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コバルト(11）によるスチルバゾの接触酸化反応を利用

する過酸化水素のフローインジェクション分析法

出口俊雄，竹下良一，田中明⑰，実政勲＊

(1988年１月１９日受理）

スチルパゾの過酸化水素による酸化反応の際ＣＯ(11）イオンが触媒として働くが，酸化剤として用い

る過酸化水素の濃度が低い場合は，スチルパゾの０。(11）イオンによる接触反応が過酸化水素濃度に

比例する．このことを利用してスチルパゾーＣＯ(11）イオン系による過酸化水素の微量定量にＦＩＡを

適用した．スチルパゾとＣＯ(Ⅱ）イオンの混合溶液の流れと，ｐＨ値を１１．９に調整したアルカリ水溶

液の流れを十分混合させ，これに水の流れに注入した試料を合流させた後，試料ゾーンがフローセルを

通過する際，５０３ｎｍでの吸光度変化を連続的に記録した．本法は0.1～１０ｐｐｍ範囲の過酸化水素を

含む試料について，１時間当たり最大７５検体の分析が可能であった．

２実験１緒ロ

従来過酸化水素の分析法はヨウ素滴定法1)，Ｔｉ(1Ｖ）

あるいはＶ(Ｖ）のペルオキソ錯体生成による方法2)，電

位差滴定法3)，そして現在公定法として使われている酸

素電極法4)があるが，簡易迅速という意味では十分では

ない．最近，過酸化水素の高感度定量法としてぺルオキ

シターゼなどの酵素を用いたルミノール反応の利用が報

告されている5兆s)．Hayashiら`)は酵素固定化カラムを

用いたＦＩＡによって過酸化水素の定量（検出下限Ｏ５

ｐｍｏｌ/20,J；0.85ppb）の簡易迅速化を図っている．

接触反応は分析的に利用され，特にＦＩＡにおいてそ

の特徴を発揮している．著者らは先に，4,4ルビス(3,4‐

ジヒドロキシフェニルアゾ)スチルペンー2,2'ヅスルホン

酸ジアンモニウム塩（スチルバゾ）の過酸化水素による

酸化反応（退色反応）において，ＣＯ(11）が触媒作用を持

つことを利用してＦＩＡによるＣＯ(Ⅲ）の微量定量法を

報告,)した．この際，ＣＯ(Ⅱ)濃度を一定としたとき，ス

チルバゾの酸化による退色反応は過酸化水素濃度の低い

領域では，過酸化水素濃度に比例していることを見いだ

した．本法ではこの事実を利用してスチルバゾーCO(11）

反応系による過酸化水素の定量をＦＩＡに適用し諸条件

の詳細な検討を試ふた．

２m試薬

過酸化水素標準溶液（1110ppm）：３０％過酸化水素

(特級，三菱瓦斯化学製）を再蒸留水で希釈し，ヨウ素

滴定法により標定した．この溶液は使用時に適宜希釈し

た．

スチルパゾ（55ppm)-ＣＯ(11）（0.5ppm）混合溶液：

スチルバゾ（ドータイト試薬）を再蒸留水に溶かした溶

液とＡＡＳ用ＣＯ(11）標準溶液（1000ppm，和光純薬エ

業製)を再蒸留水で希釈した溶液とを混合して調製した．

ｐＨ調整用溶液（ｐＨ11.9）：5.0×10-2Ｍ炭酸ナト
リウム-6.0×10-8Ｍ水酸化ナトリウムを調製した．そ

の他の試薬は特に断らないかぎり特級試薬を使用した．

２．２装置及び操作

種々の検討結果を基にして組み立てたＦＩＡシステム

をＦｉｇ．１に示す．ペリスタ型ポンプ（P,～P3：アトー

製，EiJ-1211)，ループパルブインジェクター（I：協和精

密製，二連四方切り替えパルプKMM-4V-2)，Ｎａ形陽

イオン交換樹脂カラム（Ｒ：Dowex50W-X1，５０～100

メッシュ，２ｍｍi､..×25ｃｍ)，フローセル付き分光光

度計（Ｄ：協和精密製，KLO-2290，光路長１０ｍｍ)，

記録計（Ｒｅ：理化電機製，Ｒ-22)，そのほか幾つかのチ

ューブから構成される．チューブ及び連結器はすべてテ

フロン製を使用した．又試薬混合溶液（R,）やチューブ

類は恒温槽（Tl(5°Ｃ)，Ｔ２（30°Ｃ）：太陽科学工業製，

クールパイプ200Ｄ及びサーモユニットＣ６００）に浸し

て所定の温度に保った．スチルパゾーＣＯ(II）混合溶液

(R,)，ｐＨ調整用溶液（R2）及び水（R3）をそれぞれポ
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せ，そのほかは２で述べた条件下で既知濃度の過酸化水

素を注入し，ピーク高さに及ぼす影響を検討した．結果

をＦｉｇ．２に示す．いずれの試料濃度でもチューブの長

さ３．５ｍ付近で極大が認められる．実験では３．５ｍの

チューブを用いた．ＣＯ(Ⅱ）による接触反応は反応時間

が長いほど，従って本法では反応チューブが長いほど反

応が進行し定量感度も良くなった．しかし，反応チュー

ブが更に長くなればスチルパゾとＣＯ(11）の混合溶液の

自発的退色反応（バックグラウンドとなる反応）も進行

し，又，フロー系内で試料ゾーンの分散に起因する試料

の希釈が大きくなり，これらの寄与が接触反応の進行を

上回るために，反応チューブの長さが３．５ｍ以上では

ピーク高さが減ずると考えられる．
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Fig、１SchematicdiagramofFIAsystem

R1：stilbazo（55ｐｐｍ)-ＣＯ(11）（0.5ｐｐｍ）ｒｅ‐

agentsolution；Ｒ２：buffersolution（ｐＨ11.9)；
Ｒ８：carrier（water)；Ｔｌ，Ｔ２：thermostat（Ｔｌ

５．Ｃ，Ｔ２３０°Ｃ)；Ｐ１～Ｐ８：ｐｕｍｐ；ＤＴ：ｄａｍｐ‐

ｉｎｇｔｕｂｅ（1ｍｍｉｄ，５０ｃｍlong)；ＭＴ：ｒｅ‐

agentmiXingtube（1ｍｍｉｄ.，２ｍlong)；

ＲＴ：reactiontube･(１ｍｍｉｄ.，３．５ｍlong)；

Ｄ：spectrophotometer（503ｎｍ)；Ｉ：injector

（3901Ll)；Ｒ：Na-fbrmedcationexchangecol-
uｍｎ＊（２ｍｍｉｄ.，２５ｃｍlong，teflontube)；

Ｒｅ：recorder．＊Ｔｈｉｓｃｏｌｕｍｎｗａｓｏｎｌｙｕｓｅｄｔｏ

ｆｒｅｅｆｒｏminterferingmetalions．
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ソプ（P,～P3）で連続的に流す．流量はＰ,：１．０，Ｐ２：

1.0,Ｐ３：２.Ｏｍｌｍｉｎ－１である．スチルパゾーＣＯ(11）

混合溶液とｐＨ調整用溶液を混合チューブ（ＭＴ）内で

十分混合させ，その流れにインジェクター（１）からキ

ャリヤー水中に注入した試料を合流させた．反応チープ

(RT）内で接触反応が行われた後，分光光度計のフロー

セルを通過し503ｎｍにおける吸光度が測定され，記録

計で記録した．

。
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Fig、２ＥＨｂｃｔｏｆｌｅｎｇｔｈｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｕｂｅｏｎｐeak

height

Concentrationofhydrogenperoxideiniected：

○4.44ppm，△6.66ppm，□8.88ppm
３結果と考察

本研究は既報9)の実験操作及び条件を基に検討を行っ

た．

３．３流量の影響

予備実験からＦｉｇ．１に示したＰ，とＰ３の流量比が

１：１のときがベースラインが最も安定することが分か

ったので，本実験ではすべてＰ,：Ｐ２の流量比を１：１

とした．Ｐ,，Ｐ２，Ｐ３の流量をそれぞれ，0.5,0.5,0.5

,1ｍｍ－１，１．０，１．０，１.Ｏｍｌｍｉｎ－１，１．０，１．０，２.Ｏｍｌ

ｍｉｎ－ｎ及び１．４，１．４，２.Ｏｍｌｍｉｎ－１と変化させた．そ

のほかは２の条件でピーク高さに及ぼす影響を検討し

た．その結果最高のピーク高さを示す流量はＰ,：Ｐ２：

Ｐ３の流量がそれぞれ１．０，１．０及び２.omlmin-1の

ときであった．

３．１サンプル量の影響

サンプル量を７８，Ｊ～1.26ｍｌの範囲で変化させ，か

つ１～10ppmの過酸化水素を注入し，ピーク高さに及

ぼす影響を検討した．そのほかは２で述べた条件で行っ

た．一定濃度の過酸化水素ではサンプル量の増加に伴い

ピーク高さは高くなるが，いずれの過酸化水素濃度でも

1.10ｍｌ付近でその高さはほぼ一定となる．又，サンプ

ル量の増加と共にピーク幅が広くなり，サンプリング速

度が減少した．一方，サンプル量３９０１L１以下ではピー

ク高さが急速に減少した・本研究ではサンプル注入量を

３９０１Ｌ１として，以後の実験を行った．

３．４温度の影響

反応及び混合チューブを浸した恒温槽の温度を１o～

５０°Ｃの範囲で変化させ，そのほかは２の条件で既知濃

度の過酸化水素を注入し，ピーク高さに及ぼす影響を検

討した．結果をＦｉｇ．３に示す．２０．Ｃ付近で極大が認

３．２反応チューブの長さ

反応チューブの長さを1.5～7.0ｍの範囲で変化さ
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対して極大が認められる．それよりもＣＯ(Ⅲ）濃度が高

くなるとピーク高さが低下しているのは，この退色反

応が既報9)に述べたようにＣＯ(Ⅱ）濃度に比例して進行

するためである．以上の結果から，ＣＯ(Ⅲ）濃度は0.5

PPmを最適濃度とした．
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四 ３．６スチルバゾ濃度の影響

スチルバゾ濃度を6.2～123ppmまで変化させ，その

ほかは２の条件下で既知濃度の過酸化水素を注入し，

感度に及ぼす影響を検討した．結果をFig.５に示す．

55ppm付近で極大が認められる．スチルバゾ濃度がそ

れ以上に高くなるとピーク高さが低下しているのは，ス

チルバゾの酸化反応の際，中間段階の酸化生成物が生成

するためと思われる．この中間段階の酸化物は，水酸基

の承の酸化にとどまり，ジアゾ基が酸化されておらず，

ベンゼン核間の共役二重結合が残されていて，測定波長

503ｎｍで吸収を示すためと思われる．以上の結果から

スチルバゾの最適濃度を５５ppmとした．

１

10２０３０４０５０

Temperature/oC

Fig、３Efllectoftemperatureonpeakheight

Concentrationofhydrogenperoxide：○４．４４

ｐｐｍ，△6.66ppm，□8.88ppm

められる．それよりも温度が高くなるとピーク高さが低

くなる．これは温度が高くなるほどバックグラウンドと

なる反応も促進され，その寄与が大きくなるためである

と考えられる．逆に，２０°Ｃよりも温度が低いと過酸化

水素とスチルバゾとの反応が進行しにくいことによるも

のと考えられる．以上の結果と室温での実験を考慮して

３０°Ｃで行った．なお，スチルバゾーＣＯ(Ⅲ）混合溶液は

スチルバゾの酸化反応を可及的に抑制するために５°Ｃ

に保った．
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３．５ＣＯ(Ⅱ）濃度の影響

ＣＯ(Ⅱ）濃度を0.1～3.0ppmの範囲で変化させ，そ

のほかは２の条件で既知濃度の過酸化水素を注入し，ピ

ーク高さに及ぼす影響を検討した．結果をＦｉｇ．４に示

す．ＣＯ(､）濃度0.5ppm付近でそれぞれの試料濃度に 0５０１００１５０

Concentrationofstilbazo，ｐｐｍ

Fig.５EfIbctofconcentrationofstilbazoonpeak
height

Concentrationofhydrogenperoxide：○４．４４

ｐｐｍ，△6.66ppm，□8.88ppmグミＩミーーム
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凸 最適実験条件で測定したＦＩＡシグナルと数ｐｐｍレ

ベルでの検量線を各女Fig.６Ａ，Ｂに示す．検出限界は

0.1ｐｐｍ(ＭＶ－２）であり，６ppmの試料を１０回注入し

た場合の相対標準偏差は1.5％であった．又，本研究

のＦＩＡマニホールドでの最大サンプリング速度は７５

検体/ｈであり，イオン交換樹脂カラムを取り付けた場

合のサンプリング速度は３０検体/ｈであった．

。／◎～｡－－－－－－－－－－-－－．－－－－－－－－－－－－－－｡

1２３

ConcentrationofCo(Ⅱ)，ｐｐｍ

Fig.４EfIbctofconcentrationofOo(Ⅲ）onpeak

height

Concentrationofhydrogenperoxide：○４．４４

ｐｐｍ，△6.66ppm，□8.88ppm
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１０，ｆ＝12；（B）Ｈ202(ppm）：ａ＝５，ｂ＝４，ｃ＝３，
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３．７共存化学種の影響

共存化学種の影響を検討するために，6.66ppmの過

酸化水素に種々の化学種を適当量共存させた溶液を注入

し，得られたピーク高さと6.66ｐｐｍの過酸化水素だけ

を含む溶液を注入したときに得られたピーク高さとを比

較した．結果をＴａｂｌｅｌに示す．ただし，水に溶かし

たときに加水分解を起こす共存化学種を含むものについ

ては，塩酸酸性（pＨ２～3）にしてある．又，金属イオ

ンによる著しい妨害が予想されたために，)，金属イオン

の妨害を検討するときの糸Ｆｉｇ．１に示したように，イ

ンジェクターの直後に陽イオン交換カラムを挿入し実験

を行った．Ｌ-グルタミン酸，グリシン及びＬ－アスコルビ

ン酸について妨害が認められた．特にＬ－アスコルピン

酸については著しい妨害が認められた．その他の化学種

については妨害は認められなかった．

実試料の分析を考慮に入れて塩化ナトリウム及びめん

類の改良剤として加えられる臭素酸カリウムについても

その影響を調べたが，塩化ナトリウムについては２３０

ppm,臭素酸カリウムについては400ppm以下である

と全く妨害は認められなかった．

又，金属イオンについてはＴａｂｌｅｌから分かるよう

に陽イオン交換カラム（2ｍｍｉ､..×25ｃｍ）によって完

全に妨害が除去できた．ただし，Ｆｅ(Ⅲ）イオンが共存

した場合は，試料調製して約５分程度経過後の注入でピ

ーク高さが５０％も低下した．これは，Ｆｅ(、）イオン

が過酸化水素の分解に接触的な作用を示すことからも十

Glycine

L-Ascorbicacid

Ｈ：ｐｅａｋｈｅｉｇｈｔｏｆ６,66ppmhydrogenperoxideinthe

presenceofthediverseions；Ｈｂ：peakheightof666

ppmhydrogenperoxide．ａ）Elapseoftimefromsam‐

plepreparationtoinjection；ｂ）Saturatedsolution・A

negativevalueof（Ｈ７Ｈ６)x100meansthatinthe

presenceofthediverceion,theabsorbancecorrespond‐

ingtothepeak,Ｈｉｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｅｂａｓｅｌｉｎｅａｂ‐

sorbance・Samplesolutionscontainingmetalionwere

passedthroughcationexchangercolumninstalledbe‐

hindinjectorintheHowsystem．

分に考えられることである．

多試量の分析を行う場合，妨害化学種除去用のイオン

交換樹脂の寿命が問題となる．そこで本ＦＩＡ系を用い

て，過酸化水素（2.2ppm）とＭｇイオン（100ppm）

を含む試料を１８０回注入したが，樹脂は支障なく使用

可能であった．

本法による過酸化水素の定量ではＦＩＡ特有の再現性

の良い応答が得られ，分析速度も１時間当たり最大約

７５検体と迅速分析の点においても推奨できる．ただし，

本法は酵素を用いた定量法による検出限界値に比べろと

やや感度が劣る．しかし，装置の簡便さ，実験のしやす
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Thedecolorationofstilbazomeasuｒｅｄａｔ５０３ｎｍｗａｓ

ｆｂｕｎｄｔｏｂｅｐｒｏｐｏｒｔｉonaltothehydrogenperoxide
Concentrationoveritslowconcentrationrange･A90

pMstilbazosolutioncontainin９０．５ｐｐｍＣＯ(Ⅱ）anda
bufIbrsolution（ｐＨ11.9,ＮａＯＨ＋Na2CO3）were
deliveredeachintotheFIAsysｔｅｍａｔａＨｏｗｒａｔｅｏｆ
ＬＯｍｌ/ｍin・Theresultingmixturewasthenconverged
withthewaterstreamHowingaｔａｒａｔｅｏｆ２,Ｏｍｌ/ｍin，

thatservedasasamplecarrier・Thesamplesolution
ofhydrogenperoxide（390ILl）wasinjectedintothe
samplecarrier,andwassenttoareactiontube(3.5ｍ
×１ｍｍｉｄ.）thermostatedat30゜oTheabsorbance
changeinstilbazｏｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄａｔ５０３ｎｍ・Thefbl-
1owingexperimentalconditionswereexammed：sample
volumeinjected，reactiontubelength，reagentsolu‐
tionHowrate，reactiontemperature，concentrationof
stilbazoandCo(Ⅱ)，andtheinterfbrenceofdiverse
ions．Ａscorbicacidseriouslyinterfbred，whileglucose，
ffuctose，urea，ＮａＣｌ，ＫＢｒＯ３，andsomeotherinorganic

electrolytesdidnot・Heavymetals（Cu,Ｚｎ,Ｎｉ）were
efIbctivelyremovedbyanion-exchangecolumn（２５
ｃｍ×２ｍｍi､..）installedjustafterthesampleinjection
section、Thedeterminationrangeofhydrogenperoxide
wasfrom0.1ｔｏｌＯｐｐｍ、Thesamplingrateswere
ca､３０samples/hwiththeionexchangecolumnand75
samples/hwithoutthecolumn．

（ReceivedJanuaryl9，1988）

ざという点では利点がある．
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DeterminnationofhydrOgenpero工ｉｄｅｂｙＦＩＡ
ｂａｓｅｄｏｍｔｈｅｃｏｂａｌｔ(Ⅱ)-catalyzedo泣dation

reactionofstilbazo･ToshioDEGucHI，Ryoichi
TAKEsmTA，AkiraTANAKAandIsaoSANEMAsA（Ｄｅ‐
partmentofChemistry，FacultyofScience，Ｋｕｍａｍｏｔｏ
University，２－３９－１，Kurokami，Kumamoto-shi，Ｋｕ－

ｍａｍｏｔｏ８６０）

Stilbazo,4,4'一bis(3,4-dihydroxyphenylazo）stilbene-2,
2'一disulfbnicaciddiammoniumsalt，isoxidizedinthe

presenceofhydrogenperoxide,wherecobalt(Ⅱ）acted
ascatalystandacceleratedtheoxidationreaction．

KbzlUDoMzDﾉMz8eB

determinationofhydrogeｎｐｅｒｏｘｉｄｅｂｙＦＩＡ；spectro-

photometricdetectionbasedondecolorationof

stilbazo；catalyticefIbctofCo(11)．




