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報 文

電 気浸 透 流 を抑 制 した 一 時 的 等 速 電 気 泳 動 ／

キ ャ ピラ リー ゾー ン 電気泳 動 法 によ る海水 中の

リン酸 イ オン の 定量

岡本　孝明
1
， 福士 　惠

一9・i
， 横 田久里子

L）
， 竹 田 さほ り

S

， 脇田　慎 　
S

　著者 ら は，海水巾の リ ン 酸 イ オ ン を 定 量 す る た め に ，オ ン ラ イ ン 濃縮法 と して
一

時的等 速 電 気泳動

（TITP ） を利用 し，検出法 と して 間接吸光法 を用 い た キ ャ ピ ラ リーゾー
ン 電気泳動法 （CZE ） を 開発 した，

泳動液 （BGE ）中の 間接吸収剤 と し て ，2，6一ピ リ ジ ン ジ カ ル ボ ン 酸 （PDG ） を使用 した．ま た，　 TITP の 効

果 を有効 に 利用す る た め に，電気浸透流 （EOF ） を で きる だ け抑制 し，分析 目的成 分 ゾー
ン の 拡散を 防ぐ凵

的で BGE 中に ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピル メ チ ル セ ル ロ
ー

ス 〔HPMc ） を添加 した．海水中の 低濃 度 リ ン 酸 イ オ ン

を高濃度塩 化物 イ オ ン や 硫酸 イ オ ン か ら分離 し，高感度 に 検 出す る た め に ，種 々 の 分析条件 に つ い て 検 討 し

た．その 結果，以
．
ドの よ うな最適条件 を確 立 した ： BGE ，　 O．01％ HPMC を含 む 5mmol ／I　PDG （l　mo 】／1水

酸化 ナ トリ ウ ム で pH 　3．5 に 調整）； 検出波長，200　nm ； 試料吸引 （5　iIL　Hg ）時間，1秒 （注入量 約 21　n1 ）；

タ
ー

ミ ナ ル イオ ン溶液，50   mmol ／12−（澤 モ ル ホ リ ノ ）エ タ ン ス ル ホ ン 酸 （MES ，　 I　mol ／1水酸化ナ ト リウ ム

で pH 生 o に 調整）； タ
ー

ミ ナル イ オ ン 溶液吸引時間，30 秒 〔約 6SO 　 nl ）； 印加電圧 ，15kV （試料吸 引側 を 陰

極）．海水巾の リ ン 酸 イ オ ン は，約 15分 で 検出 され，検出限界 （LOD ，　 SIN ＝3） は 32　Pg／且 （PO ．、
s
−
−P），

ピー
ク 而積，ピー

ク 高 さ，泳動時間の 相対標準偏差 （RSD ，0，4mg ／I　poi
−−P，　 n

＝8） は そ れ ぞ れ 2．1，2．3，

0．81％ で あ っ た．本法 を表面海水試料中の リ ン 酸イ オ ン 分析 に 応 用 した．

1 緒
二

　リ ン は，水圏 にお け る植物 プ ラ ン ク トン の 繁殖 に と っ て

重 要 な栄 養 塩 の 一つ で あ るが ，陸上 か ら沿 岸 海域 に過剰 に

流 入 す る とそ の 海域 の 富 栄 養化 を もた らす．平成 17 年版

環 境 自書
1 〕
に よ る と，海域 に お け る 化学 的 酸素 要 求量

（COD ）の 環 境 基 準 達 成 率 は，こ こ 数 年横 ば い 状 態 で あ り，

内湾 ， 内海 な どの 閉鎖 性 海域 で 達 成率が低くな っ て い る．

また，赤潮発 生確認 件数 に つ い て も減少傾 向は 見 られず，

東 京 湾 及 び三 河 湾 で は青 潮 の 発 生 も報 告 され て い る．こ の

ように ， 日本 の 沿岸海 域 で は依 然 と して 富栄養化 が 進行 中

で あ り，海 水 中 の リ ン 濃度 を定量す る こ と は，海洋環 境保

全 の 観 点 か ら重 要 で あ る．リ ン は水 圏 にお い て種 々 の 形 態

で存在す るが ， 生 物活 動 にお い て 最 も利 用 され や す い 形 態

は オ ル トリ ン 酸 イオ ン （以 下 単 に リ ン 酸 イ オ ン と示 す） で

あ り，そ の 濃 度 は大 洋 表 面水 で は 1　Pmol／l以 下 で あ る と

い わ れ て い る
21
．

　海 水 中 の リ ン 酸 イ オ ン は，通常，モ リ ブ デ ン 青吸光光度
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法
B）
に よ り定 量 さ れ るが，こ の 原 理 を採 り入 れ た 方法 も含

め て種 々 の 定量 法が 開発 され て い る．例 えば ， オ
ー

トア ナ

ラ イ ザー鋤

，イ オ ン ク ロ マ トグ ラ フ イ
ー

（IC）
e− 一一e），フ ロ

ーイ ン ジ ェ ク シ ョ ン 分 析法 （FIA）
2）1°）

一一12〕
等 の 各種 フ ロ ー

分 析法
1／1｝

， 高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー （HPLC ）

14｝
，

バ ッ

チ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 分析法 （BIA ）
1’1）

等で あ る．また ，低

濃 度 の 場 合 に は 溶 媒抽出，メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー16）
一一lg｝，

水酸化 マ グ ネ シ ウ ム 共沈
20 ）
一12 ）

等を利 坩 した オ フ ラ イ ン 濃

縮法 や オ ン ラ イ ン 濃縮法
11 〕，ある い は 長い キ ャ ピ ラ リ

ー
セ

ル 検 出器
黝

が併用 され て い る ．モ リブ デ ン 青吸光光度法は

定量操作 も簡単で 比 較的感度も高い が ，
ヒ 素及 び ケ イ素が

リ ン 酸 イ オ ン の 定量を妨害す る こ とが 知られ て い る
2d）．ま

た，発 色 試薬 と して 硫酸等の 劇物 を使用 す る な ど，そ の 調

製が多少厄 介で ある．

　
・
方，キ ャ ピ ラ リ

ーゾー
ン 電気泳動法 （CZE ）は，食品，

半 導体，環境 等様 々 な分 野 にお け る リ ン を含む 陰イ オ ン 分

析
2「’）−2S

／こ応用 さ れ て い る．　 CZE は 泳動液 （BGE ） の 調製

及 び操作 も簡単で あ り，有害な試薬を必要 とせ ず，廃液量

も少 な い な ど環 境 に優 しい 分 析法 で あ る た め 環境試料分析

に 適 して お り， 湖 水
29 ）

， 火 山 由来 の 熱水
S°）

， 河 川 水中の リ

ン 酸 イオ ン 分析 に関 して 報告 さ れ て い る．しか し，著者 ら

の 知 る 限 り，海 水中 の リ ン 酸 イ オ ン分 析 に応 用 され た 例 は
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見当た らな い ．こ の 理 由 と し て ，CZE に お い て も他 の 分

析法 と同様，海水中に 含 まれ る 高濃度塩 類が 妨害 とな る こ

とが挙げ られ る ．特 に リ ン 酸イオ ン の よ うに 紫外及 び可視

部 に お い て 吸収 を持 た ない 場合 に は，一
般 に 間接吸光法 を

用 い る 必 要 が あ り，高濃度塩 類 に よ る 妨害 を 受けや す い ．

更 に ，CZE で
・一

般的な吸光度検出器 の 場合，キ ャ ピ ラ リ

ー
内径 が 光路長 となる た め，濃度感度が低 い ．した が っ て ，

GZE に よ り，高濃度塩 類 を含 む 海水中の 微 量 リ ン 酸 イ オ

ン を定量する 場合に は，塩類の 妨害を防 ぐと と もに リ ン 酸

イ オ ン を濃縮 しなけれ ば なら ない ．著者 らは，今まで に 高

濃度塩 類 の 妨害 を 防ぐた め に 人 工 海水 を BGE と し，オ ン

ラ イ ン 濃縮法 と して
・…・

時的等速電気泳動 （TITP ） を利用

した CZE に よる 海水中の 亜 硝酸及 び硝酸 イ オ ン 同時定量

法
Sl）
，ヨ ウ 化物及 び ヨ ウ 素酸 イ オ ン 同時定量 法

S2）
を確 立 し

た．こ れ らの TITP ／CZE に おい て は，分析 目的陰イオ ン

の 電気泳動の 向きと電気浸透流 （EOF ） の 向きを 同 じに す

る た め に ，塩 化 セ チ ル トリ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム （CTAC ）

や 臭化 ジ ラ ウ リル ジ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム （DDAB ）を用い

て EOF を反転 した．しかし，　 TITP の 効果を有効 に 利用す

る た め に は ，EOF を で きる だ け抑制 し て ，分析 目的成分

ゾー
ン の 拡散を防 ぐこ とが大切 で あ る と考えられる，そ

こ で ，本研究 で は，EOF を抑制す る た め に ，　 BGE に

0，01 ％ ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピル メ チ ル セ ル ロ ース　（HPMC ） を

添加 した．こ の BGE を用 い ，　 TITP ／CZE に よ る海水中の

リ ン 酸イオン 定量法を確立す るため に，BGE の pH ，検出

波長，試料注 入量，ターミナ ル イ オ ン 溶液の pH と注入 量，

印加電圧，試料の 塩分の 影響 につ い て検討 し，最適分析条

件 を確立した．次い で ，本法を沿岸表面海水試料中の リ ン

酸 イ オ ン 分析 に応用 した．

2　実 験

　 2・1 装　置

　装置は ， 紫外
一
可 視吸光検出器を備えた パ ーキ ン エ ル マ

ー
製 キ ャ ピ ラ リ

ー
電気泳動装置 270A を用 い た．キ ャ ピ ラ

リーは ジ ーエ ル サ イエ ン ス 製 フ ユ
ーズ ドシ リ カ 管 （内径

75μm ， 外径 375 μm ，全長 72cm ， 有効長 50　cm ）で あ る．

デ
ー

タ 処理 に は，日立製 D−2500 ク ロ マ トイ ン テ グ レ
ー

タ

を使用 した ．pH 測 定 に は，堀 場製 カ ス タニ ーLAB 　pH メ

ーターF−22 を使用 した．実海水試料 は ， ひ も付 きガ ラ ス

製試薬瓶を用 い て ポ リプ ロ ピ レ ン 製試薬瓶 に採取 した．

　2，〔シピ リ ジ ン ジ カ ル ボ ン 酸 （PDG ） の ス ペ ク トル 分 析及

びモ リブ デ ン青 吸光光度法に お け る吸 光度測 定 に は ， 日立

U−3000 分光光度計を使用 した．な お，人工 海水 の 塩分 は，

YSI　ee　Model 　85　SCOOT メ ーターに よ り測 定 した．

2・2 試　薬

試薬 は す べ て特級 品 を使用 し た．2，a ピ リ ジ ン ジ カ ル ボ

ン 酸 （PDC ）及 び 2−（N 一モ ル ホ リ ノ ）エ タ ン ス ル ホ ン 酸

（MES ） は ナ カ ラ イ テ ス ク ，ヒ ドロ キ シ プ ロ ピル メ チ ル セ

ル ロ ー
ス （HPMG ） は Aldrichか ら購入した．　 BGE 及び タ

ー
ミ ナ ル イ オ ン 溶液 の pH は，　 l　mo1 ／1水酸化ナ ト リウ ム

（ナ カ ラ イ テ ス ク 製〉 を用 い て 調整 した．リ ン 酸 イ オ ン標

準溶液 は，1000mg ／1 〔PO4s
−−P） iJ ン 酸 二 水素 カ リ ウ ム

（和光純薬製）溶液 を適宜 希釈 して 調製 した．ま た，リ ン

酸 イ オ ン を定量 す る 際 の ヒ 素 に よ る 妨害 の 有無 に つ い て

は，亜 ヒ 酸ナ トリウ ム IAs（III），ナ カ ラ イ テ ス ク 製｝，ヒ

酸 ニ ナ トリ ウ ム IAs（V ），キ シ ダ化学製｝か ら調製 した 標

準溶液 を用 い て 検討 した．溶液調製 の 際 に 使用 し た純水

は，ヤ マ ト科学 WG220 型蒸留水製造装置及 び 日本 ミ リポ

ア 工 業 Milli−QII純水製造装置 に よ り得 られ た もの で ある．

人 工 海水 は 」IS 潤滑油
一さび 止 め 性能試験方法

ss｝
に 基 づ い

て 調製 した （25℃ で 塩分 94）．なお ，BGE ，標準溶液及

び 海水試料 は 使用す る 前 に 0，45 μm の メ ン ブ ラ ン フ ィ ル

タ
ー

（ア ドバ ン テ ッ ク 製）で 炉過 した．

　 モ リ ブ デ ン 青吸光光度法 に おい て 用 い た ア ス コ ル ビ ン

酸，七 モ リブ デ ン酸六 ア ン モ ニ ウ ム 四 水和物，ビス ［（＋ ）
一

タ ル トラ ト］ニ ア ン チ モ ン （III）酸 ニ カ リ ウ ム 三水和物，硫

酸及び ア ミ ド硫酸 ア ン モ ニ ウ ム は ナ カ ラ イテ ス ク よ り入手

した．

　 2・3　定量操作法

　海水試料 は 以下の 操作法 に よ り分析 した．まず，検出器

の 波長を 200 　nm ，恒温槽温度を 30 ℃ に 設定 し た ．新 し

い キ ャ ピ ラ リ
ー

の 場合 に は，1　 mol ／1水酸化 ナ トリ ウ ム で

40 分 ，純水 で 10 分洗浄 した ．次 い で ，BGE （0、Ol ％

HPMC を含 む 5mmol ／l　PDG ，　 pH 　3，5）をキ ャ ピ ラ リーに

3 分充填 した．試料を真空吸引法 （5in．　Hg ） に よ り 1秒

（約 21nl ）注入 した後，タ
ー

ミ ナ ル イ オ ン 溶液 （500

mmo レI　MES ，　 pH 　4．0） を 30 秒 （約 630111 ）注入 した ．

試料注入側を陰極として 15kV の 電圧 を印加 した．後述す

る よ うに，本法 で は 試料中の リ ン 酸イオ ン 濃度が 同
一

で あ

っ て も塩分 が 高い 場合に は ，リ ン 酸 イオ ン の ピーク 高 さは

高くな るが ，ピー
ク 面積 は小 さ くな る．そ こ で，試料中の

リ ン 酸 イ オ ン 濃度 は，得 られ た ピー
ク面積 を 3・7 で 示す

方法 に よ り補正 した 後，検量線 を用 い て 求め た ．な お，本

法 は試料 の 炉過以 外 ，
い か な る 前処理 も必要としな い ，

3 結果 と考察

　3・1 間 接吸 収剤 と BGE の pH

　 リン 酸 イ オ ン は紫外 及 び 可視部に お い て 吸収を持 た ない

た め，CZE で は
一

般 に 間接 吸 光法 を 用 い る必 要 が あ る．

間接 吸 光法 に お い て ， 分析 目的イ オ ン は ， BGE に 添加 さ

れ た吸収を持つ イオ ン （間接吸収剤）と置き換わる こ とに

よ り，間接吸 収剤 の 濃度が 減少 して 負の ピーク と して検出
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される．検出法 と して は ん用性 が ある が，短所は 感 度 が 低

い こ とで ある．聞接吸光 法に お け る 感度 は，以 下 の 式で 表

さ れ る
s4 ）．

cI ・ D
≡cP／1の ，＝NBL ／REl （1）

　こ こ で ，C τ．（，D は検出限界 （濃度 に基 づ く），　 CI，は 間 接

吸収剤 の 濃度，R は 変換率 （ユmol の 分析 目的 イ オ ン に よ

っ て置 き換え られる 間接吸収剤の Inol 数），1），は バ ッ ク グ

ラ ウ ン ド吸収 とノ イズ との 比，NBL はベ ー
ス ラ イ ン ノ イ ズ ，

ε は 間接吸収剤 の モ ル 吸光係数，tは 検出 器 の 光 路 長 （キ

ャ ピ ラ リ
ー

の 内径） で ある ．分析 日的イ オ ン に つ い て 左 右

対称 の ピー
ク 形状を得 る と と もに R を最 大 にす る た め に

は，間接吸 収剤 の 移動度は 分析 目的 イオ ン の 移 動度 に で き

る だけ 近 い こ とが 望 ま しい ．したが っ て ，c 匸 。 D を低下す

る ため に は，ε が大 きく，移動度が 分析 目的イ オ ン の 移 動

度 に近 い 間接吸収剤 を選択する こ とで あ る ．

　 ク ロ ム 酸 は，無機陰イオ ン 分析を目的 と した 間接吸光法

に お ける 間接吸収剤 と して 最も　般 的に 使用 さ れ て き た．

しか し，ク ロ ム 酸 の 移動度は リ ン酸 イ オ ン の 移 動度 よ り大

きい ため ， リ ン酸イオ ン の ピー
ク がテ

ーリ ン グ す る傾向が

あり
26 〕

，また毒性 の 点で 好ましくない ．そ の 後，ピ ロ メ リ

ト酸
／15 〕

等種 々 の 間 接吸収剤が 提案 さ れ て い る
鉤 ．　

・
方 ，

PDC は比較的大 きな ε （43　6801　 mol

−Icm −1

，19．　2　nm ） を

持ち，そ の 酸解離定数 （pK ，1 ≡2．16，　 pK。u　＝　6．92） は リ ン

酸 イ オ ン の 酸解離定数 （pK。1
≡2．12，　 pK。2 ＝7．20，　 pK，、s　＝

12．36） に近 く，移動度 もほ ぼ 同様 で あ る と推察 さ れ る．

そ こ で 本研究 で は，間接吸収剤 と して ，リ ン 酸 イ オ ン の よ

うな 中 程度 の 移動度 を もつ イ オ ン 分析 に 適 した PDC を 用

い る こ ととした
n6）．

　本法で は，オ ン ラ イ ン 濃縮法 と して TITP を利 用 した．

等速電 気泳動 （ITP ） と は 以 下 の よ うな現象 を い う．キ ャ

ピ ラ リー内に お い て，試料中の い ず れ の 分析 目的 イオ ン よ

りも移動度の 大きなイオン （リ
ー

デ ィ ン グ イ オ ン） と小 さ

な イオ ン （ターミ ナ ル イ オ ン） との 問に 試料 イ オ ン が存在

した 状態で 電圧を印加す る ．分析 凵的 イオ ン 濃度が リーデ

ィ ン グ イオ ン イオン 及び タ
ー

ミ ナル イオ ン 濃度 よ り低い 場

合，分析 目的 イ オ ン は ，リ
ー

デ ィ ン グ イ オ ン と タ
ー

ミ ナ ル

イ オ ン との 問 に おい て ，Kohlrausch の 式
5η を満足す る ま

で 濃縮 され，定常状態 に 達する とすべ て の イオ ン は等速 で

泳動す る．GZE に お い て ，分離開始前 に
．．・

時的 に ITP 状

態を作 り出 して 分析 目的イオ ン を濃縮 し，そ の 後 ゾーン 電

気泳動状態 に移行し，各分析 目的イ オ ン を分離，検出す る

の が TITP で ある
SH｝．　CZE に よ る 陰イ オ ン 分析 に お い て は，

一・
般 に，陽イオ ン 界面活性剤な ど を BGE に 添加 し，　 EOF

の 向きを反転 させ る が，海水試料の 場合，高濃度塩 類 と リ

ン 酸 イオ ン との 分離が 困難で あっ た．ま た，TITP の 効果

を有効 に利 用 す るた め に は，EOF をで きる だ け抑制 して ，

分析 凵的成分 ゾー
ン の 拡散を防ぐこ とが 大切で あ る と考 え

られ る．そ こ で
，

BGE に O．Ol ％ HPMG を添加 し EOF を

抑制 した．更に ， EOF の 速度は BGE の pH に も依存する．

そ こ で，BGE の pH を 2−g，3．0，3．5，4．0 と変化 させ，20

mg ／1の リ ン 酸 イ オ ン を 添加 し た 人 工 海水試料 を 印加電 圧

10kV で分析 した．そ の 結果，　 pH 　2．3 の 場合，リ ン 酸 イ オ

ン の 解離が 十分 で ない た め 移動度が小さく，ピーク は検 出

さ れ な か っ た ．pH 　3 ．0 以 上 で は ，リ ン 酸 イ オ ン の ピー
ク

は 検出 さ れ た が ， pH 　3．5 の 場合，塩類 との 分離状態 も良

く，最も高 い ピー
ク 高 さが得 られ た．pH 　3．5 にお け る リ

ン 酸 イ オ ン の ピーク 高 さは ，pH 　3，0 の 場合 の 約 1，5 倍 で あ

っ た，こ れ は ， pH 　3，5 の 場合 に PDC と リ ン 酸イ オ ン の 移

動度が 最 も接近 し，式 （1 ） に おけ る R が 最大 と な っ た た

め で あ る と推察さ れ た ．し た が っ て ，以 下 の 実験 で は，

pH 　3，5 の BGE を用 い る こ と と し た．

　3・2 検出 波長

　分 光 光度計 に よ り PDG の 吸収 ス ペ ク トル を調べ た と こ

ろ，206nm 及び 27S　 nm に 極大吸収が見 られ た．ま た，

PDC を 間接 吸 収剤 と して 用 い た CZE に よ る 無機及び 有機

陰 イ オ ン の 同 時定量 に 関 す る報
・
：
・u6 ）

で は，192　nm を検出

波 長 と し て い る．そ こ で ，検 出波長 を 190 ，192 ，19．　5，

200，206， 273　nin と 変化 させ
，
　 S・1 と同様 の 試料 を分析

した．そ の 結果 ， リ ン 酸 イ オ ン の ピー
ク 高さは，200　nm

に お い て 最 も高 く，190・nm の 約 1．3 倍，192 　 nni の 約 1．1

倍，195　 nIli の 約 L2 倍 ， 206　nm の 約 1．5 倍，273　nm の

約 3．1 倍 で あ っ た．した が っ て，検出波長は 200　nni と し

た，な お，波長が 195　nm 以下 で は ノ イ ズ の 増大が 顕著 で

あ っ た．

　3・3　試料注入 量

　試料 吸 引 時 間 を L2 ，
3 秒 と変化 さ せ ，2．Omgfl の リ

ン 酸 イ オ ン を添加 した 人工 海水 を試料 と し，TITP を 用 い

て 分析 し た．なお ，試料吸引時間 1 秒 は，試料注 入 量 約

21　nl に相当す る．こ の 際，試料注 入量 が 変わ る と最適 な

ターミナ ル イ オ ン 溶液注入量も変化す る た め，こ れ につ い

て も同 時 に 検討 し た．その 結果，試料 を 1秒，ター
ミ ナ

ル イオ ン 溶液 （pH 　5．O） を 10 秒注 入 した 場合，リ ン 酸 イ

オ ン の ピーク 高 さ は 最 も高 くな っ た．試料 を 2秒注入す

る と，ターミ ナ ル イ オ ン 溶液が 1 秒 しか 注入 で きな くな

り，
ピーク 高 さ は 試料 1 秒注入時 に 比 べ て 低 く な っ た．

試料 を 1秒注 人 した 場合 の リ ン 酸イオ ン の ピ ー
ク 高 さ は，

2秒注 入 時の 約 IA 倍 で あ っ た．試料 を a．秒注 入 す る と，

塩 類 と リ ン 酸 イオ ン と をベ ース ラ イ ン 分離で き な か っ た．

した が っ て ， 試料吸引時間は 1秒 と した，
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Fig．1　 Effects　of 　pH 　of 　terminating 　ion　solution 　and

of 　its　injection 　period　into　the 　capillaly 　on 　thc　peak
height正br　phosphate

O ： pH 　3，5 ；
△

； pH 　4，0 ； 口 ： pH 　4．5 ；▽ ： pH 　5．0 ．
Electrophoretic 　 conditions ： capillary ，五 し。t亞72　cm

，

ム h、L ＝50　cm ，75μm 　ID ．x375 μm 　O ．D ．；BGE ，51nmol／1
2β pyridinedicarboxアlic　acid （PDC ）containing 　O．01％
hydrox

アpropyl　methylcellulose （HPMG ＞a 〔ljusted　 to

pH 　3，5　with 　l　mol ／l　sodj 且lm 　hydroxide；voltage ，10kV
with 　the　salnple 　inlet　side 　as　the　cathode ； wavelength

fbr　detection，200　nm ；terminating 　ion　solution ，500

mmol ／12 −（N 」morpholino ）ethanesulfbnic 　acid （MES ）
a4iusted 　to　pH 　3．5 〜5，0　with 　l　mol ／l　sodium 　hアdrox−

ide；vacuum （5　in．　Hg ＞injection　pcriod　of 　thc　termi −
nating 　ion　 solution ，5 〜30　 s　（c（t．　 lO5 〜630 　nl ）．
Sample ，　 artificial 　 seawatcr 　 containillg 　2，01ng ／l

Po4U
−
−P；vacuu ［n 　injection　period，　l　s （ca ．21　nl ＞

　3・4　ターミナ ル イオ ン溶液 の pH と注入 量

　 3・1 で 述 べ た よ うに，TITP に よ る オ ン ラ イ ン 濃縮を利

用 する た め に は，リーデ ィ ン グ イ オ ン及 び タ
ー

ミ ナ ル イ矛

ン が キ ャ ピ ラ リー内 に存在 しな けれ ば な らない ．本法 に お

い て は ， 海水 試 料中 に含 まれ る塩 化物イオン が リ
ー

デ ィ ン

グ イ オ ン と して作用 す るが，適当なター
ミ ナル イオ ン を選

択 す る必 要 が あ る．著 者 ら は以 前，タ
ー

ミ ナ ル イ オ ン と し

て ， 亜 硝酸及 び 硝酸 イ オ ン を 定量す る 場合 に は 酢酸イ オ

ン
／11 ）

を用 い ，ヨ ウ化 物及 び ヨ ウ素酸 イオ ン を定量す る 場合

に は リ ン 酸 イ オ ン
s2 ，

を使 用 し た．　 BGE が 緩衝能 を持 た な

い 場 合，ITP ゾーン の pH は 中性 に 近づ くとい われ て い

る
39 ｝．3・1 に 示 した よ うに，PDC の pK ，，d は 2．12 で あ り，

本 研 究 に お け る pH 　3，5 の BGE の 緩衝能 は あまり大 きくは

な い と考え られ る．そ こ で ，タ
ー

ミナ ル イオ ン 溶液と して，

中性 近傍で 移 動度が 小 さ い 2−（N 一モ ル ホ リノ ）エ タ ン ス ル ホ

ン 酸 （MES ，500　mmol ／1）
i°｝

を使用する こ と と した ．なお ，

タ ーミ ナ ル イ オ ン 溶液 と して 酢酸 ナ ト リ ウ ム （600

mrnol ／1）を用 い た 場合 に は，酢酸イオ ン の 移動度と分析

目的 イ オ ン で あ る リ ン 酸 イ オ ンの 移動度 とが ほ ぼ 等 し くな

り， ターミナ ル イ オ ン と して 機能 しなか っ た．

　ターミ ナ ル イ オ ン の 移動度 は，pH に よ り異なる た め，

15　 　 　 　 16

Time ／m  

一

1713 　　　　　　14　　　　　 15

　 　 　 Timelmin

Fig・2　Conccntra 〔ion　ef正℃ ct　fbr　phosphate　using 　tran −
sient 　isotachophoresis（TITP）

（A）Without　TITP ； （B）With　TITP ；terminating 　ion
solution ，5 O　Inmol ／1　MES （pH 　4，0）；v 乱 cuum 　injecti  n

period，30　s （σ α ・630　nl ）・　Identification　of 　peaks ： a，
Gl
−

and 　SO ，

2
−
；b，　PO 〜

一
．　Sample ，　artificial 　seawat α

・・ n 面 ning 　O．4　mg ／I　PO ・

3−−P ；・ a ・ uum 　i・li・ ・ ti・ n 　p ・ ・孟・ d，
1s （ca ・21　nl ）・　Other 　electrophoretic 　conditions 　as　in
Fig．1except　fbr　l5kV 　as　the 　applied 　voltage ．

タ
ー

ミ ナ ル イ オ ン溶液 の pH を 3，5， 4．0，4．5，5．0 と変化

させ ，9．　・3 と同様 に分析を行 っ た．こ の 際，pH が 変 わ る

と最適 な ターミナ ル イ オ ン 溶液注 入 量 も変化する た め，こ

れ につ い て も同時に検討 した．Fig．1 に こ れ らの 結果 を示

す．
．
リ ン 酸 イ オ ン の ピーク 高 さ は，pH 　5．0 の 場合 は 注入

量 10 秒 で 最 も高 くな っ た．pH 　4．5 以 下で は，注入量 を増

や すほ ど ピーク高 さは 高 くな る傾向が あ っ た．ター
ミナ ル

イオ ン 溶液の pH 　4．0，注 入 量 30 秒 の 場合 ，最 も高い ピー

クが得られ た．こ れ は，キ ャ ピ ラ リー
内 に存在す る タ

ー
ミ

ナ ル イ オ ン 量 が 多い と， TITP 状 態 が 長 く続 き，拡散が 抑

え られ た た め で ある と推察され る
ss ♪．　 Fig．2 に TITP の 濃

縮効果 を示 す．TITP を 利用 した場合 に は，利用 しなか っ

た場合 と比 較 し， 約 4．8 倍 の ピーク高 さが 得 ら れ た．

　3・5　印加 電圧

　分 析 目的 成分 ゾーン の 拡 散 を抑 え る と と もに 泳動時間を

短縮す るた め に は，印加 電 圧 は高 い ほ うが望 ま し い ．そ こ

で
， 印加 電 圧 を 10，15，20，25，30kV と変化 させ た，

そ の 結果 ， 電 圧 が 高い ほ ど リ ン 酸 イ オ ン の ピー
ク 高さは高

くな っ たが ，15　kV を超 え る とベ ー
ス ラ イ ン が 不安定 と な

っ た．15kV の 場合，リ ン 酸 イ オ ン の ピ ー
ク 高さは 1〔，　kV

の 場合 の 約 L3 倍で あ り，検出時間 は約 2／3 で あ っ た．し

た が っ て ，印加 電 圧 と して 15kV を 採用す る こ と と し た ．

3・6 検量線

確立 され た方法に よ り，0〜1．Omg ／1の リ ン 酸 イオ ン を

N 工工
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Fig・4　Effects　 of 　salinit ア 〈〕f　sample 　 sdutions 　 on 　the

peak　area 　alld 　peak　heightfbr　phospha 巳e

△
： peak　area ； 口 ： peak　height．　Eledrophoretic

　 　 　 　 　 　 　 　 　 B　
conditions 　and 　the　POd 　

−P　concelltration 　as　in　Fig・2

（B＞alld 　Fig，1，respectively ．

添加 した 人 工 海水試料 （塩 分 34） を用 い て検量 線 を作成

した．リ ン 酸 イオ ン の ピー
ク 面積，ピー

ク 高 さ の 検 量 線 の

回帰式 は，それ ぞ れ ッ
＝］．10 × 10  ＋ 25 （V は ピ ーク面

積，x は リ ン 酸 イ オ ン 濃度，相 関係 数 は 0，9998 ），）
≡

5．99 × 10  一1 （）
／ は ピ ー

ク 高 さ，相 関係数は O．9．　9．　9．　9） で

あっ た．また，リン 酸 イ オ ン の 検川限界 （LOD ，∫／N ＝3）

は 32 μg／1 （POaS
−
−1））で あ っ た．リ ン酸 イ オ ン の 泳動時間，

ピ ー
ク 面 積及 び ピー

ク 高 さ の 相対 標 準偏 差 （n
＝8） は，

それ ぞ れ O．81，2．1，2．3％ で あっ た （リ ン 酸イ オ ン 濃度，

 ，4mg ／1）．

　本法の LOD は，　 IC の LOD   州 ）
と比 較 して 同程 度 か 低

い が，そ れ以 外 の 方tde2）1°）12）14〕ls）2sl｝
の LOD よ り高か っ た．

ま た，IC で は塩 分 の 影響 を軽減す る た め に，試料の 希釈
〕

あ る い は カ ラ ム ス イ ッ チ ン グ手法
7 ）S）

が 用 い ら れ て い る が，

カ ラ ム ス イ ッ チ ン グ 手法の 場合 に は，試料 の 塩 分が 高 くな

る と検量 線 の 傾 きが小 さ くな る傾 向が あ る．また，FL譖，

HPLGi4 〕
，　 BIA15

）

に つ い て も同様 の 現 象 が 報 告 され て い る．

3・7 で 述べ る よ うに，本法の 場合 に は こ れ ら と は反対 に，

試料の 塩 分が 高 くな る と リ ン 酸 イ オ ン 濃度 が 同 じで もそ の

ピー
ク 高 さは 高 くな る傾 向 が 見 られ た．

　Kaniansky ら
「ll）

は，　 ITP 用 の キ ャ ピ ラ リーと CZE 用 の キ

ャ ピ ラ リーと を オ ン ラ イ ン で接 続 した ITP／GZE に よ り，

河 川 水 中 の 主 要 陰 イ オ ン と微 量 陰 イ オ ン を 定量 した．す な

わ ち，ITP に お い て ，主 要 陰 イ オ ン で あ る塩 化物，硝酸，

硫 酸 イ オ ン を定量 す る と と も に，主 要 陰 イオ ン の 除去 及 び

微 量 陰 イ オ ン の 濃 縮 を 行 い ，濃 縮 さ れ た 微 量 陰 イ オ ン を

CZE 用 キ ャ ピ ラ リーに 送 り，GZE に よ り定量 した．リ ン

酸イ オ ン につ い て は，LOD （S／N ≡3）は 0．2 μg／1 （PO4B
−
−P，

著者 らが 換 算 ） と非 常 に 高 感 度 で あ る が，試 料 中 に 共存 す

る塩 化物 イ オ ン が 2000　ingfl ，硫酸 イ ォ ン が 1250　mg ／1以

上 で は妨害 と な る．海水中の 塩 化物 イ オ ン 濃 度 は 約 20000

mg71 ，硫 酸 イ オ ン 濃 度 は 2790　mg ／1 （著 者 らが 換 算 ） で

あ り
’12｝
，こ の ITP／CZE は 海水中の リ ン 酸 イ オ ン の 定量 に

は 適用 で き な い ．なお，ITP／CZE で は，　 ITP と GZE を そ

れ ぞ れ別 々 の キ ャ ピ ラ リー
で 行 うた め，装 置 が 複 雑 に な る

が ，本研究 の TITP ／GZE で は，同
・・の キ ャ ピ ラ リーで 行

うた め，通 常 の GE 装 i を使 用 で き る．

　3・7　試料の 塩 分 の影響

　本法 で は，試 料中の 塩 化物 イオ ン が TITP に お け る リー

デ ィ ン グ イオ ン に 相 当 す る た め，試 料 の 塩 分 が 変 わ る と リ

ン 酸 イ オ ン の ピーク面積，ピーク高 さ，泳動時間 も変 化す

る こ とが 予 想 さ れ た．そ こ で ，こ れ を確か め る た め に，

2．Omg ／1の リ ン 酸 イ オ ン を 含 み，塩 分 が 6，8〜34 の 人 工

海水試料 を調製 し，分析 した．Fig．3 に示す よ うに ， リ ン

酸 イ オ ン の 泳動時間 は，試料の 塩 分 に ほ ぼ比 例 して 長 くな

っ た．こ れ は，試 料 の イ オ ン 強 度 が 高 い 場 合 ，試 料 ゾーン

の 電場 の 強 さが 弱 くな り，そ れ に比 例 して リ ン 酸 イ オ ン の

移 動速 度 が 遅 く な っ た た め で あ る と思 わ れ る ．ま た ，

Fig．4 に示 す よ う に，試 料 の 塩 分 が 高 くな る に従 っ て リ ン

酸 イオ ン の ピーク高 さ は ほ ぼ直線 的 に高 くな っ た が ， 逆 に

ピーク 面 積 は 減 少 し た．一
般 に ITP で は，ゾーン 中 の 各

イオ ン 濃 度 は，リーデ ィ ン グ イオ ン の 濃 度 と移 動 度 及 び 分

析 目的 イ オ ン の 移 動 度 に よっ て 決 ま る
呂7〕．試 料 の 塩 分 が 高

い とい うこ と は，リーデ ィ ン グ イ オ ン で あ る 塩化物イ オ ン

濃 度 が 高 く，後 に続 く リン 酸 イ オ ン 濃 度 も高 くな っ た た め

で あ る と考 え られ る．

　試料 中 の リ ン 酸 イ オ ン 濃 度 は，試料 の 塩 分 が ほ ぼ 34 の

場 合 に は 3・6 にお い て 得 られ た 検 量 線 よ り求 め ら れ，ま

た，塩分 が 34 と異 な る場合 に は 標準添加法 を用 い れ ば よ

い ．しか し，本研 究 で は，以 下 の よ うに塩分 補 正 を行 い ，
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Table 　l　Analytical　results 　for　phosphate　in　seawater
”）

Sampling　siteb）
PO4s

−−P
　 　 　 　 　

一LAdded／mg 　l Foundfmgl
−1c ） Recovery，％

MBsd ソmg 　r ’

Port　ofAmagasaki

Nishinomiya 　harbor

Inside　of　the 　KU じ〕harbor
lnside　of　the　KU 　harboro
Inslde　ofthe 　KU 　harboro
Inside　of　the　KU 　harbor り

Inside　of 血 e 　KU 　harbor 止｝

Outside　ofthe 　KU 　harbor
Outside　of 　the　KU 　harboro
Ou 面de　of 吐he　KU 　harboro

Outside　of 　the 　KU 　harborD

Outside　of 　the 　KU 　harborセ）

　

　

　

　

19
角
3
　

　

　

1q43

0000000000

 

0

NDO

．0410
．0210
、Ol70
．1200
．2430
．383NDNDO

．1020
．2110
，333

10S113122

102106111

0．OO10
，0380
．023

0．024

a）Electrophoretic　condidons 　as　in　Fig，2 （B）；b）Sampling　date； March 　27，2006；c）Results　using 　corrected 　peak　area 　and 　working

cu 【ve ；d）Molybdenum 　blue　spectrophotometry 　；　e）Kobc 　Univclsity；f）L1−fold　djluted

．
胃．
開
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ー
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12　　　　　　　13　　　　　　　14　12　　　　　　　13

　 　 　 Time ノ血 n 　 　 　 　 　　 　 Time ノ皿 血

Fig・5　Electropherograms　of 　surface 　seawater

14

（A ）Sample ，　non −diluted　 surface 　seawater 　from 　the

inside　of 　the 　harbor　at　Kobe 　Universit｝，（KU ），　 （B ）
Samp 【e，　 the　 samc 　 sample 　that　was 　diluted　 1．1−fold
adding 　O，2　mg ／1　PO4s −1》．　Electrophoretic　conditions
and 　identification　of 　peaks　as　in　Fig．2 （B），

試 料 中 の リ ン 酸 イオ ン 濃 度 を求 め る こ と を試 み た．す な わ

ち，Fig．3 よ り，試料の 塩 分 とリ ン 酸 イオ ン の 泳動時間 と

の 関係 を表す 次 式を 得た，

t ＝− 1．10 × 10
−
3

‘
2
＋ 1，12 × 10

−
lc

＋ ll，59

（r
＝0．9956） （2 ）

　 こ こ で，t は リ ン 酸 イオ ン の 泳動時問 （分），　 c は試料 の

塩 分 で あ る．また，Fig．4 よ り，試料 の 塩 分 と リ ン 酸 イ オ

ン の ピーク 面積との 関係を表す次式を得 た．

A ＝− 4．58 〜
− 2，19xIO2t ／＋ 3，63xlO4

（r
＝0．9916） （9 ）

　 こ こ で ， A は リ ン 酸 イ オ ン の ピーク面積で あ る．まず ，

実際の 海水試料 を分 析 して得 られ た リ ン 酸 イ オ ン の 泳動時

間 を式 （2 ） に 代 入 し，試 料 の 塩 分 を求 め た．次 に，得 ら

れ た 塩 分値 を式（3 ）に代 入 し，そ の 塩 分値に 相当す る ピ

ーク 面積を 求 め た ．こ れ は，得ら れ た 塩 分 に お け る 2．O

mg ／1の リ ン 酸 イ オ ン の ピ ーク 面 積 に相 当 す る．更 に，式

（3 ） よ り，塩 分 34 にお け る 2．Omg ／1の リ ン 酸 イ オ ン の

ピーク 面積を求め た．こ れ ら二 つ の ピーク面積値 を 用 い

て ，海水 試 料 を分 析 して 得 られ た リ ン 酸 イ オ ン の ピ ーク面

積値 を補正 した，そ の 補 正 値 を用 い ，3・6 に 示 した 検量 線

よ りリ ン 酸イ オ ン 濃度 を求め た．本補 正法は，多少 煩雑で

は あ る が，検 量 線 法 に よ り試 料 中 の リ ン 酸 イ オ ン を求 め る

場合，塩 分の 影響 を補正 す る一つ の 手段で あ る と考 え る．

　 3・8　 海 水 試 料 の分 析

　本学沿岸海域 よ り表面海水試料 を採取 し，本法及び モ リ

ブ デ ン 青吸 光光 度 法 （Jls法）に よ りリ ン 酸 イ オ ン を 定量

した．ま た，1．1 倍 に 希 釈 し た 海 水 試 料 に 0．1，0．2，0，3

mg ／1の リ ン 酸 イ オ ン を 添加 し，回収率 を求 め た．こ れ ら

の 結果 を Table　 1 に示す．本学構内港 の 内側 で 採取 した

試 料 及 び 同 じ試 料 を 1．1倍 に 希 釈 し，0．2mg ／1の リ ン 酸 イ

オ ン を添加 した 試料 の エ レ ク トロ フ ェ ロ グ ラ ム を Fig．5

に示す．Fig． 5 （A） に 示す よ うに，本学構内港 の 内側 の

試 料 を 分析 した 際 に は，LOD 付近 の 小 さ な ピー
ク が観察

さ れ た．回収率 が 103・−L122 ％ と多少高め で あっ た 原因 と

して，本法の LOD が 十 分に 低 くな い こ とや リ ン酸 イ オ ン
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濃度 を求 め る 際，補 正 法 を用 い て い る こ とが 考 え られ る

が，今後の 検討 を要 す る．ま た，モ リブ デ ン 青 吸 光 光度 法

と の 正 確 な比 較 は で きな い が，本法 の 海水 中 リ ン 酸イ オ ン

定量 法 と して の 有用性 が示 唆 され た．

　本法 に お け る ヒ 素 に よ る 妨 害 の 有 無 を 調 べ る た め に，

0．4　mg ／1 （As と して ） の ヒ 素 を添加 し た 人 工 海水試料

（塩 分 34） を調製 し，本法に よ り分析し た．そ の 結果，そ

れ らに 相当す る ピ ー
ク は検 出 さ れ な か っ た．そ こ で，20

mg ／1の ヒ 素を含 む 人 工 海水試料 を調製 し，　 TITP を利 用 し

な い で 分析 した．そ の 結果，亜 ヒ 酸 は全 く検出 され な か っ

た．亜 ヒ 酸 の 酸解離定数 （pK 。＝9，22）
4u ｝

か ら，本 法 の

BGE （pH 　S．5）で は，亜 ヒ 酸 イ オ ン と して 存在 しな い た め

で あ る と推察 され た ド
．・
方，ヒ 酸 （pK。、≡2，22，　 pl（。2

＝

6．98，pK 。s ＝11，4）
4s
’
］

は リ ン 酸 イ オ ン と ほ ぼ 同 じ泳 動 時 間

に 検出され た．た だ し，2，01ng ／1の ヒ 酸 イ オ ン を含む 人

工 海水試料 を
「
HTP に よ り分析 して も明 確 な ピーク と して

検 出 さ れ な か っ た ．一
方，ケ イ 素 は ，天 然 水 中 で は

H 、SiO4 の 形 で 溶 存 す る こ と が 多 い が ，酸解 離定 数

（pK。1 ≡9．70，　 pK。2
＝11．70，　 pK。a．　

＝12，　 pK 。4　＝12，著者

らが 換算）か ら考 え る と，亜 ヒ 酸 と同 様 に，本 法 の BGE

（pH 　3．5）で は，イ オ ン状 の ケ イ酸 と し て 存在す る こ とは

ない もの と考 え られ る
’1・O．以 上 よ り，本法 で は リ ン 酸 イオ

ン の 定量 に 対 して ，亜 ヒ 酸 は妨 害 せ ず，ヒ 酸 は通 常 の 海水

中濃度 （2，3 μg／1）
4
’
2）

で は妨害 しな い こ とが 分 か っ た．ま

た ，ケ イ 素 に つ い て も影響 さ れ な い もの と推察され た．

4 結 ＝
口

　本法 は，比 較的高濃度の リ ン酸 イ オ ン を含む 海水分析 に

適用 で きる こ とが 分 か っ た．今後，よ り長 い キ ャ ピ ラ リー

を用 い て 試料注入量 を増加 し，本法の 高感度化 につ い て検

討す る 予 定 で ある ．
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 We  developed capillary  zone  electrophoresis  (CZE) with indirect UV  detection fbr the deter-
mination  of  phosphate in seawater  using  transient  isotachophoresis (TITP) as an  on-line  concen-

tration  procedure. As  a  high-UV-absorbing  compound  in a background electrolyte  (BGE), 2,6-
pyridinedicarboxylic acid  (PDC) was  used.  Hydroxypropyl methylcellulose  (HPMC) was  added

to the  BGE  to suppress  electroosmotic  flow (EOF) and  the dispersion of  an  analyte  zone  for the

purpose of  maximizing  the  concentration  effect  by TITP. Several analytical  conditions  were

examined  to separate  low  concentrations  of  phosphate from high concentrations  of  chloride

and  sulfate  in seawater  and  to detect phosphate with high sensitivity. The  fbllowing optimum
conditions  were  established:  BGE,  5 mmol/1  PDC  containing  O,Ol% HPMC  adjusted  to pH  3.5
with  1 mol/1  sodium  hydroxide ; wavelength  for detection, 200 nm  ; vacuum  (5 in. Hg)  injection

period of  sample,  1 s (ca. 21 nl);  terminating  ion solution,  500 mmol/1  2-(NLmorpholino)ethane-
sulfonic  acid  (MES) adjusted  to pH  4.0 with 1 mol/1  sodium  hydroxide ; vacuum  iojection period
of  the terminating ion solution,  30 s (ca. 630 nl);  applied  voltage,  15 kV  with  the  sample  inlet
side  as  the  cathode.  Phosphate  in seawater  samples  was  detected fbr approximately  15 min.

The  limit of  detection (LOD) fbr phosphate was  32 pg/1 (P043'-P) at  a  signal-to-noise  ratio  of

three. The  respective  values  of  the  relative  standard  deviation (RSD) of  the  peak area,  peak
height, and  migration  time  for phosphate were  2.1, 2.3, and  O.81%. The  proposed method
determined phosphate in surface  seawater  samples.

Kaywoizls : seawater  analysis;  phosphate; capillary  zone  electrophoresis;  transient  isota-

         chophoresis  ; indirect detection.


