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FishbyGasChromatograpltylwaoTAKASE,TakeyoshiNAKAtlARA,Yoshifumi YosHIMOTOand

HidekoNAKAMURA(AgriculturalChemicalsInstitute,NihonTokushuNoyakuSeizoCo･,Ltd.,

Hino,Tokyo)ReceivedAugust9,1972.Botyu-Kagaku,37,142,1972.(withEnglishSummary

148).

21.ガスクロマ トグラフ法による植物,ミルク,ニワトリおよび魚 におけるトリクロルフォ

ンとその代謝物の残留分析法 高淑 巌.中原武良,吉本佳文,中村秀子 (日本特殊員薬製造株式

会社 ･良薬研究所) 47.8.9受理

trichlprfon(0,0-dimethy12,2,2-trichlor0-llhydroxyethylphosphonate) とその代謝物の

机軌 ミルク, ニワト.)および瓜にわける残留分析法について研兜し, 熱アルカ.)イオン化型およ

びTE子和雄型検山器を用いたガスクロマトグラフ法により定性,定昆する方法を碓正した. 抽出浴

妹は枇物などではアセトニト.)ル,ミルクではアセトニトt)ル･メタノ-ル (2:1)が良好な結果を

示した.

0.1-0.5ppm添加による椴物,ミルク,ニワト1),クマゴおよびウナギでの回収率はtrichlorfon

では90-100,%.dichlorvosでは83-100%.dimethylphosphate,trichloroethanolでは 70-80

%であった.

この方法による検出限界は tricblorfon で拍物などの場合 0.005ppm, ミルクで 0.002ppm,

dichlorvos,trichloroetllanOlではいずれも 0.005ppm であった.本分析法を用いて牧串および

LI.Il料用トウモロコシ中での trichlorfonの残田虫の調査を行なっ1=.

緒 言

trichlorlon (0,0-dimethy12,2,2-trichlor0-1-

hydroxyethylphosphonate)は肪趨目を始め各種の

!if山に牧山スペクトルが広く,水稲,そ艶 栄樹の吉

山ならびにニワトリ,ウシ,ウナギなどの家畜害虫の

防除にも川いられている齢 'J性の有機')ン剤である.

微設定虫法には熱分析法を用いた比色法l',クロム俄

酸化を行ない酸化生成物を比也する方法2･S'や,Kar-

manら一)により開発された熱 アルカリイオン化型検

出解 くAlkariFlameThermionicDetector,以下

FTD と略す)を用いたガスクロマトグラフ法があり,

trichlorfon と dichlorvos(2,2-dichlorovinyldi-

methylphosphate)との分離定員法5)や磁子捕班型

検出溶 くElectronCaptureI)etector,以下 ECD と

略す)をIT]いたガスクロマトグラフ法6)などが報告さ

れている.'B者ら-)はさきに trichlorfonの微塁定量

法を発出したが,さらに FTD,ECDおよび Brody8'

により川発された炎光光皮型検出群 (FlamePhoto･

metricDetector以下 FPDと略す)を活用したガス

クロマトグラフ法により,trichlorfonとその分11.作物と

考えられるdichlorvos,dimethylphosphate(DMP),

trichloroethanol(TCE)などとの分離定立法につい

て,なし,ぶどうなどの栄樹,大札 白菜などのそ≡私

牧草,玄IPL･.ミルク,ニワトリ,およびコイやウナギ

などの瓜獄について検討し,田場において,trichlor･
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fonを乳牛の飼料用の胃刈トウモロコシや牧串に舶用

し.その消長を調べたので報告する.

実験材料および方法

1.試薬および浴媒

浴媒;アセトニト.)ルは試薬1級を全ガラス撃注の苅

田班田を用いて糸田約製し,アセトン,メタノール,
クロロホルム,n-ヘキサン,A-ヘプタン,エチルエー

テルは試薬特級を用いた.用いた溶媒はいずれもガス

クロマトグラムに支障のあるピ-クを認めない.

紬屑クロマトグラフ腿閲溶媒;イソプロパノール･
〟-ブタノール･水俄化アンモニウム (5:2:3)

試薬;ガスクロマトグラフ法の内腔邸物21trimct･

hyl phosphate (TMP),tri-n-butyl phosphitc

(TBPP)はいずれも和光純薬製特級品を用いた.

Hanes試薬9);モ.)プデン酸アンモニウム (特級)

0.5gに5mJの水と1.5mJの氾塩髄および2.5mJの過

塩素酸を加えて浴解させ,放冷後. アセトンで50mt

とすろ.誹倣後,直ちに用いる.

メチル化試薬,''LTT法により合成したニトロソメチル
尿窮に,冷却下,水酸化カt)ウムを加えて分附し発生

するジアゾメタンをエチルエーテルに吸収させた後.

密封してOoCに休存する.

蒸Il放rJJ'止剤･,1%流動パラフィン･ベンゼン桁披

くW/v)

2.供試化合物
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ガスクロマトグラフはやco-chromatographyのた

めの研叩化合物として次の化令物を合成またはmPJ注し
て用いた.

trichlorfon;エ実用111(体より.少_rLtのベンゼンを缶

むn-ヘキサンを用いて和紙した.

I'_l色紙u7T,mJ::180-81oC.純度99.7%.

dichlorvos;エ深川Tl;(体を苅田して82-84oC/lmm

Hgの田分を災めた.

郎色透明杖状,抑点 84oC/lmmHg

比歪 1.41(25oC)屈折率 n20D-1.45

desmetllyltrichlorlon (DM-DEP);tricblorfon

をアセトンに溶かし,ヨウ化ナト.)ウムを加えて50oC

で10-20時間分解した後.5oCに冷却し油状物を採り,

再結して DM-DEPのナトリウム塩として併存した.

DMP;trimethylphosphateを80,00'ェクノール浴

紋 lfrC･等モルの水恨化ナト1)ウムを加えて分析し,ナ

ト1)ウム出として保存した.

TCE;試薬特級を苅田細裂した.

融点 18oC,抑点 151-1530C
3.ガスクロマトグラフ

trichlorfonをはじめリン化合物の場合 FTD付き

の白樺製作所製 4A-PF型ガスクロマトグラフを用い,

TCEの場合は83NlのECD付きのMicroTek220型

ガスクロマトグラフをFT]いた.究明剤は GasChrom

Q(80-100メッシュ)に紋相として25,% Carbowax

20Mをコーテ1ングしたものを内径 4mm,良き100

cmのガラス製カラムにつめたものをFT]い, カラム温

度150oC,試料気化宅配皮250oC,検出桁温度250oC,

キャ1)ア～ガス (男系)60mt/分で定記した.一部の

化合物の確認および定TLtのため FPD付きの Micro

Tek160型ガスクロマトグラフ(526nmフィルター)

を用い,究明剤は10,% siliconeDC200/GasChrom

Q(80-100メッシュ)を用いた.

4.分Uf政作

地山

枇物の場合;試料500-1000gを細切し, その50-

100gを採りアセトニトリル200mJを加えホモジナイ

ズし,厚さ3mmのセライト545屑を通してろ過すろ.

ろ過後奴法に再びアセトニトリルを加琉由山する.
肉.魚の場合;試料を肉ひき群をIT]いて胎抑後アセ

トニトリル.200mLとセライト54550gを加えて邦‖lげ
ち.胴肌の切令は拙HIFff状としてn-ヘキサンを用い.

ア-tIトニトl)ルヘ忙桝する.

ミルクの場合;試料200mtにアセトニト')ル200mt

とメタノール 100mJを加え5分間ブレンドした後,

6000rpmで5分間遠心分離し上位校を災めろ.奴班

はアセトニトリル ･メタノール (2:1)混合披100mgで

巧拙Ilげ ろ.

4-1.trichlorfon.TCE

アセトニト.)ル仙 1ほ父に水50mtを加えた後クロロ

ホルム200-300rnlを川いて2回以 とう州‖11を行ない,

水ILYI(DMP,DM-DEP)と析媒Jl'-1(trichlorron,

djchlorvos.TCE)にわけ.Wr'媒Tllは2/Oo'托丘化ナト.)

ウム紋で沈押し洗肢は水屑にあわせる.押減 を肌縦し
班班にn-ヘキサン100mtを加えアセトニトリル50mL

で3回放とう抽山する.アセトニト.)ル跡 こ水50mtを

加えは庄下 (約40oC)でアセトニト1)ルを田去する.

残った水屑にn-ヘプタン50mlを加え5回振とう抽出

し溶媒層は dichlorvos分画として保存する.水屑に

飽和員の塩化ナトリウムを加えエチルエ-テル100mt

を用いて3回振とう抽出する.溶媒層を減圧下で濃縮,

乾田した後,内標準物質 TMP･アセトン浴紋 (2FLg/

mL)の-定員を加えて FTDによるガスクロマトグ

ラフ法によりtrichlorfonを定量し,同様にしてECD

によりTCEを定見する.

4-2.dichlorvos

前記のn-ヘプタンJL･')に恭散防止剤2-3滴を加え減

圧下 (309C以下)でrlTIかに7713縦後.FTDまたはFPD

によるガスクロマトグラフはにより定見する.

4-3.DMP,DM-DEP

前記の水Itlを約50mtまで肌桁しアセトン300-400

mtとセライト5455gを加えブレンドした後ろ過する.

既述は10,00'分水アセトンで充分に沈印し,ろ紋をあわ

せ約30mLまで況8..11乳 5N別恨2mJ.比丘化ナトリウ

ム10gを加えてエチルエーテル ･アセトニトリル ･メ

タノール (17:2:1)氾合mhfl!200mtを川いて31軸h出し,

抽出紋を約 1mtまで沢新しシ.)カプレー ト (田-さ015
mm,20×20cm)によるillJ'lLYlクロマト班10)により.Eii

閑桁媒 イソプロパノール･n-ブタノール ･水恨 化 ア

ンモニウム (5:2:3)を用いて,約3時間,12cmまで

放閃し,風乾後両nr'uLiこHanes試薬を噴霧して発色さ

せ,RfO.35の DMPおよび RfO･42のDM-DEPを

含む RfO.3-0.5の吸着屑を削り取りメタノ-ルで抽

出レo.5mlまで濃縮する.これに濃塩酸1滴と5mLの

ジアゾメタン溶液を加え室温で20分間既拝してメチル

化を行ないそれぞれ trimethylpI10Sphateおよび0,

0-dimethy12,2,2-tricllloro一トmethoxyethylpho･

sphonateとした後ガスクロマトグラフ法 により定量

する.

4-4.枚Ilt線

trichlorfon純爪 50ppmのアセトン浴披0.5,1.0,

1.5および2.OmJをそれぞれ 10mJのメスフラスコに

採 り, 内et,Wti物11 TMPの 20ppm アセトン溶紋各

lmtを加えてアセトンで定容とし,3FLLを注入してガ

スクロマトグラムのピーク高さを孤rj定し,ピーク高さ

比を縦軸に,式量比を横軸 にとって検墨線を作成す
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Fig.1. Calibrationcurveoftrichlorfon.

る (Fig.1).

dichlorvos,TCEなどは定iii矧こ標準品を入れる絶
対法により定立した.

実験結果および考察

1.抽出浴媒

白菜,玄米L,ミルケ,ニワト.)の卵,肉,脂肪,ウ

ナギの細切した試料50gにtrichlorfonを0.1ppmと

なるように添加し,メタノール,アセトニトリル,ア

セトンなどを用いて検討した結果,いずれの試料でも

アセトニトリルが抽出率も良くガスクロマトグラム上

の妨害ピークも少なかった.ミルクだけはアセトニト

.)ル･メタノール (2:1)の混合溶媒が最も抽出率が良

かった くTable1).

2.回収試験

供試した trichlorfonを始め dichlorvos,DMP,お

よびTCEを果樹,そ菜,牧草.玄米およびミルク.

ニワトリのタマゴ,肉,脂肪,肝臓,血液,コイ,ウ

ナギ等に0.1-1.Oppm相当虫添加したのち机述の分

析法に従って分析した.Table2および3にその回収

翠,Fig.2に各化合物のガスクロマトグラム,Fig.3

に各試料のガスクロマトグラムを示した.

Table1. Recoveriesoftrichlorlonfrom chinesecabbage,ricegrains,milk,
cbicken,andeelbyvariousextractionsolvents.

cH30H CH3CN (CHS)BCO CH80H2…PH3CN n-C｡H.一

Chinesecabbage

Ricegrain
Milk

Chickenegg
Chickenmeat

Chickenfat

Eel 86

0095
94

o1
o8

93

幻

1

1
1

85

91 91
96

88

94

★1percentageofrecoveries.

Table2. Recoveriesoftrichlorionanditsmetabolitesfrom variousplants
andfreshmilk.

sa-pies Ad,d,eS *1 .richl｡rf｡n Percen景cghel.0,fv.r;coveries,遭 )･2 T｡E･.

Cornplant
Grass
Radishleaf

Radishroot

Chinesecabbage
Strowberries

Grapes
Pear

Ricegrains
Tabacco

Milk

1
1

1

1

1
1

1
1

l

1

0
0

0

0
0

0
0

0
0

0

3
7

1
2

7

5

7
0

9

0

9

95

98

95

97

00

鮒

96

97

94

90

9

r=

93.2 72.4 81.5

99.9 69.8 77.2●

86.5

94.2
87.9

90.1
88.3

83.6 74.0 79.2

★1per50grplant ★2dimethylphosphate;0.5ppm added

*3trichloroethanol;0.5ppm added +4per200mL
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Table3. RecoveriesoEtrichlorfonanditsmetabolitesfromchickentissuesandfish.

samples Ad,d,ca ll ..ichI｡r,.∩

叩
州
ー
.B
仙

∩

∩
∩

∩
∩

e

e
e

e
e

ck

ck

ck

ck

ck

p

hi
hi

hi

hi
h

,;

a

C
C

C

C
C
E

C

2
2

2

2
2

2

3

0
0
0

0
0
0

0

3

1
2
0
9
3

1

95

00
72
95

96
95

抑

l一

Percentageolrecoveries(%)
dichlorvos DMP*2 TCE*2

0

8
9

0
5

0
8

85

91
79

92

97
85

84

78.9 78.0

76.9 78.8

l*per50grfishorch.lCken *20.5ppmadded

各植物,ミルク,ニワトリおよび魚のいずれにおい

てもtrichlorlonは90%以上の回収率を示しており,

dichlorvosはミルクの83.6%を除いていずれも85%以

上であった.しかしDMP,TCEの回収;糾ま70-80%

とやや低かった.

3.枚山限界

以上の方法による化合物の各班試料からの検山耶非

はtrichlorfonで柄物,ニワト.).瓜の場合0.005ppm
であり,ミルクの場合0.002ppmであった.なお di-

chlorvos,TCEでは検出限界はいずれも0.005ppm

であり,DMP,DM-DEPでは0.01ppmであった.

4.牧串での trichlorfonの消長

a
s

u
o
d
s
a
･t

J

a
P
}

O
U
a
tZ

昭和45年牧野のダニ防除のためtrichlorfon40%微

丑散布披1.5L/ha(村効成分60g/10a)および3%粉剤

30kg/ha(有効成分 90g/10a)を大分爪久住牧場およ

び栃木県八郎ケ原牧切で航空散-117したが, その際の

trjchlorfonの牧T.'Cへの付rT.rltおよびその城田性につ

いての実験純米を Tab]C4に示した.

大分爪の切合放放此咋区のみであったが.その付苅
虫は牧串の採収地点によって11.5および39.9ppmと

約3倍の相迎があった.しかし残阿見は2ケ1-9Trとも時

間の経過にともない.''.iI激に滅少して,10口後では0.05

ppm以下となっナ∴

一方坊木瓜の場合.取崩敬神区は7ヶ所から牧f.iを

0 5 10 15 20

Retentiontime(min.)

Fig.2. Standardgaschromatogram oftriclllorfonanditsmetabolites.

(I)trichlorfon (2)dimethylphosphate (methylation) (3)trichloroethanol
(4)dichlorvos (5)desmethyltrichlorion(metIlylation)

20ngofeachcompoundsin4FLlacetonewasinjected･ Appratus;Shimadzu
GC-4APFequippedwithflamethermionicdetector(FTD),(trichloroethanol*
iselectroncapturedetector).Column;glass1.Omx4mm Ld.25% Carbowax

20M/GasChrom Qat150oC.Detector,Inlettemperature;250oC.
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Ricegrain

peart1 Freshmilk

Fig.3. Gaschromatogram oltrichlorfonanditsmetabolitesfrom Cornplant,
andfreshmilk.

- Control+0.1ppm added ･･････Control

(A)trichlorfon (B)dichlorvos (C)desmethyltrichlorLon(methylation)

(D)dimethylphosphate (E)trichloroethanol(detector;ECD)

(F)trimethylphosphate(internalstandard)
★1apparatus;Micro･Tek160equippedwithflamephotometricdetector

(FPD),Column;10% DC200/GasChrom Qat125oC･(glassl･5mx4mm
i.d.).DetectorandInlettemperatureis205oC,230oC,respectively･

Table4. Residuesoftrichlorfoningrassafterfieldtreatment
illdifferentformulations.･

analyzedastrichlorfon(ppm) percentageo【
3 7 10 14 deposit(%)"

Ohoita*3

Tochigi★4

43

16

72

43

0

0

0

0

5

9

0

8

1

9

4

5

1

3

2

4

5

0

6

0

0

2

0

0

0

0

0

0.04

7

6

2
.
0
.

6

2

*lTreatedwith1.51perhectareofDipterexB)40% ultralowvolumespraybyaerialapplication.
mTreatedwith30kgperhectareofDipterex83% dustbyaerialapplication.

*3Averageppm oftwospotsatthepasture.

" Averageppm ofsevenspotsatpasture･

朋Averagepercentofdepositonthepetridishatsevenspots･

(theoriticalamount;3.8FLg/cm2-100,00')
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捉収LIY･均(山でホしたが.付7tllとは12.8から44.9ppm

の関であり.FJ｡-地山でのシャーレを川いた粥下lLtの

汎定紙リミなどより耶 舶写下rLtの63%が牧1.1(ヘアlTFL付

邪したと巧えられる.粉剤区では倣仰典rLtが1.5LiT･と

多いにもかかわらず牧J'.I(への trichlorfonの付Tt.FLtは

孤lnJ散村区に比べ約yfと少なく.詫‡下Iltも約21%であ

った.付TE.ELtの多い仙∴iのJJ'が浅田牡もLiく,蛇田Iit

も多い-帆l'JlがLLられた.

trichlortonの牧!:tでの残田性は散布,B後の牧甲へ

の付着_faや散布後の降雨,気仮条件などに雄哲される

が.いずれの場合でも施用7-10日後には0.2から0.1

ppm 以下の残田虫となった.

同時に定員を試みた dichlorvosはいずれの牧碍か

らも枚山されなかった.

5.校剤舶用したトウモロコシrllでの消長

名石Fi3.大学瓜学部の瓜跡 こおいて乳L卜の飼料用とし

て栽fTLYされている'rj'･刈 トウモロコシにアワヨトウが火
発iLiLたため雅邦によるyJ'除を試みたところ,ディプ

テレックス珊5,00'粒剤の殺虫効果が助7F,J･であった. そ

こで同和46咋8月, トウモロコシに同粒剤 6kg/10a

を微粒し. トウモロコシの柴部および茎部への trich･

lorfonの残田虫を汎ll定した結架をFig.4およびFig.5

に示した.

1亡
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Fig.4. ResiduesoftrichlorfoninCornplant.

Treatedwith6kgpertenareofDi-

pterex⑪5,%granulebysoilapplication.
Variety;NaganoNo.1.

Seed;22,May,1971

Application;13,August,1971
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Fig.5. ResiduesoftrichlorfoninCornplant.

Treatedwith6kgofDipterex⑧ 5%

granulepertenarebysoilapplication.

その縮ま札 トウモロコシ全休の trichlorfonは散布
1口後より6口後まで約0.19ppmとほぼ一定の残留丘

を示したが,その後口数の経過と州 こ減少し.12日後

ではO.07ppm となった.災河は I.'岸部での別技および

分布'刑余をみると,3'JLSFSでは1n後で約0.5ppm検出
されたが,徐々にか長少して6口後で約0.2ppmとなっ

た.一方芸邦では散抑lr]後には0.07ppm Lか検山

きれなかったが.口数の経過と州 こEn加して行き.6

日後ではJti絹lLriの約0.19ppmが検出され, その後は
次郡には少した.

分析に供したトウモロコシのAS部と','H部とのm托比

は約2:8であり,柑 こ:･'IT'邦での班附.Fltが閃雌となる.

次に分れ3''.m介はtF(抑1口授では約75%が北部にあっ

たが.その後北部の'!.lj行は.lil.故にか先少し.6日後では
20%相当丑となり80,%以上は:I(,'部に-ll7fした.

以上の結凪 処Ⅲ!Jdl'後よりトウモロコシの柴に tri･

chlorfonが多く検山 されろ小火は,土壌に施用され

た trichlorfonは肌物作の机から吸収され浸透移行性

が申いことを滋わしている.同時に分析した dichlor･

γos.TCE,DMPなどはいずれの試料からも検出きれ

なかった.

6.その他の植物,動物,魚顎への残留量の調査

木分析法を用いて,昭和45年より良薬ディプテレッ

クス⑧を舶用した場合の水軌 ブドウ,ナシなどの果

樹,白菜,ナス,大根などのそ菜,タバコ,牧草など

での消長および残留晃の調査や動物薬としてニワトリ

畜舎の苦虫防除に蚊用した時のニワトリ体内および卵

への残印出,水畦浅与として使用した時のウナギへの膨

哲などについて試鹸を進めており,一部データも‖て
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いるが,別の機会にまとめて報告する.

摘 要

(1)trichlorfonの植物, ミルク.動物および魚粉

における蛇田分析法を検討し,熱アルカ')イオン化型

検出群によるガスクロマトグラフ法によってtrichlor-

fon0.005ppm まで検出可能な方法を確立した.

(2)trichlorfonの代謝物と想定されるdichlorvos,

DM-DEP,DMPおよびTCEも同じ抽出,精製操作

によりdictllorvosはそのまま,DM-DE㌢,DMPは

メチル化して FTD または FPDにより,TCEは

ECDにより0.01ppm 以下まで定量することができ

た.

(3) 植物,ニワトリ,タマゴおよびウナギなどから

の抽出溶媒としてアセトニトリルが良好であり,ミル

クからはアセトニトリル･メタノール (2:1)混合浴紋

が最適であった.

(4)植物,ミルク,ニワト1)および魚塀にtrichlor-

fonを0.1ppmになるように添加した場合の回収率は

全て90%以上であり.dichlorvosでは83.-101%,

DMP,TCEでは70-80%の回収率であった.

(5)航空散布により牧草へ施用された trichlorEon

や,トウモロコシ畑に粒剤舶用した時の trichlorfon

とその代謝物の消長を測定した結果,牧草への班田虫

は放nJ'7ロ後で約0.2ppm,10口以降では 0･05ppm以

下となる.トウモロコシでは放粒6日後まで0･19ppm

村政の奴留皿があったが,12日後では0･07ppm に減

少した.

trichlorEonは家-#飼料である牧串などでの残留性

は剤hlかこあまりZiはなく比較的すみやかに分節され.

代謝物の dichlorvos,TCEなどはいずれも検出する

ことができなかった.

本研死にが こり火映遂行上種々の御使宜を与えられ

た盟林水超航空協会ならびに大分県,栃木娘の畜産試

験場の方々,および名古屋大学濃学部窪田択男技官,

川越郁男教官ならびに御指導を頂いた名古屋大学昆学

部害虫学教室斎臓田火教授に厚く御礼申し上げます.
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Stlmmary

A sensitive residue analyticalmethod was

developedforthedeterminationofresiduesof

trichlorfon(0,0-dimethy12,2,2-tricbloro-トby-

droxyethylphosphate)anditspossiblemetabolites,

dichlorvos,dimethylphosphate,desmethyltrich･

lorfonandtrichloroethanolinplants,milk,chi･

cken and fish by gascbromatography,this

method.Trichlorfonand itsmetaboliteswere

extractedfrom plantmaterials,chickenandfistt

withacetonitrile,andtheresiduesfrom milk

wereextractedwithacetonitrilemethanol(2;1)

mixture.Inallcases,detectionandmeasurement

ofthecompoundswereaccomplishedbyalkali

flamethermionicorelectroncapturedetector

gaschromatography.

Recoveriesoftrichlorfon(atthe0.lppmlevel

were90-101%)from plants,ricegrains,chicken,

fishandmilkRecoveriesofdichlorvos,dimethyl

phospllateand trichloroethanolatthe0.2or

0.5ppm were83-103%,70-74% and 78-81%,

respectively.

Thismethodwillmakepossiblethedetection

of0.005ppm trichlorloninplants,chickenand

fish,and0.002ppm inmilk.


