
(株)島津テクノリサーチ

ヘキサブロモビフェニル

Hexabromobiphenyl

暢Utt HBB)

【対象物質の構造】

Br

CAS番号 :59080-40-9(2,グ ,4ぅT,5,5LHexabromobiphenyl)

分子式 :CttH4Br6

*ヘキサブロモビフェニルには臭素の置換位置により異性体が 42種類存在するが、構造、物理化

学的性状については2,2',4,イ,5,5七HeXabromobiphenylの 内容を記載した。

【物理化学的性状】

【毒性、用途】
毒   J性  : ラ ッ ト 経 口 LD50:21500 mg/kg(FM BP-6)

ウサ ギ 経 皮 LD50:>5000 mg/kg(FM BP-6)

用   途  : ABS樹 脂、ポ リウレタンフォームな どの難燃斉J

F I BP-6:Fire】 master BP‐ 6

分子量 沸点 (q(3) 蒸気圧 ckPつ 水溶解度 仰g/L) log Pow

627.59 報告なし 1× 10‐
6(90 kD)*1

0.011(25℃ )*1 7以下(計算値)*1

*1:National Library ofMedicine(2001)HaZardous substances data bank ttSDB),SIN Online

156



§1分 析 法

(1)分析法概要

・母乳試料

母乳試料に飽和シュウ酸カリウム水溶液、ジエチルエーテルおよび 500/0エ タノール

/ヘキサンを加え、振とう抽出を行 う (計 2回。但し2回 目はヘキサン)。
ヘキサン抽

出液を 5%塩化ナ トリウム水溶液で水洗後、脱水ろ過を行い、ロータリーエバポレー

ターを用いて濃縮する。脂肪重量の測定後、一定量に定容し、粗抽出液とする。

粗キ由出液の一部を分取して多層シリカグルカラム(注 1)に よリクリーンアップを行

い、GC/HRMS‐SIMを用いて分析を行う。

・血液 (全血)試料 (母体血および暦帯血)

母体血および磨帯血試料に飽TEI硫酸アンモニウム水溶液および 25%エタノール/ヘ

キサンを加え、振とう抽出を行う (計 3回。但し2、 3回 目はヘキサン)。
ヘキサン抽

出液をヘキサン洗浄水で洗浄後、脱水ろ過を行い、ロータリーエバポレーターを用い

て濃縮する。脂肪重量の測定後、一定量に定容し、粗抽出液とする。

粗キ由出液の一部を分取して多層シリカグルカラム(注 1)に よリクリーンアップを行

い、GC/HRMS―SIMを用いて分析を行う。

なお、試料の取扱いに関しては「ヒト生体試料の取扱いに関する倫理指針 (暫定版)」

(平成 18年 11月 環境省環境保健部環境安全課)お よび「ヒト生体試料の取扱いに

関する指針」(平成 18年 ■月 環境省環境保健都環境安全課)に準拠して実施する。

(2)試薬・器具

【試薬】

ヘキサブロモビフェニル

2,グ ,4,T,595上Hexabromobiphe呼 1(#153):AccuStandard製 (純度 94.80/0)

2,グ,4が ,6,α
‐Hexabromobiphe呼 1(#155):AccuStandard製 (純度 98.4%)

3,3',4,T,5,5'―Hexabromobiphe呼 1(#169):AccuStandard製 35 μg/mL

サログー ト物質

2,21,4,4',5,51-Hexabromo[13c12]biphenyl(#153):Wellington Laboratottes製 50 μg/mL

内標準物質

2タグ,3,4,r,6‐Hexabromo[13c12]diphenyleher(#139)I Vellington Laboratories製 5 μg/mL

その他各種異性体の標準品や、混合調製 品も Wellington Labortto es製 または

Camb dge lsotope Laboratories製 等で利用可能である。

市販の工業製品のヘキサブロモビフェニルには、Firemaster BP-6(Dow Chemical社)
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などがあり、2,2.,49↑,5,5七Hexabromobiphe呼 1(#153)が 主成分である。

アセ トン、エタノール、ヘキサン、ジクロロメタン :和光純薬製 ダイオキシン類

分析用または関東化学製 残留農薬試験用 (5000倍濃縮)

ジエチルエーテル、アセ トニ トリル :関東化学製 残留農薬試験用 (5000倍濃縮)

硫酸アンモニウム、シュウ酸カ リウム :試薬特級

デカン、ジメチルスルホキシ ド、水酸化カ リウム :試薬特級

塩化ナ トリウム、無水硫酸ナ トリウム :残留農薬試験用

メタノール :HPLC用

濃硫酸 :精密分析用

活性化シリカグル :Merck製 シリカゲル 60(63～ 200 μm)をメタノールで洗浄 して減

圧乾燥後、130℃ で 4時間活性化 したもの。

220/0(w/WJH2S04コ ̃テイングシリカグル :活性化シリカゲル 234gに濃硫酸 66gを

加え、約 40分間振 とうし、コーティング

したもの。

44%(w/wJH2S04コ ̃テ イングシリカグル :活性化シリカゲル 224gに濃硫酸 176g

を加え、約 40分間振 とうし、コーティン

グしたもの。

2%(w/wJKOHコ ーティングシリカグル  :メ タノールで洗浄 して減圧乾燥後のシリ

カゲル 196gにエタノール約 80 mLを力日え

シ リカゲルの固ま りがなくなるまで振 と

うし、水酸化カリウム4gをヘキサン洗浄

水約 20 mLに溶かした溶液をさらに加え

振 とう後、ロータリーエバポレーターを

用いて約 3時間減圧乾燥 したもの。

フロリジル PR:150～ 250 μm(60～ 100 mesり 130℃で 5時間活性化 したもの。

ヘキサン洗浄水 :蒸留水 2Lと ヘキサン 100 mLを 3L分液ロー トに入れ 15分間振

とう機で振 とうし、一晩静置後の水層。

【試薬の安定性・毒性】

有害性が高いため、暴露されないよう取扱いに注意する。

一般に有機臭素系化合物は光分解が起こりやすいため、標準品および試料は褐色ガ

ラスを用いるか、アルミホイル等で遮光する。分析室内も紫外線カットの蛍光灯を用

いる等して光分解が起きないように注意する。

【器具】

天秤 :0。 l mgの感度の電子天秤を用いる。
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乾燥機 :ガラス製品及び試薬類を加熱処理する。

ロータリーエバポレーター (恒温槽付き):抽出液の濃縮に用いる。

振とう器 :分液ロー トの振とう抽出に用いる。

マイクロシリンジ (25 μ L、 250 μL):サ ログー ト及び内標準物質の添力日に用いる。

カラムクロマ ト管 (内径 15111m長 さ35 cm、 内径 13圧m長 さ35 cm)

スキーブ型分液ロー ト (100 mL、 300 mL)、 ナス型フラスコ (10 mL、 300 mL)、 ネ

ジロ試験管 (10 mL、 25 mL)、 メスシリンダー (20 mL、 50 mL、 100 mL)、 メスフラ

スコ、パスッールピペット、褐色バイアル

ロー ト:直径 90 Hlmガ ラス製 脱水ろ過に用いる。

ガラス器具類は使用前にアセ トン及びヘキサンで洗浄し、乾燥して用いる。ガラス

器具類は褐色が望ましい。

(3)分析法

【試料の採取及び保存】

提供を受けた試料は分析を行うまで、冷凍保存する。

試料の取扱いに関しては「ヒト生体試料の取扱いに関する倫理指針 (暫定版)」 (平

成 18年 ■ 月 環境省環境保健都環境安全課)および「ヒト生体試料の取扱いに関す

る指針」(平成 18年 H月 環境省環境保健部環境安全課)に準拠して実施する。その

他は環境省 「化学物質環境調査における試料採取にあたつての留意事項」に従う。

【試料の前処理及び試料液の調製】

〔母乳試料の抽出〕

試料を解凍 (前 日又は、当日室温に戻す)後、電子天秤に分液ロー トを乗せる台 (プ

ラスチック製の広口容器 :フ ロリジルの空容器などを利用)と 100 mLス キーブ型分

液ロー トを乗せ、風袋引きした後、パスツールピペットを用いて母平L試料 5gを秤量

する。100 mLス キーブ型分液P― 卜にサロゲー ト物質(2,乳4ガ ,5,51‐Hexabromoビ
3c12]

biphenyl)20 ng/mLを 100ぃ(2 ng)添力日し、撹拌する。サロゲー ト物質の添力日量は、各

化合物の装置の感度と分割比によるため、あらかじめ必要な量を確認しておく。

飽和シュウ酸カリウム水溶液 2 mL、 ジエチルエーテル 10 mL、 および50%エ タノ

ール/ヘキサン20 mLを加えた後 30分間、液/液振とう抽出を行う。静置後、下層の水

層を別の分液ロー トに移し、新たにヘキサン20 mL加えて、再度 30分間振とう抽出

を行う。静置後、計 2回の抽出によるヘキサン層を合わせ、5%塩化ナ トリウム水溶

液を20 mL力日え水洗する。水層を除去した後、無水硫酸ナ トリウムを用いて脱水ろ過

(注 2)を行い、ロータリーエバポレーターを用いて約2 mLま で濃縮後、必要に応じて

脂肪重量測定を行う。

〔血液試料の抽出〕
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試料を解凍 (前 日又は、当日室温に戻す)後、電子天秤に分液 ロー トを乗せる台 (プ

ラスチック製の広口容器 :シ リカゲルの空容器などを利用)と 300 mLス キーブ型分

液 ロー トを乗せ、風袋引きした後、パスツールピペ ットを用いて母体血試料 20g(磨

帯血 :30g)を秤量する。300 mLス キーブ型分液 ロー トにサログー ト物質(2,2ち4,化5フ 5.

‐Hexabromo[13c12]biphenyl)20 ng/mLを 100ぃ (2 ng)添加 し、撹拌する。サロゲー ト物

質の添加量は、各化合物の装置の感度 と分害J比によるため、あらか じめ必要な量を確

認 しておく。

飽和硫酸アンモニウム 12 mL(磨帯血 :18 mL)、 および 25%エ タノール/ヘキサン

48 mL(脳帯血 :72 mL)を加えた後 30分間、液/液振 とう抽出を行 う。静置後、下層

の水層を別の分液 ロー トに移 し、新たにヘキサン40 mL(磨帯血 :60 mL)力日えて、

再度 30分間振 とう抽出を行 う。この操作を繰 り返 し、計 3回 の抽出によるヘキサン

層を合わせ、ヘキサン洗浄水 40 mL(1齊帯血 :60 mL)力日え水洗する。水層を除去 し

た後、無水硫酸ナ トリウムを用いて脱水ろ過(注 2)を行い、ロータリーエバポレータ

ーを用いて約 2 mLま で濃縮後、必要に応 じて脂肪重量沢J定を行 う。

〔脂肪重量測定〕 (必要に応 じて)

あらかじめ 105℃ で 3時間加熱、放冷 し、0,l mgの単位まで重量を測定した 10 mL

ナス型フラスコに濃縮液を少量のヘキサンで洗いこみ、ロータリーエバポレーターを

用いて溶媒を慎重に留去する。水及び溶媒が完全にないことを確認 し、ナス型フラス

コの外狽Jを よくふいた後、0.l mgの 単位まで重量を沢」定する。前後の重量差から試料

中の脂肪量を算出する。天秤は前処理室に設置する。

〔抽出液の精製〕

重量測定後、ヘキサンに溶解 させネジロ試験管に洗いこみ、10 mLに定容 した後、

試料を測定用に分割する。なお、分割比は装置の感度により異なるため、あらかじめ

分割比を確認 しておく。

多層シリカグルカラムクリーンアップ

10 mLに 定容 した抽出液を l mL分取 して多層シリカグルカラム(注 1)に負荷 し、10%

ジクロロメタン/ヘキサン 60 mLで溶出させる。溶出液をロータリーエバポレーター

で約 5 mLま で濃縮 し、ヘキサンを用いて試験管に洗いこんだ後、窒素気流で少量ま

で濃縮する。GC/MS測 定用の褐色バイアルに、内標準物質(2,グ,3,4,↑ ,6-Hexabromo

[13c12]diphettleher#139)50 ng/mLを  10 μL(0.5 ng)添力日し、濃縮 した試料を慎重に移

し替えさらに試験管を少量のヘキサンで洗いこみ、ゆるやかな窒素気流で濃縮 してヘ

キサンを除去 した後、デカンを加えて 20 μLと し測定試料液 とする。

なお、以上のクリーンアップでも測定試料液の精製が不十分な場合は多層シリカゲ

ルカラムによるクリーンアップを行った後に、ジメチルスルホキシ ド(DMSO)/ヘ キサ
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ン分酉己による処理を追加(注 3)し、上記 と同様に内標準物質を添力日して浪J定試料液 と

する。

DMSOはヘキサンで飽和 して使用する(3L分液ロー トに、DMS0 1000 mL及びヘキ

サン 100 mLを 入れ、振 とう機で 15分間振とうした後、静置 し、DMSO層をヘキサ

ン飽和 DMSOと して使用する)。

250 mLパ のデュラン瓶等に塩化ナ トリウム75gと ヘキサン洗浄水 150 mLを入れて

よく振 り混ぜ、飽和塩化ナ トリウム水溶液を作成する。使用時には溶け残 りの塩化ナ

トリウムがあるかを確認 して使用する。

多層シリカグルカラムからの溶出液をロータリーエバポレーターで約 5 mLま で濃

縮 した後、10 mLネ ジロ試験管に移 し、窒素気流で l mL程度になるまで濃縮(ジ クロ

ロメタンを除く為)し、ヘキサンを加えて 2 mLと する。

ヘキサン飽和 DMSOを 2.5 mL加 える。ネジロ試験管に栓をし、手振 りで約 10秒間

振 とうする。静置後、二層に分かれてから、パスツールピペ ットを用いて下層の DMSO

を 25 mLネ ジロ試験管に移す(ヘキサブロモビフェニルはこのDMSO層 に含まれてい

る)。
この操作を合計 4回行い、ヘキサブロモビフェニルをDMSOに分配する。

DMSO(合計約 10 mL)を移 し込んだ 25 mLネジロ試験管に、ヘキサン洗浄水  10

mLと 飽和塩化ナ トリウム水溶液 l mLを加える(DMSOと 水は混ざる)。

さらにヘキサン 2 mLを加えて試験管に栓をし、手振 りで約 10秒間振 とうする

(DMSOと 水が混ざることによリヘキサブロモ ビフェニルはヘキサンヘ分配 される)。

静置後、二層に分かれてから、パスツール ピペ ットを用いて上層のヘキサンを新たに

用意 した 10 mLネジロ試験管に移す(ヘキサブロモビフェニルはこのヘキサン層に含

まれている)。
この操作を合計 3回行いヘキサンに逆分配する。

ヘキサン溶液の入つた 10 mLネ ジロ試験管に、ヘキサン洗浄水 2 mLを加える。試

験管に栓をし、手振 りで約 10秒問振 とうする(ヘキサン溶液中に残留 しているDMSO

を水へ分配する)。 静置後、二層に分かれてから、上層のヘキサン溶液を無水硫酸ナ

トリウムで脱水する。試料は濃縮後、内標準物質を添加 した GC/MS沢J定用の褐色バ

イアルにヘキサンで移 し替え、窒素気流で濃縮 してヘキサンを除去 した後、デカンを

加えて 20い とし沢J定試料液 とする。

フロリジルカラムクリーンアップ (参考 POPsと の同時分析の場合)

あらか じめ活性化 (130℃ 、約 5時間乾燥)したフロリジル 8gをヘキサンに懸濁

し、カラムクロマ ト管 (内径 1311m長 さ35 cmガ ラス製 ;ス トップコック付き)の

上下に無水硫酸ナ トリウムをはさんでフロリジルを湿式充填する。20%ジ クロロメタ

ン/ヘキサン 80 mLでカラムを洗浄 した後、300 mLのナス型フラスコをセ ットし、試

料液をカラムに負荷する。クロマ ト管の液面を無水硫酸ナ トリウム層の上端まで下げ

てから、少量の 20%ジクロロメタン/ヘキサンで数回濃縮容器およびカラムの壁面を

161



洗いながら試料をカラムに負荷する。20%ジクロロメタン/ヘキサン80 mLで 目的成分

を溶出する (画分 1)。 ナス型フラスコを取り替え、さらにジクロロメタン80 mLで

溶出を継続する(画分 2)。 画分 1を ロータリーエバポレーターで約5 mLまで濃縮し、

ヘキサンを用いて試験管に洗いこんだ後、窒素気流で少量まで濃縮する。CC/MS測
定用の褐色バイアルに、内標準物質(2,グ 93っ4,Tぅ6-Hexabromoド

3cヮ
]diphettlether#139)50

ng/mLを 10ぃ (0.5ng)添加し、濃縮した試料を慎重に移し替えさらに試験管を少量の

ヘキサンで洗いこみ、ゆるやかな窒素気流で濃縮してヘキサンを除去した後、デカン

を加えて20ぃ とし測定試料液とする。

この操作により、ヘキサブロモビフェニルは20%ジ クロロメタン/ヘキサン(画分 1)

で溶出する。参考として、ディル ドリンとエンドリンとヘプタクロルエポキサイ ドは

画分2に溶出し、それら以外のPOPsは画分 1に溶出する。

なお、フロリジルのロットにより溶出パターンが異なるため、必ず事前に溶出試験

で確認を行った上で使用する。

【空試験液の調製】

試料を用いないで、【試料の前処理及び試料液の調製】の項に従って操作し、得られ

た試料液を空試験液とする。

【標準液の調製】

2294,4七 595上Hexabromobiphenyl及 び 22,4っ化6ぅ♂‐Hexabromobiphenylを 正確に 10 mg

はかりとり、それぞれ トルエンを加えて正確に 10 mlと し、各々1000 μg/mlの標準原

液とする。ヘキサブロモビフェニル各異性体の標準液をデカンで希釈・混合し、2

ng/mLか ら1000 ng/mLの 混合標準溶液を作成する。

サログー ト物質(2,乳4ガぅ5,5LHexabromo[13c12]biphe呼 1)は 、デカンで希釈 して 200

ng/mLのサロゲー ト物質標準溶液を作成する。内標準物質(22ぅ3,4,甲 ,6-Hexabromo

ド
3c12]diphettletheつはデカンで希釈して50 ng/mLの溶液を作成する。

以上の溶液を混合し0。 1～200 ng/mLの 5段階の検量線用標準液(サ ロゲー ト物質及

び内標準物質は各 2々0 ng/mL)を作成する。

試料に添加するサロゲー ト物質溶液はアセ トンで希釈して20 ng/mLの溶液を作成

する。

【試料液の保存・安定性】

一般に有機臭素系化合物は光分解が起こりやすいため、標準品および試料は褐色ガ

ラス器具を用いるか、アルミホイル等で遮光する。分析室内も紫外線カットの蛍光灯

を用いる等して光分解が起きないように注意する。
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【測定】

〔GC/MS条件〕

使用機器

カラム

昇温条件

注入方法

ガー ドカラム

注入 口温度

注入量

キャリヤーガス

イオン化法

イオン化電圧

トラップ電流

加速電圧

インターフェース温度

イオン源温度

検出モー ド

分解能

Autospec Ultima (Waters/Micromass)

HP 6890(Agilent)

EN半5MS15 m× 0.25 alln I.D。 (0.ll畑)(関東化学製)

(5%Phe呼 l POlysilphettlene― siloxane)

120℃ (l →-20℃/min-200℃ (O mi→ -10℃/min―

300℃ (8 →
オンカラム

不活1性キャピラリーカラム 0.5m× 0.53正血 I.D.

120℃ (0。 l mi→ -100℃/min-300℃ (15 mi→

2 μL
ヘリウム(1.O mL/mi→

EI

30ハΨ40 eV

5001ルヘ

8 kV

300qc

300qc

SIWI

●ヽ/△ M>10000
モニターイオン

定量用  確認用

封象物質    Hexabromobiphe呼 1

サログー ト物質 Hexabromo[13c12]biphe呼1

627.5352   625.5372

639,5754   637.5775

内標準物質   Hexabromo[13c12]diphettleher   655.5703 653.5723
ロックマス    Perauorokerosene 642.9600

〔検量線〕

検量線用標準液及びサロゲー ト物質のみを添力日した溶媒ブランク2い をGC/MSに

導入して分析する。溶媒ブランク試料からは姑象物質のピークが検出されない事を確

認する。

得られる各クロマ トグラムにおいて、標準物質のピーク面積をサログー ト物質のピ

ーク面積で割つて得られる面積比を計算し、検量線の縦軸とする。分析した検量線用

標準溶液に含まれる標準物質の濃度をサロゲー ト物質の濃度で割って得られる濃度

比を計算し、検量線の横軸とする。重み付けなしで、最小二乗法により、原点を通過

する一次の検量線を作成し、関係式及び寄与率 (F)を計算する。寄与率が 0.995以

上であることを確認する。

〔定量〕

試料液 2い を GC/MSに導入して分析する。以下に示す式を用いて相対感度係数
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(RRF)を 算出し、検量線用標準液の濃度範囲における団ぴ の平均を求め、定量計算に

用いる。

As X CIs
RRF =

AIs X Cs

RRF  !相対感度係数

As  i標 準液中の対象物質のピーク面積

AIs  i標準液中のサログー ト物質のピーク面積

Cs   I標準液中の対象物質の濃度 Φg/い)ま たは注入量Φg)

CIs  I標 準液中のサロゲー ト物質の濃度 Φg/μL)ま たは注入量Φg)

本分析法では、ヘキサブロモビフェニル各異性体のイオン強度に大きな差が見られ

質濃度を算出する(注 5)①

〔濃度の算出〕

RRFを用いて、以下の式から定量値を求める。

濃度 Φg/g) =         ×
十

対象物質のピーク面積

サログー ト物質のピーク面積

サロゲー ト物質の添力日量 Φg)

相姑感度係数

試料量 (g)

Ａ
盈
Ｃｓ
凹
Ｗ

脂肪重量換算濃度が必要な場合は、上記の結果(湿重量当たりの結果)を脂肪含量(%)

で割算して算出する。

脂肪重あたり濃度 Φg/g(lipid))=           × 100
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〔装置検出下限cDL)〕

本分析に用いたGC/HRMSの IDLを以下に示す(注 6)。

〔母乳〕

物質
IDL 試料量  DL試 料換算値

留貝          Φg)   (g)    (pg/g)

_生型 24!2堕!±≧空JQ型童塑堕壁1(処塁近_ 9・001

2,グ ,4,↑9595上Hxabromobiphenyl(#153) 0。 942

5        1.0

3,3七494七 5,5LHxabromobiphe呼1(#169) 0.085    5      1.7

〔血液〕

0.85

物質
IDL 試料量  IDL試料換算値

ワ貝        Φg)   (g)    Og/g)
2,グ,4,T,6,σ―Hxabromobiphenyl(#155) oi951 __十 -20     0。26

2,グ,4,T,5,5上 Hxabromo聖わhe呼1_壁
153)__ 0.042

3ぅ 3七4,T)5,5LHxabromobiphenyl(#169) 0.085   20     0.42

〔測定方法の検出下限(MDL)、 定量下限(MQL)〕

本測定方法におけるMDL及びMQLを以下に示す(注 7)。

〔母乳〕

物質
試料量  検出下限値  定量下限値

f宜Ⅲ         (p宜 /2)           (pg/g)

0,21

2生幽 2⊆型XabrOmObiphenyl廼 亜)_ 5
_坐1量生必堅」二彗止型里學ObiPhenJl t生 唖 ) 5

0.69

1.1

1.9

3.0

3,3七4ガ,5,5七Hxabromobiphenyl(#169) 5  1.5    4.0

〔血液〕

試料量  検出下限値  定量下限値物質        Wも̃ レJi3古
/S̃ ̃弔古/S̃

_2,グ ,4ぅ甲,6,6LHxabromobiphe呼 1(#155) 20    0.31     0.83
2,グ,4,Tぅ5ぅ 5上Hxabromobiphe呼 1(#153)  20    0,24     0.65
3,3七 4ぅT,5,ダ‐Hxおrolnobtthe呼1(洋169) 20   0.57   1.5
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注  解                             ・

(注 1)

本分析法の多層シリカグルカラムには 2%(w/wJKOH、 22%及び 44%(w/切H2S04コ

ーティングシリカグルを用いる。脳酸銀仏いЮ3)コ
̃テ イングシリカゲルを用いた場

いが、事前に溶出試験を行つた上で使用する)。 また、市販の多層シリカグルカラム

やカー トリッジカラムを使用する場合には、メーカーやロットにより溶出パターンが

異なるため、事前に溶出試験で確認を行った上で使用する。

ピンセ ットでヘキサン洗浄綿を適量とり、カラムクロマ ト管 (内径 15■m長 さ35

cmガラス製 ;ス トップコック付き)に入れ底部に詰める。溶媒を流 したときにコッ

クに気泡が入 らないように金十金等で詰める。

カラムクロマ ト管に以下の順序で下から順に各充填材を乾式充填する。
。無水硫酸ナ トリウム

・ 活性化シリカゲル

lcm(厚 さ) 下側

・ 2%(w/wJKOHコ ーティングシリカゲル  0.5g
。 活性化 シ リカゲル

・ 44%(w/wJH2S04コ ̃テ イングシリカゲル  5.Og
。22%騨tttH2S04コ ̃テ イングシリカゲル 3.Og
。活性化シリカグル

・ 無水硫酸ナ トリウム

0,5g

0.5g

0.5g

lcm(厚 さ) 上TRll

この際、各充填材の上面が平面になるよう充填 していく。充填後、10%ジ クロロメ

タン/ヘキサン 60 mLで洗浄を行い、クロマ ト管の液面を無水硫酸ナ トリウム層の上

端まで下げてから試料の負荷を行 う。

(注 2)

ロー トに少量のヘキサン洗浄綿を詰め無水硫酸ナ トリウムを約 50g入れロー トの

端より内壁をつた うようにヘキサン約 5 mLを 3回流 し洗浄する。この時の洗液は廃

棄する。

洗浄後の無水硫酸ナ トリウムに抽出液を滴下 して脱水ろ過をする。抽出液が入つて

いたフラスコの内壁をヘキサン約 5 mLで 3回洗い、洗液 も脱水ろ過する。

さらに、ロー トの端より内壁をつた うようにヘキサン約 5 mLで 3回洗い流す。

(注 3)

多層シリカゲルカラムによるクリーンアップのみで試料液を測定 した時に、除去 さ

れなかった脂質等の影響でピークがブロー ドになる等の現象が起きた場合、ジメチル

スルホキシ ド(DMSO)/ヘキサン分配による処理を追加する。また、アセ トニ トリル/
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ヘキサン分配や GPCに よるクリーンアップも利用可能である
2)。

なお、本分析法で検討を行った母乳試料については多層シリカグルカラムによるク

リーンアップのみで測定可能であったが、血液 (全血)試料については、多層シリカ

グルカラムによるクリーンアップの後、DMSO/ヘ キサン分配による処理が必要であつ

た。

アセ トニ トリル/ヘキサン分配 (参考)

アセ トニ トリルはヘキサンで飽和 して使用する(3L分液 ロー トに、アセ トニ トリル

1000 mL及びヘキサン 100 mLを 入れ、振 とう機で 15分間振 とうした後、静置 し、ア

セ トニ トリル層をヘキサン飽和アセ トニ トリル として使用する)。

蒸留水はヘキサンで洗浄 したもの(ヘキサン洗浄水)を使用する(蒸留水 2Lとヘキサ

ン 100 mLを 3L分液ロー トに入れ 15分間振 とう機で振 とうし、一晩静置後の水層)。

多層シリカゲルカラムからの溶出液をロータリーエバポレーターで約 5 mLま で濃

縮 した後、分液 ロー ト①に移 しヘキサンを加えて 10 mLと する。

ヘキサン飽和アセ トニ トリルを分液 ロー ト①に 10m L加 え、10分間振 とうする。静

置後、二層に分かれてから、分液 ロー ト②に下層のアセ トニ トリル層を移す(ヘキサ

ブロモビフェニルはこのアセ トニ トリル層に含まれている)。
この操作を合計 2回行

いアセ トニ トリルに分配する。

アセ トニ トリル(合計約 20 mL)を移 した分液ロー ト②にヘキサン洗浄水を加える(ア

セ トニ トリルと水は混 ざる)。

さらにヘキサン20 mLを加えて 10分問振 とうする(ア セ トニ トリル と水が混ざるこ

とによリヘキサブロモ ビフェニルはヘキサンヘ分配 される)。 静置後、二層に分かれ

てから、分液ロー ト③に下層の水層を移す。

水層の入つた分液ロー ト③にヘキサン20 mLを加えて 10分間振 とうする。静置後、

二層に分かれてから、下層の水層を捨て、上層のヘキサン層を分液 ロー ト②に移す。

分液 ロー ト③の内壁を少量のヘキサンで 2回洗い、洗液も分液 ロー ト②に移す。

ヘキサンの入つた分液 ロー ト②にヘキサン洗浄水を加えて 10分間振 とうする(ヘキ

サン溶液中に残留 しているアセ トニ トリルを水へ分配する)。 静置後、二層に分かれ

てから、下層の水層を捨て、上層のヘキサンを無水硫酸ナ トリウムで脱水する。試料

は濃縮後、内標準物質を添力日した GC/MS沢J定用の褐色バイアルにヘキサンで移 し替

え、窒素気流で濃縮 してヘキサンを除去 した後、デカンを加えて 20 μLと し沢J定試料

液 とする。

(注 4)

ヘキサブロモビフェニル、サロゲー ト物質及び内標準物質の分子イオンの精密質量

と相封イオン強度を表 1に示す。

本分析法では分子イオンの中で、相対イオン強度の強いlM+4]+及び[M+6]+を モニタ

ーオンに用いて測定を行い、[M+6]+を 定量用に[M+4]十 を確認用として使用する。
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M+ 「M+21+ 「M+41+ 「M+61+ D正+81+ D近+101+ 「M+121+

Hexabromobiphettl
621.5413

50/0

623.5393

320/0

625.5372

77%
627.5352

100%

629.5332

73%
631.5313

290/0

633.5295

50/0

Hexabromo[13c12]biphenyl
633.5815

5%
635.5795

32%
637.5775

770/0

639.5754

100%

641.5733

73%
643.5713

28%
645。 5692

50/0

HexabЮmo[13c12]diphenylether
649.5764

50/0

651.5744

320/0

653.5723

77%
655.5703

100%

657.5682

730/0

659.5662

280/O

661.5642

5%

表 1.各分子イオンの精密質量及び相姑イオン強度

(主主5)

ヘキサブロモビフェニル異性体は全部で 42種類ありGCカ ラムでの溶出l贋が、ヘキ

サクロロビフェニル と同じであるとして、22,4,↑ ,6,σ
‐Hxabromobiphenylの 溶出位置

から3,3七4,T,5,5LHxabromobiphe呼 1の溶出位置までをヘキサブロモ ビフェニル異性体

の溶出範囲とする(図 1)。 この溶出範囲内で検出されたピークの内で、2つのモニタ

ーイオンの面積比率が臭素化合物の天然同位体比の理論値に対 して±150/0以 内のも

のをヘキサブロモビフェニル として同定 し、定量を行 う。

ヘキサブロモ ビフェニル各異性体のイオン強度に大きな差が見 られる場合がある。

標準品に対応する異性体については個々の相対感度 (ⅢJ)を用い、その他のヘキサ

ブロモ ビフェニルは 3異性体の 則Jの平均を用いて、対象物質濃度を算出する。

2,2'94,4',6,6.―

Hexabromobiphenyl

2,2.,4,4',5,51-

Hexabromobipheny

3,3',4,41,5,51-

Hexabromobiphcny

10‐Jan‐ 200613:40:54
2:Vonage sIR 9 Channe s EI十

6275352
5 02eS

丁Im0

ヘキサブロモビフェニルの溶出範囲

1250   1275   1300   1325 1360   1375

図 1ヘキサブロモビフェニルの溶出範囲
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(推と6)

装置検出下限αDL)は、「化学物質環境実態調査の手引き」 (平成 17年 3月 )に従つ

て、表 2及び表 3の とお り算出した。

表 2 母乳の装置検出下限(IDL)の 算出

2)2'フ 4,4'96,6.‐    2,2',4,4',5,5'‐ 3,3'ぅ 4)4',5,51-

対象物質名

試料量①

抽出液量(mL)

分取量(mL)

最終液量(ぃ)

注入液濃度Φg/い)

HxBB r#155Ⅲ  IIxBB(#153 HxBB(#169

5

10

1

20

0。 1

2

5

10

1

20

0。 1

2

5

10

1

20

0。 1

2装置注入量(出

結果l Φg)

結果2 Φg)

結果3 Φg)

結果4 Φg)

結果5 Φg)

結果6 Φg)

結果7 Φg)

0,186

0.183

0。 194

0.215

0。216

0。 209

0.216

0。205

0.195

0,201

0.186

0。 195

0.184

0.213

0.190

0。 178

0.178

0.188

0.166

0。 168

0。 155

0。 191

0.225

0。 162結果8

平均値 Φg)

標準偏差
IDL Φg)

試料換算値Φg/g)

S/N
CV

0.203

0.0135

0.051

1.0

37
6.6

0.193

0.0112

0,042

0。 85

14

5.8

0。 179

0.0223

0,085

1.7

7.3

12

※IDL式 9‐ 1,0,05)× σn■ ×2
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表3血液の装置検出下限(IDL)の 算出

対象物質名
2,21,4,4七 6,6.‐    2,2',494',5,5'―    aぅ 3'っ4,4',595'‐

HXBB(#155) HxBB(#153) HxBB(#169)

試料量(g)

抽出液量(mL)
分取量cmL)
最終液量(ぃ)

注入液濃度Φg/い)

装置注入量(出)

20

10

1

20

0。 1

2

20

10

1

20

0。 1

2

20

10

1

20

0。 1

2

結果l Φg)

結果2 og)

結果3 Φg)

結果4 Φg)

結果5 Φg)

結果6 Φg)

結果7 Φg)

結果8仲g)

0。 186

0.183

0。 194

0.215

0。216

0。209

0.216

0.205

0。 195

0。201

0。 186

0。 195

0。 184

0.213

0。 190

0。 178

0。 178

0.188

0.166

0,168

0.155

0.191

0.225

0。 162

平均値 Φg)

標準偏差
IDL Φg)

試料換算値Φg/g)

S/N
CV(%)

0.203

0.0135

0,051

0。26
37
6.6

0。 193

0.0112

0.042

0。21

14

5,8

0.179

0.0223

0.085

0.42

7.3

12

※IDL式 o‐ 1,0.05)× σn_1× 2
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表5血液 (全血)の測定方法の検出下限(MDL)及び定量下限(MOL)の算出

対象物質名
2,2七 4,4',6961-  2,2',4,4',5ぅ5'-  3,3',4,4',595'―

HXBB(#155)HxBB(#153)HxBB(#169)

試料量 (g)

標準添力日量 Φg)

試料換算濃度 Φg/8)

抽出液量 cmL)
分取量 (mL)

最終液量 (μL)

注入液濃度 Φg/い)

装置注入量

操作ブランク

無添力日平均②
 Φg/g)

20

30

1.50

10

1

20

0。 15

2

20

30

2.68

10

1

20

0.27

2

20

30

1.50

10

1

20

0,15

2

0

1.18

結果l Φg/g)

結果2 Φg/g)

結果3 Φg/g)

結果4 Φg/8)

結果5 Φg/g)

結果6 Φg/g)

結果7 Φg/g)

結果8 Φg/8)

結果9(pg/目 )

1.47

1.62

1.68

1.55

1.47

1.46

1.58

1.42

1.50

2.63

2.55

2.62

2.70

2.65

2.65

2.77

2.64

2.56

1.63

1.51

1.35

1.68

1.81

1.48

1.71

1.58

1.80

平均値 Φg/g)

標準偏差

MDL Φg/g)

MQL Φg/g)

S/N

CV(%)

1.53

0.083

0.31

0.83

59

5.5

2.64

0.065

0。24

0.65

50

2.5

1.61

0。 154

0。 57

1.5

21

9.5

※MDL=t(n-1,0.05)× σn_1× 2

※MQL=σ n_1× 10

① 操作ブランク平均 :

試料マ トリックスのみがない状態で他は同様の操作を行い、沢」定した値の

平均値

② 無添力日平均 :

MDL算出用試料に標準品を添力日していない状態で含まれる濃度の平均値
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§2解 説

【分析法】

〔フローチヤート〕

分析のフローチヤートを図2に示す。

ご―タリーエノミポレーター

窒素気流
ヘキサン l mL

ロータリーエバポレーター

窒素気流

内標準添力日

フ
ーテカラ/20 μL

図 2ヘキサブロモビフ手ニルの分析フロー

母乳試料 液/液抽出 水 洗 脱水。濃縮

母乳 5g    飽和シュウ酸ナトリウム溶液 2 mL 5%NaC120 mL 無水硫酸ナトリウム

ロータリーエバポレーター
サロゲート添加  ジエチルエーテル 10 mL

50%エタノーノ1//ヘキサン 20 mL

[2回 目:ヘキサン 20mL]

振とう30min

血液試料 液/液抽出 水 洗 脱水。濃縮

母体血 20g  飽和硫酸アンモニウム溶液    40 mL(母体血)無 水硫酸ナトリクム

1齊帯血 30g  12mビ (母体血)、 18mL(磨帯血)60 mL O齊帯血)ロ ータリーエバポレーター

サロゲート添加  25%エタノーノL//ヘキサン

48 mL(母 体血)、 72mL(1齊 帯血)

[2、 3回 目:ヘキサン

40 mL(母 体血)、 60mL(磨帯血)]

振とう30min

脂肪含量

沢J定
再溶解・定容 日l mL分取 調

多層シリカゲルカラム

クリーンアップ

ヘキサン 10 mL lo%ジクロロメタン/ヘキサン60 mL

濃縮
ジメチルスルホキシド/

ヘキサン分配 十 一
GC/HRMS― SIM

分析



母乳:5mL
麟帝血:eOmL

母体血:21hL

【血た試ヽ 】【母■試料】
覺Jsスバィク(クリーシアッ

亀和シュウ酸カリウム
(「 1)工 ,ノール,ヘキサン

鳴引Sスパイク(ク リーンアップス′堂ク〕
シモニウム 母体血コ2mL、 日帯血コOmL

(ta)エタノールハキサン 母体血i4肺し、日帯血:フhL

母乳:ヘキサン 2的 L

曲帯血:ヘキサン 0師 L

母乳:5“4化ナトリウム水落な 26nL
日帝血:ヘキサン洗浄水 alhヒ

母体血:ヘキサン洗掃水 4的 L

ク

Ｖ

常

，ス′

ク

(シリンジス′ヽイク〕

図 3

〔検量線及びマススペク トル〕

検量線及びマススペク トル図等を次に示す。

ダイオキシン類等を含めた場合の分析フロー

(四 角内数字は試料溶液の分割比)
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|

v=2.3C137x+0.048

r2 0。 9998
/

RRF:2.371

/

2,グ,49↑96,♂
‐Hexabromobiphenyl(#155)

25

悠

§ 20

l

冬
E1 15

本

≦lo

ヽ
家V 5
聟
部
旧

0

246810
濃度比

(対象物質濃度:01～ 200pg/μ L,サ ロゲー ト物質濃度:20pg/μ L)

2,2',4,41,5,51-Hex`お romobiphenyl(#153)

12

≦lo

点8

EI

s 6

S4
寂

韻 2

悴
個 。

y=1.0536x-0.0019

r2=1

/
246810

(対象物質濃度 :ll l～ 200pgだ宅,子ログ_卜 物質濃度:20pg/μ L)

3.3'.4.41.5.5'‐Hexabromobiっhenvl r#169ヽ

y=u.ッもッzX― υ.υOD0

r2=0.9989

RRF:0.840

/
246810

濃度比

(対 象物質濃度:01～200pg/μ L,サ ロゲー ト物質濃度:20pg/μ L)

図 4 ヘキサブロモビフェニル 検量線

12

慈lo

点8

く 6

M

S4
萩

J2
悴
1E0

サロゲー ト物質 :2,グ ,4,↑9595七Hexabromo[13c12]biphe呼1(#153)



2,2'ラ4,4.,6,6.‐ Hexabromobiphenyl(#155)

2っ2',4,4',5,5'‐ Hexabromobiphenyl(#153)
osl釣axM300A S60い 100S,Cm(564i567<57257牛 SS4う S7"

3,3七 4,4七 5)5七Hexabromobiphenyl(#169)
tlS,20Ⅸ Maoo4 704い 0200)Cm(70270Sマ ,G720お 91ね OS"

口

]

|

2,2七 4ぅ4195,5'…Hexabromo[13c12]biphenyl(#153)
OS120BXMiO02 021い 10115,Cm(019022‐ t62a:o∞ 161,015"

図 5 ヘキサブロモ ビフェニル マススペ ク トル
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060110XB1000

13c12̃2)21,3,4,4196‐ HxBDE

40 pg

10・Jan‐200613:40:S4
2t Voltage SIR 9 Channoに EI+

6555703
273o6

[M+61
2:Vollage SIR 9 Channols EI+

6535723
223o6

1M14]+

13c12-2)2',4,41,5,5LHxBB(#153)

40 pg

2〔 Vomage sIR 9 Channols Eト
0395754
437o6

[M+6]+
2:Voltage SIR 9 Channols EI+

6375775

2:Vomago sIR 9 Channels E十
6275352

2,2',494',6,6'―HxBB(#155)

20 pg

2,21,494七 5,51-HxBB(#153)

20 pg

502e6

[M+6]+
2:VoHage sIR 9 Channels EI+

3,3.,4,41,5,51-HxBB(#169)62ュ :鶏

20 pgA  [M+4]+

‐2‐ 考
060110XB1008

975    1000    1025    1050 1225    1250    1275    1900    1325

lo_Jan・ 200623:OS:06
2i Vomage sIR 9 Channe s Eト

6276362

2,21,4,4')6,6.―HxBB(#155)

0.2 pg

2,21,4,4',5,5'‐HxBB(#153) 3,3',4ぅ41,5,5'― HxBB(#169)

0.2 pg

|〔れ _ゃ 謝ォ

硝 5:Ob 
・

0!2ち  10!5b iO173 111ob ll125 11:50 11!75 12100 1225 1250 1275 1300 13125 13!50 13175 mo

繰 り返 し試験の代表的なクロマ トグラム

図 6 ヘキサブロモビフェニル  クロマ トグラム

〔添力日回収実験結果〕

混合標準溶液 10 ng/mLを 15い (150 pg)添加 した試料 と無添加の試料を用いて分析

を行い、その定量値の差からサロゲー ト法による相対回収率を求める。

添力日回収実験の結果を表 6及び表 7に示 した。また、サログー トを計算に用いずに

求めた内標準法による絶姑回収率及びその変動係数については括弧付で併記 した。

標準溶液の SIMク ロマ トグラム
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表 6 母平Lの添加回収実験結果

対象物質名    試料量冷盤暴 迅豪 鳴拠尼f 民場戸 
変
融斤
教

2,グ,49T,69σ‐Hxabromobipheny1 5 無添加  2  N.D.  ―   一

(#155)         5    150   5   28.o__… 2二 K21)___22_(≧どn……
2,グ,4,Tラ 5,5tHxabromobipheny1 5 無添力日 2   1,7  -   ―

e153)       5   150  5  29。 7__…2ユ_(12)__…ユ亜_Qュ2近_.

393'ぅ4っ4',5,5七 Hxabrorlflobiphe呼 1  5  無添加   2   N.D.  ―    一

(#169)                  5       15()     5      29.5      98(94)   2.5(6.5)

292'っ4,4',5っ 5'‐ ]Ixabromo          5    2000     2      -     95       -
「13c,121biつhenvl(#153)*1   5    2000    5      -     95      6.9

*1サ ロゲー ト物質の絶対回収率

表 7 血液 (全血)の添加回収実験結果

姑象物質名    試料量 添加量 測定 検出濃度 回収率 変動係数

(宜) 02) 回数  仲g/g)  (%)  (%)
22,4,Tラ6,♂…HxabroIIlobipheny1 20 無 添 力日  2  N.D。  一

   一

(#155)        20   150   5    7.ュ __…22_(2豆)__12(些二〉…
2ぅグ,4,T,5,5tHxabromobiphe呼1 20 無添加  2   1,2  -   一

(#153)       20   1型 ____0___……0■ __…27__(2皇)__2:呈_(ヱl妙 _
3,3七 4ぅ↑ ぅ5,5上Hxabromobiphe呼 1 20 無 添 力日  2  N.D. 一

   
一

e169)            20     150    5      7.1     94(90)  2.4(6.3)

2,21,4,4七 5,5t Hxabromo      20  2000   2    -   89     -
ド
3c12]biphenyl(#153)*1 20  2000  5   -  96   7.9

*1サ ロゲート物質の絶対回収率

〔多層シリカグルカラムクロマ トグラフィー〕

多層シリカゲルカラム(注 1)か らの溶出パターンを表 8に示 した。この結果から、

lo%ジクロロメタン/ヘキサンの溶出液量は 60 mLと した。

表 8多層シリカグルカラムからの溶出パターン

100/0ジ クロロメタン/ヘキサン 回収率

(%)0-20 mL 20‐401正L 40‐ 60 mL 60‐ 80 mL 80‐ 100 mL

2.214.416.6七IkBB 88 2 0 0 0 91

2.214.4上 5.5七日限BB 97 3 0 0 0 100

3.31.4.415.5上 IkBB 102 3 0 0 0 ξ
Ｊ

Ａ
υ

13c12‐
3.314.415,5七IIxBB 98 2 0 0 0 100

標準物質 200 pg、 サログー ト物質 2 ng添力日
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〔ジメチルスルホキシ ド/ヘキサン分酉己〕

ジメチアレスルホキシ ド/ベキサン分酉己(注 3)に よる回収率を表 9に示 した。

表9 ジメチルスルホキシドアヘキサン分配による回収率

回収率 (%)
n‐ 1 n‐2

2,2七4,4',6,6.‐ HxBB
2,2194,4七 595'… I・IxBB

4・ .5.5上HxBB
13c12‐

3,3'.4.4'95,5LIIxBB

０

７

０

９

標準物質 l ng、 サログー ト物質 2 ng添力日
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〔環境試料分析例〕

母乳から、ヘキサブロモビフェニル(#153)が 1,7 pg/g検出された(図 7)。

無添力日 13c12‐
2,2.94,4',5,5七HxBB(#153)

‐1■ 〒 〒 =千 =

000121メ飩Y2007

2,2.,4,4七 6961‐HxBB e155)

13c12‐
2,2.,4941,5,5'―HxBB(#153)

[M+6]+

[M+4]十

2)2'94ぅ4七 5,5上 HxBB(洋 153)

/ [M+6]+

2:Vo tage SIR e Channels EI+

2,2:,4,4',5,5'…HxBB(#153)

[M+6r
2:Vol□ge SIR 9 Channeis EI+

[M+4]十

,4っ4',595'―HxBB(#169)
[M+61

[M+4]十

150 pg 勃黒力日

2,21ぅ 4ぅ4',6,6LHxBB(#155)

図 7 ヘ キサブロモ ビフェニル 母乳のクロマ トグラム
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血液 (全血)

無添加

から、ヘキサブロモビフェニルe153)が 1.2 pg/g検 出された(図 8)。

13c乃
2-2ぅ2',4,4'95,5上 HxBB(#153)

[M+6]+

?:Vo ta口 o SIR O ChannoIB EI+

000309XW1010

2ぅ 21,4,4',6961‐ HxBB(#155) 2,2.94,4',5ぅ 51‐HxBB(#153)

[M+61

2:Vokaao SIR 9 Channels E+

[M+4]+

13c12-2,2',4,41,5,5上 HxBB(#153)

2,2',4,41)6,6LHxBB(#155)
3,31,4,4195,5'―HxBB(#169) [M+6]+

[M+4]+

25  12:50  1275  1S00  1325  13 ７５

図 8 ヘキサブロモビフェニル 血液 (全血)のクロマ トグラム

2921,4,41,5,5.―HxBB(#153)

10∞  lo,S 1050  10
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【評価】

本法により、母乳試料中ヘキサブロモビフェニルのO.69～ 1.5 pg/g‐wetレベルの検出

(1,9～ 4.O pg/g‐wetレベルの定量)が可能である。また、血液 (全血)試料中ヘキサ

ブロモビフェエルのO.24～ 0.57 pg/g‐ wetレベルの検出 (0.65～ 1.5 pg/g‐wetレベルの定

量)が可能である。

【採取試料及び試料液の輸送】

試料採取後はガラス製の容器に入れ、遮光・冷凍で輸送・保管する。
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Hexabromobiphenyl

This mehod pro des procedure for he determination ofhexabromobiphenylin hunan breast

milk and whole blood samples by gas‐ chromatography high resolution mass specttometry

(GC/HRMS).

[IIuman breast milkl

Hllman breast milk(5g)sPike w血 2,2七4,T,595thexabromo[13c12]biphenyl and exttacted by

liquid‐■quid exttaction.IIlttman rnilk is two tilnes exttacted with hexane9 aher adding 2 mL of

saturtted Potassium oxЛ tte aqueous sol on,10 mL of diethyl eher and 20 mL of 50%

ethanolれ exane.The extract is washed wi血 50/O sodillm cttoride and hen dehydrated h

anhydrous sodium sulfate.AAer solvent evaporation,lipid content ofsample is detemined by

gravimetric mehod,The lipid is quantiied suttcient to 10 mL of hexane.One lliliter of

sample extract is sutteCted to multi layer silicagel colllmn and hen elute h 60 mL 100/0

dichioromehane/hexane. Aier he solution is evaporated and 台」耐her concenttated to 20

microL by nitrogen gas purge,■ is added intemal standard.The analysis is measllred h

GC/HRMS―SIM.The method detection liH ts(MDL)and he mettod quantincation■ m■s

仙生QL)are O・ 69-1.5 pg/g and l.9‐ 4.O pg/g.The averages of recove es d=5)of

hexabromobiphettl in human milk containing 30 pg/g are 93-980/0)and he relative standard

deviaions are l.6‐ 2.9%.

[Hllmm whOle blood]

Humtn whole blood olatemal blood 20 g or cord blood 30 g)spike wi血 2,2',4ぅ4',5,5'―

hexabromo[13c12]biphenyl and extracted by hquid‐ liquid exttacion,Hllman blood is three

times exttacted w11れ hexane,after adding saturated anllno llm sl■fate aqucous soluion and

25%ehano1/hexane.The extrad is washed h hexane―washed wtter and hen dehydrtted

wih anhydrous sodiun sulfate.Atter solve  evaporation,lipid content of sample is

dete....ined by gravi=nettic inethod.The lipid is quantined sufFlcientto 10 mL ofhexaneo One

lliliter of sample extract is副嚇etted tO multi layer silicagel colllmn ttd hen elutt wih 60

mL 100/O dichioromehane/hexane,Aner the solution is evaporated and fMher concenttated to

20 μL by nitrogen gas pwge,■ is added intemal standard.The analysis is measllred with

GC/HRMS‐SIMo The mehod detection hmits(MDL)and he mehOd quと ntiflcation hmtts

(MQL)are O・ 24-0.57 pg/g and O.65-1.5 pg/g.The averages of recovedes d=5)of

hexabromobiphenylin humと n blood contalmng 7.5 pg/g are 9牛 990/09 and he relat e standard

deviations are l.9-2,7%.
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5g
sllropte standard

mterELalbbod 20 g

coHi bbod 30g

swogate standard

Юtary evaporator

nitrogen〔 ,s plrge

hexane l mL

potassmm oxalate aq。 2 mL  5%NaC120mL
dおhyleher 10mL

500/Oemmo1/heune 20二五L

12nd hexanc 20血]

Shaktt br30 min

ammollmm snte aq.         40mLi nYltcrrLal

o2mL:merllaL 18乱:co )60mLico
250/O ehno7hexanc

e8mL:mterlla1 72配 :cordJ

12nd&3rd hcxane

eO mL:mterllaL 60 mL:cord)]

Shakingる r30 min

anhydЮlls Na2S04

Юtary evaporator

anhydЮlls Na2S04

rotary evaporator

100/O dichbrolnethane/henne 60 mL

Юtary evaporator

nih・ogen gas pwge

intamal standard

decanc 20μL

Figure l.Flow chart illusttate sample exttaction,cleamup and analytical mehod for

hexabromobiphenylin humm milk and blood samples

liquid― liquid eれ ctbn

2 times削血 hexane

huid‐ 町uid eXlracttn

3 ths wih hexane

quantゥ suncぉnt

to 10 mL
ilayer silicagel cohm

concenvattn

to 20 μL

Ｏ
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物質名 分析法フローチャー ト 備考

ヘキサブロモ
ビフェニル

飽和シュウ酸ナトリウム溶液 2 mL
ジエチルエーテル 10 mL
50%エタノール/ヘキサン 20 mL
[2回 目:ヘキサン20mL]
振とう30min

無水硫酸ナトリウム
ロータリーエバポレーター

飽和硫酸アンモニウム溶液
12 mL(母体血)、 18mL(磨帯血)

25%エタノール/ヘキサン
48 mL(母体血)、 72mL(磨帯血)

[2、 3回 目:ヘキサン
40 mL(母体血)、 60mL(暦帯血)]

振とう30 n

母乳 5g
サロゲート添加

母体血 20g
磨帯血 30g
サロゲート添加

5%NaC120 mL

40 mL(母体血)

60 mL(店 帯血)

ロータリーエバポレーター

窒素気流
ヘキサン l mL

ロータリーエバポレーター

窒素気流
内標準添加
ァカン20 μL

無水硫酸ナトリウム
ロータリーエバポレーター

ヘキサン 10 mL

10%ジクロロメタン/ヘキサン60 mL

脂肪含量測定

多層シリカゲルカラム

クリーンアップ

ジメチルスアレホキシド/
ヘキサン分配

GC/1・IRMS‐ SIM
分析

GC/1・IRMS‐SIM

カラム

ENV‐5MS
(関東化学)

カラム長:15m
内径:0.25 alm

膜厚:0.lμ m

検出下限

<母平L>

0.69～ 1.5pゴg

<血液>

0.24～ 0.57 pg/g

定量下限

<母平L>

0.69～ 4,O pg/g

<血液 >

0.65～ 1.5 pg/g
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