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リ ン酸 トリブチ ル 抽 出濃縮 を利用 したα ，β，γ，δ・

テ トラ キ ス （4・カ ル ボキ シ フ ェ ニ ル ）ポル フ ィ

ンー金属錯体の 高速液体 クロ マ トグラフ ィ
ー
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　高感度発色試薬の
一

つ で あ る α ，β，γ，δ一テ トラ キス （4一カ ル ボ キ シ フ ェ ニ ル ）ポ ル フ ィ ン （TCPP ）の 金

属 錯 体 の 抽出濃縮法を見 い だ し，高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー （HPLC ） を利用 した 水 試 料 中 の 微 量 マ

ン ガ ン
，

コ バ ル ト，銅及 び亜 鉛 の 分 離分析 に つ い て 検討し た．金属
一TGPP 錯体 の 吸収極大波長 は，金

属 に よ り異 な る の で，検出部 に ホ トダ イオ ードア レ イ検出器 を用 い て ， よ り確実な同定操作を行っ た．

金属 一TCPP 錯体 は 抽出溶媒 に 極性 溶 媒 で あ る リ ン 酸 トリ ブ チ ル （TPP ｝ を用 い れ ば，試料溶液 の pH

調整 の み で 抽出濃縮が可能 で あっ た．移動相 と して乳酸一ア セ トニ トリル
ーTBP の 混合溶液 を 用 い る と

12分以内で 測定 が 完了 す る．銅〔II）と し て 14．4ppb
，

亜 鉛 （ID と し て 8．8　ppb を含 む 水道水 を用 い て

添 加 回収実験 を行 っ た と こ ろ，そ れ ぞ れ の イ オ ン に 対 す る 回 収率 は 96− llO％ で あ り ， 又 ， 相対標準

偏差 は 4− 7．5％ ｛n＝6）で あ っ た．本法で 水試 料中に 存 在 す る ppb レ ベ ル の 金属 イオ ン が定 量 で き る．

1 緒
＝
口

　ポ ル フ ィ リ ン化合物 は，モ ル 吸 光係数 の 大 き い 金属錯

体 を生 成 す る こ と か ら 高感 度 な発 色 試薬 と して
，

こ れ を

用 い た 微 量 金 属 イオ ン の 定量 法 が 数 多 く提案 され て い

る
1 ）
”’t2 ｝，又，ポ ル フ ’f リ ン 化合物 の 中で 特 に α ，β，γ，δ一

テ トラ キ ス （4一カ ル ボ キ シ フ ェ ニ ル ）ポ ル フ ィ ン （TCPP ）

は水 溶性で 取 り扱 い が 容易 で あ る こ とか ら，こ れ を用 い

る微量金属 イオ ン の 吸光光度法が幾 つ か 報告さ れ て い

る
13 ）
− 17 ＞．一．．・方，金 属 一TCPP 錯体 を高速液体 ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー （HPLC ）に よ り分離定量 で き れ ば，同時 に

複数 の 金属 イオ ン が 感度 よ く分析 で き る利点が あ mp　） 既

に E 十嵐 ら は 良好 な 分離 シ ス テ ム を 確 立 し報告 し て い

る
］3）．一一muに HPLC で の 同 定 法 は 保 持時間 に よ り推定

され て い る が，反応す る金属 イオ ン に よ り吸収極大波長

が 異 な る よ う な 発色試薬を利 用 す る 場合，測定時に 吸収

ス ペ ク トル の 情報が 同時 に 得 ら れ れ ば よ り 確実 な 同 定 が
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行 え，更 に そ れ ぞ れ の 吸 収 極大波長で の 検量線 が 求 め ら

れ る の で ， 本研究 で は ホ トダィオ
ードア レ イ検出器 を用

い て 三 次元 ク ロ マ トグ ラ ム に よ りデータ解析 す る こ と を

試み た ．

　 TCPP と金属 イオ ン との 錯形成反応 は長時間 を要する

の で ，反応促進剤
L8 ）IY）と して 水銀及 び ピ リ ジ ン が 用 い

ら れ て い る が，著者 ら は 反 応 中閭 体を形 成 し，マ ン ガ

ン ，コ バ ル ト，亜 鉛 及 び 銅 と の 置 換 反 応 が 水銀
一TGPP

と 同様に速や か に 進行す る カ ド ミ ウ ム を あ ら か じめ

TCPP と 反応 さ せ て お い た，カ ド ミ ウ ム ーTcppi6 ｝を 発

色 試薬 と し て 用 い
， 定 量操 作 の 簡 易 化 を 図 っ た．更 に 微

量 の 金属 イオ ン の 定量を可能 に す る た め，生成 した 金属

錯体 の 溶媒抽出 に つ い て 検討 し た 結果，リ ン 酸 トリ ブチ

ル 〔TBP ＞へ 容易 に 抽 出 濃 縮 で き る こ と を見 い だ し た．

本法 に よ り 水試料中 の ppb レ ベ ル の マ ン ガ ン，コ バ ル

ト，亜鉛及 び銅 を 同時 に 定量 で き た の で 報告す る．

2 実 験

　2・1　試薬及び 装置

　2・1・1 試 薬 　 TCPP （同 仁化学 研 究 所 製） は

4× 10
−
3md 　dm

−
s

に な る よ う に 1× 1 
一s

　mol 　dm
− 3

の

水酸化 ナ トリ ウ ム 溶液 に 溶 解 し．遮 光 して 保 存 した。
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又，発 色 試 薬 と し て 用 い た 2× 10
− 4

　mol 　dmM3 の

Cd −TCPP 溶液は，カ ドミウ ム （II＞と TCPP が 1 ： iの

モ ル 比 に な る よ う に 混合 し，水酸化 ナ トリ ウ ム 溶液 で

pH 　9− IO に 謂整 した．こ の 試薬溶液 は，ア ル ミ ニ ウ ム

は くで 被覆し た容器 に 入 れ て 冷暗所 に 保存す れ ば，約 1

か 月 間 使 用 で き る．そ の 他 の 試 薬 は
， す べ て 市 販 の 特 級

品 を そ の ま ま 使用 した ．水 は Mi 且li−QSP　Reagent　Water

System （Milliporc製）に よ り得 ら れ た精製水 を 用 い

た．

　 2。 1 ・ 2 装 置 　使用 し た HPLC シ ス テ ム は，ポ

ン プ； 日本精密科学製 LG −1000F， 検 出器 ： 口 立製作所

製 L−3000 マ ル チ 測光検出器，分離 カ ラ ム ： Waters 製

μ
一Bondapak 　CiB （3．9φX300 　mm ） を 使用 し た．検 出器

は RS232C イ ン ターフ ェ
ー

ス を介して マ イ ク ロ コ ン ピ

ュ
ータ （日 本 電気 製 NEC 　PC −9801UV ） に よ り制御

し，データ の 解析及 び フ ロ ッ ピーデ ィ ス ク へ の 保存を行

っ た．又，pH の 測 定 に は 東亜 電波 工 業製 HM −30S

を，吸 収 ス ペ ク トル の 測定 に は 日 本分光製 UVIDEC −

660 型 を使用 し た．

　 2 。2　定量 操作

　塘 g 以 下 の マ ン ガ ン （II），コ バ ル ト（II），銅（II）及

び 亜 鉛（II）を含 む 試料溶液 J
「
　− 25　ml を遠心 分 離 用 沈 殿

管 に 採 り，ア ン モ ニ ウ ム 塩緩衝溶液 （pH 　9．0）lml と

Cd −TCPP 溶液 0，3　ml を加 え 約 15 分間放置 し錯形成 さ

せ る．次 に 希塩 酸 で pH を約 3．5 と し た後，塩 酸
一塩 化

カ リ ウ ム 緩衝 溶液 （pH 　3．5） lml ，　 TBP 　O．5　m 正 を加 え

5 分聞振 り 混 ぜ た 後，5 分間遠 心 分離 す る．分 離 し た

TBP 相 に ア セ トニ トリル を混 合 比 が 1 ： 1 に な る よ う に

加え ， そ の 20μ1を HPLC に注 入 す る．移動相に は 0．l

mo 且dm
− s

乳酸水溶液 を水酸化ナ トリ ウ ム で pH を 4」5

に 調 整 した 溶 液 と ア セ トニ トリル 及 び TBP を 70 ：3  ：

1 に 混合 し た も の を用 い た．又 ， 移動相の 流量 は LO

ml ／min ，測定波長範囲は 40  
〜48e 　nm 　（2．5　nm 間 隔 ）の

可 視 領域 で あ り，カ ラ ム は 室 温 で 使用 し た ．

3 結果及び考察

　3 。 1 金属一TCPP 錯体の錯形 成 条件

　本法 に よ り TGPP と 多数 の 金属 イ オ ン と の 錯形成反

応 を 試 み た が，HPLC に 利用 で き る 十分 な 錯体形 成

は，五 十 嵐 ら
13）の 結果 と 同様 に マ ン ガ ン，コ バ ル ト，

銅及 び亜 鉛以外 に は 認 め ら れ な か っ た ．こ れ ら の 金属 イ

オ ン は pH 　9− 10付 近 で 同時 に か つ 定 量 的 に 錯体 を形成

させ る こ と が で き る が，こ の 反 応 に は 長時間 を要 す る．

反 応試薬 と し て Cd−TCPP 溶 液 を 用 い る 方 法 で は室 温

で 1  分以内で 反応 が 平衡 に 達 し，水銀及 び ピ リジン を

添加す る 方法
IS）と 同 じ よ う に 反応時間 を短 縮 で き た ．

水溶液中 に お け る そ れ ぞ れ の 錯体 の モ ル 吸光係数 は los

オ ーダーを 示 し，吸収 極大 波長 は，マ ン ガ ン 錯体 が

469．O，コ バ ル ト錯体が 429．0，銅錯体が 4iL7 及 び亜鉛

錯 体 が 422 ．5　nrn で あ っ た が，　 HPLC で の 測 定 時 に は そ

れ ぞ れ 460，425，407．5 及 び 420nm と短波長側 に シ フ

トした．これ は前者が ア ン モ ニ ウム 塩緩衝溶液中 で の 測

定 で あ る の に 対 し，後者 は 酸性 の 移動相，す な わ ち 水
一

ア セ トニ トリル ーTBP 系 の 混合溶媒中 で の 測定で あ る た

め と 考え られ る．従 っ て ，ク ロ マ トグ ラ ム の 解析 に は こ

の HPLC で の 吸収極大波長 を利用 した ．

　 3。2 溶媒抽出

　金属
一TCPP 錯体 を有機相 に 抽出濃 縮 で き れ ば，更 に

微 量 の 金 属 イ オ ン の 定 量 が 可能 に な る．しか し，金

属
一TCPP 錯体 は 負電荷 を 持 ち ， そ の ま ま で は有機相 に

抽出 され な い．そ こ で ゼ フ ィ ラ ミ ン と イオ ン 対を形成 さ

せ ，ク ロ ロ ホ ル ム ，MIBK 及 び TBP な どの 溶媒へ の 抽

出濃縮 を試 み た と こ ろ ， TBP へ の 抽出が 最 も有効 で あ

っ た．しか し，こ の 抽出錯体 を HPLC に 導人 し ク ロ マ

トグ ラ ム を測定 し て も良好 な ピー
ク が 得 られ な か っ た．

そ こ で ゼ フ ィ ラ ミン を用 い ずに ，す な わ ち イオ ン 対 の 形

成 を 利 用 し な い 抽 出法 に つ い て 検 討 し た 結 果，金

属
一TCPP 錯体 を生成 させ た 後，水 相 を酸 性 に す れ ば錯

体 は そ の ま ま TBP に 抽出 され る こ と が 分 か っ た ．そ の

と き の pH の 影響 を Fig，1 に 示 した．　 pH が 7 以下 に

な る と 急速 に 抽出率 が ヒ昇 し，pH 　5 以 下 で は そ れ ぞ れ

の 金 属 イ オ ン に 対 し て ほ ぼ
一

定 の 抽出率を示 し た の で ，

抽出時に は塩酸及 び塩酸
一
塩化 カ リウム 緩衝液を用 い て

pH を 3．5 に 調整す る こ と に した．　 TCPP の 酸解離定数

は pK。3−，

＝6．715） で あ る こ と が 報告 さ れ て お り
， 酸 性 領

域 で は TCPP 及 び金 属
一TCPP 錯体 の カ ル ボ キ シ ル 基 に

水素イオ ン が 付 加 し，TBP に 抽出 さ れ る も の と 考 え ら

れ る ．又 ，金 属 錯体 を 酸性溶 液 中 に 長 時 間 放 置 す る と錯

体 の 解離 に よる ピー
ク の 減少が み られ た が，pH を調整

して か ら 30 分以内で あれ ばそ の 影響 は な く，本法 で 金

属 イ オ ン を定量 す る た め の 操作時間内 で は ，そ の 損 失 は

認 め られ な か っ た．更 に 抽出時 の 濃縮倍率が 80 倍以下

で あれ ば，金属 イオ ン の 定 量 に 影 響 しな い が，TBP の

比 重 （d斈
s＝0．9766） は 水 の そ れ に 近 く ， 振 り混 ぜ た後

の 二 相へ の 分 離 に 長時間 を要す る の で ，遠 心 分離す る必

要 が あ る．本操作 で は 試料溶液 25ml に 対 して TBP を

 ，5ml 用 い て 抽出 したの で ，濃縮倍率 は 50 倍 に な る．
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Fig・lEffect 　of 　pH 　on 　the 　solvent 　extract 三〇 n

Ol　Mn 　O．J「　pg ；
△ ： Zn　O，2pg；● ： Co　O．5　pg；▲ ：

Gu  ．5 匹g ；Sample 　volume ： 10　rnl ；Extraction： TBP
O．5ml

　 3 ・3　 HPLC の 溶離条件

　移動相 に は ア セ トニ トリル
ー水系が有効で あ る こ と が

分 か っ た の で ，そ の pH を 調整 す る 酸 と して 最 も適 し

て い る酸 を選択す る た め に 酢酸，乳酸 シ ュ ウ酸 ， クエ

ン 酸及 び 酒石酸の 5 種類の カ ル ボ ン 酸 に つ い て 検討 し

た．し か し，
こ れ らの 酸 で pH を調整 し 水相中 の 金属

錯体 を HPLC に 注人 した場合，マ ン ガ ン錯体 と コ バ ル

ト錯体 の 分離 が 困難 で あ っ た．又，0．1mot 　dm
．1．
　
s
乳酸

水溶液 を水酸化 ナ トリ ウ ム で pH を 4．15 に 調整 し た も

の と ア セ トニ トリル を 45 ：55 の 割合で 混 合した移動相

で は 全金属 錯体の 分 離定量 が 可 能 で あ っ た が ， 溶出す る

の に 30 分 を 要 し た．

　移 動相 の 乳酸水溶液 と ア セ トニ トリ ル の 比率を変 え

て
， 水相系及 び 抽出系 で の 各金 属 錯体 の 保持容量（k’）

を測 定 し た結果 を Fig、2 に 示 し た．マ ン ガ ン 及 び亜 鉛

錯 体 は他 の 金 属錯 体 と異 な り TBP に 抽出す る こ と で k
’

が 大 き く な る こ と か ら
， 抽出 を行 い 更に 移動相中の ア セ

トニ トリル の 比率を高 くすれ ば マ ン ガ ン錯体 と コ バ ル ト

錯体 と の 間に 大 き な分 離度が 得 られ，溶出時間 の 短縮 が

可能 と な る ．一．一
方，マ ン ガ ン 錯体 と コ バ ル ト錯体 に は 移

」

o

も

凛

台
眉

巴
弼

O

8．0

6．0

4，0

2．0

CH3CN 　CQntent 　in　mobile 　phase，％

Fig．2　Effcct　of 　acetonitrile 　content 　in　 thc 　 mobile

phascO
： without 　extraction

，　● ： with 　extraction 　l　C）：

Mn ； △ ： Co ； 囗 ： Zn ； ▽ ： TCPP ； OCu ．　 Meta 且

i  ncontent ： without 　 extraction ； 1．0　pg　 each ； with

extraction ，　U．2　pg　 each ；Extraction： TBP 　I　ml ；Mo −

bile　phase： pH 　4．151actic　acid −NaOH ／CH3CN

動相 へ の 分散性 が 悪 い こ と な ど に 起 因す る と思 わ れ る

ピーク割 れ が 確認 され た が，2・2 に 記述 した よ う に 少量

の TBP を移動相 に添加 し ， 更 に抽出後の TBP 相を ア

セ トニ トリル と混合 し て か ら HPLC に 注人 す る こ と で

改善 さ れ た．

　水相 で の 金属錯体 と TBP 相 の そ れ と で は 溶出挙動 が

変化 す るの で ，そ の 原因 を 明 らか に す る た め 両相 に お け

る金 属錯 体 の 吸収 ス ペ ク トル を測定 し た．両相間 に お い

て そ れ ぞ れ の 金 属錯体 の 吸収 ス ペ ク トル は
．一一twせ ず，

TBP 相 に ア セ トニ トリル を混 合比 1 ： 1 で 加 え た と き の

マ ン ガ ン 及 び亜 鉛 錯 体 は TBP 相中の 錯体 に ，又，そ の

と き の コ バ ル ト及び 銅錯体 は 水相中の 錯体 に 類似 した 吸

収極大波 長並 び に 吸収 ス ペ ク トル を 示 し た． こ れ は

TBP に 抽出 さ れ た そ れ ぞ れ の 錯体 の う ち，溶 出時間 が

遅 くな っ た マ ン ガ ン 及 び亜 鉛 錯 体 は TBP が 配 位 し た 混

合配位子 錯体 で ， 又 コ バ ル ト及 び銅錯体は TBP が 配位

しな い 状態 で 移動相中に 存在 して い る と推察され る．

　一方，発 色試薬 と して 用 い た カ ド ミ ウ ム ーTCPP は移
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Chromatogram 　 at 　wavelength 　420　nm Tab ］e　 l　 Analysis 　of 　tap 　water
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l： Co　 O5 μg ； 2： Mn 　 O．5　pg ； 3 ： Zn

TCCP ；5 ： Cu 　O．5 μg

metal −TCPP

0．2P9；　4 ；

動相 が 酸性 で あ る た め ，移動中 で カ ドミ ウ ム と TCPP

に 解 離 し ク ロ マ トグ ラ ム 上 に 現 れ な い も の と 考 え ら れ

る．

　定量 操作 に 従っ て 得られ た標準ク ロ マ トグ ラ ム を Fig．

3 に 示 し た．ア セ トニ ト リ ル を 70 ％ 含 む 移動相 に よ り

良好 な分離度 で 12分以内 に 全成分を溶出 させ る こ とが

で きた．本法 で 用 い た HPLC シ ス テ ム は，　 Fig．3 に 示

した よ う な 保持時間，吸光度及 び 波長の r，次元的な ク ロ

マ トグ ラ ム を表示 す る の で ，溶出 され る成分 の 概要 を把

握 す る こ と が で き，分 析法の 開 発を 口的 と す る 場合 に は

非常 に 有用 で あ る．

3 。4 検量線

　各金属錯体の 吸光度 を吸収極大波長 で 測 定 して 得 られ

た 検 量 線 は，マ ン ガ ン，コ バ ル ト及 び銅 は 50　ng ／25　ml

Samp且e ： Shibuyu，　 Tokyo，　 sampled 　in　February

l993；Samplc 　volume ： 25　ml ；N ．D ．： not 　detected

以上 で ，亜 鉛 は 20　ng ／25　mk 以一Lで 直線性を示 した，検

出 限 界 〔S／N ＝3）は マ ン ガ ン 及 び 銅 は O．6ppb ，コ バ ル

トは 0．4ppb ， 亜 鉛 は O．16ppb で あっ た．亜鉛 は 他 の 金

属 イオ ン に 比 べ て 感度 が 良い が，ア ン モ ニ ウム 塩緩衝溶

液 か ら の 空 試験が 確認 さ れ た の で，そ の 検 量 線 は 対 空試

験値 と した．

　 3 。5　実試料 へ の 適用

　 TCPP と 金 属 イ オ ン の 錯形成反応 は 選 択性 が 高 い た

め ， 河川水 や湖沼 水 な ど
一

般 の 水試料中 に含 ま れ る濃 度

範囲内の 無機イオ ン は 影響 し な い ．し か し， 有機酸イオ

ン な ど に つ い て は 抽出時に と もに 濃縮され る た め，こ れ

ら が 多量 に 存在 す る 試料に は適用 が 困 難 で あ る．本法 で

水道水中の 金属イオ ン を定量 した 結果を Table　l に 示 し

た．マ ン ガ ン と コ バ ル トイオ ン に つ い て は 検出 さ れ な か

っ た が，銅 と 亜 鉛 イオ ン は ppb レ ベ ル で 存在 す る こ と

が 確認 で き た．又 ，銅 （II）と して 14，4　ppb，亜 鉛 （11）

と して 8．8ppb を 含む 水道水 を用 い て 行 っ た 添加回収実

験 の 精度 は 相対標準偏差で 4〜7．5％ （n ・＝6）で あ り，実

試料 に 適用可能 な範 囲 で あ っ た．

　　　　　　　　　　（
1992 年 9 月，日本分 析 化学 会

第 41 年会 に お い て
．．
部発表 ）
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  High-performance  liquid chromatography  of  meta1  cr,fl,r,O-tetrakis(4-carboxy-

phenyl)porphine  complexes  fo11owing preconcentration by solvent  extraction  with

tributyl phosphate. Tadao  OKuTANi  Mitsuru SAsAKuRA**, Akio SAKuRAGAwA*,
and  Nobuharu  TAKAi***  ('lndustriai Chemistry, Collcge of  Science and  Technology,

Nihon University, 1"8-i4, Kanda-Surugadai,  Chiyoda-ku,  Tokyo  101; "Toa
 Electronics

Ltd., 813, Kita-Iriso, Sayama-shi, Saitama 350-13; 
*"Institute

 of  Industrial Science,
University ofTokyo,  7-22-1, Roppongi, Minato-ku, Tokye I06)

  High-performance liquid chromatography  for trace amounts  of  manganese(II),  cobalt-

(II), copper(II)  and  zinc(II)  in water  samples  utilizing  organic  solvent  extraction  of

metal-a,B,r,fi-tetrakis(4-carboxyphenyl)porphine(TCPP)  complexes  was  studied,  The

rnetal-TCPP  complexes  were  resotved  and  detected by reverse  phase HPLC  with  a  photo-
metric  detector. The absorption  spectra  of  these  complexes  differed with  the kind of  met-

al  ion combined  with  TCPP.  A  photo-diode  array  detector was  therefore usefu1  fbr accu-

ratc  spectroscopic  ideiitification of  the  complexes.  One  milliliter  of  a  buffer solut{on(am-
monium-ammonium  chloride,  pH:  9.0) and  O,3 ml  of  a  Cd-TCPP  solution  were  added  to
5N25  ml  of  a  sample  solution  containing  less than  1 pg of  manganese(II),  cobalt(II),  cop-

per(II) and  zinc(II),  respectively,  to form thc  metal-TCPP  complexes.  The  pH  ef  the
solutien  was  adjusted  to 3.5 with  dilute hydrochloric  acid  and  a  buffer solutionOiy-

drochleric acid-potassium  chloride,  pH:  3,5), and  then  O,5ml of  tributyl phosphate
('I7BP) was  added  to the solution.  The  metal-TCPP  cemplexes  were  extracted  into the
TBP  phase. After 5 min  centrifugation  the TBP  phasc  was  mixed  with  acetonitrilc  in the

ratio  of  1 i 1, and  a  20 pi potion of  the  solution  was  irijected into the reverse  phase HPI.C
system,  Thc compositien  of  the mobile  phase  was  as  fo11ows: 70 (e.1 mol  dm-3  lactic

acid):  30(acetonitrile): 1(TBP), The  absorbances  were  measured  over  the range  of  400
to 480  nm,  The  flow rate  ofthe  rnobile  phase was  1.e mllmin.  ALI components  (TCPP
and  metal-TCPP  complexes)  inj'ected were  eluted  within  12 min,  Organic solvent  extrac-

tion  into TBP  was  givcn a  high concentration  factor (50 timcs).  The  detection limits (Sl
N=3)  of  manganese(Il),  cobalt(II),  copper(II)  and  zinc(II)  were  O.6, O.4, O.6 and  O.I6
ppb, respectively.  The  relative  standard  deviation of  six measurements  for the  deter-
mination  of  those  metal  iens in tap  water  containing  14.4 ppb coppcr(II)  znd  8,8 ppb  zin-

c(II)  was  4N7,5%.

                                               (Received March 18, 1994)
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