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The 　removal 　method 　of 　an 　excess 　reagent 　was 　applied 　to　the 　fiuorometric　determination　of
aluminum 　using 　2，2Ldihydroxyazobenzene （DHAB ）．　 The 　detection　limit　of 　the 　analyte 　was

affected 　by　the　fluorescence 　intensity　of 　an 　excess 　reagent ，　that　is，　reagent 　blank．　Therefbre
，

thc 　decrease　in　thc 　fluorescence　intensity　of 　an 　excess 　reagent 　has　been　required 　fbr　the 　devel−
opment 　of 　highly　sensitive 　fluoromet 【y．　 At　first　in　this　study ，　the 　removal 　of 　DHAB 　was 　exam −

ined　using 　solvent 　extraction 　with 　a　small 　amoum 　of 　chlorofbrm ．　 Aluminum 　reacted 　with

DHAB 　at　pH 　8　to　form　an 　Al−DHAB 　complex （ratio 　of 　composition ，　AI　to　DHAB ，1 ： 2）．　Excess

DHAB 　was 　removed 　from　the 　aqueous 　phase　by　chloroform −extra ω on 　at 　pH 　3　befbre　measuring
of 　the 　fluorescence　on 山 e　Al−DHAB 　complex 　in　the 　aqueous 　phase．　 The 　ratio 　of 　the 　composi −

tion　of 　the 　A工一DHAB 　complex 　varied 　from　l ： 2to　1 ： 1by 　changing 　the 　pH 　in　aqueous 　solution ．
The 　fluorescence　from　the 　AI−DHAB 　complex 　was 　measured 　by　a　flow　method 　at　an 　excitation

waveleng こh　of 　477 　nm
，
　and 　at 　an 　emission 　wavelength 　of 　603 　nm ．　 As 　a 　result ，　aluminum 　was

determined　by　measuring 　a 　l ： lcomplex 　of 　A1−DHAB 　over 　a 　concentra 廿on 　range 　of 　from 　O．12
to　8　ppb．　 Moreover

，　a 　removal 　method 　Without　extraction 　solvent 　was 　examined 　by　the　filtering
aqueous 　phase　using 　a　filtcr　phase　separator ．　The 　DHAB 　was 　deposited　in　the 　aqueous 　solution

at 　pH 　3　because　of 　the 　insolubility　of 山 e　free　DHAB ．　 On 　the 　other 　hand ，　the 　A1−DHAB 　com −

plex　was 　stable 　in こhe 　aqueous 　phase，　that 　is，　the 　filtrate　after 　filtration　by　the 　filter　phase 　scpara −

tor ．　 Excess　DHAB 　was 　removed 　at 　74％ from 　the　aqueous 　phase．　 Therefore，　the 　fluorometric
intensity　of　the　reagent 　blank　decreascd　to　1／4．　 As　a　result ，　aluminum 　was 　determined　over 　the

range 　from　O．12　to　300　pl）b．　 The 　prescnt 　me こhod　was 　applied 　to　the 　determination　of 　alu −

minum 　in　a　tap −water 　sample ．

KCyu，ordS ： removal 　of 　excess 　reagent ； dihアdroxyazobcnzene ；fluorome 【ry ；aluminum
，
　filter

　　　　　　　　phase 　separator ，

1　 緒 言

　蛍 光 定量法 に お い て その 検出限界 に 大 きな影響を与える

因子の 一つ に ，蛍光 の 空試験値 の 大 きさが挙げ られ る．そ

して そ の 空 試験 蛍 光 は ，使 用 さ れ た 検 出 試薬 の 未 反 応成

゜
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分，すな わ ち過剰試薬 に よ っ て もた ら され る こ と が多 い ．

蛍光法 で は 励起光 の 強度を大きくす る こ と，又 は 光電子増

倍管 の 電圧 増加 で そ の 感度 を増幅 す る こ とが 可 能 とな る

が，こ れ らの 方法 は 同時 に 空試験 の 蛍光 も増幅す る．した

が っ て 空試験値 の 減少 法 と して 試 薬 と錯 体 の 分 離 が 試 み ら

れ，そ の 手段 と して 溶媒抽出法が は ん 用 さ れ て きた ．過剰

の 試薬 と生成 した 錯体 を分離す る方法 と して は，溶媒抽出
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法 を用 い る こ とが多い が，生 成錯体を定量的 に有機溶媒中

へ 抽出す る に は 多 くの 溶媒 が 必 要 に な る．例 え ば 2，2
’一ジ

ヒ ドロ キ シ ァ ゾ ベ ン ゼ ン （DHAB ） は ，　Al
【IE

と pH 　6．2 〜

6，4 の 範 囲 で 1 ： 1 の 錯体 を生成 し，リ ン 酸 ト リブ チ ル に

抽 出 され て 強 い 蛍 光 を発 す る
1）．こ れ は 生 成 した 錯 体 を有

機 溶 媒中 に 定量 的 に抽出す る の に，試 料溶液 50　ml に 対 し

有機 溶 媒 を 10 　ml 以 上 使 用 す る．現在 で は 環境汚染 の 問題

か ら，有機溶媒 の 使用 をで きる だ け避 ける 方向に あ る ．そ

こ で 本研究 で は，定量 的 な抽出 を行 うた め に 大量の 抽出溶

媒 を必要 とす る 錯体抽 出 法 に 対 し，過剰 の 試薬 を少量 の 有

機溶媒に 抽出除去す る 方法 を 試み た．更 に 過剰試薬 の 分離

と い う観点 か ら，難水溶性試薬 の 性質 と源紙相分離器を利

用 し た 有機 溶媒 に よ ら な い 過剰試 薬 除 去 法 を 検 討 し，

DHAB を利用 す る ア ル ミ ニ ウ ム の 定量 に 適用 した ．

　炉紙相分離器 は，有機相と水相の 混合物 か ら水相 の み を

選 択 的 に 分 離 す る もの で
2），擬 三 相 平 衡 分 離 法 に お い て 利

用 さ れ て き た．こ れ は 固液 分 離 に お い て も 同様に利 用 で き

る もの と期待 され る．そ こ で 検出限 界 の 改善の た め の 有効

性 に つ い て 検 討 し，新 規 分 析 法 と して の 条 件 を明 らか に し

た．

2　実 験

　2・1 試　薬

　AIIi糠 準 溶 液 ： 和 光 純薬 製 の 原 子 吸 光分析 用 ア ル ミニ ウ

ム 標 準溶 液 （1000ppm ） を 0．l　M 　HNO3 溶 液 で 適 宜 希 釈 し

て 使用 し た．

　DHAB 溶液 （9．6　X 　lO
−
4M

）： 同仁化学製 を特級 ジ オ キ

サ ン に 溶 解 して 使 用 した．

　四 ホ ウ酸 ナ トリ ウ ム （e．025M ）： 和光純薬製 （特級） の

四 ホ ウ酸 ナ トリ ウム 十水和物 を再蒸留水 で 溶解 して 使用 し

た．

　そ の 他 の 試薬 に つ い て はすべ て 市販 の 特級試薬，又 は そ

れ に準ず る もの を使用 した．各試薬 は必要 に応 じて 再蒸留

水で 希釈 して 使用 した．

　2・2　装 　置

　蛍光強度 の 測定 に は
， 島津製分光蛍光光度計 RF −540 及

び 同社製高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

用分光蛍光検出器

RF −10AXL を使用 した ．　 RF −10AXL で の 測定 で は 日本精密

科学製 ミ ニ ケ ミ カ ル ポ ン プ （SP−D−3202U ） を使 用 し，　 pH
の 測定 に は東亜電波製 H ！匹 20E 型 pH メ

ー
タ
ー

を使用 し

た．炉紙相分離器 は 既報
2｝

で 述べ た もの を使用 した．

　2・3　基本操作

　Al
【1【
試料溶液 40　mL 　 DHAB （9．6　x 　10

−4M
ジ オ キサ ン

溶液）lml ，緩衝溶液 （2．5 × 10　
2M

四 ホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム ）

5m1 を含む溶液 を希塩酸で pH　8 に 調整 し，50　ml 定容 と

一．
賊．
醒

80
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ooO4 500Wavelengthlnm600 700

Fig．　 l　Fluorescence 　 spectra 　of 　Al−DHAB 　 complex

and 　reagentblank

DHAB ： 1．9 × 10
冒

’I
　M ；A1 ： 10ppb ；Reaction 　pH ： 8 ；

Measurernent 　pH ： 3；Reaction 　temperature ： 30 ℃ ；

Reaction　time ： 10min ； Ex ： 477 　nm ；Em ： 603　nm ；

  ，blank（without 　removal 　of 　reage 乢 Ex ）；  ，　blank

（without 　removal ・ f　reage 乢 Em ）；  ，
　filtrated　blank

（Ex）；   ，　filtrated　blank （Em ）；  ，　extracted 　blank

（Ex ）；  ，
　extracted 　blank（Em ）；  ，丘ltrated　complex

（Ex ）；  ，　filtrated　complex （Em ）

した 後，30℃ で IO 分間か くは んす る．その 後，　 pH を塩

酸 で 3 に 調 整 した．

　 2・3・1　過剰試薬抽出法　　上 に 述 べ た 操作 の 終了後，

試料溶液 に ク ロ ロ ホ ル ム を 3ml 加 え，モ ル トン フ ラス コ

中 に お い て 回 転数 2000rpm で 1 分間 か くは ん し，？F紙相

分離器 を 用 い て 水相 の み を分離 しなが ら流量 0．5ml ／min

で 送液 し，励起波長 （Ex）477 　nm ，蛍光波長 （Em ）603

nm で 測定 し た．

　2・3・2　過剰試薬瀬過除去法　　pH を 3 に 調整 して 得

ら れ た 試料溶 液か ら，炉紙相分離器 を使用 して 流量 0．5

m1 ／min で 送液 し
， 遊離 の DHAB を炉 過除去 し な が ら 炉

液の 蛍光強度を測定 し た．

3　結果 及 び考察

　3・i　 A 且一DHAB 錯体 の 蛍光 ス ペ ク トル

　Fig．1 に 水相中 に お け る A1 −DHAB の 励起蛍光ス ペ ク ト

ル を示す．水相中で の Al　一　DHAB 　ee体 の 最大励起及 び蛍光

波長 は，それぞれ 477，603nm と な っ た．以後 の 実験 で

は 477 　nm で 励起 し，603 ・nm の 蛍光を測定す る こ とに し

た ．なお ，こ こ に 示 し た ス ペ ク ト ル は 過剰試薬炉 過 除去法

の 適用後 の もの で あ る ．更 に ，抽出法，炉過法を適用 した
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Fig．2　Effect 　of 　reaction 　pH 　on 　R ，F．1．（relative 　fluo−
reSCenCe 　intenSity）

DHAB ： 1．9 × 10T
’
M ；AI ： 100　ppb ； Reaction ： 30℃

10min ； Ex ： 477 　nm ；Em ： 60S・nm ；■ l　 c・ mplex ；

◆ ： blank
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Fig．3　Effect　of 　reaction 　pH 　on 　R．F．I　measured 　at　pH
3DHAB

： L9 × 10
冒’

M ；A1 ： 10ppb ；Reaction　： 30℃ 10

min ；Measuremen ［ pH ： 3； Ex ： 477　nm ； Em ： 603
nm ；■ ： complex ；◆ ： blank

空試験 ス ペ ク トル を示 す．こ れ ら に つ い て は 後述 す る．と

こ ろ で 同 じ Al −DHAB 系 に お い て ，リ ン 酸 ト リブ チ ル に 錯

体 を抽 出 し た もの の 励起，蛍光波長は，そ れ ぞ れ 485 ，

560nm で あ り，リ ン 酸 トリ ブ チ ル で 配 位水 が 置 換 ，抽 出

され る こ とで シ フ ト した もの と考 え ら れ る ．

　3・2　過剰 試薬抽出法

　3・2・1 反 応 pH 　　錯体 生 成 反 応 pH と測 定 pH が 同 じ

場合 ， N と DHAB の 水溶液中の 最 適 反 応 pH は 5．0〜5．5

で あ る （Fig．2）．し か し，測 定 時 に pH を低 下 さ せ る 場

合 ， そ の 最 適反応 pH 範 囲 は変化す る，　Fig．2 に 示すよう

に ， 反 応 pH と測定 pH を同
一

と した場合，高 い pH 領域

で は蛍 光強度 は 著 し く低 い もの とな っ て い る が ，測定時 に

pH を 3 に 変化 させ る こ と で 約 pH 　8 で ほ ぼ 最大 の 蛍光強

度 を 示す よ うに な る （Fig，3）．こ れ は，高 pH 領域 で は

反 応 時 に 主 と し て 非 蛍 光 性 錯 体 で あ る 1 ： 2 錯体 が 生成

し，そ の 吸収 が 1 ： 1 錯体 の 蛍光 と重なる こ とか ら再 吸 収

が 起 こ り，著 し く蛍光強 度 が 減少す る．一
方，測定 pH を

変化 させ る と 1 ：2 錯 体 が 解 離 し，1 ： 1錯体 へ の 移行が起

こ る こ と に よ り，蛍光強度 が 増加 したと考 え られ る．Fig．

4 に ダ イ オー
ドァ レ イ を用 い た 波長，時間，吸光度 の 三 次

兀 ス ペ ク トル を 示 す．金属量を試薬量 よ り多 くし，余剰 の

試 薬が 出 な い よ うに して 測定 した．手前 の 面 は 1 ： 2 錯体

の ピー
ク 波長 で切 っ て あり，1，8 分で 希塩酸を添 加 し，pH

を低下 させ て い る．は じめ は 1 ： 2 錯 体 の ピ ー
ク が 498

nm に 現 れ て い るが ， 希塩 酸 を 添加す る こ とで ス ペ ク トル

、嬬。』
く

Wave ］

嘯 me ’mm

Fig．4　Effect　of 　pH　on 　three−dimensiona］spectra 　of

A1。DHAB 　complex

A1 ： 800　ppb ；DHAB ： 1．9 × 10
一

M ；Rea 〔don　temper −
ature ； 30℃ ；Reaction　time： 10min ；Reaction　pH ： 9
（before　addi ［ion 　 of 　diluted　HCI ）；Diluted　HCI 　was

added 　after 　L8　min 　from　start 　of 　measuremem （pH ：

3as　a 　result ）

の ピ ーク が 477nm 付近 に 移動 して い る こ と が 分か る．

Fig．5 に 錯体 の 紫外可視 （uv −VIS）ス ペ ク トル を示 し た

が ，そ の 1 ：2 及 び 1 ： 1 錯 体 の ピ ー
ク 波 長 と Fig．4 の 結

果 は一
致 して い る．参考ま で に Fig．5 に 試薬の 吸収 ス ペ

ク トル も同時 に示す．試薬 の 吸 収極大波長 は pH 　3 に お い

て 390nm ，　 pH 　8 にお い て 480　nm で あ る．

　3・2・2 測定 pH 　 pH 　8 で 錯体 を生成 させ，そ の 後

pH を低 下 させ て 測定をす る 場合 の 測定 pH と蛍光強 度 の

関係 を調 べ た ．結 果 は Fig．6 の よ うに な っ た ．蛍光強度

に つ い て は pH 　3 〜4 で ほ ぼ 最 大 と な っ た が ，　 pH の 調整

の しや す さ，そ して 後 述 の 炉 過 除 去 法 に 適用す る に あ た
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一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

548 BUNSEKI 　 KAGAKU Vol．51　　（2002）

O、30

o．25

0．20

萋 ・．15

0．10

o．05

0．OO300
　　　　350　　　　400 　　　　450 　　　　500　　　　550　　　600

　 　 　 　 　 Wevelength ／nm

Fig．5　Absorption 　spectra 　of 　Al−DHAB 　complexes

DHAB ： 1．9 × 10
−5

　M ；Al ； 1PPm ；  ，1 ： 2complex

（pH 　8）；  ，　DHAB （pH 　8＞；  ，1 ： lcomplex （pH 　3）；

  ，DHAB （pH 　3）
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Fig．6　Effect　of 　measurement 　pH 　on 　fluorescence
intensity

Al ： 10ppb ；DHAB ： Lg 　x 　lO
−sM

；Reaction ： 30 ℃，10

min ，　pH 　8 ； Ex ： 477　nm ；Em ： 603　nm ；■ ： complex ；

◆ ： blank

り，よ り多 くの 試薬析 出 を促す た め 測定 pH は S と設定 し

た．なお，測定 pH を検討す る 際 に 試薬除去を行 っ て い る

た め ，測定 pH は そ の まま試薬除去 pH で あ る．

　3・2・3 低 pH に お け る Al
皿 一DHAB 錯体 の 安定性 　 測

定 pH の 減少 を前提 と して 最適反応 pH を設定 し，低 pH

で 蛍光測定す る 本法で は ，後述 の 炉過除去法に と っ て も低

pH 溶液中で の 錯体 の 安定性 は 重要 な 問題 で あ る ．そ こ で

pH の 低 下 に よ る 錯体 の 安定性 に つ い て 検討 した ．　 Fig．7

に 示 す よ うに ，pH の 低 下 が 生成 した AIM 　一　DHAB 　ee体 に

及 ぼ す 影 響 は ほ とん ど 見 ら れ ず ， 少 な く と も 60 分 間 は ほ

0 20Time
／min40

60

Fig・7　StabilitアofAl −DHAB 　complex 　at　various 　pH
’
s

N ： lppm ；DHAB ： 1，9 × 10
−5M

；Reaction ： 30℃，20
min ，　pH 　8 ；Wavelength ： 477　nm

ぼ 安 定 で あ る こ とが 分 か っ た．こ れ は 測 定 に 利 用 す る Al

錯 体 （1 ・ 1 型 錯体） の 解離 反 応 の 速 度が 遅 く，pH 変化 に

よ る 影響 が す ぐに は 現 れ な い こ とを 示 して い る ．

　3・2・4　pH と反 応 速 度　　3・2・1 に お い て pH 　8 で 最 大

の 蛍 光強度 が 得 られ る こ とが 分 か っ た．こ こ で 幾つ か の 反

応 pH に お い て 30℃ で 反 応 さ せ た と き，最大 の 蛍光強度

に 達 す る ま で の 時 間 を検 討 した と こ ろ ，pH 　5 で 300 分 以

上 ，pH 　6 で は 25 分，　 pH 　8 で は 10 分 と なっ た．反応 pH
を 高 くす る に 従 っ て そ の 反応 速 度が 大 き くな っ て い る こ と

が 分 か る．pH 　5 で 反 応 を行 っ た 場合 ，最 大 か つ 一
定 の 蛍

光強度 を 得 る に は 300 分間以上 もの 反応時間を要 し，短

時間で 最大 の 強度 を得 る た め に は 約 50 ℃ もの 加熱が 必要

と な る ．蛍光強度 は温度の 影響 を うけ，高温 で は 著 しくそ

の 強度 が 減少す る た め，測定 に は 冷却操作が必要 と な る．
一

方，pH を 高 く設定 し て 反応 を行 えば 常温 で も速や か に

反応 は進行 し，pH を低下 させ る こ と で 高 い 蛍光強度 が 得

られ る ．そ の た め，こ れ以降 の 実験 で は 反応 pH は 8，反

応温度 は 30 ℃，反 応時 間 は 10 分 間 と し た ．

　 3 ・2 ・5　試薬濃度の 影響　　試薬濃度を検討 した 結 果 を

Fig．8 に 示す．図 よ り 1．9　 x 　10
−’

M 以上 で 錯体 の 蛍光強度

は 最大 か つ
一

定 と な っ た ．過 剰 の 試薬 は 除 去法を適用 し た

た め ，空試験 の 蛍光 強 度 は ほ と ん ど 変化 せ ず
一

定 と な っ

た．1．9x10
−’

M 以下 の 試薬濃度で は ，試薬不足 に よ り反

応が 定量的 に 進行 しな か っ た と考え られ る．こ れ よ り試 薬

濃度 は 1．9XIO
−
　
5’
　M と 設定 した ．また ，

モ ル 比 法 よ り錯

体組成 は N ： DHAB 　・・1 ： 2 （A1 モ ル 濃度 200　ppb
＝7．4　x

lO
−6M

，試薬 モ ル 濃度 ＝点線 の 交点 ＝1．46 × IO
”5M

） と

な っ た．こ の 結 果 は 3・2・2 で も示 さ れ た よ うに，ま ず非

N 工工
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Fig・　8　　Effect 　of 　reagent 　concentration 　on 　fluores−
cence 　intensiり・

A1 ； 200　ppb ；Reaction ： 30℃，10　min ，　pH 　8；Measure −
ment 　pH ： 3；Extraction　time ： lmin ；CHCI3 ： 3ml ；

Ex ： 477　nm ；Em ： 603　nm

蛍光性 の 1 ：2 錯 体 が 定 量 的 に 生 成 し，そ の 後 pH の 低 下

に よ り錯体が 1 ： 1 に 解離す る こ と に よ り，蛍光を発す る

よ うに な る と の 推 定 を 強 く支持 し て い る ．また，こ れ は

KrbyS ）
らに よ り水

一
エ タ ノ

ー
ル 系 で 検討 され た結 果 と

一
致

して い る
4）．

　3・2・6　抽出溶媒量 の 影響　　Fig．9 に 抽出溶媒 で あ る

ク ロ ロ ホ ル ム の 量 に つ い て 検討 した 結果 を 示 す．試 料溶液

50ml に 対 し，ク ロ ロ ホ ル ム 量 3　 ml で ネ ッ ト値 は 最 大 を

示 した．こ れ 以 下 の 量 で は 過剰試薬 が 十分 に 除 去 さ れ て い

な い た め ，空 試験値 が 高 くな っ て い る．3　m ］以 上 で は 過

剰試薬は ほ ぼ 定量的 に抽出除 去 され て い る た め，抽出溶媒

量 は 3ml と設定 した。既 報 に述 べ た
1）
，生 成 錯体 を抽出す

る 方法 で は
， 有機 溶 媒 （リ ン 酸 トリブ チ ル ） を 10m1 使用

しなけれ ばな ら ず ， 本法 で は そ の 使用量 を 3 分 の 1 以下

に 減 らす こ とが可能となっ た．

　3・2・7　検量 線　　0 か ら 8ppb の 範囲で 検量線 を作成

し た．空試験 の 相対標準偏差 （RSD ） は n
ニ5 に お い て

1．4％，直線の 相 関 係数 は O．999 ，検 出 限界 は O．037　ppb で

あ っ た．本 法 は 誘導結合 プ ラ ズ マ 発光分析 法 （ICP−AES ）

の 検 出 限 界 4ppb5 レ
に 対 し，約 100 分の 1，錯体 を抽 出 す

る 溶 媒 抽 出 法 の 検 出 限 界 0，5ppb に 対 し，約 13 分 の 1 と

良好 な 結果 が 得 られた．

　3・3　過剰 試 薬泝過除去法

　3・3・1　試 薬 の 析出　　DHAB は水 に対す る 溶解度が 低

い た め に ， pH を下 げ る と解離が 抑制 さ れ る こ とに よ りそ

．一．
」

70
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／ml4

6

Fig．9　Ef罫ect 　of 　volume 　of 　extracdQn 　solvent （CHCIs ）

onR ．F．1．

pHAB： 9，6　
x
　lO

−4M
；A1： 10ppb ；Reaction ： 30℃，10

min ；Reaction　pH ： 8 ；Measurement 　pH ： 3；Ex ： 477
nm ；Em ： 603　nm ； Stirring　time ： lmin ；■ ： com −

plex ；◆ ： blank ；▲ ： net

の 多くが析出 して くる．試薬や 生成物 な どの 析 出 な ど に よ

り，溶液中に 遊離物があ る と
一

般的に は蛍光法で も吸光法

で も正 確 な測定を行 うこ と は 難 しい ，そ こ で 炉 紙 相 分 離器

を 使用す る こ と に よ り，源 過を行い な が ら測 定す る 方法 を

採 っ た．こ の よ うに し て ， 過 剰試薬抽 出 法 で は 試薬 の

95，8％ が除去され，2戸過除去法 で は 73．9％ が 除去 さ れ て

い る こ とが 分 か っ た．また，蛍 光強度 へ の 影響 を抽 出 法 と

併 せ て Fig．1 に 示 した ．蛍 光 の 測定 は pH 　3 の まま行 っ

た．そ の た め，除 去法 を 使用 して い ない もの に は 遊 離 の 試

薬が 目視 で き る ほ ど析 出 して き て お り，そ の 光の 散乱 に よ

り， 蛍光強 度 は不安定，か つ 大 きくな っ て い る．また，破

線 で A工
mlOppb

で の 錯体 の 蛍光強度を示 した が （除 去法

適 用 済 ），そ の 2 分 の 1 以 上 の 空試験蛍光 が 検出 され て い

る．一
方，過剰試薬除去法 を併用 した ほ うの 空試験蛍光

は，併用 しな い ほ うと比較 して 非常 に低 くな っ て お り，除

去 法 の 有用 性が 示唆 され た．また ， 抽 出 に よ る試薬除 去率

95．8％ を考慮す る と，蛍光 は そ れ ほ ど減少 し て い な い ．

こ れ は 未反応試薬 の 蛍光 の ほ か に 抽 出 さ れ ず に 残 っ た 不 純

物 に よ る 錯体の 蛍光が 出て い る もの と考 え られ る．不純物

と して は，緩衝溶液と して 使用 した 四 ホ ウ酸 ナ トリ ウム 中

の 不純物が 考え られ，プ ラ ス の 妨 害 を与 え る もの と して は

Mg が 考え られ る．

　3・4・2　検量線 　　以 上 の こ と を 踏 ま え ，0 か ら 300

ppb の 範 囲 で 検 量 線 を作 成 した．空 試 験 の RSD は n ＝7
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に お い て 1，3％ ，直線 の 相関係数が 0，998 の 良好 な直線 が

得 られ ，検 出 限 界 は O．04　ppb で あ っ た．なお ，定量可 能範

囲 は O．12　ppb
〜300　ppb とな っ た．

　3・5　蛍 光 量 子 収 率

　標準物質 を 1．0 × 10
−
5M

の キ ニ ーネ 0．05　M −H2SO ， 水溶

液 （蛍 光 量 子収率 e．S5G））と し，こ れ ら よ り水溶液 中で の

Al −DHAB 錯体 の 蛍 光 量 子収率 を 求 め た と こ ろ ，0．Ol4 と

な っ た．水
一

エ タ ノー
ル 系 で の 蛍光量子収率 は 0．Ol6 と報

告 さ れ て お り
7）

，そ れ よ り低 い 値 と な っ て い る が，エ タ ノ

ー
ル な ど の 溶媒 に は 蛍 光強度 の 増幅効果が 知 ら れ て お り，

それ に よ る差 で あ る と考えられ る．但 し，こ れ らの 測定 は

大気中で 行 わ れ て お り，溶存酸素 の 影響 は 考慮 され て い な

い ．

　 水
一

エ タ ノ
ー

ル 系 で ある 場合，試薬 の 溶媒 へ の 溶解度が

高 く，試薬 が 析出 して こ な い た め に 〜戸過 分 離 に よ り試薬 除

去法 が 適用 で きな い ．そ れ 故 ， 空試験値 が 高 く高感度の 分

析 に は あま り望 ま し くない ．

　3・6　妨 害 除去

　本法を環 境試料水 に適 用 す る こ とを試み た．水試料 に普

通 に 含 ま れ て い る金 属 イ オ ン に つ い て 影 響 を調 べ た．添 加

し た 金 属 と そ の 濃 度 を Table 　 l に 示 す ．各 々 の 濃 度 は 河

川 水標準試 料 （JAc　oo31） 中 に 含 ま れ る 元 素 に つ い て，

そ の A1 に 対 す る 割 合 か ら算 出 し た も の で あ る．結 果 は ほ

と ん ど の イ オ ン が そ れ ぞ れ の 濃度に お い て 明 ら か な 妨害は

示 さ な か っ た ．しか し，pH の 変 化 と試薬 除 去 を行 わ ず に

測 定す る と，Mg が そ の 存 在 量 の 多 さ もあ り ＋ 120％ と い

う重大 な妨害を示す こ とが 分 か っ た．DHAB は Mg の 蛍

光定量 試薬
s｝

と し て の 報 告 が あ り，pH 　10．2 〜11．4 の 範 囲

に お い て 錯体 を 形 成 す る （Em ： 580　nm ）．そ の 蛍 光 が 影

響を及 ぼ して い る と考 え られ る．しか し，pH の 低下 と試

薬 濃 度 の 減 少 に よ り Mg −DHAB 錯 体 は そ の ほ と ん どが 解

離 して し まい ，蛍光 を発 しな くな っ た と考え られ る．こ の

結果 か ら，本法 は水 道 水や 天 然水の よ うな希薄 な溶液で あ

れ ば，前処 理 や マ ス キ ン グ剤 を使用せ ず に 定量で きる こ と

が 分 か っ た．

　3・7　水試料 へ の 適用

　今 まで の 結果 を踏 まえて，日本分析化学会 か ら発行 さ れ

て い る 河 川 水標準物質 JAc　oo31 （無添加） と JAc　oo32

（添加） の A1 の 定量を行 っ た と こ ろ
， そ れ ぞ れ n ＝5 に お

い て 保証値 13．5 ± 0．7ppb ，61 ± 2ppb に対 し 12．6 ± 0．3

ppb ，63 ± 0．5　ppb の A1 を検 出 した．保 証 値 か らは わ ず か

に 外 れ て し ま っ た が 有機溶媒 も前処 理 も必 要 と し な い
， 簡

便 か つ 安価 な 分析法 と して 非常 に有 用 で あ る と思 わ れ る．

　 ま た，各 地 域 水 道 水 に 本 法 を 適 用 した 結 果 を Table 　 2

に 示 す．Table か ら分 か る よ うに 結果 は ICP−AES と ほ ぼ一

致 し た．わ ず か に差 異 が 見 られ た もの も あ る が ，前処 理 を

行 わ な い こ と を考慮 す る と比 較 的 良 好 な結 果で あ る と言 え

る．大 き な 差 が 現 れ た No ．3 の サ ン プ ル に は 300　ppb もの

鉄 が 含 ま れ て お り，こ の 妨 害が 現 れ た もの と考 え られ る．

な お，多 量 の 鉄 が含 ま れ る 場 合 は 還 元 剤 を 添 加 す る こ と に

よ り，そ れ らの 影響 を減少 させ る こ とが で き る．本法 の 場

合 も還 元 剤 の 添 加 に よ っ て そ の 影響 を減 少 させ る こ とが で

きた．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 要　　　旨

　蛍光定量法 にお い て そ の 検 出 限界 に 大 き な影響 を及 ぼ す空 試 験 蛍 光 を，過 剰 試 薬の 除去 に よ っ て 低減 させ ，
検出限界を向上 させ る方法に つ い て 検討 した．蛍光試薬 と して 2，2

’一ジ ヒ ドロ キ シ ア ゾベ ン ゼ ン （DHAB ） を

使用 し，ア ル ミニ ウ ム の 定 量 を 試 み た．過剰 の 反応試薬 は 3ml の 溶媒 に よ り95．8％ 除去 が 可 能 で あ っ た．
こ れ は錯 体 を抽 出 す る 方法 の 約 3 分 の 1 の 有機溶媒 の 使用量 で あ る．こ れ に よる 空試験蛍光減少 の 結果，
検出 限 界 は 0，03ppb とな っ た．また，試薬 の 水へ の 難溶性 を利用 し，　pH 　8 で 錯体生成後，　pH を 3 に させ

る こ と に よ り析出 した DHAB を炉紙相分離器 に よ り除去 した．こ れ は 有機溶媒 を全 く使用 しな い に もか か

わ らず 73，9％ の 試薬除去が可能 で あ り，そ の 検出 限 界 は 0，04ppb と な っ た．本法 を水 道 水試料 に 適用 した

と ころ 特別 な前処理をしない に もか か わ らず，ICP−AES の 結果 と良 い
一

致 を示 した ．
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