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報 文

反応速度差 を用 い るア ス コ ル ビン 酸 とグル タチ オ ンの

フ ロ ー イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 吸 光光度同 時定量

手嶋　紀雄
1

．信田　拓哉
1’L）
，酒井　忠雄

  ／

　1 回 の 試料注入 （ワ ン シ ョ ッ ト） で ア ス コ ル ビ ン 酸 （AA ）とグ ル タ チ オ ン （GSH ）を 同時 定量 す る フ ロ

ーイ ン ジ ェ ク シ ョ ン 分析法 を開 発 し た．AA は，鉄 （III）−1，10一フ ェ ナ ン ト ロ リ ン （pheTL）錯体 を 迅 速 に

鉄 （II）−phen錯体 （λ＿、＝510 　nm ）へ と還 元 す るが，　 GSH に よ る還 元 反 応 は 遅 い ．本 研 究 で は GSH に よる

還 元 反 応 が銅 （II）の 共存 に よ り著 し く加速 され る こ と を 見 い だ した．した が っ て，生 成 す る鉄 （II）−phen 錯

体の 吸 光 度 は，銅 （II）非共存下 で は AA の み の 量 銅（II）共存下 で は ．M と GSH の 総 量 に相当する．こ れ ら

の 反応をダ ブ ル フ ロ
ー

セ ル を装着 したフ ロ ーシス テ ム に導入 した，そ の 結 果，AA は ダ ブ ル フ ロ ーセ ル 内の

第 1 セ ル 室で 検出され，その 後，銅 （II）を合流 させ て AA と GSH の 合 量 を第 2 セ ル 室 で 検 出 す る こ とが
．
rr∫

能 と な っ た．最適条件 ドで AA は 5 × IO
−7

か ら 5 × 10
−6
　M ，　 GSH は 2x10

−s〜1 × 10
−4

　M の 濃度範囲で 同

時定量す る こ とが で きた．試料処琿速度 は 毎時 45 試料で あ っ た．本法 を 医薬品 及 び栄養補助食品中の AA

と GSH の 定量 に応用 し，良好な結果を得 た．

1 緒 三

口

　近 年，健康増進法
D
が 制定 され た こ と か ら も分 か る よ う

に，我が国で 急速 に進む高齢化社会 にお い て，国 民 の健 康

へ の 関心がますます高ま っ て い る．各種疾病や 老化 の 促進

に は，体内の 活性酸素が 関 与 して い る こ と か ら，生 体及 び

食品が もつ 坑酸化能の 評価法の 開発が 活発化 して い る
！）S＞

．

　 ア ス コ ル ビ ン 酸 （AA ） は，坑酸化物 の
一

つ と して よ く

知 られ て い る が，ヒ トは AA 合成に 必要な L一グ ロ ノ ラ ク ト

ン オ キ シ ダーゼ が 欠損 して い るた め，食物か ら摂取 しなけ

れ ば な らな い
4〕
，グ ル タチ オ ン （GSH ） は，ヒ ト細胞内 で

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ほ

の 主 要 な坑 酸 化 物 で あ り，哺 乳 動 物 で は．赤 血 球が 酸 化的

に壊 れ る の を防 い で い る
，St．近 年，こ れ らの 坑酸化物 を は

じめ 様 々 な栄養素が，医 薬品 や 栄 養補 助 食 晶，化粧品な ど

に添加 され て お り，安 全 性 の 確 保 に は厳 密 な 品質 管 理 が 要

求 され る
6）．

　チ オール 類 の 定量法 として，プ レ カ ラム
7〕
あ る い は ポ ス

ト カ ラ ム
δ）

誘導体 化 を 用 い る 高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（HPLc ） が 報告 さ れ て い る．　 Sofic ら
9｝

は，電 気 化 学 検 出

を用 い る HPLG に よ りAA ，デ ヒ ド ロ ア ス コ ル ビ ン 酸

GSH ，酸化型 グ ル タ チ オ ン を 同時 分 析 した ．ま た，紫 外

検 出 を用 い る キ ャ ピ ラ リ
ー電 気泳動法 （CE ） に よ り．M

1
愛 知 工 業 大学応 用 化学科 二 470−0392 　愛知 県豊 田朮八 草 町八 千

草 1247P

現 在所属   日東分析 セ ン タ
ー

積 1−1−2
： 567−8680 　大 阪府茨木 市 卜穂

と GSH が 同 時 分析 され て い る
lo〕．しか し，こ れ らの 分離

．
分 析法 は 測 定 に 10数 分 を要 し，迅 速 性 に 関 し て 問題が あ

る．

　
一
方，フ ロ ーイ ン ジ ェ ク シ ョ ン 分析 （FIA）法 は，迅速

性，再 現 性の 良 さ，試 料や 試薬溶液の 低減化，外部か らの

汚染が な い 等の 多 くの 特長 を有す る こ とか ら，近年急速 に

発 展 し て い る
ll）
一一lu 〕．　 FIA に よ っ て AA14：回 6丿

あ る い は

GSHM を定量す る迅速分析法が 多数報告 され て い る．しか

し，FIA に よ る AA と GSII の 同 時定量 法 は報告 され て お

らず AA と別の チ オール で あ る シス テ イ ン （Gys） との 同

時定量 法が 数例報告され て い る だ け で ある
IS：3’20 〕

．

　 こ の よ うに，FIA は 基 本的に HPLG や GE の よ うに 分 離

機能 を有さない の で ，多成分分析 へ の 適用が 困難とされ て

い る が，最近 で は，FIA ／吸光光度分析 シ ス テ ム に マ ル チ

コ ン パ ートメ ン トフ ロ
ー

セ ル
1’s）2t ）

”25／，
又 は ツ イ ン フ ロ ーセ

ル
26朗

を装着す る こ と に よ り，FIA の 迅 速性 を損 な わ ずに

同 時 定量 に対応 で きる よ うに な っ た．著者らは，既 に ダブ

ル ビーム の 入 射光路に
一

つ ずつ の セ ル 室 が 配 置 され た ダブ

ル フ ロ ーセ ル を用 い る AA と C：ysの 同 時定 量法 を 開発 して

い る
且8 〕

．こ の 方法 は，1，10一フ ェ ナ ン トロ リ ン （phcn ）共

存 下 で の AA あ る い は Cys に よ る 鉄（III）の 鉄（II）へ の 還 元

反応 の 速度差 を利用す る もの で ある．

　本研究 で は，AA 及 び GSH に よ る 鉄 （III）−phen 　S”体の

鉄（II）−phen 錯 体 へ の 還 元 反 応 の 速度定数 を求 め た とこ ろ，

GSH に よ る 還 元 反応 は銅 （II）に よ り著 し く加速 され，　 AA

に よる 還元反 応は 銅 （II）の 有無 に かかわ らず迅速 に進行す
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CS

RS1RS2

Fig．　 l　 Schematic　diagram　of 　the　flow　system 　fbr　the
s亜multane 〈）us 　determillation　of 　ascorbic 　acid 　and 　gll五ta−

thioncGS

： carrier 　solution （H20 ）；RSI ： reagent 　solution 　1

｛Illixed 　solution 　of 　2 × 10
−
4
　M 　iron（III），2 × 10

−3
　M

l
，
／0−pllenanthroline　alld 　O，I　 M 　 acela 〔e　buffer （pH

5，2）｝；RS2 ： reagentsolution 　2 ｛8 × 10
斗

Mcopper （II））i

R、
and 　PB ： pumps ；V ： asix −way 　valve ； sample 　vol 一

田 ne ： 200μL ；RCI　and 　RC2 ： reactjo ロ co11 （0．5　mm

i．d．）；FGI 　and 　FC2 ； double　flow　cell （light　path　2〔l

Inm ）；D ： double　beam 　spectroph   t  mc 〔cr （510　nln ＞；

W ： wuste

る こ とが 明 らか とな っ た．こ の 反 応速度差 を ダ ブ ル フ ロ
ー

セ ル を装着 した フ ロ ーシ ス テ ム に 導入 し，AA と GSH の

同時 定量 法 を 開発 した の で 報告す る．

2　実 験

　2・1 試　薬

　水 は，蒸留水製 造 装 置 （GSH −200，　 Advantec 製 ） で 得

られた超純水 を使用 した．試薬 はすべ て 市販 の 特級 品 を精

製せ ず に 使用 した．

　GSH 標準溶 液 ： 還 元 型 グ ル タチ オ ン （ナ カ ラ イ テ ス ク

製，MW 　＝　SO7，32）0．ユ536　g を水 に 溶 解 し 100　mL に定容

して 5x10
一
呂
M 溶液 を 調製 し，原 液 と した．こ の 原 液を

実験 の 都度，水 で 適 宜 希釈 して 用 い た．

　AA 標準溶液 ： L一ア ス コ ル ビ ン 酸 （片 山化 学 製．　 M “
」　＝

176 ．13）0．］761g を 水 に 溶解 し 100n1L に 定容 し て 1x

10
−2M

溶液 を 調 製 し，原 液 と した．こ の 原 液を実験 の 都

度，水 で 適 宜希釈 して用 い た．

　鉄（III）溶液 ： 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 鉄 （III）・十二 水和物 〔和

光純薬製，FW ＝482．19） 1，929　g を O．1　M 　HCI に 溶解 し

200mL に 定容 して O．02　M 溶 液 を調 製 し，原液 と して 褐 色

瓶 に入 れ て 遮 光 保存 した．

　1，10一フ ェ ナ ン トロ リ ン 溶 液 ： 1，10一フ ェ ナ ン トロ リ ン
ー

水和物 （同仁化学研究所 製，MW 　＝　198．22）（）．7929　g を水

に 溶解 し 200mL に 定容 し て 2 × 10
−2

　M 溶液 を 調 製 し，

原 液 と して 褐 色 瓶 に 入 れ て 遮 光 保存 した ．

　銅 （II）溶液 ： 硫 酸銅 （II）五 水和物 （和光純薬製，　 F“r　．．

249．69）0，9988g を  ，l　M　HCI に溶 解 し 200　rnL に定 容 し

て C）．02M 溶液 を 調製 し，原 液 と し て褐 色瓶 に 入 れ て 遮光

保 存 した．

　酢 酸 塩 緩 衝 液 （pH 　5．2）： 酢 酸 ナ トリ ウ ム 三 水和 物 （ナ

カ ラ イ テ ス ク 製，MW ≡136．08）136　g を 水 に 溶解 し 500

mL と し，2M 溶液 を調 製 し た．酢 酸 （片 山化 学 製，　 MW

；60．05，密 度 ；1．05g ／ml ．）23　mL を 水 に 溶 解 し 200

1nL と し，2M 溶液 を 調製 し た．こ れ らの 溶液 を pH 　5．2

に な る よ うに 混合 し 2M 酢酸塩 緩衝液 を調製 した．

　 2・2 装 置

　速 度定数 の 測 定 に は，ペ ル チ ェ 式恒 温 セ ル ホ ル ダー

（ET （｝505，囗 本分 光 製） を装 將 し た 紫外可 視 分 光 光 度計

（、L560 ，日本分 光製） を使用 し，セ ル は 光路長 1  mm

（Pyrex ） の もの を 用 い た．ま た．　 pH 測定 に は ，　 pH メ
ー

タ
ー

（M −8L，　 HORIBA 製 ） を使用 した．

　AA と GSH の 同時定量 に 用 い た フ ロ ー
シ ス テ ム を Fig．1

に 示す．キ ャ リ ヤ
ー

及 び 試薬溶液 の 送液に は ，ダ ブ ル プ ラ

ン ジ ヤ
ーポ ン プ （DMX −2  00，サ ヌ キ 工 業製） を使用 した．

試料 の 注入 に は，六 方 イ ン ジ ェ ク シ ョ ン バ ル ブ （SVM −

6M2 ，サ ヌ キ 工 業製） を使用 した．吸光度 は，ダ ブ ル フ ロ

ー
セ ル

21〕

（光路長 20mm ，内容量 30 μL） を装着 し た ダ ブ

ル ビー
ム 型波長可変可視分光検出器 （S−S250，祁馬光学

製） に よ り測定 し，レ コ
ー

ダ
ー

（EB 　22005，　 CHINO 製）

に よ り連続 記 録 した．なお 流 路 に はす べ て 内径 O．5　mm の

テ フ ロ ン管 を使用 した．

　 医 薬 品及 び栄 養 補 助 食品 の 各錠 剤 は水 に 溶 解 し，得 られ

たサ ン プ ル 溶 液 を吸 引 装 置 （Glass　Support　47　mm 　K（｝47，

Advantec 製）と メ ン ブ ラ ン フ ィ ル ター （Mixed 　Cellulose

Ester，孔径 0．8 μm ，直径 47　mm ，　 Advantec 製）を用 い て

湧 過 して，Fig 　l に示 す フ ロ ーシ ス テ ム に注 入 した．

　 2・3 操 作

　2・3・1 速 度 定 数 の 測 定　　前￥tt1S）
に 従 っ て 調 製 し た 試

薬溶液 ｛鉄（IID　2　x 　10
．．’1

　M ，銅（II）8 × le
’rl

　M ，2 × 10
．．9M

phen ，0．2M 酢酸塩緩衝液 （pH5 ．2）l　 lmL をセ ル に 採取
　 　 　 　 　 　 　 　 か く は ん

し，セ ル 内で 小型 の 撹拌子に よ り撹拌 しなが ら，2 × 10
−’

M

AA 又は 2 × 10
−∂

MGSH 　I　mL を マ イ ク ロ ピ ペ ッ トを 用い

て 添加 し，反応 を開始 させ た．試薬 空 試験 液 を対照 に J「IO

nm に お け る 吸 光 度 を，反 応 開始 後 1秒 か ら測 定 した．

　2・3・2　HA 　 Fig．ユ に お い て ，　 CS よ りキ ャ リヤ ー
溶

液 と して 水 を，RS1 よ り鉄 （III）溶液 （2　x 　lO
−4

　M ），　 phen

溶液 （2 × 10
−5M

），酢酸塩緩衝液 （O．1　M ，　 pH 　52 ）の 混

合溶液 を，RS2 よ り銅 （II）溶液 （8 × 10
−4

　M ） を送 液 した．

六 方バ ル ブ に よ り標準あ る い は サ ン プ ル 溶液 （200 μL）を

GS に 注 入 し RSi と合流 させ 反応 コ イ ル 1 （RGI）を通過後

ダ ブ ル フ ロ ーセ ル 内 の 第 1 セ ル 室 （FG 、） に 導 き，　 AA の

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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Table　l　 G ・ nd 」ti・ nal ・rate ・ ・ nstants 　for　p・ ・ ud ・ first−

　　　　 order 　reactions 　of 　iron （III）
−
phen 　with 　asco1L

　　　　 bic　acid （AA ）or 　glutathione（GSH ）

Anatyte
h7s

一
ヨ

Wiしh　Cu（U ＞ i〜「iしh（，utG し匸（II）

AAGSH 4．s8
．2xIO

−1

2．8 ×　且0
−1

1．7XlO
−1

み の 第 1 ピーク を得 る．次 い で RS2 の 流 れ に合 流 させ，反

応 コ イル 2 （RGv）を通過後，第 2 セ ル 室 に導くこ とに よ

りAA と GSII に 対応する 第 2 ピー
ク を得 た．

3 結果 と考察

　3・1　速度論的検討

AA 及 び GSH に よ る 鉄 〔III）−phen 錯体の 還 元 反 応 はそ れ

ぞ れ 以 下の よ うに
．
表す こ とが で きる．

AA ＋ 2［Fe （phen ）s］
a’一

≠

　　　　　　　DHAA ＋ 2［Fc（phen ）s］
2 ＋

＋ 2H
．1
　 （1 ）

2GSH ＋ 2［Fc（phel1）li］
／1亠

≠

　　　　　　　GS −SG ＋ 2LFe〔phen ）s］
”
’＋

＋ 2H
÷
　　（2 ）

　 こ こ で ，DHAA は デ ヒ ドロ ア ス コ ル ビ ン 酸，　 GS −SG は

酸化型 グ ル タ チ オ ン を表す，式（1），式（2 ）の 反応 に お

い て ［Fe （phen ）s］
3 ＋

は 過剰 に 存在 す る の で 反 応 速 度式 を

式（3 ） と式 （4 ）の よ うに仮 定 す る こ とが で きる．

一d ［AA ］／dt＝h’AtX［AA ］

− d ［GSH ］／dt ニk
’
cs エ1 ［GSH ］

）

）

34

亠

（

（

　 こ こ で，た照，k’c．SH は それぞ れ の 条件速度定数 で あ る．

AA 及 び GSH の 初期濃度 を ［AA 亅o，［GSH ］u，反 応 時 問 t に

お け る濃 度 を ［AA ］，，［GSH ］t と し て，式 （3 ），式（4 ） を

積 分 す る と式（5 ），式（6 ） を得 る．

lll［M ］，
≡ln［AA ］エ，

− k
’
AAt

ln［GSH ］，
≡ln［GSH ］ 

一lt’（ISI・lt

〔5 ）

（6）

　時 問 t に お け る ［AA ］， 及 び ［GSII｝、は そ れ ぞ れ，

［Fe（phen ）s］
2 ト．

の モ ル 吸 光 係 数 11100　L　rnol
’icm −1

か ら見

積 もっ た．ln［AA ］t 又 は ln［GSHL を ‘に対 して プ ロ ッ トし

た とこ ろ ，銅（II）が 共存 し ない 場 合 と共存 す る場 合 の い ず

れ も直線が得 られ た こ とか ら，い ず れ の 反 応 も擬一次 反 応

の 速度式（3 ） と （4 ） に 従 うこ とが 確認 され た．

　直線 の 傾 きか ら 得 ら れ た 条件 速 度 定 数 々
1
温 ，h

卩
GST 【 を

Table　 l に 示す．求 め た k’

．M ，　 h’c．SH を 用 い て AA と GSH

　FCz

Fi昏　2　　Typic乱l　How 　signals 　for　ascorbic 　acid （AAl
and ／or 　glutathioIlc（GSH ＞with 　triplicate軻 ections

（a）On ！y　GSI ｛ （1　x 　lO
つ

M ＞；（b）only 　AA （l　x 　10
『．
M ）；

（c ）binary　mixturc 　of 　AA （1 × 10
−’

M ）and 　GSH （1 ×

10 ’M ）

の 反 応 率 と所要時間 を算出 した ，銅（II）が 共 存 しな い 場合，

AA の 反応 率 99％ に 必要な時間は 16 秒 で，そ の 際 の GSH

の 反 応 率 は 0．9％ で あ る．した が っ て，銅 （II）非共存 下 で

の AA の 単独定量 に 及 ぼ す GSH の 影響 は 1分 小 さ い ．銅

（II）が 共存す る と AA 及 び GSH の 反応率 99％ に必要 な 時

聞 は そ れ ぞ れ 1及 び 6 秒 で あ り，こ れ ら2 成分 の 合量 を

求 め る こ とが で き る．こ の 反 応 速 度差 の 原 理 を利 用 した

AA と GSH の FIA 同時定量 の 検討結果を以下に示す．

　3・2　ダブル フ ロ ーセル に よ る ピーク形状

　Fig，］ に示 す よ うに，ダブ ル フ ロ ー
セ ル の 二 つ の セ ル 室

は，ダ ブ ル ビーム の 各光路 に配 置 さ れ て い る の で，第 1 セ

ル 室 （FCi）で 正 の 第 1 ピー
ク が 出 現 し，第 2セ ル 室 （FC ，）

で は 負 の 第 2 ピークが 出現す る （負方向で ある が 退色で は

な く，発色 を検出す る）．Fig．2 （a） は GSH の み を注 入

し た 場合 で，負の ピ
ー

ク の み が 観 測 され た．正 の ピーク が

観 測 さ れ な い の は ，前節 で 議 論 した よ うに，銅（II）が 共存

しな い 場合 は GSH の 反 応率 は極 め て 小 さ い か ら で あ る．

Fig．2 （b）は AA の み を注 入 した 場合で ，正，負 の 両 ピー

ク が 検 出 され る．Fig．2 （c ）は AA と GSH の 混合液 を注

入 した と きの ピー
クで あ るが，正 の ピー

ク高さは （b） と
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” M ）

ほ とん ど変 わ らず，負の ピーク 高 さは （a ） と （b）の 負 の

ピ ーク高 さ の 合計 とな っ て い る こ とが 分 か る．こ の よ う

に，FGI で は銅 （II）が 共存 しな い た め ，　 AA の み の ピーク

が 得 られ，FC2 で は 銅 （II）共存下 で AA と GSH の 合 量 に対

応 す る ピークが 得 られる．

　3・3　実験諸条件の 最適 化

　AA と GSH が それ ぞれ 5x10
−G

　M ず つ 共 存す る 混合試

料 溶 液 を Fig．1 に 示 す フ ロ
ー

シ ス テ ム に 注 人 し，反応

pl｛，各試薬 濃度並 び に FIA の 測定条 件 につ い て検討 した ．

　3・3・1 銅 （II）濃度 の 影響　　Fig、1 の Rs2 か ら送 液す

る 銅 （ID濃 度 を 変 化 させ ，ピー
ク 高 さに 及 ぼ す 影 響 を調 べ

た．結 果 を Fig．3 に 示す．第 1 ピ ーク 高 さ は．検 討 した

範 囲 で 最大か つ
一

定 と な っ た．第 2 ピーク高 さは 銅（II）の

濃 度 の 増 加 に 伴 い 増 大 し，7 × 10
−4

か ら 9 × 10
−4M

の 濃

度範囲で
一

定値を 示 し，こ れ 以 降 で は 減少 した．銅 （H ）の

低濃度領 域 で は，銅 （II）とphen との トリ ス 錯体 ｛（logβs

− 20．9）
291

の 生 成 に よ り，銅 が 十 分 な触媒作用 を 発 現 す

る こ と が で きず，高濃度領域 で は，同 錯体 の 生 成 に よ り

phen が 消費 さ れ，　 phen が 鉄 へ 十分 に 供給 さ れ な くな る

た め で あ る と 考 え ら れ る．Milne ら
3°）

は，銅 （II）存在 トに

お け る DNA の 過酸化水素 に よ る 酸化反応 に 及 ぼ す GHS

と phcn の 影響 を 検 討 し，銅 （II）と phen と の ビ ス 錯体

（Cu （phen ⇒？

1亠
） が 反 応 活 性 で あ り， ま た，　 GSII が

Gu （phcn バ
＋
の 酸化還 元 サ イ ク ル に 関与 して い る と述 べ て

い る．本研究の 触媒化学種 も Cu （phen ）2
？
鹵
で あ る可能性が

あ る が，詳細 は 明 らか で は な い ．以 降 の 検討で は，銅 （II）

濃 度 を 8 × 101M と した．

　3・3・2pH の 影響　 Fig，1 の RS 亅 か ら 送 液 す る 酢酸

塩 緩 衝 液 の pH を変 化 させ，反 応 に 及 ぼす pH の 影響 を調

べ た．結 果 を Fig．4 に示 す．第 1 ピーク高 さは pH 　5 付 近

まで 徐 々 に減 少 し，こ れ 以 降 で は
一

定 と な っ た．第 2 ピー

ク高 さ は pH ．i2 付近まで 増加 し，こ れ 以 降で は
一
定 と な

っ た．したが っ て ，測 定 pH は 5．2 と した．

　3・3・3　鉄（III）濃度 の 影響　　結果 をFig．5 に示す．第

1 ピー
ク は 鉄（III）濃度の 増加 に 伴い 増大 し，3 × 10

−4M
以

上 で
一

定 とな っ た、第 2 ピー
ク は 3x10

．．5
か ら 2 × 10

’iM

の 範囲で 最大か つ
一

定 となる が，こ れ 以 上 で は減少 した．

したが っ て，鉄（III）濃度 は 2 × 10
−4M

を選択 した．

　3 ・S ・4phen 濃度の 影響　　結果 を Fig．6 に 示す，第 1

ピー
ク 高 さ は phcn 濃度 の 増加 に 伴 い 徐 々 に 減少 した．第

2 ピー
ク高さは phen 濃度の 増加に 伴 い 増大 し，2x10

−
SM

で 最大 と な る が ，こ れ 以 上 で は 減 少 した．こ の 要 因 は，

phen 濃度 が 2 × 10
−a’M 以 上 に な る と 安定 な銅 （II）−phen
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一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

報　文　 手 嶋，信田，酒井　 反 応速度 差 を用い る ア ス コ ル ビ ン 酸 とグ ル ダ チ オ ン の フ ロ
ー

イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 吸 光光度 同 時 定量 　 S31

 
O
＝

邸
Ω
」

O
ω
Ω

く

0．15

0．1

0．05

0
54M　

弓

30　

1
　

×

凸

乙

−

　

n

　

e

　

h

て
l

　

P

　

C0

Fig・　6　　Effect　of 　phen 　collcelltration 　on 　Ihc　heights
for（●〉且rst　peak　at　FGI　and （○）second 　pcak　at 　FG2

1njected　standard ： amixed 　solution 　 of 　AA （ユ x

ユ0
−5M

）and 　GSH （1 × 10
−5M

）

の 1・リス 錯体 が生 成 し，銅 （II）の 触媒効果が 低下す る た め

と考 え られ る、phen 濃 度 は 2 × 10 ／a
　M を選択 し た ．

　3・3・5　流量 の影響　　CS の 流量 を 0．9 か ら 1．7　mL ／min ，

RSI，　 RS2 の 流 量 を O．45 か ら 0，85　mL ／min まで 変化 させ ，

ピー
ク 高 さ に 及ぼ す影響 を調べ た．第 1 ピー

ク 高 さ は 流量

の 増大 と と もに わ ずか に 減少し，第 2 ピー
ク高 さ は わずか

に 上 昇 した，流量は CS を 1，0　mL ／min ，　 RS
、
と RS2 をそれ

ぞ れ 0．5mL ／mjn と し た．

　3・3・6 反応 コ イル 長さの 影響　　反応 コ イル RCi 及 び

RG2 長 さ を 1 か ら ］．O 　m の 範囲で 変化 させ，ピー
ク 高 さ に

及 ぼ す影響 を 調べ た．第 1 ピー
ク 高 さ は，R （二1 が 2m で

最 大 と な り，第 2 ピーク高 さ は検討 した 範囲で 徐 々 に 減少

し た．一
方，RC2 長 さ が 2m 以 上 で 第 1 ピ ーク高 さ は 最

大 か つ
一

定 と な り，第 2 ピーク 高 さ は 5m で 最 大 とな っ た．

以 上 の 結 果 か ら，RC 、，　 RC2 共 に 2 皿 を選 択 した．

　 s・4　 検 量 線

　AA あ る い は GSH だ け を含む 標準溶液 を Fig．1 に 示す

フ ロ
ー

シ ス テ ム に注入 し，式（7）か ら式 （9 ）に示 す 直 線

性の 良好 （r2 　＝　O．999 ） な検量線 を得 た．

A
从 Fq

＝0．227［AA ］

且
賦 FG2

＝0，135 ［AA ］

AGSH，FC2 三〇．0822［GSH ］

（7）

（8 ）

（9 ）

　 こ こ で Aw 〔】1 は AA 標準溶液 を 注 入 し た と き に FC ］で

得 られ る 吸 光 度，A ，vL，1；c2 は 同 溶液 の FC2 で 得 られ る 吸光

度，AGSH，　FC 、
は GSH 標準溶液 を注 入 した と きの FC

？
で 得

られ る 吸光度で あ る．ま た，［AA ］と ［GSH ］は，モ ル 濃度

（10
−5M

）で あ る，　 AA の 検 量 線 は 既 報
15 ）

で 述 べ た が，本

報 にお い て GSH との 同 時定 量 を行 う上 で 新た に作 成 し，

既報 とほ ぼ 同 じ感度を得 た．GSH の 検量線 は 1XlO
−ti

か

ら 1xlO
’4M

の 範囲で 直線 とな り，2 × 10
−5M

の GSH を

10 回 繰 り返 し測定 した 際 の 相対標準偏差 は 0．5S％，検出

限 界 （SfN ≡9） は 2 × 1　O　
’7

　1w で あ っ た．

　．“ と GSH を含むサ ン プ ル を注人 した際 に FGI 及 び FC2

で 得 られ る 吸光度を AFC1，　 AFC
，
と すれ ば，［AA ］と ［GSH ］

は，式 （7） か ら 式（9 ） を変形 し て 式 （10）と式 （1／） で

表す こ とが で きる．

［AAj ＝
A
麗L

　 　 　 O．227

　　　 AFCe− 0．135［AA ］
［GSH ］＝
　 　 　 　 　 0．0822

（10）

（11）

　2 成分混合試料 を調製し，式（1  〉と式 （11）を用 い て 解

析 し た と こ ろ，AA は 5XlO
−7〜5 × IO

−6M
の 範囲で 96

〜104 ％，GSH は 2 × 10
−fi〜1 × 10

−’1
　M の 範 囲 で 97〜

102 ％ と良好 な 回収率 が得 られ た ．試 料 処 理 速 度 は，毎時

45試料 で ある．

　3・S　共 存物質の 影響

　AA とGSH が そ れ ぞ れ 5 × 10
−b

　M 含ま れ る 2 成分混合

試料を同時定量す る 際 の 共存物質の 影響 を検討 した．AA

と GSH 単独 の ピ ーク 高 さ に対 して，± 5％ 以 下の 妨害を

許容と した．結果 を Table　 2 に ま とめ た．還 元 性 を もつ 糖

類，検討 した 無機 ［場 ・陰イ オ ン は モ ル 比 で 2000 倍 の 共存

が 許容 さ れ た．AA と GSH の 酸 化 体 で あ る DH ，M と

GS −SG は，少な くと も5倍 の 共存 が 許容 され た．　 phen 共

存下 で 鉄（III）を還元す る コ バ ル ト（II）や バ ナ ジ ウ ム （IV），

ま た検 出波長領域 に 吸収 を もつ 赤色 の ビ タ ミ ン BI2 は 正 の

妨害 を示 した．また，還元力の 強い ヒ ロ ドキ ノ ン，塩化 ヒ

ドロ キ シ ア ン モ ニ ウ ム ，N 一ア セ チ ルーL一シ ス テ イ ン は GSH

の 定 量 値 に 著 し い 止 の 妨害 を示 し た ．しか し，こ れ らの 還

元物質もAA の 定量 に は少なくと も等倍 の 共存が 許容 され

た．

　3・6　医 薬 品 と栄養補助食品へ の 応用

　Table　 3 に 医薬 品 （錠 剤 A と B）及 び栄養補助食品 （錠

剤 C） へ の 応 用 結 果 を示 す．錠 剤 A は AA を，錠剤 B は

GSH を 主 成 分 とす る 医薬岨で あ り．錠剤 C は 両成 分 を含

む栄養補助食品で あ る．そ れ ぞ れ の 錠剤 を約 500mL の 水

で 溶 解 し，不 溶 物 を炉 過 した 後，水 で 全 量 を lL と した．

得 られ た 錠剤 A の サ ン プ ル 溶液 は 400 倍希釈，錠剤 B の

溶液は 50倍希釈，錠剤 C の 溶 液 は 5 倍希釈 して 測定 に用

い た．錠剤 A 中 の AA 濃 度 は第 1 ピー
ク と第 2 ピーク の 両

方か ら求 め たが ，共 に 成 分 表示値 と よ く
一・

致した，錠剤 B

中の GSH の 分析値 も良好 な結 果 で あっ た．また，錠剤 C
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Table　 2Ef 正セcts　of 　fbreign　ions　and 　colnpounds 　on ［hc　simultancous 　determinati  n 　of 　a　mixed 　solution 　of 　5 ×

10
−6

　M 　ascorbic 　acid （AA ＞and 　5　x 　10
−6Mglutathioue

（GSH ＞

↑deran（：e

mo ］ar　ratio

Added 　coInp 〔：，unds

AA 　determinRtiOn （｝Sl｛　@〔lcter 皿Iillatic，r

1000800500400200

　50

　10

　5
　2
　1

　 　

　　

　 　

　 　0、
　 　0．
　 　0．
　 　0．0

Na （1）， Mg（II），K（1），Ga 〔

Gluco＄c，　fhlctose，　 ure

SucrOSGIutathione

　 oxidized 丘bri

　！
SO 伍　，vitanlin 　

（： IH5G ⊂
）
0− ， Gl、 NO ：／ tB

DZI1 （
） Vitamin

　

C ｝ V（V），hydroxylammoniul ’n　 chloride，　cys し

neGo 〔匸1 ），dehydroascorbic　

idFe （III）， 　 N −acety1− L −cyst

neVitamill 　B2，　h ｝・droqui

neV （IV ），Cr

VI） ＞itaTllil

@BI2Na （1）， CH … ｝
COO

ur ．じaMg （【1 ），
K
（1 ） ，Cl．，NOi 　， 　Br ， glucose ，f

ctose
@ 　　　ビ　 Ga （II ），SO1

sucroseGlutathione 　oxidized丘 brm ，　 V

amin　 B【 Vi

min 　BtiV（V），ZI1 （II） ， del1 アdroasco

ic　acidFe

（III） Co （H），vi

mill 　BaV （

），Cr（W） Hyd

quinoneVit ヒunin 　 BL2 ，　 hyd ωxy1 ヒ ullmo τ kium

chloridcCysIeirle，　N 一acetyl一 疋

C｝．S且cincThe 　tolerance　limit 　 was 　takcn 　 as しhe 　concenl 匸a しion　causing 　 a

@error ± 5％ ． hblc　3　 1ndividual 　 and 　slmu 旦taneou ／s　 determination 　of 　asc｛）rbic　acid（A

jand 　gluta − 　 　　　thione （ GSH ）in　ph乱rmaceutical 　preparations （tablets 　A 　and　

  nd 　 supple − 　 　　　m

t（ tabl

　 G ）

・mp 】 ♂ 　　b／ Found ／mg　 　one 　tabletLabeled ／mg

i @on m let

MGSHｻGSH
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　C201
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w

s　rc 且novcd 　by　filtra − tion ，　 the 　LMtrate　was 　tramsferre （hnto　l−L　volumetric　flask 　 and 　dilu ［cd　w
mh 　wztcn 　The 　rcsultingsolutions 　werc　dilutcdし0400−fbld　fbr 　tablet　A，50−R）ld　f6r　tablel 　B 　and　5−

ld 　 fbr
　
tablet 　G　beforemeaslu ’cnlent ；b）Three　 determinations ；c）C） bt艮ined 　by 　the量irst 　pe風

Gd ） Obta
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におけ
同時
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も成分表 示値とよく．致 した ． 4 　結 ゴ 「 」 　鉄

m ） − phe ・ 1 錯 体 の 還 元発 色 反応 に 及ぼすAA と GS

の 反応速度 差 を 用 い てこ れ ら 還元 物 質 のFI 同 時 定 量 法

開 発 し た ．ダ ブ ル フ ローセルの利 用により， サンプル

液 の ワ ン ショ ッ ト に よ る 同 時計 測 を実現した ． 木 法 は

分析 成 分 を 分 離 する必 要 が ない ので迅 速で あり
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　A 　flow　injcction （FI）spcctrophotometric 　method 　fbr　thc 　simultancous 　determination　of 　ascor −

bic　acid （AA ）and 　glutathione（GSH ）in　a　single 軻 cction （one −shot ）is　presented．　 Thc 　method

is　based 　on 　thc 　reaction 　kinetics　of 　a　reduction 　rcaction 　of 　an 　iron（III）−1，10−phenanthrolinc
（phen）complex 　to　a　red 　iron（II）−phcn　complex （λm 。．＝510nm ）with 　cach 　reducin 呂　compound ．
AA 　rapidly 　reduccs 　an 　iron（III）−phen　complex 　to　a　red 　complex ，　while 　the 　rcaction 　rate 　with

GSH 　is　very 　slow ．　 Howcver
，　copper （II）grcatly　accelerates 　tllc　 reaction 　ratc 　with 　GSH ．

There食）re ，　in　thc 　prcsence　of 　coPPer （1工＞thc 　concclltration 　of 　the 　produccd　rcd 　colnplex 　corre −

sponds 　to　the 　total　conccntratioll 　ofAA 　and 　GSH ，　Adouble 　flow　ccll 　that 　has　two　ccll　compart −
ments 　in　parallel　is　installed　in　a　double−beam 　spectrophotometeL 　 Thc 　usc 　of 　thc 　double　flow
cell　makcs 　it　possible　to　detect　simultaneously 　two 　analytes 　from 　a　onc −shot ，　i．θ．　AA 　can 　bc
detectcd　at　510　nm 　in　the 　absencc 　of 　copper 　when 　an 　i勾ectcd 　samplc 　zone 　passes　through 　thc
丘rst 　compartrncnt 　ill　the 　double　flow　ccll ，　and 　then 　after 　the 　sample 　zonc 　mcrgcs 　with 　a

copper （II）solution ，　the 　total　concentration 　ofAA 　and 　GSH 　can 　be　dctected　in　the 　second 　com −

partmcnt，　 Under 　the 　optimum 　cenditions ，　AA 　and 　GSH 　can 　bc　dctermined 　simul 亘ancously 　in
th ・ ・ang … f5 ・ 10

−
7〜5 ・ 10

−eM
・f・・ AA ・・ d ・ f　2 ・ 10

−6〜1 ・ 10
−4M

・f・・ GSH 　wid … ampl ・

throughput 　rate 　of　45　h
−1
，　The　proposed　FI　method 、vas 　successfUlly 　applicd 　to　the 　detcrmina −

tion　of 　these 　compounds 　in　pharmaceutical 　preparations　and 　a 　supplcment ．

Kaywords ： flow　injection　analysis ；doublc　flow　cell ；spectrophotometry 　；　simultaneous 　determi−

　　　　　　　　nation ；ascorbic 　acid ；glutathione．
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