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Aflow-injectionsystemwithanimmobilizedenzymereactorisproposedfor

thedeterminationofcyanide・Thesystemincludestherhodaneseimmobilizedon

aminopropyl-controlledporeglassbeads，whichactsasanenzymereactor・In

thissystem，cyanideisconvertedtothiocyanatｅｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏfthiosulfate

intheimmObilizedenzymereactor,thenthethiocyanateformsiron(､）thiocyanate

complex，whichisspectrophotometricallydetectedat460nm，Theoptimumcondi-

tionsintheflow-injectionsystemareproposed・Undertheoptimizedcondition，

thedetectionlimit(S/N＝3）ofcyanidewasl5Illlandthelinearrelationsｈｉｐｗａｓ

ｏｂｔａｉｎｅｄｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆＯ－１ｍHcyanide、Thesamplefrequencywas20／ｈＴｈｅ

ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆｔｈｅｍｅｔｈｏｄｗａｓ２､３％relativestandarddeviationatO5mllcyanide、

TheimmobilizedrhOdanesewasstabｌｅｆｏｒａｔｌｅａｓｔｌＯｈｏｆｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｏｐｅration．

Ａ１ｓｏｉｔｒｅｔａｉｎｅｄ９１％ｏｆｔｈｅｉnitialactivityafterlweek’８３％afterlmonth，

Manykindsofanionswhichcommonlyinterferewiththedeterminationofcyanide

exceptascorbatedidnotinterfereinthepresentmethod・Theflow-injection

systemdevelopedhereisapplicabletothedeterminationofcyanideinenviron-

mentaｌａｎｄｃｌｉnicalsamples．
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１緒言

現在，工業の広い領域において，廃液中のシアン化物のモニタリングやコントロールが

必要とされている．シアン化物は工業において広く用いられており，特にメッキ加工や金

属の洗浄などにおいては大量に用いられている．シアン化物はその強い毒性のために公的

に厳しい環境基準が定められており，常時分析されている．シアン化物の定量には普通，

ピリジンーピラゾロン吸光光度法，４－ピリジンカルボン酸一ピラゾロン吸光光度法また

はイオン電極法を使用するが，これらの方法では多くの共存物質による妨害を受けやすく，

シアン化物イオンを単離して定量を行うために面倒な前処理が必要であるｎ．

一方，臨床検査や食品分析などの分野においては，生体成分や代謝成分の正確かつ迅速

簡便な分析方法の開発が望まれている．これらの分野では，酵素を用いる分析法が，その

基質特異性による高い選択性のため広く利用されてきた．これまで，酵素を用いたシアン

化物の定量法についても，いくつかの報告がある2-4)．それらは全てロダネーゼ（thio-

sulfate：cyanidesulfurtransferase，ＥＣ２．８．１．１）を使用したものであり，この酵素は

下記の反応に触媒として作用する．

ＣＮ－＋Ｓ２０３２－→ＳＣＮ￣＋ＳＯ３２￣

著者らは，先にロダネーゼのミカエリス定数をＦＩＡ法により，測定する方法を報告し

た5)．ロダネーゼは各種動物や細菌などに広く分布しており，中でも哺乳動物（特に牛な

どの反すう動物）の肝臓や腎臓のミトコンドリア中に高濃度で存在している．生体内での

この酵素の働きは，主にシアン化物の解毒化の触媒であると考えられているの．

Fonongはロダネーゼの存在下，シアン化物とチオ硫酸塩の反応で生成したチオシアン

酸イオンと鉄(Ⅲ)イオンとの呈色反応を利用したシアン化物の定量法を報告した2)．この

方法は，簡単な前処理は必要であるが，シアン化物イオンを予め単雛する必要はない．し

かし，分析ごとに酵素溶液を使用するためにコストがかかる．また，操作がバッチ法のた

めに手間がかかる．Mattiassonらは，固定化したロダネーゼを用いた酵素サーミスター

によるシアン化物の定量法を報告した3)．ＧroomとLuongは，固定化したロダネーゼと

亜硫酸オキシダーゼを用いたバイオセンサーによるシアン化物の定量法を報告したの．こ

れらの定量法では固定化酵素の長期安定`性が示されており，固定化酵素を用いた定量法の

有用性が確かめられた．しかし，酵素サーミスターを用いる定量法では操作が繁雑であり，

またバイオセンサーを用いる方法では，ｌ試料当たり３０分と測定に時間がかかる．

本研究では，固定化したロダネーゼを用いたシアン化物の新しいフローインジェクショ

ン定量法（ＦＩＡ）を検討した．ロダネーゼを多孔性ガラスビーズに固定化し，これを充

填したカラムを固定化酵素リアクターとしてフロー系に導入した．本法は，この固定化酵

素リアクターでシアン化物が変換されて生成したチオシアン酸イオンと鉄(Ⅲ)イオンとの
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呈色反応を利用したＦＩＡ法である．固定化酵素を利用することによる，高選択`性で迅速

かつ簡便なシアン化物の定量法の開発を目的とした．

２実験

２．１試薬

ロダネーゼ（thiosulfate：cyanidesulfurtransferase，ＥＣ２．８．１．１，Ｔｙｐｅｌ：From

BovineLiver，l1-13units/mgsolid）はＳＩＧＭＡ社より購入した．トリス緩衝溶液

〔ｐＨ８．６〕調製にはトリス（ヒドロキシメチル)アミノメタン（和光純薬工業，生化学用）

を使用した．グルタルアルデヒド溶液調製には５０％グルタルアルデヒド水溶液(関東化

学)を使用した．その他の試薬は全て試薬特級品を使用した．また溶液調製には，Milli-

Q超純水製造装置（日本ミリポア）で製造した水を使用した．また，酵素を固定化するた

めの担体として，粒子サイズ200／400メッシュのアミノプロピルーＣＰＧ（Controlled

PoreG1ass)，（フナコシ)を用いた．このガラスビーズの平均孔径は５８５Ａ（±3.9％)，

表面積は４５．１，２／ｇである．

２．２装置

シアン化物定量に使用したフローインジェクション系の概略図をＦｉｇ．１に示す．フロ

ー系を構成するＰＴＦＥチューブは，特にことわらない限り，内径０．５ｍｍのものを使

用した．ポンプはプランジャー型４運送液ポンプ４Ｐ２Ｍ－４０１６（サヌキエ業），サ

ンプル注入にはオートサンプラーＫＭＴ－６０Ａ－Ⅱ（協和精密，注入量100ノリl），吸光

度の測定には高速液体クロマトグラフ用紫外-可視分光光度検出器ＳＰＤ－６ＡＶ（島津

製作所）を使用し，波長４６０ｎｍで測定した．

-ｍ+Q二 ⑧ ＷＡＳＴＥ

、l/､ｉｎ

Fig.１．F1owdiagramforcyanidedetermination：Ａ，Ｉ０ｍＭｔｒｉｓｂｕｆｆｅｒ

〔ｐＨ８．６〕；Ｂ’５mlIsodiumthiosulfatesolution；Ｃ，５０ｍＨｉｒｏｎ(､）

nitratesolution(211HNO3）；、，potassiumcyanidesample(0.111tris

bUffer〔ｐＨ８．６〕）；Ｅ，injector；Ｆ，iInmobilizedenzymereactor

（２ｍｍｉ､。.，４cmlength）；Ｇ，reactioncoil(0.5ｍｍｉ､。.，２mlength）；

Ｈ，spectrophotometer；Ｉ，recorder．
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２．３操作

２．３．１酵素の固定化

５０％グルタルアルデヒド水溶液（0.5ｍl）と０．１Ｍリン酸緩衝溶液〔ｐＨ７．０〕

（9.5ｍl）を混合して２．５％グルタルアルデヒド溶液を調製した．この溶液（１０ｍl）

にアミノプロピルーＣＰＧ（０．５９）を加え，真空吸引しながら超音波浴内に浸してガラス

ビーズの細孔内の空気を追い出し，時々振り混ぜながら１時間放置した．これをガラス

フィルターを用いてi戸別し，水で十分に洗浄した後，室温乾燥した．この活性化したガラ

スビーズ（０．４９）にロダネーゼ(２０ｍｇ)を０．１Ｍリン酸緩衝溶液〔ｐＨ６．０〕（３ｍl）

に溶かしたものを加え，真空吸引しながら氷の入った超音波浴内で時々振り混ぜながら３０

分間放置した．その後，冷蔵庫内（４℃）で一夜放置し，酵素の固定化を行った．この固

定化酵素ガラスビーズをガラスフィルターを用いてi戸別し，冷却した0.1Ｍリン酸緩衝

溶〔ｐＨ６．０〕，次に冷水で洗浄した7)．これを注射器を用いてＰＴＦＥチューブ（内径２

ｍｍ，長さ４ｃｍ）に詰め，固定化酵素リアクターとしてフロー系に導入した．測定後

のリアクターは，そのまま測定時の溶液（トリス緩衝溶液〔ｐＨ８．６〕とチオ硫酸溶液の混

合溶液）に浸した状態で４℃で保存した．

２．３．２フロー系の最適化

Ｆｉｇ．１のフロー系では，インジェクターにより注入されたシアン化物サンプルは，ポ

ンプＡからのトリス緩衝溶液流〔ｐＨ８．６〕によって運ばれ，ポンプＢからのチオ硫酸溶液

流と合流後，固定化酵素リアクター内へと導かれる．ここでシアン化物イオンはチオシア

ン酸イオンへと変換され，このチオシアン酸イオンがポンプＣからの鉄(Ⅲ)溶液流と混合

して生成したチオシアン酸鉄(Ⅲ)錯体を分光光度計によって検出する．

最終的にＦｉｇ．１のフロー系を用いてシアン化物の定量を行ったが，それに先立ち，ま

ずフロー系の最適化を行った．Ｆｉｇ．１のフロー系から固定化酵素リアクターを外したフ

ロー系にチオシアン酸サンプルを注入し，鉄(Ⅲ)溶液中の硝酸濃度と鉄(Ⅲ)溶液の濃度の

検出ピークに及ぼす影響を調べた．次に，固定化酵素リアクターの組み込まれたＦｉｇ．１

のフロー系にシアン化物サンプルを注入し，チオ硫酸溶液の濃度による影響を調べた．な

お，注入するチオシアン酸サンプルとシアン化物サンプルは共に０．１Ｍトリス緩衝溶液

〔ｐＨ８．６〕を用いて調製した．
プ

２．３．３シアン化物の定量

フロー系の最適条件の決定後，Ｆｉｇ．１のフロー系にシアン化物サンプルを注入し，固

定化酵素の安定性，シアン化物の定量範囲，検出限界および共存イオンの影響を調べた．

－１４１－



共存イオンの影響は，シアン化物イオンに陽または陰イオンを共存させて，応答ピークの

高さを比較することにより調べた．陰イオンは２．６ｐｐｍ（０．１，Ｍ）のシアン化物イオン

に対して０．１，１，１０倍量（それぞれ０．２６，２．６，２６ppm）共存させ，一方，カルシウム

および亜鉛の陽イオンについては０．１，Ｍシアン化物イオンに対して０．１，０．２，０．５，

１．０，Ｍの濃度で共存させて影響を調べた共存陰イオンは全てナトリウム塩を使用し，

カルシウムイオンは塩化物，亜鉛イオンは硝酸塩を使用した．注入するシアン化物イオン

のｐＨは，他種イオンが共存しても変化しないよう注意した．

３結果と考察

３．１フロー系の最適化

３．１．１鉄(Ⅲ)溶液中の硝酸濃度の影響

鉄(Ⅲ)溶液中の硝酸濃度が検出ピークに

及ぼす影響を調べるため，鉄(Ⅲ)溶液中の

硝酸濃度を変化させたものを使用して，

Ｆｉｇ．１のフロー系にチオシアン酸サンプ

ルを注入し，検出されるピークの高さを比

較した．鉄(Ⅲ)溶液の濃度は全て１０，Ｍ

とした．その結果，Ｆｉｇ．２に示すように，

0.5Ｍ硝酸の場合が最も感度が良かった．

しかし，この場合ブランクにダプルピーク

が現れるため（Ｆｉｇ．３），以後の鉄(Ⅲ）

溶液中の硝酸濃度は，これが現れなくなる

2.0Ｍとした．

（一一皀宮【』ロ』壱一二』面）一二四一のニニロの」

００．２０．４０．６０．８１．０

Thiocyanateconcentration／1,Ｍ

Ｆｉｇ．２．Effectofnitricacidconcentration
iniron(､）nitratesolutiononpeakheight・
ThiocyanatesampleswereinjectedintotheFIA
systemwithouttheimmobilizedenzymereactor；
(･）０．５Ｍ,(▲）ＬＯＭ,(ﾏ）２．０Ｍｎｉｔｒｉｃａｃｉｄｗｅｒｅ
ｉｎｌＯｍｌｌｉｒｏｎ(Z）solution．

（
．
。
．
⑤
）
の
。
ｐ
⑤
Ｃ
』
。
⑪
□
ざ

Ｔｉｍｅ／ｍｉｎ

Ｆｉｇ、３．FIAprofilesforthiocyanate・Thiocyanatesampleswere
injectedintotheFIAsystemwithouttheimmobilizedenzyme
reactor、ConCentrationsofthiocyanate：Ａ）０，Ｂ）０．１，Ｃ）０．２５ｍｍ．
(－）０．５M,(－）２．０ＭｎｉｔｒｉｃａｃｉｄｗｅｒｅｉｎｌＯｍＭｉｒｏｎ(H）solution．
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３．１．４固定化酵素リアクターの温度の影響

固定化酵素にとって最適な温度を調べるため，Ｆｉｇ．１のフロー系における固定化酵素

の温度環境を変化させ，シアン化物サンプルを注入したとき検出されるピークの高さを比

較した．ロダネーゼは牛の肝臓から抽出されており，体温に近い温度環境において高い活

'性を示すと考えられた．しかし，固定化酵素は３７℃において失活し，シアン化物イオン

をチオシアン酸イオンへと変換しなかった．固定化酵素は２０℃においても徐々に失活し，

シアン化物の変換率は時間が経つにつれ低くなった．一方，氷水に浸して０℃に保つと

固定化酵素は安定であった．従って，固定化酵素リアクターは０℃に保つことにした．

３．２シアン化物の定量

３．２．１検量線

以上の検討によって得られた最適条件下でシアン化物の定量を行った．シアン化物定量

における検量フローシグナル例をＦｉｇ．６に示す．シアン化物イオン標準溶液から得られ

た検量線は，０－１．０，Ｍの濃度範囲で直線となり，検出限界（Ｓ／Ｎ＝３）は１５ノリＭ

であった．また，１時間に２０試料の測定が可能であった．酵素を利用する他のシアン化

物定量法と本法の,性能を比較した（Tableｌ）．本法は，Fonongにより報告された，チオ

シアン酸イオンと鉄(Ⅲ)イオンとの呈色反応を利用するバッチ法による定量法2)や，

Mattiassonらにより報告された酵素サーミスターによる定量法3)，およびGroomと

Luongにより報告されたバイオセンサーによる定量法のと比較して，検量線の直線範囲お

よび検出限界ではほぼ同等の結果が得られた．分析速度は，酵素サーミスターと同等であ

るが，バイオセンサーと比べて10倍も迅速であり，迅速かつ簡便な点では優れた定量法

であることが分かった．
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０
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Ｔｉｍｅ／ｍｉｎ

Ｆｉｇ、６．ＦIAcalibrationprofileforcyanide・Concentrations
ofcyanide：Ａ）０，Ｂ）０．１，Ｃ）０．２５，，）０．５，Ｅ）１．０，K．
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TableLComparisonoftheperformanceoftheproposedmethodand
otherenzymemethodsinthedeterminationofcyanide．

Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ

ｔｏｌｍＨ

ｔｏｑ８ｍＭ

ｔｏｌｍｌｌ

ｔｏｌｍＨ

Detectionlimit

l511M

４山

２０AＨ

５１１１１

Samplefrequency

２０samples／ｈProposedmethod

Batchmethod2）

Enzymethermistor3）

Biosensor4）

２０samples／ｈ

２samples／ｈ

３．２．２固定化酵素リアクターの酵素反応効率

Ｆｉｇ．１のフロー系にシアン化物イオンの代わりにチオシアン酸イオンを注入し，この

時検出されるピークの高さを，同じ濃度のシアン化物イオンが完全にチオシアン酸イオン

へと変換された場合の検出ピーク高であると仮定して，固定化酵素リアクターによるシア

ン化物イオンからチオシアン酸イオン生成反応の酵素反応効率を求めた．

同じ濃度の両イオンが，それぞれ０．２５および０．５０，Ｍのとき，リアクターの酵素反

応効率はいずれも４７％であった．

３．２．３共存イオンの影響

本法によるシアン化物定量における共存陰イオンの影響の結果をＴａｂｌｅ２に示す．酢

酸イオン，リン酸イオン，硫酸イオンおよび亜硫酸イオンはロダネーゼを阻害することが

知られているが8)，本法において，これらのイオンによる阻害の影響は見られなかった．

また，アスコルビン酸イオン，クエン酸イオンは一般に尿や血漿中に存在し，それらのイ

オンの血漿中での標準量はそれぞれ2-20,9-25ｐｐｍである9)．この濃度範囲において，

クエン酸イオンは妨害しないが，アスコルビン酸イオンは妨害を示すことが分かった．一

方，Fonongによれば，酢酸イオン，アスコルビン酸イオン，クエン酸イオン，ヨウ化物

イオンおよび硫化物イオンは，ロダネーゼの触媒作用の下で生成するチオシアン酸イオン

と鉄（、）イオンとの呈色反応を利用するシアン化物定量法では妨害を示すと報告してい

る2)．しかし，本法においては，アスコルビン酸イオンを除いて，これらのイオンは妨害

を示さなかった．このように，一般的にシアン化物の定量において妨害を示す多くのイオ

ンが，本法においては妨害を示さなかった．

一方，本法によるシアン化物定量における金属イオンの影響の結果をＦｉｇ．７に示す．

Ｎｏｋらは，カルシウムイオンまたは亜鉛イオンの存在下では，ポリアクリルアミドゲル

に固定化したロダネーゼの活性の向上を報告している'０)．本研究ではカルシウムイオン

はやや正の妨害を示し，亜鉛イオンはシアン化物イオンより高濃度存在するとき大きく負

の妨害を示し，更にロダネーゼを失活させた．亜鉛イオンによる酵素の失活は，おそらく
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ロダネーゼの活性部位である－ｓＨ基と亜鉛イオンの結合によるものであろう．Ｎｏｋら

の結果と比較すると，カルシウムイオンについては似たような傾向があるものの，亜鉛イ

オンについては全く異なった結果となった．本研究では，多孔性ガラスビーズにロダネー

ゼを固定化して使用しており，この違いは酵素の固定化方法の違いによるものであろう．

酵素は，固定化方法によってその性質が変化することが知られている．その原因として，

酵素自身の変化，固定化に用いる担体の物理的あるいは化学的性質の影響が考えられるが，

実際は複雑な因子が影響しあって生じた結果であり，どの原因によってどのような変化が

生じたかを正確に知ることは困難である．

Table2Effectofforeignionsonthe
determinationofcyanide・Cyanideconcen-
trationwas26ppm．
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Ｆｉｇ、７．Effectofforeigncationsonthe
determinationofcyanide：（･）Ｃａ2.,（▲）Ｚｎ2~,
CyanideconcentrationwasO1mM．

３．２．４固定化酵素の安定性

固定化酵素の安定性を調べるため，Ｆｉｇｌのフロー系に０．５，Ｍシアン化物サンプ

ルを連続的に注入した．その結果，Ｆｉｇ．８に示すように，連続的な分析において，固定

化酵素は少なくとも１０時間は安定であった．０．５，Ｍシアン化物サンプルを連続１５回

注入したときの相対標準偏差は２．３％であった．また，測定後の固定化酵素はそのまま

測定時の溶液（トリス緩衝溶液〔ｐＨ８．６〕とチオ硫酸溶液の混合溶液）に浸した状態で４

℃で保存していたが，１週間後まで９１％，１カ月後まで８３％の活性を保っていた．チ

オ硫酸イオンはロダネーゼを安定化することが知られており’1)，保存時に固定化酵素を

浸しておく溶液にこれが含まれていることが，肝要であると思われる．

固定化酵素を利用したシアン化物の新しいフローインジェクション定量法が確立された．

本法では，酵素を利用した他のシアン化物定量法と比較して，検量線の直線範囲および検

-146-



出限界ではほぼ同等の結果が得られ，迅速かつ簡便な点では優れた定量法であることが分

かった．また，固定化酵素を利用することで，シアン化物定量における妨害の影響を減少

させることができた．固定化酵素の安定性および保存性の結果も良好なものであり，本法

は環境または臨床サンプルの分析への応用が期待できる．
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