −8759
．6 −231．9

11．3 −76．92
．9 −21．55
．3 −36．70
．8 −5．91
．5 −14．60
．1 −3．30
．Ol −t3．06

0、04 −0、56
0．00 −8、66

0．8550 つ

0、6971b ）

0．626S ”〕

0．49440
．38170
，35710
，32280
．31000
、29290
．1688

ツ
＝− 0、224sc＋ 91．5

F
＝− 0，461x 十 84．1

−｝・＝
− 1．38兀 ＋ 81．5

F
＝− 0．774x ＋ 77．3

v
＝− S．30x 十 73．8

V
＝− 1．15x ＋ 73．6

）
，＝− 4．6，5x ＋ 71．1
ツ
需
　
』5・04x ＋ 7S・2

）
／＝− 24．5x ＋ 70．6
）
’＝− 0．718x＋ 68．9

a 〕，b），c ）： Signifi〔ant 　Ievc1（pく 0．05，　t’ ＜ 0．01，p＜ 0．0〔｝1 ；n
＝14＞lF ： Recove 町 ；x ： C2uality　ofwatcr
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Fig．3 　Scatter　diagrams 　of 　to ｛al 　 rcsidllc 　oll 　 cvapora −
tion ，　h 乱 rdncss ，　and 　sQdium 　w 孟しh　I

馳
ecov α γofdiqua し

The 　 correladon 　cocfficients 　werc 　significant 　as 　shown

in　Tabie 　3．

80％ と し ， 回収率 を比 較 した．50mL の 河川水に 0，25μg

の ジ ク ワ ッ トを添加 し，2・5 に示 した 方 法 で HPLC ／PDA

（313urn ＞ で 分 析 した．そ の 結 果，2一プ ロ パ ノ ール の 割 合

0，20， 40 ， 60％ 及 び 80％ にお け る ジ ク ワ ッ トの 回収 率

は そ れ ぞ れ 47，59，60，55％ 及 び 54％ で あ っ た．最 も

回収率 が 高か っ た 2一プ ロ パ ノ ール の 割 合 40％ で も阿収 率

は 60％ と低 か っ た が ， 純水へ の 添加 実 験 で は 90％ 以 上

の 回収率 が得 られ て い た の で，4％ TFA ア セ トニ トリル ・

2一プ ロ パ ノ ール （60 ： 40） を溶 出溶媒 と した．

　3・4　回収 率

　3・4・1　添 加 回収 率　　純 水 ，水 道 水 及 び 河 川 水各 50

mL に ジ ク ワ ッ トを 0．05，0．5，及 び 5 μg／L と な る ように

添加，ジ ク ワ ッ トーdd を 5 μg／L と な る ように 添 加 し，各3

検体 を分析 し囘 収率 を 求め た （Table　 2）．ジ ク ワ ッ トーd ，

比 に よ る 回収率 は ，純水 で 96〜105％ ，水 道 水 で 92〜

101 ％ ，ま た，河川水 で 88〜98％ で あ っ た ．目標値 の

1／100 濃度で あ る 0．05 μg／L に お け る CV は 6．7 〜15％

と，厚 生 労働省が求め る 精度 （定量下限値付近の GV 　20％

以 下） を満た し て い た ．また ，外部標準法 に よ る 回 収率 は

純水 で 84 〜91 ％，水 道水 で 85 〜9  ％ ，河川水 で 49〜

60％ で あ り，ジ ク ワ ッ トー山 を用 い る こ とに よ っ て ，低 回

収率の 試料水に お い て も測定値が 補正 され ，良好な回収率

を得る こ とが 出来 る こ とが 分か っ た．

　 3・4 ・2　様 々 な原水 に お ける 回収率 　　固相抽出法 に お

い て カ ル シ ウム イ オ ン 等の 2 価イ オ ン が 妨害する こ とや
4〕，

ジ ク ワ ッ トが 水 中の フ ミ ン 物質 な どの 粒子に 吸着する
7）

こ

とが 報告され て お り，そ れ が，外部標準法 に よ る原水 にお

け る低 回収率の 要 因 の
一

つ と考え られ た．そ こ で，兵 庫県

下 の 14 種類 の 原 水 に 5 μg〆L と な る よ うに ジ ク ワ ッ トを

添加 し，外部標準法 に よ る 回 収率 と 10種類 の 水質成分

（蒸 発 残 留物 ，硬 度 ，ナ トリ ウ ム ，塩 化 物 イ オ ン ，過 マ ン

ガ ン 酸 カ リ ウ ム 消費量，遊離炭酸 ， 全有機炭素，硝酸態窒

素及 び亜 硝酸態窒素，フ ッ 素，浮遊物質） との 相 関 関係 を

検 討 した ．14種 類 の 原 水 中 ジ ク ワ ッ トの 回 収 率 は S5〜

87％ で あ っ た ，回 収率 を ）
：軸 に 水質成分 濃度を κ 軸 に と

っ た 時 の 回 帰式及 び 相 関係数を Tahlc 　 9 に 示 す．回 収率

と有意 の 相関 が 認 め ら れ た の は 蒸発残留物 （p く 0．001 ），

硬度 （p〈  ，Ol），及 び ナ ト リ ウ ム （p ＜ O．05＞で あ っ た．

こ れ ら 9 種類 の 水質成分 の 濃度 と ジ ク ワ ッ ト囘収率 の 散

布 図 を Fitt．8 に 示す，　 lo 種類 の 水質成分すべ て に お い て

回帰式 の 傾 きは 負 で あ り，こ れ らの 水質成 分 0）濃度の 上 昇

は種類 を問わず 同収率 の 低下へ と影響す る こ とが推察 され

た ．ま た ，浮 遊 物質 （SS ）へ の 吸 着 の 影響 が 予 測 さ れ た

が ，今 回 の 実 験 で は SS と回 収率 に 有意 の 相 関 は認 め られ

なか っ た．田辺 ら
21｝は log　Kow が 高 く水溶解度が 低い 農薬

ほ ど粒子状 物質へ の 分 配 率が 高 い と報 告 して い る，ジ ク ワ

ッ トの log　Kow は 一4，6，水 溶 解 度 は 700　g／L で あ る
12〕

こ

とか ら，粒子状物質 へ の 分配 率 は低 い た め SS と回収率 に

有 意 の 相 関 が認 め られ なか っ た と考 え られ た．

　
一方，14原 水 の ジ クワ ッ トーd．1 を用 い た サ ロ ゲート法 に

よ る 囘収率は 90〜107％ と 良好 で あ り，本 法が 様 々 な原

水 に 適 用 可 能 で あ る こ とが 明 らか と な っ た，

　 3・5　実 試 料 へ の適 用

　 本 分 析法 を 実 試料 に 適用 し た．兵庫県
一．
ドの 水道水 12 試

料 及 び 水 道 原 水 30 試 料 を分 析 した 結 果 ，1 試 料 （浅 井 戸
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い て ，ジ ク ワ ッ ト　−d， を用 い ，WCX に よ る 固 相抽出法 と

HILIG ／ESI／MS 法の 分析条件 を検討 し，低濃度 まで 良好

な回収率 で 分析 で きる 方法を確立 した．本方法 は，水質管

理 目標 設定項 目 と し て の 目標値 の 1／100 の 濃度 （0 ．05

μg／L ） を定量 する こ とが で き，水道原水 及 び水道水の 分

析 に 適用可能で ある こ とが明らか とな っ た．

m ／z184

　 　 　 　 へ

　一 ノ
、

丶 ＿
leo．

1 漉 186
111

昌
覧 ＿

6　　8　　 ［0 　 12 　 14

Time！min

−．

II秘 186

v、

il　t ．．

6810 ［21 斗

Time ！min

Water　sample 　 Standard　solution

Fig．4　Arl　examp 亘e　 of 　detcct重on 　of 　diquat 　in 乱 watcr

sample 　by　the 　HILIG ／ES レ MS 　Ine1hod

The 　c   llcentration 　of 　diquat 　in 匸hc 　w 乱 tcr 　sample 　was

2，8 μgL
− 1．　The　concentration 　of 　standard 　solution

was 　2，5　mg 　L
−1，　aIld 　this 　concentration 　corresponds 　to

5．0 μgL
−lin

　watcr 、　The 　water 　sample 　was 　a 　raw 　water

from　shallow 　well ．　The 　scale   f　Y　axis 　of 　m ／z　157　is　30
times　the　scale 　ofm ／z　l83，　m ／z　l84，　and 　m ／x　l86 ．

原水）か ら 2．8 μg／L の ジ ク ワ ッ トが 検 ｛⊥1さ れ た．Fig．4

に試料 溶 液 及 び標 準 溶 液 （水 中 濃 度 と し て 5，0 μg／L） の

マ ス ク ロ マ トグ ラ ム を 示 す ．試 料 溶 液 に お い て m ／zl84

の ピー
クが 認 め られ ，また非常 に弱 い m ／z157 の ピーク

も認 め ら れ，標準溶液 に お け る ピーク と よ く対
．
応 して い

た．こ の 濃度 は水道水 に お け る 目標値 5 μg／L の 0．56 に相

当す る もの で あ る．実試料か らの 検出例 は ス ペ イ ン の 環 境

水か ら最大 3．10　geg
’
／L の 報告

PP），新潟県 の 土壌溶出液か ら

O，05〜O，08　rng ／L の 報告
as ）

が あるが ， まだ少 ない の が 現 状

で あ る、

4 　結 言

従来，低濃度まで の 分析が困難で あ っ た ジ ク ワ ッ トに つ
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           Using  a  Stable Isotope Labeled Compound
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Hyogo-ku,

 A  target  i,alue  for diquat residues  in tap water  is set  at  5 pg/L  inJapan,  We  succeeded  in the

quantitative analysis  of  diquat in water  samples  at  1flOO  of  the  target  value  by hydrophilic inter-
action  chromatography/electrospray  ionizationfmass  spectrometr>,  (HILICfESI/MS>. For

solid-phase  extraction  we  usecl  a ncw  mixed-mode  cartridge  comprising  a  weak  cat.ion  exchange

and  reversed-phase  retention.  A  50 mL  of  water  sample  spiked  diquat-di was  passed through
the  cartridge.  Diquat  was  eluted  with 4 ml.  of  acetnitorile  and  2-propanol  (60 : 40) containing

4%  trifluoroacetic  acid,  The  elute  was  evaporated  to dr},,ness at 40℃ under  nitrogen  gas. The

test sample  was  dissolved in ]OO pl. of  the mobile  phase  for analysis  by  HILIC/ESI/MS.  The

mobile  phase consisted  of  acetonitrile  and  10 mM  ammonium  formatc  (pH 3,7)== 50 :50.  In

the ESI positive-ion mode,  m/z  18S, m/z  I84, and  mfz  157 were  measured  1'or diquat, and  m/z

186 for diquat-d.i. The  recovery  rates  at  concentrations  of  e.05, O.5, and  5 pgfL in distilled

"Tater,  tap water,  and  river  water  were  88  
ev

 105%, and  the  CV  values  were  1.7-' 15%.  The  con-

centrations  of  diquat in water  were  determined using  the  proposed  method.  These  were  12 tap

water  samples  and  BO raw  water  samples  <river, ]4; lake, 5; shallow  weil,  9; deep  well,  2) collect-

ed  from  Hyogo  prefecture. As a  result,  diquat was  detected in one  raw  water  sample  (shallow
well,  2.8 pgfL).

Kaywo,zts: diquat;diquat-d., l HILIC/ESI/MS;  water  sample  ; selid  phase extraction.


