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Abstract ；Instrumental comparison in spectrophotometric :ａｎｄﾄionchromatographic method

was described for the:dむ七erminationof phospha七e. In the spectrophotometric method, the

phosphate was first transformed to phosphomolybdic:acid with molybdic acid under strong

acidic conditions, followed by reducing with hydrazine sulfate to produce molybdic blue･

The molybdic blue was spectrophotometrically determined at 820 n胎.〉Many kinds　of

conditional factors for the two serial reactions were investigated to obtain the optimum

analytical conditions. The linear response range　in　the relatively　10ｗ　concentration　of

phosphate　was 0.05～1.0 ppmバｎ　the ion chromatographic method, which was consisted

ｄ the non-supressor single column type, the phosphate was separated by an anion exchange

column and determined by direct conductive detection. The linear response rangeｿ1n the１０Ｗ

concentration　of　phosphate　was　0.05　～　1.0　ppmレかgood　correlation　between the

spectrophotometric and ion chromatographic determination of phosphate aレthe range of

0.5～1.0 ppm of phosphate was observed in the directinstrumental comparisonﾌﾟHowever,

at the lowest range of phosphate, 0.05～0.4 ppm,トthe correlationﾚＷａ･snot always good.

The present analytical methods were applied to 七he determination of phosphate in river

water.
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　　　　　　イオックロマトグラフ千一　　　　　　　　　ダ

　　　　　　　　　　　　　　　‥　緒　上　言

　いっこうに止まるところを知らない化石燃料の消費、ニ各種産業廃棄物の排出等の中でゝ･･　自然水

域の汚染、十あるいは水道水源の汚染は√者実にその進行め状況を呈している。 こうした中で、

ＷＨＯリ)を始め、米国3)や我が国においても、水質基準の見直しが行われている最中であり、

水質基準測定項目の公定法にっいでも､犬現行法で対処ずるのは非常に困難な状況に＼ならているこ

とが指摘されている。　水質基準と同時に、環境汚染物質の生成及び広域移動に関する研究や汚染
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物質の除去法の評価、更に、適切な環境基準の設定のためには、環境試料中の微量成分を、精度よ

く及び高感度で定量する方法の開発、及び再検討が第一義的に重要である。

し前報において、環境水中の微量イオン種定量のための分析法の研究の一環として、測定法（測

定機器）による定量値の誤差、あるいは相関性を観察する目的から、亜硝酸イオンの定量におけ

る吸光光度法とイオンクロマトグラフィー法との比較検討を行った結果について報告した。4）即ち、

亜硝酸イオンの定量においては、吸光光度法における誘導体化反応と検出の選択性、及びイオシ

クロマトグラフィー･法における分離と検出の選択性が利用されたわけであり、いずれも再現性の

よい結果を得ることができ、両者の相関も非常に高かった。　　　　　　　　　　　　　　　　し

　一方、環境中のﾉﾘﾝの挙動に着目すると、例えば、排水の汚濁を受けた公共水域の水には、遊離

リン酸イオンを始めとして、オルドリン酸塩ﾐ縮合リン酸塩、及び有機リン酸化合物等が含まれ

ており、これらが原因となって藻類などの微生物の繁殖が促進されるため、河川及び湖沼等の富

栄養化といった地域環境問題にまで発展してき:でいる。　　　　　　犬　　　　　　　　＼犬

　リン酸イオンは化学的、ま¨だ生物学的に人類め活動と重要な関係にあり、リン酸イオンの分析

法に関する研究も、今日に至るまで数多くの研究者によって各種の分析法が創案されていて、日常

　　　　　　　　　　　　　　　　ｊ　　　　　　　　　　ｌ　・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・の分析においでその選択に困惑してしまうほどである。リン酸イオンの分析法には、主として重

量法と比色法、及びイオンク廿マトグラフィー法がある。イオンク口マトグラフィー法は、水質

基準の公定法としては比較的新しく採用されている方法七あるが、我が国では、抗水・廃水試験

法5）や工業用水試験法6）等に採用されているノ　　　　　　　ト

　比色法には、リンモリブデン酸による黄色、またはこれを還元してできる青色を吸光光度計で検

出するもの、及びこれらを溶媒で抽出する方法等、一基本的にはモリブデン酸塩との反応に基づくも

のが多い６その他の方法では、リンバナドモリブデン酸法、十リンバナドタングステン酸法なども知

られている。この他、ヘテリポリ酸－マラカイトグリーン会合体の濃縮を利用した、水中のリン酸

イオンの高感度分析法も報告されている。7）　　　　　　　　　　　　　　　し　　　　　　し

　これらの比色法のうち、リンモリブデン酸を還元するモリ犬ブデンブルー法は比較的感度が高いた

め、工場廃水試験法にも採用されているように、水質分析に広く利用されている。また、廃水では、

紫外短波長部に吸収を示す央雑物質が共存するこ=とが多いことから、この点からも、モリブデンと

の錯形成に基づく長波長部での検出を行うこめ方法が有利であると考えられる。しかし、この方法

では、発色させる時に整えるべき種々の条件が存在七、いろいろな発色のための条件設定が提案

されているが、トいずれの方法でも発色条件が一様でぱなく１　測定結果に変動が大きいとされてい

る。　　　　　　　　　　　　　　　　Ｉ　･●　　　　　　　　　･．ｌ　　　　　　■　　　■　　･■　　■　　■　　■　　　　　■

　本研究では、モリブデンブルー法において考え得る反応パラしメー･夕に着目し√発色の最適条件を

見い出すと共に、モリブデンブルー法によるリン酸イオンの低濃度領域における定量性、及び検

出下限と、イオンクロマトグラフィー法との定量性の直接比較について報告する○

　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　験　方＼法／

１．測定原理及び方法　　　　　　　　十＼　　　　　　１　･● 。　・　　ｊ　　。。　　　　　　・・　　Ｉ｡

　モリブデンブルーの生成を利用するモルブデンブルー法は、古くから用いられている比較的感度

の高いリン酸イオンの定量法である。酸性溶液中でﾘ＼ン酸（Ｐ０４ト）とモリブデン酸（ＭＯ ０４ヤ）

を反応させると、そ/の縮合酸である黄色のモリブドリン酸（リツモリブデン酸；［ＰＭｏｊＯＨ］３-）

を生ずる。これに種々の還元剤を作用させて還元すると青色の化合物、ト即ちモリブデンブルーを

生成する。この発色は、をリブ下りニン酸中の12個･のＭｏ（VI）のうちの一部がＭｏ（Ｖ）に還元さ
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れ、混合原子価錯体になり、ＭＯ（ＶＩ）－ＭＯ（Ｖ）＼間の電荷移動に基づく強い吸収帯を、可視光

線の赤色域にもっことに由来するものと言われているが、化学構造等の詳細は依然として不明であ

る。更に、発色の強度や吸収極大の位置は、反応液の酸性度√試薬の種類や分量、反応時限などに

左右されるばかりでなく、反応温度の影響も大きいとドされているふモデブデンブルーの生成量は、

モリブデン酸過剰条件下では、溶存するリン酸イオン濃度に比例するため、生成する母リブデンブ

ルーの濃度を比色定量することによりリン酸濃度を定量することがでぎる。　ニ　　‥‥‥‥‥‥‥‥

　実験の手順として、リン酸イオン水溶液の標準溶液、またぱミリン酸イオンを含む分析試料にモ

リブデン酸溶液、硫酸ヒドラジン水溶液を加え、j数分間加熱する。その後冷水で急冷し、分光光度

計によって吸光度を測定し、検量線を作成する。その際、本法におけIる最適化を図るために以下め

諸条件を検討した。その項目としては、１）硫酸ヒドラジン溶液濃度、２）モリブデｙ酸溶液濃度、

３）硫酸濃度、４）反応時間、及び５）反応温度である6　　　……I　　　　　＼　　　　　/　∧

　これらの検討結果から反応の最適化条件を求め、その条件下で種々の濃度に調製七たリン酸イオ

ンを用いて検量線を作成した。また実試料として河川の水、雨水等を用いてリン酸イオンめ検出を

試みた。ここで、条件検討に用いたリン酸水溶液の濃度は5.47〉ぐLO-5M（坤ｐＰｍ）ﾄとした。またノモ

リブデン酸溶液の濃度はO.IM (これは、モリブデン酸ナトリウムを5Mの硫酸に溶解して調製）√

硫酸ヒドラジン水溶液の濃度はO.IMにし、条件検討の段階で適宜希釈により必要な濃度に再調製

した。また、その条件検討項目に応じて√リン酸水溶液の代わ/りに蒸留水を同量加えて反応させ

たものを分光光度計のブラックとした。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　‥‥　‥‥

２。測定機器及び測定条件　　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　ノ　　ニ

　本研究で用いた測定機種は、紫外可視分光光度計（島津製作所製ＵＶ-160）及びイオンクロマト

グラフ（東ソー製、送液ポンプCCPD､カラム恒温槽ＣＯ-8000√レオ=ダイン社製7125型サツプルイン

ジェクタ、電気伝導度検出器ＣＭ-8000、及び島津製作所製データ処理装置クロマトパヅク（ﾝR6A

から成る）である。イオツクロマトグラフィーでは、分離カラムとして√東ソー製　TSK gel IC

Anion sw (4.6mm i.d.×5 cm）を、移動柑として、２ｍＭ酒石酸水溶液（pH 3.0 ）を用い、流速

1.2ml／ｍｉｎ、カラム温度40゜Ｃで分析を行った。　　　　　　　　　　　　　　犬

▽　　　　　　　　　　　　　ニ　結　果　及　び　考　察

１．吸光光度法　　　　　　　　　　　　　　　　　十　　　　＼

（ａ）硫酸ヒドラジン水溶液の濃度の検討十　　　　　　十　　　　　　　　　十　　　　十

　リｙ酸イオンの5.74×10サＭ（10ppm）水溶液を用いて、モリブデン酸硫酸溶液O.IMと七た時

の硫酸ヒドラジン水溶液の最適濃度を検討した。図ｎこ示したように、/硫酸ヒドラジン水溶液の濃

度を2.5×10-3～5.0×10-2Mの範囲で変動させた時、吸光度が5.0〉く10-3=Ｍ付近で最大値が観測され

たので、硫酸ヒ下ラジン水溶液の最適濃度は5.0×10-3Mどした。
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　（ｂ）､モリブデン酸溶液濃度の検討

　リｙ酸イオンの5.74×10スＭ（10ppm）

水溶液、硫酸ヒドラジン5.0×109M水溶

液を用いた時のモリブデン酸溶液の最適濃

度を検討した。モリブデン酸溶液の濃度は

5.0×10-2M～O:｡3Mの範囲で変化させ:だ。

5.0×10-2Mの時点から徐々に吸光度の増

加は見られたが、1.2×10ダ1M以上の濃度

では吸光度が分光器上で確認できる許容範

囲を越えてしまうため、リン酸イオン水溶

液の濃度を5.74×10-6M（1.0ppm）にし、

それに伴って硫酸ヒドラジンの濃度を5.0

×10-4Mとし、また検討する母リブデン酸=

溶液の硫酸濃度も5.0Mから0.5Mとした。

ぞうした後に再度モリブデン酸溶液の濃度

を2.0×10-2M～1.0ｘiO-1Mの範囲で変化
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Fig. 1･.Effect of hydrazine sulfate･ concentration

　‥‥‥‥ｏｎ the molybdic blue formation√

　図２に、モリブデン酸濃度の違いによるモリブデンブル＋の吸収スペクトノEｲを示した。図２（Ａ）

は、モリブデン酸濃度2.5×107Mの時、図２（Ｂ）は、2.0×!O-2Mの時のデータである。　こ｡のス

ペクトル比較から明らかなよjうに、モリブデ=シ酸濃度がリン酸の定量性に微妙な影響を与えるので

はないかと考えられる。即ち、図２（Ｂ）･に示される様に、リンぞリブデン酸の最終還元体に起因

すると考えられる820nm前後の吸光度が、朗確に判別できるの｡に対して√図/2（Ａ）で=は、650nm

付近での吸光度が依然どして大=きく観察ぎれ、これ以上のしモノリブデン酸濃度になると、もはや

820nmの吸光度の判別が不可能になる。従って、干リブデン酸溶液2.0×10-2Mをこごでの最適濃

度とした。　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　◇　　上　二　　　　　　　十
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　　　Fig. 2. Effect of molybdiりacid concentration on the molybdic:blue formation.･

　（Ｃ）硫酸濃度の検討　　　　　　　　　十　　犬＼　＼　　　　　　・．．･･．･　　．．　　．･．．　．．･･．

　リン酸イオン水溶液5｡74×10-ﾄM (1.0 ppm)を用いて、硫酸ピドノラジン5.0×10-" Mとした時

の、モリブデン酸溶液における硫酸溶液の最適濃度を検討した．硫酸溶液の濃度を0.1～0.7Mの範

囲で変動させた時、0.5 Mと0.6 Mに:820 nm前後の吸収を示し、吸光度が0.5M付近で最大値を観

察したので、硫酸溶液の最適濃度を0.5Mとした．　ト　１　　　　　　
■　　　■　■　・　■　　■　　　　･■　　■･･
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　（ｄ）反応時間　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼　十　　　　　　　　犬　　＼

　リン酸イオン水溶液5.74×10-6M（1.0ppm）、モナブデン酸溶液（2.5ｘiO-2M）、及び硫酸＼ヒド

ラジン水溶液(5.0×10-4M）を加えた後に、し90°Ｃ前後での反応時間を検討七た．　図３に示した

ように吸光度は経時的に増加する傾向にあったが、15分以降は増加の割合が小さくならだため、こ

こでの最適反応時間を15分とした．　　ト　　　　　ト　　ダ．・．・　．・　　　　　　　．･．
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Fig. 3. Effect of reaction 以ｍｅon the molybdic blue formation.

　（ｅ）反応温度　　ブ　　　　　‥

　リン酸イオン水溶液5.74×10-6 M (1.0

ppm）、モリブデン酸溶液(2.5×10-2 M）、

及び硫酸ヒドラジン水溶液(5.0×10-4M）

を加えた後、15分間の反応時間での反応温度

の検討をしだ。　‥　　　　　　　　　　　　ダ

　＼図４に示したように、600Cまでは820 nm

における吸光度は非常に小さかった。　600C

以上からは、吸光度は経時的に増加する傾向

が見られたので、100 °Ｃ（水の沸点時の温度）

を最適とした。

　（ｆ）吸光光度法におけるリン酸イオンの定

量性と検出下限　　　　　　　　　　ト

　以上の検討結果により、反応に用いる各試

０

4J
昭

ヨ

０．５

　　　（）.　　60　　　70　　　80.　1 90・　　100・

　　　　　　　∧　　　Reaction temperature (℃）

Fig. 4. Effect of reaction temperature on the

　　　　molybdic blue formation.　　　　＼

薬の最適濃度、及び容量は、リン酸イオンを含む分析試料5mlに対ｿして、モリブデン酸の硫酸溶液

(2.0×10-2M／ 0.5M H2S04）5ml√硫酸ヒドラジン水溶液(5.OX1O-''M) 5mlでありレ反応時間

15分、反応温度100でであった。　　　　　　　上　　＼　　　　　　　。･･。･。。　　･｡

　この反応条件下で検量線を作成した。つ検量線は√リン酸イオンの濃度範囲を皿05 ppm～l.Oppm

として図５に示した。この濃度範囲ではほぼ回帰直線が得られた。 0.05ppm以下では820 nmにお

ける吸光度の測定が極めて困難であったので、本吸光光度法におけるニリレ酸イオこンの検出下限は
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0｡05ppmとした。
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Fig. 5. Linearity of phosphate determined by spectrophotometric detection

２。イオンクロマトグリフィー法　　　　　　　＞

上記の吸光光度法に使用した同一のリン酸イオン試料を用いて、イオンクロマトグラフィ＝一法に

よって得られるリン酸イオソ濃度とピーク面積の結果から検量線を作成した。　リン酸イオン1.0

ppmのイオンクロマトグラムを図印こ示した。 0.05卸ｍ～l.Oppmの範囲懲検量線を作成したとこ

ろ、良好な直線関係が得られた(相関係数=0.99)。検出下限は0.01 ppm (S／Ｎ≠4)であった。
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Fig. 6. Ion　chromatogram
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３。実試料の分析　　　　　　し　　＼　　　　　　　　　　　　　　　　ト　レ　　　　　　ト

　実試料として河川水を選び、上述の二つの方法に従って分析を試みた。試料は、高知市の河口に

近い鏡川（潮江橋付近）/から採取しだものを用いた。その結果、吸光光度法からIは、j約1 ppmの

リｙ酸イオンを検出した。一方、イオンクロマトグラフィ¬法では、＼Oよppm以下の定量値を示

した。測定法の違いによって、定量値の大幅な誤差が観察された。‥標準試料J（遊離ﾘyン酸イオン）：

に基づく定量性が、実試料の測定の段階でどのように崩されていくのか√あるいは試料中のリン酸

の形態がどのようになっているのか、どいう課題がｸ‥ローズアップされた。どちらが正しい定量値

を示しているのかの判断は難しいし、ここでは、試料の前処理等も含めて、:今後め検討内容として

残し七おきたい。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　十　　　十　　∧＝　　　ニ

　　　　　　　　　　　ニ　　　　　　　　　　結　。語　　　　　。△・　　　　　　　　　　　　　　上

　本研究では、モリブデンブルー法における反応条件の最適化を中心に記述した‥が、条件設定の過

程で、幾つかの問題点が指摘された。即ち､4この基本的かつ汎用性の高=い検出法であるにもかかわ

らず、反応にかかわる諸条件によって、吸光度変化が大きいことである。特に、リンfE－リブデン酸

形成に用いるモリブデン酸の濃度は、被測定試料中のリン酸濃度に依存して、◇添加する濃度を変え

なければならない、ということが明らかになったレこのことは、定量しようとする試料中のサン酸

濃度を、予め大まかに知うておく必要があるということであり、他の方法による事前測定や比較が

必要であることを物語っている。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／　　……　　＝

　河川水の分析では、リン酸イオンの定量値に大きな誤差を生じたが、犬こめ要因として考えらしれる

ことは、被測定試料中｡め不純物に係わることと、被測定試料中の‥ﾘIン酸の形態に係わるにことがあげ

られる。即ち、吸光光度法では試料を直接反応に用い＼ることから、試料中に含まれる還元性物質に

よって、大過剰含まれる号リブデン酸の一部が還元を受けて、/820nm付近の吸光度を上昇させて

しまったのではないか、という点である。一方、イオンクロマトグラフィ(ニによる方法において低

値を示したことは、被測定試料中のリン酸の形態に係わってく/るものであり、犬遊離のﾘ＼ン酸イオン

だけを計測するイオンクロマトグラフィー法では、溶解度の小さいリｙ酸塩や、ﾚその他吸着を起こ

しているリン酸種の計測はできないと考えられるので、強酸処理される＼吸光光度法で高値を示す結

果との誤差を生じてしまう可能性を否定できない。更に、カラムに導人ざれたリン酸イオンの回収

率が問題である。　　　　　　　　　　　　　　　　　ニニ　　　　　　　　　／　　　　　　　＼

　橋谷らは、宍道湖・中海の陸水化学的研究を行う過程で、一連の”in situ"万水質分析法を種々開

発している。8)いねば｢現場簡易水質分析法｣であるが、リン酸イオンの測定には√マラカイトグ

リーン・モリブドリン酸塩法9)を採用しているノ更に、ﾄﾘﾝ酸塩を初めとする栄養塩の積算計測に

あたって、ジルコニウム担持活性炭(Zｒ-ｏをカラムを開発七、一定時間水を通した後、吸着した

リン酸を脱着して定量している。口)これらの研究は、分析試料に応じた測定が必要であることを裏

付けるものであり、現場の目的にあった分析法の開発が望まれているこﾚとを示している。ト

　本研究で取り上げた二つの分析法は√いずれもその特徴を生か七ながら分析の現場で使われ、対

比されている。イオンクロマトグラフィー法は、常時、移動相という流れぬ中で分析が行われてい

るため、分析に係わる作業は試料の注人のみである。これを無人化する試みは幾つかなされている

が、オートインジェクタ等の使用により連続分析を可能にしているに1)

　また、吸光光度法においては、反応に用いる試薬を連続的に送液するシステムが構築でぎれば、

測定の自動化が可能である。そうした目的に沿って、現在当研究室では、フローインジェクシ勁ンー

吸光光度法の分析システムを確立すべく、分析条件の検討を開始している。
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　同一の標準試料（遊離リン酸イオン）を用いて、いくら検量線に相関が得られても、そのま｡ま試

料中の定量操作には使えないのではないか、と言う疑問は、今回行ったようなミ異なる測定法で同

一試料を直接比較したことによって生じたものと考えられる。丁遊離リシ酸イオツ濃度上ﾄであるの

か、「全リン酸濃度」であるのかを明確にしなければならないことぱ当然であるが、環境中のリン

酸種に対する興味を引き出し、新たな実験計画を生み出す契機となった本研究は、教育的効果め大

きい内容を含んでいるのではないかと考えられ、今後更なるデータの蓄積、あるいは別の手法に基

づく測定法との比較が必要である。　　　　　　　　犬　　　　　　　　。　　　　　　　　＝

　　ニ　　　＼　　　　　　　　　　　　　　　謝　　辞　　　　　　　　　　　　　　　　　）
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