
(株)島津テクノリサーチ

クロルデコン
1,la,3,3a,5,5a,5b,6‐ ]DecachlorooctaLydoro‐ 1,3,4‐】methano‐ 2F‐

cyclobutaICttpentalene‐ 2‐one

(別名)ケ ポン、キーポン、デカクロロケ トン

(英名 )Kepone,DecachioroketOne9

【対象物質及び構造式】

要求感度 :0.05 ng/g

CAS番号 :  143-50‐ 0

分子式 : C10Cl100

*1:Webkis―plus(化 学物質データベース)に よる化学物質データベース

(化学物質安全情報提供システム (KIS―NET、 神奈川県)な どの化学物質データ
ベースにいくつかのファイルを追加 して作成した化学物質データベース)

【毒性、用途等・
1】

毒性情報  : ラット経口 LD50 95 mg/kg

用途

マ ウス 経 口 80週 TD 1340 mg/kg
マ ウス 経 口 80週 TD 1550 mg/kg

ウサギ 経 口 LD50 65 mg/kg

ウサギ 経皮 LD50 345 mg/kg

トリ 経 口 LD50 250 mg/kg

トリ その他 LD50 126 mg/kg

: 殺虫剤、殺菌剤。 日本では農薬 として未登録。

【物理化学的性状】

分子量 沸点 (℃ ) 蒸気圧(mmHg) 水溶解度 log Pow

490,64
350℃分解

(昇華性 )

<3× 10‐
7(25 qc) 4000ppm溶解(100℃ )

0.00076g/100 mL溶解
4。 91(計算値)*ユ

【試薬の安定性・毒性】
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吸入または飲み込んだ場合、有害である。眼、皮膚、粘膜に接触すると刺激作用

がある。長期ばく露により不快感、吐き気、頭痛などが起こることがある。

神経系の損傷で、震頭、手足の運動麻痺、皮膚の変化、興奮過乗J、 機能克進、筋

肉の痙攣、睾丸の萎縮、精子数の減少、発情効果、不妊症、乳房の肥大、肝障害、

ガンの形成がある。経口摂取、皮膚接触などで毒性あり。発ガン性あり。人に対

し、中枢神経系、肝臓、腎臓に損傷を与える。

避けるべき条件 :日 光、熱、強酸化剤

§1分 析 法

(1)分析法の概要

・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 50%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。

粗抽出液を一部分取 し、アセ トニ トリル/ヘキサン分配を行 う。アセ トニ トリル層

を濃縮 。乾固 し、メタノールに置換後、LC/MS/MS(ESI negative)で 定量す る。

・母体血および脳帯血試料

母体血お よび磨帯血試料に飽和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 日はヘキサン)。
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 リーエパポレー

ターを用いて濃縮する。脂肪重量の預J定後、一定量に定容 し、粗抽出液 とする。

粗抽出液を一部分取 し、アセ トニ トリル/ヘキサン分配を行 う。アセ トニ トリル層

を濃縮・乾固 し、メタノールに置換後、LC/MS/MS(ESI negative)で 定量す る。

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 H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 H月 環境省環境保健部環境安全課)に準拠 して

実施する。

(2)試薬・器具

【試薬】
クロルデ コン

13c10_ク ロルデ コン

ヘキサン

Kepone(Unlabeled)100 μg/mL純度 >98%

CL社 製 カタログ No.ULM-2301‐ 1。 2

Kepone(13c10)100 μg/mL純度 >98%

CIL社製 カタログ No.CLM-4814■ .2

残留農薬試験用 (5000倍濃縮 、関東化学製 )
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アセ トン

アセ トニ トリル

ジエチルエーァル

エ タノール

メタノール

無水硫酸ナ トリウム

塩化ナ トリウム

シュウ酸カ リウム

硫酸アンモニウム

ヘキサン洗浄水

残留農薬試験用 (5000倍濃縮、関東化学製)

残留農薬試験用 (5000倍濃縮、関東化学製)

残留農薬試験用 (5000倍濃縮、関東化学製)

残留農薬試験用 (5000倍決縮、関東化学製)

HPLC用 (関東化学製)

残留農薬試験用 和光純薬製

残留農薬試験用 和光純薬製

試薬特級、和光純薬製

試薬特級、和光純薬製

和光純薬製蒸留水をヘキサンで洗浄 したもの

【器具】(ガ ラス器具類はアセ トン及びヘキサン洗浄してから使用する)

。 10 mL(目 盛り付き)

/

ネ ジロ試験管
       .HPLC用 バイア川°

        300 mL

バイアル
・ 100 mL、スキーブ型分液 ロー ト   。
・ 直径 90 mm、 脱水ろ過時に使用°

       300 mL
三角 ロー ト

        .10 mL、

100 mL

コ          ・
       50 mL、

ナス型 フラスこ
       .20 mL、メスシ リンダ‐

       l mL卜            .ホール ピペ ッ
       .内

標準物質添加時に使用マイ クロシ リンジ     .
ターロータリーエバポレー

I

―ターバスウォー

冷却水循環装置

振 とう機

電子天秤
パスツール ピペ ッ ト

(3)分 析 法

【試料採取及び保存】

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 H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 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。
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【試料の前処理お よび試料溶液の調製】

[母乳試料の抽出]

100 mLス キーブ型分液 ロー トに、予め解凍 した (前 日または当日室温に戻す)母
乳試料 5gを量 り採 り、サロゲー ト物質(1セ 10_ク ロルデ コン :20 ng/mLを 100 μL)

を添加 した後、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、30分 間振 とう抽出を行 う。静置後、

下層を別の分液 ロー トに移 し、下層の水層には新たにヘキサン 20 mL加 えて、再

度 30分間振 とう抽出を行 う。静置後、ヘキサン層を合わせ、5%塩化ナ トリウム

水溶液を 20 mL加 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 を行い、 ロータリーエバポレーターを用いて約 2 mLま で濃縮す る。

[母体血および暦帯血試料の抽出]

300 mLス キーブ型分液 ロー トに、予め解凍 した (前 日または当日室温に戻す)母
体血試料 20g(脳帯血 :30g)を量 り採 り、サ ログー ト物質(13c10_ク ロルデ コン :

20 ng/mLを 100 μL)を添加 した後、飽和硫酸アンモニウム水溶液 12 mL(磨帯血 :

18 mL)、 および 250/0エ タノール/ヘ キサン 48 mL(脳 帯血 :72 mL)を加 え、30分

間振 とう抽出を行 う。静置後、下層を別の分液 ロー トに移 し、下層の水層には新

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(脂 帯血 :60 mL)力 口え水洗す 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 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

する。

[脂肪重量測定](必要に応 じて)

予め 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

用いて溶媒を留去する。溶媒が完全に無いことを確認 し、ナス型フラスコの外側

をよくふいた後、0.l mgの 単位まで重量を測定する。前後の重量差から脂肪量を

算出する。

[粗抽出液の作製]

少量のヘキサンを用いて濃縮液をネジロ試験管に洗いこみ、10 mLに 定容する。

[粗抽出液の精製 ]

別のネジロ試験管に 2 mL分取 し、さらにヘキサン飽和アセ トニ トリルを 2 mL加

えて栓をし、約 1分間振 とうす る。アセ トニ トリル層を別の試験管に移 し、再度

ヘキサン飽和アセ トニ トリルを 2 mL加 えて、よく振 とうする。2回 の操作で得 ら

れたアセ トニ トリル層を合わせた後、ヘキサンを 2 mL加 え、約 1分問振 とうす

る。ヘキサン層 を捨てた後、アセ トニ トリル層を窒素パージにより乾固させ る。

メタノールを l mL力日え、これを試料溶液 とす る。固形物が析出 した場合、或い
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は濁りが生じた場合は、0.45 μmの PTFEフ ィルターでろ過し、試料溶液とする。

【空試験液の調製】
母乳試料・血液試料共に、試料と同じ量のヘキサン洗浄水を用いて、【試料の前処
理および試料溶液の調製】の項に従って操作し、得られた試料液を空試験液とす
る。但し、脂肪重量測定の工程は、サログー ト物質の損失の可能性があるので (キ
ーパーとなる脂肪分が存在しない)、 約 2 mLま で濃縮した後は、ネジロ試験管に
少量のヘキサンを用いて洗いこみ、10 mLに 定容する。

【標準原液及び検量線用標準液の調製】
クロルデコン (l mLア ンプル 100 μg/mL)を正確に l mLま たは適量を分取し、

メタノールを用い正確に 20 mLに して標準原液を調製する。この標準原液をメタ
ノールで順次希釈 し、検量線用標準液を調製する。検量線用標準液の各濃度は、
0.01～ 5 ng/mLと する。

またサロゲー ト物質 (13c10_ク ロルデコン :100 μg/mL)を正確に l mLま たは適
量を分取し、メタノールで正確に希釈 し、濃度 20 ng/mL溶液を調製する。
各濃度の検量線用標準溶液には、サロゲー ト物質として 13c10_ク ロルデコンを 2

ng/mLに なるように添力日する。
なお、サロゲー ト物質の濃度は適宜変更しても良い。

【測定】
[LC/MS/MS分析条件 ]

LC条件

LC機器

カラム

移動相

島津製作所製 LC‐20Aシステム

Waterstt XTera c18(5cm× 2.l mmI.D.、 3.5μ
=⊃

A:水、B:メ タノール

初期設定 A:B=60:40
0.0分～3.0分 A:B=60:40
3.1分～12.0分 A:B=5:95
12.1分～16.0分 A:B=60:40

40 R3

10 μL

カラム温度

注入量

MS/MS条件

MS/MS機器

イオン化法

モニターイオン

アプライ ドバイオシステム社製 API‐4000
ESI Negative

Native   Ql=506.7、  Q3=426.5
13c10_I,S. Ql=516.8、

 Q3=435,7

[検量線]

検量線作成用標準溶液 (0.01～ 5 ng/mL)10 μLを LC/MS/MSに 導入し、姑象物

1027



質のサログー ト物質に対する相姑ピーク面積と濃度の比から検量線を作成する。

[定量]

試料溶液 10 μLを LC/MS/MSに 導入し、対象物質のサロゲー ト物質に対する相

姑ピーク面積を求め、検量線と比較して得られた濃度比から定量値を求める。

[濃度の算出]

試料の濃度 C(ng/g)は 、以下の式から算出する。

As ―  At     M
C (ng/8) =

V

測定物質の濃度(ng/g)

試料中の測定対象物質の重量(ng)

沢J定対象物質の操作ブランク値 (ng)

試料採敗量(g)

粗抽出液量(mL)

分取量(mL)

[装置検出下限(IDL)]

本分析に用いた LC―MS/MSの IDLを 下表に示す (注 1)。

C

As

At

V

M

m

物質
   (ng/mL)

試料量 IDL試料換算値

(g)                 (pg/8)

母 乳

クロルデ コン  0,0012   母体血     20

脳帯血     30

1.2

0.30

0。 20

[測定方法の検出下限(MDL)、 定量下限(MQL)]
本測定法における検出下限及び定量下限を以下に示す (注 2)。

物質         
試料量       検 出下限値   定量下限値

(g)                 (pg/g)        (pg/8)

母乳      5 3.1 7.9

クロルデコン  母体血    20 0。 81          2.1

磨帯血     30 0。 54           1.4

なお、母乳の比重を 1と して算出した。
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(とと 1)

IDL(装置検出下限値)は、「化学物質環境実態調査実施の手引き」(平成 17年 3月 )

に従って表 1の とおりに算出した。

表 1 装置検出下限(IDL)の算出

物質名 クロルデコン

試料量(g)
母乳

5

母体血  磨 帯血

20       30

抽出液量(mL)

分取量(mL)

最終液量仰 L)

注入濃度(ng/mL)

装置注入量 (μL)

10

2

1

0,01

10

10

2

1

0.01

10

10

2

1

0.01

10

結果 1(ng/mL)

結果 2(ng/mL)

結果 3(ng/mL)

結果 4(ng/mL)

結果 5 og/mL)

結果 6(ng/mL)

結果 7(ng/mL)

0.00991

0.0102

0.0107

0.0100

0.0103

0.00978

0.0105

平均値 (ng/mL)

標準偏差

IDL(ng/mL)

IDL試料換算値 (pg/g)

S/N

CV(%)

1.2

0.01018

0.00031

0.0012

0.30

12.4

3.1

0.20

※IDL=t(n-190.05)× σn_1× 2

なお、母乳・脳帯血・血液の比重を 1と して算出 した。

９●
々

ハ
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(注 2)

測定方法の検出下限 (MDL)及び定量下限 (MQL)は 、「化学物質環境実態調査

の手引き」 (平成 17年 3月 )に より、次のとお り算出 した。なお、母体血および

磨帯血については市販のコン トロール血清を代用 した。

表 2 測定方法の検出下限 (MDL)及び定量下限 (MQL)の算出

物質名 クロルデ コン

試料量 (g)

標準添力日量 (ng)

試料換算濃度 (ng/g)

粗抽出液量 (mL)

分取量 (mL)

最終液量 (mL)

注入液濃度 (ng/mL)

装置注入量 (μL)

母乳

5

0.050

0.010

10

2

1

0.010

10

母体血

20

0,050

0,0025

10

2

1

0.010

10

磨 帯血

30

0,050

0,0017

10

2

1

0.010

10

操作ブランク平均 (ng/g)①

無添力日平均  (ng/g)②

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D。

N.D.

結果 1(ng/g)

結果 2(ng/g)

結果 3(ng/g)

結果 4 (ng/g)

結果 5 (ng/g)

結果 6 (ng/g)

結果 7(ng/g)

0.0115

0.0118

0.0129

0.0135

0.0121

0.0116

0.0113

0.00240

0.00292

0,00256

0.00254

0.00272

0.00258

0.00227

0.00160

0.00194

0.00171

0.00169

0.00181

0.00172

0.00151

平均値 (ng/g)

標準偏差 (ng/g)

MDL(ng/g)

MQL (ng/g)

S/N

CV(°/o)

0.01210

0.00079

0.0031

0.0079

15

6.5

0.002568

0.00021

0,00081

0.0021

10

8,1

0.001712

0.00014

0.00054

0.0014

10

8.1

※MDL=t(n‐ 1,0.05)×σn_1× 2

※MQL=σn_1× 10

① 操作ブランク平均 :

試料マ トリックスのみが無い状態で他は同様の操作を行い、測定した値の平均値

② 無添加平均 :

MDL算 出用試料に標準品を添加していない状態で含まれる濃度の平均値
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【分析法】

[フ ローチヤー ト]

試料の分析フローチャー トを図

含めた場合の分析フローチャー

§2解 説

1に示す。図 2に ダイオキシン類や他の POPsを
卜を示す。

母乳 :5g
陪帯血:30g

母体血 :20g

【血液試料】【母乳試料】
13c_1.s.スパイク(クリーシアップスパイク)

ジエチルエーテル 10 mL

13c_1.s.ス パイク(クリーンアップスパィク)

飽和硫酸アンモニウム 母体血:12 mL、 陪帯血:18 mL

(仕 3)エタノール′ヘキサン 母体血 :48 mL、 陪帯血:72 mL

母乳 :ヘキサン 20 mL
陪帯血 :ヘキサン 60 mL

母乳 :5%塩化ナトリウム水溶液 20 mL
陪帯血 :ヘキサン洗浄水 60 mL

母体血 :ヘキサン洗浄水 40 mL

〕 必要に応して
ヘキサン 10 mL

除去

図 1 クログレデ コン分析フロー

（
υ

減圧濃縮
(ロータリーエハ・ホ

°
し″ター)

湖 液抽出
アセトニトリル2mLX

l分

溜 液抽出
ヘキサン2 mLXl回

1分

LCNIS‐ MS測定
【Chiordecone】



【母乳試料】
19θ tt Sス ′ヽイク(クリーンアップスパイク)

飽和シユウ酸カリウム
(1:1)エ タノールハキサン

ジエチザレエー,,レ 10mL

図 2

母乳 :Sg
脳帯血 :309

母体血:20g

【血液試料】

やCtt Sス ′ヽイク(ク リーンアップス′▼ク)

飽和硫酸アンモニウム 母体血:12mし 、脳帯血 110mL

(仕 3)エタノールハキサン 母体血:48mし 、曲帯血:72 mL

母乳 :ヘキサン 20 mL
騰帯血 :ヘキサン 60 mL

除 去

母乳 :5%塩化ナトリウム水洛液 20 mL

臓帯血 !ヘキサン洗浄水 60 mL

母体血 :ヘキサン洗浄水 40 mL

i℃lSスパイク
(シ リンジスパイク) (シ リンジスパ (シ リンジスパイク)

i  PCBSI HCrls,HcBζ   i
:   測dttnl chlordanel   :

i  J

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害J比 )

:  工|
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[検量線及びマススペク

検量線及びマススペク

トル]

トル等を図 3～ 6に示す。

図 3

46  48  5,0  5,2  5,4  5.6  5,8 6.2 6.4・ 6.6 6.8  7,0  72  7,4

クロルデコン 標準溶液の検量線 (0.01～ 5 ng/mL)

(サ ログー ト物質濃度 2 ng/mL)

S/N=124
peak int(Subt)‐ 1 le+2

119

110

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

0
80  82  84  86  88

図4 クロルデコン IDL測定濃度 0.01 ng/mLの クロマ トグラム
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Chiorde∞ ne H18
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３
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図 5 クロルデコン Q卜SCAN マススペク トル

(メ タノール・水混合溶媒の場合)

図 6 クロルデコン Ql‐SCAN マススペクトル

(メ タノール溶媒のみ (注 3))

(注 3)メ タノール溶媒のみだとプレカーサーイオンが異なるので注意する。
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「4P,,::42,♀
P‖‖|‖wll I旱〒i,「,鳥 i「 ;ll千4ギ i.千雪?:9考醜士「i毬 7f9'°

'460  480  500  520  540  560  580  600  620  640  660  680



0 302 min from Sample 2

320    340    380    380    400    420    440    460    480    500 520    540

図 7 クロルデコン胸/z=506.7の プログクトイオンマススペク トル

[ア セ トニ トリル/ヘキサ ン分配 ]

ヘ キサ ン 2 mLに クロルデ コン 20 ng添力日し、アセ トニ トリル 2 mLで 3回振 と う

後、それぞれ のフラクシ ョンに内標準 を添加 して分析 した。結果 を図 8に示す。

アセ トニ トリル 2回 の振 と うでほぼ 100%回収 され るこ とがわかった。

アセトニトリル 2mL

アセトニトリル 2mL

アセトニトリル 2mL

lstアセトニトリル
IS添加後分析

2nd アt卜
=ニ
ト1))レ

IS添加後分析

ardァセトニトリル
IS添加後分析

残つたヘキサン
IS添加後分析
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l st アセトニトリル  2nd アセトニトリル  3「d アセトニトリル  残つたヘキサン

図 8 アセ トニ トリル /ヘ キサン分配結果

[添加回収試験結果 ]

母乳試料お よびコン トロール血清試料の標準物質添加回収試験の結果を表 4に示

す。母体血および磨帯血については市販のコン トロール血清およびプール血液を

代用 した。

表 3 添加回収試験結果

試料名
試料量

(g)

標準物質

添加量

(ng)

沢J定    検出濃度

回数 (ng/8)

13c10_ク ロルデコン  変動

の回収率    係数

(%)       (0/o)

母 乳 4,00.5 0,0948-0.104 70-94

コン トロール

血清
7.10,520 0.0236-0.0278 43-62

プール

血液
5,00.520 0.0296-0.0339 56-79

[実試料での測定例]

図 9～ 15に標準溶液、実試料 (無添加)お よび添加回収試験試料測定時のクロマ

トグラムを示す。
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(2 pairs〉 5ppb)Of 07101…

∽
ａ
り

．

35e4

30e4

25o4

20e4

15e4

1,Oe4

50000

0,0
3  60  62  6.4  66  68  7.0  7.2  74  76  7.8  80  8.2  84  86  8.8

図 9 クロルデコン 標準溶液 (5 ng/mL)の クロマ トグラム

図 10 13c10_ク ロルデ コンのクロマ トグラム (濃度 2 ng/mL)
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クロルデコン溶出位置

3.0

2.0

1.0

0,0
46 418 5.0 5.2 5,4 5,6 5.8 6.0 62 64 6.6 6.8 7.0 7.2 74 7.6 7.8 8.0 8.2 8.4 8.6 8,8

1471

1000

500

0
46  48  50  5.2  5,4  5.6 5.8  6.0 6.2  6.4  66  6.8  7.0  7.2  7.4  76  78  8.0  8.2 8.4  8.6 8.8

l℃
10_ク ロルデ コン

図 11 母乳試料 (無添加)の クロマ トグラム

コン トロール血清試料 (無添加)の クロマ トグラム
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13c10_ク ロルデ コン
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図 13 プール血液試料 (無添加)の クロマ トグラム

(2 pairs):5067/426.5amu
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生体試料 (標準物質添加母乳)の クロマ トグラム

(ク ロルデコン 0.5 ng/5g)

クロルデコン溶出位置

ロルデコン

13GO_ク ロルデ コン

図 14
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―MRM(2 pairs)i51 Sample 10(COntrOl...

1173

1000

500

0
4.6 48 5,0

図 15  生体試料 (標準物質添加コン トロール血清)のクロマ トグラム

(ク ロルデコン0.5 ng/20g)

図 16 生体試料 (標準物質添加プール血液)の クロマ トグラム

(ク ロルデコン 0.5 ng/20g)
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【評価】

本法により、母乳試料中のクロルデコンは 3.l pg/gレ ベルで検出 (7.9 pg/gレ ベ

ルで定量)が可能である。また、母体血および磨帯血試料中のクロルデコンは

0.81 pg/gお よび 0.54 pg/gレベルで検出 (2.l pg/gお よび 1.4 pg/gレベルで定量)

が可能である。

【試料採取及び試料の輸送】
試料採取後はガラス製の気密容器に入れ、遮光・冷凍で輸送 。保管する。

【担当者氏名・連絡先】

担当 株式会社島津テクノリサーチ

住所  〒604‐8436 京都市中京区西ノ京三条坊町 2番地 13

TEL:075-811‐ 3182   FAX:075‐ 811‐3278

担当者

渡退 清彦 k watanabe00@shimadzu‐ techo.cojp

大井 悦雅 e_Ohi00@shimadzu‐ techno.cojp
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Chlordecone(Kepone)

This analytical lmethod produces for the detelttlination of chiordecone in breast■ 11lk,

matemal blood and cord blood by liquid‐chromatography/ttndem quadrupole mass

specttometry(LC/MS/MS).

[BreaSt milk]

Five grams of breast rnilk sample spiked 2 ng of 13c10_chiordecone as suHogate is added

10 mL of diethyl ether and 2 mL of saturated potassium oxalate aqueous solution.And

henラ extract with 20 mL of ehttlo1/n‐ hexとne(1:1)by hquid‐ liquid extraction for 30

■linutes.This process is repeated with 20 mL of n…hexane.All extracts are collected and

washed wi血 20 mL of5%sodiuln cmoride solution and dehydrate with sodium sulfate

anhydrous.A rotary evaporator concentrated the extract until dryness.After measurement

of fat contentぅ residue is dissolved with n―hexane to 10 mL.Two nlilliliter of ra、 v extract

is treated with acetonittile/n‐ hexane participation.The pllriied extract is concentrated to

dryness under a gentle nitrogen stteani and dissolved the residue with i mL of meth甑 01.

If analytes have opacity9 ■ltrate with PTFE■ lter. The analytes are dete.4� ned in the

multiple― reaction‐ monitoring(MRII)mode as he precursor/product ion pair of w/z

506,7/426.5 for chiordecone and p/z 516。 8/435。7 for 13c,12‐ Ch10rdecone.The method

detection limit(MDL)and the method qutttiflcation■mit(MQL)are 3.l and 7.9 pg/g,

respectively.The average ofrecoveries cN=6)fron1 0.5 ng chiordecone added breast■■lk

is 98.80/0,and the relative standard division is 4.00/0.

Saturated potassiu■ l oxalate aqueous 2 mL

Diethyl ether 10 mL

(111)Ethano1/n‐Hexane 20 mL

[2nd n‐ Hexane 20 mL]

Shaking for 30 Fnin

5%NaC120 mL

ESI Negative
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[Maternal blood]

Twenty grams ofmaternal blood sample spiked 2 ng of13c10_chiOrdecone as surogate is

added 12 mL ofsaturated a■ llnoniuni sulfate aqueous solution.And then,extract with 48

mL of ethano1/n‐hexane(1:3)by lquid‐ 1lquid e�raction for 30 minutes.This process is

repeated twice with 40 1nL ofn― hexane.All exttacts are collected and washed with 40 inL

of n― hexane― washed water and dehydrated win sodillm sulttte anhydrous.A rotary

evaporator concentrated the extract solution until dryness. After measurement of fat

contentぅ residue is dissolved with n― hexane to 10 mL. Two H工 lliliter of raw extract is

treated with acetonitrile/n― hexane participationt The puriicd extract is concentrated to

dryness under a gentle nitrogen strealn and dissolved the residue with l mL ofrnethanol.

If analytes have opacity,■ ltrate、vith PTFE■ lter.The analytes are deterinined in the

multiple― reaction‐ monitoring(MRM)mode as he precursor/product ion pair of w/z

506,7/426.5 for chiordecone and w/z 516.8/435.7 for 13c12~ChiOrdeconet The mehod

detection hmit(MDL)and he method qu`ntiication hmit(MQL)are O.81 and 2。 l pg/g,

respectively. The average of recoveries cN=6)froE1 0.5 ng chiordecone added control

serum is 1030/09 and the relative standard division is 7.1%。

[COrd b100d]

Thirty grams of cOrd blood sample spiked 2 ng of 13c10_chiordecone as surrogate is

added 18 mL of saturated aIIllnoniuln sulfate aqueous solution.And then,extract with 72

mL of ethano1/n―hexane(1:3)by liquid_■ quid extraction for 30■�nutes.This process is

repeated twice with 60 1■ L ofn― hexane.All extracts are collected and washed with 60 1■L
of n‐ hexane‐ washed water and dehydrated with sodium sulfate anhydrous,A rotary

evaporator concentrated the extract solution until drynesso After measurement of fat

content,residue is dissolved with n― hexane to 10 mLo Two■ lilliliter of raw extract is

treated with acetonitrile/n― hexane participationo The purifled extract is concentrated to

dryness under a gentle nitrogen streanl and dissolved the residue with l mL ofrnethanol.

If analytes have opacity,iltrate with PTFE fllter.The analytes are detenmined in the

multiple― reaction‐ mo�toring(MRNI)mode as the precllrsor/product ion pair of w/z

506.7/426.5 for chiordecone and w/z516.8/435,7 for 13(,12‐ ChiOrdecone.

The method detection hmit(MDL)and the method quantiflcation hmit(MQL)are O.54

and l.4 pg/g,respectively.
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13c10_chiordccone

Dehydration&

Concentration

�leasurement

of fat content

ConcentrationAcetonitrile/n‐hexane

20 gi Matemal blood

30 8i COrd blood

Sodium sulfatc anhydrous

Rotary cwapOrator

2 mL

Methanol l lnL

Maternal blood:40 1nL

Cord bloodi 60 mL

〕

Saturated atnmoniunl sulfate aqueous

(Matemal blood:12 mL,Cord bloodi 18 mL)

(■ 3)Ettano1/n‐Hcxane

(Maternal blood:48 mL,Cord blood:72 mL)

〔舘 ∴ 紹 imL働 � 恥 敵 ω �

Shaking for 30:nin

ESI Ncgat� e

N2gaS
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物質名 分析法フローチャー ト 備 考

クロルデコン 【母乳】

サ ロゲー ト添加

飽和シュウ酸カリウム溶液 2 mL

ジエチルエーテル 10 mL

(1:1)エタノール/ヘキサン 20 mL

[2回 ロヘキサン 20 mL]

振とう30 min

5%NaC1 20

mL

無水硫酸ナトリウム

ロータリーエハ
Sホ°

レーター

装置 :

API‐4000

LC/MS/MS

ESI負 イオ ン

Q1/Q3→

506,7/426.5

13c10_I.S.

Q1/Q3→

516.8/435,7

カラム

Xterra C 18

長 さ

5.O mm

内径

2.lmm

粒径

3.5 μm

検出下限

母乳

3.l pg/g

定量下限

母乳

7.9 pg/g

窒素パージ

メタノール

l mL

ESI

負イオン
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サ ロゲー ト添加

脂肪重量測定

アセトニト)ル/ヘキサン

分配

【母体血・暦帯血】 検 出下限

母体血

0181 pg/g

陪帯血

0.54 pg/g

定量下限

母体血

2,l pg/g

暦帯血

1.4 pg/g

20g(母体血 )

30g(購 帯血 )

飽和硫酸アンモニウム溶液    母体血 :40 mL

母体血 ■2 mL、 暦帯血 :18 mL 脳帯血 :60 mL

(1:3)エタノール/ヘキサン

母体血 :48血 L、 隣帯血 :72 mL

毯凛母盈,嵐言稔帯血:60 mL 〕
振とう30 min

無水硫酸ナトリウム

ロータサーエハ
゛
ホ
°
レーター

ヘ キサ ン

10mL

2 mL 2 mLX2 窒素パージ

メタノール

l mL

ESI

負イオン
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