
ⅷ．ニトリロ三酢酸（NTA）の分析法 

 

１ 対象物質 

 ニトリロ三酢酸 （別名：NTA） 

 

２ 目標検出下限値及び定量下限値 

 

 水質（µg/L）  底質（µg/kg） 生物 (µg/kg) 
 目標検出下限値 目標定量下限値 目標検出下限値 目標検出下限値

 NTA 0.07 0.2 5 20 

 

３ 分析法の概要 

 水質試料は、試料を濃縮乾固し、三フッ化ホウ素メタノール錯体（BF3-MeOH）メタノ

ール溶液でメチルエステル誘導体化し、GC/MS-SIMで定量する。なお、本法は海水につい

ては適用出来ない。 

 底質試料は、超音波で水抽出（pH 9-12）し、遠心分離後水層を分取、蟻酸で酸性にし、

再遠沈後、水質試料と同様に操作する。 

 生物試料については、ホモジナイザーで水抽出（pH 9-12）し、遠心分離後水層を分取、

蟻酸で酸性にし、底質試料と同様に操作する。 

 

４ 試薬、器具及び装置 

（１）試薬 

・trans-1,2-シクロヘキサンジアミン-N,N,N',N'-四酢酸（CyDTA）・H2O：市販特級品 

 CyDTA溶液：CyDTA一水和物 10 mgを 1M-NaOH 100 mLに溶解して調製する。 

・内標準物質（フェナンスレン-d10）：市販標準品 

 内標準溶液：1.0 µg/mLジクロロメタン溶液を調製する。 

・三フッ化ホウ素メタノール錯体メタノール溶液（BF3 abt. 14%ｶﾞｽｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌ用）：市販品 

・水：蒸留水又はミネラルウォーター（注 1） 

・緩衝溶液（pH 7）：1M-KH2PO4を調製し、10M-NaOHを加えてpHを 7に調整する。 

・ジクロロメタン、アセトン：残留農薬試験用 
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・無水硫酸ナトリウム：残留農薬試験用 

・蟻酸、水酸化ナトリウム：試薬特級 

 

（２）器具及び装置 

・超音波洗浄器：底質試料の抽出に用いる。 

・ホモジナイザー：魚試料の抽出に用いる。 

・遠心分離器：底質及び魚試料の抽出液の分離に用いる。 

・ロータリーエバポレータ：試料液の濃縮に用いる（注 2）。 

・ヘアードライヤー：窒素気流による試料の乾固に使用。集中的に加温出来るのでフード

付きのものが好ましい。 

 

５ 試料の採取・運搬 

（１）水質試料 

 洗剤、水、アセトンの順で洗浄し、最後は蒸留水で 5回程度すすいだ（注 3）1 Lの共栓

付きガラスビンに試料水を採取し、冷暗所（4℃以下）で保存し、氷冷輸送すること。搬入

されたサンプルは出来るだけすみやかに分析すること。 

 

（２）底質試料 

 底質は、湿重量約 100 gの底質を採取し、夾雑物を除去した後、遠心分離して水分を出

来るだけ除いたのち、冷凍保存する。 

 

（３）生物試料 

 魚試料は、分析部位をホモジナイズした後、冷凍保存する。分析時は自然解凍して用い

る。 

 

６ 試験操作 

（１）前処理 

（ア）水質試料 

 試料 100 mLを 300 mLの丸型フラスコにとり、CyDTA溶液 50 µLを添加し（注 4）、ロ

ータリーエバポレータで 2 mL程度まで濃縮し（注 5）、10 mL共栓付き試験管に移しかえ、
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加熱しながら窒素ガスを吹き付け蒸発乾固する（注 6）。 

 

（イ）底質試料 

 試料 10 gを 50 mL容遠沈管にとり、精製水 30 mL、CyDTA溶液 50 µL（注 4）、4M-NaOH

を数滴添加し、スパーテルでよくかき混ぜ、超音波抽出を 10分間行った後、3,000 rpmで

10 分間遠心分離を行う。水層を分取し、4M-蟻酸で pH を 2.5 付近に調整した後（注 7）、

再度遠心分離を行う。水層を分取し、水質試料と同様に処理する。 

 

（ウ）生物試料 

 試料 1 gを 200 mLのビーカーにとり、CyDTA溶液 50 µL（注 4）、精製水 30 mL及び

4M-NaOHを数滴加え、ホモジナイザーで抽出する。50 mL遠沈管に移し替え遠心分離する。

水層を分取し（注 8）、4M-蟻酸で pH 2.5付近に調整した後、底質試料と同様に処理する（注

9）。 

 

（２）試料液の調製 

（ア）水質試料、底質試料及び生物試料 

 乾固した試料にBF3-MeOH溶液 1 mLを加え、堅く栓をしてストッパーで止め（注 10）、

80℃で 30分間誘導体化反応を行う。室温に放冷後、内標準液 0.2 mL及び緩衝液（pH 7）3 

mLを加え、50 mL分液ロートに移した後、ジクロロメタン 3 mLづつで 2回抽出する。無水

硫酸ナトリウムで脱水し、窒素ガスを吹き付けて 0.5 mLまで濃縮したものを試料液とする。 

 

（３）空試験液の調製 

（ア）水質試料、底質試料及び生物試料 

 試料と同量の精製水を用いて「（１）前処理」及び「（２）試料液の調製」の項に従って

操作をして得られた試料液を空試験液とする。 

 

（４）添加回収試験液の調製 

 水質試料 100 mL、底質試料 10 g及び生物試料 1 gに各対象物質を検出限界の 5～10倍量

を水溶液で添加し、充分混合した後、「（１）前処理」及び「（２）試料液の調製」に従っ

て操作を行い、得られた試験液を添加回収試験液とする。 
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（５）標準液の調製 

 NTA・2Naの 100 µg/mL水溶液を調製する。 

 

（６）測定 

（ア）GC/MS測定条件 

 (a) GC 

・カラム：溶融シリカキャピラリーカラム（25 m×0.32 mm 0.52 µm film thickness） 

・液相：5% フェニルメチルシリコン 

・カラム温度：70℃（2分）→15℃／分→300℃（10分） 

・注入口温度：250℃ 

・注入法：スプリットレス法（2分後パージ、2 µL注入） 

・キャリアーガス：He カラムヘッド圧 7.5psi 

・インターフェース温度：250℃ 

 

 (b) MS 

・イオン化法：EI Positive 

・イオン化エネルギー：70 eV 

・イオン源温度：250℃ 

・イオン化電流：300 µA 

・検出モード：SIM 

 

 (c) 測定イオン 

 対象物質、CyDTA及び内標準物質の測定イオンを表 1に示す（注 11）。 

 

（イ）検量線 

 標準液（10 µg/mL水溶液）を 0～500 µLの範囲で段階的に採り（注 12）、CyDTA溶液

50 µL（注 4）を加え、加熱しながら窒素ガスを吹き付けて蒸発乾固する。以下「（２）試

料液の調製」の項に従って操作をして得た試料液を GC/MS に注入し、標準物質と内標準

とのピーク面積比から検量線を作成する。 
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表 1 対象物質、サロゲート物質及び内標準物質の測定イオン 

  測定イオン  
 化合物名  定量用  確認用  
 NTA 233 174 
 CyDTA 402  
 フェナンスレン -d10 188  

 

（ウ）試料液の測定 

 検量線作成後、空試験液、測定用試験液及び添加回収試験液を注入して測定を行う。一

定時間毎に検量線用の中間濃度の試料液を注入し、期待値の 20%以内の変動であることを

確認する。もし、20%を越えていれば GC/MSを再調整後、検量線を作成し直して測定を再

開する。 

 

７．同定、定量及び計算 

（１）同定 

 対象物質の定量イオン及び確認イオンのピークが予想保持時間と±5 秒以内に出現し、

確認イオンと定量イオンのピーク強度比が予想値と±20%以内の差で合っていれば、物質

が存在していると見なす。 

 

（２）定量及び計算 

 得られた対象物質と内標準（注 13）とのピーク面積比から検量線により検出量を求める。

次に検出量、分析した試料量等から、次式により試料中の濃度を計算する（注 14）。 

 

                                                1 
水質試料濃度（µg/L）＝ 検出量（µg）    ×                     × 換算係数  

                                             試料量（L） 
 
                                                  1 
底質・生物試料濃度（µg/kg）＝ 検出量（µg）×                 × 換算係数  

                                               試料量（kg） 
 
                          NTA（191.1） 
フリー体への換算係数＝                       = 0.813 

                        NTA・2Na（235.1） 
 
         （ここでの検出量とは試料液中に存在する対象物質の全量である。） 
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８ 分析精度管理 

 本マニュアルの「Ⅱ．分析精度管理」に従い、標準作業手順を設定し、器具・装置の性

能評価と維持管理を徹底し、その結果を記録しなければならない。 

 

９ 注意事項 

 サロゲートとして添加したCyDTAにより定量するとやや過大に定量され、またGCの保

持時間が離れすぎているため変動係数が大きくなるため、内標準のフェナンスレン-d10に

より定量する（注 15）。CyDTAは回収や誘導体化反応がうまくいっているかの判断に使用

する。 

 なお、本分析法はエチレンジアミン四酢酸（EDTA）「要調査項目等調査マニュアル 平

成 12年度版」と全く同じであり、従って本法により EDTAも同時に定量できる。 

 

（注 1） 使用する水については本分析法により定量を行い、使用の可否について検討して

おくこと。 

（注 2） ロータリーエバポレーターには必ず逆流止めを付けること。また、前使用者が有

機溶媒の濃縮に使用し、溶媒溜に有機溶媒が入っている場合は蒸気圧のため、水

の濃縮が困難となる。必ず残っている有機溶媒を除去して使用すること。 

（注 3） EDTAを同時定量する場合、実験室で使用している洗剤には EDTAが配合されて

いるものが有り、洗浄後は充分蒸留水で洗浄すること。事前に 0.1 mLの洗剤を

乾固し、本法の誘導体化を行い EDTA添加の有無を確認しておくと良い。 

（注 4） EDTA同時定量時、サロゲート（EDTA-d12）を使用する場合は添加しなくてよい。

またその場合、定量はサロゲートを内標準として行う。サロゲートを使用しない

場合は、CyDTAは分析がうまくいっているかの判断に使う。 

（注 5） ロータリーエバポレーターの湯浴の温度はコントロールする必要は無い。可能な

限り高くして濃縮速度を速めること。但し突沸しない程度の温度にすること。 

  検体数が多く時間がかかる場合は、試料水を 200 mL容ビーカーに入れホット

プレート上で濃縮してもよい。（ホットプレートの温度にもよるが 2.5 時間程度

で濃縮できる。水が無くなった状態で加熱を続け焦げ付かさないように注意する

こと。 

  なお、本法は海水については適用出来ない。塩が大量に析出し分析が困難であ
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る。 

（注 6） 乾固は充分に行う。水分が残っていると誘導体化反応が完全に進行しない。また

窒素の吹き付けを続けても EDTA が揮散する心配は無い（加熱しながら数時間

も行うと揮散のおそれがあるので乾固後数分程度にとどめること）。乾固したと

きに残さがある場合は窒素ガスの吹き付けをゆるやかに行い残さを吹き飛ばさ

ないように注意すること。 

  検体数が多い場合は、濃縮した試料水を 10 mL容 KD濃縮管に入れ、130℃程

度にセットされた恒温乾燥器内にセットすれば 3時間程度で乾固できる。一夜放

置して置いても揮散により回収率が低下することは無い。 

（注 7） アルカリ性で遠心分離しても水層はわずかに濁っている場合がある。酸性にして

再度遠心分離を行うと透明になる。 

（注 8） 移し替える時、静かにすること。沈殿物を入れないようにすること。 

（注 9） 生物試料の乾固は、ヘアードライヤーで加熱しながら、残さが褐色になるまで完

全に行う。この乾固が不十分な場合、誘導体化反応が完全に進行しない。また、

ジクロロメタン抽出時に水層と分離しにくい。 

（注 10） 圧力がかかるので堅く栓をし、ストッパーで止めておくこと。 

（注 11） EDTA同時定量時にはピーク強度の大きい m/z 174を使用するが、妨害があれば

他の m/z 289又は 348を使用する。 

  CyDTAを内標準としての定量もできるが、添加回収実験の結果、回収率が

100%を越える結果が得られたのでフェナンスレン-d10を内標準として定量する

こととした。 

（注 12） 検量線の濃度範囲は、使用する GC/MSの感度に応じて適宜変更してもよい。 

（注 13） EDTA定量時、サロゲートを使用した場合は対象物質とサロゲートのピーク面積

比から検量線により定量する。 

（注 14） 標準品として Na塩や水和物を使用しているため、遊離体の無水物濃度に換算す

るため、換算係数を乗じる。 

（注 15） 本法に於ける底質からの回収率はやや悪く 50%程度であった。底質試料の場合

のみ CyDTAにより定量すれば、見かけ上 90%程度の回収率が得られる。 

 

（備考 1）ここに示す商品は、このマニュアルの使用者の便宜上、一般に入手できるもの
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及び本分析法開発に使用したものを例示したが、これを推奨するものではない。

これと同等または同等以上の品質・性能のものを用いても良い。 
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分析法フローチャート 

 

 水質試料 

 

   試料 100 mL  CyDTA 添加  
  
   濃縮  ＊  ロータリーエバポレーター  
  約 2 mL 
  
   乾固  窒素気流  
  
   誘導体化（メチル化）  BF3-MeOH  1 mL 
  80℃  30 min 
  
   内標準添加・抽出   フェナンスレン -d10

  緩衝液 3 mL 
  ジクロロメタン 3 mL×2 
  
   脱水  無水硫酸ナトリウム  
  
   濃縮  窒素気流  
  
   GC/MS-SIM  
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 底質試料 

 

   試料 10 g  CyDTA 添加  
  
   抽出  水 30 mL 
  （ pH 9～ 12）  
  超音波 10 min 
  
   遠心分離  3,000 rpm  10 min 
  
   水層採取  4M-HCOOH で  pH 2.5 に  
  
   再遠心分離  ＊＊  3,000 rpm  10 min 
  
   以下水質試料の＊へ   

 

 

 

 

 

 生物試料  

 

   試料 1 g  CyDTA 添加  
  
   抽出  水 30 mL 
  （ pH 9～ 12）  
  ホモジナイザー  
  
   遠心分離  3,000 rpm 10 min 
  
   水層採取  4M-HCOOH で pH 2.5 に  
  
   以下底質試料の＊＊へ   
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