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1 緒 言

　 フ ェ ノ
ー

ル と そ の 誘導体 は 工 業的 に 広 く使用 さ れ て お

り，環境中 に 排出 さ れ る と 毒性 が 健 康 被害 を も た ら し，

又水 の 悪臭やまず さの 原因とな る．環境中の フ ェ ノー
ル

類 の 分析法の う ち主要 な方法 は 溶媒抽出／GC 法 り
で あ る

が，抽出効率 や 分離の 点 で
．
卜分 で は な く，こ ん 跡 量 に た

い し て は GC ／MS 法
2）
を用 い る 必要 が あ っ た．　 HPLC

法 に よ る分析 は検出 に UV 吸収
s ）
や電気化学反応

4 ＞
を用

い て 行 わ れ て い る が，分 離 や感 度 に 問題 が あ る．

　HPLC と 電気化学検出器 （ECD と 略す ）と を組 み 合

わ せ て 電気化学的 に 活性 な物質 を分 離検出す る手法 は，

既 に カ テ コ
ー

ル ア ミ ン 類の 分析 をは じめ，各分 野 に応用

され て い る ．しか し
， 複雑 な サ ン プ ル を分 析 し よ う と す

る 場合，カ ラ ム で の 分離 だ け で は 不十分 で
， 各物質 の

ピークが 重 な り識別で きな い こ と もあっ た．そ こ で ，分

離 を カ ラ ム だ け に 頼 らず，検出器 に お い て も選択性 を持

た せ
， 分 離能 を高め る ため に，複数の 電極 を 用 い る マ ル

チ ECD が 開発 さ れ，神経伝達物質な ど の 分析 に 応用 さ

れ た
5）6）．

　本研究 で は GC で の 分 離 が され に く い と 報告
1）の あ る

フ ェ ノ
ー

ル 類 を 中心 に HPLG −ECD を用 い て 分 析方法

を検 討 し た．ECD に は 四 つ の 電極 を 直列 に 並 ベ ク
ー

ロ

メ トリー検 出 を 用 い た，

2 実 験

　2・1 装　置

　HPLC 装置 は，送液 ポ ン フ
゜
： 日立 655A −12， サ ン プ

ル バ イ ブ ル ； レ オ ダ イ ン No 、7125 ，検 出器 ： 4 極式

ECD ク
ー

ロ メ トリーに お い て は 作 用 電 極 ： ボー
ラ ス グ

ラ ッ シーカーボ ン
， 参照電極 ： Ag／AgCl ， 補助電極 ： ス

テ ン レ ス ス チ ー
ル ，記 録 計 ： 4 ペ ン Yokokawa 　 LG

4200，パ ー
ソ ナ ル コ ン ピュ

ー
タ PC −9801 で 構成 し

， 分

離 カ ラ ム は Neopack 　HPLC 　120−5C ，s （4．6× 150　mm ）

（西 尾 工業製 ）を 使用 した．ボ ル タモ グ ラ ム 測定 に は 1

極式 EGD ア ン ペ ロ メ トリー
作用電極 ： グ ラ ッ シ ーカ ー

ボ ン GC −20 を用 い た．

　 2・2 試　薬

　標準試薬 の 調製 は そ れ ぞ れ の 試薬を メ タ ノ
ー

ル を用 い

て lmg ／ml に な る ように 溶解 し，適当 な 濃度 に希釈し

て 用 い た．試薬 はす べ て 試薬特級品を用 い ，2一ク ロ ロ フ

ェ ノ
ー

ル （2−C ），2
，
4一ジ ク ロ ロ フ ェ ノ ール （2，4−DC ），

2，4一ジ ニ トロ フ ェ ノ ール （2，
4−DN ），4

，
6一ジ ニ トロ ー2一メ

チル フ ェ ノール （4，6−DN −2−M ），2，4，6一トリク ロ ロ フ ェ

ノ
ー

ル （2，
4，6−TC ）は 関東化学製 ， 2一メ チ ル フ ェ ノ

ー
ル

（2−M ），2
，
4一ジ メ チ ル フ ェ ノ

ー
ル （2，4−DM ）， 2，6一ジニ ト

ロ ー4一メ チ ル フ ェ ノ
ー

ル （2，6−DN4 −M ），2一ニ トロ フ ェ

ノ ール （2−N ） は東京化成工 業製 ，
4一ク ロ ロ ー3一メ チ ル フ

ェ ノール （4−C −3−M ），2
，
5一ジ ク ロ ロ フ ェ ノ

ー
ル 〔2，5−

DC ），フ ェ ノ
ー

ル （PH ）は和光純薬工 業製 を用 い た．

　2 ・3　移動相の 調製

　リ ン 酸二 水素 カ リウ ム は 0．05M と 0」 M に，リ ン酸

水索ニ カ リ ウ ム は 0．05M に ミ リ ポ ア 水 を 用 い て 調 製

し，HPLC 用 メ タ ノール を用 い て メ タ ノ
ー

ル 水溶液 と

し た 後，超音波洗浄 器 に よ り脱気 して 用 い た．
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3 結果と考察

　3 ・ 1　HPLC 測定条件 の 検討

　3・1・1 溶離液中に お け る リン 酸濃度 の検討　　溶離

液中の リン 酸 の 濃度を変 え て ，バ ッ ク グ ラ ウ ン ド電流 と

酸 化 ・還 元 電流 へ の 影響 を 調べ た ．そ の 結果，リ ン 酸濃
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度 が 高 くな る と メ タ ノ
ー

ル と の 組 成 比 が 1 ： 1 の 溶液 の

場合，バ ッ ク グ ラ ウ ン ド電流 は 10nA ほ ど 低 下 し た

が，各物質 の 酸化 ・還 元電流 に は 変化 が 見 ら れ な か っ

た．又，メ タ ノ
ー

ル 濃度 を上 げ て 組成比 を 2 ： 1 と し た

と こ ろ，0」 M リ ン 酸溶液 で は リン 酸 が析出した た め 溶

離液 と して 用 い る こ と が で き な か っ た ．

　 3 ・ 1・2　溶離液中に お け る メ タ ノ
ー

ル 濃度 の検討

メ タ ノ
ー

ル 水 溶 液中の メ タ ノ ール と リ ン酸溶液との 組成

比 を変 え て そ の 影 響 を 調 べ た．リ ン 酸溶液 の 濃度 は

0．05M を用 い た．そ の結果，メ タ ノ
ー

ル 濃度 が 高い ほ

ど保持時間 は 短 くな り，各物質の 保持時間の 差 も短縮 し

た．しか し，組成比 を 3 ： 1 に した と こ ろ リ ン 酸 が析出

した．

　3 ・1 ・3　電極反応に お け る pH の 影響　　電 極 上 で

は pH は高 い ほ ど 酸化反応 が 起 こ りやす くな る ．溶離

液 の pH を 変 え て 各物質 の 反応 の 変化 を 謂 べ た ．リ ン

酸水素ニ カ リ ウ ム 溶液の 割合 を増加 さ せ ，pH 　5，5 か ら

pH 　7．5 ま で 上 げ る と 電極 電 流 は増加 し た．

　3 ・1・4　電極 反 応 に お ける移勳相流量の影響　　移動

相流量 を毎分 0，3，0．5，1．Om 且と変化 さ せ 電 極 反 応 へ の

影 響 を調 べ た．流量 を 小 さ く す る ほ ど電荷量 は 増加 し，
反 応性 は 上昇 し た が ，

ピーク 幅 も広 が り
， 0，3ml／min

で は 10秒以上 に わ た り ピー
ク 幅 が 広 が っ た も の も あ っ

た，

　3 。 1 ・5 測定条件　　S・1・1か ら 3・1・4 ま で の 結果よ

り溶離液 は メ タ ノー
ル と 0，05M リ ン 酸 二 水素カ リ ウ

ム ，0．  5M リ ン 酸水素ニ カ リ ウ ム と の 組成比を 9 ：8 ：

1 の pH フ．04 に 謂製 し た もの を用 い ，移動相流量を 0，5

ml ／min に 設定 した．
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Fig・1　Voltammograms 　ft）r　the　oxldation 　of 　pheno−

lic　compounds

1：2，4−dimethylphenol； 2二pheno1； 3 ：2，4−dichloro−

phcnol ；4 ：2
，
4

，
6−trichtorophcnol ；5 ： chbrophenol ；6 ：

2−methylphcnol ； 7； 2，5−dichloropheno置； 8：4−chloro −

2−methyipheno1 ； 9 ： 2−nitrophenol ．　 Flow　ratc ； 0．5
m1 ／min ；Potential： vs ．　Ag／AgCl
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Fig．2　Chromatograms 　ofphenolic 　compounds

Numbers 三
〜9are 　 the 　 same 　as 　in　Fig．二，10： 2

，
4−dinitrophenol，1L4 ，6−dinitro−2−

meth ア1pheno1

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

ノ ト 1003

　3 ・2　マ ル チ ECD の 特性 （HDV ＞

　各物質 の 各電位 に お け る電極反応 を調 べ る た め 電極電

位 を 変化 さ せ て 電流値 を 測定 し，限 界電流 を 求 め た．検

出器 に は 1 電極式 ア ン ペ ロ メ トリ
ー

を用 い た．Fig，1

に ボ ル タ モ グ ラ ム を示 す．Fig，1 よ り 2，4−M は低電位

に お い て 酸化 反 応が 起 き る が，2−N に お い て は 電 位 を高

く しな い と 酸 化反 応 は生 じな い こ と が 明 らか に な っ た．

　3 ・3　マ ル チ 電極 に よ る分析

　検 出器 に 4 電極式 ECD を用 い て 10 成分 の 同 時測定

を行 っ た．設定電位が高 い ほ ど感度 は 良 く な る が ，
バ ッ

ク グ ラ ウ ン ド電流 が 増加 し，安定性 が低下する の で 低 め

に 設定 し，第
一

電極 よ り そ れ ぞ れ 600
，
650，700，750

mV ま た は 550，700，750，800　mV と した．各物質 の

測 定時 の 注 入 量 は 2−C ，4−C −2−M ，2，4−DC ，2，4−DM ，

PH は 400　pg，2
，
5−DC ，2

，
4

，
6−TC は4ng ，2

，
4−DN ，4

，
6−

DN −2−M ， 2−N は 40 　ng と し た．混 合溶液の 測 定 の ク ロ

マ トグ ラ ム を Fig，2 に 示 す．こ れ に よ り，保持時間が

近似 し た 2，4−DN と 4，6−DN −2−M は 明確 に 分離 し，2，4一

DC と 2，4−DM は 十 分 に 分離 した．又，電極電位 を 800

mV に 上げ る こ と に よ り 40  pg の 2−C と 40　ng の 2−N

の 検 出が 可能 で あ る こ とが明 らか に な っ た ．今後 は 2C

と 2N の 十分 な 分離条件 を検討 す る と と も に 各試料 の 同

時定 量 を行 う予定で あ る．

文 献

1）
‘‘Organic　PoUutants　in　Water”，　Edited　by　I，　H ．　Suf−

　 fet，　M ．　Malaiyandi，　p．69 （1987），（Amer 玉can 　Che −

　 mical 　Socicty，　Washington ，　D．　C．）．
2｝T ．J．　Boyd ：ノ．（］hrematogr．　A ，662 ，281 （且994）．
3）M ，N ．　Liu，S．　Kapila，　K ．　S，　Nam ，　A ．　A ．　Elscewi ：

　 、ノL （］hromatogr．
，
639，151 （Igg3 ＞，

4）E ．C．　V ．　Butler，　G．　Dal　Pont： ノ．　Chromatogr．，609，
　 ll3　（1992）．
5）F．Mashige ，　N ．　Takai ，　N ．　Shinozuka，　H ．　Wada ，1．

　 Sakuma
，　A ．　Ito，　Y ．　Matsushima ，　A．　Ohkubo ：Jpn．

　 」．Clin．　Chem．，22，147　（1993 ＞．
6＞F．Mashige ，　 A ．　 Ohkubo

，
　Y ．　 Matsushima ，　 M ．

　 Takano ，　E ．　Tsuchiya，　H ．　Kanazawa
，
　Y ．　Nagata

，

　 N ．Takai，　N ．　 Shin  zuka ，1．　 Sakuma ：J．　 Chroma−
　 t・gr．　B，　in　preSS．

☆

　H 肌 Cof 　phenolic　compounds 　with 　a　mu 且嶬・electrode 　electrochemical 　detector
Mie 　 KuRIBAYAsHI

＊ 1
，　 Noriko 　 SH 匸NozuKA

＊ 2
，
　 Nobuharu 　 TAKA 叮

＊ s
，
　 Yoshikazu　 MA 「

rsu ．

sHIMA
＊ l

　 and 　Fumiko 　MAsHIGE ＊ 4
（
＊ 且Kyoritsu　Collegc　of 　Pharmacy

，
1−5−30

，
　Shibakouen

，

Minato−ku，　Tokyo　lO5 ；
＊ 21nstitutc

　of 　Industrial　Science，　University　of 　Tokyo，7−22−1，
R ・ PP・ ngi ，　Minat・

−k・
，
　T ・ky・ 106；

＊ 3T
・ ky・ M ・di・ al　C ・ll・g・，6−1−1，・Shi・j・k・ ，・Shi・j・ ku−

ku
，
　Tokyo　l　60；

＊ a．Faculty　of　Medicine，　Univcrsity　of　Tokyo， 7−3−1，　Hongo ，　Bunkyo−ku，
Tokyo 　l　13＞

　Revcrsed−phase　liquid　chromatography 　with 　a　multiclectrode 　clcctrochemical 　 detcctor
was 　applied 　 to　the　separation 　of 　phenolic　 compounds

，　including　methy 旦phenols，　 chloro −

phenols　 and 　 nitrophenols ．　 A 　 mobilc 　 phase 　 of 　methanol
−0．05　M 　 potassium 　 dihydrogen

phosphate
−0．05　M 　dipotassium　hydrogcnpllosphate（9 ： 8 ：1，　pH 　7）was 　 used 　at　a　flow

rate 　of　O．5　ml ／min ．．　Four 　porous　glassy　carbon 　electrodes 　placed　in　a 　scries 　 wcrc 　used

for　coulometric 　measurcments ，　 Sclcctive　and 　scnsitive 　detectien　resulted ．　 From 　the 　hy−

drodynamic　voltammograms 　of 　the　 compounds ，　 the　potential　 of 　the 　f｛）ur 　electrodes 　 was

sct 　at 　550 ，700，750　and 　800　mV 　vs．　Ag ／AgCl ，
　respectively ．　These　analytical 　conditions

cnabled 　the　detect玉on 　of 　2，4−dinitro−phenol　and 　4 ，6−dinitro−2−methylphenols ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Receivcd　Junc　21，
1994）
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