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N,N′ ―ジトリルーパラーフェニレンジアミン(PDA―T2)

(N,N′ ― DitolyI― paraphenylendiamine)

N,N′ ―ジキシルーパラーフェニレンジアミン(PDA―X2)

(N, N′ ― DixyI― paraphenylendiarnine)

N,N′ ―ジフェニルーパラーフェニレンジアミン(PDA― P2)

(N,Nア ー Diphenylparaphenylendiamine)

:PDA‐T2

:PDA―X2

: PDA‐P2

純 式 山

吼c_〈
径]〉

一N―
〈[]〉

―将
◇

酬 3

舎 NONる
物 性 (注 1)

物 質  分子式 分子量  CAS.No  融点(℃ ) log POw

PDA―T2  C20H20N2

PDA‐X2 C22H2とN2

PDA‐P2  C18H16N2

288.29  27417-40-9  183.4

316.44  70290‐05-0   232

260,34  74-31‐ 7    150～ 151

3.60

4.41

2.79

PDA―T2及び PDA―X2は、平成 12年 12月 に化審法第一種特定化学物質に指定された。
ゴム老化防止剤 (アンテーデ ST-1な ど)の成分として使用されていた。
log Powは HPLC法により求めた。

Sl 分 析 法

水質試料は、固相カー トリッジに一定流量で通水後、ジクロロメタンで溶出する固
相抽出法、もしくはヘキサンを用いた溶媒抽出法で抽出後、脱水、濃縮し、内標準物

質を添力口後GC/MSで分析する。

底質試料は、 lN―KOHのエタノール水溶液でアルカリ分解をした後、抽出液を塩化
ナ トリウム溶液に溶解させ、ヘキサン転溶後、脱水、濃縮、フロリジルカラムでクリ
ーンアンプ後、内標準物質を添加して GC/MSで分析する。

生物試料は、アセ トニ トリアレ溶媒抽出を行い、アセ トニ トリアレ/ヘキサン分配後、
アセ トニトリル抽出液を塩化ナ トリウム溶液に溶解させ、ヘキサン転溶後、脱水、濃
縮、フロリジルカラムでクリーンアップ後、内標準物質を添加してGC/MSで分析する。
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試薬・器具

【試薬】

標 準 物 質  PDA―T2,PDA―X2:林純 薬 工 業 い 製  (SIGMA―ALDORICH製 )

PDA―P2:和光純薬工業爛製 化学用

内標準物質 le,3e,5a― Triphenylcyclohexane― d5

(TPCH一 d5):林純薬工業爛製

有機溶剤 アセ トン、ジクロロメタン、ヘキサン、エタノール、アセ トニトリル

:和光純薬工業い、関東化学製など 残留農薬 。PCB分析試験用

その他試薬 塩化ナ トリウム、無水硫酸ナ トリウム

:和光純薬工業い製 残留農薬分析用

水酸化カリウム :和光純薬工業い製 試薬特級

固相力い卜,ッシ
゛
 Aqusis PLS 3」R:GLサイエンス製 (注 9)

フロリジアレ フロリジール PR:和光純薬工業製 (注 4)

【器具】

ターボバップ LV(またはⅡ上_ Zymark製   窒素ガスを吹きつけて有機溶剤を濃

縮する

Sep―Pak Concentrator System Controller Plus   Waters夢 壁  ―一定わ花量で固相力単ト

リッデに通水する

分液ロー ト lL容 量のものを使用前にジクロロメタンで洗浄 し、水質試料から対

象物質の抽出に用いる

200mL容量のものを使用前にヘキサンで洗浄 し、生物抽出アセ トニ トリル溶液から

の脂肪除去に用いる

超音波洗浄機 カイジョー製 底質、生物試料の抽出に用いる

遠心分離機 日立工機製 底質、生物試料の抽出液を分離する

カラムクロマ ト管 内径 l cm、 長さ約 30cm 底質、生物試料のクリーンアップに使

用する

試験法

【試料の採取及び保存】

水質試料の採取時期、採水部位については「化学物質環境調査試料採取要領」のと

おりに行い、ガラス瓶に密栓し冷蔵保存する。

底質試料についても水質試料同様に「化学物質環境調査試料採取要領」のとおりに

行う。試料採取後はできるだけ速やかに分析する。

生物試料は採取後フー ドプロセッサーを用いてミンチ状にしたものを蓋付きのガ

ラス容器に入れ密栓し、-10℃以下で保存する。試料はできるだけ速やかに分析す

る。
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【試料の前処理】

[水質試料]

①固相抽出法 :水質試料 500mLを 20mL/minの速度で固相カー トリンジに通水する。

固相カー トリッジを窒素ガスで通気乾燥後、ジクロロメタン5mLで溶出したものを

試料処理液とする。

②溶媒抽出法 :水質試料 500mLに NaC1 20gを溶解後 (海水を試料とするときは不要)

ヘキサン100mLを加え、10分間振とう抽出する。静置後、ヘキサン層を分取し、再び

分液ロー トにヘキサン100mLを加え、同様の操作を行う。

得られたヘキサン層をあわせ試料処理液とする。 (注 2)

[底質試料]

底質試料 20gを 100mLの共栓付遠沈管にとり、これにlN水酸化カリウムエタノ

ール溶液 100mLを加え 80℃で2時間アルカリ分解を行った後 (注 3)、 3000rpmで

10分間遠心分離し上澄液を回収する。残さにエタノール 30mLを加え、10分間超音

波処理、10分問振とう処理後、10分間遠心分離し上澄液を回収する。残さを再度、

超音波処理・振とう。遠心分離する。

4%塩化ナ トリウム水溶液 500mLを 入れた lL分液ロー トに、先に得られた上澄

液 (底質試料のアルカリ分解溶液及びエタノール溶液)をあわせて、加え十分混合

した後、ヘキサン100mLを加え、10分問振とう抽出する。

静置後、ヘキサン層を分取し、再び分液ロー トにヘキサン100mLを加え同様の操

作を行う。得られたヘキサン層をあわせ試料処理液とする。

[生物試料]

生物試料 20gを 100mLの 共栓付遠沈管にとり、アセ トニ トリル 50mLを加え、10

分間超音波処理、10分間振とうした後、3000rpmで 10分間遠心分離し上澄液を回

収する。残さにアセ トニ トリル 50mLを加え、再度同様の抽出分離操作を行う。

得られたアセ トニ トリル層をあわせて 200mL分液ロー トに入れ、ヘキサン 20mL

を加え軽く振とうし、アセ トニ トリル層から脂質分を除去する

4%塩化ナ トリウム水溶液 500mLを入れた lL分液ロー トに、先のアセ トニ トリ

ル層を加え十分混合した後、ヘキサン100mLを加え、10分間振とう抽出する。

静置後、ヘキサン層を分取し、再び分液ロー トにヘキサン100mLを加え同様の操

作を行う。得られたヘキサン層をあわせ試料処理液とする。

【試料溶液の調製】

[水質試料]

試料処理液に無水硫酸ナ トリウムを加え脱水した後、窒素気流下で lmLにまで濃縮

する。得られた濃縮液に内標準物質として TPCH d5を 0,lμ g添力日し、GC/MSで分析

を行う。
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[底質及び生物試料]

試料処理液に無水硫酸ナ トリウムを加え脱水 した後、窒素気流下で lmLに まで濃縮

する。得 られた濃縮液を予め用意 しておいたフロリジルカラム (注 4)4gに 負荷 し

液面をカラムヘ ッドまで下げる。少量のヘキサンで抽出液の容器を洗い、洗液をフロ

リジルカラムに負荷後、ヘキサン 10mL及び 1%ア セ トン/ヘキサン 40mLを 流 し洗浄     I
する。その後、5%アセ トン/ヘキサンを 40mL流 し、この溶出液を窒素気流下で lmL

にまで濃縮する。得 られた濃縮液に内標準物質 として TPCH― d5を 0.lμ g添加 し、GC/MS      '
で分析を行 う。

【空試料液の調製】

試料と同量の精製水を用い、試料の前処理及び試料溶液の調製の項に従つて得られ

た試料液を空試料液とする。

【標準溶液の調製】

標準試薬を各々アセ トンに溶解しlmg/mLの標準原液を調製する。

この標準原液を適宜ジクロロメタンもしくはヘキサンで希釈し、濃度 0.005～0.2

μg/mLの検量線作成用標準溶液とする。各濃度の標準溶液には、内標準物質として

TPCH― d5を 0.lμ g/mLの濃度になるよう添力日する。また姑象物質の一部が酸化される

可能性があるため、標準溶液は要事調製が望ましい。

【測定条件】

GC/MS 測定条件

・ 使用機種  GC;HP5890 Ⅱ、MS;」MS AMⅡ 150(注 5)

・ 使用カラム Agilent Ultra 2(長 さ 25m内径 0.21ml 膜厚 0.33μ m)(注 6)

。 カラム温度 50℃ (lmin)→30℃/min→250℃→5℃/min→280℃→30℃ /min
→  300℃ (5min)

。 注入 口温度 200℃
。 注入量   2μ L

・ インターフェース温度 250℃
。 キャリアカ

゛
ス    He  (漸托道藍lmL/min)

・ 注入方法  スフ
°
)ッ トレス(′

°ヽいシ
゛
タイム 1.5min)

。イオン源温度 230℃
。 イオン化属巨輌花  300 μ A

。 モニターイオン                   定量用 確認用

PDA―P2                        260    183

PDA―T2                       288    180

PDA‐X2                       316    315

1S:le,3e,5a― [凸成phenylcyclohexane― d5  317     318

(TPCH‐ d5)
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【検量線】                                     I
検量線作成用標準溶液 l mLに内標準溶液 0。 lμ gを添加し、その2 μLを GC/MSに     |

注入する。IS:TPCH― d5に紺する各物質のピーク面積比から検量線を作成する。
|

【定 量 】                                     |
|

試料溶液 2 μLを GC/MSに 注入 し、各物質のピーク面積 と IS:TPCH― d5の ピーク面     |
|

積比か ら検量線により定量値を求める。

【計算】

計算値 (μ g/mL、 g)=検出量 (μ g)/試料量 (mL、 g)

【装置検出限界 (IDL)】

木分析に用いたGC/MSの装置検出限界 (IDL)を以下に示す。(注 7)

物 質  IDL(ng/祀)濃 縮率 (倍)IDL濃 度 (ng/L)
PDA―P2     o.25
PDA―T2     o。 30

PDA―X2     o。 77

【検出下限及び定量下限】

本分析法に基づく水質の検出下限及び定量下限を下記に示す。(注 8)

水質(μ g/L)   底質(μ g/kg)  生物(μ g/k♪

検出下限  定量下限    検出下限    検出下限

500         o.50

500         o.60

500         1.5

PDA―P2    0.006     0.020         o.39           1.7

PDA―T2    0.009      0.o29         o.41           1.3

PDA―X2    0.020     0.065         o.37           1,o
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解注

(注 1)化 審法第一種特定化学物質に指定されている名称は、Nモノ(シ

ヾ
)メチルフェニルーN'

一モノ(シ

ヾ
)メチルフェニルー′ヽ

°
ラフェニレンデアミンである。構造式及び物性は、上記物質のう

ち実際の分析に使用 した PDA―T2:N,N`‐ シ
S‐

(4-ト ナル)―ハ
°
ラ‐フェニレンデアミン

N,Nア
 ーDi― (4-tolyI)一paraphenylendiamine)と PDA―X2:N,Nア  ーシ

S―
(3,5-キンナル)一ハ

°
ラーフェ

ユレンデアミン (N,N′ ―Di― (3,5-xylyI)― paraphenylendiamine)を 示 している。

表題中の名称は総称であり、下記の構造式中のC H3の数や位置により名称蝉°
岬3分N◇Nで

(Щ n

(m=1,2) (n=1,2)

(注 2)水 質の状況によつては、エマルジョンが生 じることがある。エマルジョン

が生 じるとヘキサン層 との分離が困難になるため、分液ロー トを振 とうす

る際には最初に軽 く振つてエマルジョンが生 じないことを確認 してから行

う。当センターで用いた水質試料では、河サ|1水でエマルジョンが生 じたの

で 1回 日の振 とうは軽 く振 り、 2回 日から振 とう機を用いた。

(注 3)本 報告では、80℃で 1時間アルカ リ分解を行った結果を掲載 しているが、

室温で一晩放置後でも同様の回収率が得 られた。

(注 4)130℃で一晩活性化 し、デシケータ内で放冷後使用する。ヘキサンでガラス

カラムに充填 した後、水分を除去するため表層部に無水硫酸ナ トリウムを

約 2g充填 した。

溶出パターンを解説 4.ク リーンアップの図に示す。 5%アセ トン/ヘキサ

ン 20mL流量で、全ての対象物質が回収 された。

(注 5)本 法では四重極の MSで分析を行いピークが検出されたが、一部磁場型の MS

を用いた際に、感度が悪 く、添力日回収試験においてバラツキが大きかつた

との報告があった。使用 した磁場型 MS及び測定条件は以下 2通 りであつた。

(条件 1)MS:」EOL DX303 カラム :DB-5MS(30m× 0.25HHli.d.× 0.25μ m)

昇温条件 :40℃ (lmin)→ 30℃/min→250℃→5℃/min→280℃→

30℃/min→300℃ (5min)キャリアガス :He lmL/min スプリットレス

注入口温度 :200℃ イオン源温度 :230℃ インターフェース温度 :250℃

イオン加速電圧 :70eV(EI) イオン化電流 :300 μ A 検出モード:SIM

(条件 2)MS:JEOL DX505W カラム :DB-5MS(30m× 0。 32HHli.d.× 0。 25μ m)

またはUltra-2(25m× 0。 32Hmli.d。 ×0.52μ m)

昇温条件 :70℃ (lmin)→25℃/min→260℃→5℃/min→280℃→

30℃/min→300℃ (5min)キャリアガス :He 35kPa スプリットレス

注入口温度 :200℃または 230℃ イオン源温度 :230℃

インターフェース温度 :250℃

(注 6)一部サンプルの分析には、supelco tt eQuity lま たは5カ ラムを用いた。

ピーク形状など特に問題はなかつた。
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(注 7)装置検出限界 (IDL)は 、「乗境調査における検出限界の算出について」 (平

成 11年 5月 )に従い下記のとおり算出した。

物質名    PDA― P2

絣 拝
度    5

測定1     5.3
測定2     5.1
測定3     5.4
測定4    5.1
測定5     5。2

測定6     5.3
測定7     5.3
標準偏差   0.13
1DL(ng/mL)  0.25

陣 敵 昴  
α49

S/N          12
S/N適否    O
平均値(ng)  5.2
CV(96)       2.4

PDA―T2 PDA―X2

5        10

６

．
９

６
。
９

７

．

０

６
．

９

７

．
２

６
．

９

８

．

０

０

．
４０

０

・

７７

‐

・
５５

４
．

８

４

．

９

４
．

７

５
．

‐

４
．

６

４

．

９

４
．

７

０

・

１

０

・
３

０

・
６

１０

０

７
．
‐

５
．
６

１。

０

４
．
８

３
．
２

注入濃度 :5,10ng/mL,装置注入量 :2μ L, t(7,0.05)=1.943

最終液量 :lmL,試料量 :500mL

PDA‐X210ng/mL
[316〕 =58472
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(注 8)検 出限界及び定量限界は「検出限界及び定量限界の算定方法」 (昭和 62年

3月 )に より、次の通り算出した。

試料濃度(ug/け

応答値(X)

標準偏差(δ R)

検出力(Dn)

検出限界(D3)

定量限界(D10)

不偏分散(Fd)

O.08     016

0,085    0.17

00020  00042

0,00138 0.00297

000200

000600

0.01999

検出限界推定値(ug/kD

試料濃度(ug/kD

分析値(ug/kg)

標準偏差(δ R)

検出限界(DL)

95%信頼区間

050

25  (wee

l.46

0.123

0.387

0.247 -‐  0.850

0.15

10

77

0.552

1.735

1.110- 3.817

004

0041

00023

0.00165

試料濃度(ug/け   0.04
応答値(X)   0035
標準偏差(δ R)  00022

検出力(Dn)  000187

検出限界(D3)

定量限界(D10)

不偏分散(Fd)

0.08    0,16

0,074   0.161

00036  00056

0.00286 0.00408

000294

0.00881

0.02935

検出限界推定値(ug/k♪ 0,73

試料濃度(ug/kD     2.5(we0
分析値(ug/k0     1.62
標準偏差(δ R)   0.130
検出限界(DL1     0,409
95%信頼区問     0.261-0899

0.22

10

480

0416

1.307

0.837 -‐  2.876

PDA―X2

試料濃度(ug/0  0,08
応答値(X)   0.069
標準偏差(δ R) 0.0063

検出力(Dn)  000540

検出限界(D3)

定量限界(D10)

不偏分散(Fd)

016    032

0.153   0.352

00063  0.0140

0.00484 0.00935

0.00653

0.01959

0.06529

検出限界推定値(ug/k0

試料濃度(ug/kD

分析値(ug/kD

標準偏差(δ R)

検出限界(DL)

95%信頼区間

1.6

5  (wee

237

0.119

0,374

0239 - 0.823

0.49

20

6.8

0324

1.018

0652 -‐  2240

(注 9)固相カー トリンジは使用前にジク

ンディショニングを行つておく。

PS-2:Waters製 などの充填剤が

トリッジであれば使用できる。

ロロメタン、メタノール、精製水の順でコ

本試験で使用したカー トリンジのほか、

SDV等で対象物質の測定を妨害しないカー
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§2 解

【分析法フローチャー ト】

[水質試料]

①固相抽出法

500mL、 20mL/min シ
゛
クロロメル 5mL

TPCII― d5 0。 lμ g

[底質試料]

lN―KOH/EtOH

50mL lhr 80℃

* 混合、 Na2S04

精製水 500mL、 20g NaCl

Hexane 100mL*2

3000rpHl    ェタノいル30 1nL

フロ)シ
゛
ル4g

へ枡ン10mL洗浄

1%アセトンAキサン40mL tti争

5%アセトン△キサン40mL,容出

内標準添加

TPCII― d5 0.lμ g

②溶媒抽出法

カラムク,―ンアッフ
°

TPCHい d50.lμ g
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[生物試料]

[分析法の検討]

1.  検量線 下記に検量線の一例を示す。(IS濃度 ;0.lμ g/mL)

2. 低濃度添加回収試験

底質の*ヘ

ｏ
コ
硝
Ｌ
Ｃ
ｏ
Ｌ
ω
蛍
∞
ｏ
α

アセトユト

'ル

//ヘキサンう)西己

アセトニトリル50niL ヘキサン201nL

添
⌒   PDA―P2      0.04

遭ii:   ::貪Ξl:      ::::

0.04         0.04         0.05         020

0.04         0.04         0.05 0.20

0.08        0.10         0.40

測定回数     7      7      7      4      4

PDA―P2     90(4.8)    115(6.9)    100(58)    58(8.5)    77(7.1)

PDA―T2     105(9.7)    118(7.8)    101(5.5)    64(7.6)     48(8.7)

PDA―X2    103(8.2)   119(9.7)   100(5.8)    46(5.6)    36(9.5)

水質における回収率は、溶媒抽出法での結果である。

固相抽出法を用いた添カロ回収試験において、海水に添加 したPDA‐X2の回収率が低い傾向にあ

った。

3.分解性スクリーニング試験

精製水 500mLを各 pHに調整した後、標準物質を添加し、本分析法に従い回収実験を行つ

た。

実験結果を下表に示す。試料の抽出は溶媒抽出法で行つた。

対象物質の残存率が、pH5において低い結果となった。
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初期

濃度

(μ g/L)

1時間後(%) 5日 後 (明所)(%) 5日 後 (暗所)(%)

物 買 pH5 pH7pH5

PDA― P2

PDA―T2

PDA―X2

0.2

0.2

0.2

100

85

88

106

109

110

105

100

100

10

11

14

98

98

87

33

18

32

93

95

85

82

100

97

６

　

５

　

４

７

　

９

　

８

4.ク リーンアップ

底質及び試料からの抽出液のクリーンアップのため、フロリジル及びシリカグルカラムで対象

物質の回収率を求めた。

対象物質は、フロリジルカラムにおいて 5%アセ トン含有ヘキサン20 mLでほば回収された

のに対 し、シリカグルカラムにおいては 5%アセ トン含有ヘキサン20mL～ 10%アセ トン含有ヘ

キサン30mLにかけて徐々に溶出した。

100

80

誤 60
辟
≦
[] 40

20

0

FIonsiI PRによる溶出′ヽ
°
ターシ

□ PDA―P2

□ PDA―T2

Pじ A―XZ

日
Ｈ
Ｈ

Silica Gelに よる溶出ハ
°
ターシ

100

80

じ 60

科
事
E] 40

20

0

5,対象物質のマススペク トル

図 1に各物質のマススペクトルを示す。

6.標準溶液のマスクロマ トグラム

図 2に標準物質のマスクロマ トグラムを示す。

団 PDA―T2

-―

― 一 一 一 ― ―

‐

― 一 一 一 一 ― 一 ― ― 一 一 一 一

―

― □ PDA― X2
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7.分析例のマスクロマ トグラム                   ・

図3(-1, 2)に 河川水への対象物質の無添力日及び添加試料を、図4(-1, 2)に 海水ヘ

の対象物質の無添加及び添加試料を、図5(-1, 2)に 底質への対象物質の無添加及び添加試

料を、図6(-1,2)に 生物への対象物質の無添力日及び添加試料のマスクロマ トグラムを示す。

8.フ ロリジルクリーンアップのマスクロマ トグラム及びマススペクトル

フロリジルカラムに対象物質 3種の混合ヘキサン溶液(PDA‐P2,2, PDA‐T2,2, PDA―X2,

4 μg/mL)を負荷 し、底質及び生物試料のクリーンアップと同様の操作を行つたところ、回収率

が 100%にならない現象が生じた。図 7に 50/OAce/Hex50mL溶 出液のマスクロマ トグラムを示

す。マスクロマ トグラムの対象物質のピーク形状が崩れている状況が確認 された。(PDA―P2,

PDA‐T2,PDA―X2の ↓で示すピーク)

くわえて、標準物質のマスクロマ トグラムには見られなかった新たなピーク (①②③ ↓に示す)

が確認された。これ らのピークは本来の対象物質の保持時間の 1.5～ 2分程度前に現れマススペク

トルが対象物質と類似 していた。各ピークのマススペクトルを図 8に示す。

こうした現象が、対象物質とフロリジルとの接触時間の差違により変化するのかを確認するた

め、溶出スピー ドを調節し接触時間による変動をみた。従来のように溶出スピー ドを調整せず、

オープンカラムのコックを全開にして同様の溶出を行つたが、溶出スピー ドを 1秒あたり約 1滴

とした先のピークと同じような形状の乱れ及び保持時間の異なるピークの出現が見られた。また、

フロリジル充填量の少ない市販フロリジルカー トリッジ (waters、 supelco社製の 500mg充填)

でも試みたが、状況は改善されず同様の結果となつた。

以上のことから、対象物質のピーク形状の乱れ及び新たなピークの出現に関し、対象物質とフ

ｍ

８０

６０

４０

２０

〇

一

000  000

②l%DCM 5mL    ③l"ACE 5mL    05XACE 5mL    ⑤20XACE 5mL

000  000  00

⑪ EX5mL    ② lXDCM 5mL   ③lXACE 5mL   ④6欧CE 5mL  ⑤21XACE 5mL
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ロリジルとの接触時間やフロリジルの充填量による差違はみられなかった。

上記の現象が単独の対象物質においても生ずるのか確認するため、それぞれの対象物質を単独

でPDA‐P2,1, PDA‐T2,1, PDA―X2,2 μg/mLを負荷し、底質及び生物試料のクリーン     |
アップと同様の操作を行ったところ、PDA‐P2においては前述の 3種混合溶液と同様に回収率が

100%に ならない現象が生じた。図 9に 5%Ace/Hex50mL溶 出液のマスクロマ トグラムを示す。       .
また保持時間の 2分程度前に、先と同じく対象物質と類似のマススペク トル①が現れた。このマ

ススペク トルを図 9に示す。

ほか PDA―T2及び PDA‐X21こおぃては、100%の回収率が得られピーク形状の崩れも見られな

かった。

前述の現象が生ずる原因が、対象物質とフロリジルカラムとの接触によるのか否か、確認する

ため以下の試験を実施 した。フロリジルカラムに対象物質を負荷しない状態で、従来の底質及び

生物試料のクリーンアップと同様の操作を行い得られた5%Ace/Hex溶液(blank-5%Ace/Hexと 示

す)を そのまま GC/MSで測定、この blank-5%Ace/Hexに 対象物質 (PDA‐P2,0.6μ g,PDA‐T2;
0.6,PDA‐X2,1.2μ g/mL)を添力日後 GC/MSで測定し、各物質のピーク形状を確認 した。

その結果、blank-5%Ace/Hexでは対象物質及び類似マススペクトルを持ついずれのピークも検

出されなかった。チャー トを図 10(2)に示す。

一方、blank‐5%Ace/Hexに対象物質を添カロしたサンプルではPDA‐P2の ピーク形状が乱れ、そ

の保持時間の約 2分前に類似マススペクトルを持つピークが検出された。チャー トを図 10(3)
に示す。ピーク形状は、図 10(1)に示す blank‐5%Ace/Hexを含有しない標準物質とは異なっ

ており、本物質が直接フロリジルカラムとの接触を持たなくともフロリジルカラムとの接触を持

った 5%Ace/Hexと の共存下において、性状が不安定になることが示された。

【評価】

本法により、乗境水質中でμg/L、 底質及び生物試料ではμg/kgレ ベルで存在する

PDA‐T2、 PDA‐X2及び PDA‐P2の定量分析が可能である。

実サンプルの測定では、河川水、海水、底質及び生物で、上記 3物質は検出されなかった。

水質試料においては、良好な回収率が得られ環境試料への適用が可能であると考える。

しかしながら底質及び生物試料で用いるフロリジルクリーンアップにおいて、対象物質のピーク

形状が悪くなり、定量に影響を及ぼす現象が生ずることがある。そのため底質及び生物試料にお

ける安定した分析法の確立には至っていないと考える。
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IS,le,3e,5a― triphenylcyc10hexane― d5(TPCII‐ d5)

BP=317.88t1536001 TIC=66770B RT=00:18:34.38
1 0Cl

N, N'― Diphenyl‐ p_Phenylened二 月mine(PDA―P2)

BP=268.0017431681 TIC=2547277 RT=08:18:12.26
100

N, N'― Di‐ (4-tolyl)‐ p_Phenylenediaminc(PDA―T2)

BP=288,8811984881 TIC=680242 RT=80:14:56.55

N, N'― Di― (3,5ぃ xylyl)― p_Phenylenedinmine(PDA―X2)

BP=316.0818795841 TIC=1459248 RT=00:15:57.55

図 1:標準物質のマススペクトル

Standard MSク

(PDA‐P2;0。 1

ロマ トグラム

, PDA‐T2,0.1 , PDA―X2,0。 lμ g/mL) (IS,TPCH―d5,0。 lμ g/mL)
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i3171=417586

旧1劇 =115840

14:llE1                               16:00

図 3-1:河 ,II水のマスクロマ トグラム (無添加 )

14:UU                               16:08

図 3-2:河 )|1水のマス ク ロマ トグ ラム (添カロ)

(PDA―P2,40, PDA‐ T2,40, PDA‐ X2,80 ng/mL)

IS,TPCH―d5                      1317卜 529920

旧161=194482
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IS,TPCH― d5
13171=496128

PDA‐X21  田 61131刊 2

14:00                               16:OCl

図4-1:海 水のマスクロマ トグラム (無添カロ)

14:Ol1                               16:EIEl

図 4-2:海 水のマスクロマ トグラム (添加 )

(PDA‐P2,40, PDA― T2,40, PDttX2,80 ng/mL)

IS,TPCH‐ d5
13171=515584

18161=161288
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IS,TPCH‐d5

PDA―X2↓
131bl l

14:88

図 5-1:底 質のマスクロマ トグラム (無添加 )

図 5-2:底 質のマスクロマ トグラム (添加 )

(PDA‐P2,50, PDA‐T2,50, PDA「 X2,100 ng/mL)
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IS;TPCH‐d5                 1817卜 888176

旧ld=153344

1400

図6-1:生 物のマスクロマ トグラム (無添加 )

1400               16:00

図 6-2:生 物のマスクロマ トグラム (添加 )

(PDAぃP2,200, PDA―T2,200, PDA‐X2,400 ng/mL)

IS,TPCH― d5

旧ld=157312
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ヽ
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ヽ
ア

阻 」
洋T生

↓
288J=67276!ゝ

、
●
′
一
　

・

l １
血

③
士 PDA―X2)lbl BM望 8

ヽ

ピS'TPCr―d5 [3171‐ 14192t瘤

A    ′
ヽ

」咀 __と 凱
14:00

拡大

皇       PDA‐ T2↓
↓   1288〕

=672768

③
↓

IS,TPCH‐d5                     i317〕 =1419264

:4:UU                                  16:00

図 7:対象物質 3種の混合ヘキサン溶液フロリジルクリーンアップのマスクロマ トグラム

(PDA―P2,2, PDA―T2,2, PDA‐ X2,4 μg/mL 添力日)

speed conttol(+)有  (ldrOP/sec) 5%Ace/Hex50mL溶 出 open‐c011lmn Flo�si1 5g

フロリジルカラムに対象物質のヘキサン溶液(PDμP2,2, PDA―T2,2, PDA‐X2,4 μ
g/mL)を負荷 し、底質及び生物試料のクリーンアップと同様の操作を行ったところ、回収率が

100%に ならない現象が生じた。

マスクロマ トグラムの対象物質のピーク形状が崩れている状況が確認 された。(PDA‐P2,

PDA‐T2,PDA‐X2の ↓で示すピーク)

くわえて、標準物質のマスクロマ トグラムには見られなかった①②③ ↓に示す新たなピークが

確認された。これらのピークは本来の対象物質の保持時間の 1.5～ 2分程度前に現れマススペクト

ルが対象物質と類似していた。各ピークのマススペクトルを図 8に示す。
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128 1〒4 1留

BP=25B.OCl〔4245248〕 TIC=26981686 RT=0□ :11:30_6Cl
188

BP=260.00[1 487841 TIC=BE17861 RT=00:18:25.49
100

BP=286.00[19220JBI TIC=14516498 RT=00:18:41.23
100

BP=20B.00〔860641 TIC=409616 RT=00:15:11.88
188

BP=S14.E10〔 6236881 TIC=5014774 RT=EICl:14:86.70
100

BP=316.001739712】 TIC=26B6637 RT=□ 13:16:13.10

100          1

図8:対象物質 3種の混合ヘキサン溶液フロリジルクリーンアップのマススペクトル

100

1弾   1,7.112    239  2,P
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i316〕 ‐10ワ 952

IS,TPCH― d5
1317〕 =1542144

BP=268.80118886961 TIC=8381964 RT=80:11:SI.79

BP〓 260.88126781521 TIC=10766664 RT=88:18:27.46

図 9:PDA―P2ヘキサン溶液フロリジルクリーンアンプのマスクロマトグラム及びマススペクトル

(PDA‐P2,lμ g/mL 派ミカロ)

speed control(+)有  (ldrOp/sec)  5%Ace/Hex50mLシ ぶ出 Open_coll】mn Flo�si1 5g

単独で PDA‐P2,lμ g/mLを負荷し、底質及び生物試料のクリーンアップと同様の操作を行つ

たところ、前述の 3種混合溶液 と同様に回収率が 100%に ならない現象が生 じた。図 9に

5%Ace/Hex50mL溶 出液のマスクロマ トグラムを示す。保持時間の 2分程度前に、先と同じく対

象物質と類似のマススペクトル①が現れた。

288及び 316に小さなピークが現れているが、これは前図 :8の②③とは保持時間及びマスス

ペクトルが異なっていた。
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stdO。6ug/mL,1.2ug/mL

IS,TPCH‐d5         
�317トワ04192

(1)

14:00

16:80

図 10:stdO.6ug/mL,1.2ug/mLヘ キサン溶液、blank-5%Ace/Hex及び

blank‐5%Ace/Hex+stdO.6ug/mL,■ 2ug/mLのマスクロマ トグラム

blank‐ 5%Ace/Hex(図 10(2))では対象物質及び類似マススペクトルを持ついずれのピーク

も検出されなかった。一方、blank‐5%Ace/Hexに対象物質を添加 したサンプル (図 10(3))で

はPDA―P2の ピーク形状が乱れ、その保持時間の約 2分前に類似マススペクトルを持つピークが

検出された。ピーク形状は、標準物質 (図 10(1))と は異なっており、本物質が直接フロリジ

ルカラムとの接触を持たなくともフロリジルカラムとの接触を持った 5%Ace/Hexと の共存下に

おいて、性状が不安定になることが示された。

blank-5%Ace/Hex+stdO.6ug/mL,1.2ug/mL

IS,TPCHぃd5            L317卜
1847552
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―DitolyI― paraphenylendiamine(PDA― T2)

一DixyI― paraphonyIondiamino (PDA―X2)

―Diphenylparaphenylendiamino(PDA― P2)

1. FIow chart

【water】

[sohd phase extraction,SPE]

500mL 20mL/1nin dichlorOmethane  Na2S°
4

5mL

TPCH‐ d5 0。 lμ g

[liquid― ■quid extraction,LLE]

500mL、  20gNaCl hexane100mL Na2S° 4

TPCII― d5 0。 lμ g

lsediment】

lN―KOH/EtOH

50mL  lhr 80℃

Na2S04
distilled water 500111L、

NaC1 20g

Hexane 100mL ×2rines

3000rpm EtOH 30 mL

Flo� s■ 4g

Hexane 10mL wash

10/Oacetone/Hexane 40mL wash

5%acetone/Hexane 40mL elutiOn

: extractiOn   :― → to *…
/…ド

3000rpm

concentration

× 2 times

addition of IS

TPCII‐ d5 0。 lμ g
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【flsh】

to * of sedttnent― chart

2. Abstract

EWater]

(SolidいPhase ExtractioコD Adsorption was calned ottt by passing 500mL ofhe snmple water

thrOuこれ he cartridge tAqusis PLS‐ 3JR:GL sciencc).The extract was eluted with 5mL of

dichloromethane.The eluate was dehydrated wlh anhydrous sod� m sulttte, and

concentrated to lmL using the ttШ おoVap LV � th nitrogen‐gas.TPCI[‐ d5WaS added as an

intemal standard to the resulting concentrate,and 2μ  L was then itteCted into the GC/MS

for dete.u�nation.

CLiquid‐ liquid E�� 0 500mL of water sample was put 20g NaCl(except sea water),

and was extracted wlh hexane 2 timeso The hexane phase was dehydrated with anhydrous

sodh17n sulfate,and concentrated to lmL using the TurboVap LV with nilrogen‐gas.TPCII―d5

was added as an internal standard to the resulting concenttate,and 2 μ L was then itteCted

into the GC/MS lbr dete.ュ .ination.

lSedinend

20g of the sedilnent sample was collected into a centrihgal sedi】 4entation tube, 501xlL

alkali solution(lNぃ KOH ethanol solution)was added,and was extracted at 80℃ for l hou■

The tube was ultrasonica■ y treated and then shaken, and cent�figal separation was

thereaRer ca...ed out for 5 1ninutes at 3000rplxl. The extract(ethanol phase)was

subsequently separated ott anOther 30mL ethanol was added to the residue, and the

preceding process was repeated.The extracted solution was combhed into a l‐ litter hnnel

separatory containing 500mL of distilled water including 20g NaCと , 100mL hexane was

added to the ttnnel,and the hnnel was shaken and then a1lowed to stand.The extract

(hexane phase)was subsequently separated off and another 100mL hexane was added and

the process was repeated.The hexane phase were cbmbined and dehydrated with anhydrous

sodi■】m sulttte,dried by additton of anhydrous sodillrn

sulttte,his was folloved by concentration to lmL using TurboVap Ⅱ wih nitrogen‐ gas,

and followed by suttecting to dean up by Flo� sil column chromatography.The eluate was

-56-



concentrated preceding TurboVap Ⅱ,and TPCII― d5WaS added as an internal standard to the

resulting concentrate, which was then ittected intO determination the GC/MS for

dete._.ination,as for the water sample.

IFish s_ple]

A ish sttmple of 20g was collected into a centrlttgal sedilnentation tube, added 50mL

acetonitrile.The tube was ultrasonically treated and then shaken,and centrifugal separation

was thereafter carried out for 5E� nutes at 3000rpm.The extract(acetonitrile phase)was

subsequently separated o■i50mL acetonitrile was added to the residuc,and the preceding

process was repeated,2 times.

The extracted solution was combined into a 200mL ttnnel separatory,and was washed

with 20mLhexane.The washed acetOnitrile phase was put into l‐ litter funnel separatory

containing 500mL of distilled water including 20g NaCl, 1001nL hexane was added to the

負 nnel,and the ttnnel was shaken and then a■ owed tO stand as for the sediment sample..

The extract(hexane phase)was subsequently separated off and another 100mL hexane was

added and the process was repeated.The hexane phase were combined and dehydrated � h
anhydrous sodium sulfate,d� ed by addition of anhydrous sodiuln sulfate i this was followed

by concentration to lmL using TurboVap Ⅱ �th nitrogen― gas,and followed by suttecting to

clean up by chromatography using Flo� s担.The eluate was concentrated preceding

町 boVap Ⅱ,and TPCII― d5WaS added as an internal standard to the resulting concentrate,

which was then into dete.4■ination the GC/MS for deterE� nation,as for the water sample.
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物 質 名 分 析 法 フ ロ ー チ ャ ー ト 備 考

N,N′ 一

ジー (4-
トリアレ)一
パ ラ ー フ

ェ ニ レ ン

ジ ア ミ ン

(PDA― T2)

N,N′ ―

ジー (3,5

-キシ リ

アレ)一ノくラ

ーフェニ

レンジア

ミン

(PDA―X2)

N,N′ ―

ジフェニ

ァレーノくラ

ー フ ェ ニ

レンジア

ミン

(PDA―P2)

500mL     20mL/min  デクロロメタン5mL

[水 質]

① 固相抽出法

② 溶媒抽出法

500mL,20gNaCl

GC/MS
カラム:Agilent

Ultra-2

カラム長 :25m
内径 :0.2mm
膜厚 :0.33 μ ln

検出限界

[水質]μ g/L

PDA―P2  0,006
PDA―T2  0,009
PDA―X2  0,020

[底質 ]

PDA―P2
PDA‐T2
PDA‐X2

μg/kg

O。 39
0。41
0。 37

[生物]μ g/kg

PDA‐P2 1.7
PDA‐T2 1.3
PDA―X2 1.0

[底 質]  TPCH‐ d50。 lμ g   上澄液 *ヘ

lN‐KOH/EtOH 50mL

*      Na2S04      フロ)シ
゛
ル4gに負荷

上澄液と混合、           Hex 10mL洗 浄

精製水 500mL、 20gNaCl  l%アセトン/Hex 40mL洗 浄

ヘキサン100mL*2       5%アセトン/Hex 40mL溶 出

TPCH~d50・ lμ g
× 2回

アセトニト)ル 501xlL

底質の*ヘ
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マススペクトル付属データ

測定機関名 兵庫県立健康環境科学研究センター

住所及び電話番号 神戸市須磨区行平町 3丁 目1-27  078-735-6918
測 定 者 吉田光方子 測定年月日 1平成 16年 1月 21日

物質名 (英語) N, Nア ージー (4-ト リル)―パラーフェニレンジアミン
N,N′ ― Di― (4-tolyI)一 paraphenylendiamine

丹J 名 (英語 )

分 子 式 C20H20N2 分 子 量 288.29

CAS登 録番号 27417‐40-9

GC/MS 測定条件

・ 使用機種   GC;HP5890 Ⅱ、 MS;」MS―AMⅡ 150
。 使用カラム SUPELCO eQUITY5(長 さ 30m内径 0。 2Hlln 膜厚 0.2μ m)

・ カラム温度 50℃ (lmin)→30℃/min→250℃→5℃/min→280℃→

30℃/min → 300℃ (5min)
。注入 口温度 200℃
。注入量   2μ L
。インタいフェぢ温度 250℃
。 キャリアカ

Sス
    He  (夢花道藍lmL/min)

。注入方法  スフ
°
ルトレス(ハ

°―シ
゛
タイム 1.5min)

・ イオン源温度 230℃
。 イオン化電流  300 μ A

構 造 式
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BP〓 2BB.8811934881 TIC=688242 RT=08:141S6.55

Int.(%)

０

１

６

２

７

９

２

４

８

９

４

９

３

４

６

１

８

０

１

３

５

３

７

８

９

０

５

６

５

５

６

７

７

７

８

８

０

１

４

４

５

５

５

６

６

８

８

８

５

８

８

８

８

９

２

４

１

１

１

１

１

１

１

１

１

１

１

１

２

２

２

２

２

２

３

３

14208
18432

6256
14528

8192
9632
8768

14336
6448
8000
13504
8704
6176
14464
17024

6592
5984
16160

5888
12160

20640
6528

20944
193408
106368
17728

6240
6400

7.35

9.53

3.23

7.51

4.24

4.98

4.53

7.41

3.33

4.14

6.98

4.50

3.19

7.48

8.80

3.41

3.09

8.36

3.04

6.29

10.67

3.38

10.83

100.00

55.00

9.17

3.23

3.31
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マススペクトル付属データ

測定機関名 兵庫県立健康環境科学研究センター

住所及び電話番号 神戸市須磨区行平町 3丁 目1-27  078-735-6918
測 定 者 吉田光方子 測定年月 口 1平成 16年 1月 21口

物質名 (英語 ) N, N′ ―ジー (3,5-キシリル)―パラーフエニレンジアミン
N,N′ ― Di― (3,5-xylyI)― paraphenylendiamine

男U 名 (英語)

分 子 式 C22H24N2 分 子 量  1316.44
CAS登 録番号 7029‐05-0

GC/MS 測定条件
。 使用機種   GC;HP5890 Ⅱ、MS;JMS AMⅡ 150
。 使用カラム SUPELCO eQUITY5(長 さ 30m内径 0。 2Hlal 膜厚 0。 2μ m)

・ カラム温度 50℃ (lmin)→30℃/min→250℃→5℃ /min→ 280℃→

30℃/min → 300℃ (5min)
。 注入 口温度 200℃
。 注入量   2μ L
。インタHフェ】温度 250℃
。 キャ)アカ

゛
ス    He  (茅花道藍lmL/min)

・  ととヲ(ノデお長   スフ
°
)ッ トレス(ハ

°いシ
Sタ

イム  1.5min)
。イオン源温度 230℃
。 イオン化年巨わ稔  300 μ A

構 造 式

/CH3
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BP=816.08187958珂 TIC=1459248 RT=80:45:57.55

54
55

65
73

77

79

86

103

136

142

143

158

177

179

180
181

182

194
195

196

208
211

315
316
317
318

15840
12928
12192
16384
22976
29408
63488
15744
14176
15832
17120
35968
17664
18176
31424
29152
13080
45824
59712
13920
34816
39584
14688

379584
262304
45680

4.17

3.41

3.21

4.32

6.05

7,75

16.73

4.15

3.73

4.17

4.51

9,48

4.65

4.79

8.28

7.68

3.45

12.07

15.73

3.67

9。 17

10.43

3.87

100.00

69.10

12.03
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マススペク トル付属データ

測定機関名 兵庫県立健康環境科学研究センター

住所及び電話番号 神戸市須磨区行平町 3丁 目1-27  078-785-6918
測 定 者 吉田光方子 狽J定年月日 1平成 16年 1月 21日

物質名 (英語 ) Ｎ
一
Ｎ

N′ ―ジフェニルーパラーフエニレンジアミン
N′ ― Diphenylparaphenylendiamine

丹lJ 名 (英語)

分 子 式ヽ C18H16N2 分 子 量 260.34

CAS登 録番号 74‐31-7

GC/MS 浪町こ条イ牛
・ 使用機種   GC;HP5890 Ⅱ、MS;」MS―AMⅡ 150

・ 使用カラム SUPELCO eQUITY5(長 さ 30m内径 0.2HHI 膜厚 0。 2μ m)

・ カラム温度 50℃ (lmin)→ 30℃/min→ 250℃→5℃/min→280℃→

30℃/min → 300℃ (5min)
。 注入 口温度 200℃
・ 注入量   2μ L

・ インターフェース温度 250℃
。 キャ)アカ

゛
ス    He  (ラ億道藍lmL/min)

。 注入方法  スフ
°

)ッ トレス(ハ

°いシンイム 1.5min)
・ イオン源温度 230℃
。 イオン化偏匡蒻花  300 μ A

構 造 式
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BP=260.8817431681 TIC=2547277 RT=00:13:12.26

１

２

３

５

５

７

３

４

６

８

９

０

４

６

７

８

１

２

３

４

９

０

１

２

５

５

６

６

６

７

８

８

８

２

２

３

５

６

６

６

８

８

８

８

５

６

６

６

１

１

１

１

１

１

１

１

１

１

１

２

２

２

２

90112
32896
31072
23488
50304
98880
35328
67584
30720
56000
47792
65888
31296
66000
186208
56640
28960
43464

209152
43904
41344

743168
279424
41088

12.13

4.43

4.18

3.16

6.77

13.31

4.75

9.09

4.13

7.54

6.43

8.87

4.21

8.88

25.06

7.62

3.90

5.85

28.14

5。91

5.56

100.00

37.60

5.53
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研究機関名

担 当 者 名
兵庫県立健康環境科学研究センター 吉田 光方子

性状項目 n―オクタノール/水分配係数

化学物質名
N,N′ ―ジー (4-ト リル)―パラーフェニレンジアミン(PDA― T2)

測定法 高速液体クロマ トグラフ法 (HPLC法 )

測定結果 log Pow=3.60

測定回数 3回

試薬 とその純度

(株 )

分 析 条 件

分 析 機 器

HPl100
分 析 条 件

カラム :Imtakt Cadenza CD‐ C18
内径 4.6*長 さ 150mm

溶離液 :20%含水メタノール

流 速 :0。7mL/min.

構造式

分析法の概要

オクタノール/水分配係数が既知の標準物質 (ベ ンゼン、ブロモベンゼン、P,P'いDDE、
ヘキサクロロベンゼン)及びN,N′ ―ジー (4-ト リル)―パラーフェニレンジアミン
の保持時間を測定し、標準物質の分配係数保持時間の関係から目的物質の分配係数を求め

た。

標準溶液の調製

標準物質をアセ トニ トリルに溶解 し、20μ g/mLの 溶液を調製した。

測定結果(10g Pow)

検体番号 1 2 3 4 平均値

測足恒 1

測定値 2

測定値 3

平伽槽

3.583

3.598

3.610

3.60 3.60 0.011

その他
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研究機関名

担 当 者 名
兵庫県立健康環境科学研究センター 吉 田 光方子

性状項 目 n‐オクタノール/水分配係数

化学物質名
N,N′ ―ジー (3,5-キシリル)―パラーフェニレンジアミン(PDA X2)

測定法 高速液体クロマ トグラフ法 (HPLC法 )

測定結果 log Pow=4.41

測定回数 3回

試薬 とその純度

(株 )

分 析 条 件

分 析 機 器
HPl100

分 析 条 件

カラム :IIntakt Cadenza CD‐ C18
内径 4.6*長 さ150mm

溶離液 :20%含水メタノール

流 速 :0,7mL/min.

構造式

分析法の概要

オクタノール/水分配係数が既知の標準物質 (ベ ンゼン、ブロモベンゼン、P,p'‐DDE、

ヘキサクロロベンゼン)及びN,N′ ―ジー (3,5-キシリル)―パラーフェニレンジアミ

ンの保持時間を測定し、標準物質の分配係数保持時間の関係から目的物質の分配係数を求

めた。

標準溶液の調製

標準物質をアセ トニ トリルに溶解 し、20μ g/mLの溶液を調製した。

測定結果(10g POw)

1 2 3 4 平均値

測定値 1

測定値 2

測定値 3

平均値

4.480

4.392

4.364

4.41 4.41 0.049

その他
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研究機関名

担 当 者 名
兵庫県立健康環境科学研究センター 吉田 光方子

性状項目 n―オクタノール/水分配係数

化学物質名
N, N′ ―ジフェニルーパラーフェニレンジアミン(PDA P2)

測定法 高速液体クロマ トグラフ法 (HPLC法 )

測定結果 log Pow=2.79

測定回数 3回

試薬 とその純度

(株 )

分 析 条 件

分 析 機 器
HPl100

分 析 条 件

カラム :IIntakt Cadenza CD― C18
内径 4.6*長 さ150mm

溶離液 :20%含水メタノール

流 速 :0.7mL/min.

構造式

分析法の概要

オクタノール/水分配係数が既知の標準物質 (ベ ンゼン、ブロモベンゼン、p,P'―DDE、
ヘキサクロロベンゼン)及びN,N′ ―ジフェニルーパラーフェニレンジアミンの保持時
間を測定し、標準物質の分配係数保持時間の関係から目的物質の分配係数を求めた。

標準溶液の調製

標準物質をアセ トニ トリルに溶解 し、20μ g/mLの溶液を調製した。

測定結果(log Pow)

1 2 3 4 平均値 標準偏差
測定値 1

測定値 2

測定値 3

平均値

2.788

2.789

2.789

2.79 2.79 0.0004

その他
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