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1.　目的
非イオン性界面活性剤であるノニルフェノールポリエトキシレート（NPnEO）の分解産物であるノニルフェノール（NP），ノニルフェノキシカルボン酸（NPnEC）は内分泌撹乱作用が疑われている。

そこで，これらの物質を分離可能なHPLC用カラム（Shodex RSpak SS-50）を開発し，報告した１）。SS-50カラムには，ポリビニルアルコール系ハードゲルに第４級アンモニウム基を導入した充てん剤を採用しており，イオン交換モードに逆相を加味した条件でNPnECのベースライン分離が可能になった。その結果，LC/MS分析だけでなく，蛍光検出によるNPnECの高感度測定への可能性が生まれた。しかし，実試料中には蛍光を発する物質が多いため，グラファイトカーボンを用いた試料の前処理法２）では測定上妨害となる蛍光物質とNPnECの分別が難しく，NPnEC の定量は困難であった。　　　

本研究では，迅速で簡便な実試料の前処理方法を検討し，NPnECのHPLC／蛍光測定に適用したので報告する。

２． 方法

２．１ 試薬／測定条件

　NPnEO，NP，NPnECを添加した純水および河川水を前処理後，HPLC／蛍光測定した。測定条件はTable 1 に示す。

[image: image1.wmf]   Spiked concentration ; 12

µ

g/L each

 

n

 

Recovery

 

S.D.

 

-

 

%

 

%

 

NP

 

3

 

EC

 

4

 

100.5

 

7.2

 

NP

 

2

 

EC

 

4

 

100.8

 

4.8

 

NP

 

1

 

EC

 

4

 

106.0

 

3.8

 

Table 2  Recoveries of spiked NPnEC

 

in purified water

 


　試薬には，NPnEC（n＝1, 2, 3,林純薬工業），4-n-NP（林純薬工業），NPnEO (n≒10，東京化成)を用いた（構造式はFig. 1参照）。その他の試薬は，特級もしくはHPLC用グレードを用いた。

２．２　前処理方法

　液液抽出ならびに，固相抽出カートリッジ（SPE）には活性炭素繊維（200mg），PS-2（265mg），CM（360mg），EDS-1（500mg）を検討した。

3． 結果

3．1 　測定系の検証
　0.1μg/mLから5.0μg/mLの NPnEC溶液を調製し，20μL注入時の検量線を作成した（Fig. 2）。 NP1EC，

NP2EC，NP3ECともに，よい直線性を示した。
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出下限は，S / N＝３の時に各々0.20，0.14，0.12μg/mL，またS / N＝10では 0.68，0.47，0.39μg/mLであり，測定系として必要な感度を満たしていることがわかった。

3．2   前処理方法の最適化

３．２．１　液液抽出

　アルカリ性に調製した試料溶液にヘキサンもしくは酢酸エチルを添加し，疎水性物質の除去を試みた。界面活性剤を含むためエマルジョンが形成され，水相と有機溶媒相の分離は困難であったが，遠心分離するとNPnEO， NPは有機溶媒相に分配され，NPnECは水相に分配されることがわかった。しかし，２相の完全分離はできなかった。

３．２．２　固相抽出

　活性炭素繊維やPS-2は疎水吸着による各種化学物質の吸着力に優れている。そこで，試料溶液をアルカリ性に調製することにより，溶解度の上がるNPnECをSPEから溶出させ，溶解度の下がる塩基性物質や中性物質をSPEに吸着させるというクリーンアップ効果を狙った。　

　しかし，NPnECの活性炭素繊維，PS-2への吸着を防ぐためには，試料溶液をアルカリ性にするだけでなく50％以上の有機溶媒が必要であった。50％以上の有機溶媒存在下では妨害成分のクリーンアップ効果は低いと判断し，活性炭素繊維，PS-2による検討を断念した。

　次に，活性炭素繊維やPS-2より疎水吸着力は弱いが，ある程度の疎水吸着力を期待でき，かつ酸性物質であるNPnECのイオン排除を促す基材としてNa型の強陽イオン交換樹脂（CM）を検討した。NH3 aq.を用いてアルカリ性に調製した試料溶液をCMに通水するとNPnEC はCMから溶出された。一方，NPnEO，NPの大部分はCMに吸着され，溶出されなかった（Fig. 3）。

　本法を実試料に適用する場合は，実試料中に存在する各種塩の影響により，CMからの溶出液は塩を含むアルカリ性溶液になると予想される。

[image: image5..pict]　そこで，CMから溶出されたNPnECの濃縮，精製には，親水性物質の保持に有効なShodex SPEC EDS-13) を検討した。EDS-1には，ポリＮ-ビニルアセトアミド含有親水性共重合体から成る充てん剤を採用している。充てん剤基材に存在するアミド構造と，親水性物質との間に水素結合が形成され，その結果，親水性物質が保持される。一方，充てん剤構造中のジビニルベンゼンはある程度，疎水吸着を支持するが，疎水性の大きな物質は破瓜しやすいという特徴をもっている。

　NH3 aq.もしくはNaOHを用いてアルカリ性に調製した試料溶液をEDS-1に通水すると，いずれの場合もNPnEC はEDS-1に保持された。さらに，NH3 aq.を用いてアルカリ性に調製した試料溶液に10mM NaClを加えた場合でも，NPnEC はEDS-1に保持された。したがって，NPnEC は充てん剤のアミド構造との間に形成された水素結合ならびにノニルフェノキシ構造に由来する疎水吸着によって，EDS-1に保持されたものと思われる。

　また，NPnECのEDS-1からの溶出には10mM トリエチルアミン（TEA）／メタノールが有効であった。NPnEC はTEAとイオンペアを形成して疎水性が上がり，有機溶媒による溶出が可能になったものと思われる。

　最適化した前処理方法をFig. 4に示す。

3．3 　純水への添加回収

[image: image6..pict][image: image7..pict][image: image8..pict]　CMとEDS-1は，メタノール10mLおよび純水10mLにてコンディショニングした。次にNH3 aq. を用いてpH9.9に調製した純水500mLにNPnEO，NP， NPnECを各々６μgずつ添加し，連結したCMとEDS-1に通水した。

  EDS-1を純水洗浄後，

10mM TEA／メタノー

ルによりNPnEC を溶出させた。NPnECはいずれも約100%の回収率を示した（Table 2）。

3．4 　河川水への添加回収

  NPnEO，NP，NPnECを河川水500mLに各々１μg

ずつ添加し，同様の処理を行った（Fig. 4）。いずれのNPnEC についても，94％～101％と良好な回収率が得られた（Table 3）。

4．  今後の方針

　本法を各種環境試料に適用すると同時に，LC/MS測定による定量値の確認を行い，HPLC／蛍光分析の測定精度を検証する予定である。
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Fig. 3  Recoveries from each SPE.
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Fig. 2  Calibration curves for NPnEC





Fig. 4  Sample preparation
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