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　Sensitive　 and 　selective 　flow　irjection　 systems 　 couplcd 　with 　liquid−liquid　extraction 　were 　pro−

poscd．　 Extraction／FI　systcms 　were 　applied 　to　the 　de匸ermination 　of 　quaternary 　ammonium 　saltS

（R4N
＋

）in　pharmaceuticals，　anionic 　surfactant 　and 　dissolvcd　oxygen 　in　environmental 　water 　sam
−

ples．　 A 　homcmade 　thcrmo −controlled 　flow　 cell 　was 　uscd 　fbr　the 　 selective 　determination　of
cationic 　sur 魚 ctants ．　Also，　scveral 　kinds　of 　phase　separators 　werc 　designcd，　Espccially，　a　dou−

ble−membrane 　phase　separator 　gave　c 出 cicnt 　and 　constant 　separation 　with 　lollg−term 　 continuous

runs ．　Consequcntly
，
　the 　proposed　solven 卜extraction ／FIA 　systems 　are 　usc 釦 1　fbr　the 　analyses 　of

pharmaceuticals　and 　environmental 　pollutants．

Kaywords ： fiow−injection　analysis 　coupled 　with 　solvent
−extraction ；double−membrane 　phase　seF

　　　　　 arator ；thermo
−controlled 　flow　cell ；pharmaceuticals；environmenta1 　pollutants．

1 緒 言

　臨床化学分析，環境物質の モ ニ タ リ ン グ，医薬品の 品質

管理な ど多 くの サ ン プ ル を処理す る 必要が ある 分野で ，分

析手法 の 迅速化，自動化が 重 要 な課題で あ る ．1975 年 に

Ruzicka と Hanseni ）
が連続流れを利用す る フ ロ ー

イ ン ジ

ェ ク シ ョ ン分析 （FIA ）法 を発表 して 以 来，少試薬
・
迅速

性 ・再現性 に 優れ た実用性 の 高い 自動分析法 と して 急 速 に

発展 して きた．臨床化学 の 分野 で は オートア ナ ラ イザ ー
方

式 に よる 多成 分 自動分 析 が 行 わ れ て い る が，流 れ の 中 に空

気 を 挿入 し，各 分 節 内 で の 拡 散 平 衡 を完 結 させ た 定 常 状 態

で 測 定 して い るの で ， 分 析 速 度 が 遅 く， また 気泡 を 除去す
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る必 要が あ り，装 置が 複雑 で大 型 で あ る．

　FIA 法は 細 管の 中 を試 料 と試 薬 が 流 れ て い く問 に 反応 が

起 こ り，その 反応生 成物 を検出す る 方法で あ る．試料が検

出器 まで 到達す る時間が 反応 時間に 相当 し，ポ ン プ流 量 に

よ り正 確 に 制 御 され て い る の で ，高 い 再 現 性 が 得 られ る．
一

般 に細管 と して 内径 0．5mm の ポ リテ トラ フ ル オ ロ エ チ

レ ン （PTFE ）チ ュ
ーブが 用 い られ，0．5〜lml 　min

−1
の 流

量 で 試 薬 が 流 さ れ，20〜200pl ほ ど の 試 料 が注 入 され る．

したが っ て ，試料 の 量 や 試薬溶液の 量 も少 な く， 廃 液 量 も

ご く少 量 で あ る．最近，数 田 min
−1

オ
‘

ダ
ー

の 流量で 検

出 す る pFIA2
）
法 や 溶融 シ リ カ キ ャ ピ ラ リ

ー
を用 い る 超 マ

イ ク ロ FIAS ）
法が 開 発 され ，試薬，試料，廃液 の 極微 量 化

も図られ て い る．また，廃液 を もう
一

度 リザーバ ー
に 戻 し

再利用す る ゼ ロ エ ミ ッ シ ョ ン型 の サ イ ク リ ッ ク FIA4）

法 も

開発 さ れ，FIA 法 は環境 配 慮 型 分析 法 の ひ とつ と して 利 点
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も大 きい ．

　 しか し，FIA 法で は 分離機能 を有 しな い た め，試 料中に

含 まれ る 共存 物 質の 影響 を抑制す る こ と が 重 要で あ る．溶

媒抽出は共存物質の 除去，目的物質の 分離，あ るい は濃縮

の 目的で 前処 理 法 と して よ く利用 され て い る．バ ッ チ マ ニ

ュ ア ル 法 に よ る溶 媒 抽 出操作 に は 10 数分か ら数時 間以 上

の 時 間 を要 し，ま た分液漏斗な ど多種類 の 器具 を用 い そ れ

らの 洗浄 に も多大 な 労力 を 費や す．FIA シ ス テ ム の 中 に 溶

媒 抽 出 を組 み 込 む こ と で 前処理 の 自動化 が容 易 とな り，操

作 も簡 便 に な る．種 々 の 器具も不 要 で ある．使用 す る抽 出

溶媒の 量 は 少 な く，ま た有機溶媒が 細 管 内 の 閉鎖 系 を流 れ

る の で，揮 発 して 実 験 室 内の 環境を汚 染す る こ とが な い ．

　溶媒 抽 出 の FIA 法へ の 導入 は ，1978 年 Karlberg と

ThelandarSl，Bergamin ら
m
に よ り報告 さ れ た が，有 機 相

と の 分 離 な ど シ ス テ ム が 複雑 となる た め
， 水溶 液 反 応 に よ

る FIA 法 に比 べ 報告数 は少ない ．　 Motomizu らは 環 境 水中

の 界面 活性 剤 な どの 定量 シ ス テ ム
7）8）

を 報 告 し，総 説
91

に は

溶 媒 抽 出 ／FIA シ ス テ ム の 基 本的条件 ，
セ グ メ ン ターや セ

パ レーター
の 機能 の 検討な どが 詳細 に解 説 され て い る．著

者 らは 溶 媒 抽 出 を 組み 込ん だ FIA シ ス テ ム の 機 能 向 上 を

図 り，医 薬 品 に 含 ま れ る 第四 級 ア ン モ ニ ウ ム 塩 （R、N
＋

），

河 川 水中 の 界面活性剤や 溶存酸素を選択的に 高感度 に 定量

す る こ とが で き る フ ロ ー
シ ス テ ム の 開発 を行 い ，実 用 性 の

高 い 結 果 を得 た の で 報告す る．

2　装 置

　FIA 法 は一流 路 シ ス テ ム か ら多流路 シ ス テ ム まで 目的 と

手段 に応 じて 種 々 の シ ス テ ム が構築 され て い るが，著 者 ら

は 二 流 路 か ら四 流 路 の 溶媒抽出／FIA シ ス テ ム を検 討 した．

二 流 路 系 は，ダ ブ ル プ ラ ン ジ ャ
ー

ポ ン プ 1 台 と 検 出 器，
レ コ ーダーが あれ ば組 み 立 て る こ と が で き，最 も単 純 な

FIA／抽 出 シ ス テ ム と い え る．こ の シ ス テ ム は 水 相 と有 機

相 の 流 量 比 が 1 ： 1 で あ る が，流量比 を変化 させ た い 場合

は シ ン グ ル プ ラ ン ジ ャ
ーポ ン プ 2 台を使 用 す る．また，

試薬 を順 次 添加 した い 場合は 三 あ る い は 四 流 路 の シ ス テ ム

を組 む 必 要 が あ る．

　以 下 の 装 置 を 用 い て ，二 流路，三 流路 FIA シス テ ム を

組立て た．吸 光 検 出 に は 日 本分光製 UVIDEG −100VI 型 検

出器 又 は相 馬 光 学 製 S−3250 型 検出器 を，蛍光検出に は 相

馬光学製 S−3350 型 蛍 光 検 出 器 を 用 い ，東亜 電波製 FBR −

251A レ コ
ー

ダ
ー

又 は 島津製 R−II レ コ
ー

ダ
ーを 接続 し た ．

ポ ン プ は サ ヌ キ 工 業製 DM2U −1026 型 又 は RX −703T 型 ダ

ブ ル プ ラ ン ジ ャ
ー

ポ ン プ ，日立 製 し 6000 型 シ ン グ ル プ ラ

ン ジ ャ
ー

マ イ ク ロ ポ ン プ を使用 した．

　四 流路 シ ス テ ム に は 日 本分光製 プ ラ ン ジ ャ
ー型 4 チ ャ

ン ネ ル 全 溶 媒 高圧 ポ ン プ付 き FIU−300N フ ロ
ー

イ ン ジ ェ ク

シ ョ ン装置を用 い
， 容 量 8 μ1，光 路 長 10mm の テ フ ロ ン

製フ ロ
ー

セ ル ，870−UV 型 紫外 可 視検出 器，　 RGI50 型 記 録

計 を接続 し使 用 した．

　サ ン プ ル の 注入 は 六 方切り替え バ ル ブ イン ジ ェ ク ター
に

よ り行 っ た．装置 の 接続 と反 応 コ イ ル は 内径 0，5mm の

PTFE チ ュ
ーブ を ， 背 圧 コ イ ル に は 内径 O．25　mm の PTFE

チ ュ
ーブ を用 い た．

3　溶媒抽出／FIA シ ス テ ム の 機能

　 3・1　セ グメ ン ト

　水相 と有機相か ら成 る セ グ メ ン トが 細管内を流 れ て い く

間に 目的 とす る物 質が 抽 出 され る た め ，水と有機溶媒 と の

接触面積を大きくす る と抽 出 効率 を高 め る こ とが で きる．

その た め に は ，細 か な セ グ メ ン トを形成 させ る セ グ メ ン タ

ー
が 有効で あ る．Karlbergら

5）
は 当初 ガ ラス 細管製 T 字 コ

ネク タ
ー

を用 い た が ，
コ ン パ ク トで 扱い や すい 樹脂製セ グ

メ ン タ
ー
が種 々 開発 され た．両相 の 合流 角度が 異な る 種 々

の セ グ メ ン タ ーを用 い て，ピーク の 形状 の 比較検討が な さ

れ，水相の 流れ に 90 度で 有機相 が 導入された場合，及 び

セ グ メ ン トの 流 れ 出る 方向 に 対 し 45 度の 角度 で 両 相 が合

流 す る 場合 に 最 も良 い ピークが 得 られ る と報告 され た
7）1°），

しか しなが ら，抽出は PTFE チ ュ
ーブ内壁に 薄 い 有機相 の

膜が で き，その 薄膜 へ 分析 対象物 が 抽 出 さ れ る た め，抽 出

コ イ ル の 長 さが短 い 場 合 セ グ メ ン ター
の 形状 に 抽出率が 影

響 され る が，1m 以 上 に な る と形 状 の 影響 は小 さい と報告

さ れ て い る
：1）．著者 ら は 90 度 で 交わ る タ イ プ の セ グ メ ン

タ
ーを主 に 使用 した ．

　最近 ltabashi ら
1E）1／1）

は ， 抽 出 コ イ ル 内に 細か く切断 した

PTFE チ ッ プ を充填 し，抽出に 寄 与 す る 接触面積の 拡大 を

図 り抽出率 を向上 させ た．

　3・2 相分離器

　セ グ メ ン ト を形成 し抽出 コ イル を流 れ て い く問に 抽出が

行わ れ，水相か有機相 の どち らか に あ る成 分 を測定す る が，
二 相 を 分離 しない で 測定す る 手法 も幾 つ か 報告 され て い

る ．Kina ら
14）

は 分離手法 を行 わ ず有機相中の 成分を蛍光

測定 し，Lucy15） は 両相 とも測 定 し各成 分 に 含 まれ る 物質

を分別定量 した．また，Canete ら
1  ）

は 試 料 を 含む 水相の

間 に 長 い 有機相 を挟 み ，そ の 有機 相 の 中に 検出器 を置い て

流 れ の 方向を反転 させ な が ら ， そ の 有 機 相に 抽出 され る 物

質 を連 続 的 に検 出す る方法 を報告 した．しか し，
一

般 に は

相 分 離 器 を流 路 途 中 に 配 置 して 両相 を分離 して ど ち らか一

方 に 含 まれ る 目的 成 分 を検出す る こ と が多 い ．

　相分離器 に は，比 重差 を利用 した T 字型の もの
5）
や 分液

漏斗型の もの ，多孔 性 チ ュ
ーブ を用 い た もの，メ ン ブ ラ ン

フ ィ ル タ
ーを用い た もの が あ り， そ の 性能が 検出ピ ー

ク の

形状 や 再現性，安定性を左右す る．分液漏 斗型 相 分 離器 は

容器 容積が 250〜350 μ1ある た め 希釈拡 散 され，感 度 が低
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Fig．1　Phase　separator

Aq ： Aqueous 　phase ；Org ： organic 　phase；Seg ： segment ；A ： PTFE 　membrane （pore　size　O．8 μm ）；B ： Gor ← tex　seat 　fil−

ter （pore　size　O．5　pm ）；C ： Gore −tex　tube （1．O　mm 　i．d．，　pore　size　2．0　pm ）；D ： PTFE 　tube （1mm 　i，d，，　thickness 　O．5　mm ，

porosity　60％，length　2．5　cm ）

2W

5egment

　 　

1W

　 segW3

　　

Fig．2　 Double −membrane 　phase　separator

Wl 　and 　W2 ； exit 　of 　aqueous 　waste ；W 呂 ：

PTFE 　membrane （pore　size 　O，8 μm ）

1W （b）

ノ
rW3

exit 　 of 　organic 　 w 乱 ste ；MFi 　 and 　 MF2 ：

くな る
17 ）．三 mels）は 多孔性 チ ュ

ーブ を用 い た 分離器 を製作

し ， 30 時 間 以 上 の 連続使用 も可能 で あ る と報告 した．

Kawasei
°）

は メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ
ー

を挟 ん だ コ ネ ク タータ

イ プ の 分 離 器 を，
Motomizu ら

7 ）
は 2 つ の 樹脂 ブ ロ ッ ク で

フ ィ ル ターを挟 む タイ プの 分離器を種 々 作製 し，相分離器

の 性能比較を行 っ た．

　著者 ら もFig ．1 に 示す 4 つ の タ イ プの 相分離器 を用 い

性能を比較 した．（a ＞ と （b＞は メ ン ブ ラ ン フ ィ ル ター型，

（c ） と （d ） は多孔性 チ ュ
ーブ型 で あ る．（乱〉 は 文献

7〕
に

示 さ れ て い る ．（b） と （c） は プ ロ モ フ ェ ノ
ール ブ ル ー

（BPB ）
一
キニ

ー
ネ
ーベ ン ザ ル コ ニ ウ ム 会合体 の 抽 出

19）
に 適

用 した が，（b）の Goa−tex 膜 を 挟 ん だ タ イ プが ピーク 高 さ，

迅 速 性 に 優 れ て い た．（a ） と （d） は テ トラ ブ ロ モ フ ェ ノ

ール フ タ レ イ ン エ チ ル エ ス テ ル （TBPE ）
一
第 四級 ア ン モ ニ

ウ ム 塩 会合体の 抽出
1e ｝

に使用 した が，（d）型の 多孔性チ ュ

ー
ブ 型 は ピー

ク が ブ ロ
ー

ドに な り迅 速性 に 欠けた．（a） の

相分離器 は コ ンパ ク トで 分 離 器 の 溝 部分 が O．2　cm × 1cm ，

深 さ も最 大 O．2　cm と小 さ い た め ，サ ン プ ル の 希 釈 が 起 こ

らず シ ャ
ープ な ピークが 得 られ，ま た PTFE 膜 の 交換 も簡

単 に で きる 利点が あ る．

　 メ ン ブ ラ ン フ ィ ル ター型 相 分 離 器 は PTFE 膜 の 親 油 性 を

利用 して ，水 を通 さず有機溶媒の み を通 過 させ 検 出器 に導

くもの で ある が，長 時間測 定して い る と，PTFE 膜が 目詰

ま りした り水へ の 親 和 性 が 増 した り して 水 が 通 過 す る こ と

が あ る，水が 通 過 して しま う と ， 流 路 や検出器 を洗 浄 した

り，相分 離器 の フ ィ ル ターを交換 した りと煩雑 な操作を行

わ な けれ ば な らな くな り，で きる だ け 長 時 間安定 した状 態

で 相分 離 で きる こ と が 望 ま しい ．そ こ で
， 2 つ の 相分離器

を直列 につ な い で，ひ とつ の 相分離器を水が 通過 して も次

の 分 離 器 で 排 除 で きる シ ス テ ム を組み 長時間 の 連続運転 を

可 能 に し た
21 ｝．こ の 方法 は 長時間安定 した 膜分離が 可 能 で

有機溶媒 の み を検出器に 導入で きる メ リ ッ トが あ るが，相

分離器 が 2 つ 必 要 で あ り，シ ス テ ム を 複 雑 に す る た め，

著 者 ら は 1 つ の 相 分 離 器 で 同 様 な 効 果 が 得 ら れ る コ ン パ
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Fig．3　Effect　of 　the 　ratio 　of 　aqueous 　flow　rate 　to

o 「9anic　tlow　rate 　on 　peak　heights

1 ： 1 × 10
−
4mol

　dm
−s

　benzalkonium −qllinine−BPB 　ass −
ociate ，　Wavelength ： 610 　nm ；2 ： 2．5　x　lO

−B
　mol 　dm

−s

berberine−CIO4
−

associate ，λex ： 355　nm ，λ  ： 517nm ；

3 ： 025ppm 　dodecylsulfate−malachite 　green　associate ，
Wavelength ： 626　nm

0．6

　

　

　

q
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Fig．4　Absorption　spectra 　of 　 ion −associates 　 with

diprotic　acid 　dアe

（1）： Benzethonium −quinidine−BPB 　associate ； （2）： Be−
n7ethonium −BPB 　associa ［e ； （3）； Quinidine−BPB 　asso −
ciate ；Concentrat童on ： 2x10

−6mol
　dm

−n
　benzethoni−

um ，2．4 × 10
−

［’
　mol 　dm

−s
　quinidine，3 × 10

一51nol
　dm

−s

bromophenol 　blue（BPB ）； pH ： 7，8； Reference ：

reagentblank 　f6r（1），water 　for（2）and （3）

ク トな相分離器を開 発 した．Fig．2 に そ の 構造を示す．相

分離器 の 問 に 1cm × 1cm × 3cm の ブ ロ ッ ク を 挿 入 し ，

そ の 前後 に PTFE 膜 を挟 み 込 む タ イ プ の ダ ブ ル メ ン ブ ラ ン

相分離器 で ある，こ の 相 分 離器 は 耐久性 に 優れ，1 週問以

上 PTFE 膜 を交換 す る こ と な く安 定 な相分離 が 可 能 とな っ

た
L’2｝
〜24 ）．

　 S・3 流量 と ピー
ク高 さ

　水相の 目的物質を有機相 に抽 出 し，その 抽出化合物を測

定す るため，水相 の 流 量 （琉 q）と有機相 の 流量 （V。，g）が

抽出率や 拡 散 に影 響 を与 え る．Motomizu ら
vs ｝

は V。q／　V 。、g

が 2 の と き最 大 の 抽 出 率 が 得 られ ，流量比がそれ よ り大

きくて も小 さ くて も両 相 の 混合 が 悪 くな り，抽出率が小 さ

くな る と 報告 して い る．Fig．3 に 流 量 比 （v。q／v 。i’g） と ピ

ー
ク 高さ の 検討を した 結 果 を示 す．曲線 1 は BPB 一

キニ
ー

ネーベ ン ザ ル コ ニ ウ ム 会合体 の 抽 出，曲線 2 は ベ ル ベ リ

ン
ー
過塩 素酸 イ オ ン の 抽 出，曲 線 3 は 陰 イ オ ン 界面活性

剤 一
マ ラ カ イ トグ リ ーン の 抽出 にお け る そ れ ぞ れ の 検出 ピ

ーク の 高 さ で ある ．予 測 され る こ とで あ る が，V ，．g に 対 し

V。g が 少 な い と ピー
ク は 低 く，　 V。q が 多 くな る と ピー

ク が

高 くな り，こ れ は抽 出 に よ る 濃縮効果 を示 す．ま た 両液全

体 の 流量 が 大 き くな る と，拡散が 小 さ くなりピーク 幅が狭

くピーク高 さが 高 くな る が，流 量 比 が 2 ある い は 2，5 を超

え る と抽出率が 小 さ くな りピーク高 さが一定 と な る．全 体

の 流 量 が 大きくなる と，相分離器 に か か る液 圧 が 高 くな り，

PTFE 膜 を水 が 通 りや すくな る．した が っ て ，膜分 離 も良

好 で 高 い ピークが 得 られ る y。qバ 擁
＝1〜2 の 範囲が 適切

で ある こ とが分 か っ た．

4　医薬品中 の 第四級 ア ン モ ニ ウ ム 塩 の定量

　 4・1　 二 塩 基酸色素を用 い る抽 出／F】A

　 BPB や プ ロ モ ク レ ゾー
ル グ リーン （BCG ） な どの 二 塩

基酸色素 （H2A ） は 古 くか らア ミ ン 類 （RsN ）や 第四 級 ア

ン モ ニ ウム 塩 （R ，N
＋

） の 抽出定量 試薬 と し て 用 い ら れ て

い る
26 蘭 ．二 塩 基 酸色素 は pH 　8〜4 以 下 で は 1 価 の 陰 イ

オ ン （HA
−
） と して 存在す る ため，　 Rg．　N や R ，N

＋

と 1 ： 1

の 黄色会合 体 を形 成 す る．し か し，こ の 領 域 で は両 者 共 に

会合 体 を形成する た め 選択性 に 欠け る．また ， 塩 基 性で は

AUL と して 存在す るた め，　 R ，N
＋
と 1 ：2 会合体 を形 成 する ．

こ の 領域で は RsN は 会合体 を 形成 しな い た め，　 R4N
＋

の み

を定量 す る こ とが で き，選択性 は 向上 する が ， 検量 線の 直

線性 が 悪 く定量 範囲が 狭 い 欠点があ る．一
方，BPB が 中

性付近 で 分子 の 大 き な キ ニ
ーネ （◎ と 1 ： 2 会合 体 A2

−・

（HQ
＋
）v を 形 成 す る こ とが 報告 されて い る

2s ）．著者 ら は こ

の 中性領域 で キ ニ ーネ と R4N
＋

が 共存す る と A2
−・HQ  

R4N
＋
か ら成 る 1 ： 1 ：1 会合 体 が 形 成 さ れ ，　 R ，N

＋
の 抽 出性

が 数倍向上 す る こ と を 見 い だ した
：
’v）．キ ニ

ー
ネの 光学異性

体 で あ る キニ ジ ン （Qd） に も同様 の 会合体 を生 成し R ，N
＋

を 共抽 出 す る 効果が ある
s°），Fig．4 に ．pH 　7，8 で 抽 出 さ れ

た BPB 会 合 体 の 吸収 ス ペ ク トル を 示 す．曲 線 （3） は

BPB2
−・

（HQd
＋
＞2 会合体で 590　nm に 吸収極大 が あ る．曲

線 （2） は BPB2
−・

（R ，N
＋

）2 会合 体 の ス ペ ク トル で ほ とん ど

抽 出 さ れ な い が，Qd が 共 存 す る と吸 収 極 大 が 61   　nm の
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CSRSIRS2DCE

P　 S Table 　l　Effect　of 　foreign 　substances 　on 　the　determi−

　　　　 nation 　of 　benzethenium　by　the　 extraction ／

　　　　 FI　method 　using 　c ひ extraction 　with 　BGPB −Qd

SubStances
［Substance］

［Benzethonium ］

Recovery，％

Fig。5　Flow　diagram　for　benzalkonium　determina −
tion 　using 　co −extraction 　with 　BPB 　and 　quinine
CS ： Phosphate 　buffer（pH 　7．5）；RSI ： 1 × 10

−4mOl
　dm

−s

Quinine；RS2 ： 5xlO
−4mol

　dm
−s

　bromophenol 　blue

（BPB ＞；DGE ： 1，2−dichloroethane；EC ： exuaction 　 coi1

（O，5mm 　i．d．　x　4　m ）；BPC ： Back 　pressure　coil （0．5　mm

i，d，× 3m ）；PS ： Phase　separator ；D ： Spectrophotome −

tric　detector（610nm ＞；P ： Four 　channel 　plunger　pu −
mp （flow 　rate ，　CS 　O．75　ml 　 min

−1

，　RSI　O，25　ml 　min
−1

，
RS20 ．25　ml 　min

−1

，DGE 　l．25　ml 　min
−1

＞；S ； sample

（100 μ1）

Papa ・ erine

ProcaineEserineDibucaine

Gh 匪orpheniramine

Me 巴hylephedrine

Triethylamine

Neostigmine

AcrinolSparteineTetramethy

監ammonium

Tetraeこhylammonium

100503030

　 55050

　   ．5
　 0．5
　 0．0510050

le39810110

 

102100102989910

 

9899

Benzethon 孟um ： 2xlO
−5mol

　dm
−s

； Bromochlor 〔｝phenol
blue （BCPB ）； 4x10

一う
mol 　dm

−3
；Quinidine（Qd＞： 1 × 1 

囮4

mol 　dm
−’s
，　pH ： 7．8

吸収 ス ペ ク トル 1曲線 （1）｝が得られ ，BPB ！
一・HQd

＋ ・

R4N
＋
会 合 体 が 抽 出 され る こ とが 分 か る．こ の 共 抽 出 を利

用 し て R4N
“
を Q （又 は Qd）共存下 で 抽 出 す る と検量 線

の 直線性，検出感度も向上 し，また この pH 範囲 で は RsN

は 抽 出 され な い た め 選 択 性 も高 い ．そ こ で ，FIA 法 に 導入

して 共 抽 出 効果 に よ る R，N
＋

の 定量 を検討 した．

　四 流 路 シ ス テ ム （Fig．5）を 用 い た
19｝．試 料溶液 は キ ャ

リヤー （緩 衝 液，pH 　7．5） に注 入 され，キ ニ ーネ溶 液 及 び

BPB 溶液 と 混合 さ れ た 後 ， 抽 出 溶 媒 1，2一ジ ク ロ ロ エ タ ン

（DCE ） と合流す る．セ グ メ ン トが 形成 され，4m の 抽 出

コ イル で 1 ： 1 ： 1会合 体 が 抽 出 さ れ，相 分 離 器 iFig．1（b）i
で 有機相 と水相 と が 分 離 され た後 ， 有機相 の 吸 光 度が 610

nm で 測定 され る，定量範囲 は 2 × 10
”s 〜　1．5　× 10

−4
　mol

dm
−s
，　 RSD は 1％ ，サ ン プ ル 処 理 数 は 1 時 間 当 た り 24 で

あ っ た ．本 シ ス テ ム は 四 流路 で あ るた め 迅 速 性 と感度が 十

分で なか っ た．そ こ で シ ン プ ル な ラ イ ン で 定量 す る方法 を

検討 した ．

　Q ある い は Qd，二 塩基酸色素 BPB
，
　 BCG ， プ ロ モ ク ロ

ロ フ ェ ノ
ー

ル ブ ル
ー

（BCPB ）などは 有機溶媒 に 溶け る た

め ，抽出溶媒 で あ る 1，2−DCE に溶 解 して 用 い た．シ ン プ

ル な 二 流路 シ ス テ ム を用 い
， 感度 と 迅 速性 を向上 させ た

3b．
一

方か ら緩衝液を，もう
一

方か ら 1 × 10
−4

　mol 　dm
−s

　BPB

（又 は BCPB ）
−
Qd を含む 1，2−DCE を送 液 し た．緩 衝 液 に

試料溶液 が 注入 さ れ 有機相 と混合す る と 水相 中 の R ，N
＋
が

1 ：1 ： 1 会合体 と して 有機相 に 抽出 され る．こ の 会合体形

成 は 式 （1） で 表 され る．

BPB2
−・

（HQd
＋
）2。，g

＋ R4N
＋

。q

　　　　
− → BPB2

−・HQd
＋ ・R4N   ，g ＋ HQd

’

ac1　（1 ）

　本 シ ス テ ム は 二 流路 で あ る た め 試料 の 希釈が小 さ く，

5 × 10
−6〜5 × 10

−s
　mol 　dm

’s
の 範囲 の ベ ン ゼ トニ ウ ム や

ベ ル ベ リ ン の 定量が可能で あ っ た．

　抽 出 pH は 7．8 で ，こ の 領域 で は RsN は 抽 出 さ れ ず，

RsN の 共存の 影響 は 受けない ．共存物質の 影響を Table　 l

に 示す．R ，N
＋
で あ る ス パ ル テ イ ン，ア ク リ ノール の 許容

限界濃度 は 0．05 〜05 倍モ ル で あ っ たが，パ パ ベ リ ン ，ジ

ブ カ イ ン，トリ エ タ ノ
ー

ル ア ミ ン な ど の RsN や テ トラ エ

チ ル ア ン モ ニ ウ ム な どの 低分子 R，N
＋
は 30〜100 倍 モ ル 共

存 して も影響 を与 え ない ．した が っ て ，二 流路系 FIA シ

ス テ ム を用 い る こ と に よ っ て 高感度 に 選択的 に R
，
N
＋
を定

量 す る こ とが で きる．

　4・2　一塩 基酸色素 を用 い る 抽出／FIA

　4・2・lTBPE ・H 。rg を用 い る RsN ，
　 R ，N

＋

の 抽出　　
一

塩 基 酸色素 で あ る TBPE は モ ル 吸光係数も大き く （IOs

mol
−1cm −

】1）優 れ た 抽出試薬 で あ る．　 TBPE 会合体 の 抽

出 は一
般 に pH 　8 〜9 で 行 わ れ るが ，　 TBPE 水溶液を FIA

ラ イ ン に流 す と，PTFE チ ュ
ーブへ の 吸着が起 こ っ たり，

塩 基 性水溶液中で TBPE が 加水分解 し た り沈殿を生 じた り

して 長時間安定なベ ー
ス ラ イ ン を得 る こ とが で きなか っ

た．と こ ろ が ，TBPE は pH 　3 の 酸性下 で は，　 TBPE ・H

（黄 色 ） と な り有機溶媒に 容易 に 100％ 抽出 され ，有機溶

媒 中で 1 か 月間以 上 安定で あ っ た．こ の TBPE ・H ／1，2−

DCE 溶 液 （TBPE ・H 。．g） を用 い る とイ オ ン会合性試薬 と抽

出 溶 媒 と を 兼 ね る こ とが で き る．TBPE ・H 。．g を FIA に 導

入 す る と PTFE チ ュ
ーブへ の 吸 着 も な く，長時聞安定 した

ベ ー
ス ラ イ ン が 得 られ た．そ こ で，TBPE ・H ／1，2−DGE を

用 い て R4N
＋

を高感度に 定量 で き る FIA シ ス テ ム を検 討 し

た．
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Fig．6　 Effect　of 　pH 　 on 　the　extraction 　of 　ion一乱 ssod −

ates 　 at　different　TBPE ・H Ω．g　conccntratior 〕 using 　the

batchwise　method

TBPE ・H 。．g　conccntration ： B1，Cl ；6xlO
−5mol

　dm
−3

，

A ，B2，G2 ； ］xlO
−5moldm −

3
，　A ： 1 × 10

−
bmol

　dm
−3

berberine，　BbB2 ： 2 × 10
冒5mol

　d 匸n
−sdibucaine

，　Ci，Cu：

1 × 1075mol 　dm
一

呂

procaine，　D ： Reagent　blank ；Re −

ference： 12 −dichleroethane，　Wavelength ： 610nm

　バ ッ チ マ ニ ュ ア ル 法に よ り 恥 N ，RdN
＋
の 抽出 pH を検

討 した （Fig，6）．　 RsN で あ る プ ロ カ イ ン や ジ ブ カ イ ン の

会合体 は pH7
〜ll で 抽出 さ れ ，　 pHll 以 上 で は 抽出 され

に くくなる が，R4N
＋
で あ る ベ ル ベ リ ン 会合体 は pH 　12．8

ま で の 広い 範囲で 抽出 さ れ る．また ，R ，N 会合体の 形成 は

TBPE ・H 濃度 に 影響 さ れ，　 TBPE ・H の 濃度 を低 くす る と

吸光度が 著 し く低下す る．曲“，R　Be，　 G ？ は TBPE ・H 濃度が

1 × 10
−t’

　mol 　dM
−
／｛

の 場合 で あ る が ，曲線 BI ，　 C1 （TBpE
・

H ： 6 × 10
−6

　mol 　dm
−

／1

） に 比 べ 吸 光度 が 非常 に 小 さ く会

合体 が ほ どん ど形成され ない こ とが分か る ．一
方，R4N

＋

会合体 は TBPE ・H の 濃度 を低 くし て もほ ぼ 同 じ 吸光度が

得 ら れ た （曲線 A ＞．TBPE 会合体 の 抽 出 平衡は 式（2 ），

（3 ），（4 ）で 表 さ れ る ．

TBPE ・H −rg 　； TBPE
−
、、g ＋ H

＋
、、q

　 　
　

　 　　 　　 　 　　 　　　　 　　 　　 　 　　 　　 　 　　 　　−　 　 　　 　　 ＋

TBPE 　 aq
＋ R4N 。g　；＝ ± TBPE 　

・R4N 。．g
　 　 　 　　 　 　 　 　 　 　 　 　　
R5N・H 、、q ＋ OH 。、1 覃 RsN 。rg ＋ H20

（2）

（s）

c4）

　強塩 基 性 に お い て TBPE ・H は式 （2） の よ うに ，水相中

に 移 動 して TBPE
一
と して 存在す る ．した が っ て，　 R4N

＋

と

イ オ ン 対 を 形 成 し再 び有 機 相中に 抽 出 され る　1式 （8 ）｝．

RsN は強 塩 基 性 で は ほ とん ど塩 基 （RsN ） と して 存在す る

た め，TBPE
一
と会合体 を形 成 し な い ｛式 （4 ）｝．TBPE 濃

度 が 高 く TBPE ・H が 有機 相 に 存 在 す る と有 機 相 中 で

TBPE ・H ・RsN 会合体 の 形成 が 可 能 とな る．した が っ て ，

pH を強塩 基性 に して TBPE ・H 濃度を低 くする こ とに よ っ

て RsN 会合 体の 形 成 を抑 え R4N
’

を選択的に 定量 する こ と

が 可 能 とな る．

　4・2・2　抽 出／FIA に よ る R4N ＋
の 選 択 的 定 量 　　Fig，7

H20

BS

RS／OSP

．
S（140 μ 1）

Fig．7　Flow　diagram　for　the 　benzethonium 　determi −

nation 　using 　TBPE 　
’H ／DCE 　solution

BS ： Buffer　solution （pH 　l　1）；RS／OS ： 1 × 10
− 5mol

dnl
−sTBPH ・H ／1，2riichloroethane　solution ；Seg ： Se−

gmentor ；PS ： Phase　separator ，　P ： Pumps
，
　S ： Sample

injector，　EC ： Extraction　coil ，　D ： Spectrophotometric
detcctor（61σnm ）；Vl　alld 　V2　： Needle　valve

の 三 流路 シ ス テ ム で ベ ル ベ リ ン ，ベ ン ゼ トニ ウ ム の 定量 を

試 み た
32 〕．キ ャ リヤー （水 ） と緩 衝 液 を各 0，8ml 　min

−1
で

送液 し ， 有機相 は 1 × 10
−6

　mol 　Clm
−
sTBPE ・H ／1，2−DCE 溶

液 （TBPE ・H 。．g ）を 0．8　ml 　min
¶1

で 送 液 した．相分離器 は

Fig．1（a ）の メ ン ブ ラ ン フ ィ ル ター相 分 離器 を用 い た．抽

出 は pHll で 行 っ た ．バ ッ チ 法 で は 12．8 ま で 安定 な

TBPE
−・R ，N

＋

会合体 の 抽 出が 得 られ たが，　 FIA 法 で は ベ ー

ス ラ イ ン に乱 れ が 見 られ た．こ れ は pH 　12．8 で は 有機相中

の TBPE ・H が ほ ぼ す べ て TBPE
一
に な り，メ ン ブ ラ ン フ ィ

ル タ
ー

へ の 吸着 が起 こ りや す くな る た め と思 わ れ る．

　抽 出 コ イ ル は 2m ，試 料 注 人 量 は 140 μ1で 行 っ た ．有

機相 の 流 量 を O．8ml 　min

− 1
と
一

定 に して ，水相 の 流 量

（キ ャ リヤ
ー，緩衝液 ≡1 ：1）を 1〜2．3m 】min

−1
ま で 変

化 させ て ピー
ク の 検 出 に 及 ぼ す 影響 を検 討 した．有 機 相 の

回収率 は ニ ードル バ ル ブ に よ り調 節 し， 97％ が 得 られ た．

水相 の 流量 が 大 きい ほ ど高 い ピーク が 得 ら れ ，2，3ml

min

− 1
の と きは 1．6　ml 　min

−1
の と きの ピー

ク高 さ に比 べ

30 ％ 高 くな っ た ．し か し，全体 の 流 量が 大 き く な る と 相

分離器 に かかる 液圧 が 高くな り，メ ン ブ ラ ン フ ィ ル ターを

水が 透過 しや す くな る．そ こ で ，有機相 0．8　rn1　rnin
−1
，水

相 1．6　ml 　min

−1
の 流量 （有機相 ： 水相 ＝・　1 ： 2）で 行 っ た．

　ベ ル ベ リ ン の 検量線 の 範囲 は 1 〜5xIO
−6

　rnol 　dm 　
”g
，

相対標準偏差 0．9％ ，サ ン プ ル 処mPtw　45　h
−1

で あ っ た．ベ

ン ゼ トニ ウ ム で は 2〜IO × 10
−f’

　mol 　dm
−s

， 相対標準偏差

1．2％，サ ン プ ル 処理数 30h
−L

で あ っ た．

　 こ の シ ス テ ム で は メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ
ーを挟 む タ イ プ の

相 分 離 器 IFig．1（a ）｝ を使 用 した が ，連 続 測 定 して 長 時

間 用 い る と メ ン ブ ラ ン フ ィ ル ターに色 素 が 吸着 して 目詰 ま

りし，液圧 に よる 影響 で べ 一ス ラ イ ン に乱れ が 生 じる た め，

適宜 フ ィ ル タ ーを交換す る 必 要が あ る ．また，ニ ードル バ

ル ブで の 回収率 の 調節は テ ク ニ ッ ク を要す る．そ こ で Fig，

2（b） の ダ ブ ル メ ン ブ ラ ン 相分離器 を用 い ，相分離器 の 出
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Table　2　Analysis　of 　quaterna【y　ammoniun 　salts （R4N
’

＞in　pharmaceutical　samples 　by　the　solventtxtraction ／FIA

Sample R4N
＋

Labeled Found
”1

l　E
ア
e−drops

2　Eye−drop9．
3　 Tablet

4　 Tablet

5　 Table 【

6　Diluted　powdcr
7　Eye −drops
81njection 　ampoule

Benzethonium

Benzethonium
Berberine

Berberine

Berberine

Neostigmine

NeOStigmine

Neostigmine

0．005％
0・lmg100mg37

・5mg200mg

　 　
−15mg

　90
．005 ％

　 　 　 　 −1
0・5mgm1

D，0048 ％

0．101mg104mg36

．8mg207mg4

，94mg 　9
−1

0．00506％
　 　 　 　 　 −1
0・492mgml

a ＞Mean 　values 　of 　three 　determinations

0．5

0．4

30

20

Φ

9
仁

6
』

」

O
の

』
く

0．1

0500550
600

同avelength ，　nm650700

Fig．8　Absorption　spectra 　of 　TBPE ・associate 　at 　differ−
」
ent 　temperatures

A1，A2 ： 1 × 10
−6mol

　dm
’3

　berberine，　Bl，B ？ ： 2 × 10
−5

mol 　dm
”

／3
　butylamine；3．2 × 10

−4
　mol 　dm

−
3TBPE ・H ；

pH 　8；Reference： water

口 に 背圧 コ イ ル （内径 0．25mm ） を接続す る こ と に よ り，

簡便 に 相分離 が 可能 に なり連続 5 時間 の 測定が で きた ．

ネ オス チ グ ミン の 定量
ss）

に応 用 し た とこ ろ ，定量範囲 1〜

5xlO
−7mol

　dm
−s

，相対標準偏 差 0．5％，サ ン プ ル 処理数

48・h
−1

で ，高感度で 再現性 よ く定量す る こ とがで きた．

　Table　2 に 医薬 品 中の ベ ル ベ リ ン，ベ ンゼ トニ ウ ム ，ネ

オ ス チ グ ミ ン の 分析結 果 を示 す ．

　4・3TBPE ・H ・R3N 会合体 の サーモ ク ロ ミズ ム を利用 し

た R ，N
＋
の 選択的定量

　RgN は TBPE と モ ル 吸光係数 （ε）3 〜4 万 の 赤色会合

体 （TBPE ・H ・RsN ） を，　 R4N
＋

は ε ≒ 10 万 の 青色会合体

（TBPE
−・R4N

’

） を形 成 し，両 者共有機溶媒 に 抽出 され る

が，酒 井 らは数 十 度 の 温 度 変 化 で ア ミ ン との 赤 色 会 合 体の

み が サ
ー

モ ク ロ ミ ズ ム を示 す こ と を見 い だ した
S4）．サーモ

ク ロ ミ ズ ム は式 （5 ）で 示す可逆反応 で ，昇温す る と反応

sample 　outlet

therm

Sample 　inie 仁

heater

Fig．9　Configuration 　of 　temperature −controlled 　mic −
ro 　flOW　cell

は 右方向 に 進行 し，TBPE ・H と RsN に 解 離 し，有 機 相 の

赤色 は 消失 し黄色 と な る．

TBPE ・H ・RsN 。vg　＝ TBPE ・H 。rg＋ R3N。，g

　　 （赤色 ）　　　　 （黄色）　　 （無色）

（5 ）

　
一

方，第四 級 ア ン モ ニ ウ ム 塩 との 青色会合体 （TBPE
−・

R4N
＋

） は サーモ ク ロ ミ ズ ム を示 さ ず，温度 が 上 昇 し て も

吸 光 度 は溶媒膨 張 に伴う減少の み で 定量的な変化 は観察さ

れ なか っ た．Fig．8 に ベ ル ベ リ ン 会合体 とブ チ ル ア ミ ン 会

合 体 の 吸 収 ス ペ ク トル を 示 す．ベ ル ベ リ ン 会 合 体 は 60℃

で もほ とん ど吸 光度の 変化 は見 られ ない が ， ブチ ル ア ミン

会合体 は 45℃ で 試薬空試験液 の ス ペ ク トル とほ ぼ
一
致 す

る．した が っ て ，両 者が 共 存 して も抽 出有 機 相 を昇 温 して

吸光度を測定すれ ば，R3N 会合体 の 赤色 は消 失 し ，
　 R ，N

＋

会合体 の 吸光度の み を測定す る こ とが で きる
3鰤 〕．フ ロ ー

シ ス テ ム の 中で 抽出有機相を昇温 し吸 光度 を測 定す る こ と

が で きれ ば，R ，N
＋
の 選択的な迅速定量が 可 能とな る．そ

こ で ，一
定温度で 吸光度測定が 可能な温度制御付 きフ ロ

ー

セ ル を 自作 した．光路長 10mm ，容量 8 μ1の セ ル をア ル

ミニ ウ ム ブ ロ ッ クで 包 み，そ の 中を恒温循環装 置か ら温水

を送 る タ イ プ
16 ）t ヒーターとサーミス ターで 温 度 調 節す る

タ イ プ
20）との 2 つ の セ ル を作製 した．Fig．9 に後者 の サ ー

ミス タ
ー

で 温度制御す る セ ル を示す．ヒータ ーとサ ーミ ス

ターは 室 温
〜80℃ の 範囲で 温度調節可能な コ ン パ ク トな

温度制御装置 に接続 さ れ て い る．有 機 相 は セ ル を通 過 す る

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

240 BU ．NSEKI 　 KAGAKU Vol．　53　　（2004）

間 に効 果 的 に 昇温 され，目的の 温度 で 吸光度を測定する こ

と が 可 能 で あ る，

　 フ ロ ーシ ス テ ム は 二 流 路 系 を用 い ，緩衝液 と TBPE ・H

を含む 1，2−DCE とをそ れ ぞ れ 0．8　ml 　min
− 1

の 流 量 で 送 液

し，試料 は 六 方 切 り替 え バ ル ブ に よ り 140 μ1注 入 し た．

相分離器 は Fig．1 （a ） に 示す メ ン ブ ラ ン フ ィ ル ター
相分離

a

．1
⊃

°⊃

く

5
．

O

b

C

d

25
° C

e

一

10min

f

a

C

45°C

Fig．10　Flow　signals 　of 　ioIl　associates 　with 　TBPE ・Hat
25℃ and 　45℃

a，a7 ： 5x10
−7mol

　dm
−3

　cc ［ylpyrldinium（CPC ｝；b，b
’
；

1 × 10
−5mol

　dm
”sGPC

；ら c
’
： 1，5　x　10

−emoldm −
／1

CPC ； d，d
’
： 3xIO

−t’
　mol 　dm

−
／s
　procaine　with 正xlO

−6

m ・1dm
−s

　CPC ；・，・
’

・ 2xlO
−6m

・ l　dm
−s

　・ hl・ ・ph ・ ni −
ramine 　with 　1 × 10

−6mol
　dm

−H
　GPC ；flf； 5 × 10

−fi

mol 　dm
一
  hlorpheniramine　with 　l × 10

−6
　mol 　dm

−s

CPC ；TBPE ・H ・ 1 ・ 10
−61n

・ l　dm
−

／；

；pH ・ エ2．5，　W ・ ・ e −
length： 610nm

器を使用 した．

　Fig．　lo に 25℃ と 45℃ で 測 定 した フ ロ ー
シ グナ ル を示

す．a ，　 b，　 c は 25℃，　 a
’
，
　 b’，　 c

”
は 45℃ で 測定 した セ チ

ル ピ リジ ニ ウ ム （GPC ）の 検量線の ピーク シグ ナ ル で あ る ．

d，e，　 fは 1 × 10
−fi

　mol 　drn
−s

　CPG に プ ロ カ イ ン な どの ア

ミ ン が 共存 した と きの ピー
クで，25℃ で は CPC の ピーク

（b） に 比 べ 約 20〜40 ％ 高 い 正の 妨害を与え るが ，45℃

で 測 定 す る こ と に よ りGPC の ピー
ク 高 さ （b

’
〉 と 同 じ に

な り （ピ
ーク d「，e

’
，の ，共存す る ア ミ ン類 の 影響を受 け

る こ と な く GPC を 定量 す る こ とが で きた
20｝．また，生体

内 の 神 経 伝 達 物 質 で あ る コ リ ン ，ア セ チ ル コ リ ン の 定量 に

も応用 した
3f’｝．　 Table　3 に セ チ ル ピ リ ジニ ウ ム ，ア セ チ ル

コ リ ン，コ リ ン の 25℃ と 45℃ に お け る共存物質 の 影響

を示 した，45℃ に昇 温 して 測 定 す る と，共存物質 の 影響

を抑制す る こ と が で き選 択 性 が 大 き く向上 した．

　4 ・4 蛍光検出 に よ る ベ ル ベ リ ンの 定 量

　オ ウ レ ン や オ ウ バ ク は 山 間 部 で 商品 目的 で 栽培 され て お

り，その 生 薬の 主成分で ある ベ ル ベ リ ン は，整腸 作用 や 殺

菌作用 を持ち，胃腸薬や 目薬な ど に 配 合 され て広 く使 わ れ

て い る ，ベ ル ベ リ ン は 水溶液中で 弱 い 蛍光を示 す が ， 有機

溶媒中で は その 蛍光が 大きく増大す る
／ll
．　 Table　4 に示す

よ うに，水溶液中で は lXlO
−4moldm −s

で 相対 蛍 光 強 度

29 で あ る が ，有機溶媒中で は 5 × IO
“s

　mol 　dm
−s

で 200

と約 105倍 の 蛍光強度 を示す．ベ ン ゼ トニ ウ ム，ベ ン ザ ル

コ ニ ウ ム な どの R ，N
＋

の 蛍光強度 は 非常 に 弱 く，10
−4．　mol

dm
−s

オーダー
で もほ と ん ど蛍 光 を示 さな い ．キ ニ

ー
ネは

水溶 液 中 で 強 い 蛍光 を 示すが，有機溶媒中に おける 蛍光 は

弱 い ．胃腸 薬 に複合 さ れ る ア ク リ ノ
ー

ル や ベ ル ベ リ ン の 異

Table　 3Effect　of 　diverse　amines 　in　the　determin飢 ion　of 　cetylpyridinium ，　acetylcholine 　and 　choline 　at 　different　tem −

peratures

Recovery，％

Go 夏npound Mole 　ratio GetyLpyridiniu【ガ
｝

Achb
〕

Ch
［）

25℃ 45℃ 25℃ 45℃ 25℃ 45℃

ProcaineDiphenhydranline

Chlorpheniramine

Methylephedrine

Ephedrine

Lidocainc

Trimcthy 璽amine

Triethylam 最ne

　

　

　

　

l

10100510500002　

00

　

3
　

　

　

　

3
　

1812

．108loe142100

12160021

　
1

98

98

1008

ワq90
　

1

114

111Il3110

122llO

102101101lo2

100100

123122110118120

98

102103102100103

a ）1x10
−Gmol

　dm
−”

Cetyrpyridinium，5xIO
−6mol

　dm
−s

　TBPE ・H ，　pH　l2．5 ；b）5 × 10
−

』

mol 　dm
−s

　Acetylcholine，1 × 1 
一t’

　rnol 　dm
−3

TBPE ・H ，pH 　l1 ；c ）lxlO
−5mol

　dm
−3Choline

，1 × 10
幽5mol

　dm
−sTBPE ・H ，　pH　ll
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Table　4　Excitation　and 　emission 　wavelengths 　and 　relative 　fluorescence　intensities（RFIs ）

（：ompound
Cencentrationf
　 　 　 　

−3
　 mol 　dm

Aqueous DCE

賑 ／nm 濫II、／nm RFI k．／nm んm ／nm RFI

Benzalkonium

Benzethonium

Zephiramine

QuinineAcrinolCoptisinePalmatine

Berberine

　 　
一41

× 1 
　 　

一41x10
　 　

−41
× 10

　 　
−61

× 10
　 　

−61x101
× 10

−4

　　 −11x10

　 　
一

斗1 × 10

255．0276
．8250
．OS29
．6S61
．6377
．6366
．4355
．2

561．059
　8．4556
．8S7

〔｝．0504
．0536
．0512
．0516
．8

16278

　 86405621041229

255，0276
．8250
．0329
．6368
．0364
，8358
．0355
，2

561， 
598．4556

，8370
，04832537

，0521
．6516
．8

19294

　 34849

”ll30
”）

88a）

200
”）

a ）5 × 10
−s

　mol 　dm
−s

　 　 s　 　 　　 　 　 　 　　 　 　 　　 　 s

・2z±〉
．，，L−．

燼》 艦野

己 b C d−1

　 　 S

盤）＋

d−2

Linearity　　　　　　　　　　　bad
Reproducivility　　　　　　　bad
Sensitivity　　　　　　　　　 good
Sample 　throughput （h

−1
＞　 34

badbadbad26 badbadgood30
S：in　water 　 S ；added 　BS ＋CIO4

excellent 　　　　 exCellent

eXCellent 　　　　 eXCellent

good　　　　　　　　　excellent
　 40 　 　 　 　 　 　 　 42

Fig．　l　l　Comparison 　of 　fiow　system 　and 　peak　shapes

BS ： Buffer　solution （pH 　5，5）；S ： Sample 　solution （120 　pl）；DCE ： 1，2−dichloroethane

性体 で ある コ プ チ ジ ン，パ ル マ チ ン は ベ ル ベ リ ン の 65％

以 下 の 蛍光 強 度で あ っ た．したが っ て，有 機 溶 媒 中 で の 蛍

光強度 を測定す る こ とに よ り他の 共存す る R4N
＋
の 妨害 を

受 ける こ と な くベ ル ベ リ ン を選択的 に 定量す る こ とが で

き，FIA 法に 導入 して 迅 速 な定量 を試 み た
22）！s）．

　ベ ル ベ リ ン の 抽 出の 条 件 を種 々 検討 した，ベ ル ベ リ ン の

対 イオ ン と して ， 過塩 素酸 イ オ ン と塩 化物 イ オ ン を検討 し

た とこ ろ，抽出率 は そ れ ぞ れ 97 ± 1％ ，91 ± 3％ で ，過

塩素酸 イ オ ン に よ り
一

定 し た 抽 出 率 が 得 ら れ た ．pH は

2〜12 まで の 範囲で
一

定 の 抽出が 得 られ た の で pH 　5，5 で

行 っ た．

　ベ ル ベ リ ン 定量 の フ ロ ー
シ ス テ ム を検討 し た．二 流路系

と 三 流 路 系 を検 討 し， そ の 結 果 を Fig．11 に 示す．相馬光

学製 S−3350蛍光検出器 に光路長 10mm ， 容量 15 μ1の フ

ロ ーセ ル を装 着 した．対 イ オ ン で ある 過塩素酸イオ ン を含

ま な い シ ス テ ム （a） で は 抽 出率が 一
定せ ず ピー

ク 高の 直

線 性，再 現性 と も悪 く，また過塩 素酸 イ オ ン を添加す る 三

流 路 シ ス テ ム （b）（c ） で は，ピーク幅 が 広 くベ ー
ス ラ イ

ン へ の 戻 りが 遅 くな る傾 向を示 した．こ れ は試 料 の 拡 散 が

大 きくなる た め と思 わ れ る ．そ こ で 対 イオ ン で あ る 過塩 素

酸イオ ン を緩衝溶液中に入 れ た二 流路 シ ス テ ム を検討 した

と こ ろ ，ピー
ク 幅が 狭く直線性 ・再 現性 に 優 れ た ピー

ク が

得 られ た．更 に 試 料溶液中に 過塩 素酸イ オ ン を加える （d−

2） と高 い ピ ーク が 迅 速 に得 られ る こ とが 分 か っ た．そ こ

で，（d−2）の 二 流 路 シ ス テ ム を用 い ，1 × 10
−Smol

　dm
−3

過塩素酸 イオ ン を含む 緩 衝 液 （pH 　5，5） に 同 濃 度 の 過 塩 素

酸 イ オ ン を含 む試料溶液を 120 国 注 入 し 1，2−DCE に ベ ル

ベ リ ン 会 合 体 を抽 出 し，そ の 蛍 光 を励 起 波長 355nm ，蛍
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Table　5　 Determination　of 　berberine　in　crude 　sam −

　　　　 ples　and 　commercial 　preparations

2吋

Sample Certified　value 　　 Berberine　tbund
”，

Phellodendron 　bark　l　　　　　
−
　　　　　　　4．460 ± 0．03％

Phellodendrc川 bark　2　　　　3．9％　　　　　　　3，91 ± 0．03％
Eye　lotion　　　　　　　　　　　O，001％ 　　　　0．00100 ± 0．eOO  04％

Antidiarrheal　drug　l　　 5．40　mg 　　　　5，43 ± 0．08　mg
Anddiarrheal　drug　2　　 200　mg 　　　 l98．6 ± 2，41ng

H20

RS

OS

W3

a ）Mean 　valucs ± s．d．　ofthree 　determinations

2P

光 波 長 517nm で 測定 し た．流量 は水相 1．24　ml 　 min

− 1
，

有機相 0．68ml 　min
− 1

，相分離器 は Fig．2（a） に 示す ダ ブ

ル メ ン ブ ラ ン 相分離器 を用い た．

　
ベ ル ベ リ ン の 定暈範囲 は 4 × IO

” コ〜1XlO
−
fmol　dm

−s

で S／N ＝3 の 定量 下 限 は 8XlO
−1°

moldm
−
／；

，相対標準偏

差 0．5％，サ ン プ ル 処理 数 は 42　h
−1

と高感度か つ 迅速に 定

量 す る こ とが で きた．

　本法は 共存物質の 影響 を受け に くい 選 択 性 の 高 い 定量 法

で
， キ ニ ーネ ，

ジ ブ カ イ ン な どの RsN ，ベ ン ゼ トニ ウ ム ，

ゼ フ ィ ラ ミ ン，セ チ ル ピ リジ ニ ウム な どの R4N
＋

， ラ ウ リ

ル ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸などの 陰イ オ ン 界 面 活性剤 の 許 容 限

界濃度 は 20〜50 倍 モ ル で あ っ た．ま た ， ア ク リノ ール は

O．2倍モ ル ，パ ル マ チ ン とコ プ チ ジ ン は 0．1倍 モ ル ま で の

共存 はベ ル ベ リ ン の 定量 に 影響を与えなか っ た．Table　 5

に 生 薬，医薬品中の ベ ル ベ リ ン を 定量 した 結 果 を示 す．

5　環境汚染物質の 定量

　5・1　陰イ オ ン 界面活性剤の 定量

　 陰 イ オ ン 界面活性剤 は 産業界 で は い ろ い ろ な工 程 で 洗浄

剤 と して 大量 に使用 され，排水 と して 環境水中に 放出され

て い る．また各家 庭 で もそ の 使用 頻 度 は 高く，生 活雑排水

と して 河川 や 下水 に 流 され て い る．河川で の 界面活性剤 の

増 加 は活性汚 泥 へ 影響 を及 ぼ し，下 水処 理 場 の 負 担増 に な

る こ とが指 摘 さ れ，陰 イ オ ン 界 面 活 性 剤 の 量 を モ ニ タ リ ン

グ す る 必 要 が あ る。公 定法
ss ）

で は メ チ レ ン ブ ル ー
（MB ）

との イオ ン 会合体を溶媒抽出す る 方法 が 採用 され て い る

が ，操作が 煩雑 で 再現 性 も劣 り，ク ロ ロ ホ ル ム を多量 に使

用 す る 欠点が あ る．Kawas ♂
9｝，　 Moto   izuB〕

2t’｝
は，　 MB や 1一

メ チ ルー4−（4 ジエ チ ル ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ゾ）ピ リ ジニ ウ ム に

よ る 溶媒抽 出 ／FIA 法 を報告 した が ，ク ロ ロ ホ ル ム や o・ジ

ク ロ ロ ベ ン ゼ ン な どの ハ ロ ゲ ン 系 の 溶 媒 を用 い た．そ こ で ，

毒性 が 低 く揮 発 し に くい 溶 媒 を使 い
， ま た コ ネ ク ター

部

分を改良 した ダ ブ ル メ ン ブ ラ ン 相分 離 器 IFig．2 （b）｝を

用 い ，背圧 コ イ ル を接続す る こ と に よ り簡便 に 有機相 を 回

収す る こ とが で きる シ ス テ ム
2d）

を検討 した．

　 キ ャ リヤー
， 試 薬 溶 液 ， 有 機 溶 媒 を別 々 に流 す三 流 路 フ

ロ
ー

シ ス テ ム （Fig．12） を用 い た，試薬溶液 は マ ラ カ イ

ト グ リ
ー

ン 溶液 （pH　5） を，有機溶媒 は 1 ： 1 （トル エ

Fig．12　Flow 　system 　for　the　determiI1飢 ion　of 　anionic

surfac 田 nt

RS ： 1 × 10
−5mol

　dm
−3Malachite

　Green （pH 　5，5）；OS ；

Organic　solvent （toluene ＋ MIBK ＝1 ＋ 1）；P1： double

plung・・ pump （H ・w ・at ・，0．97　ml 　min
− 1

）；P 、・ singl ・

plunger　pump （flow　rate ，0．78　ml 　min
−1

）；TB ： Ther −
mostat 　bath（20℃ ）；BPC ： Back 　pressure　coil （0．25　mm
Ld．）； D ： Detector（626　nm ），　WI　 and 　W2 ； aqueous

waste ，　Ws ： organic 　waste

ン ＋ メ チ ル イ ソ ブ チ ル ケ トン ）混合溶媒を用 い ，キ ャ リヤ

ー
及 び 試薬溶液 は それ ぞれ 0，97ml 　min

−1
，有機溶媒 は

0．78　ml 　min
− 1

で 送 液 した．相分離 に は ダ ブ ル メ ン ブ ラ ン

相分離器 iFig．2（b）1 を使用した．　 Fig．2（a） の 相分離器

を 改 良する こ とに よ りコ イル 接続 が簡便 に なり，洗浄や背

圧 コ イル の 交換 が 容易 に で きる 利点が ある ．相分離器 に 背

圧 コ イ ル （内 径 O．25　mm ） を接続 した が，背圧 コ イ ル の

長 さ が 有機 相 の 回 収 率 に 影 響 を 及 ぼ す た め，そ れ ぞ れ 3

か所 の 背圧 コ イ ル の 長 さを検 討 した．背圧 コ イ．ル （BPCI）

の 長 さ を O ．2〜1m で 検討 した と こ ろ，　 lm で 廃液 （Ws）

に 回 収 され る 有機相 が 最 も高 くな っ た．BPC2 は 1〜4m

まで 回収率が徐 々 に 高 くなり，4〜7m で
一

定 の 回 収率が

得 ら れ た ．BPCs は 0 ．25〜O−5　m ま で は
一

定 で
， そ の 後

1．25　m まで 徐 々 に 回収率が 低下 した．以上 の 結 果 ， BPCI ，

BPC2 ，　 BPCB の 長さは，それぞれ 1，6，0．5　m とした．

　 陰 イ オ ン 界面活性剤 と し て ド デ シ ル 硫酸 ナ ト リ ウ ム

（SDS ） を標準試料 と して 用 い ，検量線を作成 した とこ ろ，

0．1　− O．4　ppm （3，5 × 10
−
7〜1，4 × 10

−
6
　mol 　dm

−s
） で 良好

な直 線 関 係 が 得 られ，Motomlzu ら
25）

と同 程 度 の 濃度範囲

（0 〜2 × 10
−5

　mol 　dm
”s
）の 陰 イ オ ン 界 面 活性剤 を定 量 で

きる．0．4ppm （1．4 × 10
−6

　mol 　dm
−s
）SDS の 7 回注 入 に

よ り求 め た 相対標準偏差は 1，1％ ，検 出 限界 濃 度 （S／N ＝

3＞ は 18ppb （6，2　x 　10
−8

　mol 　dm
−B
），サ ン プ ル 処 理 数 は

20 ゼ
1
で あ っ た．河川水 を ガ ラ ス フ ィ ル タ

ー
で 炉過 し た

後 本 シ ス テ ム で 定 量 し た と こ ろ，1．88，0．30ppm の 定量

値が 得 られ，MB を用 い る公 定 法
s8 ）

で 定 量 した 結 果，2．0，

0，30ppm とよ く
一

致 した．本 法 は 非 塩 素系有機 溶 媒 を用

い ，長時間の 連続測定が 可能な新規の ダ ブ ル メ ン ブ ラ ン 相

分 離 器 と フ ェ ラ ル 機 能 を有す る ラ イ ン コ ネ ク タ
ーを用 い 実

用性 を考 慮 した手 法 と考 え る．
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　5・2　環境水 中の溶 存 酸 素 の定量

　溶 存 酸 素 （DO ＞ は，環 境 水 中 の 有 機 物 ・微 生 物 の 増 加

に 伴 い 消 費 され て 減少 す る た め
， 河 川 ， 湖 沼 ， 海 な ど の 汚

染度の 指標として モ ニ タ リ ン グ さ れ て い る．国内の 工 場排

水中 の DO 測 定法
耡

で は ウ イ ン ク ラ
ー一

ア ジ 化ナ ト リ ウ ム

変法が 採用 さ れ て い る が ，こ の 方法 は 測定者 の 技術 の 熟練

を要し，また分析操作 に 時間が か か る．自動分析法 と して

オ
ー

トア ナ ラ イザ ー
方式

川
や FIA 法

’1’2）一“ ）
が 報告 さ れ て い

る が ，前者 は 1試 料 5〜10分 と迅 速 で は な く，後 者 は 高

感度 で あ るが 精度
・
再現性 の 点 で 不十分で ある．そ こ で ，

1．！ に よる 2一チ オ ナ フ トール の 消光 反 応 を利用 す る DO の 測

定 シ ス テ ム を提 案 した
4fi〕．

　 ウ イ ン ク ラ
ー
法 に従 っ て 試 料水 を前処 理 す る と ， 試 料水

中 に含 まれ る溶存酸素 は対応す る 量の Mn （II＞を酸化 して

MnO （OH ）2 を 生 成 し，更 に 式 （6 ） で 示 す よ う に ，

MnO （OH ）！ は ヨ ウ化物 イ オ ン （1
−
〉を酸化 して Ieを遊離

す る．したが っ て，溶存酸素量 に 相当す る量 の 1？ 量 が 遊

離 さ れ る ．12 は 2一チ オ ナ フ トール を酸化 して ジー2一ナ フ チ ル

ジ ス ル フ ィ ドを生成す る 1式 （7）1．

Table　6　Determination　of 　dissolved　oxygen （DO ）in
　 　 　 　 enVirOnmental 　WaterS

Solvent−extractionfFI 　method 　 BatchWise　method

SalnpleDO
　ibund

”l
　　RSD ，

（mgO 〆dms）　 ％

DO 　tbund
“｝ RSD ，

（mgO ／dm3 ＞　％

River　 1

　 　 　 2

　 　 　 8

　 　 　 4

　 　 　 5Pond

　 l

　 　 　 2Sea

　 　 1

　 　 　 2

　 　 　 3

　 　 　 4

　 　 　 5

8．808
．239
．5110
，389
．326
．879
．148
，378
．Ol5
、865
．215
．35

283824424049111020200100 9．Ol8
．409
．5410
．579
、426
．569
．248
，588
．035
、885
．235
．28

798899889998222222222222

　 　 　 　 　 　 　 　　　 　 　　 　 　

MnO （OH ）2 ＋ 21 ＋ 4H

　　　　　　　　　　 ＝ ± Mn2
＋
十 1！

十 3H20 　　（6 ＞

・○つ
！
章鵬 ○つ

！S”S

℃0 ・ ・HI
，，）

2・thionaphthol　　 di−2−naphthy1 −disulfide

　 こ こ で ， 2一チ オ ナ フ トール は強 い 蛍 光 を発 す るが ，
ジー2一

ナ フ チ ル ジス ル フ ィ ドは蛍光 を発 しな い た め ， 蛍 光強 度の

減少を測定す る こ とに よ り遊離 ヨ ウ素 の 濃度が 測定 さ れ，

水試料 中 の 溶存酸素量 を求 め る こ と が で き る．

　二 流路 シ ス テ ム で行 っ た．キ ャ リヤーとして水 を，有機

相 と して 2．× 10
−5mol

　dm
−s

　2一チ オ ナ フ ト
ー

ル を含む有機

溶媒 （1，2−DGE ） を 用い ，両相 と も 0．3　ml 　min

− 1
の 流量 で

送液 した．河川水な どの 試料水 をウ イン ク ラ
ー

法 に 従 っ て

前処理 し，そ の 上 澄み 液 （200 μ1）を シ ス テ ム に 注入 した．

抽 出 コ イ ル の 長 さ は 250cm と し，相 分 離器 を用 い 得 られ

た 有機相 の 蛍光 を励 起 波長 288　nm ，蛍光波長 355　nm で

測 定 した．

　Na
＋
，　 Ca

？ ＋

，　 Cu （II），　 Fe（III），　 Co （II），　 NOs
−
，　 GI

一
は

150 倍 量 ， 、K
＋

，
　 Mg

’＋
，
　 NH4

＋
，
　 Fe（II） は 100 倍 量 ，

　 SO42
一

は 50 倍量共存 して も全 く影響を与えなか っ た．Fe（III）は

100 〜200倍量 共存す る と影響 を 与えた が ，5ml 　dm
−s

　KF

を添 加 す る こ とに よ り妨 害 を抑 制 す る こ とが で き た．

　 ヨ ウ素濃 度 と し て 0．2 〜1．2 × 10
−
Smol

　dm
−
s
の 範囲 で

良 い 直線性が 得 られ た．検出限 界 は 4．9 × 10
−’

11で ，DO

と し て は 0．008 　mg 　O ／dm3 と な り非 常 に 高感度 に DO を定

a）Mean 　values 　ofthree 　deternlinations

量す る こ とが で きる．サ ン プ ル 処理数 は 18h
−1

で あ っ た．

　公定法
4°〕とバ ッ チ マ ニ ュ ア ル 法 と本 FIA 法の 3 法の 比 較

を行 っ た と こ ろ ，相対標準偏差 （RSD ） は 2％，2．7％ ，

1．2％ で ，FIA 法 の RSD が最 も小 さく，また 9 法問の t検

定 を行 っ た と こ ろ 良好な結果が 得 られ ，FIA 法の 信頼性は

高 い と思わ れる ．環境水中の 溶存酸素 を定量 した結果を

Table 　 6 に 示す．本 FIA 法 は 高感度 で ある た め 試料水 を

60 倍希釈 し て 注 入 した．バ ッ チ マ ニ ュ ア ル 法 と F［A 法で

求 め た 定量 値 は よ く
一
致 し，FIA 法で 求め た 定量値の RSD

は約 1％，バ ッ チ マ ニ ュ ア ル 法の RSD は 約 2，8％ で あ っ た．

FIA 法 は密 閉 さ れ た細 管内で の 反 応 で あ るた め，室 内環境

の 汚染 へ の 影響 は小 さ く，大 気中の 酸素 の 影響 を受ける こ

とな く半自動分 析 が可 能 とな っ た．

6 結 語

　 医 薬品 や環 境汚 染物質 を高感度か つ 選択 的 に定量 で きる

溶媒抽出／FIA シ ス テ ム の 開 発を行 っ た．抽出／FIA に お い

て は 水相 と 有機相 と を分 離す る相 分 離 器 の 機能が 有機相 の

回収率を大きく左右す る こ とか ら，種 々 の 相分離器 を自作

した．また，測定時の 温度設定が可能なマ イク ロ フ ロ
ー

セ

ル を 開発 し，高温時 に 吸光度 を測定す る こ と に よ っ て 選択

性 を高め た．こ こ で 提唱 した方法 は，医薬品分析，環境分

析 に有用 な手法 と考 え る．

　 本 研 究 の
一

部 は 文 部 科学 省 フ ロ ン テ ィ ア 推 進 事業 「21 世 紀 を

支 え る た めの 材料 の 開発
一
環境 エ ネ ル ギ

ー，情報 に資す る材 料

開発 の ため の 基 礎 研 究 」 に よ っ た．こ こ に記 して 感 謝 す る．
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要 旨

　 二 塩 基 酸 色 素 とキ ニ
ーネ 又 は キ ニ ジ ン との 共抽出，テ ト ラ ブ ロ モ フ ェ ノール フ タ レ イ ン エ チ ル エ ス テ ル や

マ ラ カ イ トグ リーン との 会 合体 抽 出 を利 用 して ，第四 級 ア ン モ ニ ウ ム 塩 や 界 面 活性剤 を 定 量 する た め の 溶媒

抽出／フ ロ ーイ ン ジ ェ ク シ ョ ン 分析 シス テ ム を検討 した．抽出試薬を含む有機溶媒 を用 い 強 塩基性 下 か つ 低

濃度試薬 で 抽出す る こ と に よ り第四級 ア ン モ ニ ウム 塩 に対する 選択性が向上 した．ア ミ ン類 か らの 妨害を抑

制す る 目的で温 度制御 が可 能な フ ロ ーセ ル を 開発 した．また 有機層を 高回収する た め の 相分離器を数種作製

し，そ の 機能 の 高揚を図 っ た．
2
そ れ らの 中 で優 れ た相分離機能を 有する相分離器を用 い て 医薬品，環境汚染

物質 の 分析 に応用 し，高感度 で選択的かつ 迅 速 な フ ロ ーシス テ ム の 構築 を行 っ た．
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