
561

ビン ドシェドラーズグ リー ンロイ コ塩基 を用 いる

フローインジエクシ ョン分析法による過酸化水素の

吸光光度定量

秋庭 正 典 R, 本 水 昌 二*, 桐 栄 恭 二**

(1987 年 5 月 6 日受 理)

ビ ン ドシ ェ ドラ ーズ グ リー ン ロイ コ塩 基 (LBG)を 色 原 体 と し, Fe(II) を触 媒 とし たFIA系 に よ る

過 酸 化 水 素 の 定量 法 につ い て検 討 した 。 弱 酸 性 溶 液 中,Fe(II) が 存 在 す る と LBGは 過 酸 化 水 素 に

よ って 725 nm に 吸 収極 大 を持 つ 緑 色 の ビ ン ドシ ェ ドラ ーズ グ リー ン (BG+)に 酸 化 され,こ の 波 長 で

の吸 光 度 の増 加 を利 用 し て過 酸 化 水 素 を 定 量 した。pH及 び共 存 させ る塩 酸 ヒ ドロ キ シル ア ミン の濃 度

を調 節 す るこ とに よ り,過 酸 化 水 素 が 0～ 1ppm の範 囲 で検 量 線 は 直 線 性 を示 す.過 酸 化 水 素0.58

ppmで の 10回 繰 り返 し測 定 の 相 対 標 準 偏 差 は 0.4%で,検 出 限 界 は 5 ppb (S/N =2) で あ った.

豆時 間 当た りの分 析速 度 は 30検 体 で あ った.市 販 の 各種 水 あ め 中 の グ ル コ ー ス (3 ～96%)を,グ ル

コ ー ス オ キシ ダー ゼ で反 応 させ た 後, FIAで 測 定 した 。

1 緒 言

臨床検査,環 境分析,食 品分析において糖をはじめと

する生体成分,代 謝成分の正確で,迅 速,簡 便な方法の

開発が 現在要求されている.最 近,酵 素を用いた分析

法が,そ の特異性から特に 注目されている.な かでも

酵素反応により生成する過酸化水素がペルオキシダーゼ

(POD)の 触媒作用により,有機化合物を酸化する反応を

利用した例が多い.更 に近年, FIAへ の応用例 も多 く,

触媒として固定化PODカ ラムを用いる方法1)2)も用 い

られている。又, PODと 同様の作用を持つ Mn (III)- ポ

ル フィリン担体樹脂カラムを用いる方法3)あ るいは Ti

(IV)4),Mn(II)5)を 用 いる方法 も報告 されている.

Fenton試 薬 と して 知 られ て い る よ うに, Fe(II) の 共存

下 で 過酸 化 水 素 は 強 力 な酸 化 剤 と な り,こ の 際 ジ フ ェ

ニル ア ミン誘 導 体 で あ る ビ ン ドシ ェ ドラ ーズ グ リー ソ

ロィ コ塩 基[4,4'-bis (dimethylamino) diphenylamine]

(以 下 LBG と略 記)が 存 在 す る と,酸 化 され て ビ ン ド

シ ゴ ドラー ズ グ リー ン (BG+)と な る 。 LBG は 酸 性 溶

液 で は ほ とん ど無 色 で あ るが, BG+ は 酸 性 で 濃 青 色,

弱酸 性 で は濃 緑 色 を 発 す る.こ の反 応 を用 い て超 微 量 鉄

の接 触 分 析 を行 った 報 告6)も あ る.著 者 らは,こ の 反 応

を用いる FIAで 過酸化水素の定量法を検討し,良 好 な

結果を得たので報告する.

2 実 験

2・1 試 薬

過 酸化 水 素標 準 溶液: 30%過 酸 化 水 素 水 (特 級, 三

菱 瓦 斯化 学 製)を 水 で 希 釈 して0.1%溶 液 と した. 正

確 な 濃度 は ヨ ウ素 滴 定 法 に よ り決 定 した.使 用 に際 し正

確 に 希 釈 して 用 い た.

LBG 溶液:ド ー タ イ ト BG (同 仁 化 学研 究所 製) を

1M塩 酸 に 溶 解 した 後,水 で100倍 に希 釈 して, 1×

10- 3M 溶 液 と した. 0.22μm メ ンブ ラ ンフ ィル タ ー で

炉 過 した 後 用 い た.

鉄 (II)溶 液:硫 酸 鉄 (II)ア ン モ ニ ウ ム を 6.5 × 10-1

M塩 酸 ヒ ドロ キ シル ア ミ ン溶 液 に 溶 か して 5 × 10-2 M

と した.使 用 に 際 し,同 量 の 酢 酸緩 衝 液 (pH 4.6, 1

M)と 混 合 した もの を 正 確 に5倍 に 希 釈 して 用 い た.

グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 溶 液 (GOD 溶 液); GOD

{ナ ガ セ生 化 学 製 NK- 106(5), 100 × 104単 位 /9, カタ

ラ ー ゼ を含 ま な い} 15 mg を pH4.6 の 1 ×10-2M 酢

酸 緩 衝 液 に 溶 か し て100mlと した.

2・2 装 置

FIA 装 置 の 流 路 を Fig.1に 示 す.ポ ンプ は サ ヌ キ工

業 製 ダ ブル プ ラ ン ジ ャ ー型 マ イ クロ ポ ン プ (DM2M-

1026 型)を 用 い,送 液 は 流 量 0.8ml /min で行 った.

吸光 度 の 測 定 は 島 津UV 440- 02 型 分 光 光 度 計 を 使 用

し,協 和 精 密 製 の 18μlフ ロ ー セル (光 路 長 10 mm)
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を用 い た.

恒 温 槽 は 大 洋 科 学 工 業 製 Thermo Minder Dx-80 型

を 使 用 した.サ ンプ ル イ ンジ ェ クタ ー は サ ヌキ工 業 製五

方 ル ープ イ ンジ ェ クタ ーSV1-5Y7型 を使 用 した。

全 系 の チ ュー ブ は 内 径 0.5mm,外 径 2.0mmの ポ リ

テ トラ フ ル オ 群エ チ レン チ ュー ブ を 用 い た.

2・3　操 作

2・3・1　過酸化水素の測定 試料溶液を五方ループイ

ンジェクターバルブによりキャリヤー流れに注入し,あ

らかじめ LBG 溶液 と Fe(II) 溶液 を混合し,予 熱した

反応試薬の流れと合流させる.混 合された試料は反応コ

イルを通過し,冷 却 コイルで冷却 された後,検 出部のフ

ローセルに達 し,そ のときの吸光度を波長725nmで 測

定 し記録する。

2・3・2　グルコースの測定 約10ppmの 濃度の糖溶

液 2ml に GOD溶 液 2mlを 加え,37℃ で1時 間反

応させた後,酵 素を失活させることなく,生 成した過酸

化水素を2・3・1の 操作に従って測定する.

3 結 果及 び考察

3・1　反応試薬の検討

過酸化水素の酸化力は Fe(II) が存在すると非常に強

くなる。この際無色のLBGが 存在すると,酸 化されて

緑色のBG+と なる.こ の反応はラジカル的であり,又

Fe(II)は 酸化を受けやす く,定 量性に欠け,検 量線は少

し直線性から外れやす くなる.こ の際, Fe (II) 溶液 に塩

酸 ヒドロキシルア ミンを加えておくと酸化が防止される

だけでなく,BG+の 生成も定量的になり検量線 も良好

な直線性を示す ことが分かった.し かしこれ らの試薬を

あらか じめ混合してお くと,ヒ ドロキシルアミンの存在

にもかかわらず時間と共に着色が増し, LBGの 酸化を

完全に防止することはできなかった。従って,こ れらの

試薬溶液は別々に調製し,流 路で混合することにした.

LBGの 濃度は ピーク高さにあまり影響しないが,濃

度が高いほどピークの半値幅は小さくなるが,バ ックグ

ラウンドの吸光度は高くな り,ベ ースラインが不安定と

なる.こ のため 1 × 10-3M(塩 酸0.01M)と して用い

た.こ の溶液は時間と共に空気酸化を受け,青 色を発し

てベースラインの ドリフトの原因となるが,窒 素を常時

少しずつ吹き込むことにより,着 色を完全に防ぐことが

できた.

硫酸鉄(II)ア ンモニウムの濃度を, 1 × 10-3M か ら

6×10-3Mま での範囲で調べたところ, 3 × 10-3M 以

上 で最高で一定のピーク高さを得たので 5 × 10-3M を

用 いることとした。

塩酸 ヒドロキシルア ミンはFe(II)の 酸化防止のため

に加えたが,濃 度が低いと検量線が 上向きの曲線 とな

り,高 濃度では下向きの曲線 となった. 6.5× 10-2 Mの

濃度で ピーク高さは無添加の場合と比べて約1/3と 低 く

なるが,直 線性の良い検量線が得られた.pHが 高いと

長期間の保存でFe(III)へ の酸化が認められたので,硫

酸鉄(II)ア ンモニウムを6.5×10-1M塩 酸 ヒドコキシ

ルア ミン溶液に溶か して5×10つMと して保存し,使

用時にpH4.6の 酢酸緩衝液を 同量加えたものを正確

に5倍 希釈して用いた.

3・2　pH の影響

BG+は pH4 以上で 725 nm に吸収極大を持ち緑色

を発する. pHは 低 いほうが ピーク高さは高いが,検 量

線の直線性が悪 くなる。 反応のpHと 検量線の関係を

Fig.2 に示す。 pH4.6 で最 も直線性の良い検量線が得

られた.

3・3 予熱 コイル,反 応コイル,試 料注入量及流量

反応速度を増すために,ミ キシングジョイントで混合

された反応試薬溶液は予熱コイルで加温してから,キ ャ

リヤーの流れと合流し,反 応コイル中で反応を進行させ

ることとした.予 熱コイルの長さについて調べた結果,

1mの 長 さで最高ピーク高さが得られた.又,反 応コイ

ルの長さは,0.5mの とき最高ピーク高さを得た.Fig.

3に 示 すように,反 応温度は高いほどピーク高さはわず

かに高くなるがバックグラウン ドも高くなりベースライ

ンは 不安定 となり,好 ましくない。本実験では37℃

の恒温槽にコイルを漬けて用いることとした.

試料注入量 とピーク高さの関係について検討した結果

Fig. 1 Schematic diagram of flow system
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をFig.4に 示す.注 入量が増す と,ピ ーク高さも増す

がピーク幅も増 し,テ ィリングも大きくなった.迅 速性

を考慮して注入量は50μ とした.又,冷 却コイルは ピ

ーク高さに影響をあまり与えないが,ベ ースラインの安

定性を増すために1mの 長さのチューブを水浴に漬け

て用いた.

流量を0.4か ら1.0ml/minの 範囲で変えて検討し

たが,こ の範囲ではピーク高さにあまり影響を与えなか

ったので,迅 速性を考えて 0.8ml/min とした.

3・4 検量線

検量線用シグナルをFig.5に 示す.過 酸化水素 0～

lppmの 範 囲で得 られた検量線は 良好な直線性を示し

た.又,0.58ppmの 過酸化水素を10回 繰 り返 し注入

したときの 相対標準偏差は0.4%で あ り,精 度 も良好

である.又,検 出限界は 5ppb (S/N=2) であ った.

3・5 共存 イオンの影響

実試料分析のために通常存在すると思われる共存物質

の影響について調べた.結 果をTable1に 示す. ほ と

んどのイオンは過酸化水素の定量を妨害 しないが,酸 化

Fig. 2 Calibration curves for hydrogen peroxide 

obtained with various  pHs

pH of acetate buffer  solution  : A, 4.2; B, 4.4; 

C, 4.6;  D, 4.8; E, 5.0

Fig. 3  Effect of reaction temperature on peak 

height

Hydrogen  peroxide  : 0.55 ppm

Fig. 4  Effect of sample volume on peak height 

Hydrogen  peroxide  : 0.61 ppm

Fig. 5 Flow signals for standard solutions of hy-

drogen peroxide

Hydrogen peroxide (ppm) : A, 0; B, 0.19; 

C, 0.39; D, 0.58; E, 0.77; F, 0.96
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力,還 元力を 有するイオンは 微量存在 しても妨害を示

す.ア スコルビン酸や塩素の共存は大きな負の妨害が見

られた。鉄と強い錯体を形成するEDTAも 妨害 した。

4 実試料への応用

実試料への応用例としてグルコースの定量を行った.

10ppm の グルコースに 300 単位 の GOD を 37℃ で

一定時間作用させた後 ,直 ちに本法で生成 した過酸化水

素を定量した.作 用時間と共に過酸化水素の生成は増加

するが,100分 の作用でも80%の 反応率であった.作

用時間を60分 とし, 0～10ppm の グルコース溶液で得

られた検量線は良好な直線性を示 した.市 販の各種水あ

め中のグルコース含量の測定を行 った 結果を Table 2

に示 す.HPLC7)の 結果 と比較 して,グ ルコース含量の

高い試料と,フ ラクトース含量の高い試料は良く一致 し

たが,マ ル トース以上のオ リゴ糖の多い 試料では FIA

のほ うが高い値 となった.こ の原因は, GOD に残存す

る微量のグルコシダーゼの影響と考えられる.既 知量の

グルコースを添加した場合の回収実験はどの試料につい

ても良い値が得 られた.

HPLC は分離分析を目的 とし糖組成まで測定できる

が,定 量に関しては感度が低 く,分 析所要時間も数分か

ら数十分を要する.一 方,グ ルコースのみを測定する必

要のある場合も多く,本 法はそのような場合には高感度

で迅速な方法として実用性が高い.

(
1986 年10 月, 日本 分 析化 学 会

第 35 隼会 にお いて 一 部発 表 )
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Spectrophotometric determination of hydrogen 
peroxide by FIA with Bindschedler's Green leuco 
base as color reagent. Masanori AKIBA, Shoji 
MOTOMIZU* and Kyoji  TOEI** (*Department of Chem-
istry, Faculty of Science, Okayama University, 3-1-1, 
Tsushima-naka, Okayama - shi, Okayama 700; **Faculty 
of Liberal Arts and Science, Okayama University of 
Science, 1-1, Ridai - cho, Okayama - shi, Okayama 700)

A FIA method for the determination of hydrogen 
peroxide with a Bindschedler's Green leuco base (LBG) 
as color reagent and iron(II) as catalyst is described. 
LBG was oxidized by hydrogen peroxide to Bindsche- 
dler's Green (BG+) which showed a maximum ab- 
sorbance at 725 nm. The increase in the absorbance 
at 725 nm was measured for the determination of 
hydrogen peroxide. The reagent solution (1) consisted 
of 10 mM hydrochloric acid containing 1 mM LBG, 
and the reagent solution (2) consisted of 0.1 M acetate 
buffer (pH 4.6) containing 50 mM ammonium iron(II)
sulfate and 0.65 M hydroxylamine hydrochloride. Re-

agent solutions (1) and (2), and a carrier solution (de-

ionized water) were propelled by two double plunger 

pumps (flow rate : 0.8  ml/min), and a sample solution 

(50  ƒÊl) was injected into the carrier stream. After 

mixing the reagent solution (1) and (2) in the preheating 

coil, the mixture stream was mixed with the carrier 

stream in the reaction coil (37 •Ž). The linear re- 

lationship between the peak height and the concentration 

of hydrogen peroxide was obtained in the range of 0 to 

1 ppm. The relative standard deviation of 0.58 ppm 

hydrogen peroxide was 0.4%  (n=10). The detection 

limit was 5 ppb  (S /N = 2). The sampling rate was 

30 samples per hour. The glucose in the range of 0 to

Table 1 Effect of foreign ions

Hydrogen peroxide taken  : 0.69 ppm;

Table 2 Determination of glucose in syrups



報 文 秋庭,本 水,桐 栄: LBGを 用 いる FIA による過酸化水素の吸光光度定量 565

10 ppm was  determined by the FIA method after the 
reaction with glucose oxidase. 

(Received May 6, 1987)
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