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はじめに

昭和53年度に環境庁が実施した「化学物質に関する の結果の中に、非イオン界面活性

剤の一種であるポリオキシエチレン・アルキル・フェニJレ・エーテルは分解性が不良で、広い地域

の水質および底質から検出されているという報告かあり、水性動植物への影秤や哺乳動物への濃縮

性の有無に関する確認の必要性か示されている。このような背景をふまえて．滝沢らは環境庁の委

西研究として、この難分解性物質について小動物を対象とした消化管吸収およびその落梢性に関し

た調杏研究を行った。この調資研究に際し、実験動物中の本物質の化学分析を秋田県公害技術

センターが分担したが、生体試料の分析法は文献上未知であり、その確立のためにさまざまな検討

を要した。この分析法の検吋過程で得られた知見および実際に実験動物試料に適用した方法につい

てここに報告する。

1 底質試料分析法の応用

沼田ら 1)しま底質試料巾の非イオン界曲活性剤の分析社、として図ー］に示す方法を提案している。

そこでこの条付を標準添加生体試料に応用し、回収率を求めた上で実川可能か判断することにし

た。

く実験＞

装 硲 日立分光光良け 139型（ガラスセル::io1nm)

標吼液

ホリオキシエチレン・ノニル・フ」ーノール・エーテル（商品名：花王アトラス kk、エマ）レケン

909、酸化エチレン付加モル数 9.00、構応式：図ー 2) 5りを秤取し、メチ）レアルコールて定容

500ndとする。これを迎直メチルアルコールて沿釈して叫定川標吼溶液とすろ。なお、添加回収

実験用椋準はこの椋I{＇［高夜を使川した。

<>・ や や ー 一 ～
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図ー 1 底質試料分析フローチャート

一般試薬

チオシアン酸コバルトアンモニウム試薬

チオシアン酸アンモニウム（特級） 620flと硝酸コバルト（特級） 280flを水に溶加して 1f 

とする。ヘンゼン約50叫で 2回抽出し、不純物を除去してから使用する。

シリカゲル

カラムクロマトグラフィー用ワコーゲルS-1を 130℃で 3時間加熱し、活性化したものを使

用する。

陽イオン交換樹脂

ダウエックス50W-X4、20~50メッシュ H型 500叫を 5粥塩酸を満たし底部にグラスウール

をつめたカラムに流し込み充填する。 2.5fの 5粥塩酸を 2m[/mInの流辿で訛し、 1五j枇に顧次 5

%Naef 2.5 f、 5，％塩酸 2.5£、 5，彩NaCf 2.5£ 、 5，冨温酸 2.5Rて処理後、粘製水を通し

て流出水が中性になるまで洗浄する。これを水を満たしたビーカー中に保存し、 使用に際して

は一定量をカラムに取りメタノールを流してアルコール系に置換する。
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陰イオン交換樹脂

ダウエックス 1-X 8、50~100メッシュ Cl型 500叫を 5% NaOHの入ったカラムに充填し

た後、 5.%NaOH、 5.%(NH心心04、 5.%HCl、5.%(NHり 2so~ 、 5 充 NaOH の順に各

々2.5t流し、最後に流出水か中件となるまで水洗する。以下前記同様に処理する。

その他の試薬

すべて試薬特級を使用した。

動物試料

マウスホモジネートを油結乾燥したものを使用した。

法

マウス凍結乾燥試料に標準物質をJ,000四1添加してメチルア）レコールにより24時間ソックス

レー抽出し、抽出後メチルアルコールを減圧下留去した残直について沼田らの方法を参考として

糾み立てた図ー 3に示すフローチャートに従って処理し、定凧を試みた。なお、シリカケルカラ

ムクロマトクラフィーの流出液については、 TLCをCHCl:J:メチルアルコール＝15:]で展

聞後卜‘ラーゲントルフ試薬の噴祝によるオレンジ色の発色で椋乱物質のスポットをチェソクした）

く結 果＞

結果を表ー！に示す。

く考 察＞

検贔線によると1,000μりに対応する吸光度は 0.240付近であるか、標準1,00011[}添加試料の場

合はそれをはかるに上回り、検い線の庫悼囲を越えていた。半純に外そうとしたとしても平均回収率

は285％程度となる。この過大値を与えた原因として、チオンアンコハルトアンモニウム試染によ

る発色の際に内緑色の沈殿か生成し、これか抽出採作によってヘンセン屈に溶解したことか考えら

れた。チオシアン酸コハルトアンモニウム比色法における青色沈殿の原因物質としてはカチオン界

2) 
面（古性剖か知られている。 そこでイオン交換樹指カラムの延長を{[って同様の実験を試みたか改

善はみられなかった。また、シリカケルカラムクロマトクラフィーの役り返し 溶媒系の変更等の

検討も加えたか、小数例を除いて大部分は過大値をりえハラッキも大きかった。

I ¥. 
／ ＼ 

C 9 H 19三／口¥¥〉―0 (C出 40),H

＼，＼口／／

図•- 2 ポリオキシエチレン・ノニル・フェノール・エーテルU)構追式
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凍結乾燥試料

ソック贔贔呵抽出 1 メタノール］00叫

減圧濃縮
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図ー 3 底質試料分析法の生体試料への応／廿

表ー 1 底質試料分析法の応用結果

標準物質 ーI・ 吸光度 1試料No. 吸 光 度
(μり） （620nm) (620nm) 

-..▼  

゜ ゜
1 0. 7 40 

400 I i 
0.0り4 2 0.640 

soo I 0. 1 9 3 1 3 0.5 Iり

I 
1. 2 00 0.28:i 4 1.14砂

1.6 oo I 0.377 5 0.51 2 
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2 Rosenの方法の検討

上の実験結果から、過大値をもたらす原因は生体内の非イオン性物質、すなわちある種の脂質

であろうと考えられた。

Roser.3)は鉱油・綿実油などの非イオン性物質と数種類の非イオン界面活性剤より成る混合

物から、シリカゲルカラムクロマトグラフィーと 7祠類の溶媒系を用いてこれらを相互に分離、

定量している。この方法にならって、前と同様に標準添加しソックスレー抽出後メチルアルコー

ルを留去した残演について図ー 4のフロチャートに従い分析を試みた。しかしこの方法も再現性

か悪く、ルーチン化することは無理と考えた。

3 アルカリケン化条件における

安定性

1および 2の検討より、ソック

スレー抽出後に直接シリカゲルカ

ラムクロマトグラフィーでクリー

ンアップすることは困難であると

判断し、妨害物質が脂笠である場

合の前処理としてアルカリケン化

を考えた。そこでまずケン化条件

における標吼物質の安定性を確認

する目的で、次のような実験を行

った。

く実験＞

装附・試薬・標準溶液

1の実験に準じた。

方法

標準物質 1,000μ9を図ー 5に示

したフローザャートに従って処旺

し、 1の実験と同様にチオシアン

屎結屹燥試料

ソックスレー抽出
メタノール 100叫

24時間

減 圧 濃 縮

I クロロホルム 3叫

シリカゲルカラムクロマトグラフィー

①クロロホルム 70叫
②クロロホルムーエチルエーテ）レ

(99: l) 100叫

Rクロロホルムーエチルエーテル

(1 : l) 70祠

④クロロオJレムーアセトン

(]:])80叫

⑤クロロポレムーメタノール

(19: l) lOOmfで溶出

減仕濃縮

Iメタノール2叫

陽イオン・ 1竺イオン交換樹脂カラム

Iメタノール100叫で流出

減 圧 濃 縮

| 
発 色

抽出

I 
吸光光度法 620nm(30疇セル）

図ー 4.Rosenの方怯0)応用

酸コバルトアンモニウム試薬で発色させ定量して回収率を求めた。

＜結果＞

定贔値・回収率を表ー 2に示す r)
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標準化合物

遠流3時間

減圧

1,000 μf) 

メタノール 45叫

JON KOH 5叫

濃 縮

蒸留水 100叫

塩化ナトリウム409 
ベンゼン30叫

r—
層水

7]: 
（分配） □□ 

ベンゼン層

減庄涙縮

| 
発 色

| 
ベンゼン廿l1出

I 
吸光度刷定

620 nm 

図ー 5 ケン化処理と標準物質の回収

表ー 2 ケン化条件における回収率

|¥濯 R (μ9) 
0n-1 

C. V. (%) n ヌ(μf})
伍9)添り口量＼、＼、

i — トー→

1り！6 1.023 
1,003~ 

1.5 1,000119 
1,04ti 

102鸞
100~ 

回収冷＜
104鋼

く考 察＞

回収率平均が 102 ，％であり、 C~ V.(%)が1.5であることからこの標準化合物がケン化条件で

女定であり、かつ塩析剤の存在下でアルカリ溶液からきわめてよくヘンゼンに抽出されることを確

認できた。

4. ケン化を前処理とした添加回収実験

3の実験によって標淵物質(J)ポリオキ、ンエチレン.J二Jレ・フェノール・エーテJレカゞアルカリ

ケン化条件においても安定であると判断したのて、前と同様に動’11/)晶料に漂準（ふ加をィ」い、ケン
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化処理によって妨害物質が分解しかつクリーンアップ操作により除去可能か否か検討することに

した。

く実験＞

・梗準溶液

1の実験に準じた。

ソックスレー抽

出24時間

凍 料

メタノール］ 00叫

減汀濃縮

述流 3時間 メタノール15叫

I 
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減圧濃縮

蒸招水 100叫

塩化ナトリウム409
ベンゼン30叫

水妍 （分配） ヘンセン屈

山 収：／n青l

J ベンゼン'3(lm£ I 
I -― I 

水屈 （分配） ヘンセンIt'l

図ー 6 生体試料分析法フローチャート

動物試料

1の丈験に同じ

方法

ベンゼ

1 無水硫酸ナトリウム 2g 
ろ過

| 

減 圧 設 縮

屈和

I 

クロロホ）レム 2叫

メタノー）レ 2咸
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戚圧乾固

I 
か ぎ 取 り

シリカケルカラム シリカゲル 4,59 

I クロロホルム l()0叫で洗浄

l クロロホルム (19: l)で溶出

咸圧濃縮

メタノール 2m£ 

陽イオンI賢イオン交換クロマト

I メタノール 100叫て流出

戚圧農縮

発 色

抽！1ー：

I 
吸光兄度広 620 nm 

（了］071切I-I"）レ）

1の実験1可様に椋鳴物買］，000/1りを1忍］Jllした動物晶i'tをメー）ー）レア）レコー）レて24時閏ソyクス

レー抽出し、アルカリケン化処即後ベンセン仙出をりし＼、り 1続ぎ、／リカケルカラムクロマ 1、ク

ラフィー・イオン交模クロマトクラフィーによりクリーンアノフをりぅJ次し＼てチオンアン酸

コハルトアンモニウム比色法により定！丘をいったり （図ー(i参照）
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＜結果＞

定量値・回収率を表ー 3に示す。

表ー 3 標準添加凍結乾燥試料における回収率

I 
X R (μ'}) Iり1ー］ （砂） ：c. v. （吟n 

(μrJ 

8 I 1.01 4 
868~ 

1、136
106 1 0.4 

101粥 I
87~ I 

114.% 

＜考察＞

回収率平均： 101%;c. v. （粥） ：10.4の数値が示すように過大値は生じておらず、回収率

も満足できるものである。また実際にチオ、ンアン酸コバルトアンモニウムによって発色した時点で

も青緑色の沈殿は生じなかった。すなわち図ー 6のフローチャートにおけるケン化処理条件で妨害

物質が完全に分解され、その後のクリーンアップ操作によって分解生成物と標準物質を分離できた

ものと判断し、実際の試料に応）1Jすることにした。

5 投与実験動物への応用

旅沢らは11Ili乳動物における非イオン界面活性斉1jポリオキシエチレン・アルキル・フェニル・エ

ーテルの吸収・蓄積性を検討することを目的として次のような実験を計両した

＜吸収実験＞

ボリオキシエチレン・ノニル・フェノー）レ・エーテJレ1.5叩／匹をマウス胃I人］に没与後、 1、

3、 5、 8、24時間における体内（消化管・尾部・じ皮を1除く）浅存量を各訂 4匹［こついて測定

する，

＜蓄積実験＞

上記物質1.5mg／匹／日をマウス胃内に連日投与し、 1、 3、 7、14、21、28日後における体

内（消化管、尾部、毛皮を除く）蓄積量を各群 4匹について測定する。

上の実験に使用した動物のホモジネート凍結乾燥試料に図ー 6の方法をそのまま応用して分析

を行った。この結果、投与後 1時間群の 1匹にのみ 460μgか検出されたか、その他はすべて本

比色分析法の定量限界 200μg（吸光度 0.05に相当）を下回った（図ー 7参照）
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図ー 7 検量線

6 まとめ

生体試料中の非イオン界面活性剤ポリオキ、ンエチレン・アルキル・フェニ・ル・エーテルの分析

法を確立するために、当初、標準添加動物試料について沼田らの底質試料の分析法にならいシリ

カゲルカラムクロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィーを用いてクリーンアップした

後、チオシアン酸コバルトアンモニウム比色法により定誠し回収率を求めた。しかし爽雑物質に

よるプラスの妨害を受け数倍の高値を与えた。そこで、この妨害をイオン交換カラムの延長・シ

リカゲルカラムクロマトグラフィーの繰り返し・溶媒系の変更等によって除去することを検討し

たが、好結果を得ることi』できなかった。非イオン性物質と非イオン界面活竹剤との混合物から

これらを相互に分離する Rosenの方法も応用してみたがルーチン化は無理であった。この爽雑物

が比較的低極性の溶媒系によって目的物質と共に流出することから我々はこれを脂質の一種と考

え、目的物質のアルカリに対する安定性を確忍した上でケン化処理による妨害物質の分解を試み、

クリーアップ操作後に比色定量を行って好結果を得た。実試料にこの方法を応用したところ、濃

度がチオシアン酸コバルトアンモニウム比色法の定量下限に満たなかったため、そのほほんどが

不検出となったがここで我々か検討した方法（図ー 6) を前処理として、定昂段階で比色法より

も感度の良い方怯、例えは高速液体クロマトクラフィーによる方法あるいは Kadujiと Stead4) 

が報告している HBr分解ーガスクロマトグラフィ一定量法などを用いれば低濃度の生体試料の

分析も充分可能と考える。
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