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Abstract:　Instrumental comparison in methods for the determination of sulfite ion by

liquid chromatography with fluorimetric detection and ion chro血atographyトwith conductive

detection was described. In the liquid chromatographic me曲od the sulfite 1血 was first

coupled with　0 -phtalaldehyde, followed by reacting with glycine t6 produce　fluorogenic

compound. The fluorogenic compound was detected at 395 nm when was exited at 330 nm.

Many kinds of conditional factors foれthe two serial reactions were investigated to obtain

the optimum analytiむa1 conditionsへThe　linear　responce rangeうｎトthe∧relatively　１０Ｗ

concentration of sulfite ion was observedトａト0.0↓～8.p△ppm.し　In the ion chromatographic

method, which was concisted of the supressor colum type, the sulfite 10n ｗ佃 separated by

an anion exchange colum and determined by direc卜conductive detection. The lineれresponse

range in the low concentration ｏｆﾄsulfite ion wasﾄobSeｒｖed牡0.叫～坏O尚ｐｐｍ∧Ａ good

correlatic n between the liquid φΓomatographiむand ion chromatographic determination of

sulfite ion at the range of 0.80ぺ･160 ppm of sulfite ion was ･observed in the direct

instrumental comparision. However, at the]lowest range ｄ＼sulfite ion, 0.01~0.70 ppm, thむ

correlation was not always good. The present analytical methods　were万万applied ＼to the

determination of sulfite ion in wine.　　一 １　　　一万　　　　：．　　．･･　　　　　　　　．．
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近年、各種産業の目覚ましい発展と共に、その一方で産業廃棄物が自然水あるいは水道水の中に
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混入または溶解し、]汚染は深刻化を増:してい名ｿ6｣

規模で降雨しており√湖沼や森林な＼どの生態系ミ

ことが、こ内外の研究者にようす指摘=ざれ.でいるJ

永の占める役割は非常に大き‥い6我がj国で甘、r7i

装置を全国169ヵ所(平成了年度現在)に設置レペ

ているノ従っTご√水質汚染め深刻化の原因究明及

第一義的に重要首あるレそう①だ目的に沿うて:､＼

量するための方法の開発が求･め:られているレ=　　………J ･.

前報までは、環境水中の微量ｲ＼オヅ種定量の=だ1め

よ=る定量値の誤差、あるいは相関性を観察する目的か､亦こ、

ける吸光光度法と不オヅク廿マトブラプイー法と好比較ｷg

即ち√亜硝酸イ=オン及･びサｙ酸イオンにおいで､ﾉ吸先洸

及びイオンクノロマトグププイー法における:分離と検出ﾉ広

再現性のjよい結果を得るごとができ両者の相関も非常ﾚに

　今回は√環=境串の微量イオノとして、亜硫=酸イユ=オノμ

られる亜硫酸は弱酸竹√溶液串では不安定寸ある七めこ＼

こﾚの溶液を煮沸したり気体を通七ると二酸化硫黄:は逃わ

酸イオ＼ソは環境串でSO戸六の形での存在は低く、………様=ﾒﾔ=1な

このような形態め変化の→例として、ト次のようなも＼四力=

を結合して、ごく弱;い酸=であくるＨＳＯ√を経てミ中程度ぐ

分子H2SO3となる呪万また√電子を与席ﾚで硫酸不オダ4万

言ある硫酸にま七その形態を変化させて七奎う丁こ]のﾉJ

り返されていることではあ･るが√Sぴ才としての環境吽

近年にお卜ては、ワイン、缶詰といった身近な食品皿ｽ:哀

加物と①す亜硫酸塩が使用さ=れTごおり、……直接的に私達ﾒ

犬亜硫酸ｲjオソの分析法には、主として質量法√容量お

などがある。イオングリマトトグうフィニ法は√扮75年指

する方法と七て初/めて報告回され、高速液体夕口マ午ﾌﾞﾉﾗ]ﾚ

みの陰イオンを電気伝導度法で検出でﾚきるようしに√千才ﾚ

れた。こめ方法は、大気や水質といった環境試料

題の解明ﾉにも役立つ＼てぎた。しかし、:亜硫酸不才|

から、従来のイオツクロマトブラプイパ用電気伝

柝と吝れでいる。レ　　し　………………=　　　二　万

犬微量千オツ種の定量や定性の際√分離部と検出
取得するためにはミ有効jな検出器を選択七なけjれ

タルアルデヒド（ＯＰＡ）及びグサ＼シンと反応する

に注目七､＼高感度かづよ牲選択性の高い蛍光杉

（ＨＰＬＣ）により、SO／＞を蛍光検出し定量するこ

本研究塵は√上記の反応の最適条件を見出すと
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環境水中の微量イオン種定量のための分析法(肛(蒲生・清本・川崎・松島・洋本)

実験方法
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１。測定原理及び方法　　　　　　　　　　　　　＝　　犬上　　　　　　　　　　∧十

　本蛍光検出法における亜硫酸イオン定量のための測定原理としては、チオール化合物がＯＰＡ、

及びグリシンと反応することにより、発蛍光性物質を生成する反応機構町こ従って、Ｆ塘｡1に示七

だ。即ち、亜硫酸イオンがＯＰＡ、及びグリシンと反応することによっ七蛍光性のイツインドール

誘導体を生成する反応に基づいている。　　　　　　＼　　∧　　　　　犬　　　　　　　　∇

　　　　　　　　　　　　・　so.　･.M≒CH-COOH　　十ＳＯ３六大　　ト・

タ．ニCHO　　　/　　　タ　tH-OH……ＮＨ２………タ･　XH-OH…………

:

啓μ゛¨ｓ?3‾゛
｢O

:・日｣……マ｣9]yやりﾆ，］｝

-OH

→ 頑トμ勺＼誤ふ÷

Fig. 1. Reaction scheme of sulfiteion with 0 -phthalaldehyde and glycine.

　実験の手順として、亜硫酸イオンの標準溶液、または亜硫酸イオンを含む分析試料をサシプル管

に入れ、ＯＰＡ、グリシンの順に加え、反応させた直後の試料を蛍光検出器を備えた高速液体クロ

マトグラフに注入し、得られるクロマトグラムから目的のピーク=面積を算出し、検量線を作成する。

その際、本法における最適化を図るために以下の諸条件を検討した。その項目としては、１）蛍光

スペクトルによる励起及び蛍光波長の設定２）移動相中のアセトニノトリレ濃度の検討３）移動相

のpHの影響４）ＯＰＡ反応量５）グリシン反応量である。これらめ検討結果から最適条件を求め、

その条件下で種々の濃度に調整した亜硫酸イオンを用いて検量線を作成したレまた、実試料として

ワインを用いて亜硫酸イオンの検出を試みた。　　　　　　＼　　　　　　‥‥‥　　‥‥

　条件検討として使用した亜硫酸千オン水溶液の濃度は、1.0×10丿4M十（800卸ｍ）としたレまた、

ＯＰＡは、エタノールに溶解して濃度を2,0mMに√グリシツは、ヶホウ酸が0.2 M、ホウ砂が0.1 M、

及び炭酸ナレリウムが0.2 Mと、それぞれなるように、水で調製されたホウレ酸÷炭酸緩衝溶液に溶

解し、濃度を2.0mMに調製したものを使用したレレ　　コ　　十　　‥　‥‥‥‥‥

　イオンクロマトグラフィー法においては、サプレッサー方式とノンサプ1レ=ツサー方式9）かおるが、

本実験では検出感度の高いサプレッサー方式により、種々の濃度に調製した亜硫酸子オン水溶液を、

一定量カラムに注入して得られたクロマトグラムのピーク高さより、検量線を作成した。
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２∠測定機器及び測定条件‥‥‥　‥‥‥‥‥‥=……:

∧本研究で用尚いくた:測定機種は√分光蛍光光度計ﾉ

体夕口々トグラレプ:(島津製作所製√蛍光検

グロマトノデクＣ÷:R4Aか白ら成るj)、ﾄ及びし

オツ交換膜デュ十ブ型サプレし∇サ、＼デ十夕

である。∧高速液体ク亘プ下グラフソ十ではぺ=分離ガソ

i.dト〉< 150mm)、∇移動粧として√20mMリソ酸水素二

セトÅドリノルの混合液を用い√流速0.7副,/min亡分

では√分離カラみとして横河製SAXlﾆ251 (

XI-05!（4.影ｎ士d√×ト50mm)∧を、=移動相としでこノ

ナト:リウム水溶液の混合液を、除去液jとして、卵頑

速l.Oml/min√カノラム温度40でで分析を行｡ならたよ

結果

1｡犬蛍光スペjクしトルによる励起及び蛍光波長

亜硫酸イオ丿は、∧ＯＰＡ√グリシツノと反応]して

倍に希釈し/だもめの蛍光スペクトルを測定七
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環境水中の微量イオン種定量のための分析法(3):(蒲生・清本・川崎・松島・洋本) 95

に、蛍光極大は395nmに認め盲れた。なお、蛍光スペクトル363nm、励起スペクトル344nm付

近に見られるスペクトルは、蒸留水だけによる測定の際も認められたため√これは、蒸留水のラ

マン効果によって散乱されてくる光のスペクトルであると考えられる。以後、励起波長330nm、

蛍光波長395nmで測定を行うことにした。また蒸留水で125倍希釈した発蛍光体の反応直後（ａ）、

反応さ廿てから30分後（b）、60分後（ｃ）のスペクトル(Fig.3)に示すように、＼時間の経過に従っ

て、発蛍光体の蛍光強度が若干ながら減少することが認められﾌﾟこため、極力反応直後の発蛍光体

を分析に用いることにした。　　　　　　　　　　　＼　ト　………：　　　　ヶ　ニ
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Fig. 3. Effect of the standing time on the fluorogeiiic reaction.

2.ﾆ移動相中のアセトニトリル濃度の検討尚　＼　・．　．･･．･．･．　　　･．･･　：　‥‥‥‥‥

　ア々トレニトリルを溶離液として用い、アゼトニ､トリルと20mMリダ酸緩衝溶液の組成比斉変

　え、その影響柴調べた．犬この結果、アセト土トりレが高濃度域では、溶出力が強いために発蛍光

体はカラム内に保持されず、濃度を下げるに従って力うム内に徐々に保持されるように＼なった．

　また、アセトニトリル濃度10％以降は、保持時間に差が見られなかったため、濃度を10％とした．
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3･二入移動相のｐＨの影響＼万…………………

　ニ20=ｍＭﾉﾘﾆﾝ酸水素二力＼ﾘｳ=偏プリン酸二水素

難液を作製七√発蛍光体め蛍光強度逝分離…………=二万

に及ぼすt)Ｈの影響を調ぺたよpH3.2√6ム……

　8.0の各移動相jで分析した溌蛍光体のク口犬

・マ下ﾚｸﾞﾉﾗ.み.を＼私営4/に示ﾄし.かすp･Ｈが酸性‥‥‥‥i..

　の溶離液々は√ピークが複数jに分かれ且的……

　のビ十クの確認がで‥きなかうた．これに対　＝

しアルカしリ性の溶難液では目的のピよクが犬＝

＼一つ七なった．また√ア少カ：リ性に近づく…………

　につれ七蛍光強度が増七でいく∧こと、アル………

力り性め移動相中懲時間の経過によ∇る蛍光

強度の減少が酸性に比べ/JVさいこと＼も認め

られた9二以上より、二の発蛍光体はア少力　j)j

リの溶離液中で安定であると考えられる。‥

以ﾚ後↓ニ移動相の憚Ｈしをアノレカ寸:側

(pH十肌O)しに調製七て実験を行なう＼か。…………

４。０ＰＡ反応量　　‥　ヶト;……………､…　…………

　ニ反応させる亜硫酸イ=オシ水溶液及びタリムシじイダ

　反応孝せ、最適のＯＰＡﾚの反応量を検討七たよ十/

　　Fig.5 iこ示七だ粛うに、ＯＰＡヶ101.0=μ･Jの･量=で1反j･J

となごったノ以後、亜硫酸イオノン水溶液と同量の０

５．グリシン反応量ぺ………　…………＼…………　………万

犬ＯＰＡ反応量の結果に基づきぐ反応さ∧せる=亜硫?

　定し、グリ＼シヅの量を変えて反応さ廿最適昨グも

Fig.6に示したJしう∧に、＼グ.ﾘ.ドン160μ/Lめ．
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衣くのjﾉljJμ=万1万ご=調製したi
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ｽﾞﾉoﾔAjの量脊変えて
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ﾃﾞｸﾞﾚの………面･積が
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最大となった。以後、亜硫酸イオン、ＯＰＡの量に対七て反応に用いるグリシン句量を1.5倍とし

た。

６。検量線　　　上　　　∧　　　　　　　　　　　　　●●●●

●●　　●●　　●●　　　　　　　●●　　　●●
　　以上の検討結果により、最適化された条件下での亜硫酸イオン0.8 ppmのクロ才トグラムを

Fig.7に示した。更に、亜硫酸イオンの定量範囲を求めるため検量線柴作成した。検量線は、亜

　硫酸イオンの濃度範囲を5.0×10-7～1.0×10 "MとしてFig.8に示七た。こめ濃度範囲で直線性

の良好な検量線が得られた(相関係数= 0.99)レ検出限界濃度は、L25〉ぐ10…7M、すなわち0.01

ppm｡(S/Ｎ＝3)とした。つ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ニ

Cｑ

昌

ＣＯ

　　　　　　　　　　｢‾¬‘Ｔ‾

　　　　　　　０　　　　　５

　　　　　　　　Time / min　　　　　　工大

Fig. 7. Chromatogram of standard sulfite

　　　　　ionby liquid chromatography with

　　　　fluo吋metric detection (0.8 ppm).
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Fig. 8. Linearity of sulfite lion ・by　liquid

　　………chromatography　with　fluorimetric

　　・.・detection.　　　　　．･

7｡1イオンクロマトグラフィー法　　　　　　　　　　　　　。。･･。・　　　　　　。･。･･　　　　　　･･

　　上記の蛍光分析法に使用七だ同一の亜硫酸イオン試料を用いて、六千オッグロマトグラフｊ一法

　/によって得られる亜硫酸イオノン濃度とピークの高さの結果から/、検量線を作成した。亜硫酸イオ

　ン1.0 ppm のイオンクロマトグラムをFig.9に示したらまた、検量線は亜硫酸チオッの濃度範囲

を1.0×10ブ～2.0×107Mと七てFig.10に示した。:この濃度範囲で直線性の良好な検量線が得

　られた(相関係数= 0.99)。検出限界濃度は1.0〉く10∇5M、犬すなわち0.8 ppmとした。通常、イオ

　ンクロマトグラフィー法において定量される陰イオンjの検出下限に比べて、亜硫酸イオンのそれ

＼は、はるかに高い値を示した。この理由は、イオ：ンクロマト分析に関わyる一般的問題としで、例

　えば注入された亜硫酸イオンがすべて検出されているかとい＼う疑問が生じてぐるが、特に亜硫酸

　イオンの場合比は、検出器心入るまでに移動相中で酸化され、その形態を変えることが検出下限

　の高値に関わってくるものと考えられる。　　　　…………=　　　　し
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　　　　　　犬　　　　　　　　　結　∇語

　本研究では、亜硫酸イオンを発蛍光物質に誘導体化して、ＨＰＬＣで検出する際の最適条件を見出

すことを大きな目的として進めてきたが、その過程でいぐつかの問題点に直面した。その中でも、

ＨＰＬＣの移動相のｐＨは、亜硫酸イオンの分析結果を大きく在右することが明らかとなった。即ち、

亜硫酸イオンから誘導される発蛍光体が、アルカリ性側では比較的安定であり、検出条件に適して

いることが確認された。今回用いたＨＰＬＣ一蛍光検出法において亜硫酸イオンを定量する際に、誘

導体化された発蛍光体の蛍光強度を減少させることなく、アルカ＼ﾘ側で如何に安定させて定量を行

うかが重要となってくる。　　　　　　　　　　　　　　　。　　　　　　　　　　　　　　　　し

　今回、蛍光検出法とイオンクロマトグラフィー法の二つの分析方法を採用七だことにより、万同一

試料の直接比較を行うことができた。その結果、従来亜硫酸イオンを定量する方法の一つとされて

きたイオンクロマトグラフィＴ法に比べ、蛍光検出法は約80倍:の検出感度をもつことが確認できた。

即ち、蛍光検出法により低濃度域での定量が可能になるこどによって、環境水などの実試料の測定

に有効な方法として実用化されると考えられる。更に、今後の実用化を考えるにあたづては、=サン

プリングからデータ処理に至るまでの分析システムの自動化などを実現させる必要があるめではな

いかと思われる。蛍光検出器付き高速液体クロマトグラフぐーは、常時移動相の流れめ中で分析が:

行われるため、測定の際は、試料の注入のみが必要な作業となる。従って、オデトインジ土クダな

/どを使用することによって、連続分析が可能になると思われる!o)。しか七、先に述べたように亜

硫酸イオンから誘導される発蛍光体は、時間の経過とともに蛍光強度が減少しでしまう:というにと

を考慮しなくてはならない。このために、反応に用いる試薬を連続的に加えるシステムぐ即ち、jフ

ローインジェクションシステふ等も合わせて構築するごとができれば､ﾚ測定の自動化が可能になる

のではないかと考えられる6　　　‥　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　犬　　　　ト　ｊ
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