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外因性内分泌撹乱化学物質の分析法に関する検討（その２）
環境水におけるベンゾフェノン，ベンゾ〔 〕ピレンa
及び４ ニトロトルエンの同時分析法について-

１ １ １ １ １ １川井仁之 ，田崎和子 ，中川和子 ，吉川俊一 ，吉田宏三 ，寺井洋一

Studies on the analytical method of endocrine disrupters ( );Ⅱ

Simultaneous analysis of benzofenone, benzo(a)pyrene and 4-nitrotoluene in water

, , ,Masayuki K Kazuko T Kazuko NAWAI AZAKI AKAGAWA
OSHIKAWA OSHIDA ERAIShinichi Y Kozo Y Yoichi T, ,

,Abstract：The solid-phase extraction is generally applied for the simultaneous analysis of benzofenone
benzo a pyrene and -nitrotoluene in water samples In the procedure our extraction method using( ) 4 . ,

SDB-XC disk with % acetone-hexane solution was found to obtain the highest recovery ratio for these20

substances The impurity in the silica gel interfering with benzofenone determination was removed by.

washing silica gel with % acetone-hexane solution Thus the solid-phase extraction has been shown to20 . ,

have the advantage of shortening the analysis time as well as preventing possible photodegradation of,

( ) .benzo a pyrene occurring during the solvent extraction process

環境ホルモン ，ベンゾフェノン ，Key words： Endcrine disrupters benzofenone
a benzo a pyrene - -nitrotolueneベンゾ〔 〕ピレン ( ) ，4 ニトロトルエン 4

Ⅰ はじめに

ベンゾフェノンは医薬品原料，ベンゾ〔 〕ピレンは石a

油・石炭などの燃焼過程での非意図的生成物，４ ニトロ-

トルエンは有機合成や染料に用いられる２,４ ジニトロト-

ルエンなどの合成中間体として存在する外因性内分泌撹乱

化学物質（環境ホルモン）である。これらの物質は，環境

ホルモン実態調査の対象項目に指定されており，環境ホル

モン暫定マニュアルには，溶媒抽出法を用いた同時分析法

が紹介されている 。しかし，溶媒抽出法による分析は，１）

有機溶媒の使用量が多く，操作に時間を要する。そこで，

近年，溶媒使用量が少なく，かつ操作が簡便な固相抽出法

による同時分析法が用いられるようになってきている。一

方，試料中に夾雑物が多い場合は，市販固相シリカゲルな

どでクリーンアップを行った後 分析を行っていGC/MS

る。先に我々は，この操作においてベンゾフェノン定量妨

害物質がシリカゲルから溶出し，また，ベンゾ〔 〕ピレa

ンの回収率が低いことを報告した 。そこで，ベンゾフェ２）

ノン，ベンゾ〔 〕ピレン及び４ ニトロトルエンの同時分a -

析を目的として，固相抽出法及びシリカゲルによるクリー

ンアップ処理法を検討したので報告する。

京都市衛生公害研究所 環境部門１

Ⅱ 方法

１．試薬・標準品

a -ベンゾフェノン標準品，ベンゾ〔 〕ピレン標準品，４

ニトロトルエン標準品及びフルオランテン- 10標準品は，d

。 ，和光純薬製環境分析用試薬を用いた 固相用シリカゲルは

社製固相抽出用充填剤 - を使用しVARIAN BONDESIL SI

た。固相抽出には， 社製ガラス カートリGL Sciences SPE

ッジキットを用いた。

２． 分析条件GC/MS

「外因性内分泌撹乱化学物質の分析法に関する検討（その

１ 」と同条件）

３．定量イオン（参照イオン）

ベンゾフェノン：182（105）

ベンゾ〔 〕ピレン：252a

４-ニトロトルエン：137（91）

フルオランテン- 10：212d

Ⅲ 結果及び考察

１．固相抽出法の検討

１）固相の選択

M SDB-XCディスク型固相として3 製エムポアディスク

と 18，カートリッジ型固相としてウォーターズ製C
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ベンゾ〔a〕ピレン

～
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２と を使用した。ベンゾフェSep-Pak PS- Oasis HLB Plus

a - ppmノン，ベンゾ〔 〕ピレン，４ ニトロトルエンの0.1

混合標準液1 を精製水1 に添加したものを試料とし，mL L

それぞれの固相に吸着させた後，ヘキサン，アセトン，酢

酸エチル各20 で溶出させ，回収率を比較した。表１にmL

それぞれの回収率を示す。ベンゾフェノンにおいては，こ

れら４種類の固相においていずれの溶出溶媒を使用した際

にも60％以上の回収率を得ることができた。しかし，ベン

ゾ〔 〕ピレンにおいては， 18， ２及び をa C PS- HLB Plus

使用した場合， に比較して，これら３物質の回収SDB-XC

率が悪く，ばらつきも大きかったため，抽出用固相として

が最適であることがわかった。SDB-XC

２）ディスク型固相 からの溶出法の検討SDB-XC

0.1 混合標準液1 を精製水1 に添加したものをppm mL L

， 。試料とし これをディスク型固相 に吸着させたSDB-XC

これをアセトン比率が１，５，10，20，30％であるアセト

ン－ヘキサン溶液10 で溶出させ，回収率を検討した。mL

， ， ，その結果 図１に示すように アセトン比率の増加に伴い

回収率は緩やかな増加傾向が認められ，特にベンゾ〔 〕a

ピレンの回収率はアセトン比率の影響を受けやすいことが

わかった。また，アセトン比率が20％以上で３物質とも良

好な回収率が得られたが，30％アセトン－ヘキサン溶液で

溶出させたものを 分析するとベースラインのノイGC/MS

ズが他に比較して大きくなる傾向が認められた。従って，

溶出溶媒として20％アセトン－ヘキサン溶液が最適である

と考えられた。

図１ ディスク型固相SDB-XCからの回収
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２．シリカゲルによるクリーンアップ法の検討

１）シリカゲルの妨害物質除去方法の検討

固相用シリカゲルを用いてブランク試料をクリーンアッ

プすると，ベンゾフェノン標準と保持時間及び定量イオン

／参照イオン面積比がほぼ同じであるベンゾフェノン定量

妨害物質が溶出し，ベンゾフェノンの定量に影響を与える

ことを我々は先に報告した 。また，その妨害物質はシリ２）

カゲル容器ラベル由来であり，常温下であっても経時的に

シリカゲルを汚染することを「外因性内分泌撹乱化学物質

の分析法に関する検討（その１ 」で報告した。そこで，）

まず，シリカゲルからベンゾフェノン定量妨害物質を除去

するため，以下の検討を行った。

mL１，５，10，20，30％のアセトン－ヘキサン溶液20

シリカゲル5 を洗浄し妨害物質の溶出を検討した。そのg

結果，図２－１に示すように，妨害物質はアセトン ヘキ/

サン比が10％以上で溶出し始め，20％と30％では明らかな

差は認められなかった。更に前述の１～30％アセトン－ヘ

キサン溶液で洗浄したシリカゲルを20％アセトン－ヘキサ

ン溶液20 で溶出させた。その結果，図２－２に示すよmL

うに，洗浄溶液のアセトン ヘキサン比が20％以上で妨害/

物質は検出されなかった。従って，20％アセトン－ヘキサ

ン溶液20 でクリーニングすることにより，シリカゲルmL

５ から妨害物質は除去されることがわかった。g

図２ 洗浄溶媒と妨害物質溶出との関係
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表１ 固相抽出ディスクの検討
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２）ヘキサン置換量とベンゾ〔 〕ピレン損失率a

シリカゲルにアセトンが残存することによって，ベンゾ

〔 〕ピレンの回収率が悪くなることが経験されたので，a

シリカゲルのヘキサン置換量とベンゾ〔 〕ピレン損失率a

mLとの関係を検討した。20％アセトン－ヘキサン溶液20

で洗浄し妨害物質除去したシリカゲルをヘキサン０，２，

５，10，20 で再洗浄し，0.1 混合標準液をシリカmL ppm

ゲルに負荷し回収率を比較した。その結果，図３に示すよ

うに，ヘキサン置換量の増加に伴い，ベンゾ〔 〕ピレンa

の損失は小さくなり，10 以上のヘキサンでシリカゲルmL

を置換することにより，ベンゾ〔 〕ピレンの損失はなくa

なることが認められた。

図３ ヘキサン置換量とベンゾ〔a〕ピレン損失率

３）クリーンアップ用シリカゲルからの溶出法の検討

， ， ，0.1 混合標準液1 をシリカゲルに負荷し １ ５ppm mL

， ， ，10 20％のアセトン－ヘキサン溶液 各10 で溶出させmL

回収率を比較した。その結果，図４に示すように，アセト

ン比率が高くなるにしたがって，各物質の回収率は高くな

る傾向があり，特にベンゾ〔 〕ピレンはアセトン比率増a

加の影響を受けやすいことがわかった。アセトン比率が20

％でいずれの物質も良好な回収率が得られた。

図４ シリカゲルからの回収
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回収率(%) CV(%)

65.0

93.2

110.3
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【固相抽出法】 【溶媒抽出法】

水試料1 L 水試料1 L

←サロゲート物質

固相抽出
(Empore Disk SDB-XC)

←NaCl 50 g

液/液振とう抽出

ヘキサン層

減圧濃縮 5 mL

N2濃縮 0.5 mL ＋ 内標準物質 0.5 mL

GC/MS測定

GF/Cろ過

←溶出
20%アセトン-
ヘキサン 10mL

･脱水

クリーンアップ処理

←サロゲート物質

GF/Cろ過

N2濃縮 1 mL（前処理
液）

←溶出
20%アセトン-ヘキサン 10mL

ヘキサン100mL×2，
5min

20%アセトン-ヘキサン，
ヘキサン 各20mL

シリカゲル
（Bondesil-Si 5 g）

←洗浄 ヘキサン 10mL

３．固相抽出法の評価

以上の検討に基づき作成した固相抽出法と従来の溶媒抽

出法を図５に示す。

図５ 分析法フローチャート

１）蒸留水を用いた評価

ベンゾフェノン，ベンゾ〔 〕ピレン，４ ニトロトルエa -

ppm ppmンの混合標準液0.1 と各サロゲートの混合液0.05

をそれぞれ1 ずつ精製水1 に添加し，固相抽出法と溶mL L

媒抽出法それぞれの方法で回収試験を行った。その結果，

表２に示すように，ベンゾフェノン，ベンゾ〔 〕ピレンa

においてはいずれの方法においても良好な回収率が得られ

た。しかし，４ ニトロトルエンにおいては，固相抽出法-

が溶媒抽出法に比べて回収率は高くなることがわかった。

これら３物質の同時分析には固相抽出法が有効であると

考える。

表２ 蒸留水試料による固相抽出法の評価

( 3)N=
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化合物

ﾍﾞﾝｿﾞ〔a〕ﾋﾟﾚﾝ

4.279.4

6.683.5

3.693.5

河川A

CV(%)回収率
(%)

4‐ﾆﾄﾛﾄﾙｴﾝ

ﾍﾞﾝｿﾞﾌｪﾉﾝ

12.674.8

5.677.6

4.283.6

河川B

pH 8.42
SS 1.3mg/L

CV(%)回収率
(%)

pH 8.08
SS 2.4mg/L

4.173.1

5.079.4

9.894.2

河川C

CV(%)回収率
(%)

pH 8.51
SS 4.9mg/L

２）河川水試料を用いた評価

浮遊懸濁物（ ）が1.3，2.4，4.9 である３種類SS mg/L

の河川水試料を検体とし，各検体1 に0.1 混合標準液L ppm

を1 添加し，固相抽出法の回収率を検討した。その結mL

果，表３に示すように，回収率は の影響はあまり受けSS

ず，いずれの試料においても回収率は良好であることがわ

かった。

表３ 河川水試料による固相抽出法の評価

( 3)N=

Ⅳ まとめ

固相抽出法を検討した結果，抽出用固相はディスク型固

相 ，溶出溶媒は20％アセトン－ヘキサンの条件でSDB-XC

３物質について良好な回収率が得られた。また，クリーン

アップ法を検討した結果，シリカゲル5 を20％アセトンg

－ヘキサン10 で洗浄することによりベンゾフェノン定mL

量妨害物質を除去でき，そのシリカゲルを10 のヘキサｍL

ンで再洗浄してアセトンを除去することにより，良好な回

収率が得られた。蒸留水及び河川水を試料として添加回収

試験を行い，今回検討した固相抽出法を評価した結果，い

ずれの試料においても良好な結果を得られたが，今後検体

数を増やして更に評価する必要があると考える。
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