
lkl住化分析センター

2‐ (2H‐ 1,2,3‐ベンゾトリアゾール‐2コイル)‐4,6‐ジロtert山ブチルフェノール

及び 2,4‐ジ‐tertぃ ブチル_6‐
(5山クロロ‐2H,1,2,3‐ベンゾトリアゾール‐2イル)

フェノール

(別名 2-(3,5-ジ ーtc■―ブチル…2-ヒ ドロキシフェニル)ベ ンゾトリアゾール ;[略称 :

(DBHP)BT〕及び 2-(2'― ヒドロキシー3',5'ぃジーtc■―ブチルフェエル)_5-ク ロロベンゾト

リアゾール[略称 :(DBHP)CBT])

2-(2H-1,2,3-Bcnzotttazol-2-yl)-4,6‐ di―tc■―butylphcnol

2)牛Di―tcrt― butyl-6-(5-chloЮ -2H-1,2,3-bcnzot azol-2-yl)phCnOl

【対象物質の構造】

(DBHP)BT[CAS番 号 :3846-71‐7]

(DBHP)CBT [CAS番号 :386牛99-1]

図 1.対 象物質の構造
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【物理化学的性状】

物質名 分子量 融点 (°C)
蒸気圧

(mPa)

水溶解度

(g/L)
LogPow

2-(2H-1,2,3-ベ ンゾトリアゾ
ー)レー2-イル)-4,6-ジーtert―

ブチルフェノール

323.43 152-155 1.13(20° C)
〈0.01

(20°C)1)

9.32)

6.273)

2,牛 ジ■erL―ブチルー6-(5-

クロロー2H-1,2!3-ベ ンゾトリ
アゾールー2-イ ル)フェノー
ル

357.88 157.7

1)～ 3)はいずれも参考文献[2]よ り引用

1)ガラスビーズ法
2) HPLC指螢

3) 言十多訂布亘(SRC' s LogKow  Program)

【毒性、用途】

2-(2H-1,2,3-ベ ンゾトリアゾール_2-イ ル)_4,6…ジーtc■_ブチルフェノール

毒性情報 : LD50  2000mg/kg以 上 (ラ ット)

LC50  500mg/L以上 (ヒ メダカ)

用途   : 紫外線吸収剤

2,牛ジーtcFt― ブチル_6-(5-ク ロロー2H-1,2,3-ベ ンゾトリアゾール_2-イ ル)フ ェノール

毒性情報 : LD50  2000mg/kg以 上 (ラ ット)

用途   : 紫外線吸収剤

§1分 析 法

(1)分析法概要

生物試料 logを lm01/L― KOH/EtOHを用いて加熱アルカリ分解 し、ヘキサン抽出を

行った後、イオン交換 (NH2)カー トリッジを用いて精製 し、LC/MScAPCI― Positivc)

で定量する。

(2)試薬・器具

【試薬】

2-(2H-1,2,3-ベ ンゾトリアゾール_2-イ ル)_4,6-ジーtc■_ブチルフェノール

:和光純薬工業株式会社 (一級 含量 97.0%)
2,牛ジ…tcrt_ブテル_6-(5-ク ロロー2H‐ 1,2,3-ベ ンゾトリアゾール_2-イ ル)フ ェノール

:和光純薬工業株式会社 (一級 含量 97.0%)
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メタノール :高速液体クロマ トグラフ (HPLC)用

アセ トン、ヘキサン、エタノール :残留農薬試験用

塩化ナ トリウム、無水硫酸ナ トリウム :残留農薬試験用

水酸化カリウム :特級

カー トリッジ :Bond ElutJr―NH2 500MG Va an社製

石英ウール :ジーエルサイエンス社製 Finc

精製水 :MILLIPORE Milli― Q gradiCnt A-10(プ ランクが検出される場合にはあらかじ

めヘキサンで洗浄した水を用いる)

【試薬の安定性 。毒性】

2-(2H-1,2,3-ベ ンゾ トリアゾール_2-イ ル)_4,6-ジ ーtert_ブチルフェノール (cas No.

3846-71-7)については 「化学物質の審査及び製造等の規制に関する法律 (化審法)」

に基づき、自然的作用による化学的変化を生じにくいもの (難分解性)であり、かつ、

生物の体内に蓄積されやすいもの (高蓄積性)であることが判明しており、平成 16

年 9月 22日 に第一種監視化学物質に指定されているので、取 り扱いに注意する。

【器具】

平底フラスコ、冷却管、分液漏斗、ナスフラスコ、SPE濃縮管、メスシリンダー、

パスツールピペット、マニホールド

(3)分析法

【試料の採取及び保存】

環境省 「化学物質環境調査における試料採取にあたっての留意事項」に従う。

【試料の前処理及び試料液の調製】

〔生物〕

湿試料 loBを平底フラスコに採取して lmO1/L― KOH/EtOH溶液を 50mL添加し、冷

却管を装着して約 90℃のウォーターバス中で 2時間加熱還流する。室温まで放冷し

たのち、10%塩化ナ トリウム溶液 500mLを入れた分液ロー トに移す。少量の精製水で

平底フラスコの内部を数回洗い、分液ロー トに加える。ヘキサン80mLをはかり取 り、

その一部で平底フラスコの内部を数回洗って分液ロー トに加え、残りのヘキサンを加

えて lo分振とう抽出する。ヘキサン層を分取後、水層を再度ヘキサン80mLを 加え

て lo分振とう抽出し、抽出液は先のヘキサン層と合わせ、精製水 300mLで 3回洗

浄する(注 1)。 抽出液に約 logの無水硫酸ナ トリウムを加えて脱水、石英ウールを敷

いた漏斗で無水硫酸ナ トリウムを除去後、ロータリーエバポレーターを用いて約 lmL

まで濃縮する。あらかじめヘキサン 10mLを通液した BOnd Elut NH2上 カー トリッジ
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に濃縮液を負荷する。また、濃縮に用いたナスフラスコの内壁をヘキサン約 2mLで
洗いこみながらカラムに負荷したのちヘキサン 2mLを さらに負荷して全ての溶出液

をガラス製濃縮用試験管に受ける。これを窒素気流下で濃縮し、メタノールに転溶し

て LC/MS試料液とする。

【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】の項に従って操

作し、得 られた試料液を空試験液とする。

【標準液の調製】

2-(2H… 1,2,3-ベ ンゾ トリアゾール_2-イ ル)_4,6「 ジーtcrt_ブチルフェノール及び 2,4-ジ

ーtc■―ブチル_6-(5-ク ロロー2H-192,3-ベ ンゾトリアゾール_2‐イル)フ ェノール 5(hgを各々

正確に秤取 り、アセ トン 50mLに溶解 し looomg/L標準原液とする。標準原液をアセ
トンで順次希釈し、lo mg/L及び o。 1甲g/Lの混合標準溶液を作成する。

【測定】

〔LC/MS条件〕  (注 2)

(LC)機 種 :Agilcnt l100

カラム :suMIPAX ODS―A(2mm× 150mm× 5μ m)

移動本日:A:H20 BIMCOH=1/99
流量 : o。2mL/min

カラム温度 :40℃

注入量 :5レL

(MS)機 種 :Agilcnt MSD SL

ドリフト (フ ラグメンター)電圧 :(DBHP)B■50V(DBHP)CB■125V
キャピラリー電圧 (vcaP):2000V

ネブライザー :N2(50Psi)

ドライングガス流量:N2い。OL/min)

イオン化法 :APCI(+)sIM
モニターイオン(DBHP)BT定量用 324 確認用 325

(DBHP)CBT定量用 358 確認用 360
※ Ncgativcで 確認する場合

(DBHP)BT確認用 322及び 323(DBHP)CBT確認用 356及び 358
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〔検量線〕

標準溶液 50μ Lを LC/MSに注入し、対象物質のピーク面積を用いて検量線を作成

する。

〔定量〕

試料液 50μ Lを LC/MSに注入し、ピーク面積より対象物質濃度を測定する。

〔濃度の算出〕

前処理後の最終液量 (mL)× 1000

生体試料中の濃度=検出量 (ng)×
(μ g/kg―wct) LC/MS注入量 (μ L)× 分析試料量 (B)

〔装置検出下限 (DL)〕 (注 3)

本分析に用いた LC/MS(Agilcnt l100 MSD SL)の DLを 下表に示す。

物質    IDL(ng)  試料量(g) 最終液量(mL)  IDL試料換算値(μ g/kg―Wet)

(DBHP)BT       O・ 33        10         1 0.03

(DBHP)CBT      O・ 30        10         1 0.03

〔測定方法の検出下限 (MDL)、 定量下限 (MQL)〕 (注 4)

本測定方法における検出下限及び定量下限を次に示す。

物質   試料量(g)最終液量(mL)検出下限値 (μ g/kg―wet) 定量下限値 (μ g/kttwet)

(DBHP)BT       10        1 0.06 0_15

① BHP)CBT      10        1 0.14 0.36

(整11)

ヘキサン抽出の工程でエマルジョンが生成する場合には 20分程度静置して分液す

る。ヘキサン溶液を精製水で洗浄する工程ではエマルジョンを生成しやすいので、絶

対に振とうしてはいけない。分液漏斗を軽く回転させるようにゆらし、界面で緩やか

に接触するように操作する。

(注 2)

LC/MSの条件は、本測定に使用した機種 (Agilcnt MSD SL)特有のものである。     ・

(注 3)

装置検出下限 (IDL)は、「化学物質環境実態調査の手引き」(平成 17年 3月 )に従   |
って、表 1の とおり算出した。

(注 4)

測定方法の検出下限 (MDL)及び定量下限 (MQL)イよ、「化学物質環境実態調査の手   |
引き」(平成 17年 3月 )により、表 2の とおり算出した。                |
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表1.装置検出下限(IDりの算出 (A」lent l100LC/MSD SL)

最終液量(mL)
注入液濃度(ng/mL)

結果2

結果3

結果4

結果5

結果6

１

郷

５０

1

2.5

2.616

2.565

2.636

2730
2.591

2.606

10

2.5

0.25

1

7

標準偏差
IDL(ng/mL)
IDL試料換算値

S/N

標準添加量(ng)

試料換算濃度(ng/g)

最終液量(mL)

注入液濃度(ng/mL)

装置注入量(μ L)

00767
0.30

0.03

31.8

表 2. 測定方法の検出下限 (MDL)及び定量下限(MQめの算出
物 質名     (DBHP)BT (DBHP)CBT

郷
０
・２５

25

50

２

．
５

５。

操作ブランク平均 0

0.1873無添加平均(ng/g)

0

00297

結果1(ぃg/g) 02389

0.2409

02125

0.2446

02451

0.2390

04076

03766

0.3230

0,3953

03711

0.4238

03426

結果2(ng/g)

結果3(ng/g)

結果4(ng/g)

結果5(ng/g)

結果6(ng/g)

結果7(ng/g)

標準偏差

MDL(μ g/kg)

MQL(μ g/kg)

S/N

0.1549       03558

0.06         0.14

0.15         036

30.8         330

CV(%)         666       9.43
※MDL=t(n-1,0_05)× σnl× 2

※MQtt σn-l x10

2558
2669
2.598

2.649

2.768

2.778

2662
0.0839

0.33

0.03

333

1,0.05)X σn-lX2

02084
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§2解 説

【分析法】

〔フローチャート〕

分析のフローチャー卜を図 2に示す。

ヘキサ剃→区匪王ト
図 2.分析フロー

〔検量線及びマススペクトル〕

検量線及びマススペクトル図等を次に示す。

(DBHP)BT Canbration curve (DBHP)CBT Calibrajon cuⅣ e  l

2.E+06

OE+00

50

Conc.(ng/mL)

図 3! 検量線 (0。 1～ loong/mL,試料中 oool～10μ ykg相当)
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APCL PoS,324

5.806
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図 5。 IDL付近濃度標準溶液測定クロマトグラム

(0.25 μ g/L,0.025μ !熟g―WCt試料相当)

〔NH2カ ー トリッジ溶出実験結果〕

Bond Elut NH2 Jニ カー トリッジ(varian製 )に よる対象物質の溶出条件について試験し

た結果を表 3に示す。この結果より、カー トリッジ精製に用いるヘキサン量を負荷液
lmL、 容器洗浄液 2mL、 溶出液 2mL合計 5mLと した。
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表 3.NH2カ ー トリッジによる対象物質の分画

溶出液 (DBHP)BT   (DBHP)CBT

(回収率 ;%) (回 収率 ;%)

負荷液(ヘキサン lmL)

容器洗浄液(ヘキサン2mL)

0.0

88.2

0.0

96.1

溶出液(ヘキサン0-2mL)

溶出液(ヘキサン2-4mL)

溶出液(ヘキサン4-6mL)

溶出液(ヘキサン6-8mL)

溶出液(ヘキサン8-10mL)

8,0

0.0

0.0

0.0

0.0

4.5

0.0

0.0

0.0

0.0

合計 96.2 100.6

〔添加回収試験結果〕

生物試料への標準物質添加回収実験結果を表 4に示す。

表 4.添加回収実験結果

試料名 言式料量

(g)

添加量  測定  対象物質
(nD  回数

検出濃度  回収率
(μ g/kttwet)   (%)

マコカレイ 10 無添加 (DBHP)BT 〈0.06

0.19

1.415

(DBHP)CBT

(DBHP)BT 91.8

(DBHP)CBT 1.6 92.5

スズキ 無添加 (DBHP)BT 0.51

(DBHP)CBT

(DBHP)BT 1.6 75.3

(DBHP)CBT 89.3

〔環境試料分析例〕

マコカレイ及びスズキの測定クロマ トグラムを例として示す。検出濃度は表 4に示

した。

10

3.3

15

4.6
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図 6．マコカレイ測定クロマトグラム(Positive) 
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図 7．マコカレイ添加回収試験測定クロマトグラム(Positive) 
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図 8．マコカレイ測定クロマトグラム(Negative, 確認用) 
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図 9．スズキ測定クロマトグラム(Positive) 
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図 10．スズキ添加回収試験測定クロマトグラム(Positive) 
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図 11．スズキ測定クロマトグラム(Negative, 確認用) 
	
 

〔分解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 5に示す。【参考文献】[1]より引用した。 
 

表 5．分解性スクリーニング結果 
5 日間放置後の残存率(%) pH 初期濃度 

(μg/mL) 

1 時間放置後の 

残存率(%) 暗所       光照射 

5 1 101 100 - 

7 1 99 97 98 

9 1 99 98 - 
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〔参考；LC/MS/MSによる測定条件〕 
LC/MS/MSを用いた場合の測定条件を以下に示した。また、その際の測定クロマト

グラムと検量線を図 12から図 14に示した。なお、LC/MS/MSによる実試料の測定は
実施していない。 
〔LC/MS条件〕	
 	
 (注 5) 
   (LC) 機種 : SHIMADZU	
 LC-10AD 

カラム: SUMIPAX ODS-A (2mm×150mm×5μm)  
移動相 : A : H2O	
 B : MeOH = 1/99 (15min) 
流量 : 0.2mL/min  
カラム温度 : 40℃  
注入量 : 50µL 

(MS) 機種 :	
 Applied Biosystems  API4000 
イオン化法 : APCI（+） 
イオン源温度 : 700℃ 
ドリフト（フラグメンター）電圧 : (DBHP)BT;50V	
 (DBHP)CBT;125V 
モニターイオン: (DBHP)BT定量用 324.5 / 268.2	
 確認用 324.5 / 211.9 

(DBHP)CBT定量用 358.3 / 302.3	
 確認用 358.3 / 246.1 
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＜図 12．(DBHP)BT測定クロマトグラム Std-0.1μg/L	
 ; LC/MS/MS＞ 
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＜図 13．(DBHP)CBT測定クロマトグラム Std-0.1μg/L	
 ; LC/MS/MS＞ 
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< 図 14.LC/MS/MSに て作成した検量線 >

(注 5)

LC/MS/MSの条件は、本測定に使用した機種 (AP14000)特有のものである。

(注 6)

装置検出下限 (DL)は、「化学物質環境実態調査の手引き」(平成 17年 3月 )に従
って、表 6の とおり算出した。

表 6.装置検出下限(IDりの算出 (AP14000)(注 6)

最 終 頑重 (mL,     1
注入液濃度(ng/mL)  05

0.0065

0.025

0.003

36.3

1

0.5

0.0036

0014
0.001

287

装置注入量(μ L)   50     50
結果1(ng/mL)   0.5215   0.5180
結果2(ng/mL)

結果3(ng/mL)

結果4(ng/mL)

結果5(ng/mL)

結果6(ng/mL)

0.5164       0.5157
0.5129       0.5215
0.5249       0.5154
0.5055       0.5196
0.5113       0.5169

標準偏差
IDL(ng/mL)
IDL試料換算値

S/N

最終液量(mL)

IDL―t(n-1,005)X σn-lX2
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【評価】

本法により、生物試料中のωBHP)BT及び(DBHP)CBTについて各 o々。15及びo.36

μg/kg―wctレベル(MQりの定量が可能である。
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2-(2H-1,2,3-Benzotriazol-2-yl)ぃ 4,6… di― tcrt― butylphcnol

2,4-Di―tc■―butyl-6-(5-chioFO… 2H-1,2,3-bcnzot azol-2-yl)phCn01

An analytical mcthod was developcd forthc dctcmination of 2-(2H-1,2,3-Benzotriazol-2-yl)-4,6-

di― tcrt― butyIPhcnol[(DBHP)BT]and 2,4-Di― tcn_butyl-6-(5‐ cmor。_2H-1,2,3‐benzotiazol―

-2-yl)PhCnOl[(DBHP)CBT]in biO10gical samplc by liquid― chromatography mass spectrometry

(LC/MS).

Tcn grams of sample was collcctcd into a nat bOttonl ユask, 50町aL alkali solution

(lmo1/L―KOH/EtOH)waS added,hcatcd(90℃ )and rcュuxcd(2hぅ .hc target

compounds wcrc cxtractcd by hcxanc with liquid― liquid cxtractiom(2 timcs),and the extract

was dchydratcd with anhydЮus sodium sulfatc.Thc hcxane was conccntratcd to about lmL

and purincd by NH2 can dgc. Thcn thc hcxanc which passed NH2 cart dgc was d ed by

N2gas.Onc mL of methanol was added to dricd substancc and analyzcd by LC/MS― SI I

い PCI―POSit c).ThC recovcrics for aatash(addCd 2.5ng/10g)wcrC 81.8[(DBHP)BT Av.]

and 76.9% [(DBHP)CBT Av.} CoCffiCicnt of variations wcFC 6。 66% [(DBHP)BT]and

9.43%[(DBHP)CBT],Dct∝tion Limits(MD⊃ wcrc O・ OQ"8/kg―wct[(DBHP)BT]and

O.14g/kg‐wct[(DBHP)CBT]・

Anhydrous
sodiurn sulfate

l mo1/L―KOH/EtOH
50mL
90°C 2hr
heat and rettux

Rotary

Evaporater

Positive

Hexane 80mL X 2
Uitra pure water 500mL

NaC1 50g

Hexane

Extraction

in alkali

N2gaS APCI.
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物質名 分析法フローチャート 備考

アルカリ分解

日―タリー
エバポレーター

I検
出下限 (生体)

(DBHP)BT
O_06μ g/kg wet
(DBHP)CDT
014μ g/k『wet
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