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環境水中のノニルフェノール測定における

試料前処理方法の簡略化＊
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要 旨

公共用水域における水生生物の保全に係る環境基準項目に新たに追加されたノニルフェ

ノールの測定に関して，試料前処理方法の簡略化を検討した。試料のクリーンアップに市

販のシリカゲルカートリッジを用いることで，公定法に示される従来のシリカゲルカラム

による方法と同等な結果が得られ，なおかつ溶媒使用量を約1/10に，前処理の作業時間を

約1/8に削減することができた。

1. は じ め に

ノニルフェノール(分子式 C15H24O，分子量

220.35(以下，NP と示す。))は，アルキルフェ

ノール類に分類される有機化合物であり，主に工

業用の非イオン界面活性剤の原材料やゴムおよび

プラスチックの酸化防止剤などに用いられてい

る。NP については従来から魚類に対する内分泌

かく乱化学物質として各種調査が行われてきた1)

が，2012年	月に環境基本法に基づく「水質汚濁

に係る生活環境の保全に関する環境基準」のう

ち，水生生物の保全に係る環境基準項目に追加さ

れた。そのため，各都道府県では公共用水域水質

調査の測定項目として常時監視を行っており，ま

た，全国の地方環境研究所等でもNPの測定方法

について種々の検討や調査が行われている2)〜11)。

NP の測定方法は昭和46年12月28日付け環境庁

告示第59号付表11(以下，付表11と示す。)に規定

されている。この方法は，JIS K 0450-60-10：

200712)や ISO24293：200913)に準拠しており，NP

の13種の異性体を個別に分離定量してその合計値

をNPの濃度として評価する方法である。この方

法は前処理操作が煩雑であり，分析に時間を要す

るのが難点である。

また，NP 測定には溶媒としてジクロロメタン

およびヘキサンを使用するが，ジクロロメタン

は，有害大気汚染物質の中でも優先取組物質とし

て大気中濃度の環境基準が定められた物質であ

る14)。さらに，多量の有機溶媒を使用していた印

刷企業従業員が胆管がんを多く発症したことに端

を発し15)，2014年11月に労働安全衛生法施行令が

改正され，業務上の取扱いについてもきびしい義

務が課せられている16)。ノルマルヘキサンについ

ても有機溶剤中毒予防規則の対象物質に指定され

ており，これらの有機溶媒の使用は必要最低限に

留めることが望ましい。

本報では，NP の測定方法について，市販のシ

リカゲルカートリッジを用いた試料のクリーン

アップの簡略化により，使用する有機溶媒の減量

および前処理に要する作業時間の短縮を検討した

結果を報告する。
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2. 実 験 方 法

2.1 試薬，器具および装置

NP 標準物質は4-ノニルフェノール(関東化

学)，サロゲート物質は4-(3,6-ジメチル-3-ヘプ

チル)フェノール-13C6(和光純薬工業)，内標準物

質は4-n-ノニルフェノール-d4(和光純薬工業)を

それぞれ用いた。アセトン，ヘキサンおよびジク

ロロメタンは残留農薬・PCB 試験用(和光純薬工

業)，メタノールは LC/MS 用(和光純薬工業)，

硫酸ナトリウム(無水)は PCB・フタル酸エステ

ル試験用(和光純薬工業)を用いた。

また，固相カラムはスチレンジビニルベンゼン

共重合体を充填した SepPak Plus PS-2 Short

Cartridge(Waters)を用い，試料の固相への加圧

送液や抽出および窒素吹きつけによる濃縮は，全

自動固相抽出装置AQUATRACE ASPE799(ジー

エルサイエンス)を用いた。

試料のクリーンアップ用シリカゲルはカラムク

ロマトグラフ用シリカゲル(high-purity grade，

粒径150〜250μm，シグマアルドリッチ)と，シリ

カゲルカートリッジ(InertSep SI(500mg/6mL，

ジーエルサイエンス))を用いた。カラムクロマト

グラフ用シリカゲルは，あらかじめ400℃で�時

間焼成，130℃で15時間乾燥させた後，�％含水

させて使用した。

ガスクロマトグラフ質量分析計(GC/MS)は

NP 標準物質の異性体組成比を求めるための FID

検出器も備えた7890GC/5977MSD(アジレント・

テクノロジー)を用いた。

2.2 実 験 操 作

NP の分析方法を図 1に示す。付表11では固相

カラムからアセトン�mL で溶出し，ジクロロメ

タンに転溶しているが，われわれはジクロロメタ

ン�mL で溶出し，転溶操作を省略した。この方

法でもとくに問題がないことは標準物質による添
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図 1 NPの分析方法フローチャート

500mL

ガラス繊維ろ紙（孔径1μm）

塩酸（1mol/L）pH約 3.5 5 mL

0.05μg

流速 10mL/min

窒素ガス 40min

ジクロロメタン6mL

窒素ガス 約 0.5mLまで

無水硫酸ナトリウム

※1

※2 ジクロロメタン
1～4mL

減圧下　40℃で約1mLまで　

0.05μg

窒素ガス 約 0.5mLまで

※1　ジクロロメタン－ヘキサン混液（3＋7）50mLを流下（1mL/分）
※2　ジクロロメタン－ヘキサン溶離液（3＋2）75mLを流下（1mL/分）
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加回収試験で確認しており，藤川らも同様の検討

を行い，NP のピーク形状やピーク面積にはほと

んど差がなく，妨害ピークはアセトン抽出の方が

多かったと述べている9)。

固相抽出後の濃縮液のクリーンアップは，カラ

ムクロマトグラフ管(内径10mm，長さ300mm の

クロマトグラフ管にヘキサンでかゆ状にしたシリ

カゲルを	g 充填し，上部に硫酸ナトリウム(無

水)�cm を積層したもの)またはシリカゲルカー

トリッジを用い，カラムクロマトグラフ管はヘキ

サン25mL で，シリカゲルカートリッジはジクロ

ロメタン15mL であらかじめコンディショニング

したものを使用した。

GC/MS の分析条件および各対象物質の定量イ

オン，確認イオンは表 1および表 2のとおりであ

り，装置定量下限値は各異性体0.001〜0.002

mg/L(NP12のみ0.005mg/L)，NP 合計として

0.02mg/L であった。

3. 結果と考察

3.1 シリカゲルカートリッジを用いた溶出量

の検討

シリカゲルカートリッジに試料を負荷した後，

溶出させるときに必要なジクロロメタン量を事前

に把握しておく必要がある。シリカゲルカート

リッジにNP0.2μg およびサロゲート0.05μg を含

むジクロロメタン溶液0.5mL を負荷し，その後

上部からジクロロメタンを通液して，NP の溶出

量を調べた。通液したジクロロメタン量に対する

NP各異性体と内標準との面積比を図 2に示す。

ジクロロメタン量が�mL 以上であれば，NP

各異性体の面積比が安定した。また，その時のサ

ロゲート回収率はおおむね100％であった。その

ため，溶出時に使用するジクロロメタン量は�

mLとした。
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HP−5MS Ultra Inert(Agilent J&W)
30m×0.25mm×0.25μm

測定モード

280℃

GC/MS(Agilent 7890GC/5977MSD)

カラム

イオン源温度

70eVイオン化電圧

表 1 GC/MS分析条件

50℃(1min)−8℃/min −300℃(2min)カラム温度

He 圧力一定モード 22 psiキャリアガス

スプリットレス 250℃注入口

2μL注入量

280℃
トランスファー
ライン温度

EI SIM

NP9

定量イオン
(確認イオン)

163(121)

略称

4-(3,4-ジメチルヘプタン-4-イル)フェノールNP10

NP1

135(220)4-(2,3-ジメチルヘプタン-2-イル)フェノールNP11

191(163)4-(3-メチルオクタン-3-イル)フェノール

物質名

NP12

表 2 各物質の定量イオンと確認イオン

135(163)4-(2,5-ジメチルヘプタン-2-イル)フェノール

121(163)

NP5

149(191)4-(3,5-ジメチルヘプタン-3-イル)フェノールNP6

135(220)

4-(2,4-ジメチルヘプタン-4-イル)フェノール

4-(3-エチル-2-メチルヘキサン-2-イル)フェノールNP7

163(121)4-(3,4-ジメチルヘプタン-4-イル)フェノールNP8

149(107)4-(3,4-ジメチルヘプタン-3-イル)フェノール

111(224)4-n-ノニルフェノール-d4内標準

135(107)4-(3,6-ジメチルヘプタン-3-イル)フェノールNP3

149(191)4-(3,5-ジメチルヘプタン-3-イル)フェノールNP4

※ NP4と NP6，NP8と NP10，NP9と NP13はそれぞれ立体異性体

135(220)4-(2,4-ジメチルヘプタン-2-イル)フェノールNP2

149(107)4-(3,4-ジメチルヘプタン-3-イル)フェノールNP13

155(113)4-(3,6-ジメチル-3-ヘプチル)フェノール-13C6サロゲート



3.2 クリーンアップ効果

クリーンアップ効果を比較するため，ノニル

フェノールが検出された河川水を試料として，固

相抽出後に(a)クリーンアップ未実施，(b)カラ

ムクロマトグラフ管によるクリーンアップ，(c)

シリカゲルカートリッジによるクリーンアップの

�種類の操作をそれぞれ実施した。

クリーンアップ方法別の GC/MS クロマトグラ

ム(図 3 )を比較すると，m/z 135，220，155等で

クロマトグラムの形状に違いが見られた。(b)お

よび(c)は(a)と比較して，夾雑物由来のピーク強

度が相対的に小さくなっており，クリーンアップ

の効果が出ているのがわかる。しかし，(c)は(b)

と比較してサロゲートの定量イオン(m/z 155)の

ピーク近郊の夾雑ピークが十分除去できておら

ず，定量に支障が出ることがわかった。サロゲー

トの確認イオン(m/z 113)では，面積値も定量イ

オンと同程度であり，なおかつ夾雑物の影響がほ

とんど見られなかったことから，以降 (a)および

(c)のクリーンアップ方法では，定量イオンを

m/z 113，確認イオンを m/z 155として解析を

行った。

NP の各異性体およびサロゲートのピーク面積

は，どのm/z のピークも(b)と比較して(c)が1.8

倍，(a)が�倍程度大きくなったが，内標準のピー

ク面積については，(b)と比較して(c)が約1.8倍，

(a)が5.5倍程度あり，(a)の内標準のピーク面積

の増加率のみが他と異なる傾向を示した。これら

の面積の増加は河川水中に存在する物質によるマ

トリックスの影響17)を受けているためと考えられ

る。(a)については内標準のピーク面積の増加率

が NP とサロゲートの面積増加率よりも約1.4倍

大きいことから，内標準のみがより強くマトリッ

クスの影響を受けていると考えられる。

内標準のピーク面積はサロゲート回収率(試料

中のサロゲート物質と内標準物質のピーク面積比

と検量線標準液中のサロゲート物質と内標準物質

のピーク面積比の平均値の百分率)に影響する。

(a)は他のクリーンアップ方法と比較して操作が

少なく，回収率が高いと考えられるにも関わら

ず，このマトリックスの影響により，見かけ上サ

ロゲートの回収率が低下している可能性が高い。

次に，�つの河川水試料(A〜E)について，そ

れぞれのクリーンアップ方法を適用した結果を表

3に示す。(a)はサロゲート回収率が低く，河川

B では(b)との NP の濃度差が大きくなった。一

方，(c)は(b)の分析値とほぼ一致し，サロゲー

ト回収率もおおむね良好な結果が得られ，市販の

シリカゲルカートリッジを用いたクリーンアップ

でもカラムクロマトグラフ管によるクリーンアッ

プと同等の効果が得られた。

3.3 クリーンアップの作業時間および溶媒使

用量

�検体当たりに要するクリーンアップの標準的

な作業時間と溶媒使用量を表 4に示す。

(b)のクリーンアップは，カラムの充填から最

終試験液の調製までに165分の時間を要するが，

(c)のクリーンアップは，市販のシリカゲルカー

トリッジを用いることで20分で操作を終了するこ

とができた。(b)に関しては事前にシリカゲルを

調製し，汚染されないように保管しておかなけれ

ばならないが，(c)の場合はカートリッジを開封

してそのまま使用できるため，クリーンアップ操

作以外でも作業時間を短縮できる。

また試料�検体当たりの溶媒使用量は，(b)が

ヘキサン110mL，ジクロロメタン63mL であるの

に対し，(c)はジクロロメタン18mL のみであり，

どちらの溶媒も大幅に削減できた。(a)はクリー

ンアップを実施しないため，当然作業時間も溶媒

使用量も最低限で済むが，先に述べたように，夾

雑成分がGC/MS分析に影響を与える場合がある。

なお最近，トリプル四重極型ガスクロマトグラ

フ質量分析計を用いて河川水中の NP を高感度

で，しかもクリーンアップ操作なしで分析できる
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図 2 ジクロロメタン量に対する NP各異性体と

内標準の面積比
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(a)クリーンアップ未実施，(b)カラムクロマトグラフ管クリーンアップ，(c)シリカゲルカートリッジクリーンアップ

※(a)のピーク強度のスケールに注意

図 3 クリーンアップ方法別 GC/MSクロマトグラム

ピ
ー
ク
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とした報告18),19)もあり，今後の進展が注目され

る。

4. ま と め

河川水中のノニルフェノールの測定における，

試料前処理方法の簡略化を検討した。クリーン

アップに市販のシリカゲルカートリッジを用い

て，カラムクロマトグラフ管によるクリーンアッ

プと同等の効果を得ることができた。

カラムクロマトグラフ管による方法では，�検

体当たり173mL のジクロロメタンおよびヘキサ

ンを使用するのに対し，今回検討した市販のシリ

カゲルカートリッジを用いたクリーンアップ方法

ではジクロロメタン18mL であり，有機溶媒の使

用量を約1/10に低減することができた。さらに，

クリーンアップに要する時間は165分から20分と

約1/8まで短縮でき，分析時の作業効率を向上す

ることができた。
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