
愛知県環境調査センター

49-エ トキシアセ トアニ リド

(別名 :フ ェナセチン、P―アセ トフェネチジン)

4'‐Ehoxyacetani� de(Phenacetin,P― Acetophenetidine)

【対象物質の構造】

O

C2H5~O◇ NH一 と 一CH3

CAS番号 :62-44-2 C10H13N02

【物理化学的性状】

※出典 :(財)イ監学物質評価研究機構 :化学物質安全性 (ハザー ド)評価シー ト,  、

整理番号 2000-44(実狽」値)

【毒性、用途】

毒性 :急性経口毒Jl■ LD50 ラント3,600～ 4,000(mg/kg)

用途 :医薬品 (解熱鎮痛消炎剤 )

§1分 析 法

(1)分析法の概要

水質試料 200mLを ろ過し、試料ろ液を固相抽出カー トリンジに通水して姑象物

質を保持させた後、メタノール 5mLで溶出させる。溶出液に精製水を加え 10mL

に定容 し、LC/MS/MS‐ SI山[法で定量する。

(2)試薬・器具

【試薬】

P― アセ トフェネチジン (牛エ トキシアセ トアニリド)

:和光純薬工業株式会社 (一級、含量 98,0%)

分子量 融点(℃ ) 蒸気圧(Pa) 水溶解度lg/L) LogPow

1792 134´～135 0.42(25℃ ) 0,76(25℃ ) 1.58(文献値
※
)
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メタノール :和光純薬工業株式会社 (LC/MS用 )

固相抽出カー トリンジ i Sep_Pak Plus PS-2 Waters社 製

精製水

:超純水製造装置 MIilli―RX 12+MiWi‐ Q SPTOC(MILLIPOI咀 社製)により精製

0.lM塩酸

:lmЛ/L塩酸 (和光純薬工業株式会社 (容量分析用))を精製水で 10倍希釈 して     '

調製

01M水酸化ナ トリウム水溶液

:llno1/L水 酸化ナ トリウム溶液 (和光純薬工業株式会社 (容量分析用))を精製

水で 10倍希釈 して調製

【器具】

吸引ろ過装置 :吸引ろ過鐘等

ガラス繊維ろ紙

:GS25 55mm φ ADVANttC TOYO社製 (使用前に400℃、3時間加熱処理する)      ,
ガラス注射筒 :10mL、 200mL

メスシリンダー、メスフラスコ、日盛付受器 (10mL)、 pH試験紙

(3)分析法

【試料の採取及び保存】

環境省 「化学物質環境実態調査実施の手引き」における「初期・詳細環境調査に

おける試料の採取方法」及び 「採取試料の輸送、保管及び保存方法」に従 う。

【試料の前処理及び試料液の調製】

〔水質〕

水質試料 200mLを pH5～ 9の範囲内に調整し (0.lM塩酸または 0.lM水酸化ナ ト

リウム水溶液を用い、pH試験紙で確認する。)、 ガラス繊維ろ紙を用いて吸引ろ過

する (注 1)。 ろ過残 さは、精製水 20mLで洗浄し、試料ろ液に合わせる。

この試料ろ液をメタノール 5mL及び精製水 10mLで コンディショニングした固相

抽出カー トリンジ (Sep「Pak Plus PS-2)に 10mL/�n.以下で通水する。通水終了後の

カー トリンジに精製水 20mLを通して洗浄した後、シリンジ等を用いてカー トリッ

ジに空気を通し、間隙水を除去する。その後、20～ 30分間程度、空気を吸引し、で

きるだけ水分を除去する (注 2)。 次いで 5mLのメタノールで溶出し、10mL tti盛    ,
付受器に受ける。これに精製水を加え 10mL lこ 定容し、試料液 とする。            1

【空試験液の調製】

試料 と同じ量の精製水を用い、【試料の前処理及び試料液の調製】の項に従って
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操作し、得 られた試料液を空試験液とする。

【標準液の調製】

4・―エ トキシアセ トアニリド 50mgを正確に秤取り、メタノール 50mLに溶解し

1000肥/mLの標準原液を作製する。標準原液をメタノールで適宜希釈 した後、50%

メタノール/水で希釈 し、00211g/mLか ら 10ng/mLの標準液を作製する。

【決J定】

〔決J定条件〕

(LC)

LC機種

カラム

移動相

流量

0-) 6n� n  A:65-う 10

6→ 7min.A:B=10

7→ 101111n.  A:10-う65

10■〉13min,A:B=65

SHIWIADZU LC-20 Se� es

SLTPELCO Ascentis C18(2.lmm φ×50m吼 3wn)

A:水、B:メ タノール

Bi35-)90 1inear gradient

90

B190-→35 1inear gradient

35

0 2 rttL/1nin

:40 R3

10出

カラム温度

注入量 :

(MS)

MS機種 :Applied Biosystems AP13200

イオン化法 :ESI(+)

モニターイオン(詢り :180→HO(定量用)、 180→ 138(確認用)

ドリフ ト電圧(D⊃ :46V
コリジョン電圧(CE):29V(180→ 110)、 21V(180→ 138)

イオンスプレー電圧(IS):4500V

イオンノース温度ぼ回り :700℃

カーテンガス(CURJ:15 psig

ネブライザーガス(GSl):80 psig

ターボガス(GS2):70 psig

コリジョンガス(CADJ:3 psig

〔検量線〕

標準溶液 (0.02nゴ r正～10n3/mL)10れ をLC/MSに注入し、ピーク面積 と標準溶

液濃度を用いて検量線を作成する。
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〔定量〕

試料液 10れ を LC/MSに 注入し、ピーク面積より試料液中の イーエ トキシアセ ト

アニリドの濃度を測定する。

〔濃度の算出〕

水質試料中の濃度(μυり=最終試料液中の濃度仰g/mL)×
最終液量(mL)

試料量(mL)

〔装置検出下限 (IDL)〕

本分析に用いた LC/MS(Applied Biosystems AH3200)の IDLを 次に示す (注 3)。

物質     IDL(pg)注 入量(卜)最 終液量cmL)試料量(naL)IDL試料換算値 (μ9化 )

牛エトキシアセトアニリド   004     10       10      200       00002

〔測定方法の検出下限 (WIDL)、 定量下限 (MQL)〕

本測定方法における検出下限及び定量下限を次に示す (注 4)。

物質     試料量仰⑮ 最終液量or五)注入量(出)検出下限値 (μ巨化)定量下限値(rLgL)

牛エトキシアセトアニリド   200      10      10      00003      0_0008

(4)注解 (分析上の注意点等)

(注 1)

SSが少なく、直接、所定の試料量を固相抽出カー トリンジに通水できる場合は、

ろ過操作を省略 してもよい。

(注 2)

固相抽出カー トリッジの水分除去が不十分な場合、回収率 (精製水における添加

回収)が 80%程度まで低下することがある。

Ⅲ一■0



(注 3)

1装置検出下限 (IDL)は、「化学物質環境実態調査実施の手引き」(平成 17年 3月 )

に従つて、表 rの とおり算出した。

表 1 装置検出下限 (DL)の算出 (Applied BiOsystems AP13200)

牛エ トキシアセ トアニリド
'試料鼻K14L)

最終液量(mL)
注入液濃度ぃg/ntL)

装置注入量(正 )

結果1(pg)

結果2

結果3

結果4

結果5

結果6

結果7

012229

0.2263

0.2065

0。 2121

0.1985

0.2282:

0.2215

平均値

標準偏差
DLΦB)

IDL試料換算値(w3/L)

S/N

CV('0!
※IDL=tcll‐ 1,0.05)× 鈷.× 2

1DL測定時 (0 02ng/mL)の SRMク ロマ トグラムを図 1に示す。

Time,min

図 l Ⅱ)L測定時の SRMタ ロマ トグラム
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(注 4)

狽J定方法の検出下限 (WEDL)及び定量下限 (MQL)は、「化学物質環境実態調査

実施の手引き」 (平成 17年 3月 )に従って、表 2の とお り算出した。NIDL算出用

試料は、海水 (名 古屋港)を用いた。

表 2 測定方法の検出下限 (IIDL)及び定量下限 (MQL)の算出

物質名      4七 ェ トキシァセ トアニ リド

試料量仰L)                200
標準添加量tng)

試料換算濃度(HB/L)

最終液量cnaL)

注入液濃度(n3/mL)

0.2

0.001

10

0.02

00009760

00009390

00010140

0.0011035

00009910

0.0008655

0.0008935

装置注入量(出)         10
募作ブランク平均(昭ん)①       0

無添加平均(理んマ         0
結果1(躍ん)

結果2

結果3

結果4

結果5

結果6

結果7

平均値

標準偏差

MDL(トリL)

MQL(卜lg/L)

S/N

CV(ツ0

00009689

00000795

0.0003

0.0008

10

821

※MDL=to-1,0.05)X蜻 .X2
※MQL=cFn司 ×10

①操作ブランク平均 :

試料マ トリクスのみがない状態で他は同様の操作を行い測定 し

た値の平均値

②無添加平均 :

MDL算 出用試料に標準を添力日していない状態で含まれる濃度の

平均値
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MDL測定時 (注入液濃度 0.02ng/mL、 試料換算濃度 0.001醒ん)

グラムを図2に示す。

のSRMタ ロマ ト

馴

加

仰

個

ｍ

ｏ
Time.min

図 2 MDL測 定時の SRMク ロマ トグラム

! 1 
丁!  l l

§2解 説
―

                 !イ

【分析法】

〔フローチャート〕       '
分析のフローチャートを図3に示す。

ル     水を添力日

図 3 分析フロー
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〔検量線及びマススペ ク!ト ル〕 r     _焦
・検量線

検量線 (0.0称g/mL～ 10ng/mL)を図4に示す。

図 5 標準溶液の SRMク ロマ トグラム (0.5ng/mL)
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・マススペクトル

4上ェ トキシァセトアニリドのマススペクトル (ESI(→)を図6及び図7に示す。

[MttH]十 (討z=180)及 び [NIIN珂
+(訂z=202)の イ オ ンが 主 要 ピー ク と して観 測

された。

25e8

Ｏｅ８　
　
　
朗
　
　
　
Ｏｅ８

の
」
０
．ゝ
一一の
Ｅ
Ｏ

，
Ｃ
一

1801

50e7
880
1                   1570

| |

堅_ェ垂_I__赴ェ¬ ヽ _… ■ r工 ヽ と ‐生 十 一年 4ェ _十 二 `~'工 雑 ― _卒 _工 _工 、‐ 二

一

60    80   100   120   140   160   180   200   220   240   260   280
耐 z,amu

図 6 4上ェ トキシアセ トアニ リドのマススペク トル

64e6

60e6

55e6

50e6

45e6

の  40e6

■ 35e6

匿  30e6

こ  25e6

20e6

15e6

10e6

50e5

nVz.amu

図 7 r―エ トキシァセ トァニ リドのマスーマススペク トル

(親イオン :討z=180)
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〔爪加回収試験結果〕

精製水、河川水 (半場川)及び海水 (名 古屋港)への標準物質添加回収試験結果

を表 3に示す。

表 3 添加回収試験結果

試料名 試料量  添力日量  測定回数   検出濃度   回収率 変動係数

(mL)  tnO            (LLg/L)     (%)   (%)
精製水  200

200

無添加   3
5           5

ND      ―    ―

0,026(0024～0.026) 102   35

河川水 200    奔醸物ミカロ

200       5

ND

0021(0.020～0.022) 85 3.5

3

5

海水 200  無添加

200      0.2

200       5

ND      ‐

000097(0脚 M～ 0帥II)  97

0.023(0.022～ 0024)  93

3

7

5

82

41

添力日回収試験の SRMク ロマ トグラムを図 8～ 11に示す。なお、無添力日の河サ||

水、無添加の海水、0.2ng添加 した海水の SRWIク ロマ トグラムは、それぞれ図 14、

図 15、 図 2で ある。

572

嘲
,1

1:/592

T me,min

図 8 添加回収試験 (精製水 :無添力日)の SRWIク ロマ トグラム
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図 9 添加回収試験 (精製水 i5ng添加)の SRMク ロマ トグラム

図 10 添加回収試験 (河川水 :5ng添加)の SRMグ ロマ トグラム
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図 11 添加回収試験 (海水 :5ng添力日)の SRNIク ロマ トグラム

〔分解性スクリーニング試験結果〕

分解性スクリーニング試験結果を表 4に示す。

′表 4 分解性スクリーニング試験結果

pH   初期濃度   1時 間後の残存率     5日 後の残存率

(μttL) (%)

暗所     明所

(%)     (%)
5          0.05

7          0.05

9          0.05

1030

100.5

101_7

965            -

101.6          995

103.0            -

〔固相通水時の pHの検討〕

pHを 5、 7、 9に調整 した精製水 100mLに それぞれ T―エ トキシアセ トアニリドを

5ng添加 したものを 【試料の前処理及び試料液の調製】の項に従って操作し (ろ過

操作は省略)、 固相通水時の pHが回収率に与える影響について検討した。その結果

を図 12に示す。なお、pHの調整には Carmodyの 広域緩衝液を用い、精製水 100mL

に対し、0.2Mホ ウ酸+0_05Mク エン酸を 2mL加 え、これに pHメ ーターで狽J定 し

ながら01Mリ ン酸三ナ トリウムを必要量加えて調整した。

pHが 5か ら9の範囲内では、回収率への影響は見られなかった。
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100

80

彗60

回

40

20

0

図 12 固相通水時の pHと 回収率

〔固相抽出カー トリンジからの溶出液量の検討〕

固相抽出カー トリッジからの溶出液を 0-1、 1-2、 2-3、 3-4、 牛5mLの 5つの分画

に分取し、牛エ トキシアセ トアニリドがどの分画に溶出するか調べた。その結果を

図 13に示す。

r_ェ トキシァセ トァニリドは、溶出液 2mLで 99%以上溶出した。

〔ろ過及びろ過残さの処理の検討〕

水質試料をろ過 した後のろ紙上のろ過残さに標準物質を添加 し、精製水 20mLま

たはメタノール 20mLで洗浄して回収されるかどうか調べた結果、精製水 とメタノ

ールのいずれでもほぼ全量回収された。このことから、ろ過の際、ろ過残さには対

904

91

04      0.l       o

Ｇ
ｍ
原
調
喫

々々
３

２々３
晰分

々0～ 1

図 13 溶出溶媒量 と溶出割合
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象物質はほとんど残 らないと考えられる。

〔環境試料における添加回収試験について〕

精製水における添加回収試験では、回収率はほぼ 10o%であったが、環境試料 (河

川水及び海水)における回収率が 80～ 90°/r‐度であったことから、分析のどの段階

で失われているか検討 した。

【試料の前処理及び試料液の調製】の項の①水質試料、②試料ろ液、③最終試料

液の各段階の試料を用意し、それぞれ標準物質を添加し、①及び②については残 り

の操作を行い、沢J定を行ったところ、どの段階で添力日した場合も標準溶液 (50%メ

タノール/水に添加)と 比較すると80～ 90%程度の値であった。

最終試料液に添加した場合も同程度の値であったことから、対象物質は、前処理

の段階で失われているのではなく、何 らかの理由で LC/MSに おける感度が若千低

下しているものと推浪Jさ れる。

〔環境試料分析例〕

河)|1水 (半場)||)か らは、イーエ トキシアセ トアニヅドは検出されなかった。

の
住
ｏ
・ゝ
〕一の
Ｅ
Ｏ
｝
Ｅ
一

Timei nin

図 14 河)|1水 (半場サキ|)の SRMク ロマ トグラム
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海水 (名 古屋港)か らは、牛エ トキシアセ トアニ リドは検出されなかった。

鶴

硼

３５０

卸

獅
の
α
Ｏ

卜ヽ
〓
の
Ｅ
Ｏ
）
Ｅ
一

図 15 海水 (名古屋港)の SRIIク ロマ トグラム

【評価】

本法により、水質試料中の T‐エ トキシアセ トアニリドを 0.0003pg/Lの検出下限

値で分析が可能である。

【参考文献】

(財)化学物質評価研究機構 :化学物質安A‐J性 (ハザー ド)評価シー ト,整理番号

2000-44
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愛知県環境調査センター

〒462-0032 名古屋市北区辻町宇流 7番 6号
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Deterlnination of 4'嘔 howacetanilide in water by LC/MS/MS

An analytical procedllre was developed for the dete111lination of 4'ぃ Ethoxyacetanilide in

en� rOnmental water by liquid chromatographyん andem mass spectЮmetry(LC/MS/MS).

A water salnple was separated to suspended sohds and flitrate by iltration with a glass flber

pape■ The iltrate was passed hrough a PS-2 cγ ttidge for solid phase extraction,which

cart� dge was preconditioned with methanol and watett The extract in PS-2 cartidge was

eluted Mth 5mL of methanol. The sample solution was dilutedれ nth 、vater to 10mL, and

analyzed by posidve ion― ESI―LC/MS/MS―SRWI.The recoveries of 4'‐ Ehoxyacetanilide

added in surface water from the iver and from the sea were 81… 89%,and 86-950/0,respectively

These relattve standard deviations were 3.50/O and 4.10/0,respectively,「 rhe detection li∬�t of

4'ぃEthoxy“ etanilide was O.0003μ g/L.

卜Iethanol Water

Filtration Sohd Phase Exttacion
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分析法フローチャー ト 備 考

牛エ トキシア

セトアニリド

分析法 :

LC/MS/MS‐SRM

イオン化法 :

ESI(十 )

カラム :

SUPELCO

Ascentis C18

内径 2.lnm φ

長 さ 5011m

粒径 3μm

検出下限f●L: '

<水質>

0.0003卜埋L

コI〒-123




