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　高級 ア ル コ ール 系合 成洗剤 に 使 用 さ れ て い る ア ル キ ル 硫酸 エ ス テ ル ナ ト リ ウ ム （AS ） を 加水分 解 し，

生成す る 高級 ア ル コ
ール を 3，5一ジ ニ ト ロ 安 息香酸 エ ス テ ル 誘 導体 （R

−DNB ） に 変換 し た 後 ， 高 速 液 体

ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ーで 分離 定量 す る方 法 を 検討 し た ，逆 相 分配系 の カ ラ ム （シ マ ズ ゲ ル パ ーマ フ ェ

ーズ

ODS 及 び シ マ ズ PCH −05） で 検討 し た 結 果 ， シ マ ズ PCH −05 を 固 定 相 に ・ 水 一メ タ ノ ール （18 ： B2）

を 移動相 に 用 い る 分 析条件 で ， ア ル キ ル 基 の 炭素 数 が 10 か ら 18 ま で の R −DNB を 分離定量 した ・

又 ， こ れ らの R ．DNB は ，異 性 体 で あ る イ ・ 体 の 影響 を 受 け ず， ア ル キ ル 基 の 炭 素数 に 依 存 し て 分離

さ れ る こ と を 確 認 し た ．R −DNB の 定量 限界 は 5　pl の 注 入 量 と し て O ・025 　Pg ・
AS か ら R −DNB へ の

収率 は 92 ％ で あ っ た ．本法 は 河 川 水 等 の 環 境試料 中 の 微量 AS の 分析法 と し て 有 用 な 方 法 と 考 え る ・

1 緒 言

　近年，合成洗剤 に よ る 河川 ， 湖沼及 び 海洋な どの 環境汚

染が憂慮され て い る こ とか ら，合成洗剤 の 主要成分で あ

る界面活性剤 は ，直鎖型 ア ル キ ル ベ ン ゼ ソ ス ル ポ ソ 酸塩

（LAS ） と比較し て 生分解性 の 良 い 高級 ア ル コ ール 系界

面活性剤を使用す る 傾向が み られ る．しか し なが ら，ア

ル キ ル 硫酸 エ ス テ ル 塩 （AS ）及 び ポ リ オ キ シ エ チ レ ソ ア

ル キ ル エ ーテ ル 硫酸 エ ス テ ル 塩 （AES ）な ど の 高級ア ル

コ
ール 系陰 イ オ ン 界面活性剤 は ，生分解速度 が早 い

1）1 ）

とい う理 由で 環境汚染実態調査は ほ とん ど行 わ れ て い な

い 現状 に あ る．又 ， 陰 イ オ ソ 界面活性剤を 総合的 に 定量

す る メ チ レ ソ ブ ル
ー

比色法 S） は ， 真 の 陰 イ オ ソ 界面活性

剤濃度 よ り高 く評価 され る とい う報告
4 ）S）も多 く， 個 々 の

界面活性剤 の 濃度で環境汚染の 把握や評価 を行 う必要 が

あ る と考え る．

　著者 らは 先 に 高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

（HPLa ）

に よ る陰 イ オ ソ 界面活性剤 の 定量 の
一環 と して ，環境試

料中の LAS の 定量 に つ い て 報告
6 ） した が

， 今回 は AS

を定量す る 方法 に つ い て 検討を行 っ た．AS の 分析法 と

　＊
高 速 液 体 ク ロ マ F グ ラ フ ィ

ーに よ る 陰 イ オ ン 界面活

　　性 剤 の 定 量 （第 2 報）．前 報 は 宇 都 宮暁 子 ， 池 田 辰

　　男，高 松和幸，内藤 昭治 ： 分 化 ，29，837 （1980）
＊＊
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　　 磯子 区 西町 14−−11

し て は ，AS を加水分 解後 ， 生 成 した 高級 ア ル コ ール を

ガ ス ク ロ v ト グ ラ フ ィ
ーT ｝s）及 び HPLC ，） で 分析す る方

法 が 報告 され て い る が ，環境試 料に 適用 で きる微量分析

の 検討は なされ て い な い ．環境試料中の 徴量 の AS を

HPLC で 分析する た め に は ，　 UV ラ ベ ル 化又 は 蛍光 ラ

ベ ル 化 な ど の precolumn 誘導体化が必要 で あ る．本法

で は 入手が容易 で あ り， 十 分な モ ル 吸光係数 を も つ 3，
5一

ジ ニ ト ロ ベ ソ ゾ イ ル ク ロ リ ドを UV ラ ベ ル 化剤 と し て

使用 し，AS を加水分解後生成す る 高級 ア ル コ
ール と反

応 させ ，3
，
5一ジ ニ ト巨 安息香酸 エ ス テ ル 誘導体 （R

−DNB ）

へ 導 き，逆相分配系 の カ ラ ム で 分離定量す る 方法に つ い

て 検討 し，良好 な結果が得 られ た の で報告する．

2　実 験

　2・ 1 試　薬

　3，5一ジ ニ ト ロ ベ ン ゾ ィ ル ク ロ リ ド ： 和 光純薬，試薬特

級 品 ，

　 ト リ エ チ ル ア ミ ン ： 東京 化 成規格特級 品 ，
モ レ キ ュラ

シ
ーブ ス 5A1 ノ脆 （和 光純薬） を 添 加 し て 保存 し た ・

　 メ チ レ ン ブ ル ー
： 和光 純 薬 ， 試薬特 級 品 ・

　陽 イ オ ン 交 換 樹 脂 ；室 町 化 学 工 業 ，Dowex 　50　W 　X8

｛（50 〜 loo） メ 。 シ ＝L ｝・エ タ ノ ー
・レ で 膨潤後 ・

エ タ ノ ー

ル で 超音波洗浄 を 繰 り返 した 樹脂 を 内径 15mm × 300

mm 　の ガ ラ ス カ ラ ム に 高 さ　10　Cln に 充 て ん し ，
50 ％

エ タ ノ
ール 200m 且 で 洗浄 し た ．

　 カ ラ ム 充 て ん 剤 ： シ マ ズ ゲ ル パ ー
マ フ ェーズーODS

（内 径 4mm × 500　mm ） 及 び シ マ ズ PGH −05 （内 径 4

mm × 250　m 皿 ）を 使用 し た・
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　高級 ア ル コ
ー

ル ： デ シ ル ア ル コ
ール

， ドデ シ ル ア ル コ

ール
， テ ト ラ デ シ ル ア ル コ ー

ル 及 び ヘキ サ デ シ ル ア ル コ

ール 以 上 東京化成規格 特 級 品 ．ウ ン デ シ ル ア ル コ ール
，

ト リデ シ ル ア ル ゴ ール 及 び ペ ソ タ デ シ ル ア ル コ ール 以 上

の 高級 ア ル コ
ー

ル は ， ラ イ オ ン （株）及 び 花 王 石 鹸 （株）よ

り提供 さ れ た ．

　ドデ シ ル 硫 酸 エ ス テ ル ナ ト リ ウ ム ： 東京 化 成 ，標 準 ア

ニ オ ン 界面 活性剤．

　他 の 試 薬 ：試 薬 特級 品 を 使 用 し た ．

　 2・2　装　置

　 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ： 島津 LC −2 型 及 び 日 立

638−50 型．

　検出 器 ： 島津 SPD −1 型分光光度計 及 び 応 用 分 光
UVILOG −5111 分光光度計・

　 2・ 3　分析操作

　 2 ・3・1　洗剤の前処理 　 市 販 の 合成洗剤 の 水溶液 に 塩

酸を加え， 3 時間還流後 ベ ソ ゼ ソ で抽出 した
10 ）．無水硫

酸 ナ ト リ ウ ム で 脱 水後，溶媒 を 減圧 下留去 し，少過剰 の

3，5一ジ ニ ト ロ ベ ン ゾ イ ル ク ロ リ ド無水 ベ ン ゼ ン 溶液及 び

ト リ エ チ ル ア ミ ソ 数滴を加え て密栓 し，85 ° C で 60 分

間反応させ た 、反応後溶媒を減圧下留去 し，無水 ベ ン ゼ

ン を加 え て 溶 解させ HPLC 用試料 とした．

　 2・3・ 2　河川水等の前処理 　　河 川 水 又 は 排 水 の 適量

（AS 　20　P9 以上 を 含む）に 1N 硫酸及 び 0．025 ％ （w ／v ）

メ チ レ ン ブ ル ー
溶液 を 加 え ，四 塩 化炭素で 抽 出後，メ チ

レ ソ ブ ル ー活性物質 （MBAS ） を 1
，
2一ジ ク ロ ロ ェ タ ン

で 抽出 し た
6 ＞．溶媒を 減圧下濃縮後 ， 陽 イ オ ン 交換樹脂

の カ ラ ム に 吸着 させ ，
50 ％ エ タ ノ

ール で 溶出 し ，
メ チ

レ ン ブ ル ーを除去 した ．溶媒を 減圧下留去 し，蒸留水 と

塩酸を 加え て 以下 2・3・1 に 従 っ て 操作 し，HPLC 用試

料と した ．

　 2・3 ・3　HPLC によ る 定量 　　固 定 相 に シ マ ズ ゲ ル パ

ーマ フ ェ
ーズ ODS 及 び シ マ ズ PCH −−05 を 用 い ，パ ー

マ フ ェ
ーズ ODS で は 移 動相 に 水一メ タ ノ

ール （20 ： 80＞，

温度 は 室温 ， 流速 1．Oml ／min ，
レ ン ジ 8 × 10’z　AUFS

，

UV 　 235　nm で 分析 を 行 っ た ，又 ，
　 PCH −05 で は 移動相

に 水
一

メ タ ノ ール （18 ：82），温度 は 室温 ， 流速 0 ・8ml ／

min
， レ ン ジ 8x 　10− 2AUFS

，　 UV 　 235　nm で 分析し た ．

2・3・1 及 び 2・3・2 で 調 製 し た 試料溶液 5　pl を 高圧 サ ン

プ リ ソ グバ ル ブ を用 い て カ ラ ム に 注 入 し， ピー
ク 高 さ法

及 び ピ ーク 面積法に よ り 定量 を 行 っ た ． Table 　 1 に 示

した よ うに ，
3，5一ジ ニ ト ロ 安息香酸 デ シ ル （ClrDNB ），

3
，
5一ジ ニ ト ロ 安息香酸 ドデ シ ル （C1，

−DNB ）， 3
，
5一ジ ＝

ト 卩 安息香酸 テ ト ラ デ シ ル （CrDNB ），
3

，
5一ジ ニ ト ロ

安息香酸 ヘ キ サ デ シ ル （C ，6
−DNB ）及び 3，5一ジ ニ ト ロ

安息香酸オ ク タ デ シ ル （Cls−DNB ） の UV ス ペ ク トル

に お け る 極大吸収波長 は 209nm で あ っ た が， 溶媒吸

収などの 影響 を よ り少な くす る た め に 235 　nm の 肩の 吸

収を測定波長 と した ．又 ， こ れ らの R −DNB の UV ス

ペ ク トル か ら 209nm 及 び 235　nrn に お け る モ ル 吸光

係数 を求 め る と，
Table 　1 に 示 した よ うに 同 じ値が 得 ら

れ た ．従 っ て PCH −05 に お け る定量 で は ，あ ら か じ め

作成 し た C
、：
−DNB の 検量線 を 用 い ， 分子量補正 を し

た 値を 　Ci・
−DNB

，
3

，
5一ジ ＝ ト ロ 安息香酸 ウ ソ デ シ ル

（Cl 、
−DNB ），　 C 、2

−DNB ，3
，
5一ジ ニ ト ロ 安息香 酸 ト リデ

シ ル （CtS−DNB ），　C14−DNB ， 3，
5一ジ ニ ト ロ 安息香酸ペ

ソ タ デ シ ル （CrDNB ）及 び C16−DNB 量 と した ．又 ，

デ シ ル 硫酸 エ ス テ ル ナ ト リ ウ ム （C 且rAS ）， ウ γ デ シ ル

硫酸 エ ス テ ル ナ ト リ ウ ム （Cn −AS ）， ドデ シ ル 硫酸 ニ ス

テ ル ナ ト リ ウ ム （C 、2
−AS ）， ト リデ シ ル 硫酸 エ ス テ ル ナ

ト リ ウ ム （CrAS ）， テ ト ラ デ シ ル 硫酸 エ ス テ ル ナ ト リ

ゥ ム （CI4−AS ），
ペ ソ タ デ シ ル 硫酸 エ ス テ ル ナ ト リ ウ ム

（C 、s
−AS ） 及 び ヘ キ サ デ シ ル 硫酸 エ ス テ ル ナ ト リ ウ ム

（CJe−AS ） の 濃度は 次式 よ り算出 した ．

C ガ AS （mg ／且）

　　　　C
ガ PNB の ピーク 面積 （又 は 高さ）

　 ‘aX

×

Cn −DNB の ピーク 面積 （又 は 高さ）

Cn −DNB の 分子量

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1
　 　 　 × VX　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

　
　　　　　　C 。−DNB の 分 子 量 　 V

n ： ア ル キ ル 基 の 炭素数

a ：C12−DNB の 標準溶液濃度 （mg ／1）

v ： HPLC 用試験溶液全量 （ml ）

V ； 試料採取量 （ml ）

Ct2−DNB の 分子量

　 C 广 AS の 分子量

3 結果及 び 考察

　3・1　標準物質 の 合成

　原 料 ア ル コ ール 及 び そ の 合成法 に よ り異な る が，合成

洗剤 に 使用 され て い る AS の ア ル キ ル 基 の 炭 素数 は 10

か ら 16 ま で 分 布 し，更 に ノ ル マ ル 体 の 外 に イ ソ 体な ど

の 異性体が存在す る．標準物質と し て，デ シ ル ア ル コ
ー

ル か らオ ク タ デ シ ル ア ル コ ール ま で の 直鎖 の 偶数 炭素を

持 つ 高級 ア ル コ ール の R −DNB を 合成 した
11）．合成 し

た 標準物質の 名称 ， 略名 ， 融点 ， 元 素分析値，UV ス ベ ク

トル 測定値を Tablc 　 1 に 示 し た．又，奇数炭素を 持 つ

ウ ン デ シ ル ア ル コ ール ， ト リデ シ ル ア ル コ
ー

ル 及 び ペ ン

タ デ シ ル ア ル コ ール の 混合物 を 同様 に R −DNB 　と し ，

CrDNB
，
　 C

・rDNB 及び als−DNB の 同定に 用 い た ．

N 工工
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報　 文 宇都宮 ， 池 田 ， 高松 ， 内藤 ：3
，
5−一ジ ＝ト ロ 安息香酸 エ ス テ ル 誘導体 とす る AS の 定 量 117

Table　l　 Analysis　of　3， 5−d三nitrobenzoate 　derivatives　of　alcoho1O

，
N

＼　　　　 0

〈）
−C 《

。ROIN ／

馬5
諮 黜 ：ez°a’c

　 Abb ・cv … i・・

C °

艦帶
囮 1 MP

（
°c）

Analysis ；Galcd ．（Found ）　（％）
rC

　　 　　 　　 　H 　　 　　 　　 N
UV 監椴

ロ
nm （1曙 8）

De （Tl　3，5−din｛tro−
benzoate

囲 町 1　3，5−dinitro．
benzoate

Tctradecソ13 ，5
−

dinlt『Dbcnzoa 巳e

Hexadccyl 　3，5−
　 dinitrobcnzoa巳e

O 血 d ¢ cy13 ，5−
　 dinitrobenzoate

Clo −DNBC

【 2−DNBCH

−DNBC16

−DNBCIs

−DNB

R ；−CroH21

R ＝−G12H ： i

R ＝−C1 ‘H29

R 噐一C16Hs3

R ＝−Gi8Hs7

56舒56．561

〜6266

階6772

．−72．577N78

．5

57．9壬

（57．83｝
59．98
（60．09）
6巳．フ4
（6L60 ）

63．28
（6S．4S）
64．63
（64．70）

6．87
（6，85）
7．42
（7．42 ）
7．90
（7．86）
8．31
（8．20）
8．68
（8．63）

7．95
（8．02）
7．36
（7．51）
6．86
（6，94）
6．42
（6．ヰ9）
6．03
（6．05）

209　（4．45）
235ts，　（4．31）
209　（4．45）
235疋5冫　（4．31）
209　（4．45）
235⊂り 　（4．31）
209 （4．45）
235（り　（4．Sl）
209 （4．45）
235 【區⊃　（4．3且）

（s）　： shoulder

　3 ・ 2as 一ジ ニ ト ロ 安息香酸 エ ス テ ル 誘導体 （R −DNB ）

の収率

　河川水 な ど の 環境試料 中 の AS は，生 産量が LAS に

比較し て少な い こ と， 又 ， 生分解速度が早 い こ と よ り ，

LAS 　よ り微量 の 存在が 予想 され る．そ こ で ，微量 の ド

デ シ ル ア ル コ ール か ら Cl
：
−DNB へ の 収率 を検討し た ．

　 ドデ シ ル ア ル コ
ー

ル 無 水 ベ ン ゼ ン 溶液 に 1・5 当量 の

3
，
5一ジ ニ ト ロ ベ ン ゾ イ ル ク ロ リ ド無水 ベ ソ ゼ ソ 溶液を 加

え， ト リエ チ ル ア ミ ソ 1滴 を 添加 し， 以下 2・3・1 及 び

2・3・S に 従い HPLC で 定量 した ． ドデ シ ル ア ル コ
ール

100　pg 添加 で CirDNB の 収率 は 平均 97 ％， 20 昭

添加 で 平均 93 ％ で ，ほ ぼ定量的に R −DNB 　へ 誘導 さ

れ る こ とを 確認し た． 又 ，
Clt−AS 　100　Ftg／lOo　ml の 水

溶液 か ら，
2・3・1 に 従い 加水分解 を 経 て CrDNB へ の

収率 は 平均 92 ％ で あ っ た ．

Table 　2Capacity 　factors　of 　3，5
−dinitrebenzoate

derivatives　on 　Permaphase −ODS 　 celumn

eapacity　factOr

3，5−Dinitrebenzeate
　 derivatives

Wat 巳卜

皿 ethano1

（10 ：90）

Water −
methanol

（20：80）

Water 一
皿 etha 皿 oI

（25 ： 乃 ）

Clo −DNBC12
−DNBC14
−DNBCIs
−DNBCIfi
−DNI ］

Cls −DNB

0000

．150
．350
．77

0．531
．192
．644
．oo6
．ool3
．57

L192

．917
『lItl
，19

正7．4043
．II

k 「
（Capacity　faeter）＝τr

− T 。／To ；　 Tr ：Retention　ti皿 e　of 　3，
5−

dinitrobcnz〔mte 　dcrjvztives； T
。 ：Retention　 time 　 of 　isopropano］

Table　3Capacity 　factors　of 　3，5
−dinitrobenzoate

derivatives　 on 　PCH −05　 column

3，5−Dinitre −
benzoatcderivatives

　 　 　 　 　 Capacity　fact 〔if

　

Water −　 　 Wa しer−　 　 Watcr −　 　 Water −
methanol 　 methanol 　 metha Ωol 　 mcthanol

（】2 ：88）　　（！6 ：84＞　　（IB ： 82）　　（20 ：80）

　3 ・3　HPLC 分析条件の検討

　3・3・ 1 パ ー
マ 7 エ

ーズ ODS 及び PCH −05 によ る分

離 Ci． か ら G
、s ま で の ア ル キ ル 基を有す る R −DNB

の 相互 分離を 目 的 に ，パ ー
マ フ ェ

ーズ ODS 及 び PCH −

05 の 2 種類 の 逆相分配系 カ ラ ム を 用 い ， 分析条件を 検

討した．移動相と し て水一メ タ ノ
ール 系 を用 い ， 水分 含

量 と キ ャ
パ シ テ a 一比 （k

「
） の 関係 を Table 　 2 及 び

Table　3 に 示 し た． い ずれ の 場合も 水分含量 が 増 大す

る に つ れ て kt は 増大 し，長鎖 の R −−DNB ほ ど k ’

の

増加率が大 きい ．R −DNB の 相互分離及 び 分析時間 を考

慮 し，移動相中 の 水分含量 を パ ーマ フ ェ
ーズ ODS で は

20　％ ，
PCH −05 で は 18 ％ と し た ．2・3・3 に 示 し た 分

析条件 で C
ユ2
−DNB メ タ ノ

ール 溶液の検量 線を作成す る

と，パ ーマ フ ェ
ーズ ODS で は 　（o ・1〜2）F9／5 μ1 （注

入 量） の 範囲 で ，
PCH −05 で は （0．025〜O ．5）昭 ／5　pl （注

入 量） の 範囲 で 原点を通 る良好 な直線性を示 し，定量限

Clo −DNBCII
−DNBG14
−DNBCI5
−DNB

〔】1rDNB

（】1 巳
一DNB

0 ．130
．620
，e20
．951
．111
．49

e．811
．13L60

］．932
．293
．36

1，121
．6を

2．423
，003
．675
．田

L492

，273
，504
．355
．589
．畳2

h’（Capacity 飴砌 ・）− 7
。

一ア♂ 71。；
Tr ：艮 ・ t・ nti ・ n 　time ・ f　S，5−

dinitrebenzoate　derivatives；
T 。：Ret 。nti ・n 　 time 。f　isepropano【

界は それぞれ o ・1飃 ／5Fl （注 入 量）及 び o・o　15　”9／5　pl

（注入量） で あ っ た．PCH −05 に お け る ピーク 高さ の 再

現性 は， CrDNB 　 75mg ／l （メ タ ノ
ール ） で 変動係数

3．4 ％ （n ＝8），
25mg ／l で 3・7 ％ （n ＝・8） で あ っ た・

な お，R・−DNB の 標準 ク ロ マ ト グ ラ ム を Fig．1 に 示 し

た ．

　3・ 3・2　パ ー
マ フ ェ

ーズ ODS と paH −05 の比較

AS の ア ル キ ル 基は ノ ル マ ル 体 の 外 に ， 末端 に メ チ ル 基を

有す る イ ソ体 な どの 異性体が原料ア ル コ ール の 合成法 に
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Fig．1

　 　 　 　 　 　 Retention　time，　min

Chromatograms 　of 　 a　 standard 　 mixturc 　 of

3，5−dinitrobenzoatc　 derivatives

Conditions− A 　　Column ： Shimadzu　gel　 Pe ロ na ・

phase
−ODS （4 皿 m 　 i，d．X500 　mm ）；　 Mobile 　 phase ：

Water −methanol （  ：BD）； Flow 　 rate ： LOml ／min ；

Temp 、： Ambi ¢ nt
；

［tetccter ； UV 　 2Ss 　nm ，　 B　 Column 　I

Shimadzu 　 PGH −05 （4mm 　 i．　d．　X250 　mm ）；　 Mobile

phase ：Waterrmethanol （且8 ：82）； Flow 　rate ： 0．8ml ／

min ； Temp ．： Alnbicnt； Dctector ： UV 　235　nm ．
Peaks − a ：Cro −DNB ； b ： Cr2 −DNB ； c ： C13 −DNB ；

d ：C14 −DNB ；　　 e ： C15 −DNB ヨ　 f ： Clfi−DNB ； g ；

C18 −DNB

よ り 0〜50 ％ 程度存在す る．環境試 料中 の 微量 の AS

を 感度良 く定量す る た め に は ，イ ソ 体 な ど の 異 性 体 に よ

っ て 分離さ れずに，ア ル キ ル 基 の 炭 素数 に 従 っ て 分離 さ

れ る こ と が望 ま し い ．そ こ で イ ソ 体 を 含有す る 原料 ア ル

コ ール か ら R −DNB へ 誘導 し ， 同一試料 に つ い て 分離を

比較 した ．Fig．2 に パ ー
マ フ ェ

ーズ ODS と PCH −05

に お け る 2・3・3 に 示 し た 分析条件で の ク ロ マ ト グ ラ ム

を示 した ． パ ー
マ フ ェ

ーズ ODS で は ， 水
一

メ タ ノ ール

（20 ： 80） を 移 動相 と した 場 合，C 、 、
−DNB は 溶媒 ピ ー

ク

（ペ ソ ゼ ン ） と 重 な り定 量 不 能 で あ っ た．CiS一及 び C 、s
−

DNB は イ ソ 体 と不 十分 な が ら分離 され ，水 分含量 が 増

す に つ れ て 分離 は 良 くな る が，感度 が 著 し く低下す る 傾

向 を 示 し た．PCH −05 で は ，水一メ タ ノ ール （18：82）を

移動 相 と した 場合，イ ソ体 は 分離されず ア ル キ ル 基 の 炭

素数 に 依存 して 分離さ れ た ，水分含量が 20 ％ を 越え る

と ピ ーク は ブ ロ
ードに な り，

イ ソ 体 は 不十分な が ら分離

さ れ て くる が，感度が低下 し定量性は 得 られ な か っ た ．

　以 上 の 結果 よ り PCH −05 は
，

パ ー
マ フ ェー

ズ ODS

Ab

弘

1

c

．

to
5 10

Retelltiun　time，　min

t

b

c

A
「

0　 　　 　　 5
　 Retention　time，　min

Fig．2　Ghromatograms 　 of 　 iso　isomer80f 　 3，5−

　 　 　 　 dinitrobenzoate　 derivatives

　 　 　 　 A ： Chromatograms 　 on 　PGH −05　 column ．　 Conditions

　 　 　 　 werc 　 thc　sam じ as 　indicatcd　in　Fig．！； A 「
：Chromat 〔ト

　 　 　 　 grams 　on 　 Pcrmaphase −ODS 　 column ．（】onditions 　 were

　 　 　 　 亡he 　 same 　 as 　 indicatcd 　 in　Fig ．　 L 　 Peaks − a ： GIr

　 　 　 　 DNB 　 containing 　 iso　 isomer ；b ： C13 −DNB 　 centaining

　 　 　 　 iso　 isomcr ； c ： C15 −DNB 　 containing 　jso　isomer

に 比 べ 定量 限界 が 低 く，イ ソ 体 な どの 異性体 に よ っ て 分

離 されずに ア ル キ ル 基 の 炭素数 に 依存 して R −DNB が

溶出され，河川水や洗剤などの 実試料 に お い て も溶媒 ピ

ー
ク の 妨害 を受けず に R −DNB を分離定量 で き る こ と

よ り，環境試料 の 分析に 適 し て い る と考え られ る，

　3。4 洗 剤及び河川水中の AS の定量

　以 上 検討 し た AS の 分析法 の 応用 と し て ，市販 の 合

成洗剤 及 び 河川 水 に つ い て
，

PCH −05 を 用 い て 分析 を

行い 結果を Tab 互e 　 4 に 示 し た ，洗剤及 び 河川 水 中 の

R −DNB は ，　 Ci
。
−DNB を 内部標準物質 と し て 添加 し，

Table 　 5 に 示 した CrDNB と の 保持時間 の 比 で 同定

を 行 っ た．2・3・3 に 示 し た PCH −05 を用 い た 分析条件

で ，Clo−DNB と Cn −DNB の 保持時間比 の 変動係数 は

0・34 ％ （n ＝・5）で あ っ た ．

　洗剤 A で は C12−，　 Ci
「 ，　 Clc 及 び Cl5−AS が 全量

29・9mg ／9，洗剤 B で は Cl4一及 び C15−AS が 全 量 5．29

mg ／g 測定され ，洗剤 に よ り AS の 含量 や ア ル キ ル 基

の 分布 に 相異 が 認 め られ た ．又 ，河 川 水 C で は C12−AS

が 0．039mgfl
， 河川水 D で は Clz一及 び C

，s
−AS が 全

量 O・058rng／
’
且 測定 され，前報

6〕 で 報告し た 河川水 中の

LAS 濃度 に 比較 し て ，約 10 倍低 い オ
ーダ ー

で あ っ た ・

4 　結 語

高級 ア ル コ
ール 系合成洗剤 に 使用 され て い る AS を 加
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Table 　4Thc 　contents 　of 　sodiu 皿 alkylsulfate 　in　detergents　and 　river 　waters

Sampie 　
　

C12 −AS 　　　　　　als−AS

AS

（】1 ‘
−AS Cls−AS Cle −AS

櫨
1

Detergcnt　A （  湘 ）

Detergent　B （  ノg）

River　water 　G （曜 ！mD

Riv ¢ r　watcr 　D （曜 ！m1 ）

8．58
皿．d．
0．0390
，040

8．26n
．d．

n．d，
traee

s．432
．81n
，d．

trace

4．632
．48n
．d，

O．OIB

n，d．
n．d．
n。d．
tracc

29．95
．290
．0390
．05S

AS ： 駅 ）dium 　alkylsu 且fate；　 n ．d．； not 　d巳 tヒ cted ．

Table 　5　Tbe　ratios　 of 　retention 　time 　of 　 decy1

　　　　 3，
5−di皿 itrobenzoate　to　　3， 5−d 血 itro．

　 　 　 　 benzoate　 deロ vatlves

R −DNB 　 R ．T ．ノ
Cle −DNB 　R 。　T ．

　　 p．154 （1975）， （幸書 房 ）・
n ） S．R ．　 Sandler，

　 W ．　Karo ：
“Organic　 Functional

　　 Group　Preparatians”
，
　p．251 （1968），　（Academic

　　 Press
，
　 lnc．，　 New 　 York ）．

R −DNBR
−DNB 　R ．　T ．ノ

CtO −DNB 　R ．　T ．

Clo−DNBClrDNBC12

−DNBG13
−DNB

1．oo1
．n1
．27L42

R −DNB
☆

C “
−DNBC15
−DNBCI6
−DNBCls
−DNB

1．681
．E52
．333
．40

R −DNB ； 3，5−di皿ltrobenzoate　der且Ψ ativesi 　R ，T．： retentlon 　
t匚me

水分解 し，生成す る高級 ア ル コ
ール を R −DNB へ 誘導

し，逆相分配系 の カ ラ ム で 分離定量す る 方法を 検討し

た ，シ マ ズ PCH −05 を固定相 に ， 水
一メ タ ノ

ール （18 ：

82） を 移動相 に 選択 した 分析条件 で ，R −DNB は ア ル キ

ル 基 の イ ソ 体 の影響を受けずに ，ア ル キ ル 基 の 炭 素数に

依存 して 分離さ れ た．又 ， 洗剤及び河川水な ど の 実試料

に お い て も ， 溶 媒 ピーク な どの 妨害 を受けずに 高感度 に

定量 で ぎ ， 環境 試料中 の 微量 の AS の 分析法 として有用

な方法 と考え られ る．

　本研究 を 行 う に 当 た り，各 種 高 級 ア ル コ
ール を 提供 さ

れ た ラ イ オ ン （株）及 び 花 王 石鹸 （株）に 厚 く感 謝 し ま す ．

　　　　　　　　　　（
1981 年 4 月， 日 本薬 学 会 第

101 年会 に お い て 一部 発 表 ）

）1

）2

）

）

nO4

ム

）5

）6

交 献

H ．Sekiguchi，　K ．　Miura
，
　 K ．　Oba ，　 A ．　Mori ：

油 化学 ，
24，145 （1975），

伊藤伸
一

， 節 田 節子 ， 宇 都 宮 暁 子 ，内藤 昭 治 ： 油

化 学 ，
28

，
且99 （且979）・

D ．C ．　Abott ：Anal7st（London ），87，286（1962）．

高野　敏 ， 高崎智恵子 ， 国弘和雄 ， 山中　実 ： 油

化 学 ，
25

，
31 （艮976）．

橋 本 　茂 ， 桜井健 三 ， 永井敏雄 ： 分化 ，
25

，
639

（1976）・
宇都宮 暁子 ， 池 田 辰 男，高松和幸 ， 内藤昭治 ： 分

f匕，　29，　837　（1980）．
7）　J．S．　Fritz，　G ・H ・schenk ： Anal ・Chem ・・31・

）
）

80
ソ

10）

1808　（1959）．
R ．Wood ；J．　Gas　Chromatogr ．

，
6， 9ヰ （1968）．

K ．Nakamura ，　 Y ．　Morikawa ，
1．　Matsumoto 　：

J．Am ．　Oil　Chem ．　Soc．
，
58，

72　（1981）。

界 面 活 性 剤分析 研 究 会 編 ：
“
界面活性剤分 析 法

”
，

　Detem 血 皿 tb 皿 of 　50d 五um 　8 腿ryl8Ulfates　a83 ，
5■

曲 ditrobenzoate　derivat 二ves （Dctemnination 　of 　anio ・

nic 　surfactants 　by　high −pe面 mance 　liquid　chromato −

graphy ．　II）．　 Akiko 　 UTsuNOMIYA ＊
，　 Tatsuo 　IKED馬

Kazu ）niki 　TAKAM へTsu ＊＊
，　and 　Sy〔｝ji　NAITo ＊ （＊Kanaga −

wa
　Prefectural　Public　Health 　Laboratories ，

52
，
　Nakao −

cho ，　 Asahi−ku
，
　 Yokohama −shi

，　 Kanagawa ；　
＊ ＊Envi−

ronmental 　Analysis　Institute　Qf 　Kanagawa 　Pha   a −

ceutical 　Association
，　14−11，

　 Nishi−machi ，　 IsQgo−ku
，

Yokohama −shi
，
　Kanagawa ）

　Sodium　alkylsulfates （AS ） were 　 hydrolyzed　with

hydrochloric　acid
，
　 and 　the 　resulted 　alcohols 　were

extracted 　illto　benzene，
　fbUowed 　by　converSion 　to　3，

5−

dinitfobenzoate　derivatives（R −DNB ）．　 The 　derivatiza−

tion 　to　R −DNB 　was 　carried 　out 　as 　fbllows．　 A 　slightly

excess 　of　3
，
5−dinitrobenzoyl　chloridc 　and 　a 　few 　drops

of 　triethylamine 　wero 　added 　to　the 　benzene　solution

of 　the 　alcohols ．　 The　 mixture 　was 　heated 　at 　85° C　for

且h， and 　then 　the　reactant 　was 　evaporated 　to　dry鵬 ss

undcr 　reduced 　prcssure　and 　dissoLved　with （量〜2）ml 　of

anhydrou3 　ben2ene 　 as 　sample8 　fbr　higb−perfbrmance
liquid　chromatography （HPLC ）．　 The　yield　of　dodecyl

3，5−d丗 t・。benz・at ・ d・riv・d　f・。 m ・・di・ m 　d・decyl・UlfFt・

was 　arou 皿 d　92 ％．　 The 　separation 　and 　dctermlnatlon

of
　 R −DNB 　 were 血 vestigated 　by　 HPLC 　u 虹ng 　 two

different　typcs 　of 　reversed 　phase　columns 量 Shimadzu

gel　Permaphase
−ODS 　and 　Shimad2u 　PCH −05．　 It　was

found 　that 　PGH −05　has　the 　following　advantages 　over

Pemapha 肥
一〇 DS ．　 i）The 　ca 腫bration　curve 　for　dode．

・yl　3 ，
5−dinit・・ben・・at ・ w ・・ linear　within ・ ・ang ・ ・f

（o．025 〜o．5）P9／spt （軻 ecti ・ n 　v ・1  ・）・五）R −DNB

having 　GL
・
＿C18　aU 二yl　chains 　wcre 　scparated 　 to　 each

other 　accordi 血 g　to　their　aU 【yl　chain 　iength3．　 i麺）Their

iso＿isomers　 were 　 not 　 separated ．　 iv）R −DNB 　 ha血 g
CrG 、、

　alky1 ・h・in・・in　sampl … f ・i…
騨

… pd
detergent　were 　separated 　and 　deter皿 incd　wlthout 　ln ・

terfcrence 　 of 　benzcne．　 Recommended 　 cond 量tions　fbr

HpLC 　 were 　 as 　 fo且lows ： column ，　 Shimadzu 　PGH −05

（4mm 　i．　d．X250   ）； m ・bil・ ph ・… w ・t・・
−m ・th ・ n °1

（i8 ・ 82）； n ・w ・・t・
，　
o ・8ml ／min ； ・。lumn　

t・mp ・・atu 「c
・

ambient ； d ¢ tector，
　UV 　235　nm ．

　　　　　　　　　　　　　 （Received 　Sept・9， 1981）
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　　Keuweid 　phiuses

allionic 　su   actant ；determination　of 　sodium 　a 且kylsulfate
　as 　3，

5−dinitrQbenzoate　derivatives；　 separation 　by

high −performance　 liquid　chromatography ； sodium

alkylsulfate 　in　river 　water 　and 　 dctergent，

ス クア レ ン の酸素吸収 とその 20一メ チル コ ラン トレン

及 び 3
，
4一ベ ン ゾピレ ン の 変異原性 に 及ぼす効果

今枝 　
一

男 ， 大 沢　敬子 ， 横田　貴史
＊ 

（1981 年 8 月 5 目 受 理）

　ス テ ロ イ ドの 前駆物質で あ る ス ク ア レ ン に 発 が ん 性物質 と し て よ く知 ら れ た 20一メ チ ル コ ラ ン ト レ ン

（MC ）， あ る い は 3
，
4一ベ ン ゾ ピ レ ン ｛B （a ）P ｝ を 添加 し 経時的 に 紫 外 線 照 射 下 の 酸 素吸収量 の 測定 を 行

っ た ．又，酸 素 吸 収 実験 に 供 し た 試料を 経 時的 に サ ン プ リ ン グ し ， 発 が ん 性物質 の 第
一次 ス ク リー

ニ ン

グ 法 と し て は ん 用 さ れ る エ ーム ス ア ッ セ イ を 行 い 両 実験結 果 に つ きそ の 相関関係 を検討 し た ．

　そ の 結 果 ス ク ア レ ソ に 添加 し た MC
，　B （のP の 変異原 性 の 消 失 は ス ク ア レ ン と 発 が ん 性 物質 と 酸素

の 共存下 に 起 こ り ， 更 に 酸素吸収量 が 大 き い も の ほ ど 顕 著 で あ る こ と が 分 か っ た ．

1 緒 言

　ス ク ア レ ン は 性 ホ ル モ ソ ， コ レ ス テ ロ
ール な どス テ ロ

イ ドの 前駆物質 と して 周知の 物質 で あ る．

　Sobel らは ス ク ア レ ン に 20一メ チ ル コ ラ ソ ト レ ン

（MC ）を添加 し ラ ッ トの 背中に 塗布 して 皮膚 が ん を 発 生

さ せ る実験に お い て
， 添加後短期間の も の を塗布す る と

が ん は 生ずる が長期間大気中に 放置 した もの の 塗布で は

発が ん させ えな い と報告 して い る n ． 又，ス ク ア レ V 中

で 3
，
　4一ベ ン ゾ ピ レ ソ ｛B （の P｝ の 分解 が 速 や か に 起 こ

り，そ の 際 ト コ フ ェP 一ル の 存在 で 分解が著 し く遅延す

る と報告 して い る
2 ）．

　著者 らは物質の 大気中 に お け る 安定性 な ど に つ い て 酸

素吸 収測定法 を 用 い て 報告を行 っ て きた
S）
− S）．今回は 発

が ん 性消 失 の原因探究手段 として 酸素分析を結び つ け実

験 を 行 っ た ．す な わ ち ，ス ク ァ レ γ に MC ，　B （の P を添

加時 の 酸素吸収量 の 測定結果を 発が ん 性 と近似 の 変異 原

性 の 動 向 と対比 し，両者の 相関 に つ い て 検討し た．変 異

原性検出 の 手段 と して は発が ん 性物質 の 第
一

次 ス ク リー

二 γ グ法 と して は ん 用 され て い る エ ーム ス ア
ッ

セ イを 用

い た
6）
呷1軌 そ の 結果二 ，三 の 知見を得た の で 報告する ．

2　試料 ，試 薬及 び装置

　2・1　試料及び試薬

　試 料は ス ク ア レ ソ （海洋牧場及 び 東 京化成 工 業）， ス

ク ア ラ ン 　（半井化学薬品）， 発 が ん 性 物質 と し て 　MC

（Sigr　la 社），　 B （a ）P， 酸化防 止 剤 と し て DL 一
α
一ト コ フ

ェ 卩
一ル （以上半 井化学薬品）， 酸化促 進 剤 と し て ナ フ

テ ン 酸鉄 （III）5 ％ （日 本化学産業）を 用 い た ． 試薬 は

ジ メ チ ル ス ル ポ キ シ ド （DMSO ）， リ ン 酸 二 水素 ナ ト リ

ウ ム ，　 リ ン 酸 水 素 ニ ナ ト リ ウ ム 　（以 上 和光純 薬 工 業），

β
一

ニ ゴ チ ン ア ミ ドア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド リ ン 酸 （還 元

型 ， ナ ト リ ウ ム 塩 ）（β一NADPH ， オ リ エ ン タ ル 社），
　 D 一グ

ル コ
ース ー6一ホ ス フ ェー ト （Sigma 社），

　 L一ヒ ス チ ジ ン
ー

塩 酸 塩 （日本 理 化 学 薬 品），ポ リ塩 化 ピ フ ェニ ル （Cl　48

％）（PGB ， 東京化成 工 業）， フ ＝ノ バ ル ピ タ
ール ナ ト リ

ウ ム 塩 （PB −Na 塩 ， 三 晃薬 品），　Bacte −Agar ，　Nutrient−−
Broth （以 上 Difco　Lab ・）な ど を 用 い た．ス ク ア レ ソ ，

ス ク ア ラ ソ
， ナ フ テ ン 酸鉄 ，

Nutrient −Broth ，　 PCB ， β
＿

NADPH 以 外 は い ず れ も 特 級 品 を 用 い た ，

＊
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　2・ 2 装　［

　酸 素直 接 定 量装置 は 三 田 村 理 研製 の も の を 用 い ， 試料
1mg 前後 で 測定 で き る 電 量法 に よ っ た，分析 所 要 時間

は 15 分 で あ り ， 精度 は ± 0 ．30 ％ 以 内 で あ る．

　酸 素吸収測定 は ワ ール ブ ル グ検圧 計 を 改良 し 製 作 した

誘導期 測 定 計
S） を 用 い た ．
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