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は　 じ　め　に

　ケイ ソ ウ土 （珪藻土，diatomaceous　earth ，　 diatomite）は，

藻類の ・
種で あ る珪藻の 殻の 化石で あ る．日本 で は珪 藻上

層を その ま ま 切り出して 整形 し，焼結 した七輪を始 め とし

て ，今11，ろ 過助剤や 触媒な ど幅広い 用途 に用 い ら れて い

る．ノ
ーベ ル 賞で 有名 な Alfred　Bernhard　Nobel が非常 に 不

安定 な液体 で あ る＝ トロ グ リセ リン を安全 に扱 うた め にケ

イ ソ ウ土粉末に 吸着さ せ て 使用 した こ とは 有名 な 話で あ る．

なお，ダ イナ マ イ トの 語源 は ダイ ア トマ イ ト（diatomite）と

も言われて い る．

　特 に，多孔性ケ イ ソ ウ土 は数 μm 以 下 の 細孔 が無数 に開

い て お り， 広大な表面積を有す る こ とか ら様々 な物質を保

持 ・固定化 す るた めの基材 （担体，support ） と して 注 目さ

れ て い る．主 成分 は二 酸化 ケ イ 素 （Sio2） で 化学的 に 浩性

が低 く安定 して い る こ とか ら，農薬の 残留分析分野 に おい

て も，試料 を精製す る た め の カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（column 。hromatography，以 ドCC ）用担体 と して 用 い られ

て い る
1−6），

　多孔性ケイ ソ ウ h　cc は，農薬取締法 に よる登録保留基

準の 試験法な ど
3・4）

に採用されて きて おり， 特 に，作物残

留試験を行 っ て い る分析者 に と っ て は なじみ深 い 手法 と考

え られ る．また，平成 9 年 に 厚生省 （現 ・厚生労働省） よ

り通知 され た 農産物中残留農薬の 迅速分析法
St

に も採用 さ

れて い る，迅速分析法は，農薬を有機塩素系農薬，有機 リ

ン系農薬，お よ び カーバ メート系農薬な どの グループに分

け，そ れ ぞ れ 異 な る選 択 検 出器 を装備 した ガ ス ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ー

（gas　chromatography ，　 GC ） また は 液体 ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ー

（liquidchromatography，　 LC） で測定するス クリー

ニ ン グ法で あ る．今で もそ の 手法に評価すべ き点は多 い が，

煩雑 さは 舎め な い．そ の 後 ， 食品に残留す る農薬等の ポ ジ

テ ィ ブ リス 1・制度 （平成 18年 5 月 29 日施行）の導入
ア〕

に

伴 い ，多孔性 ケ イ ソ ウ 土 CC を 用 い る こ と な く試料 を 調製

し， 質量分析計 （muss 　spectrometer ，
　 MS ）を装備した GC

また は LC で測定す る より効率的な
一

斉試験法
s）が通知 さ

れ て い る．ま た，昭 和 40〜50年代か ら技 術 を蓄積 して き た

団塊の 世代が残留分析の 第
一
線か ら退 き つ つ あ る．こ の た

め食品衛生法 に よる試験を行 っ て い る検査施設を始 め と し

て，多孔性ケ イ ソ ウ土 CC の 経験 を積ん で い る ス タ ッ フ は

少数に な りつ つ あ る もの と考え られ る．

　著者は，Il本の 厳格な ポ ジテ ィ ブ リス 1・制度 に 対応す る

試験法 を開発す る に あ た っ て ，分析上 の 問題点の 多 い 多成

分残留農薬を ジ ク ロ ロ メ タ ンな どの 塩素系溶媒を用 い る こ

と な く，複雑 な 成分 で 構成 され る 加 」二食品を始 め とす る

様 々 な 食品中 か ら抽出 し，精製 を 可能 とす る多孔性 ケ イ

ソ ウ上 CC の 優れ た 効率性 や 環境性能 な ど に 着 目 して い

る
9・10）．そ こ で 今回 は，多孔性 ケ イ ソ ウ土 cc の 具体的な応

用例を紹介 しな が ら，分析上 の ノ ウハ ウ な どに つ い て 解説

す る．
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　 1．オ ク タ ノ
ール／ 水分配 係 数

　農薬の 残留分析を行うに あ た っ て
，

オ ク タ ノ
ー

ル ／水分

配係数 （octanQl 〆water 　partition　ceeracient　as　logP。w
）を理解

して おくこ とが 重要 で あ る．オ ク タ ノ
ール／水分配係数 は，

化学物質が 親 油性物質で あ る 1一オ ク タ ノール と水の 二 相 に

分配 された とき の 濃度比 で あ り， 対数値 で示される （図 1）．

化学物質の 疎水性または親水性を表す指標 に され る．こ の

数値が 大 き い と生体内の 脂肪組織 に 蓄積 され や す く （例え
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1一オ クタノ
ー

ル （水飽和）

水 （1一オ クタノ
ー

ル飽和）

【フ ラスコ 振とう法】

  物質A 添加

  振とう

  遠心分離

  放置 して 平衡化

  測定

分配係数 （Pow ） ＝Co ／Cw

Co ： 1一オクタノール層中の 物質Aの 濃度 （mol1L ）

Cw ： 水層中の物質A の濃度 〔mol ／L）

logPow 　＝LogloPow

図 L　オ ク タノール ／水分配係数 （logP。w ）

ば，］ogP 。w ＞ 3〜4 程度）， 数値が小さい と排泄されやす い こ

とか ら， 生物濃縮性を予測す る指標に な っ て い る．また ，

⊥壌，地下水な どで の 移動予測に も利用され て い る，

　残留分析 で は，農薬成分の 抽出 ・ 精製か ら測定まで分配

の原埋 が よ く利用 され て お り， 1。gP。w は農薬成分や夾雑物

の 挙動を予測す るた めの 重要な指標 に な っ て い る．
“
The　Pes−

ticide　Manual
”1D

に は，多くの 農薬の logP．．が収載され て

い る．また現在で は ，
コ ン ピ ュ

ータ上 で分配係数を予測 す

る ソ フ トウ ェ ア も開発され て き て お り，利用す る こ とが で

きる
2），

　2．多孔性ケ イ ソ ウ土 cc の基本

　図 2 に示 した よ うに ，  試料液を カ ラ ム に負荷する と，

試料液 は 化学的に 活性 の 低 い 担体表面上 に 液体固定相 と し

て 均
…

に 分散 し，保持 さ れる．そ の 後，  試料液 と混利 し

ない，すな わち界面を形成す る溶媒を移動相 と して 流下 し，

対象物質を固定相か ら移動相 へ と液／液分配 の 原理 に よ っ

て 抽出す る．こ の た め多孔性 ケ イ ソ ウ土 cc は，オ ン カ ラ

ム 液／液分配法 と も言われる．分液 ロ
ー

トを用い て振 とう，

静置 （また は遠心分離） な どの 操作 は不要 で あり，抽出溶

媒の 量も削減で き る．特に ， 分配率の 低い 対象物質を効率

良く転溶させる場合や，界面が確認 で きない，あ るい は強

周な エ マ ル ジ ョ ン を 形成して 液／液分配 が 困難 な場合に は

有効な手法で あ る．

　現在，ポ リエ チ レ ン 性の 注射筒に顆粒状の 多孔性ケ イ ソ

ウ土 を充 て ん した カートリ ッ ジカ ラ ム が EXtrelutn，　 Chem

Elut  ，　 K−solute な どの 商品名 で 市販されて い る，ま た，多

孔性ケ イ ソ ウ土の み で も販売 されて おり，必要量をオープ

ン カ ラ ム に充て ん して 川 い る こ と もで きる．K −solute な どは

比較的大きな粒子が整粒 して 充て ん して あるこ とか ら 目詰

まりしに くい が，流速が速 くなりやすくス トッ プ コ ッ ク （図

3）に よる調節をより慎重 に行う必要が あ る．なお，原則と

して ， 重力に よ り流下させ る，過度に吸引 （加圧）を行う

と試料液も流下して しま うの で 注意が 必要で ある．

　3．多孔性ケ イ ソ ウ± CC に よ る脱水 ・抽出

　従来，残留農薬の
一
斉分析法と して ，試料か らア セ トン

や含水ア セ トン で 抽出 し，ア セ トン の 大部分を減圧留去後

塩化 ナ トリウ ム を添加した水系試料液か ら，ジ クロ ロ メタ

ン で 液／液分配 に よ り抽出す る 于法 が 汎用 されて きた
12），

その 後，ア セ フ ェ
ー

ト，メ タ ミ ドホ ス を始め として ， ジ ク

　 乾燥 した

ケイ ソウ土表面

／
〔担体）

→

試料液

（固定相）

→

▲

▲

． ＼

の。、。媒

　 　 （移動相）
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■

…
−

▼

丶
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・

・

ー
　
釉

　

　

　

　

＼

　

▲

　

　

　

　

X

　　　　　  試料液負荷 （保持）　 　 　 　   抽出 〔液／液分配）

図 X 多孔性 ケ イ ソ ウ セカ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーの 原 理 （イメ

ー
ジ）
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試
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抽
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→

  アセ トン留去

（20mL まで ）

  NaC 添加

水系試料液

フ ィルタ
ー

／
多孔性ケイソ ウ±カラム

　 （20mL 保持用）

誕 ▲

▲
■

　 ●

　 ▲
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ス トッ プ コ ッ ク
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→

　x
▲
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　 酢酸エチル
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X
▲

翼

▲

．

　　　　　　　 ■
■

乾燥 した部分が　　■
●

2cm 程度残 る

● 圃　脂溶性成分

▲ X 糖，ア ミノ酸等

　 　 水溶性成分

  試料液負荷   放置 （10〜15分間）

■　● ●

● ■

一一一
レ

　 濃縮

脱脂・精製

GC 　MSLC
−MS

  抽出 （4〜5mL ／分）

図 3．多孔性ケ イ ソ ウ 土カ ラム を用 い た 脱水 ・抽出操作 の ・例

ロ ロ メ タ ン で は ト分 に 抽出で き な い 極性 の 高い 農薬 に も残

留基準が設定 されて い っ た，その うえ，ジク ロ ロ メ タ ン は

人体 に 有害で あるばか りで なく，環境 へ の 負担軽減の 見地

か ら排水規制 が 厳 し くな っ た こ と もあ り ， ジ ク ロ ロ メ タ ン

を用 い る こ とな く， 極性等の異な る多成分残留農薬を効率

良く抽出可能とす る手法が必要と され た．そ こ で ，上 述 の

迅 速 分析法 に 採用 され た の が，多孔性ケ イ ソ ウ．．LCC を利

用 した脱水 ・抽出法 で あ る．そ の 操作
5）

を多少変更 して以

下に 詳述す る．

　細切試料 20g （水分 の 少 な い玄米 な どは 10g に，水 20ml

を加えて 30分間放置 したもの ） に ア セ トン IOOmlを加 え

て ホ モ ジ ナ イ ズ抽 出 し，3〔｝O〔｝回 転／分で 3 分間遠心 分離

後， L清を 吸引 ろ過す る，残さは さ らに ア セ ト ン 50m1 を

加え て ス パ ーテ ル で よ くか き混ぜ た の ち，吸引 ろ過す る，

図 3 に 示 した よ うに ，ろ液を 500m1 容 ナ ス フ ラ ス コ 中に 合

わ せ，  20ml 以 ド G8ml程度が望 ま しい ） ま で 減圧濃縮

す る，これ に，  塩化ナ トリウ ム 5〜6g を添加 して超音波

溶 解 し，飽 和 さ せ る．  こ の 水系試料液 を多孔性 ケ イ ソ ウ

土 カ ラ ム （20ml 保持用）に 負荷 し，  10− i5分間放置 し

て ト分 しみ込ませ る，こ の 時点で ，水系試料液 の しみ 込ん

で い な い 乾燥 した 部分 が 2cm 程度残らな け れ ば な らな い

（残 っ て い な けれ ば，水分が流山す る 可能 性が あ る）．次 に，

  酢酸エ チ ル 100〜150ml を 用 い て 上記 の 500ml 容ナ ス フ

ラ ス コ を洗い ，洗液を カ ラ ム H部 か らゆ っ くり注入 して お

よ そ 5ml ／分で 流 ドさせ ，抽出液を 200〜300m 】容 ナ ス フ

ラス コ に採 る．

　この手法で は ， 負荷す る水系試料液 に塩化 ナ トリウ ム を

飽和させ る こ とで ，塩析効果 に よ り極性 の 高 い ア セ フ ェ
ー

ト，メ タ ミ ドボ ス な ど の 抽出率を高めて い る．表 ［に 極性

の 高 い 有機 リン 系農薬の logP
．，，水溶解性，および多孔性

ケ イ ソ ウ 土 カ ラ ム か ら の 溶出率 を示 した，こ の よ う に アセ

フ ェ
ート，メ タ ミ ドホ ス を始 め として ，

デ メ トンー5一メ チル
，

および そ の 酸化体で あり極「生の 高い オ キ シ デメ トン メ チル

（デメ トンーS一メ チ ル ス ル ホキ シ ド），デ メ トンー∫一メチ ル ス ル

ホ ン な ど の 農薬成分を
一

斉に抽出す る こ とが で き る
y）．脂

肪 の 多い 食肉およびそ の 加 11品な どで は，粘性が高くな り，

まれ に 目詰 ま り して抽 出率 が低下す る こ とが あ る，そ の 場

合に は，液量 を増や して
一
部を負荷す る こ とで 抽出率の 低

下を防ぐこ とが で き る，

　比較的極性 の 低 い 農薬 の み が ターゲ ッ トで あ れ ば，必 ず

し も塩化 ナ トリウ ム を 飽和させ る必 要 は な い ．ま た，酢酸

エ チ ル に代え て，ヘ キ サ ン や 5％ アセ トン ／ヘ キサ ン （ジ

ク ロ ロ メ タ ン 相当）な どで 抽出して もよ い
3）．こ の よ うな

変吏に よ り，極性 の 高い 糖分 （logP
．
，・＝− 5〜− 2 程度 ） や ア

ミノ 酸 （legP。W ＝
− 5〜− 1程度，　 pH に 依存） な どの 妨害成

分 が抽出され に くくな り，精製効果が高ま る．な お，ヘ キ

サ ン で 抽出す る場合，カ ラ ム に よ っ て は，ピ レ ス ロ イ ド系

農薬な ど極性 の 低 い 農薬成分 （logP
。w

＞ 4程度）が 担体表面

に吸着する こ と に よ っ て 抽出率が 低下す る と の 報告が あ

る
D ．そ の 場合，負荷す る水系試料液に 少量 の ア セ トン ま
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表 L　農薬成分 の logP。，，，水溶解性，およ び多孑L性ケイ ソ ウ 弋 カラ ム か らの 溶出率

多孔性ケ イ ソ ウ 土 カ ラ ム か らの 溶出率，％

成分 名
logP，．

（2eDC）

水溶解性 mgt ］

　 （20℃ ）
　　　　酢酸エ チ ル （脱水 ・抽出）

O −50ml　　　　　 − 100ml 　　　　　 − 150m 】

ア セ フ ェ
ート

メ タ ミ ドボ ス

オ メ トエ
ー

ト

ジ ク ロ ル ボ ス

デメ トンーS一メチル

オ キ シ デ メ トン メ チ ル

デ メ トンーS一メ チル ス ル ホ ン

ホ レ
ート

ボ レ
ー

トス ル ポ キ シ ド

ホ レ
ートス ル ホ ン

一〇，89

− 0、8
− 0．74

　1，42

　132

−0，74

3．92

790，000
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た は アセ トニ トリル を加え る と農薬成分 の 溶解性が高まり，

抽出率が改善す る と報告され て い る
2〕、

　ま た，ジフ ェ ン ゾ コ ート試験法
8）

の よ うに，  の 操作の

の ち，カ ラム を ヘ キサ ン で 洗浄し，4％ ギ酸／酢酸エ チル で

抽出す るな ど ， イオ ン性物質の 解離度を調整 す る こ とで精

製効果と抽出率を高め る手法もある．

　4．多孔性ケ イ ソ ウ土 CC に よ る脱脂 ・精製

　脂質を多く含む穀類，豆類お よ び種実類を対象とす る
一

斉試験法
9〕

で は，ODS （オク タデ シ ル シ リル化 シ リカ ゲル）

カー
トリッ ジ カラ ム を用 い た 脱脂 ・精製法

13）が採用 されて

い る，こ の 手法 は 簡便 で あ る が，カ ラ ム の 保持容量が 少な

い こ とから，ア ボカ ドなど脂質を多量に 含む農産物や畜水

産物および そ の 加工 品などに は 適用が 困難 とな る場合が あ

る，そ の た め，畜水産物を対象 とす る
一
斉試験法

S）
に は，

ゲル 浸透 ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

（gel　permeation　chroi 皿 atogra ．

phy，　 GPC）
14・ls） が採用 されて い る．　 GPC は，脂質などの 高

分子成分を効率良 く除去 で き る上に，自動化され て お り夜

間処理 も可能なこ とか ら，日常の 残留分析 に は有効な手法

と考 え られる．しか し，装置が や や 高価な こ ともあ っ て，

十分 に 普及 して い る とは い え な い の が 現状 で あ る。ま た，

検体 の 処理 に 時間を要す る こ とか ら，緊急性 の 高 い 試験 に

際して ， 特に検休数 の 多い 場合 に は 対応が困難 となる こ と

がある．

　穀類な ど脂質を多く含む農産物の 個別 ・グル ープ試験

法
s）

で は ，
ヘ キ サ ン／ア セ トニ トリル 分配 に よ る脱脂 ・精

製法がよく採用されて い る．こ の 手法 で は，通常，脱水後

の 試料液を濃縮し，得られた残さをヘ キ サ ン に 溶解して分

液 ロ
ートに移した の ち ， 等量の ヘ キ サ ン飽和ア セ トニ トリ

ル を加 えて 振と うす る．静置後，脂質成分はヘ キサ ン層に，

極性を有す る農薬成分 は ア セ トニ トリル 層 に 分配 される．

しか し，サ ポニ ンを多く含む大豆，レ シチ ン を多 く含む卵，

そ して 熟成 された 食肉お よ び そ の 加工 品な どで は 強固な エ

マ ル ジ ョ ン が生成 し，分配が困難とな る場合がある，また，

pp
’−DDE ，ア ル ドリン など極性が低 くアセ トニ トリル に分配

しに くい 農薬成分を 対象 とす る場合に は，ヘ キ サ ン 飽和ア

セ トニ ト リル の 量お よ び分配回数を増や す 必要が あ り， 操

作が煩雑に なる うえ に，脱脂効率も低下す る，

　 こ の よ うな ヘ キ サ ン ／ ア セ トニ ト リル 分配 に よ る脱脂 ・

精製操作も多孔性ケイ ソ ウ土 CC に よ り行うこ とが で きる，

通常，カ ラ ム の 保持容量の 50〜70％ （20m1 保持用で あれば

10〜14rnD 程度の ヘ キ サ ン に 溶解 した試料を多孔性ケイ ソ

表 2．クマ ホ ス等の logPm，，水溶解性，および多孔性ケ イ ソウ土 カ ラム か らの 溶出率

多孔性ケ イソ ウ土 カ ラ ム か らの 溶出率，％

成分名
logP。w

（20°C）

水溶解性

nig！1　（200C） 　　　　ヘ キサ ン飽和 ア セ トニ トリル （脱脂 ・精製）

0−20ml 　 　　 　　
−4  m1 　 　　 　　

−60　ml

牛脂

ク マ ホ ス 4．13 2

22　

7

21　

2

23

一80ml

　 1

　 0
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ウ k カ ラ ム に負荷 して，お よ そ 10分間 放 置 した の ち，適 量

（40〜60ml 程度）の ヘ キ サ ン飽和 ア セ トニ トリル で 抽出す

る
3）．著者らが，緊急性の 高い 試験に 際して，GPC に 代わ

る脱脂 ・ 精製法 と して SOP （standard 　operating 　procedures，

標準作業書）に採川 して い る操作を多少変更して 以 ドに詳

述す る，

　脱水後 の 試料液 （試料 20g 相
’t3
）を減圧濃縮 し，得 られ

た残 さをア セ トニ トリル飽和ヘ キサ ン に 溶解して 20mlに定

容す る，そ の 1  ml （試料 10g 相当） を多孔性 ケ イ ソ ウ 土

カラ ム （20ml 保持用） に 負荷 し，10分間放置した の ち， さ

らに 10分間吸引する，次 に，ヘ キサ ン飽和 ア セ トニ トリル

80ml をカ ラ ム ヒ部 か ら ゆ っ くり注入 して お よそ 4ml ／分 で

流 ドさせ ， 抽出液を 200ml 容ナ ス フ ラ ス コ に採る．

　この 于法で は，ア セ フ ェ
ート，メ タ ミ ドホ ス な ど極性の

高い 農薬を 対象 とす る た め に ，残 さ を ア セ トニ トリル飽和

ヘ キサ ン に 溶解して い る．さ らに，pp
’−DDE ，ア ル ドリンな

ど極性の 低 い 農薬 も対象 とするた め に，カ ラ ム を吸引 （あ

る い は 窒素加圧 ） して 大部分 の ヘ キ サ ン を除去 して お り，

脱脂効率は GPC に 劣るが，多 くの 農薬成分を抽出口∫能で あ

る，また，カ ラ ム を並べ て 同時 に処理 で きるの で ，特 に検

体数 の 多 い 場合 に は 迅速 に 贈応す る こ とが で き る．表 2に

有機 リン 系農薬 の クマ ホ ス （牛な ど の 外部寄生虫駆除剤，

日本 で は農薬登録されて い ない ）および牛脂 の 多孔性ケ イ

ソ ウ 土 カ ラ ム か らの 溶出率を示 した，こ の よ うに食肉か ら

抽出されて くる トリグ リセ ライ ド （logP
。w

＞ 20程度）な ど脂

肪の 大部分 を除去で き る．ま た，カ ラ ム か ら溶出して くる

比較的極性 の 高い 脂肪酸 な どは，陰イオ ン交換相を有する

PSA （primary　secondary 　amine ，エ チ レ ン ジ ア ミンー」＞Lプ ロ ピ

ル シ リル 化 シ リカ ゲ ル ） な どを充て ん した カ ラ ム を 用 い る

こ とで 除去する こ とがで きる
16），なお，負荷す る脂肪量 が

多すぎる と，極性 の 低 い 農薬成分な どで 抽出率が 低
．
ドす る

こ とが あ る．上記 の SOP で は，残さが 4g を超 え る場合 に

は ， 残さ の カ ラム へ の 負荷量が 2g になる ようにア セ トニ ト

リル飽和ヘ キサ ン で 希釈す る こ とで，抽出率の 低下を防 ぐ

こ と と して い る．

お　わ　り　 に

　平成 20年 1月 に 中国製冷凍 ギ ョ
ーザ 中 メ タ ミ ドホ ス に よ

る健康被害 が 発 覚 した，メ タ ミ ドホ ス の よ うな極性 の 高 い

農薬成分 を対象にす る場合，無水硫酸 ナ トリウ ム で 脱水 し

な が ら酢酸 エ チ ル で 抽出す る手2k　17） が よ く知 られ て い る．

しか し， こ の 手法を用 い た 場合，試料 に よ っ て は脂肪分，

糖分，ア ミノ酸などの 妨害成分 も多量 に 抽出さ れ る こ とか

ら，Gα MS な どの 装i を 汚染し，測定が困難とな る事例が

み られて い る．また，抽出時 に 硫酸ナ トリウ ム の 粘性が高

まり，抽出率が 低 ドす る こ と も知 られ て い る。こ の よ うな

点 で，こ こ に紹介 した残留分析 へ の 適用範囲の 広い 多孔性

凵 本農薬学会誌

ケ イ ソ ウ土 CC は，今後，冷凍ギ ョ
ーザ を始 め と して 脂質

な ど複雑な成分で 構成され る加 工食品の 試験 に も耐 え られ

る分析法を開発 して い くうえ で，検討すべ き手法の つ と

考え ら れ る．

　以上，多孔性ケイ ソウ土 cc の 農薬残留分折へ の具体的な

応用 例を 紹介 しな が ら，分 析 Lの ノ ウハ ウな ど に つ い て 解説

させ て い た だ い た，こ の実験技術講座が ， 読者，特 に残留分

析 の 現場に おい て実際 に業務に携わ っ て い る若手ス タ ッ フ の

参考 にな れ ば 幸い で あ る．な お，本内容の
一

部は，第 7 回欧

州残留農薬ワーク シ ョ ッ プ （7th　European　Pcsticide　Residue

Workshop，2008，Berlin，　Germany）で 発表した もの で あ る，
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