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目視マ イ ク ロ プ レ ー ト分析法
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1 緒 言

　近 年，様 々 な分野 に お い て 高 価 な 分 析 装 置 や 煩 雑 な操 作

を必要 と しない 分析法 の 開発の 需要が 増え て お り，こ れ ま

で 多 くの 簡易分析法 が 開発 さ れ て き た．特 に ス ポ ッ トテ ス

ト
1〕
，パ ッ ク テ ス ト

2〕
，比 色 法

3）
や 試験紙法

の
な どに 代表 さ

れ る 目視定量法は，迅速性 ・経済性 に優れ て い る こ とから，

簡易分析法 の 主な手法 と して 広 く用い られ て い る．しか し

な が ら，こ れ らの 手法 は ，色 の 濃淡 を 目視 で 測定す る た め，

測定者 に よ る測定値 の ずれ が 大 きい など，精度 の 問題が 残

され て い た．

　一方，反 応 容器 と比 色セ ル を兼 ね た多数 の ウ ェ ル か らな

る マ イ ク ロ プ レート計測法は，多検体を同 時 に吸光測定が

可 能 で あ る た め，主 に 臨床検査 の 分野 で 用 い られ て い る．

しか し，マ イ ク ロ プ レートそ の もの は安価 で あ るが ，計測

装 置 で あ る マ イ ク ロ プ レートリーダーは 高 価 で あ る た め，

こ れ ま で 他分野 に お け る 応 用 は，牧野 らの 金属 イ オ ン の 吸

光光度定量
5〕
や ポ ル フ ィ リ ン を 用 い た マ イ ク ロ プ レ

ート上

で の 鉛（II） イ オ ン の 分析
6）7）

以 外 に は ほ とん ど報告 さ れ て

い ない ，こ れ は，他 の 機器分析器法 に 比 べ 十 分 な感度が 得

られ ない た め と考えられ る．

　 また，こ れまで に，測定精度 の 高い 簡易 目視分析法 と し

て 自己 触媒 反 応 の 特性 を利用 し た 手法 が 報告 さ れ て い る．

こ の 反応 は 初期触媒濃度 に依存す る誘導期間を持つ 特徴的

な S 字型濃度
一
時間反応曲線を与 え．分析対象物 の 濃度 は

自己 触媒反 応 の 指示 反 応の 時 間 （誘導期 間 ） に変換する こ

とが で きる．ま た，反応終点 に お け る急激 な化学変化 は 目

視 に よ っ て 容易 に観察す る こ とが で きる こ とか ら，こ の 反

応 を用 い る こ とで 人 聞 の 目 とス トッ プ ウ オ ッ チ に よる 目視

分析が 可 能 と な る．更 に，こ の 反 応曲線 の 形状 は分 析対象

物 の 濃度 に依存 しな い こ とか ら
一

定 の 感度 で の 定量 が可 能

で あ る利 点 を有 して い た．こ れ まで に，ピ リ ジ ル ア ゾ フ ェ

ノー
ル の コ バ ル ト錯体の ペ ル オ キ ソ

ー
硫酸 ナ トリウ ム に よ

る自己 触媒酸化分解反 応 を用 い た コ バ ル ト（III）イ オ ン の

1
富 山工 業高等専 門学校 ： 9S9−8192 富山県富 山市本郷 町 13

2
茨城大 学工 学部 生体分子機能工 学科 ： 31〔シ8511 茨城県 日立 市

中成 沢 町 412 −1

簡易目視計測 法
8）
及び こ の 反 応系に対する他の 様々 な触媒

種 や イ ン フ ァ ク ター
の 目視計測 へ の 応 用

9 ）le）
が 報告 さ れ て

い る．ま た，著 者 ら も こ れ まで に亜 硫 酸 塩 一過 酸 化 水素系

自己触媒反応 を用 い た 標識酵素ペ ル オ キ シ ダ
ーゼ の 目視計

測法
11）

を 報告 して い る．しか しなが ら，い ず れ の 手法 も反

応 速 度 を利用 した分析法で ある た め，高い 温度依存性，低

い 選択性 の 問題が残 されて い た．また，あ る時間 に瞬時 に

起 こ る 反応終点で の 化学変化を見逃 さない よ う気 をつ ける

必要 が あ る た め ，一
度測定 を 開始 させ る と測定中 は 反応系

か ら目を離す こ とが で きない．

　最近，著者 らは 亜硫酸塩
一
過酸化水素系 自己触媒反応 に

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 い き

お い て，反 応 の 進行 の 有無 に過 酸化水素濃度 の 閾値が 存在

し，そ の 閾値濃度 は任意の 亜硫酸塩 の 濃度 に対 して
一
定の

濃度比 で 決ま る こ とを見い だ した．そ の た め，マ イ ク ロ プ

レ ートの 各列 にお い て，亜 硫酸 イ オ ン 水溶液 を濃度が 低い

順 に 添加 し，列単位で 試料 で あ る 過 酸化水素 を加 える と，

Fig，1 に示 す ように 各列で 過酸化水素 の 濃度が 閾値を超 え

た 部分 の み 連続 して 変色 す る．こ の こ と は，連続 して 変色

した ウ ェ ル 数 を 目視 で 判定す る こ とで 過酸化水素濃度 を定

量 す る こ とが で きる こ と を意味 して い る．本研究 は ，こ れ

らの 知見 を マ イク ロ プ レ
ー

ト上 に 応用す る こ と に よ っ て，

過酸化水素 の 目視計測法の 開発 を 目指 した．

2　実 験

　2・1　試薬 ・装置

　すべ て の 試薬 は特級 の もの を使用 し た．亜 硫酸 ナ トリ ウ

ム （関 東化学製），過酸化水素 （和光純薬製），プ ロ モ チ モ

ー
ル ブル

ー
（和光純薬製）の 水溶液 は蒸留水 に希釈 して 調

製 した ．pH の 測 定 は ア ズ ワ ン 製 の Cyberscan　PH1500 型

を使用 し た．マ イ ク ロ プ レート及び 試薬，試 料の 分 注に 用

い た マ イ ク ロ ピペ ッ トもア ズ ワ ン 製 の もの を使用 した．

　2・2　操　作

　操作 の 概略 を Fig．2 に示 す．マ イ ク ロ プ レ
ートの 各列

にお い て 指 示 薬 で あ る プ ロ モ チ モ ール ブ ル
ー （BTB ）を含

む 種 々 の 濃度 の 亜 硫酸 ナ トリ ウ ム 水溶液 100 匪 を順 に ウ

ェ ル 内に 加え る．次 に列単位で 試料溶液を加え，連 続 して
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Fig．　 l　The 　concept 　of 　the　proposal　method
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  The 　concentration 　of 　H202 　was 　determined

　 according 　to　the　 number 　of 　the　 ce 【1s　 changed

　 colorcontinuously ．

Fig．2　The 　procedure　of 　Visual　determination　for　hydrogen 　peroxide

変色 した 部分 の 数 に よ っ て 過 酸化水素濃度 を定量 す る．

3　結果及び考察

　3・1 指示反応 ・反応曲線

　過酸化水素 の 目視計測 に 用 い た指示反応 は，式（1），

（2 ） に 示す亜硫酸イ オ ン の 酸解離平衡 と亜硫酸イオ ン の

過酸化水素 に よ る 酸化 反 応 か ら な る．

HSO3
−

； ＝ 三 SO ，

2−
＋ H

＋

HSOs
−

＋ H262 − SO ，

2 −
＋ H20 ＋ H

＋

）

）

12（

（

　 こ の 指示反応 は水素 イ オ ン が 反応 物 だ けで な く生成物 で

もあ る 自己触媒反応 で あ る．そ の た め．こ の 反応 曲線 は

Fig．3 に 示す よ うに
一

定の 誘導期間の 後急激 な pH 変化 を

示す特徴的な S 字型 pH一時間曲線 を 描 く， ま た．こ の 反
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応 曲線は 過酸化水素の 濃度が あ る 閾値濃度を境 に S 字型 を

示 さ な くな る．

　そ こ で ，種 々 の 濃度 の 亜 硫 酸 ナ ト リウ ム 水 溶 液 に対 す る

過酸化水素 の 濃度 の 影響 を検討 し た．そ の 結果 を Table　 l

に示す．亜 硫酸ナ ト リウ ム濃度に対 して 過酸化水素濃度の

濃度比 が 1 ： 1 以 上 の と き反応 が 進 行す る こ とが 確認 で き

た．

　S・2　過酸化水素 の 目視定量法の 検討

　上記 の 結果 よ り，反応 の 閾値を設定して おい た マ イク ロ

プ レ
ー

トに列単位で 種 々 の 濃度 の 試料溶液を加えた様子を

Fig．4 に 示す．各列 にお い て 過酸化水素 の 濃度 に 応 じて 連

続 して 溶液が 変色す る ウ ェ ル の 数が 変化 し，2，5XlO
−s〜

1．0　mol 　dm
−’9

の 濃度範 囲の 過酸化水素を 目視 に よ っ て 検

出す る こ とが で きた．また，同一測 定条件に お け る 繰 り返

し測定 （12 回）を行 っ た と こ ろ 測 定結 果 に 変化 は 見 られ

な か っ た．

　共存物質 の 影響 を検討 した 結果，ほ とん どの カ チ オ ン ，

ア ニ オ ン （Na
＋

，　 K
＋

，　 NH4
＋

，　 Ga2
＋

，　 Mg2
“

．　 Zn2
＋

，　 Ni7
＋

，

C ♂
＋

，Cl
−
，　 SO42

−
〉と も に 高濃度で 共存 し て も，変色す

る ウ ェ ル 数 に 変化が 見 られなか っ た．し か し，鉄 （II） イ

オ ン は 10
−4mol

　dm
−s

以 上 の 存在で 妨害 を示 し た．鉄 （II）

イ オ ン が 亜硫酸 イオ ン の 酸化作用 を示すため と考 えられ

る．しか し，マ ス キ ン グ 剤 と して エ チ レ ン ジ ァ ミ ン 四 酢酸

（EDTA ，5 × 10
−4

　mol 　dm
−s

）を加 え る こ と に よ っ て そ の

影響 を抑え る こ とが 可 能で あっ た．

　 ま た，10〜35℃ に お い て 温 度 の 影 響 を 検 討 し た 結 果，

測定結果 に 変化 が 見 ら れ な か っ た．既 ￥Rsl
〜lD

の 自己触媒

反応 を用 い る計測法は 温度
・
共存物質の 影響が 大 きい とい

う欠 点が あ っ た が，本計測法 は既報の 手法 と比 べ 温 度．共

存物質 の 影響 を受け に くい 手法 で あ る．

4　結 言

　本計測法 は，反応 に 濃度 の 閾値 の ある 自己触媒反応をマ

イ ク ロ プ レ
ー

トの 列 に 利用す る こ とで ，従来 の 目視計測法

が 抱えて い た 測 定結果 の 同
一

性 の 問 題を解決 で きる 手法を

提案 した とい える．また，こ れ まで の 自己触媒反 応 を用 い

る 目視計測法が 抱 えて い た温度 ・共存物質 の 影響 や 測定系

か ら 目を離 せ な い 等の 問題が な い た め，よ り操作性 が優 れ

た 手法 とな っ た．更 に，本 計測 法の コ ン セ プ トは亜 硫酸塩

一過 酸化 水素系自己 触媒反 応 以外 に も滴定 （中和滴定，酸

化還元滴定，キ レ
ート滴定等） に 用い られ る 反応 の よ うに

エ

α

109876500

ab c

100 200Time
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F正g・3　 The 　pH −time 　curve 　of 　autocatalytic 　reaction

with 　Na2SO3 　and 　H202

［Na2SO3 ］≡0．25　mol 　dm
−s

；［H202 ］＝a ： 1．0，　b ： 0．5，
C ： 0，25

，
d ： 0．2

，
　e ： 0，l　moldm

−3

，25℃

Fig．4　Visual　determination　ef 　hydrogen　peroXide

［H202 ］＝1 ： 1．0，2 ： 0．5，3 ： 0，25，4 ： 0．1，5 ： 5．0 × 10
−2
，

6 ： 1，0xlO
−2

，7 ： 5．0 × 10
−s
，8 ： 2．5 × 10

−smol
　dm

一3

Table　I　Re 艮ationship 　between 血 e　concentradon 　raUo 　of 　reagents 　and 　the　change 　of 　color

Na2SOs／mol 　dm
−s

H ，0 ，／m 。1dm
−s

1．0 0．5 O．25 0．10 5x10
−2

　　 1 × 10
−2

　　5x10
−s

　　2．5 × 10
−s

1．00
．50
、250
ユ05
× 10

−21

× 10
−

！

5 × 10
−s

　 　 　
−3

2．5 × 10

○

○

○

○

○

○

○

○

xOOOOOOO x

×
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×

×

×

○

○

○

○

○

×

×

×

×

○

○

○

○

x

×

×

x

×

○

○

○

×

×

×

×

×

xOO

×

×

x

×

×

x

×

○

○ ： Color　changed ，× ： Color　did　not 　changed ，25℃
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Visual Microplate Determination  of  Hydrogen  Peroxide  by
Autocatalytic Reaction  with  Sulfite and  Hydrogen  Peroxide
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 The  oxidation  reaction  from  sulfite ion  to sulfate  ion with hydrogen  peroxide is an  autocata-

lytic reaction,  in which  a  proton (H') acts  not  only  as  the  reaction  product, but  also  as  the reac-

tant, This  reaction  provides the  characteristic  S-shape pH  ws.  time  curve,  which  contains  the

infiection time  and  the dynamic  pH  change  at  the  end  point. The  threshold  of  the  concentra-

tion  of  hydrogen  peroxide exists  in the presence of  the progress of  this reaction,  and  the  value  of

the  threshold  is determined by the ratio  of  the concentration  fbr several  concentrations  of  a  sul-

fite ion. Furthermore, the pH  change  at  the end  point can  be visualized using  a  pH  indicato4
such  as bromothymol  blue. Based on  these findings, using  this reaction  for the microplate,  the

visual determination of  hydrogen peroxide by counting  the  discoloring color  number  has been
deve]oped. By the preposedmethod,  2,5 ×  10-3N1.0  mol  dm-S  of  hydrogen  peroxide  could

be visibly determined. Moreove;  the  influence of  the temperature  was  examined.  As a  result,

the  analytical  method  was  able  to be used  within a  wide range  of  temperatures.

Kaywortls :autocatalytic  reaction  ;

determination of  hydrogmicroplate
 ;

en  peroxide.visual

 analysis  ; threshold  of  concentration  ;


