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　Aspectmphotometric 　measurcmcnt ／PLS 　regrcssion 　mcthod 　and 　an 　anion 　chromatographic

method 　fbr　the 　determinadon　of 　total　nitrogen 　in　seawater 　and 　brackish　watcr 　were 　investigated．
By　oxidative 　digestion　of 　seawa しer 　wi 〔h　potass．　ium　peroxodisulfate　in　alkaline 　borate　buffer，　nitro −

gen　is　ox 玉dized　to　nitrate 　i（）n 　alld　bromide　ion　to　bromate　in　seawater 　mcdium ．　 No 　remaining

bmmidc 　iく，n 　is　present　in　the 　digested　samples ，　while 　bromide　ion　docs　not 負111y　oxidized 　to　br（ト

matc 　in　water 　not 　colltailling　high　conccntration 　of 　salts．　 By　using 　glass　test　tube 　with 　scrcw 　cap

and 　aluminum 　block　hcatcr，　digestion　 can 　be　done　 simply 　and 　 easily ．　 After　digestion，　thc
absorpdon 　spec 〔ra 　were 　measured 　in　the 　range 　of 　220 〜260　nm ，　 Calibration　standards 　were

preparcd　by　dissolving　KNOI 　 and 　KBrOg ．　into　simulatcd 　scawatcr 　without 　digcstion．　 By 　spec −

tmphotometrk ：／PLS 　mcthod ，0．2〜5．O　mg −N／1　in　seawater 　and 　brackish　water 　could 　be　dctcr−
milled 　without 　the 　interferellce　from 　bromide ／bromate．　 By 【C　method ，0，01〜10mg −N ／l
could 　be　detcrInilled　with 　a　DEAE 　column （weak 　ani く）n　exchange 　resin ，10cm 　length　glass　col −

umn ）and 　O．2　M −NaCl　elucnt ．

Kayworcls； total　nitrogen 　in　seawater 　and 　brackish　water ；ultravioret 　absorption 　spectrum ；PLS

　　　　　 regrcssion ；anion 　chromatography ；peroxodisulfate　digestion　in　borate　buffer．

1　 は じ め に

　通 常 の 吸 光光 度 分析 法 は，定 量 対 象化 学種 あ るい はそ の

．
誘導体 の ，一

定波長 に お け る吸光度 を測定 して ，濃度 vs ．

吸光度の 回帰直線 （検量線）か ら未知濃度 を知 る方法で あ

る ．簡便 ・迅 速な 方法で あ り，実務上 多用 さ れ て い て ，多

くの 公定分析法 に 多種 の 実例を見 る こ と がで きる．しか

し，試料に 共存す る別の 化学種が測定波長 に おい て 吸光係

数 0 で な い 場合，そ れ は 妨害成分 と な り，そ の 存在 が 予

期 され て い るの で あれ ば，あらか じめ 分離 ・除去 して お く
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か ，吸光度測定値 に なん ら か の 補 正 を加えな け れ ば な ら な

い ．予 期 さ れ て い なけれ ば，間 違っ た 結果を報告する こ と

に も な る．例 え ば，各種 環境 水 中 の 全 窒 素 を定 量 す る 方 法

の 一つ と して ，ア ル カ リ性 で ペ ル オ キ ソ ニ 硫酸 カ リ ウム 分

解 し，220　nm にお け る紫外吸収 を測定す る 方法 は河川水

な どに 対 し て は 優れ た 方法で JIS　K ｛〕101 ，　 K 　elo2i
）

に も採

用され，広 く利用されて い る．ISO の 水質分析規格
m
で は

同じよ うな酸化分解 を行 っ た 後，硝酸イオ ン を亜 硝酸イオ

ン に 還元 し 吸光光度定量す る 方法 を規定 し，紫外部吸光法

は
“
利用 して もよ い

’
扱い に な っ て い る ．こ れ は ，検出感

度の 問題を別に して ，海水試料 の よ うに 紫外部 に 吸収 を有

す る 共存 イオ ン の 影響 を受けや す い た め と考 え られ る．海
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水中 に は約 O．8・ mM の 臭化物 イオ ン が 存在 し，酸化分解に

際 し て，そ の
・一・

部が 臭素酸 イ オ ン に な る．Br
一
と BrO ゴの

比 率 は 不定で あ り，共に 紫外部に 吸収 を有 して い て 、硝酸

イ オ ン の 吸光度 に正誤差をもた らす．そ の た め ，Br
一
を除

去 して妨害を避 け る方法 も報告
S〕
され て い る．

　近年，分 光 光 度 計 とコ ン ピ ュ
ー

タ の 発展 に よ り，極 め て

短時間内に あ る 波長域 の ス ペ ク トル を デ ジ タ ル 記録する こ

とが容易 に な り，続けて複雑なデ
ー

タ処理を行うこ とが容

易 に な っ た，ま た，多変 量 データの 回帰 分 析 法
4｝渦

と して，

従来 の 線形重回帰分析法 と異 な る，principa】component

regress 重on （PCR ）法や partial　least　squares （PLS ）法が 開

発 され ， 主 に食品 な ど の 近赤外 ス ペ ク トル データ処理 に 利

用 され て い る．妨害成分 の 定量 が 必 要 で な い 場合 ， 校正 用

標準 セ ッ ト中の 定 量 目的種の 濃度 さえ 既 知 で あ れ ば，PLS

回 帰分析 に より多波長デ
ー

タ を生か して，高精度で 正確な

校正と予 測が 可能 に なる と考えられ る．

　著 者 ら は，先 に ペ ル オ キ ソ ニ 硫 酸 カ リ ウ ム 分 解 を ISO

ll905−1 の 条件 （ホ ウ酸塩 緩衝液） で 行うと，種 々 の 窒 素

化合物 の 分解率 は JIs条件 （高 pH ） と ほ とん ど差が ない

こ と ， 水酸化マ グ ネ シ ウム 沈殿 を生成せ ず ガ ラス 容器の 侵

食が ほ と ん どな い こ と （pH 　9，7 → 6．7），分 解後に 酸 を加

え な くて も炭酸 イ オ ン種 の 吸 収 を無視 で き る こ と，更 に ダ

ウ ン サ イズ 化 して 加圧が まや オ
L−

tトク レ
ープ を使用す る こ

とな く操作 を簡易化 で きる こ と，な ど を報告 した
8，，

　本研究は，ア ル カ リ性ペ ル オ キ ソニ 硫 酸 カ リ ウム 分解後

紫外吸光光度法 に PLS 回帰分析法 を組み 合 わせ て （以 下，

紫外吸収 ／PLS 法 と略記），海水試料中の 全 窒 素 を 定量 す

る方法を確立す る こ とを主な目的 とした．こ の ため ，検量

用 標準試料液作成方法を含め た検量法 を検討 し，窒素濃度

既 知 の 模 擬 海水標 準試 料 を使 っ て 予 測 誤 差 を評 価 し，海 水
　 　 き

及 び汽水 の 実試料の 測定を行 っ て ，本法 の 有効性 と適用範

囲 を 明 らか に し た．同 時 に，臭化物 イ オ ン の 挙動を調べ ，

全 窒 素濃度の 参照値を得 る た め に ， 陰 イ オ ン交換分離
一
紫

外吸収検出 法 （以 下 ，IC 法と略記 ） を併 せ て 検討 し，こ

の 方法 の 有用性 も明 らか に した．

2　PLS 回帰分析

　成分 数 （n ）， 標 準 試料 数 （m ＞， 測 定波長 点数 （p）の

多変量 デ ータ X ・・＝［κ司 （吸収 ス ペ ク トル データ） と Y ≡

［）
’，li］ （i≡1〜m ，ブ

≡1〜π ，　 k＝1〜p）（定量 目的物質の 濃

度 データ 〉が 与 え られ た と き ， 吸 光度の 加成性 を仮定 した

ラ ン ベ ル ト・ベ ール の 法則に基 づ く関 係式，

［」，」］
置

［翻
’
區 ］

mXnmXPPXn

を満 た す校 正 行列 ［5副 を求 め る の が 通常 の 重 回 帰分析 に

お け る校正段階 で あ る，

　PLS 回帰分析 は γ と X の 関係を 直接求 め るの で は な く，

潜在変数 と呼ば れ る別 の 変数 を使っ て，

x ＝T ・pi ＋ E

と し，こ の T と V を 関連 づ ける．こ こ で，上 つ きの T は

転置行列を意味す る．

F ＝T ’9 ＋ F

　 こ の よ うな PLS 回 帰分析法に よ る 校正 と予 測 の 計算 は，

文献
v5 ）

を参考に して VBA プ ロ グ ラム を作成 し
P）

， 実行 し

た．

3　実 験

　 器 具 ； 日本分 光製可 視 ・紫外分光光度計 V−550，ね じふ

た 付 き試 験 管 18 × 180mm ，柴田科学製ブ ロ ッ ク ヒータ

ー B ］−1200，イ オ ン ク ロ マ トグ ラ フ シ ス テ ム （カ ラ ム ：

Tosoh 　DEAE −5PW ，10cm ガ ラス カ ラ ム，液体 ク ロ マ トグ

ラ フ 用 ポ ン プ ： 日立製 L−500 ，可 視 ・紫外吸光検 出器

Tosoh 　UV −8000＞，デ ジ タ ル ボ ル トメ
ーター一一　： ADVAN −

TEST ・R6441 （RS2S2C 出力付 き）．

　試薬 ： ペ ル オ キ ソ ニ 硫酸 カ リウ ム （和光純薬製窒素
・リ

ン 測 定用 ）， 水酸化 ナ トリ ウ ム （和光純薬製窒素測 定用），

その 他 ， 無 機塩類 ， 有機窒素化 合物 な どの 試薬は市販 の試

薬特級 をそ の ま ま用 い た．水は イ オ ン 交換水を Millipore

製 DirecレQ に よ り精製 して 用い た．

　模擬海水 ； NaCl　93．50　g　 KC ］2，65　g　MgCl22 〔1．21　g，

CaGl24 ．43　g，　 Na ？SOg　l5．67　g，　 KBr　O，388　g を水 に 溶 か し

て 2．OO　1溶液 と した．こ れ は，通常の 海水 の 約 2 倍の イオ

ン 濃度で ある ．別 に，臭化 カ リ ウ ム を加 えない 模擬海水 も

調製 し， 検量標準液調製 に 利用 した ．酸化分解溶液 （ISO

条件）： ペ ル オ キ ソ ニ 硫酸 カ リ ウ ム 25．Og ，ホ ウ酸 15．Og ．

水酸 化 ナ トリ ウム 7．5g を取 り，水 に溶 か し全 量 を 500　ml

と し た．イ オ ン ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

溶離液 ； 0．20M −NaCl

（流量 1．O　ml ／min ）．

　検 量標準液 の 調 製 ： 水 あ る い は 2 倍濃度 の 模擬海水

（Br
‘
を含まない ）50，00　ml を io  ml メ ス フ ラス コ に入れ，

O．．aOO 　mM
−KNO ／i 溶液 と 1．00　mM −KBrOs ，1．〔｝O　mM

−KBr

溶液をい ろ い ろ な割合，0 ： 0，1 ： 0
， 2 ： 4

，
3 ： 0

，
4 ： 8，

5 ；0，6 ；6，7 ： 0，8 ；2，9 ： 1，10 ：0 に加えて 混合 し，

全量 100 ．O　ml の 溶液 と した．

　定量操作 ： 試料 10，00ml を ホ
ー

ル ピペ ッ トを用 い て 試

験管 に 取 り，分解試薬溶液 2、00ml を加 え て 密栓 し，

130 ℃ に 設定 した ブ ロ ッ ク ヒ
ーター

に 入れ て 35 分間加熱

した．ブ ロ ッ ク ヒ ー
タ
ー

に 試 験 管 を 10本程 度挿入 す る と
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Fig．　 l　Absorption　spect ］
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Ccll　length　LOO 　cn1

い っ たん 温度が下が る の で ，初 め は 少 し高 くして お き，常

に 120℃ よ り少 し高め の 温度 に な る よ う調節 し た．加熱

を 開始 しぞしば ら くす る と液全体 が 白濁 し， 放置す る と白

沈 を生 じて な か な か 均
一

化 しな い ．そ の た め，10分 くら

い で 試験管をい っ た ん 取 り出し，全体 を振 り混ぜ て か ら加

熱を続けた．反応 の 進行 と と もに 液全体 は透明に な っ た．

な お，試験 管内の 液 面 はブ ロ ッ ク ヒーターの 金属 ブ ロ ッ ク

上 面 よ り少 し ドに位置 した．温 度 は試 験管に流 動パ ラ フ ィ

ン と温度計 を入れ て 監 視 した．加熱 に 際 して は密栓 を確実

に行 い
， 内部液 が 沸騰 し ない よ うに した．室 温 ま で 冷却

後 ，ICm 石 英 セ ル に 移 して，水 を対照 に 波長 200 〜300

11nl で 1．O　nm ご と に 101 点 の 吸 光 度 を記 録 し，計 算 に利

用 した．別 に，イオ ン ク ロ マ トグ ラ フ に 20 μ1注入 して，

210　nm に おける吸光度を記録 して ク ロ マ トグ ラ ム を 求め

た．ス ペ ク トル 測 定，IC測 定共 に試料 は IO ／12 倍 に 希釈

され て い るの で，検量 標準 か ら求め た 濃度を L2 倍 して 試

料濃度 と し た．

　 ク ロ マ トグ ラム の 取得，定量計算，PLS 回帰分析 など は

す べ て 自作 の BASIC プ ロ グ ラ ム （Micro　Soft，　 Visuai

Basic及 び Exccl　 VBA ） とパ ー
ソ ナ ル コ ン ピ ュ

ータ を用

い て 行 っ た．

4 結果と考察

　4・1 計算 シ ミ ュ レ ーシ ョ ン

　PLS 回 帰 分析 法 の 有 効 性 を確 認 し，検量 標 準 の 調 製法に

つ い て 指針 を得 る た め ， 硝酸 カ リウ ム
， 臭化 カ リウ ム ，臭

素 酸 カ リウ ム そ れ ぞ れ につ い て
一

定濃度水溶液 の 吸収 ス ペ

ク トル を測 定 し （Fig．1），そ れ らに い ろ い ろ な値 の 重 み

（濃度比 に 相当 ） を 乗 じて 加 え た 合成 ス ペ ク トル を多数作

成 して 計算 シ ミ ュ レーシ ョ ン を 行っ た．波長範囲 をい ろ い

ろ に変 え た ス ペ ク トル デ
ー

タ行 列 の 固 有値 か ら condition

nUInber （最大固有値 と最小 固有値の 比 〉を求 め パ ターン

の 相違度 を推定 し，後述 する 分光 光 度計の 性能 と を考え合

わ せ て ，計算 に 利用す る 波長範囲を 220 〜260nln と した

なお ，3 者の パ タ
ー

ン の 相 η1独 立 性 は低 く，3 成分の 重 回

帰 分 析 に よ る 同時 定量 は 困 難 で あ る こ とが 分 か っ た ．

　s 成分 の 濃度 は次 の よ うに し た．窒素濃度 ： Jls法
n
の 検

量線範囲は O 〜O．lmg −N ／50　ml （O　
一一

　2　mg −N ／1）で あ り，

こ れ は 0 〜O．143mM で あ る ，こ こ で は 少 し広 げて 0〜

3，0XlO
−4M

と した （4．2　mg −N ／1）．臭素全濃度 ： 試料 と

して 河 川水，汽水，海水 を想定 して，全 ［Br ］ は   ，4，

8 × 10
−「lM

の 3 段階に した．臭化物 イ オ ン と 臭素酸 イ ォ

ン の 割合 は，1 ：8，2 ： 6，4 ： 4 ，4 ： 5 ，6 ： 2，7 ； 2 とか

な り ラ ン ダム に変 え た．

　計算 シ ミ ュ レ
ーシ ョ ン の 結果 か ら，試料組成 と似 た検量

標準を用 い る と誤差 も小 さ くなる こ とが 分か っ た．分解後

の 試料液 に Br
一
と BrOs

一
の 両者が 含まれ て い る な ら （Jlsi

）

の 分解条件で は こうな る こ とが 分 か っ て い る 物 ，検量標

準 と し て は ，全 LBr
一
ユが

一
定 か 変 動 か に よ ら ず ，

［Br
−
1／［BrO ／i

−
］の 値 を変化 させ る の が有効 で あ る ．

“
比
”

を変化 させ た標準 セ ッ トを用意すれば，全 ［Br
一
ユは変 えて

も変 え な くて もか ま わ な い ．こ の こ と は，海水 で も汽水，

河川水 で も区別なく
一

組の 検量 標準セ ッ トが 適 用 で きる，

と い うこ と を 意味す る ．一
方，比 を 周定 した 検量 標準 で

は ， そ の 比 の 値 の 試料 につ い て の み 正 しい 値 を与える．比

が 固定 され て い る と，あ る ス ペ ク トル パ ターン の 成分が 1

種類 だ け 存在す る の と同 じ こ とに な っ て し ま うか らで あ

る ．検量標準 を調製す る 立 場か ら考える と，ア ル カ リ性 ペ

ル オ キ ソ ニ 硫酸
一
加熱 分 解 させ な い の で よ け れ ば ，こ の よ

うな 比 を変 え た検量 標準 を作成す る こ と は容易 で あ る．こ

れ が 試料 に よ らずい つ も　
・
定 で あ れ ば，標準 セ ッ トもそ の

比だ けで よ く，簡単 に な る．一
方，分解後の 試料液 に Br

一

と BrOs
一
の い ずれ か

一
方だけが 含 まれ て い る な ら，検量

標準は 2 成分 で済 み，そ の 調製 は簡単 に なる．

　4 ・2　イオ ン クロ マ トグ ラ フ ィ
ーに よ る酸化分解後 の 紫

外吸 収成分の 分離 と検出

　本研 究 で利 用 した 分解条件 は もともと海水分析 の ため に

提案され た もの
10 ）

で あ るが ，各種窒素化合物 へ 適用 し た実

験 デ
ータは 見 当 た ら な い ．ま た，臭 化 物 イ オ ン の 挙 動 も知

られ て い ない ．そ こ で ，海水マ トリ ッ クス と共存す る各種

窒素化合物 を酸化分解 し，分解生 成物 を イ オ ン ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ー

で 測定 して ，NO 、，

一
の 紫外部吸 収 測 定 の 妨 害 とな

りうる成分の 確認を行 い ，また，窒素定量値の 参照値 を得

る こ と に した．こ の 日的の た め ，固 定相 に は イ オ ン交換容

量 が あ る 程度大きい ほ うが 海水の よ うな塩 濃度 の 高 い 試料

に適す る と考え，また，溶離液に は 試料成分 との 共通性 か

ら塩 化 ナ ト リ ウ ム 水溶液を使 うこ と に して ，市販 品の 中か
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Table　l　Recovery　of 　totahitrogen 　from　ni しrogen −containillg 　compounds 　in　simulatcd 　seawater 　medium

Compound exp 　l exp 　2 eXP 　B averuge

G置yciIle　O、150　mM

Nicotini匚 acidO ，150　mM

p−nitrophenol 　O．150 πnM

Anlmonium 　chloride

　 O．200mM

O．148rnMO
．1440
．1510
，20］

0．144mMo
．1470
．152

〔｝．2｛｝3

O．147mMo
．1470
」510
．202

0．147mMO
．1460
．1520
．202

ら Tosoh 製 DEAE −5PW カ ラ ム （弱塩基性陰 イオ ン 交換樹

脂，長 さ 10 ⊂ m ガ ラ ス カ ラ ム ） を選 ん だ．分 離 と溶 離 時

間 を考慮 して実験 的 な 検討の 結 果，塩 化ナ トリ ウム 濃度は

0．20　M が 適当 と判断 した．検出 波長 は 感度 とベ ー
ス ラ イ

ン 安定性 か ら 210nm と した．よ り長波長 で は 感度が 低 く

な り，短波長 で は塩化物 イ オ ン に よる バ ッ ク グ ラ ウ ン ド吸

光 度 が 大 き くな っ て ベ ース ラ イ ン が 不 安 定 に な る．210

nm に お け る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド吸光度 は約 0．2 で あ っ た．

こ の 条件下 で ，約 3 分 に シ ス テ ム ピー
ク （試料の NaCi 濃

度 に よ り正 あ る い は負 ピーク）， 4．5 分 に BrO ズ，10分 弱

に Br
’
，13．5 分 に NOs

一
が，そ れ ぞ れ 正 方向ピーク と して

現 れ る．ほ か に，試料中の SO41
一
濃度が 高い と，　 Br

一
と ほ

ぼ 同 じ位置 に 負 ピー
ク が 見 られ た （後出の 図参照）．し た

が っ て，Br
一
も同時 に定量 したい 場合 は 溶離液濃度を変え

る必 要 が あ る．用 い た 検 出 器 は吸 光 度 1 の 変化 に 対 して 1

ボ ル トの 出 力な の で ，通常 は，デ ジ タ ル ボ ル トメ
ー

タ
ー

の

入力 レ ン ジ を ± 2V に 設定 して 記録 した （有効数字 4 け

た 〉．入 力 レ ン ジ を ± 200mV に変え る と
，

ベ ース ラ イ ン

ノ イ ズが 少 し大 き くな るが，IO倍 の 感 度が 得 られ る．

　模擬 海水 ＋ 窒 素化合物及 び 実 際の 海水試料 を酸化分解 し

て ，ク ロ マ トグ ラ フ 測定した と こ ろ ，意外に も臭化物イオ

ン がすべ て 臭素酸 イオ ン に 酸化され る こ とが 明 らか に なっ

た．高 pH 条件 （JIs条件な ど）の 酸化で は酸化率 は あ ま

り高 くな い こ と も確認 した．酸化反応 は OH
一
を消費す る

の で ，平衡論的に 考 え る と低 pH 条件 で は 酸化力 が 低 下 し

て Br
一
か ら BrO ゴへ の 酸化 は抑制 さ れ る よ うに予 測 して い

たが，反対 の 結果 となっ た．海水 マ トリ ッ ク ス が な い ，淡

水試料 で は 同 じ分 解 条件 で もす べ て酸 化 され る こ とは な い

の で，お そ ら く高濃度 の 塩 化物 イ オ ン が 関係す る反応機構

が 存在す る もの と予想 さ れ る．分解後 の 試料液 に つ い て 塩

素濃 度 は調 べ て い な い が，特 に 塩 素臭 は しなか っ た．

　NOs
一
濃度 を O〜O＿3　 mM の 範囲で 10段階 に 変えて 求め

た ピー
ク 面積 と 濃 度 の 関係 は 原点 を 通 る 良好 な直線

（R2 ＝ O．9990） を示 した．

　次 に，海水マ トリ ッ ク ス 中の 窒素化合物 が ISO 条件 で

ト分 に 酸 化分 解 され る こ と を確認す る ため に，幾つ か の 窒

素 化 合 物 を模 擬 海 水 （Br を含 む） に 溶 か した 合 成 試 料 に

つ い て 酸 化分 解実 験 を行 い ，分解後の 溶液 を イ オ ン ク ロ マ

トグ ラ フ ィ
ー

で 測 定 した．そ の 結 果 を Table　 1 に 示す．

　こ の 結果，各窒素化合物 はほ ぼ完全 に酸化分解 され て い

る こ とが 確 認 され た．こ の 分 解法で は水試 料中の すべ て の

窒 素化合物が 完 全 に NOs
一
まで 酸化 され る わ けで は ない

が
s）11〕

，海水 マ トリ ッ ク ス が NO ／s

一
の 回 収率 に影 響 す る こ

とは な さそ うで あ る．

　以 上 の 結 果 か ら，比 較的簡単 な検 量 標準 を用い た PLS

回帰分析法に よっ て 海水中の 全 窒素測定の 可 能性が 高まっ

た．そ こ で 検量標準調製法を検討 し，実際の 海水及 び 汽水

試料 の 全窒素測定を行っ た，

　 4 ・3 検量標準の 調製 と紫外吸収／PLS 法の 1eave−one −

out 法に よる 評価

　水試料用 の 検量線 は KNO ：、 だ けの 水溶 液 で よい
1〕
の に対

して ，こ こ で は水あ る い は Br
’
を含 ま な い 模擬海水 に，3

で 述 べ た よ うに ，硝酸 カ リ ウ ム を 0〜0，3mM の 範囲 （N

と して 4．2　mg ／iまで ） で，　 KBrO ／i を O．8〜O．O　mM の 間 で

変 え て 添加 し，2 種類 の 標 準 試料 （純水 マ トリ ッ クス を標

準A ， 海水マ トリ ッ クス を標準 B とす る） を ll 用意して

ス ペ ク トル を 測定 し，検 量 デ
ータ を得 た．更 に 標準 B を

試験管 に 10．00　ml 取 り，分解試薬溶液 2．00　m1 を加えて密

栓 して 120℃，35 分加熱 し た 溶液 に つ い て も測 定 した

（標準 C）．波長範囲 は ラ ン ベ ル ト ・ベ ー
ル の 法則が 成り立

つ 条件 を考慮 して 220〜260nm の 41 点 と した．本研究

に 用い た 分光光度計は 波長 220nm 近辺で 吸光度約 1 まで

ラ ンベ ル ト・ベ ール の 法則 が成 り立 つ の で，BrO ジが な け

れ ば NOs
−
0，3mM （4．2　mg −N ／1） まで，　 BrOs

一
が 0．8　mM

あ る と NOs
−
0，15mM （2．lmg −N ／1） まで が 定量 範囲と考

え た．

　 こ れ ら 3種類の 検量標準に つ い て，PLS 回帰分析法 の妥

当性 を 調 べ る
一

方法 と して leave−one 一
  ut 法 を適 用 した，

すなわ ち，A ，　 B
，
　 C の そ れ ぞ れ に つ い て

，
　 ll種類 の 検量

標準溶液の
一

つ を未知試料 と見 な し，他の 10標 準 で検 量

計算を行 い ，そ の 結 果 を利 用 して 未 知 試 料 の 濃 度 を予 測

し，既 知の 値 との 差を とる．未知試料 を順 に 変 え て計算 を

繰 り返 し U の 偏差平方和 か ら平 均誤 差 を求 め た．Tab ］e

2 に 示 し た 結果 は 十 分 に 高い 精度 と い うわ けで はな く，特

に 分解操作 を加 え る とや や 悪 くな る よ うに 見 え るが ， PLS

回帰分析法が 有効 で ある こ と を示 して い る．標準 A ，B，

G の 優劣 は こ の 結果だ けで は 判定 し に くい の で，後述 の 実
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Table 　2　Calculation 　rcsults 　bv　leave−one −out 　method 　for　calibration 　standards 　A ，　B，　G

Galibradon　standard Aver’age 　error

？
’t　〔｝fthep 生otof

givenconc．vs・calculatCd ・conc ・

ABC 0．0029mM
O．00300
．〔｝046

0．9968
〔｝．CjggoO
．9966

Concentrallon　range 　of 　NOs ： 0．0 〜O．30　mM

Tablc　3　Totahlitrogen　inseawater 　and 　brackish　water

Sample（2004・5） bylC with 　std ．A w1th 　std ．　B with 　std ，　C

1，Enoshima 　islarid（Ou 鵬ide）
2．Kugcnuma 　beach

3．Okinawa ，　sunset 　beach

4．Sakaigawa 　river （mouth ）

5．Sakaigawa 　rivcr

（100m　inside丘om 　thc　mollrh ）

Standard 　deviatien

O．18mg ／1

0．200
．163
．245
．760

．03

0．且Omg 〆1

0．09
｛｝．072
．8s5
．2〔｝

0．07

0．S4　mgfl
o．330
．373
．175
．79

O．07

0．31m9 〆1

0．310
、343
．195
．77

〔｝．08

Each　sample 　was 　analYzed 　threc 　times　repedtively ．　 A 、
・eragc 　valucs 　are 　shoi 、・n 　in山 e　tablc．

anttlysis 　ofvariance 　on 　3 × うdata　for　cach 　case （⊂olumn ）、
9．　tandard 　deviations　were 　esdmated 　bv　the

O
切匸『ロエ
OOO

⊆
O

£
O
切
』

く

　 sunset ヒeaah

E
：：靆離

i
男剄 （N真ー

監

伽

Fig．2　Anion　chromat 〔｝grams　of 　oxidative −digestion

products　of 　actual 　water 　samples ・

Column ： Tosoh 　DEAE −5PW ，10cm 　length；Eluent ：

O．20M −NaGl 　1．O　ml ／miI1 ；Detection： 210nm ；Sarnple

injected： 20　pl　；　lnput　range 　of 　digi　tal　volt 　meter ± 2V

試料 の 分析結 果 と合 わ せ て 判断する こ とに した．

　4 ・4 　海水及び 汽水 試 料 の全 窒 素 測 定

　実試料 と して 採取 した 海水及び 汽水の 全窒素測 定を紫外

吸収fPLS 法 と IC 法 とで 行 い ，両者 の 測定結果 を比 較す

る こ とに よ り， 検量標準 A ，B ，　 C の 優劣 を評 価 し，前 者

の 有 用 性 を 明 らか にす る こ と を試 み た．得 られ た 結果 を

Table　9 に 示す．また，3 種類 の 試料の 酸化分解後の イ オ

ン ク ロ マ トグ ラ ム を Fig．2 に 示す．

　特 に汚 染 され て い な い 海水試料 の 全窒素濃度は通常 あ ま

り高 くな い ．Fig．2 に お い て 海水試料 3 （沖縄） の NOs
一

ピーク は非 常 に小 さい が ，定量 に は 十分な大 き さ を示 して

い る．他の 海 水試料 で も同 様なピー
ク を示 し，定量値 は

Table　 S の 第 2列 に mg ／1単位 の 濃度 と して 示 さ れ て い

る，5種類の 試料 に つ い て 各 3 回繰 り返 し測定結果の 分散

分 析 か ら得 ら れ た IC 法 の 標準偏差推定値 は  ．03　mg ／1で

あ るか ら，これ らの 窒素濃度の 値 は 信頼で きる結果 と考え

ら れ る ．こ れ に 対 し て ，ス ペ ク トル デ
ータに PLS 回 帰分

析を適用 した 結果 は ，海水試料 に つ い て は定 量 下 限 に 近

く，検量標準 A を別 に して も，IC 法 に よ る 結果 と もず れ

て い る．ち な み に，JIS　K 　Olo2 の 220　nm に お け る 単波長

検量線法の 定量 下限は O．1mg −N ／1で あ る．し た が っ て
，

比較的 に きれ い な海水 に つ い て は ス ペ ク トル 測定／PLS 法

の 適用 に や や 無理 が あ る とい え る．こ れ に 対 して ，汚染の

著 し い 河川 で あ る境 川 の 河 口 及び河 口 か ら 100m ほ ど入

っ た と こ ろ の 試料 は海水で 希釈 さ れ た汽水 で，窒素濃度 は

IC 法とス ベ ク トル 測定／PLS 法 とで ，検 量 標準 A を 除 き，

よ く　
・
致 した結果 に な っ た．本法 の 検量標準 は N と して

ヒ限，4．2　mg ／1ま で で，試料 5 は 定量範 囲 （4．2 × 1．2 ＝

5．Omg ／】） を超 えて い る が，多波 長 データを利用 して い る

の で ，吸光度 と濃度の 比 例 関係 が
一

部で わずか に悪 くな っ

て も，そ の 影響 は 小 さ い もの と考 え られ る．IG 法 で は イ

オ ン を分離す る の で ラ ン ベ ル ト
・ベ ー

ル の 法則 に よ る制約

は ゆ る く，検量 標 準 の 調 製 と検出波長 の 選択 に よ り測定濃

度 の 範囲 は か な り広げる こ とが で き る．Fig．2 の 試 料 5 に

つ い て の イオ ン ク ロ マ トグ ラ ム で は 小 さな Br
一
の ピー

ク が

見 られ る （SO42 の 負 ピー
ク に 重 な っ て い る ） こ とか ら，

海水 が か な り希釈 され る と Br
一
が 完全 に 酸化 さ れ な い こ と

が 分 か る．こ の 程度 の 残存 Br
一
は ，　 NOs

一
濃度が 高 い こ と

もあ っ て，PLS 計算 に 影響 し な い よ うで あ る．
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Hg ．3　AniQn　chromatogram 　of 　an 　oxidative −djges−

tiorl　product　of 　seawatcr （Okillawa，　sunset 　beach＞with

high　sensitivc 　detecdoll

Exper童m ¢ ntal 　conditiQns 　are 　almost 　the　same 　as 　in　Fig，
2cxccpt 　for　the 　iIlput　rangc 　of 　digital　 volt 　 meter

（± 200mV ＞．

5　ま　 と　 め

　ISO 　 11905−1 の 条件 に よ る 海水試 料の 酸化分解 で は ，

Br
一
は すべ て BrOB

．
に 酸化 さ れ る こ と を確認 した こ とか

ら，ス ペ ク トル 測定／PLS 法 の 検量標準に は 模 擬 海水 に

KNOs と KBrO ，i を加 えただけ の 溶液で 十 分 で あ る こ とが

明 ら か に な っ た．ア ル カ リ性 ペ ル オキ ソ ニ 硫 酸分解後，直

接，吸 光 測定す る従来の
一

波長 デ
ー

タ，直線検量線法とほ

とん ど変わ らな い 労力で ，妨害成分 の 影響 を避 ける こ とが

可能に なり，河川 水を含め た ， 汽水，海水中の 全 窒素測定

が 口∫能 に なっ た と言える．一
方，IC法 は多少時間が か か

る とは い え，イオ ン を分離 して 選 択的に 検出する 確実性 と

十分な検出感度を有する こ とが確認さ れ た．本法は水質分

析 に 限定される もの で は なく，例えば，食品 中 の 全窒 素
一

タ ン パ ク含量 の 測 定な ど従来ケ ル ダール 法に よ っ て い る測

定 に も簡 易に 応用 で きる可能性 を有 して い る ．

（挈灘 腓 響 舞襲）
　Fig．3 は 吸光検出器 の 出力 を 士 200　mV の 入力 レ ン ジで

記録 した 試料 3 の ク ロ マ トグ ラム で ある．こ の 条件 で は，

更 に低濃度の 全窒素の 測 定 も可 能 と考え られ，また，溶離

液 の NaC 】を
一
部 Na2SO4 に 置 き換 え て バ ッ ク グ ラ ウ ン ド

吸 収 を 減 らす こ と に よ り，カ ドミ ウ ム カ ラ ム 還元
一
ナ フ チ

ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン 吸光光度法 （定量 下 限は 4 μg−N ／llり

と同程度の 定量感度も実現 可 能 と考 え られ る．

　Fig ，3 の SO ，

2一
と NO ジの ピークの 間に は 小 さい が 未確

認 ピーク が 見 られ る．ス ペ ク トル 測定／PLS 回帰分析法 の

検 量 標準が A で は 妥当な結果 を与 えず ， 模擬海水 を用 い

なけれ ば ならない こ と，また ， KNOs だ けで な く ， KBrOs

も共存 させ る ほ うが 妥当 な結 果 を与え る （こ れ は標準 B

か ら KBrO3 を含 む もの を 除 くこ と で 確認した〉 こ と，な

ど は まだ 十分に 把握で きて い ない なん らか の 要因が 影響 し

て い る もの と考え られ る．以 上 の 結 果 か ら，ア ル カ リ性 ペ

ル オ キ ソ ニ 硫酸 カ リ ウ ム 分解
一
紫外 吸 光光度法

一PLS 回帰

分析 に よ る 海水の 全 窒 素 測 定 で は，検 量 標準 B を利用す

る こ とで ，0，2〜5．Omg ／1の 窒 素が 定量 可能で ある ，と結

論で きる．IG 法で は，本実験 の 条件 で 0．Ol〜10mg ／1の

窒 素が 定量 可 能 とい える ．
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報　文 橋 田，横 山，佐藤 ・ア ル カ リ性 ペ ル オ キ ソ ニ 硫酸 分解後紫外吸光／PLS 回 帰，　 TC】法 に よ る海水 中 令窒素定量 】461

要 旨

　河川 水などに含 まれ る全窒素 の 測定 は必要性 が 高 く，しば しば ア ル カ リ性 で ベ ル オ キ ソ ニ 硫酸 カ リ ウ ム に

よ り酸 化 分 解 し，紫 外 部 の 吸 収 （波 長 220nn1 ） を測 定す る方 法 が 利 用 され る．しか し，海水 は 約 0．8・mM

の 臭 化 物 イオ ン を含 み，こ れ が一部酸 化 され て 臭 素 酸 イオ ン を生 じ，両者 と も紫 外 吸 光度 測 定 を妨害す る の

で ，海水試料へ の 直接適用 は で きない と考 え られ て きた．酸化分解 を ISO　l　19　Ot5−1 の 条件 で 行うと，臭化物

イオ ン はほ と ん どすべ て 臭素酸イオ ン に 酸化され，紫外部多波長測定 と partial　least　squares （PLS ）回帰分

析法 に よっ て そ の 影響 を同避 して全窒素定量が 可能で あ る こ とを見 い だした．こ の 方法を適用す る た め の 検

量標準作成法 を検討 し，模擬海水 に硝酸 カ リ ウ ム と臭素酸 カ リウ ム を溶解 した 溶液が 適当で ある こ とを明ら

か に した．また，臭化物イ オ ン の 酸化 反 応 を解明 す る た め と，紫外吸 光光度／PLS 法 に よ る結 果 の 参照 値 を

得 る た め に 陰 イ オ ン ク ロ マ トグ ラ フ 法の 分離 ・検出条件 を検討 し，海水 な どの 実試料の 測定 を行 い ，両方法

を比 較 し た．こ の 結果 ， 紫外吸光光度／PLS 法 に よ り0．2〜5，0　mg −N ／1， 陰 イ オ ン交換分離
一
紫外吸収検出法

に よ り 0，  1〜10mg −N／1の 窒素測 定が 口f能で あ る こ と を明 らか に した．
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