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要約 

 

近年，医療，環境，工業などの様々な分野の現場において，迅速で簡便な分析法の重要

性が増している。反面，それら簡易分析法の感度や精度，選択性が不足し，正確な判断が

できないことがしばしば問題となっている。 

これまでにこれらの問題を打破すべく分離科学の視点から固相抽出や溶媒抽出により測

定物質を濃縮分離する前処理法や機器が開発されてきた。しかしそれらは一様に，目的成

分の呈色反応，分離・濃縮，測定の各工程が別々に分かれている。工程が細分化し，試料

の前処理や高感度化などの付加的な操作は“簡易分析”の意図を損なう結果となっている。 

そこで本研究では，水中の目的成分の呈色と分散した微粒子による分離・濃縮のプロセ

スを同一容器内で同時進行させる新しい簡易分析システムの開発をスタートさせた。この

開発の基礎となった新規の分離・濃縮法を「分散微粒子抽出法」と名付けた。一つの容器

内で①目的成分の呈色反応，②着色成分の微粒子への吸着/濃縮，③微粒子の自重による分

離が同時進行で起こり，微粒子の色調を目視や画像解析によってそのまま速やかに測定で

きる。 

環境水中の微量成分（Fe2+，Ni2+，NH4
+，NO2

−，HCHO，PO4
3−，Cr(VI)，Mn2+，

COD，CN−，H2O2）を研究の対象成分とした。現場分析の視点から測定感度や選択性，

分析の操作性などを考慮して優れた簡易分析法を開発し，さらに環境試料に応用しその有

用性を確かめた。それらの研究成果を学位論文として報告する。 

開発した方法の操作概略 

本法の測定操作は非常に簡便・迅速である。つまり，呈色試薬（粉末）と微粒子を入れ

た容器に試料水（1 mL）を採り，軽く振った後，静置する。沈積した微粒子の色調を目視

や画像解析で判定し，濃度を求める。20 分以内で測定できるので，現場分析に適している。 

固相抽出系の設計と得られた知見 

目的成分の呈色反応はそれぞれ既存法の中から汎用性の高いものを選んだ。この研究で

は呈色成分の捕集が非常に重要である。呈色成分の化学的特性に応じた抽出系を設計し，

微粒子の素材を選択した。以下に用いた主な抽出系と開発中に見出された知見を述べる。 

(1)イオン交換による捕集：Fe2+は有色錯陽イオンとしてシリカゲル，NH4
+は陰イオン色

素として陰イオン交換樹脂で捕集した。HCHO の分析では呈色目的成分（青色）と過剰の

試薬（黄色）いずれも陽イオンを生成するため，微粒子の素材によって色調が大きく異な

った。この違いの原因を両成分の吸着平衡の解析から明らかにした。NO2
−の場合，陽イオ

ン色素に変換し，プロピルスルホン酸修飾シリカゲルで捕集した。その際，微粒子の着色

速度が溶液中での呈色速度よりも約２倍速くなり，測定時間が短縮された。微粒子による

呈色促進効果を確認した。Mn2+は MnO4
−として陰イオン交換体に捕集した。開発した

MnO4
−の捕集法を COD の測定法へ応用することができた。 

(2)複合的な相互作用による捕集：Ni2+の有色錯体は pH によって電荷が変化する。陰イオ
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ンを捕集する機能と中性成分を捕集する機能を合わせ持つ微粒子を作製して良好な結果を

得た。PO4
3−は双性イオンに変換して，XAD-7HP（親水性の無電荷粒子）へ捕集できた。

この抽出系では微粒子の粒径が吸着定数や粒子の沈降速度に与える影響を調べた。 

(3)イオン対の生成を利用する捕集：Cr(VI)の有色錯陽イオンの場合，対イオンとしてドデ

シル硫酸陰イオンを添加し，イオン対に変換し，XAD-7HP によって捕集できた。イオン

対抽出平衡モデルから対イオンを選択し，さらに捕集成分の化学形を推定した。また，

H2O2 の蛍光分析に用いたレゾルフィン（陰イオン）の場合，Zephiramine🄬を対イオンと

するイオン対抽出系を設計し，シリカゲルで捕集できた。Zephiramine🄬濃度に応じて静電

相互作用と疎水性相互作用が逐次関与する複雑な捕集機構を明らかにした。 

画像解析による高感度化と環境水への応用 

微粒子層をスマートフォン等で撮影し，その画像の色情報を解析することで，目視法よ

りも客観的で，より感度が高く，再現性のよいデータを得ることができた。本法を，環境

水（河川水，地下水，雨水，海水）に適用したところ，いずれの測定結果も機器分析法等

とよく一致した。 

開発した方法は目視測定で水相の比色測定よりも 2～10 倍高感度であり，画像処理によ

ってさらに高感度で信頼性の高い結果が得られた。また，微粒子の素材，粒径，添加量等

によって測定範囲を幅広く調節できた。試料水中の着色成分の影響も低減された。微粒子

による呈色速度の促進効果は分析操作の短縮に繋がる発見である。研究では分散微粒子抽

出法を環境水の簡易分析へ応用したが，種々の分野においてラボベースでの応用も期待で

きる。 
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第 1 章 緒言 

 

1.1. はじめに 

 

 2020 年新型コロナウイルス感染症（COVID-19）が世界的に大流行し，これに伴って，

世界中で COVID-19 の感染の有無を簡便に判定できる検査キットが普及した。また，世界

各地で異常気象が頻発し，大規模な自然災害が多発している。その中でも大量の降雨がも

たらす洪水は河川水を波乱させ，汚水が水源に流れ込むことで飲み水に致命的な打撃を与

える。飲み水の安全性をその場で確認する検査キットの重要性は高い。更に，地球規模の

環境問題や気候変動の動向に伴った世界社会の大きな流れとして，2015 年に国連サミット

で持続可能な開発目標（Sustainable Development Goals：SDGs）が掲げられ，2030 年を

年限とした達成すべき 17 の国際目標が設定された。また，農業や環境，工業の現場におい

て，物質の変動の詳細を多角的に見極めることができるスクリーニング検査も必要である。

このような社会背景の下，簡易分析法は，近年，医療，環境，工業などの様々な分野の現

場において，迅速で簡便な分析法として，その重要性が高まっている。その反面，既存の

簡易分析法の感度や精度，選択性に改善の余地がある場合が多く，正確な判断のツールと

して利用できない場合がしばしばあることが問題となっている。 

これまでに，既存の簡易分析法の問題を打破すべく，分離科学の視点から固相抽出や溶

媒抽出を利用することにより，分析対象物質を濃縮・分離する前処理法や機器分析法が開

発されてきた。しかし，一様にそれらの方法は，目的成分の呈色反応，分離・濃縮，測定

の各工程が分かれている。分析工程の細分化は試料の前処理や高感度化などの付加的な操

作を加えることになるため，“簡易分析”の意図を損なう結果となることが多い。 

そこで本研究では，水中の目的成分の呈色と分散した微粒子による分離・濃縮のプロセ

スを同一容器内で同時進行させる新しい簡易分析システムの開発を 2017 年にスタートさせ

た。この開発の基礎となった新規分離・濃縮法を「分散微粒子抽出法」と名付けた。この

固相抽出法を利用した簡易比色分析法は，一つの容器内で，①目的成分の呈色反応，②着

色成分の微粒子への吸着/濃縮，③微粒子の自重による分離を同時進行させ，微粒子の色調

を目視や画像解析によって速やかに測定することで分析対象物質を定量する手法である。 

本研究では，特に環境水中の微量成分を研究の対象物質とし，現場分析の視点から測定

感度や選択性，分析の操作性などを考慮して優れた簡易分析法を開発し，さらに環境試料

に応用することでその有用性を明らかにした。 
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1.2. 簡易分析法 

 

簡易とは，「てがるなこと。たやすいこと。」（広辞苑 第六版より引用）であり，操作性

に係わる言葉である。操作が簡便であれば，誰でも使うことができる。この「誰でも」を

補う要素として，測定者の安全性や経済性，迅速性の確保が必要である。さらに利便性を

向上するために，分析器具（装置）の小型化・携帯性で場所を選ばずにどこでも分析がで

きる。「簡易」という用語には，安っぽいという先入観が付きまとうが，簡易分析法の設

計は決して簡易ではない。最先端の知識や技術が集積してはじめて達成される高度なテク

ニックである。 

 簡易分析とは，誰でもどこでも簡単に測定できる分析法全般をいい，特定の測定方法や，

機器を指すものではない。具体的には以下の条件を兼ね備えたものである。 

① 簡易性…煩雑な操作を必要とせず，だれでも測定できる。 

② 迅速性…測定開始からわずかな時間で検出できる。 

③ 可搬性…持ち運び可能で，どこでも測定ができる。 

以上が一般的にいわれている“簡易分析”の特徴であるが，一方で 

④ 経済性…安価な方法が望ましい（最近では市民レベルでの環境調査においても用いられ

ているため低い価格が望ましい）。 

⑤ 安全性…毒物及び劇物取締法に該当する試薬を使用しない事。 

これらの要素は，誰でも利用できる分析法として忘れてはならない重要な点である[1, 2]。 

 近年では，簡易分析法は，研究分野や医療，環境，工業，農業，教育現場など多岐にわ

たって使用され，IoT や AI の発展に伴って様々な分野で重要な役割を担っている[3-11]。

例えば，非破壊検査として X 線や分光器を用いた機器分析法や電子センサー[12]，薄層ク

ロマトグラフィー[13-17]，ナノ粒子を用いたイノムアッセイ[18-22]なども報告されてい

る。更に，毛細管現象を利用し，試料水を滴下するだけで分析できる，ろ紙上に流路を施

した紙基板分析デバイス[23-27]の開発に関しても近年報告数が激増している。 

このように様々な簡易分析法がある中で，比色分析とは，試料中の目的成分を色の濃さ

や色調から濃度を決定する分析方法であり，標準色を用いた目視測定[28-30]や分光器によ

る測定が用いられている。しかし，紙基盤デバイスのような発色層の厚みが薄い場合，し

ばしば感度が不足するといった問題が生じる。一方で，溶液を測定するパックテスト🄬[31, 

32]は発色した液相にある程度厚みがあり，感度化が保たれている。更に，固相抽出

（solid-phase extraction：SPE）[12, 33, 34]を用いて，メンブランフィルター[35-44]上に

呈色した目的成分を分離・濃縮する膜捕集を組み合わせることで，感度と精度の改善が図

られているが，分析操作が煩雑で，簡易分析法としての簡便性を損なわせている。また，

比色法の最も重大な欠点は，試料水に含まれる着色成分や懸濁物質による妨害を強く受け

るため，前処理法が必要になる点である。試料水のバックグラウンドの色が分析精度に無

視できない干渉を与え，場合によっては目的成分の定量のみならず，検出すらできない。
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環境，食品，医療分野におけるいずれの場合においても，色や懸濁成分を含んでいる試料

水が多い。例えば，途上国の汚染された環境水などは，極めて透明度が低いことが普通で

ある。ろ過を施しても，しっかりと色が残っている場合が多く，現存の簡易分析法は使い

物にならない。また，目視分析の場合，色の濃淡の判定には，測定者の色覚の強弱によっ

て分析結果が大きく変動し，分析法の信頼性にも問題がある。そのため，これらの課題を

解決しプロの要求にも対応できる高性能な簡易分析法の研究・開発が必要である。 

 

 

1.3. 分散した微粒子による固相抽出を原理とした簡易分析法の着想に至った経緯 

 

有機試薬やキレート試薬による呈色反応を利用した，簡易比色分析法として最も簡便な

分析手法に spot test がある[45, 46]。spot test はろ紙や滴皿，スポイトを用いる方法から出

発しているが，その応用範囲は極めて広く，定性分析の分野だけでなく半定量分析，定量

分析の分野でも重要な役割を担ってきた。これらの手法は，予め，試薬を検出部に添加す

ることで，採水操作だけの測定を可能とする。紙による検出や呈色した溶液による検出

[47-50]，吸着剤を添加したカラムによる検出[51-54]など様々な分野で類似の手法が利用

されている。しかし，操作が簡便ではあるが，試料によっては感度不足やマトリックスに

よる妨害を強く受ける。 

Spot test の原理を用いて，呈色した試料溶液に PVC フィルムを添加し目的成分を吸着さ

せるフィルム吸着比色法[55, 56]や目的成分特有の官能基を持つ高分子材料を試料に添加

することで目的成分を分離し，高感度に測定する方法がある[57]。しかし，目的成分が吸

着平衡に達するまでに時間を要する。高感度で選択性のある測定法を実現するためには，

分離/濃縮操作が効果的な手法である。目的成分への親和性や高表面積を有する吸着剤は目

的成分の効率的な吸着と濃縮を可能とする。これまでに，固相抽出や溶媒抽出のイオン液

体や分散液液マクイロ抽出，エマルションなどによって微量成分の高濃縮が達成され高感

度な測定法が報告されている[58-60]。 

目視簡易分析法を環境水の計測に応用する場合，高感度化と試料水に含まれる着色成分

と懸濁物質による妨害の克服が大きな課題である。簡易分析デバイスにろ過の仕組みを取

り入れ，ペーパークロマト法などへの展開が考えられるが，簡便性と高感度化という，相

反する要素を共存させる手段の構築は困難である。そこで本研究では，水相中に微細粒子

を分散させることで効率的な濃縮ができることに着想を得て，反応容器内に吸着剤微粒子

を均一分散させ，目的成分の呈色と同時に吸着・濃縮する方法を考案した。一つの容器内

で，①目的成分の呈色反応，②着色成分の微粒子への吸着/濃縮，③微粒子の自重による分

離が同時進行で起こり，微粒子の色調を目視や画像解析によってそのまま速やかに測定で

きる。この分離・濃縮手法を「分散微粒子抽出法」と名付けた。分散微粒子抽出法の特出

すべき点は，水中に分散した吸着剤微粒子による目的成分の濃縮操作を組込んだことであ
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る。分散微粒子抽出法による簡易分析システムを設計し，従来の比色法よりも迅速，簡便

に高感度化を達成できる簡易比色分析法の開発に取り組むことに至った。 

 

 

1.4. 分散微粒子抽出法の原理と操作 

 

発色させた目的成分の迅速な吸着性と自然沈降性（あるいは浮上）を備えた微細粒子

（吸着剤）による固相抽出を原理とする「分散微粒子抽出法」の原理と操作を Fig. 1.5.-1

に示す。呈色試薬（粉末）と吸着剤である微粒子を予め入れた容器に試料水（1 mL）を加

え，目的成分の呈色と吸着剤による呈色成分の濃縮を同時かつ迅速に達成する。沈積した

吸着剤の色調から目的物質の濃度を判定する。 

これまで，試料溶液に呈色試薬を加え，目的成分を発色させた後，微粒子固相を加え，

分散→分離・濃縮→回収→検出する分析法は既に報告されているが，本法のように，ひと

つの容器内で，呈色→分離・濃縮→測定を完結するシステムは報告されていない。本法で

は，簡易分析法本来の迅速・簡便さを損なわずに，高感度化を果たすことができる。さら

に，速やかに沈降・集積した粒子の色調から目的成分を定量するため，試料水に色が付い

ていても，沈降速度の遅い懸濁成分が含まれていても，妨害を受けにくいことが予想され

る。従って，本法は既存の簡易分析法の問題点を打破しうる革新的な方法となり得ると考

えた。 

 

Fig. 1.5.-1 分散微粒子抽出法の原理と操作の概略 
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1.5. 本研究の目的 

 

本論文では，現場分析の視点から簡易分析としての分析操作の簡便性と迅速性を損なわ

ない，固相抽出に基づく新しい簡易分析システムの構築を目的とした。提案した分散微粒

子抽出法を組込んだ簡易比色分析法を開発し，環境水中の微量成分（Fe2+，Ni2+，NH4
+，

NO2
−，HCHO，PO4

3−，Cr(VI)，Mn2+，COD，CN−，H2O2）を研究の対象成分とする

ことで，本法の有用性の立証と体系的な分析手法の確立を目指した。 

第 2 章では，NH4
+，Ni2+，Fe2+の簡易分析法を開発し，分散微粒子への単成分の吸着・

捕集の仕組みの体系づけを目的とした。第 3 章では，NO2
−の簡易分析法を開発し，水相で

目的成分の呈色反応が緩やかに進行する条件下で分散微粒子を共存させた場合の固相への

吸着，着色の影響を確認することを目的とした。第 4 章では，HCHO の簡易分析法を開発

し，分散微粒子への複数成分の同時吸着・捕集の仕組みの体系づけを目的とした。第 5 章

では，酵素法による PO4
3−の簡易分析法を開発し，分散微粒子の粒径や添加量が本法の測

定感度に与える影響を確認することを目的とした。第 6 章では，Cr(VI)の簡易分析法を開

発し，イオン対固相抽出の適用と抽出挙動の解明を目的とした。第 7 章では，Mn2+と

COD の簡易分析法を開発し，MnO4
−の分散微粒子への捕集法を確立することで捕集原理

を同じくする，分析項目の異なる測定法の開発を目的とした。第 8 章では，遊離シアン

（CN−）の簡易分析法を開発と沈積した微粒子層を再現よく撮影し現場分析に適した携帯

型撮影ボックスを設計し，分散微粒子抽出法に適した測色法の確立を目的とした。第 9 章

では，分散微粒子抽出法を蛍光測定法に応用し蛍光体の分散微粒子への抽出挙動を解明す

ることで，目的成分の拡充と本法の更なる高感度化を目指した。 
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第 2 章 分散微粒子抽出/比色分析法における吸着捕集の仕組み 

―アンモニア，ニッケル，鉄(II)の分析法の開発― 

 

2.1. はじめに 

 

分散微粒子抽出/簡易比色分析法は大きく分けて，「呈色」，「吸着」，「沈降」，「測定」の

4 つの工程からなる分析方法である。その中でも重要なのが「吸着」である。微粒子の種

類によって吸着挙動は大きく変化するためである。そこで，呈色成分の性質に対応した微

粒子の選択と吸着の仕組み，そしてその応用について紹介する。 

静電吸着を原理とする 3 つの事例を取り上げ，本法の吸着のモデルを説明する。 

(1) 陰イオン成分（フェノール色素の吸着を利用したアンモニアの測定） 

(2) 陽イオン成分の捕集（鉄(II)フェナントロリン錯体の吸着を利用した鉄(II)の測定） 

(3) 吸着条件(pH)によって電荷が変化する成分の捕集（Ni(II)-PAR 錯体の吸着を利用し

た Ni(II)の測定） 

また，微粒子への鉄(II)-フェナントロリン錯体の単成分吸着を用いた簡易分析法の開発

から本法の特筆すべき性能と実用性を示す。 

 

 

2.2. フェノール色素の吸着を利用したアンモニアの比色測定 

 

2.2.1. 目的成分を有色の陰イオンに変換して捕集する場合 

 

 目的成分を有色の陰イオン成分として捕集するモデルとして，汎用的な比色法であるイ

ンドフェノール青比色法を用いて NH4
+-N を測定した。本法の分析フローと呈色成分の吸

着の仕組みを Scheme 2.2.1.-1 に示す。NH4
+にサリチル酸を反応させ，フェノール色素(青

色または緑色)を生成させる。このフェノール色素は陰イオンとして存在するため，スチレ

ンとジビニルベンゼンの微細孔構造をもつ共重合体に官能基（アミノ基）を修飾した陰イ

オン交換樹脂（DOWEX™ 1x8 (Cl−)）へ静電吸着によって捕集した。本研究で確立した

NH4
+-N の比色測定について記す。 
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Scheme 2.2.1.-1 (A) アンモニアの分析反応，(B) 陰イオンの微粒子への吸着モデル 

 

 

2.2.2. 分析法の開発 

 

2.2.2.1． 実験 

 

2.2.2.1.1. 装置と試薬 

 

紫外可視分光光度計（島津製作所，UV-1800），ガラス電極式水素イオン濃度指示計

（HORIBA，D-51），撮影ボックス HAD QT-310（G・T・B・T）。カメラとして，デジ

タルカメラ：WG-5 GPS（Ricoh），DS 126441（Canon），スマートフォンカメラ：iPhone 

8 を使用した。測定した画像の解析には，Adobe Photoshop CC 2019 とフリーソフト

ImageJ を用いた。塩化アンモニウム，サリチル酸ナトリウム，ジクロロイソシアヌル酸ナ

ト リ ウ ム ， 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム ， 水 酸 化 リ チ ウ ム （ FUJIFILM Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd.）。クロラミン T（Sigma Aldrich Co. LLC）。試薬は特級を使用し，溶液は

全て超純水を用いて調製した。吸着剤として，DOWEX™ 1x8 (Cl−)（粒径：200～400 

mesh）を使用した。各吸着剤は，水で洗浄した後に室温で乾燥させたものを使用した。 
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2.2.2.1.2. 実験操作 

 

NH4
+-N の比色測定操作を示す。 

1.5 mL マイクロチューブに，1 mg のジクロロイソシアヌル酸ナトリウムを充填したと

ころへ試料水 1 mL を加え，軽く振り混ぜた。更にそこへ，2 mg の水酸化リチウムと 5 mg

のサリチル酸ナトリウムと 10 mg の DOWEX™ 1x8 (Cl−)を加え，振り混ぜて 5 分間静置

し，沈積した粒子の色調から NH4
+-N の濃度を測定した。 

 

 

2.2.2.2. 結果と考察 

 

試料水 1 mL に対して微粒子を 10 mg 添加した結果の写真を Fig. 2.2.2.2.-1 (A)に示す。

溶液の発色(a)と比較して，沈積した微粒子の色調変化(b)は低い濃度でも色調の判定が容

易である。Fig. 2.2.2.2.-1 (B)に微粒子の色調変化(b)を画像解析法によって数値化した結果

を示す。目視法では濃度の判定が非常に困難な低濃度（0～0.6 mg/L）においても，4 種類

のいずれの測定値においても 0～2.0 mg/L の範囲で直線を得ることができた。その中でも，

Red の感度が最も高かった。画像解析法を用いることで，目視法では判定が困難な濃度範

囲でも測定が可能になる。また，排水基準値（100 mg/L）よりも極めて低濃度の測定も容

易であった。 

 

 

Fig. 2.2.2.2.-1 アンモニアの検量線 

(A) 溶液と微粒子の比較写真（(a) 溶液，(b) 微粒子），(B) 微粒子の色調（Gray，RGB 値）

とアンモニア濃度の関係 
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2.3. Ni(II)-PAR 錯体の吸着を利用したニッケルの比色測定 

 

2.3.1. 条件によって電荷が変化する成分の捕集について 

 

溶液の酸性度によって電荷が異なる，[Ni(II)-PAR]錯体の捕集について説明する。

Ni(II)を 4-(2-pyridylazo)resorcinol(PAR)と反応させ[Ni(II)-PAR]錯体（赤色）を生成させ

る。Fig. 2.3.1.-1 に示すように，[Ni(II)-PAR]錯体は水相の pH によって負電荷あるいは無

電荷で存在する。陽イオン界面活性剤を修飾したシリカゲル（SiO2）を作製して吸着剤と

して用いた(Scheme 2.3.1.-1 (A))。この吸着剤では，Scheme 2.3.1.-1 (B)に示すように陰イ

オンを捕集する場と中性成分を疎水性相互作用で捕集する場の 2 種類の捕集場が形成され

る。そのため，溶液中で電荷が変化しても捕集することができる。この吸着剤は SiO2 を陽

イオン界面活性剤の溶液に浸漬するだけで容易に作製できる。 

 

 

Fig. 2.3.1.-1 Ni(II)-PAR 錯体の構造と電荷の状態 

 

 

 

Scheme 2.3.1.-1 界面活性剤を修飾したシリカゲル（SiO2）による呈色成分の捕集 

(A) 界面活性剤修飾 SiO2 の作製，(B) 陰イオンと疎水性成分の微粒子への吸着モデル 
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2.3.2. 分析法の開発 

 

2.3.2.1． 実験 

 

2.3.2.1.1. 装置と試薬 

 

2.2.2.1.1．装置と試薬に実験に用いた装置及び画像解析ソフトを記載した。硝酸ニッケ

ル六水和物，4-(2-pyridylazo)resorcinol（PAR），リン酸水素二ナトリウム，リン酸二水素

カリウム，塩酸，臭化ヘキサデシルトリメチルアンモニウム（CTAB）（FUJIFILM Wako 

Pure Chemical Industries, Ltd.）。試薬は，特級を使用し，全て超純水を用いて調製した。

吸着剤として，Wakogel🄬 C-300（形状：全多孔性破砕型，粒径：45～75 µm）を使用した。

各吸着剤は，水で洗浄した後に室温で乾燥させたものを使用した。 

 

 

2.2.2.1.2. 実験操作 

 

Ni(II)の比色測定操作を示す。 

1.5 mL マイクロチューブに，PAR とリン酸緩衝液（pH 7.0）と 10 mg の CTAB をコー

ティングした SiO2（SiO2(CTAB)）へ試料 1 mL を加え，振り混ぜて 2 分間静置し，沈積

した粒子の色調から Ni(II)の濃度を測定した。 

 

 

2.2.3.2. 結果と考察 

 

試料溶液 1 mL に対して微粒子を 10 mg 添加して得られた Ni(II)の分析結果を Fig. 2.2.3.-

1 に示した。SiO2 に[Ni(II)-PAR]錯体を吸着・濃縮することで，溶液では色変化の認識が

困難な濃度でも検出が可能となった(Fig. 2.2.3.-1 (A))。この場合，微粒子は吸着によって

黄色から橙色そして赤色へと濃度によって色調が変化するために濃度の読み取りが非常に

容易である。この色調変化は，画像解析法の RGB 値の結果からも読み取ることができる

(Fig. 2.2.3.-1 (B))。このように界面活性剤を修飾した SiO2 を用いることで，静電的な作用

と疎水性相互作用を併用した，目的成分の選択的な捕集をデザインすることができる。こ

の手法は，重金属の検出によく使われる試薬である PAN を用いて銅(II)，亜鉛(II)，マン

ガン(II)，カドミウム(II)などの分析法への応用が期待できる。 
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Fig. 2.2.3.-1 PAR を用いた Ni の分析  

(A) 溶液と微粒子の写真（(a) 溶液，(b) SiO2） 

(B) 画像解析による微粒子の色調変化（RGB 値） 

 

 

2.4. 鉄(II)-フェナントロリン錯体の吸着を利用した鉄(II)の簡易分析法の開発 

 

 上記では基本的な本法の吸着モデルを説明してきた。そこで，本法の体系付けとその結

果得られた本法の特筆すべき点を鉄(II)-フェナントロリン錯体の微粒子への単成分吸着を

用いた簡易分析法の開発で説明する。 

 

2.4.1. 目的成分を有色の陽イオンに変換して捕集する場合 

 

 本研究は，o-フェナントロリン吸光光度法を用いて鉄(II)（Fe2+）を測定した。本法の分

析フローと呈色成分の吸着の仕組みを Scheme 2.4.1.-1 に示す。Fe2+を o-フェナントロリン

塩酸塩（o-phen）と反応させるとキレート錯体[Fe(o-phen)3]2+（赤色）が生成する。

[Fe(o-phen)3]2+錯体は陽イオンであるため，水中で表面に負電荷を持つ SiO2 へ静電吸着に

よって捕集された。 
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Scheme 2.4.1.-1 [Fe(o-phen)3]

2+の反応と吸着のモデル 

(A) 鉄(II)の呈色反応，(B) 陽イオンの微粒子への吸着モデル 

 

 

2.4.2. 鉄(II)について 

 

 鉄（Iron，化学式：Fe）は地球上の地殻で 4 番目に豊富な元素である[1]。植物や動物の

生命に必要不可欠で，人体の微量必須元素である。私たちの体でも肺から体の細部に酸素

を輸送するために使用するヘモグロビン分子の活性部分が鉄である。また，鉄金属は複数

の商業的に利用され，他の金属や炭素と合金化されている。そのため，鉄は古くから人間

に利用され，研究されている元素の 1 つである。鉄の酸化状態は，亜鉛族に属する第一鉄

イオン（II+），アンモニア族に属する第二鉄イオン（III+），マンガン酸塩やクロム酸塩に

類似している鉄酸塩（VI+）に分かれている。その中でも二価の鉄は，Mn(II)，Zn(II)，

Ni(II)，Co(II)に似た性質を持つ。そのため，空気中では速やかに酸化され，白色の

Fe(OH)2 は pH 7.5 程度で沈殿しはじめる。環境中では様々な形態で存在し，2 価の正電荷

を持つ Fe2+の形態ではほとんど存在していない。その代わりに 3 価の正電荷を持つ Fe3+の

形態で存在している。Fe2+は，空気に触れると速やかに酸化し Fe3+に形態を変える[2]。そ

のため，Fe2+は地下水や湧水付近の上流のような還元的な環境中でしか存在はしていない。

また，野外でサンプリングした場合，測定室へ運搬している間に形態が変化する恐れがあ

る。正確な Fe2+濃度は現場で迅速に測定することが望ましい。 

Fe2+の主な吸光光度定量法としては，チオシアン法，チフェロン法，ニトロソ R 塩法，

および，オキシン法など数多くの方法があり，フェロイン試薬の名で総称されている試薬

を用いる方法が代表的である。なかでも，o-phen とバソフェナントロリンが最も鉄の定量

に用いられている[3-7]。о-フェナントロリン吸光光度法は JIS K 0102：201662 に登録さ

れている鉄の測定法である。この測定法で使用する o-phen は様々な金属イオンと反応し，

水に可溶な錯体を生成するが，ほとんどの錯体は無色か極めて弱い呈色である。このうち
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Fe2+の錯体は強い呈色を示す。[Fe(o-phen)3]2+錯体は Scheme 2.4.1.-1 に示すように，１つ

の Fe2+に 3つのフェナントロリンを持つ構造をしており，2 価の正電荷を持つ錯体である。

そして，pH 2～9 で安定であり，濃度と吸光度の直線関係は 5.0 mg/L まで成立し，吸収極

大は 510 nm（モル吸光係数 11000 L/mol･cm）にある。o-phen の選択性はバソフェナン

トロリン法よりもわずかに低い。しかし，バソフェナントロリンおよびその Fe2+錯化合物

は水に不溶であるため，従来はイソアルミアルコールや n-ヘキサノールなどによる溶媒抽

出法が用いられている。しかし，操作が煩雑であるため，o-phen を用いた測定法の方が簡

便性は優れている。その簡便性を活かして，o-phen を用いた分析法は鉄の簡易分析法にも

利用されており，試験紙やパックテスト🄬[8]などで使用されている。 

 

 

2.4.3. 分析法の開発 

 

2.4.3.1. 実験 

 

2.4.3.1.1. 装置と試薬 

 

紫 外 可 視 分 光 光 度 計 （ 島 津 製 作 所 ， UV-1800 ）， デ ジ タ ル パ ッ ク テ ス ト マ ル チ

SP(Kyoritsu Chemical-Check Lab, Corp. DPM-MTSP)，ガラス電極式水素イオン濃度指示

計（HORIBA，D-51），撮影ボックス HAD QT-310（G・T・B・T）。カメラとして，デ

ジタルカメラ：WG-5 GPS（Ricoh），DS 126441（Canon），スマートフォンカメラ：

iPhone 8 を使用した。撮影した画像の解析は，Adobe Photoshop CC 2019 とフリーソフト

ImageJ を用いた。硫酸鉄(II)アンモニウム六水和物（モール塩），o-フェナントロリン塩酸

塩，酢酸ナトリウム，酢酸アンモニウム，リン酸水素二ナトリウム，リン酸二水素カリウ

ム，塩酸，水酸化ナトリウム（FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries, Ltd.）。試薬は，

特級を使用し，全て超純水を用いて調製した。吸着剤として，Wakogel🄬 C-300（形状：全

多孔性破砕型，粒径：45～75 µm），Wakogel🄬 C-200（形状：全多孔性破砕型，粒径：75

～105 µm），Wakogel🄬 60N（形状：全多孔性破砕型，粒径：63～232 µm），Wakosil🄬 75

（形状：球状，粒径：45～105 µm），Wakogel🄬 C-300HG（形状：全多孔性破砕型，粒

径：40～60 µm），Wakogel🄬 C-400HG（形状：全多孔性破砕型，粒径：20～40 µm），

Wakogel🄬 C-500HG（形状：全多孔性破砕型，粒径：5～20 µm）を使用した。各吸着剤は，

水で洗浄した後に室温で乾燥させたものを使用した。 

 

 

 

 



 

22 

 

2.4.3.1.2. 確立した実験操作 

 

Fe2+の最適化した簡易分析操作を示す。 

1.5 mL マイクロチューブに，1 mg の o-phen と 7.3 mg の酢酸ナトリウムを粉砕混合し

た試薬と 10 mg のシリカゲル（Wakogel🄬 C-300）を充填した。そこへ試料 1 mL を加え，

振り混ぜた後，30 秒間静置し，沈積した粒子の色調から Fe2＋の濃度を測定した。 

 

 

2.4.3.1.3. 画像測色法 

 

目視法[9-11]では測定者によって分析精度が異なるため，デジタルカメラや携帯カメラ

を用いて撮影した画像を用いた分析法[12-15]を用いた。これは，撮影した画像をパソコン

に取り込み，画像処理ソフトで画像上のそれぞれの色情報を数値化（Gray 値，RGB，Lab，

CMYK）する方法である。この方法は，大掛かりな機材を必要とせず，一般に普及してい

るカメラや携帯，ノートパソコンで測定と解析ができるため極めて安価で簡便である。そ

こで本法を画像解析で測定した。 

スマートフォンのカメラ機能でマイクロチューブを撮影した。背景を黒にして，吊るし

て撮影した。写真をパソコンに転送し，Adobe Photoshop CC 2019 のソフトウェアを使用

して 8bit のグレースケールに変換した。マイクロチューブ内に沈積した微粒子を拡大し，

縦方向に 10 箇所スポイトツールを使って Gray 値を測定した。測定した 10 箇所を平均化

して Gray 値を求めた。 

 

 

2.4.4. 結果と考察 

 

2.4.4.1. 吸着剤微粒子の選択 

 

本法では，[Fe(o-phen)3]2+錯体が SiO2 表面に静電吸着によって吸着・捕集される。そこ

でまず，SiO2 の粒径や形状を変え最適な吸着剤微粒子を選択した。[Fe(o-phen)3]2+錯体は

JIS K 0102：2016 鉄の吸光光度法[16]に則り，酢酸・酢酸アンモニウム溶液（pH 4）を緩

衝剤として用いた。粒径の異なる 8 種類の SiO2 は C-200（75～105 µm），C-300（45～75 

µm），60N（63～232 µm），75（45～105 µm），C-300HG（40～60 µm），C-400HG（20

～40 µm），C-500HG（5～20 µm）を用いて検討した。それぞれの吸着等温線（Fig. 

2.4.4.1.-1）を作成し，Henry の式（W/m=KC）と定義し吸着定数(K)を算出した結果を

Fig. 3.7.1-2 に示す。この結果から，吸着定数は粒径が小さいほうが大きくなった。粒径の

構成が 75 µm 以上（C-200）では吸着定数が，明らかに小さくなることが分かった。しか
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し，粒径が小さくなると沈降速度が遅くなる。そこで，降速度が適当で粒径が一定な

Wakogel🄬 C-300（45～75 µm）を選択した。 

 

 

Fig. 2.4.4.1.-1 粒径の異なる SiO2 ごとの吸着等温線 

吸着条件；試料量：1 mL，微粒子量：10 mg（(◆) C-200(75～105 µm)，(■) C-300(45～75 

µm)，(▲) 60N(63～232 µm)，(●) 75(45～105 µm)，(□) C-300HG(40～60 µm)，(＊) C-

400HG(20～40 µm)，(×) C-500HG(5～20 µm)） 
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Fig. 3.7.1-2 粒径の異なる SiO2 ごとの吸着定数の比較 

吸着条件；試料量：1 mL，微粒子量：10 mg（(◆) C-200(75～105 µm)，(■) C-300(45～75 

µm)，(▲) 60N(63～232 µm)，(●) 75(45～105 µm)，(□) C-300HG(40～60 µm)，(＊) C-

400HG(20～40 µm)，(×) C-500HG(5～20 µm)） 

 

 

2.4.4.2. 緩衝剤の検討 

 

試料量 1 mL に対して，10 mg の C-300 で[Fe(o-phen)3]2+錯体の捕集率は 35％と低いた

め，捕集率の向上を試みた。まず，酢酸･酢酸アンモニウム緩衝剤の添加量（0 mL，0.1 

mL，0.2 mL，0.4 mL）を変えて捕集率を比較した（Fe2+：1 mg/L）（Fig. 2.4.4.2.-1）。そ

の結果，緩衝剤の増加とともに捕集率が減少した。溶液の pH は一定であるため，捕集率

の減少は緩衝剤の成分によるものであると考えられる。SiO2 の表面は水中で負電荷を有し

正電荷のイオンを吸着する。酢酸アンモニウムに含有する NH4
+は[Fe(o-phen)3]2+錯体と

同様に正電荷であるため吸着競合がおき，SiO2 への捕集が低下したと考えられる。そこで，

NH4
+を含まない緩衝剤としてフタル酸水素カリウム，酢酸ナトリウムを用いて検討した。

また，[Fe(o-phen)3]2+錯体は pH が 2～9 の間で安定的に生成することが知られており，

SiO2 表面電荷は水相の pH で変化するため[17]，pH を変えて最適条件を検討した（Fig. 

2.4.4.2.-2）。この結果から，緩衝剤を添加なしと緩衝剤にフタル酸水素カリウム，酢酸ナ

トリウムを用いた 3 種類ともに，pH の変動によって捕集率が変化した。緩衝剤を添加しな

い場合は pH 5，酢酸ナトリウムを用いた場合は pH 7 で捕集率が 90%で一定になった。フ

タル酸水素カリウムでは pH 2 から 9 で捕集率は上がり続けていた。[Fe(o-phen)3]2+錯体

はフタル酸水素カリウムと構造が似ているサリチル酸の抽出に用いられるため SiO2 への捕

集率に影響を与えるのではないかと考えられる[18, 19]。[Fe(o-phen)3]2+錯体の SiO2 への

吸着には共存イオンのイオン強度や競合，pH の影響を受けるためそれを考慮し，緩衝剤

を 0.09 M 酢酸ナトリウム（pH 7）とした。これより，捕集率が 90%以上に向上した。 
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Fig. 2.4.4.2.-1 緩衝剤（アンモニウムイオン）の吸着妨害（赤線：捕集率，青線：pH） 

 

 

 

Fig. 2.4.4.2.-2 [Fe(o-phen)3]
2+の捕集率に対する緩衝剤と pH の影響 

吸着条件；試料量： 1 mL，緩衝液濃度： 0.09 mol/L （(a) 緩衝剤なし，(b) 酢酸ナトリウ

ム，(c) フタル酸水素カリウム，(d) 酢酸アンモニウム） 
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2.4.4.3. 微粒子の沈降速度と呈色速度 

 

現場での使用を目的とした簡易分析法では，測定の迅速さは重要である。本法の測定時

間の検討をした。分散微粒子抽出法において測定の迅速性を決める要因は，目的物質が発

色する速度と SiO2 粒子への吸着平衡速度，SiO2 粒子の自然沈降の速度である。目的物質の

発色は各呈色反応に依存するため，今回は SiO2 粒子への吸着平衡速度と粒子の自然沈降速

度を測定した。 

 混合粉末試薬と SiO2 10 mg を予め加えた 1.5 mL マイクロチューブへ 0.6 mg/L の Fe2+

溶液 1 mL を添加し，振り混ぜて静置した様子（Fig. 2.4.4.3.-1 (A)）と沈積した SiO2 の

Gray 値を静置時間ごとに示した（Fig. 2.4.4.3.-1 (B))。Fig. 2.4.4.3.-1 (A)より，時間の経

過とともに SiO2 が底へ沈積し，30 秒後と 40 秒後の SiO2 の沈積量が同じであることから

自然沈降は 30 秒で完了したことが分かった。また，Fig. 2.4.4.3.-1 (B)より，10 秒以降の

SiO2 の Gray 値が一定であることから，10 秒以内に呈色成分の SiO2 粒子への吸着が平衡に

達したと考えられる。そのため本法は，静置してから 10 秒程度で Fe2+の検出が可能であ

る。 

 本法は，発色，吸着，分離そして目視で測定するという全てのステップが 30 秒以内にで

きるため，迅速な測定法であるといえる。 

 

 

Fig. 2.4.4.3.-1 時間経過ごとの微粒子の沈降の様子 

 (A) 時間ごとの沈降の様子 （Fe2+：0.4 mg/L，SiO2：10 mg) ， (B) 微粒子の Gray 値の経時

変化 
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2.4.4.4. 定量範囲 

 

Fig. 2.4.4.4.-1 は，[Fe(o-phen)3]2+錯体（Fe2+，0～0.1 mg/L）を含む 1 mL の試料水に

10 mg の SiO2 の存在下，非存在下でのマイクロチューブの写真を示した。Fig. 2.4.4.4.-1 

(A)および(B)の写真から得られた Gray 値は，溶液の目視比色分析法よりも約 10 倍感度が

高かった。この条件では，Fe2+は 0.2 mg/L 間隔で 0.2～0.6 mg/L の範囲を目視で測定でき

た (Fig. 2.4.4.4.-1 (B))。画像解析から得られた検量線を示す。Fig. 2.4.4.4.-1 (C)は，Gray

値と Fe2+濃度の関係を y = 57.8x – 27.5x2 (n=10)，R2 = 0.998 であった。ここで，y は Gray

値，x は Fe2+の濃度である。算出した検出限界（LOD）は 0.03 mg/L (3σB)であった。分光

光度法による o-phen 法の定量範囲，0.05～1 mg/L（光路長 1 cm）と本法を比較すると，

本法は 1 mL の試料量で十分な感度が得られた[20, 21]。さらに，本法は，WHO が設定し

た飲料水基準を十分測定できる感度を持つ[22]。 

 

 

Fig. 2.4.4.4.-1 異なる Fe2+ 濃度での溶液と微粒子の色変化 

(A) 微粒子なし ，(B) 微粒子あり， (C) Fe2+ 濃度と沈積した微粒子の Gray 値の関係 

 

 

2.4.4.5. 共存成分と有色成分の影響 

 

環境水には様々な共存成分があり，なかでも有色成分の夾雑物は呈色反応の検出を阻害

する。そのため，ろ過などの前処理が必要であり，ろ過をしても色が残っている場合は，

市販の簡易分析キットでは測定が困難である。分散微粒子抽出法は，微粒子の選択性を活

かして有色成分共存下でも測定ができるか検討した。 

 自然界に多く存在する，有色物質としてフミン酸を用いた。0.5 mg/L の Fe2+へ 100 

mg/L のフミン酸を添加し測定した結果を Fig. 2.4.4.5.-1 に示す。フミン酸共存下では
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[Fe(o-phen)3]2+錯体の色を目視で判定することが困難である（Fig. 2.4.4.5.-1 (A)）が，本

法ではフミン酸の影響を受けずに Fe2+を目視で測定できた（Fig. 2.4.4.5.-1 (B)）。SiO2 の

表面は負に帯電し，負電荷をもつフミン酸はほとんど吸着されないため，SiO2 に[Fe(o-

phen)3]2+錯体のみが吸着し水相（フミン酸）と固相（[Fe(o-phen)3]2+錯体）で分離が起き，

フミン酸が共存している状態でも測定ができた。本法は，微粒子の選択性を活かすことで

目的成分を有色成分除去の前処理なしに有色成分共存下でも測定ができると考えられる。

また，無機成分を用いて 0.6 mg/L の Fe2+の測定精度に対する影響を調べた (Table 2.4.4.5.-

1)。環境水中に存在する濃度レベル(>約 1.0 mg/L)の銅，亜鉛，ニッケルなどの主要成分

および重金属は，本法の Fe2+の測定に影響を与えないことがわかった。 

 

 

Fig. 2.4.4.5.-1 フミン酸（100 mg/L）の存在下での Fe2+（0.6 mg/L）の測定 

(A) 微粒子なし，(B) 粒子あり 
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Table 2.4.4.5.-1 Gray 値に対する無機成分の影響 (Fe2+：0.6 mg/L) 

 

Ion Added as 
Conc. 

mg/L 
Gray /% RSD /% 

None - - 14.1 2.4 

Cu
2+

 CuSO
4
 5H

2
O 2 16.0 2.4 

Co
2+

 CoCl
2
 6H

2
O 0.6 13.8 2.2 

Cd
2+

 Cd(NO
3
)
2
 4H

2
O 0.1 8.9 3.2 

Ni
2+

 Ni(NO
3
)
2
 6H

2
O 1.2 10.8 1.7 

Zn
2+

 Zn(NO
3
)
2
 6H

2
O 10 10.3 2.8 

Pb
2+

 Pb(NO
3
)
2
 10 9.3 4.1 

K
+
 KCl 100 10.5 0.5 

Ca
2+

 CaCl
2
 H

2
O 100 6.9 2.7 

Mg
2+

 MgSO
4
 7H

2
O 1215 12.0 3.1 

SO4
2− MgSO

4
 7H

2
O 4800 12.0 3.1 

Na
+
 NaCl 0.5 M 12.4 2.4 

Cl− NaCl 0.5 M 12.4 2.4 

    n=3 

 

 

2.4.5. 実試料への応用 

 

2.4.5.1. 環境水への応用 

 

本法を富山市内の消雪水及び富山県の立山を流れる河川水へ応用した。 

富山県富山市四方海岸付近の道路は富山大学周辺の道路と比べ赤く染まっている。富山

県の消雪水に利用している水は地下水であることが多く，地下水は，還元的な雰囲気であ

るため鉄が Fe2+の状態で存在している[2]。Fig. 2.4.5.1.-1 より消雪機付近の雪が赤く染ま

っていることから，四方海岸で使われる消雪水には Fe2+が多く含まれていると考えられる

ため測定の対象とした。サンプリング日時，測定時間，pH，EC を Table. 2.4.5.1.-1 に示

す。各地点の消雪水は実験室に持ち帰ってから測定した。それぞれの測定結果を Fig. 

2.4.5.1.-2 に示す。その結果，大学前道路は，Fe2+が検出されなかった。四方海岸の試料は

サンプリングから 30 分後の測定の結果，SiO2 への色が極めて濃く，SiO2 10 mg の捕集能

を超える Fe2+の濃度であった。JIS K 0102：2016 鉄の吸光光度法[16]を用いて四方の消雪

水を測定した結果，5.4 mg/L であり，この値は還元剤を添加し測定した値（Fetotal）と一致

した。四方の消雪水中のサンプリング直後の鉄イオンはほとんどが Fe2+で構成されている

といえる。しかし，サンプリングから 5 時間後と 24 時間後に再度測定すると，5 時間後で

は目視判定で約 0.1 mg/L となり，24 時間後では Fe2+は検出されず，Fe2+が明らかに減少

した。従って本法では Fe2+はサンプリング直後からの Fe2+の形態の経時変化を測定できた
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ということになる。 

 富山県立山町を流れる称名川（称名滝）でサンプリングをした。称名川は火山活動が活

発な地獄谷（立山）を通った水が流入するため，水質に強く影響を受けている[24]。その

ため，地獄谷から多くの重金属が流入している。また，称名川の上流では pH は低くなり，

下流に向かって他の河川水の流入で pH は高くなる。上流と下流で水質条件が異なる河川

である称名川で，Fe の形態がどのように変化するかを調べた。上流 2 地点と下流 1 地点で

測定した。サンプリング地点を Fig. 2.4.5.1.-3 に示し，各地点の測定結果を Table. 2.4.5.1.-

2 に示した。本法は現場で測定した。目視法と吸光光度法（現場で測定したデジタルパッ

クテストの結果）を比較したところ値がよく一致した。上流では Fe2+濃度が高く，称名滝

から離れるにしたがって（下流）Fe2+濃度は減少した。pH は上流では 4 程度であるが下流

では 6 程度まで上昇したため Fe(III)に酸化した。このことから，称名滝では上流から下流

にかけて次第に Fe2+は 3 価の水酸化物に変化し，減少したと考えられる。このように Fe2+

は空気中では直ちに Fe3+の状態へ変化するため，環境水中の Fe2+を測定する際は，サンプ

リングを行ってから研究室へ運び測定を行う頃には形態が変化している可能性が高い。そ

のため，このような形態の変化しやすい物質の測定には現場分析が必要であり，現場分析

が可能である本法は適している。 

 

 

Fig. 2.4.5.1.-1 サンプリング地点の様子：富山県四方海岸，道路 

(A) 消雪水の流れる様子，(B) 消雪水が触れ赤く染まった雪の様子 

 

Table. 2.4.5.1.-1 採水地点ごとの採水時間，pH，EC 

 

採水地点 大学前道路 四方海岸 

採水日 2018.1.24 2018.1.24 

pH 7.20 7.28 

EC 0.19 mS/m 3.93 S/m 
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Fig. 2.4.5.1.-2 大学前道路及び四方海岸の採水時間ごとの結果 

(a) 大学前道路，(b) 四方海岸（消雪水） 

 

 

Fig. 2.4.5.1.-3 富山県立山町称名川でのサンプリング地点 

 

Table. 2.4.5.1.-2 河川水中の Fe2+ 濃度 

River water pH This method / mg/L Spectrophotometry / mg/L 

upstream 1 4.16 0.4 0.4 

upstream 2 4.58 0.4 0.3 

downstream 6.23 <0.2 0.1 
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2.5. まとめ 

 

微粒子の分散と吸着に着目し，微粒子として SiO2，測定物質として Fe2+を o-phen と反

応させた[Fe(o-phen)3]2+錯体を選択し，Fe2+の高感度目視分析法の開発を行った。呈色し

た目的物質を自然沈降する SiO2 へ吸着させ底へ集まった SiO2 を目視で測定するという分

析法を提案した。この分析法は，操作が非常に簡便で迅速であり，溶液中の色を集めるた

め低濃度でも検出ができ，微粒子への選択的な吸着を利用しているため有色の夾雑物の存

在下でも測定ができる。本法は，pH 7 以上で[Fe(o-phen)3]2+錯体を 90%以上の捕集率で

吸着させることができ，pH 調整剤を酢酸ナトリウムとした。粉末試薬を予め容器の中へ

入れておくことにより，発色（錯体形成），吸着・濃縮，微粒子の分離の 3 つのステップが

1 つにまとまり，本法の測定は 30 秒以内に完了する。また，サンプル量は 1 mL とごく少

量で測定可能である。そして，SiO2 の色が Fe2+濃度に比例し，SiO2 添加なしに比べ 10 倍

程度の感度が上昇した。分散微粒子抽出法は，微粒子へ呈色した目的成分を吸着させ，底

へ集め測定するというシンプルな方法であるため実用的で汎用性に富む分析法である。 
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第 3 章 亜硝酸の簡易分析法 

―微粒子が与える呈色反応速度への影響― 

 

3.1.  はじめに 

  

亜硝酸と反応して生成するアゾ色素は呈色が安定するまでに時間がかかる。亜硝酸呈色

時に微粒子を添加した場合，微粒子を加えない場合と比較して呈色時間が早くなることを

発見した。そこで，反応時に微粒子が共存することで，分散微粒子抽出法の構成要素の 1

つである「呈色」にどのような影響がみられるか検討した。本法は，同研究室の松平光暉

（卒業論文(2018)）との共同研究であり，原理の考案やデータの解析を筆者が担当した。 

 

 

3.1.1. 本研究における捕集形態について 

 

 本研究では，N-1-ナフチルエチレンジアミン吸光光度法を用いて亜硝酸（NO2
−）を測定

した。本法の分析フローと呈色成分の吸着の仕組みを Scheme 3.1.1.-1 に示す。NO2
−はス

ルファニルアミド（被ジアゾ試薬）をジアゾ化し，N-1-ナフチルエチレンジアミン（カッ

プリング試薬）を加えてアゾ色素を生成する。生成したアゾ色素を表面にプロピルスルホ

ン酸を修飾して正の電荷を持たせたシリカゲル（SiO2）へ静電吸着によって捕集した。 

 

 

Scheme 3.1.1.-1 N-1-ナフチルエチレンジアミン法による NO2
−の呈色反応 

NO2
−は，スルファニルアミドと N-1-ナフチルエチレンジアミンとの反応で，赤色のアゾ

色素（+）に変換した。 
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3.1.2. 亜硝酸（NO2
−）の性質 

 

 NO2
−は窒素を含む有機化合物が生分解を受けたときに生成する物質の 1 つである。水中

の亜硝酸は主に，肥料や家畜の糞尿，生活排水の混入によるアンモニアの酸化過程で生じ

るため，水質汚染指標の 1 つとして重要である[1]。亜硝酸の酸解離定数（pKa）は，

3.15[2]である。一般的な河川中で，亜硝酸態窒素は，大部分が亜硝酸イオンとして存在し

ていると考えられる。環境中でも同様に NO2
−は，細菌類により生物化学的に，あるいは化

学的に酸化や還元を受けて NH4
+，NO3

−から生成する（NH4
+ ⇋ NO2

− ⇋ NO3
−）中間体で

あり，比較的不安定である。また，亜硝酸塩は生体内に蓄積することはないが，人体内で

亜硝酸塩が生成するとヘモグロビンを酸化して酸素運搬機能のないメトヘモグロビンに変

える（メトヘモグロビン血症；特に乳児が敏感に反応する）。そして，亜硝酸塩は人体内

で食品などに由来する第二級，第三級アミンと反応して，発がん性を疑われるニトロソア

ミンを生成するとされている。水質基準項目に硝酸と亜硝酸の合計で 10 mg/L という基準

値が設けられていたが，近年，健康被害（副腎皮質球状帯の肥大）に注目が集まり平成 26

年から水質基準項目に亜硝酸単体で 0.04 mg NO2
−-N/L と基準値が設定された。汚染が進

んでいない水に含まれる亜硝酸イオンの濃度は極めて低く，公定法では測定できない程度

であることも多いため，より高感度で迅速な定量法の開発が求められている。 

 亜硝酸イオンの吸光光度定量は，一般的に亜硝酸により芳香族アミン（被ジアゾ試薬）

をジアゾ化し，ナフタレン誘導体（カップリング試薬）を加えて強いピンクのアゾ色素を

生成させる Griess 反応[3]に基づいて行われている。アゾ色素に変換するために多くの呈

色反応[4-10]が提案されている。この中でも，亜硝酸の測定には，グリース（Griess）試

薬を用いてアゾ化合物を生成させる反応に基づく方法が汎用されている。代表的なものは，

酸性条件で亜硝酸をスルファニルアミドとジアゾ化させ，生成したジアゾニウム塩と N-1-

ナフチルエチレンジミンをカップリングさせ強いピンクのアゾ色素を生成させる吸光光度

法が用いられている。 
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3.2. 分析法の開発 

 

3.2.1. 実験 

 

3.2.1.1. 装置と試薬 

 

2.4.3.1.1．装置と試薬に実験に用いた装置及び画像解析ソフトを記載した。亜硝酸ナト

リウム，スルファニルアミド，N-1-ナフチルエチレンジアミン，シュウ酸，塩酸，グリシ

ン塩酸塩，クエン酸（FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries, Ltd.）。試薬は，特級を使

用し，全て超純水を用いて調製した。吸着剤として，Wakogel🄬 C-300（形状：全多孔性破

砕型，粒径：45～75 µm），Wakogel🄬 50-PRS（プロピルスルホン酸：(SiO2-C3H6SO3
−)）

（形状：全多孔性破砕型，粒径：40～63 µm），DOWEX™ 50Wx8 (H+) (200～400 mesh) 

cation exchange resin を使用した。各吸着剤は，水で洗浄した後に室温で乾燥させたものを

使用した。 

 

3.2.1.2. 確立した測定方法 

 

亜硝酸の確定した簡易分析操作を示した。 

1.5 mL マイクロチューブに，1 mg のスルファニルアミドと 0.1 mg の N-1-ナフチルエチ

レンジアミン，1.4 mg のシュウ酸を粉砕混合し 10 mg の SiO2-C3H6SO3
−を充填し作製し

た。試料 1 mL を加え，振り混ぜて 1 分間呈色させ再度振り混ぜ 30 秒間静置した。これを

2 回繰り返した。そして，沈積した粒子の色調から NO2
−の濃度を求めた。本法は 5 分以内

に操作が完了する。 

 

 

3.2.1.3. 画像測色法 

 

スマートフォンのカメラ機能でマイクロチューブを撮影した。背景を黒にして，吊るし

て撮影した。写真をパソコンに転送し，Adobe Photoshop CC 2019 のソフトウェアを使用

して 8bit の画像に変換した。マイクロチューブ内に沈積した微粒子を拡大し，縦方向に 10

箇所スポイトツールを使って Gray 値と RGB 値を測定した。測定した 10 箇所を平均化し

てそれぞれの値を求めた。 
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3.2.2. 結果と考察 

 

3.2.2.1. 吸着剤微粒子の選択 

 

本研究では，ナフチルエチレンジアミン比色法[11]で NO2
−をアゾ色素に変換し測定した

(Scheme 3.1.1.-1)。シリカゲル（SiO2）（Wakogel🄬 C-300），陽イオン交換樹脂 DOWEX™ 

50Wx8 (H+)，Wakogel🄬 50-PRS（(SiO2)-C3H6SO3
−）を使用してアゾ色素の捕集率を調べ

た(Fig. 3.2.2.1.-1)。微粒子に吸着したアゾ色素（+）の Gray 値を示した（Fig. 3.2.2.1.-

1(B)）。その結果，ナフチルエチレンジアミン比色法の酸性条件で SiO2 の表面はシラノー

ル基がプロトン化したため，最も捕集率が低くなった。DOWEX™ 50Wx8 (H+)と(SiO2)-

C3H7SO3
−は高い捕集率を得た。しかし，DOWEX™ 50Wx8 (H+)は黄色であるため，

NO2
−濃度が低い場合，肉眼で色調を比色することは困難であった。そのため，(SiO2)-

C3H6SO3
−を NO2

−測定用の吸着剤粒子として選択した。 

 

 

Fig. 3.2.2.1.-1 異なる NO2
−濃度で得られた微粒子の色変化 

(A) 種類ごとの微粒子の色変化，(B) NO2
−の検量線 

吸着剤微粒子の種類；(a) (SiO2)-C3H6SO3
−，(b) DOWEX™ 50Wx8 (H+)，(c) silica gel (C-300) 

 

 

3.2.2.2. pH 調整を用いる酸性試薬の選択 

 

塩酸は酸性溶液として実験室で容易に利用できる。しかし，安全性や操作性の点から簡

易分析法には適していないため，塩酸の代替の試薬として，クエン酸，グリシン塩酸塩，

シュウ酸の粉末試薬を用いて比較した。アゾ色素の色調は pH で変化する。異なる酸性試

薬を使用して pH 2.3 の条件で溶液の吸光度を測定したところ，同様の結果が得られた。さ

らに，(SiO2)-C3H7SO3
−への捕集率が同じであった（Table. 3.2.2.2.-1）。したがって，粉

末試薬の添加量が最小量となるシュウ酸を選択した。 
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Table. 3.2.2.2.-1 NO2
−の呈色と捕集率に対する酸の影響 

捕集率は，水相の吸光度（540 nm）から求めた。吸着条件；NO2
—N：0.1 mg/mL， (SiO2)-

C3H6SO3
−：10 mg，試料量：1 mL 

Acid Added Abs. 540 nm Recovery/ % 

HCl 4.8 µL/mL 0.275 83 

Citric Acid 26 mg/mL 0.304 84 

Glycine Hydrochloride 3.1 mg/mL 0.284 85 

Oxalic Acid 1.4 mg/mL 0.294 84 

 

 

3.2.2.3. 定量範囲 

 

 Fig. 3.2.2.3.-1 に NO2
−の測定結果を示した。写真から，本法は µg/L レベルの NO2

−を

容易に目視で判定することができた。画像解析で沈積した微粒子の Gray 値を測定したとこ

ろ，NO2
−濃度に応じて変調が得られ，y = 1.51x – 0.02x2，R2 = 0.993 (n=3) で，µg/L 濃度

の定量が可能であった。本法の検出限界は 1.7 µg/L であった。吸光光度法のナフチルエチ

レンジアミン比色法の定量範囲 2～25 µg/L(光路長 1 cm)と比較すると，この方法は 1 mL

の試料量で十分な感度を持つ[11]。また，µPAD を用いた分析方法（サンプル量：20 µL，

LOD：47 µg/L）よりも高感度に測定できた[12]。さらに，本法は，WHO によって設定

された飲料水基準[13]，環境基準値である水質基準を十分に測定できた。 

 

 

Fig. 3.2.2.3.-1 (SiO2)-C3H6SO3
−の色変化 

(A) 異なる NO2
−濃度で得られた微粒子の色の変化， (B) (SiO2)-C3H6SO3

−：10 mg を吸着剤

微粒子として使用した時の NO2
−の検量線 
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3.2.2.4. 溶液の呈色速度と微粒子の呈色速度 

 

亜硝酸の呈色が一定になるには時間がかかる。本法は，目的物質が発色する速度も測定

の時間に影響を与えるため，呈色反応にどの程度，時間を要するか測定した。溶液のみと，

微粒子を添加した場合での呈色反応曲線を比較した結果を Fig. 3.2.2.4.-1 に示す。溶液のみ

の反応は吸光光度法（極大吸収波長：540 nm）で測定し，40 秒間隔で測定した。微粒子を

添加した場合は，NO2
−-N 溶液を添加後，10 秒間振り混ぜ 30 秒静置し沈積した微粒子をス

マートフォンで撮影し，撮影した画像から Photoshop で Gray 値を求めた。この操作を繰

り返し，微粒子の時間ごとの色調変化を測定した。亜硝酸濃度は 10 µg/L で測定した。そ

の結果，NO2
−-N 溶液を添加後から 4 分では，溶液のみの反応は呈色（吸光度）が一定と

ならず増加しているが，微粒子の呈色（Gray 値）は一定になり，微粒子が呈色反応時に加

わることで溶液のみよりも早く呈色反応が完了した。溶液のみと比較して，本法は測定時

間（呈色反応時間）を短縮することができた。 

 

 

Fig. 3.2.2.4.-1 水相と固相の時間ごとの着色 

(a) 微粒子，(b) 水相：水相および固相の色は，それぞれ分光測光法(540 nm)と画像解析

（Gray 値の割合（％））で測定した。 吸着条件；NO2
−-N：0.1 mg/mL（固相），1.0 mg/L

（水相），(SiO2)-C3H6SO3
−：10 mg，試料量：1 mL 
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3.2.2.5. 2 次速度式からみる呈色反応速度への影響 

 

 上述のように微粒子を加えた場合の測定時間と溶液のみの測定時間を比較したところ，

予想外にも微粒子の存在によって着色が促進した。溶液では，微粒子の着色は約 5 分で完

了したが，アゾ色素の形成反応は平衡に達するまでに 15 分以上必要である(Fig. 3.2.2.4.-

1)。微粒子を添加した亜硝酸の呈色反応を速度式に当てはめ解析し，測定時間が短縮した

要因を探った。そこで，この興味深い結果を次のモデルで解析した。目的成分 A が発色試

薬B と反応して発色体 Pが生成するとき，Pの生成速度 Eq. (3.2.2.5.-1)で求められる[14]。 

 

(1):  A(target component) + B(reagent) → P(product) 

𝑑𝐶𝑃𝑡

𝑑𝑡
= 𝑘(𝐶𝐴0 − 𝐶𝑃𝑡)(𝐶𝐵0 − 𝐶𝑝𝑡)               𝐸𝑞. (3.2.2.5. ‐ 1) 

 

 

ここで，CA0 と CB0 は A と B の初期濃度，CPt は時間（t）における P の濃度である。一

般的に，P の定量化には CA0 よりも大過剰に CB0 を添加する。そのため，CB0 >> CPt とな

る。したがって，Eq. (3.2.2.5.-1)は次のように表される。 

 

𝑑𝐶𝑃𝑡

𝑑𝑡
= 𝑘𝐶𝐵0(𝐶𝐴0 − 𝐶𝑃𝑡)               𝐸𝑞. (3.2.2.5. ‐ 2) 

 

t = 0 から t = t の結果から Eq. (3.2.2.5.-2)を結合し Eq. (3.2.2.5.-3)が得られた， 

 

ln [
1

(𝐶𝐴0 − 𝐶𝑃𝑡)
] = 𝑘𝐶𝐵0𝑡 − ln 𝐶𝑃𝑡                𝐸𝑞. (3.2.2.5. ‐ 3) 

 

 

水相，固相の着色の速度を同様に考えた。Eq. (3.2.2.5.-3)を用いて水相と固相の呈色速

度を算出した。その結果，水相と固相の両方の反応で良好な線形関係を示し，微粒子を使

用して得られた勾配は，溶液を使用して得られたものと比較して約 2 倍急勾配であった

(Fig. 3.2.2.5.-1)。k と CB0 の値は Eq. (3.2.2.5.-3)の傾きによって求められる。したがって，

微粒子の存在下では CB0 の濃度の違いが呈色速度に影響を与えていると解釈できる。微粒

子の添加によって呈色反応が促進された要因を探るために，呈色試薬及び生成物の微粒子

存在下での溶液中の濃度を測定した。スルファニルアミド及び N-1-ナフチルエチレンジア

ミンを 0.05 mM に調製しこれを初濃度，各溶液 1 mL へ(SiO2)-C3H6SO3
− 10 mg を添加し
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30 秒間撹拌し遠心分離した上澄み液を平衡濃度として，紫外部吸収を測定した。その結果

を Fig. 3.2.2.5.-2 に示す。添加した試薬及び生成物が微粒子表面に集まり高濃度になってお

り，スルファニルアミドでは 54%，N-1-ナフチルエチレンジアミンは 93%捕集されてい

た。試薬が微粒子表面に集まる理由として，使用している微粒子，(SiO2)-C3H6SO3
−は酸

性条件でも表面電荷が負に帯電し，添加した試薬は正電荷をもつため，静電吸着が起きた

ためと考えられる。実際，吸着剤微粒子の存在により，ジアゾ化試薬 Fig. 3.2.2.5.-2(A)と

カップリング試薬 Fig. 3.2.2.5.-2(B)の吸光度の値が大幅に低下し，微粒子に捕集している

ことを確認した。呈色試薬は微粒子表面に濃縮されることで，発色反応が促進されたと考

えられる。この反応速度への与える影響は新しく提案した本分析原理の大きな利点である。 

 

 

Fig. 3.2.2.5.-1 水相と微粒子（固相）の着色の時間の関係 

(a) 微粒子（固相），(b) 水相 

 

 

Fig. 3.2.2.5.-2 微粒子の存在下での発色試薬の吸収スペクトルの違い 

(A) ジアゾ化試薬 (0.05 mM)，(B) カップリング試薬 (0.05 mM)（微粒子なし：青線，微粒

子あり：赤線） 
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3.2.2.4. 有色成分の影響 

 

亜硝酸は地下水や農業用水から検出される。それらの試料中には，しばしば有色成分の

夾雑物が共存し，比色測定を妨害する。そこで，環境水中に含まれる有色の高分子有機酸

であるフミン酸を用いて本法への有色成分の影響を検討した。予め粉末試薬を添加した 1.5 

mL マイクロチューブへ 100 µg/L 亜硝酸溶液 ，0～100 mg/L フミン酸を滴加し，それぞれ

の Gray 値を求め，比較した（Fig. 3.2.2.4.-1）。従来法だと少量のフミン酸で測定値に影響

を及ぼすが，吸着剤を添加することでフミン酸濃度が 10 mg/L までは目視での測定ができ

た。自然水中に含まれるフミン酸濃度は河川が 7 mg/L，冨栄養湖が 10 mg/L であるため，

本法は自然水を測定する際，有色成分の影響を受けにくいといえる。 

 

 

Fig. 3.2.2.4.-1 フミン酸共存下の(SiO2)-C3H7SO3
−への亜硝酸（アゾ色素）の吸着の様子と

微粒子の色変化 

 

 

3.2.3. 実試料への応用 

 

3.2.3.1. 環境水の測定 

 

本法を用いて環境水の測定を行った（Table. 3.2.3.1.-1）。富山大学内の用水である古川

と神通川の測定をした。古川は，2019 年 1 月 24 日に採取した。採水の際，わずかに降雨

があった。神通川は，2019 年 2 月 1 日の降雨時と 2019 年 2 月 3 日降雨なしの日に採取し

た。本法を目視，画像解析法（Gray），吸光光度法で測定したところ，2 つの河川は機器分

析法（吸光光度法）と比較してよい一致が得られた。本法は河川水に応用可能である。 
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Table. 3.2.3.1.-1 環境水への応用 

Sample (day) 
This method / µg/L Spectrophotometry / µg/L 

 Gray intensity µg/L  

’19. 1/24 4 – 6 6.7 5.2 

’19. 2/1 20 19.0 19.5 

’19. 2/3 10 11.5 11.4 

 

 

3.3. まとめ 

 

亜硝酸をナフチルエチレンジアミン法で(SiO2)-C3H6SO3
−を添加して呈色させたところ，

水相の反応と微粒子の呈色速度が異なった。そこで，微粒子の添加が呈色速度にどのよう

な影響を与えるか，2 次速度式を用いて解析した。その結果，微粒子を添加した場合，水

相の反応に比べ呈色速度が 2 倍速くなった。これは，添加した試薬（スルファニルアミド，

N-1-ナフチルエチレンジアミン）及びジアゾニウム塩（電荷：+）が(SiO2)-C3H7SO3
−

（電荷：−）へ吸着し，微粒子表面の試薬濃度が高濃度になったため呈色速度が短縮した

と考えられる。水相の呈色反応に微粒子を共存させる分散微粒子抽出法は，呈色促進効果

（測定時間の短縮）が期待できる分析法である。 
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第 4 章 ホルムアルデヒドの簡易比色分析法 

―微粒子の吸着力が測定へ与える影響― 

 

4.1 はじめに 

 

第 2 章で論じた[Fe(o-phen)3]2+錯体を用いた微粒子への単成分の吸着の発展として，ホ

ルムアルデヒドを MBTH で呈色させて，色の異なる 2 成分が存在する系を検討した。性状

の異なる微粒子へ 2 成分を微粒子に吸着させ，各成分の吸着定数を算出し，検出される色

調変化を推定する色調モデルを作成した。微粒子の化学的性質から 2 成分の吸着によって

生じる色調変化と測定感度の変化を調査した。 

 

 

4.1.1. 本研究における捕集形態について 

 

ホルムアルデヒドの測定に感度が高い MBTH 法が汎用的に用いられている[1]。MBTH

法は Scheme 4.1.1.-1 に示すような反応である。まず，ホルムアルデヒドを MBTH との反

応でアジンに変換する。そこへ，Fe3+を加え過剰に存在する MBTH を酸化して，この酸化

型 MBTH（[黄色イオン]+）を先に生成しているアジンと反応させて青色の色素（[青色イ

オン]+）に変換する。溶液は，黄→緑→青の色調変化がみられる。 

生成された色の異なる 2 成分はともに陽イオンであるため，微粒子には表面に負電価を

持つものを選択し，静電吸着を利用した。また，生成する 2 成分が疎水的な構造をとって

いることを利用して，無電荷の微粒子への吸着を検討した。 

 

 

Scheme 4.1.1.-1 MBTH 法による HCHO の呈色反応 

HCHO を MBTH で反応させて青色の陽イオン色素に変換した 
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4.1.2. ホルムアルデヒドについて 

 

ホルムアルデヒド（formaldehyde，化学式 HCHO）[2]は，鋭い刺激臭を有する可燃性

の気体である。非常に水に溶けやすく 55％まで溶解する。HCHO の人為的な直接排出源

としては，化石燃料の燃焼，産業からの排出，建材や製品からの放出が報告されている。

ガソリン中に HCHO は含有されないが不完全燃焼によって生成するため，結果として内

燃機関から排出され，自動車の排ガス中に含まれている。産業からの排出として，化学薬

品工場，パルプ・製紙工場，林産物工場，タイヤ・ゴム工場，石油精製・石炭加工工場，

織物工場，自動車製造工場，金属製品工場などからの排ガス中で検出されている。また，

自然界から発生する HCHO も存在する。森林の自然火災のようなバイオマスの燃焼や，

水中の腐植物質に日光が照射することによって HCHO が生成することが報告されている

[3,4]。HCHO は吸入毒性が高く，ヒトに対して発がん性を示すことが明らかにされてい

る。そのため使用や保管，排出に関しては各種の法律で規制されている[5-9]。水中の

HCHO の有害性にも関心が高く 2003 年に HCHO の水道水基準値として，0.08 mg/L が制

定された。この値は WHO 飲料水質ガイドラインにおける指針値（0.9 mg/L）から吸入曝

露量を考慮して定められた。また，水生生物の保全を目的として，2003 年に水質要監視項

目指針値が環境基本法で制定されている。この指針値の値は，河川や湖沼などの淡水域で

1 mg/L，一般海域で 0.3 mg/L，魚介類の産卵場である海域の特別域では 0.03 mg/L とな

っている。 

 

 

4.2.  分析法の開発 

 

4.2.1. 実験 

 

4.2.1.1. 装置と試薬 

 

2.4.3.1.1．装置と試薬に，実験に用いた装置及び画像解析ソフトを記載した。ホルムア

ルデヒド標準液(98%)，3-メチル-2-ベンゾチアゾリノンヒドラゾン塩酸塩一水和物

（MBTH），塩化鉄(III)六水和物（FeCl3），塩酸，酢酸，酢酸ナトリウム（FUJIFILM 

Wako Pure Chemical Industries, Ltd.）は特級を使用し，溶液は全て超純水を用いて調製し

た。吸着剤として，Wakogel🄬 C-300（SiO2）（形状：全多孔性破砕型，粒径：45～75 µm），

Wakogel🄬 50-PRS（(SiO2)-C3H7SO3
−）（形状：全多孔性破砕型，粒径：40～63 µm），

DOWEX™ 50Wx8 (H+) (200～400 mesh)，Amberlite🄬 DAX-8，Accubond ODS-C18（研究

室にあったもの）を使用した。各吸着剤は，水で洗浄した後に室温で乾燥させたものを使

用した。Amberlite🄬 DAX-8 は乳鉢で粉砕したものを使用した。 



 

47 

 

4.2.1.2. 確立した測定方法 

 

ホルムアルデヒドの確定した簡易分析操作を示した。 

HCHO の測定には MBTH 法を用いた，二段階反応で測定した。1.5 mL マイクロチュー

ブに試料 1 mL に 0.4 mg の MBTH と 7 mg の酢酸ナトリウムを加え，30 秒間振り混ぜ 10

分間呈色させた。次に，2.7 mg の FeCl3 と 10 mg の SiO2 をマイクロチューブに添加し，振

り混ぜて 5 分間呈色させ再度振り混ぜ 30 秒間静置した。そして，沈積した粒子の色調から

HCHO の濃度を求めた。本法は 20 分以内に操作が完了する。 

 

 

4.2.2. 結果と考察 

 

4.2.2.1. 呈色試薬（MBTH）の添加量の検討 

 

 呈色試薬の最適な添加量を検討した。ホルムアルデヒド濃度を 0.08 mg/L に固定して，

呈色試薬の MBTH 濃度を 0～32 mM の間で変えて呈色させ，SiO2 10 mg へ吸着させた。

この結果を Fig. 4.2.2.1.-1 に示す。微粒子を添加しない場合を上部に微粒子を添加した場合

を下部に示した。MBTH 濃度に応じてホルムアルデヒド濃度が同じでも溶液と微粒子に現

れる色が異なった。MBTH 濃度が色調変化に大きく影響していることが考えられる。微粒

子添加なしと微粒子を添加ありの溶液のスペクトルを Fig. 4.2.2.1.-2 に示す。微粒子添加な

しのスペクトルより，MBTH 濃度の上昇に伴って 450 nm 付近の吸光度が上昇し，溶液中

の[黄色イオン]+と[青色イオン]+の比率が MBTH 濃度ごとに変化した。微粒子添加ありの

スペクトル変化より，SiO2 へ[黄色イオン]+と[青色イオン]+がともに吸着していた。呈色

試薬 MBTH 由来の[黄色イオン]+とホルムアルデヒド由来の[青色イオン]+の比率が変化す

ることで，微粒子に現れる色調が変化すると考えられる。 

MBTH 濃度が 2 mM の場合，ホルムアルデヒド濃度を適宜変化させたときの微粒子の色

調がどのように変化するかをみた結果を Fig. 4.2.2.1.-3（MBTH 2 mM）に示す。Fig. 

4.2.2.1.-3 より，MBTH 濃度が低濃度である場合，ホルムアルデヒド濃度に応じて微粒子

の色が黄緑色から青色に変化した。MBTH 濃度ごとに異なった色調変化が現れたことから，

MBTH 濃度がホルムアルデヒドの測定範囲に影響している。 
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Fig. 4.2.2.1.-1 MBTH 濃度ごとの水相と微粒子の色変化 

 

 

 

Fig. 4.2.2.1.-2 MBTH を変えたときの水相の吸光度変化 

(a) 微粒子添加前の水相のスペクトル，(b) 微粒子添加後の水相のスペクトル 

 



 

49 

 

 

Fig. 4.2.2.1.-3 MBTH 2 mM の時の水相と SiO2 の色調の比較 

 

 

4.2.2.2. 微粒子の選択 

 

本研究では，HCHO の呈色に MBTH 比色法を使用した(Scheme 4.1.1.-1) [1]。この呈色

法は二段階の反応である。最初に，MBTH は HCHO をアジンに変換し，過剰な MBTH が

Fe3+で酸化されて酸化型 MBTH(黄色のカチオン)が形成する。そして，酸化された MBTH

がアジンと反応して青色のカチオン色素が生成する。HCHO 濃度に応じて，溶液の色調が

黄色から青色に変化する。この溶液には青色と黄色の両方の種が含まれている。青色陽イ

オンの捕集率を 7 つの異なる陽イオン交換体と疎水性中性物質を使用して検討した。Fig. 

4.2.2.2.-1 に示すように，HCHO 濃度による粒子の色変化は，吸着剤の種類によって大き

く異なった。SiO2 と(SiO2)-C3H7SO3
−では，HCHO 濃度の増加に伴い，色が黄色から緑色，

青色に変化した。Dowex™ 50Wx8 (H+)は，樹脂（橙色）の影響で，茶色から緑色に変色

した。Accubond ODS-C18 と DAX-8 は，白から青に色が変わった。 

[青色イオン]+の捕集率は，50Wx8 と DAX-8，ODS-C18 では約 90%と高かったが，

50Wx8 はもともと樹脂に色があるためホルムアルデヒド濃度に応じた色調変化が読み取り

にくかった。DAX-8 と ODS-C18 では，単色の色変化となりホルムアルデヒド濃度に応じ

て濃淡変化が現れ，DAX-8 の方が ODS-C18 よりも変化が鮮明であった。DAX-8 は[青色イ

オン]+のみを分離して選択的に測定することができる。しかし，SiO2 のような捕集率は

35%前後と低いが，わずかに黄色が混合した色調変化の方が目視でホルムアルデヒド濃度

を明瞭に判断することができた。そこで，最適な微粒子をホルムアルデヒド濃度の判定が

容易な SiO2 と DAX-8 とした。 
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Fig. 4.2.2.2.-1 HCHO 濃度ごとの微粒子の色変化 

上 か ら ： 粒 子 な し ，DOWEX™ 50Wx8 (H+)，(SiO2)-C3H6SO3
−，SiO2(C-300)，DAX-8，

(SiO2)-C18 

 

 

4.2.2.3. 定量範囲 

 

 ホルムアルデヒド濃度と微粒子の色の濃淡変化の関係をみた。画像を撮影し，沈積した

微粒子のマイクロチューブの中央部分を正方形（50 pixel×50 pixel）で Gray 値を抽出し，

Gray 値の階調を Photoshop で測定した。Fig. 4.2.2.2.-1 の SiO2 写真の分析から得られた検

量線から，Gray 値と HCHO 濃度の 0.02～0.08 mg/L の範囲で直線関係が得られ，y = 256x

（n=5），R2 = 0.99 であった（Fig. 4.2.2.3.-1）。検出限界は（3σB）は 0.02 mg/L であった。

黄色成分を含んだ色調変化の場合，低濃度では Gray 値に影響を受けずに測定できる。 
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Fig. 4.2.2.3.-1 微粒子に SiO2 を使用した HCHO の検量線 

 

 

4.2.3. 実試料への応用 

 

4.2.3.1. 雨水への応用 

 

本法を用いて，雨水の測定を行い吸光光度法と本法を比較した。レインゴーランドを用

いて富山大学理学部中庭で採水した雨水を 2 倍希釈して測定した。富山市の降雨の初めに

収集された雨水のサンプルを，本法と吸光光度法を用いて測定し比較したところ，本法と

吸光光度法の測定結果はよく一致した（Table. 4.2.3.1.-1）。 

 

Table. 4.2.3.1.-1 雨水中の HCHO の分析結果 

採水した試料を 2 倍に希釈し本法と吸光光度法で測定した 

Sample This method Spectrophotometry 

Rain water 

A 0.08 mg/L 0.060 mg/L 

B (a) 0.12 mg/L 0.120 mg/L 

(b) 0.08 mg/L 0.083 mg/L 

(a): bigging of rainfall, (b): middle stage of rainfall 
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4.2.3.2. 現場分析に適したデバイスの開発 

 

現場で簡単に操作できるシンプルなチューブベースのデバイスを開発し，2 段階の反応

場を必要とする MBTH 法に適用した。このデバイスの構造と操作を Fig. 4.2.3.2.-1 に示す。

このデバイスは，マイクロチューブのような小さな先端を持ち，シリコンやゴムのチュー

ブで構成されている（Fig. 4.2.3.2.-1 (A））。試料溶液を採水するための細いポリエチレンチ

ューブを有するため，試料量の採水は簡単に制御できる。デバイス内部はプラスチックの

多孔板で仕切られている。試料水は，シリコンチューブの本体を指圧で圧縮することで各

セルを移動することができる。試料溶液は第１セル（1stcell）で採水され，そこで HCHO

は MBTH と反応してアジンを生成する。反応後，Fig. 4.2.3.2.-1 (B)に示したように，セル

本体を指圧で圧縮することで第 2 のセル（2ndcell）に溶液を移動する。塩化鉄(III)と SiO2

は 2 番目のセルに充填してあり，塩化鉄(III)は前駆体と反応して青色と黄色の 2 成分を形

成する。着色成分はセル内で直ちに SiO2 に吸着する。この 2 槽式のデバイスは，他の比色

反応の応用にも適している。 

 

 

Fig. 4.2.3.2.-1 現場でも簡単に操作できるシンプルなチューブ基盤のデバイス 

(A) デバイスの写真，(B) MBTH 法を使用した場合の操作スキーム 

試料溶液を 1st cell に採水し，そこで HCHO は MBTH と反応しアジンを形成する。そして，

セル本体を回転しチューブの圧着で，2nd cell に溶液を移動させ青色色素を生成させる。 
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4.2.4. 捕集のデータの解析 

 

4.2.4.1. 2 成分の吸着定数より色調の尺度の推定 

 

微粒子の色の変化は，固体表面の黄色と青色の種のモル比が変わることによって引き起

こされる。MBTH 法では，過剰な呈色試薬から生成されるイオン（[黄色イオン]+）と

MBTH とホルムアルデヒドが反応して生成されたイオン（[青色イオン]+）の 2 成分が生

成する。素材によって現れる色調の違いを生成する 2 成分の吸着挙動から考察した。水相

中での色調変化は，生成した 2 成分の比率で決まるが，微粒子での色調変化は，各成分の

吸着力の比率によって変わるため溶液の色の変化とは異なる。そこで各成分の吸着力を求

めるため，[黄色イオン]+（Abs. 435 nm）と [青色イオン]+（Abs. 625 nm）の吸着等温線

を作成し，Henry の Eq. (4.2.4.1.-1)から吸着定数を算出した。吸着力=吸着定数とした。 

色の変化に対する理論的アプローチは，2 種の吸着等温線に基づき，着色種の吸着等温

線は，式で表した。Eq. (4.2.4.1.-1)および Eq. (4.2.4.1.-2)で実験条件下の Henry の方程式

を次のように使用した。 

 

𝑊

𝑚
= 𝐾𝐶𝑒𝑞              𝐸𝑞. (4.2.4.1. −1) 

 

𝑊 = 𝑉𝑊(𝐶0 − 𝐶𝑒𝑞)               𝐸𝑞. (4.2.4.1. −2) 

 

ここで，W は吸着成分の量，Vw は水相の体積，C0 と Ceq は物質の初期濃度と平衡濃度，

m は微粒子の量，K は吸着定数である。W/m 比は，粒子の色の強さ，つまりメソッドの感

度を示します。1 mL の着色溶液と 10 mg の微粒子を 1.5 mL マイクロチューブに入れ，

25 ℃の水浴中で 1 分間振とうした。遠心分離後，上清の吸光度を測定した（Fig. 4.2.4.1.-

1）。Ceq および W 値は，吸光度から計算した。 
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Fig. 4.2.4.1.-1 微粒子ごとの吸着等温線 

(A) 呈色試薬由来の[黄色イオン]+，(B) HCHO 由来の[青色イオン]+ 

(a) SiO2(C-300)，(b) (SiO2)-C3H6SO3
−，(c) DOWEX™ 50Wx8 (H+)，(d) (SiO2)-C18，(e) DAX-8

（K は，モル濃度，v (L)，m (kg)で表記した） 

 

Table. 4.2.4.1.-1 に青と黄色の種の吸着定数 KB，KY，およびそれらの比率をまとめた。 

DAX-8，ODS-C18，Dowex™ 50Wx8 (H+)などの疎水性吸着剤では KB >> KY であるのに対

し，(SiO2)-C3H7SO3
−および SiO2 陽イオン交換体では KB > KY です。質量 m の微粒子に吸

着された青と黄色の種は，次のように等温方程式と物質収支から計算した。 

 

𝑊𝐵 = 𝑉(𝐶𝐵0 − 𝐶𝐵𝑒𝑞) = 𝑚𝑘𝐵𝐶𝐵𝑒𝑞   and   𝑊𝑌 = 𝑉(𝐶𝑌0 − 𝐶𝑌𝑒𝑞) = 𝑚𝑘𝑌𝐶𝑌𝑒𝑞  . 

 

 

着色種の吸着量に対する色の強さを ɛB と ɛY で表すと，微粒子の色調は次のように表され

る。 

 

Color tone =
𝜀𝐵𝑊𝐵

𝜀𝑌𝑊𝑌
= (

𝜀𝐵𝑘𝐵

𝜀𝑌𝑘𝑌
) (

𝐶𝐵𝑒𝑞

𝐶𝑌𝑒𝑞
)   . 

 

 

Fig. 4.2.4.1.-2 に ɛBWB/ɛYWY と HCHO 初期濃度の関係を示した。各吸着剤の材質ごとの

吸着量の色調から作製したシミュレートモデルの曲線は，吸着微粒子の観察された色の変

化と一致している。 
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Table. 4.2.4.1.-1 吸着定数と KB/KY の比（B：青色色素+，Y：黄色色素+） 

Adsorbent K
B
 (kg L-1) K

Y
 (kg L-1) K

B
/K

Y
 

SiO
2
 0.08 0.05 1.6 

(SiO
2
)-C

3
H

6
SO

3
− 0.13 0.07 1.9 

DOWEX™ 50Wx8 3.36 0.44 7.6 

(SiO
2
)-C

18
 4.47 0.23 19.4 

DAX-8 0.53 0.05 10.6 

 

 

Fig. 4.2.4.1.-2 微粒子の種類と初期 HCHO 濃度に応じた実験的な色変化の模式図 

ɛBWB/ ɛYWY と初期 HCHO 濃度の関係。 ɛB と ɛY の色の補正としてそれぞれ 625 nm と 435 

nm でのモル吸光係数として 53770 と 25 を用いた。 

 

 

4.3 まとめ 

 

ホルムアルデヒドを MBTH 法で呈色すると過剰に存在する呈色試薬の[黄色イオン]+と

目的成分の[青色イオン]+の 2 成分が生成する。表面電荷の異なる微粒子を用いて吸着させ

たところ微粒子によって異なる色調変化が得られた。SiO2 は，両成分ともに吸着し，[黄

色イオン]+の吸着力<[青色イオン]+の吸着力であったため色調が黄緑色→青色と変化しホ

ルムアルデヒド濃度変化が明瞭であった。DAX-8 は[黄色イオン]+の吸着力<<[青色イオ

ン]+の吸着力であったため単色のみの濃淡変化となり，[青色イオン]+のみを分離して測定
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することができた。本法は，水道水基準値の 0.08 mg/L 以下を測定でき，溶液のみと比較

して約 10 倍の高感度化を達成した。また，微粒子の色調変化を Henry の式から算出した

吸着定数を用いて微粒子の色味と各成分のモル吸光係数（ε）から色調の尺度を算出し色

調変化のモデルを作成した。分散微粒子抽出法は，微粒子の成分に対する吸着力の違いか

ら色調変化を予想でき，測定感度を変えることができる。 
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第 5 章 酵素法を用いたリン酸の高感度な簡易分析法の開発 

―微粒子の物理的な性状が測定へ与える影響―  

 

5.1 はじめに 

 

 分散微粒子抽出法の「吸着」と「沈降」を微粒子のサイズと添加量といった物理的性質

から捕集能や検出感度，測定範囲への影響を調査した。酵素法での測定分野の拡充を図っ

た。 

 

5.1.1. 酵素法とは 

 

 本研究で検討した酵素法では，特定の酵素が基質と反応し，過酸化水素（H2O2）を生成

する。生成した H2O2 量をペルオキシダーゼと呈色試薬を用いた呈色法で測定する方法で

ある。酵素の特異的な反応を利用するため，夾雑物の影響を受け難く，目的成分を選択的

に測定することができるため，医療分野や食品分野などの測定に広く用いられている[1-3]。

本法の測定原理を酵素呈色法へ応用することで，酵素法の更なる高感度化，及び，本法の

分析対象物質の拡充が期待できる。 

 

 

5.1.2. 本研究の捕集形態について 

 

本法の測定原理を（Scheme 5.1.2.-1）に示す。プリンヌクレオシドホスホリラーゼ

（PNP ：purine nucleosid phosphorylase）とキサンチンオキシターゼ（XOD：xanthine 

oxidase）の存在下で 1 mol の無機リンから 2 mol の過酸化水素 (H2O2)が発生する。この生

成した H2O2 はペルオキシダーゼ（POD：peroxidase）存在下で，4-アミノアンチピリン

(4-AA)とトリンダー試薬を酸化結合することで，有色の双性イオンが生成する。この生成

物を 550 nm で測定することで無機リンを定量する[4]。この比色法は，フェノール[5]とそ

の誘導体[6, 7]，およびリン酸[8]の測定に使用されている。生成した色素は有色の双性イ

オンであるため，疎水性相互作用を利用して中極性樹脂である XAD-7HP に捕集した。 
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Scheme 5.1.2.-1 PO4
3−の呈色反応 

PO4
3−を 4-AA との酵素反応でピンク色の両性イオンに変換した 

 

 

5.1.3. リン酸について 

 

リン（phosphorus，P）は，すべての生命に含まれる重要な元素である。リン酸

（H3PO4）とその化合物は生命現象の極めて多くの局面で多様な役割を担っており，光合

成や呼吸といったエネルギー獲得のプロセスから，脂質・タンパク合成といった二次代謝，

あるいは生命体の維持（遺伝現象）に至るまで，H3PO4 は生化学プロセスのほとんどの場

面で直接的かつ間接的に関与している。環境中では，土壌や多くの鉱物は H3PO4 の吸着能

が高く，天然の陸水中のリン酸濃度は非常に低いことが多い[9]。しかし，海洋では多くの

有機物を含む内湾域の海底堆積物が低酸素状態時にリン酸を放出するため，リン酸濃度は

高くなっている。また，H3PO4 は洗剤中に含まれていることから，生活排水や下水処理の

過程でも放出される。そのため，人為的な汚染を受けている水系では，H3PO4 が高濃度で

検出される。淡水では“アオコ”や“アオミドロ”の大発生や沿岸域では赤潮の頻発などを引

き起こす原因の一つであるため，H3PO4 の定量的な測定が求められている。 

H3PO4 の主な定量方法は，強酸性条件で測定するモリブデン酸アンモニウムを用いたモ

リブデン青比色法[10, 11]が主に用いられている。測定に使われる還元剤の検討も多岐に

わたって行われ，1,2,4-アミノナフトールスルホン酸，硫酸第一鉄あるいは，硫酸第一鉄

アンモニウム，p-メチルアミノフェノール，塩化第一スズなどで検討されている。また，

比色法のマラカイトグリーンを用いた定量方法などが開発され，リン酸の測定法は多くの

改良法が報告されている。モリブデン酸を用いた定量方法は環境水のリン酸の簡易分析法

へ応用されている。モリブデンブルー法の測定は強酸条件であるため，あらかじめ試料を

酸性に変化させる前処理が必要である。また，現場分析において強酸の使用は安全性の面

で適していない。酵素法を用いたリン酸の測定は，モリブデン酸青法に比べ反応条件が穏

やかで，感度も高く，優れた選択性があるため，環境水などのへの応用に適している。 
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5.2. 分析法の開発 

 

5.2.1. 実験 

 

5.2.1.1. 装置と試薬 

 

2.4.3.1.1．装置と試薬に，実験に用いた装置及び画像解析ソフトを記載した。リン酸二

水素カリウム，クエン酸（無水），クエン酸三ナトリウム二水和物（特級，FUJIFILM 

Wako Pure Chemical Industries, Ltd. ）。 イ ノ シ ン （ 化 学 用 ， FUJIFILM Wako Pure 

Chemical Industries, Ltd.）。4-アミノアンチピリン（水質試験用，FUJIFILM Wako Pure 

Chemical Industries, Ltd.）。TOPS（N-エチル-N-スルホプロピル-3-メチルアニリン），

ADTS（N-エチル-N-スルホプロピル-3-メトキシアニリン），MOUS（N-エチル-N-(2-ヒ

ド ロ キ シ -3- ス ル ホ プ ロ ピ ル )-3,5- ジ メ チ ル ア ニ リ ン ）， DA-67 （ Sodium 10-

(carboxymethylaminocarbonyl)-3,7-bis(dimethylamino) phenothiazine ） （ DOJINDO 

Laboratories）。酵素は，プリンヌクレオシドホスホリラーゼ（PNP），キサンチンオキシ

ダーゼ（XOD），ペルオキシダーゼ（POD）（Toyobo）を使用した。吸着剤として，

Wakogel🄬 C-300（SiO2）（形状：全多孔性破砕型，粒径：45～75 µm），Wakosil🄬 75（形

状：球状，粒径：45～105 µm），Dowex™ 50Wx8 (H+)，DOWEX™ 1x8 (Cl−)，Wakogel🄬 

50（エンドキャッピング済み，粒径：40～63 µm）PRS（プロピルスルホン酸），SAX（ト

リメチルアミノプロピル修飾シリカゲル：(SiO2)-R3NH3
+），DEA（ジエチルアミノプロピ

ル），フェニル，シクロヘキシル，C2（エチル），C8（オクチル），Accubond ODS-C18 を使

用した。無電荷樹脂として，Amberlite🄬 XAD-1180N（粒径：20～60 mesh），Amberlite🄬 

XAD-2（粒径：20～60 mesh），Amberlite🄬 XAD-4（粒径：20～60 mesh），Amberlite🄬 

XAD-7HP（粒径：20～60 mesh），Amberlite🄬 DAX-8（粒径：20～60 mesh）を使用した。

各吸着剤は，水で洗浄した後に室温で乾燥させたものを使用した。樹脂は，乳鉢で粉砕し

た後，沈降法で粒径を揃え室温で乾燥させたものを使用した。また，SiO2 に界面活性剤を

コーティングし機能性吸着剤として使用した。(SiO2)-Zeph+：SiO2（Wakogel🄬 C-300）

100 mg を 0.02 mM Zeph+溶液 10 mL に 2 時間浸漬させ，ろ過し蒸留水で洗浄後，乾燥さ

せた。(SiO2)-CTAB：SiO2（Wakogel🄬 C-300）100 mg を 0.02 mM CTAB 溶液 10 mL に 2

時間浸漬させ，ろ過し蒸留水で洗浄後，乾燥させた。(SiO2)-DS−：(SiO2)-Zeph+ 100 mg

を 0.01 mM ドデシル硫酸ナトリウム溶液 10 mL に 2 時間浸漬させ，ろ過し蒸留水で洗浄

後，乾燥させた。 
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5.2.1.2. 確立した測定方法 

 

PO4
3−の確定した簡易分析操作を示した。 

1.5 mL マイクロチューブに 14.2 mg のクエン酸/クエン酸三ナトリウム緩衝液（最終溶

液 pH は 7.4），0.3 mg のイノシン，0.4 mg の 4-アミノアンチピリン，0.02 mg の TOPS，

0.01 mg PNP (546 U/L)，0.05 mg XOD (712 U/L)，0.02 mg POD (685 U/L)の 15 mg の

混合試薬と 5 mg の吸着微粒子 (XAD-7HP)を充填した。そこへ試料 1 mL を添加し，マイ

クロチューブを 30 秒間軽く振り混ぜ沈積した粒子の色調から PO4
3−の濃度を求めた。 

 

 

5.2.2. 結果と考察 

 

5.2.2.1. 水相の酵素量と呈色反応時間 

 

酵素量を変えて呈色速度の検討をした。それぞれの酵素量を変えて，試料水（PO4
3−-P, 

0.1 mg/L）を 5 分間呈色させ吸光度を比較したところ発色反応速度は酵素量に依存した。

そこで，本研究では Fig. 5.2.2.1-1 に示すように，5 分以内に着色を完了するために，酵素

量を PNP：546 U/L，XOD：712 U/L，POD：685 U/L に設定した。 

 

 

Fig. 5.2.2.1-1 時間ごとの着色の様子（PO4
3−-P： 0.1 mg/L，pH：7.4） 
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5.2.2.2. 呈色反応へ与える pH の影響 

 

酵素活性は水相の pH にも影響を受けるため，最適な pH 条件を検討した。試料水

（PO4
3−-P, 0.1 mg/L）を混合試薬中のクエン酸とクエン酸三ナトリウムの比率を変えて

pH を変化させ呈色させ吸光度を測定した。pH は吸光度測定後 pH メーターを用いて測定

した。その結果を Fig. 5.2.2.2-1 に示す。この結果より，pH 6.5～8 の間で呈色し，pH 7.4

が最も感度が高かった。3 種類の酵素の酵素活性を Toyobo の製品表[12-14]を参考に比較

すると，各酵素の活性範囲で呈色していることが分かった。そこで，pH 7.4 となるように

クエン酸・クエン酸三ナトリウム緩衝剤（0.001 M：0.1 M）を調整した。 

 

 

Fig. 5.2.2.2-1 pH ごとの各酵素の活性 

(a) PNP，(b) POD，(c) XOD（Toyobo の各酵素活性に報告された製品表に基づく）(d) PO4
3−

を酵素反応で呈色した時のpHの影響（呈色条件；PO4
3−-P（0.1 mg/L）とTOPS（0.07 mM）

を含む試料溶液 （クエン酸バッファー：pH 7.4）を各酵素と混合し(PNP：546 U/L，

XOD：712 U/L，POD：685 U/L)，吸光度（550 nm）を測定 

 

 

5.2.2.3. 反応温度の影響 

 

酵素活性は呈色時の温度にも影響を受ける可能性がある。そこで採水時の試料水の温度

を約 10～40 ℃と変化させて呈色時間に影響が出るかをみた。その結果を Fig. 5.2.2.3-1 に

示す。Fig. 5.2.2.3-1 より，約 10～40 ℃の範囲では呈色反応速度は一定であった。そのた

め，一般的な河川水などの温度は呈色速度に及ぼす影響は少ないと考えられる。 
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Fig. 5.2.2.3-1 試料水温度ごとの呈色反応速度 

 

 

5.2.2.4. 呈色試薬の選択 

 

酵素法は，4-AA と反応する酸化試薬（トリンダー試薬）を変えることで，検出波長や感

度を変えることができる。分散微粒子抽出法へ応用する際，どの酸化試薬が適しているか

検討した。 

 酸化試薬として，トリンダー試薬（TOPS，ADPS，MAOS），ロイコ色素（DA-67）の

4 種類を用いて検討した。試料水（PO4
3−-P, 0.17 mg/L）1 mL を混合試薬 30 mg と反応さ

せ 5 分間放置し，スペクトルを測定し，各試薬のスペクトルを比較した。その結果を Fig. 

5.2.2.4-1 (a)に示す。この結果より，各試薬で極大吸収波長が異なり，TOPS と DA-67 の

感度が高かった。そこで，TOPS と DA-67 で反応した際のブランクを比較した結果を Fig. 

5.2.2.4-1 (b)に示す。その結果，DA-67 はブランクでも高い吸光度を示すことが分かった。

そこで，ブランクが低く，DA-67 のように反応停止剤（還元剤：アスコルビン酸）を必要

としないため，TOPS を最適な呈色試薬とした。 
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Fig. 5.2.2.4-1 呈色試薬の（トリンダー試薬，酸化試薬）のスペクトルの比較 

(a) PO4
3−-P 添加時の呈色試薬（トリンダー試薬，酸化試薬）のスペクトル，(b) PO4

3−-P を

添加なしの場合の TOPS と DA-67 のスペクトル（赤線：ADPS，青線：MAOS，紫色：

TOPS，紺色：DA-67） 

 

 

5.2.2.5. 吸着剤微粒子の選択 

 

生成した色素（TOPS 4-AA-誘導体）は，双性イオンであるため，異なる性状（極性及

び表面電荷）の種々の微粒子を用いて最適なものを検討した。 

微粒子として SiO2 ベース 13 種，樹脂ベース 7 種，陽イオン交換体，陰イオン交換体，

中性疎水性吸着剤，親水性吸着剤など，20 の異なる粒子材料（Table. 5.2.2.5-1）を対象と

した。Amberlite🄬の樹脂は乳鉢で軽く粉砕し粒径を<1000 µm とした。試料水（PO4
3−-P, 

0.2 mg/L）1 mL へ微粒子をそれぞれ 10 mg 添加し，30 秒間撹拌した後，遠心分離後，上

澄み液の吸光度を測定した。微粒子添加前の吸光度を初濃度として，捕集率を算出した。

この結果より，電荷をもつ微粒子の捕集率は低く，中性の疎水性および親水性吸着剤で高

い捕集率が得られた。その中でも，XAD-1180N，XAD-2 の無極性の微粒子が最も捕集率

が高かった。しかし，水中に分散したまま沈殿せず，水相との分離が困難であった。そこ

で，水への分散性と沈降性を考慮して，捕集率が良好な微孔性樹脂である XAD-7HP を選

択した。 
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Table. 5.2.2.5-1 各微粒子の種類ごとの TOPS の捕集率の比較 

微粒子；SiO2 系 13 種，樹脂系 7 種（Amberlite🄬 (XAD-，DAX-)樹脂は乳鉢で軽く粉砕し，

粒子サイズを<1000 µm として使用した） 

吸着条件；微粒子量：10 mg，試料量：1 mL，PO4
3−-P：0.2 mg/L（30 秒間攪拌し，遠心

分離後，上澄み液の吸光度を測定した。水相の吸光度から捕集率を算出した。） 

 

 
 

 

5.2.2.6. 吸着剤微粒子の粒子サイズによる捕集能の性質 

 

吸着剤の粒径は，目的成分由来の着色生成物の回収効率と沈降速度の両方を制御する重

要な要素である。XAD-7HP（20～60 mesh）を乳鉢で粉砕し，沈降法を使用して種々のサ

イズ（0.88 ± 0.20，0.57 ± 0.15，および 0.36 ± 0.10 mm）の微粒子を得た。サイズが小

さい粒子は回収効率が高いが，沈降速度が遅くなるため（Fig. 5.2.2.6-1），粒子サイズを

0.36 ± 0.10 mm に設定し，分析時間を 2 分に設定した。この条件での 4-AA 誘導体の捕集

率は 74%を超えた。 

 



 

65 

 

 

Fig. 5.2.2.6-1 PO4
3−-P の捕集率と沈降速度に対する微粒子サイズの影響 

吸着条件；PO4
3−-P：0.04 mg/L，微粒子量：3 mg，試料量：1 mL 

捕集率は，水相の吸光度から算出した。沈降速度は，メスシリンダー内の垂直沈降速度を

測定した。 

 

 

5.2.2.7. 吸着剤微粒子の添加量ごとの測定感度と定量範囲 

 

Fig. 5.2.2.7-1 に，本法を使用した PO4
3−測定の結果を示す。写真から，サブ µg/L (Fig. 

5.2.2.7-1 (A))および µg/L レベル（Fig. 5.2.2.7-1 (B)）の PO4
3−を目視で簡単に判断できる

ことが分かる。添加量が異なる XAD-7HP（サイズ，0.36 ± 0.10 mm）の 0～0.01 mg/L の

範囲の PO4
3−濃度に対する Gray 値の依存性を Fig. 5.2.2.7-1 (C)に示す。吸着微粒子 3 mg

から得られた検量線の傾きは 5 mg の場合で得られた傾きの 2 倍であった（Fig. 5.2.2.7-1 

(C-a)）。算出した検出限界（3σB）は 0.005 mg/L であった。この結果は，提案手法の感度

が吸着微粒子のサイズと量によって制御できることを示している。3 mg の微粒子の場合，

Fig. 5.2.2.7-1 (D)に示すように，2～10 µg/L の範囲で Gray 値と PO4
3−濃度の間に線形関係

が得られた。5 mg の微粒子の場合，直線関係は 2～100 µg/L の範囲で得られた（Fig. 

5.2.2.7-1 (C-b)）。本法は従来のリン酸塩測定法と比較して，PAD で測定するモリブデン

ブルー法[15]や水相で測定する酵素法（トリンダー試薬）[16]よりも感度が高く，マラカ

イトグリーン法[17]と同程度の感度を持つ。 

 



 

66 

 

 

Fig. 5.2.2.7-1 PO4
3−の測定 

(A) ，(B) PO4
3−濃度ごとの微粒子の色変化，(C) (a) 3 mg，(b) 5 mg を添加した時の検量線，

(D) 3 mg 添加時の PO4
3−低濃度の検量線 

 

 

5.2.2.8. 妨害成分の影響 

 

本法への妨害成分の影響を検討した。また，昨今は排水規制の拡充に伴い海水の貧栄養

が問題となっている。そこで，海水への適用が可能であるかを検証するために NaCl を用

いた。NaCl の濃度を変えて試料水（PO4
3−，0.05 mg/L）を呈色させ，XAD-7HP（0.36 ± 

0.10 mm）5 mg へ吸着させた結果を Fig. 5.2.2.8-1 (a)に示す。Fig. 5.2.2.8-1 (b)に Gray 値

をプロットした結果を示す。これらの結果より，NaCl が 0.05 M までは，Gray 値が 2～3%

程度の減少で測定することができた。一般的な海水濃度（1～1.5 M）では，呈色反応も阻

害され測定が困難であるが，NaCl 濃度が 0.1 M 以下の淡水や汽水では測定可能であると考

えられる。XAD-7HP は主にフミン酸などの溶存有機成分の分離に用いられる樹脂である

ため，吸着を妨害する可能性がある。そこで，溶存有機成分（フミン酸）共存下での影響

をみた。フミン酸の濃度を変えて試料水（PO4
3−，0.1 mg/L）を呈色させ，XAD-7HP

（0.36 ± 0.10 mm）5 mg へ吸着させた結果を Fig. 5.2.2.8-2 (a)に示す。Fig. 5.2.2.8-2 (b)

に Gray 値をプロットした結果を示す。これらの結果より，フミン酸が 40 mg/L までは，

Gray 値が 2～3%程度の減少で測定することができた。国内の河川・湖沼中に溶存している

濃度は 10～20 mg/L 程度であることから，環境水で測定することができる。 

 界面活性剤をコーティングした XAD-7HP は色素の捕集剤に多く使用されている。そこ

で，界面活性剤存在下で目的成分の吸着に影響が出るかをみた。界面活性剤としてドデシ

ル硫酸ナトリウム（SDS）を用いた。SDS の濃度を変えて試料水（PO4
3−，0.1 mg/L）を
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呈色させ，XAD-7HP（0.36±0.10 mm）5 mg へ吸着させた結果を Fig. 5.2.2.8-3 (a)に示す。

Fig. 5.2.2.8-3 (b)に Gray 値をプロットした結果を示す。この結果より，検討した SDS 濃度

では Gray 値の影響なしに測定できる。SDS（陰イオン界面活性剤）の環境基準値は 0.2 

mg/L であるため，環境水の測定は可能であると考えられる。 

 

 

Fig. 5.2.2.8-1 NaCl 濃度を変えて呈色・吸着させた微粒子の色調変化 

(a) 沈積した微粒子の写真，(b) 沈積した微粒子の Gray 値と NaCl 濃度の関係 

 

 

Fig. 5.2.2.8-2 フミン酸濃度を変えて呈色・吸着させた微粒子の色調変化 
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(a) 沈積した微粒子の写真，(b) 沈積した微粒子の Gray 値とフミン酸濃度の関係 

 

Fig. 5.2.2.8-3 SDS 濃度を変えて呈色・吸着させた微粒子の色調変化 

(a) 沈積した微粒子の写真，(b) 沈積した微粒子の Gray 値と SDS 濃度の関係 

 

 

5.2.3. 実試料への応用 

 

5.2.3.1. 実試料への応用，標準添加，比較 

 

本法を用いて，富山大学付近の小河川（古川）の試料水を測定し，モリブデン青吸光光

度法と比較した。この結果を Table. 5.2.2.8-1 示す。モリブデン青吸光光度法と良く一致し，

河川水中の PO4
3−を測定できた。 

 

Table. 5.2.2.8-1 河川中の PO4
3−リン酸の測定 
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5.3 まとめ 

 

酵素法を用いた，強酸を使用しない，PO4
3−の高感度な簡易分析比色法を開発した。本

法では，TOPS で呈色させた双性イオンを XAD-7HP（0.36±0.10 mm）へ吸着させること

で，溶液と比べ約 10 倍の高感度化を達成した。環境水中のリン酸を数十 µg/L レベルで測

定できた。 

 本法の開発にあたって，微粒子のサイズと添加量が感度に影響を与えることを明確に示

した。そのため分散微粒子抽出法は，正確な測定を行うために，微粒子のサイズの均一化

や正確な量の添加が必要となる。しかし，微粒子のサイズや添加量を調整することで測定

感度の調整が可能な方法である。 
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第 6 章 6 価クロム（Cr(VI)）の簡易分析法の開発 

―微粒子への抽出種の推定― 

 

6.1 はじめに 

 

 本研究では，金属錯体と対イオンが凝集体を形成し，効果的に固相に抽出されるイオン

ペア抽出に着目し，分散型と組み合わせることで，Cr(VI)の高感度で簡便な方法を提案し

た。そして，イオン対固相抽出系の平衡と吸着種の化学量論をイオン対溶媒抽出に従って

議論した。 

 

 

6.1.1. 本研究の捕集形態について 

 

 本研究では，ジフェニルカルバジド吸光光度法を用いて Cr(VI)を測定した。本法の分析

フローと呈色成分の吸着の仕組みを示す（Scheme 6.1.1.-1）。Cr(VI)をジフェニルカルバ

ジド（DPC）と反応させるとキレート錯体［Cr-(DPC)3］（紫色）が生成する。正電荷を

持つ［Cr-(DPC)3］錯体に対イオンとしてドデシル硫酸ナトリウム（SD−）を添加しイオ

ン対を形成させ，微孔性樹脂である XAD-7HP へ疎水性相互作用によって捕集する。 

 

 

Scheme 6.1.1.-1 ［Cr-(DPC)3］錯体と対イオンのドデシル硫酸ナトリウム（SD−）の

XAD-7HP へのイオン対抽出のモデル 
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6.1.2. Cr(VI)について 

 

Cr の用途は多様であり，顔料，なめし剤，染料，固定剤として利用されており，めっき

産業や鉱業からの廃棄物と共に環境中に排出されている[1-6]。一方，Cr(VI)は毒性や発が

ん性が高く，生態系や人の健康に非常に有害[7]であるため，環境水や飲料水に対して基準

値（<0.05 mg/L）が設定されている[8-10]。環境水中の Cr(VI)は酸化しやすく，有機物共

存下では直ぐに Cr(III)に還元されこともあるため，採水直後に Cr(VI)の測定をする必要が

ある。そのため，微量の Cr(VI)を現場で測定するには，感度が高いだけでなく，迅速性も

重要である[11-12]。 

Cr(VI)の主な分析方法には Cr(VI)と錯体を形成するジフェニルカルバジド（DPC）[13, 

14]が使用されている。分光光度法[15-18]，液体クロマトグラフィー[19]，原子吸光分光

光度法[20]，および，フローインジェクション[21]などの多くの機器による定量分析が報

告されている。また，現場での分析に適した紙を基盤とした分析方法（LOD：30 mg/L）

も報告されている[22-25]。Cr(VI)は，イオン交換や吸着剤表面での錯体形成などの技術を

用いて効率的に固相に捕集されている[4, 26-27]。その吸着性能を利用してイオン交換樹脂

などの吸着剤を充填したカラムでの Cr(VI)の分離・濃縮が測定感度を向上させるための前

処理として適用されている[28-31]。また，［Cr-(DPC)3］錯体を陽イオン交換樹脂に集め，

カラムを直接比色測定し，固相の色強度を分光光度計で測定するイオン交換体比色法も提

案されている[32-34]。均一液液抽出を利用して少量の有機溶媒中に［Cr-(DPC)3］錯体を

抽出して高感度に測定する方法も報告され，［Cr-(DPC)3］錯体を利用した比色法が利用さ

れている。 

 

 

6.2. 分析法の開発 

 

6.2.1. 実験 

 

6.2.1.1. 装置と試薬 

 

2.4.3.1.1．装置と試薬に実験に用いた装置及び画像解析ソフトを記載した。1-5-ジフェ

ニルカルバジド，二クロム酸カリウム，アミド硫酸，塩化ナトリウム，アセトン，硫酸，

水酸化ナトリウム（FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries, Ltd.）。試薬は，特級を使用

し ， 全 て 超 純 水 を 用 い て 調 製 し た 。 対 イ オ ン と し て ， ラ ウ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ，

（CH3(CH2)10COONa），1-オクタンスルホン酸ナトリウム（CH3(CH2)7SO3Na），ドデシ

ル硫酸ナトリウム（SDS），ドデシルベンゼンスルホン酸ナトリウム（C18H29SO3Na），ビ

ス [(2- エ チ ル へ キ シ ル ) オ キ シ ]-1,4- ジ オ キ シ -2- ブ ン タ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム
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（C20H37O7SNa），1-ナフタレンスルホン酸ナトリウム（C10H7O3SNa），2,4-ジメチルベン

ゼ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ C8H9O3SNa ）， テ ト ラ フ ェ ニ ル ホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム

（C24H20BNa）（Tokyo Chemical Industry Co, Ltd.）。吸着剤として，Wakogel🄬 50 PRS

（(SiO2)-C3H6SO3
−）（形状：全多孔性破砕型，粒径：40～63 µm），DOWEX™ 50Wx8 

(H+) (200～400 mesh)（ FUJIFILM Wako, Ltd.）を使用した。Amberlite🄬 XAD-7HP(20～

60 mesh)は乳鉢で粉砕し，沈降法で分級（0.36 ± 0.10 mm）した。各吸着剤は，水で洗浄

した後に室温で乾燥させたものを使用した。 

 

 

6.2.1.2. 確立した測定方法 

 

Cr(VI)の確定した簡易分析操作を示した。 

1.5 mL マイクロチューブに 5 mg のアミド硫酸，1 mg の DPC，4 mg の塩化ナトリウム，

0.3 mg の DS−の混合粉末試薬と 5 mg の吸着微粒子(XAD-7HP)を充填した。そこへ試料 1 

mL を添加し，マイクロチューブを 30 秒間軽く振り混ぜ沈積した粒子の色調から Cr(VI)の

濃度を求めた。 

 

 

6.2.1.3. 画像測色法 

 

スマートフォンのカメラ機能でマイクロチューブを撮影した。背景を黒にして，吊るし

て撮影した。写真をパソコンに転送し，ImageJ のソフトウェアを使用して 8bit の Gray に

変換した。マイクロチューブ内に沈積した微粒子を拡大し，Gray 値を測定した。その際，

50×50 pixel の範囲を選択し Gray 値の平均値を求めた。 
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6.2.2. 結果と考察 

 

 本研究では，Cr(VI)の簡易分析法としての確立と［Cr-(DPC)3］錯体とドデシル硫酸ナ

トリウムのイオン対の吸着剤微粒子への抽出挙動を溶媒抽出のモデルを用いて解析をした。 

 

6.2.2.1. 吸着剤微粒子への捕集形の検討 

 

（1） イオン交換を使った捕集形 

［Cr-(DPC)3］錯体の電荷は吸着剤微粒子を選択する上で重要な要素の 1 つである。

Cr(VI)と DPC の錯体の構造と電荷についてはいくつか報告されており，［Cr-(DPC)3］錯

体は酸性溶液中で正の電荷を持つと報告されている[10, 36, 37]。 

そこで，静電吸着を利用したイオン交換で錯体を陽イオン交換体で捕集した。2 種類の

陽イオン交換体として，ポリマー型：DOWEX™ 50Wx8 (H+)，シリカ型：Wakogel🄬 

50PRS（(SiO2)-C3H6SO3
−)で検討した。Fig. 6.2.2.1.-1 は，(a) DOWEX™ 50Wx8 (H+)，

及び，(b) (SiO2)-C3H6SO3
−の 10 mg の沈殿物の写真で，［Cr-(DPC)3］錯体の収集後であ

る。水相の分光測光法による回収率は，それぞれ76%と57%であった。DOWEX™ 50Wx8 

(H+)は(SiO2)-C3H6SO3
−よりも高い回収率を示したが，材料自身の色（黄色）が目視およ

び画像比色測定の両方に干渉したため，［Cr-(DPC)3］錯体の捕集を別の戦略で検討するこ

とにした。 

 

 

Fig. 6.2.2.1.-1 沈積した微粒子の写真と［Cr-(DPC)3］錯体の捕集率 

(a) DOWEX™ 50Wx8 (H+)：10 mg ，(b) (SiO2)-C3H6SO3
−：10 mg，(c) XAD-7HP（0.36 ± 

0.10 mm，5 mg）吸着条件；試料量：1 mL，温度：20 ℃，pH 1.7 
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6.2.2.2. 吸着剤微粒子の選択 

 

（2） イオン対を使った捕集形 

イオン対抽出は，荷電種を効率的に捕集できる 1 つの捕集型である。イオン対溶媒抽出

では，通常，非極性溶媒よりも抽出性が高い水不溶性の極性溶媒が選択される。また，メ

ンブラン膜を使用したイオン対 SPE では，ニトロセルロースなどの親水性材料が PTFE な

どの疎水性材料よりも優れている[38]。そこで，中性親水性素材の吸着剤を検討した。第

5 章の PO4
3−測定では，XAD-7HP が双性イオンの捕集に優れていることがわかった。そこ

で，XAD-7HP を使って［Cr-(DPC)3］錯体の捕集能を評価した。1 mL の試料溶液中での

5 mg の XAD-7HP は，1 mM DS−の存在下で［Cr-(DPC)3］錯体を 91%以上回収した（Fig. 

6.2.2.2.-1 (c)）。 

 

 

6.2.2.3. 対イオンの選択 

 

最適な対イオンを選択するために，極性の異なる 8 種類の有機陰イオン用いて比較した

（Fig. 6.2.2.3.-1 (a)）。Cr(VI) 0.06 mg/L の［Cr-(DPC)3］錯体に 0.5 mM の各有機陰イオ

ン溶液を混合し 5 mg の XAD-7HP を添加し，攪拌した後，水相の吸光度を測定し，捕集

率を算出した。Fig. 6.2.2.3.-1 (b)に捕集率（％）と有機陰イオンの固有抽出定数の関係を

示した。個々の定数は，イオン対溶媒抽出平衡に関する研究で，過去に本研究室で提案さ

れた溶媒のパラメーターを示す定数である[39-41]。簡単に説明すると，イオン対抽出シス

テムの抽出定数 Kex は，Eq. 1 に従って，3 つの独立した定数（個々の抽出定数），Ke，Ka お

よび Ks で構成できると仮定する。 

 

log 𝐾𝑒𝑥 = log 𝐾𝑒 + log 𝐾𝑎 + log 𝐾𝑠         Eq. 1 

 

ここで，下付き文字の c，a および s は，それぞれの陽イオン，陰イオンおよび溶媒を表

す。陽イオン，陰イオンおよび溶媒の Log K 値は，定数として KPh4As+ = KPh4B-，Kbenzene = 

1.0 を割り当てることで，log Kex を実験値から計算した。固有抽出定数の値は，陽イオン，

陰イオンおよび溶媒が未知の組み合わせの場合に対して K 値を推定する際やイオンの抽出

の可能性や溶媒の抽出力を推定するときに有用である。固有抽出定数の値は実験結果から

割り当てられ，定数の大きいイオンほど対イオンとしての抽出性が高い。Fig. 6.2.2.3.-1 

(b)より，固有抽出定数が増加するにつれて捕集率が増加することが分かった。テトラフェ

ニルホウ酸イオン（Fig. 6.2.2.3.-1 (b)の No.8）は，最も大きな定数を持つが，十分な捕集

率が得らなかった。この場合，微粒子の色が紫から青に変化した。この現象はおそらく

［Cr-(DPC)3］錯体の化学形態の変化が原因であると考えられる。陰イオンによる色変化
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の詳細は今のところ不明である。また，1-オクタンスルホン酸イオン（Fig. 6.2.2.3.-1(b)の

No.2）の場合，［Cr-(DPC)3］錯体溶液に添加すると沈殿物が生成した。そのため，優れ

た捕集能力，水への溶解性，粒子の色の安定性を考慮し，ドデシル硫酸イオン(SD−)を選

択した。 

 

 

Fig. 6.2.2.3.-1 対イオンの化学的性質と錯体の捕集 

(a) 極性の異なる有機陰イオンの表，(b) 捕集率（%）と有機イオンの個々の抽出定数

（Kanion）の関係 

吸着条件；Cr(VI)：0.06 mg/L，対イオン濃度：0.5 mM，微粒子(XAD-7HP)：5 mg（錯体の

捕集率は，水相の吸光度から算出した。） 

 

 

6.2.2.4. 対イオンの濃度の選択 

 

 ドデシル硫酸イオン(SD−)の最適な添加濃度を調べた。Fig. 6.2.2.4.-1 に Cr(VI)1 mg/L の

［Cr-(DPC)3］錯体の捕集に対する SD−濃度ごとの結果を示した。DS−濃度の増加に伴い，

捕集率が増加した（青線）。また，捕集率の上昇に伴って沈積した微粒子の色強度（Gray

値）も上昇した（赤線）。DS−濃度が 0.5 mM 以上で 80%以上の捕集率が得られた。本研究

では，［Cr-(DPC)3］錯体を約 90%捕集した 1 mM 以上の SD−濃度を最適とした。 
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Fig. 6.2.2.4.-1 沈積した微粒子の色変化を錯体の捕集に対する DS−濃度の影響 

 

 

6.2.2.5. 呈色試薬の濃度と pH の選択 

 

［Cr-(DPC)3］錯体の形成には，従来法の DPC 濃度と pH が最適であった。液体の酸性

試薬は現場での利用を考えると使用が困難なことから粉末試薬であるアミド硫酸を用いて

pH を調整した。Fig. 6.2.2.5.-1 は，DS−の存在下で［Cr-(DPC)3］錯体の pH ごとの捕集率

を示した。その結果，［Cr-(DPC)3］錯体の捕集に最適な pH は，［Cr-(DPC)3］錯体の形

成と同じ pH 1.7 であった。捕集率と pH の関係は，後で固相抽出（SPE）システムの化学

量論を推定する際にも用いた。 
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Fig. 6.2.2.5.-1 pH ごとの吸着挙動 

吸着条件；Cr(VI)：1 mg/L，試料量：1 mL，微粒子（XAD-7HP）5 mg，水温：20  ℃（錯

体は pH 1.7 で形成し， 微粒子の添加前に pH を 1.0～12.0 に調整した。） 

 

 

6.2.2.6. 定量範囲 

 

Fig. 6.2.2.6.-1 (a)に，0～2.0 mg/L の Cr(VI)のマイクロチューブの写真を示した。微粒

子なしでは 0.1 mg/L 未満の Cr(VI)を目視や画像解析で測定することは困難であった。微

粒子を添加し，沈積した微粒子（固相）の色調の強度を ImageJ のソフトウェアで測定した

（Fig. 6.2.2.6.-1 (b)）。画像解析で Red，Green，Blue，Gray の値を算出した。［Cr-

(DPC)3］錯体の濃度変化は Green 値が最も感度が高かった。Red，Green，Blue のそれぞ

れの色強度の比を算出したところ正確な結果が得られたため，Green/Blue 値を測定値とし

て選択した。Fig. 6.2.2.6.-1 (c)に示すように，0.002～0.1 mg/L で線形検量線が得られた。

検出限界は 3.4 µg/L（3σB）であった。本法の感度は微粒子を添加しない溶液の画像解析の

結果よりも約 5 倍高感度であった。また，水質基準（0.02 mg/L）よりも低濃度の Cr(VI)

を測定することができた。 
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Fig. 6.2.2.6.-1 Cr(VI)濃度ごとの写真と画像解析で得られた検量線 

 

 

6.2.3. 実試料への応用 

 

6.2.3.1. 模擬排水への適用 

 

 めっき廃水と皮なめし廃水を想定した Cr(III)，CODMn などの組成の異なる 3 種類の模

擬排水を用いた（Table. 6.2.3.1.-1）。異なる濃度で添加された Cr(VI)の回収率は，提案さ

れた方法によって決定されました（Table. 6.2.3.1.-2）。その結果，高濃度の Cr(III)，

CODMn など存在下でも，添加した Cr(VI)が±10%以内の誤差で測定できた。 
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Table. 6.2.3.1.-1  模擬排水の組成（CODMn：クエン酸ナトリウム） 

Simulated drainage Composition Conc./ mg/L 

1 

(pH=3.2) 

Cr(III) 0.5  

CODMn 100.0  

Cd2+ 0.1  

2 

(pH=7.3) 

Cr(III) 170.0  

CODMn 950.0  

Zn2+ 0.9  

Co2+ 0.8  

NO3
- 600.0  

SO4
2- 13.0  

Cl- 0.9  

3 

(pH=12.5) 

Cr(III) 50.0  

CODMn 5000.0  

 

 

Table. 6.2.3.1.-2 模擬排水に添加した Cr(VI) の添加回収 

Simulated drainage 
Cr(VI) conc. / mg/L 

Recovery / % 
  Added  Found 

1 

0.000 0.001 ± 0.000 - 

0.005  0.007 ± 0.001 142 

0.020  0.032 ± 0.004 162 

0.060  0.068 ± 0.016 113 

0.100  0.102 ± 0.055 102 

2 

0.000 0.000 ± 0.000  - 

0.005  0.009 ± 0.001 171 

0.020  0.027 ± 0.001 135 

0.060  0.058 ± 0.001 96 

0.100  0.085 ± 0.004 85 

3 

0.000 0.003 ± 0.002 - 

0.005  0.004 ± 0.001 70 

0.020  0.024 ± 0.002 122 

0.060  0.063 ± 0.004 105 

0.100  0.080 ± 0.006 80 

 

 

 

 

 



 

81 

 

6.2.4.  イオン対 SPE と化学量論に関する平衡研究 

 

本研究でイオン対 SPE を選択することで，抽出形の選択肢が広がった。［Cr-(DPC)3］

錯体の XAD-7HP への捕集機構を深く理解するために，平衡化学量論を調査した。［Cr-

(DPC)3］錯体の構造については様々な論文があるが，錯体の電荷についての報告は今のと

ころない。化学量論を検討することで，［Cr-(DPC)3］錯体の電荷と SPE メカニズムが明

らかになることが期待できる。 

 

 

6.2.4.1. イオン対 SPE の平衡モデル 

 

ここで考察した平衡モデルには，［Cr-(DPC)3］錯体のプロトン化によるｍプロトン

(H+)，イオン対形成による nDS−s および水相と微粒子間のイオン対の分布が含まれる。各

平衡過程は，Eq. (6.2.4.1.-1) – Eq. (6.2.4.1.-4)で表す。平衡定数は，それぞれ Kf (錯化)，

Kp (プロトン化)，Kass (イオン結合)および KH (イオン結合の分配，Henry 定数) として表し

た。 

 

 

錯体の形成 

𝐶𝑟 + 𝐷𝑃𝐶 ⇋ 𝐶𝑟(𝐷𝑃𝐶)         𝐸𝑞. (6.2.4.1. −1) 

𝐾𝑓 = [Cr(DPC)] [Cr] [DPC]⁄          𝐸𝑝.  (6.2.4.1. −1)′ 

 

 

Protonation 

 

Cr(DPC) + mH+ ⇋ Cr(DPC)(H+)m        𝐸𝑞. (6.2.4.1. −2) 

𝐾𝑎 = [Cr(DPC)(H+)m] [Cr(DPC)] [H+]m⁄          𝐸𝑞. (6.2.4.1. −2)′ 

 

 

Ion association 

 

Cr(DPC)(H+)m + nSD− ⇋ Cr(DPC)(H+)m(SD−)n        𝐸𝑞. (6.2.4.1. −3) 

𝐾𝑎𝑠𝑠 = [Cr(DPC)(H+)m(SD−)n] [Cr(DPC)(H+)]m[SD−]n⁄          𝐸𝑞. (6.2.4.1. −3)′ 

 

 

Distribution of ion associate 
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Cr(DPC)(H+)m(SD−)n ⇋ (Cr(DPC)(H+)m(SD−)n)solid        𝐸𝑞. (6.2.4.1. −4) 

𝐾𝐻 = [Cr(DPC)(H+)m(SD−)n] [Cr(DPC)(H+)m(SD−)n]soild         𝐸𝑞. (6.2.4.1. −4)′⁄  

 

 

By multiplying these equations together except formation step, we obtain Eq. (6.2.4.1.-5). 

 

𝐾𝑎𝐾𝑎𝑠𝑠𝐾𝐻 = {Cr(DPC)(H+)m(SD−)n}solid [Cr(DPC)][H+]m[SD−]n⁄          𝐸𝑞. (6.2.4.1. −5 − 1) 

 

{𝐶𝑟(𝐷𝑃𝐶)(𝐻+)𝑚(𝑆𝐷−)𝑛}𝑠𝑜𝑙𝑖𝑑 [𝐶𝑟(𝐷𝑃𝐶)] = 𝐾𝑎𝐾𝑎𝑠𝑠𝐾𝐻[𝐻+]𝑚[𝑆𝐷−]𝑛⁄          𝐸𝑞. (6.2.4.1. −5 − 2) 

 

Whereas, 

Whereas, R(recovery) = Cr(DPC)solid / Cr(DPC)total  

= Cr(DPC) solid / Cr(DPC)total 

= Cr(DPC) solid /{Cr(DPC) solid + Cr(DPC) total aq.} 

And, Cr(DPC) total aq.= Cr(DPC) + Cr(DPC) (H+)m + Cr(DPC) (H+)m (DS−)n. 

Assuming as, [Cr-(DPC)3]>> [Cr(DPC)3(H+)m], [Cr(DPC)3(H+)m(DS−)n], we obtain Eq. 

(6.2.4.1.-6) and 7. 

 

𝑅

= (Cr(DPC)(H+)m(SD−)n)solid {(Cr(DPC)(H+)m(SD−)n)solid + (Cr(DPC))water}     Eq. (6.2.4.1. −6)⁄  

 

(Cr(DPC)(H+)m(SD−)n)solid [Cr(DPC)]water = 𝑅 (1 − 𝑅)         𝐸𝑞. (6.2.4.1. −7)⁄⁄  

 

 

Substituting Eq. (6.2.4.1.-5) into Eq. (6.2.4.1.-7),  

 

(Cr(DPC)(H+)m(SD−)n)solid [Cr(DPC)]water = 𝑅 (1 − 𝑅)        𝐸𝑞. (6.2.4.1. −8)⁄⁄  

 

log {𝑅 (1 − 𝑅)} =⁄ log 𝐾𝑎𝐾𝑎𝑠𝑠𝐾𝐻 + mlog [𝐻+] + nlog [𝑆𝐷−]        𝐸𝑞. (6.2.4.1. −9) 

 

 

[SD−]を一定にして，さまざまな pH での実験によって R/(1−R)値を取得すると，Eq. 

(6.2.4.1.-9) の勾配分析から m 値を推定できる。同様に，一定の pH で，さまざまな[SD−] 
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での実験によって n 値を推定できる。 

 

 

6.2.4.1. 吸着種の分布挙動と組成 

 

チューブ内で［Cr-(DPC)3］錯体を生成（pH 1.7）させた後，5 mg の XAD-7HP の存在

下で pH または[DS−]を変化させた。マイクロチューブを 20 ℃の恒温槽に設置し，吸着の

平衡に達するまで 5 分間穏やかに数回攪拌した。捕集率は，水相の吸光度から算出した。 

Fig. 6.2.2.4.-1 に示すように，[DS−]が過剰な条件では，捕集率は pH 3 未満でほぼ一定

で，pH 3.5 を超えると減少し，pH 6 を超えるとほぼ捕集しない。Log (1−R)/R と pH の関

係を Fig. 6.2.4.1.-1 (a)に示した。その結果，関係の勾配 1.03 (=m)は，1 つの［Cr-(DPC)3］

錯体分子に対して 1 つの H+が結合していることを示した。pH 1.7 での［Cr-(DPC)3］錯体

対[DS−]の捕集率を Fig. 6.2.2.5.-1 に示した。Fig. 6.2.4.1.-1 (b)は，Log R/(1−R)と Log 

[DS−]の関係である。勾配 1.06 (=n)は，1 つの DS−結合が 1 つの［Cr-(DPC)3］錯体に結

合していることを示している。 

上記の実験結果は，抽出された種が(Cr-(DPC)3)・H+・DS−であることを示した。その

結果，［Cr-(DPC)3］錯体は[H+]と 1：1，[SD−]と 1：1 で結合し，XAD-7HP に分配して

いることが分かった。 

 

 

Fig. 6.2.4.1.-1 傾斜比法を用いた［Cr-(DPC)3］錯体の抽出時の化学量論の推定 

(a) pH，(b) [DS−]（吸着条件；試料量：1 mL，微粒子（XAD-7HP）5 mg） 
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6.3. まとめ 

 

沈降性分散微粒子を使用したイオン対 SPE による微量 Cr(VI)の簡易画像比色分析を提案

した。プロトン化された［Cr-(DPC)3］錯体を保持するための対イオンとして，ドデシル

硫酸イオンが最適であった。イオン対を保持するための吸着微粒子として，親水性の中性

樹脂，XAD-7HP を選択した。本法は，1 つの容器で 5 分以内に呈色と微粒子への吸着が完

了する。さらに，環境基準値である 0.02 mg/L の Cr(VI)を目視で測定できる十分な感度を

持つ。比色画像解析で µg/L レベルの Cr(VI)を検出できた。本法は模擬排水の測定に適用

できたため，現場での微量な Cr(VI)のスクリーニングとオンサイト測定に役立つことが期

待できる。また，イオン対-溶媒抽出と同じパラメーターを使用して最適化した条件下で，

イオン対-固相抽出（SPE）が［Cr-(DPC)3］錯体の捕集に有用であった。さらに，傾斜比

法を用いて解析することで，XAD-7HP への抽出化学種は Cr(DPC)3・H+・DS−であるこ

とがわかった。本法は，溶媒抽出の吸着理論で微粒子へのイオン対抽出の機構を説明でき

ることから，各定数から微粒子への捕集条件を推定することに役立てることが可能である。 
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第 7 章 過マンガン酸イオンの吸着を利用した簡易分析法の開発 

―Mn と化学的酸素要求量（COD）の測定― 

 

7.1. はじめに 

 

 本研究では，生成した過マンガン酸イオン（MnO4
−）を静電吸着で 4 級アンモニウム塩

を修飾したシリカゲル基盤のイオン交換体（Wakogel🄬 50SAX：(SiO2)-R3NH3
+）に捕集し

た。Mn2+は，過ヨウ素酸塩と反応し MnO4
−（ピンク）を生成する[1, 2]。ここで生成した

MnO4
−を(SiO2)-R3NH3

+に捕集し色調の増加量から Mn2+を定量した。一方で，化学的酸素

要求量（COD）はアルカリ性（> pH 11）で過マンガン酸カリウムを酸化させ，溶液を中

性（pH 6～7）にして MnO4
−を(SiO2)-R3NH3

+に捕集する。そのため，色調の減少量で測

定する。本法は，同じ吸着原理を用いて 2 種類の簡易分析法を同研究室の川畑美佳（修士

論文(2021)）と共同で開発したものであり，原理の考案やデータの解析を筆者が担当した。 

 

 

7.2. Mn の簡易分析法の開発 

 

7.2.1. 本研究の捕集形態について 

 

本研究では，Mn2+を過ヨウ素酸塩と反応させて，MnO4
−を生成した。MnO4

−は負電荷

を持つため。静電吸着を利用して(SiO2)-R3NH3
+に捕集した。ここでは Mn2+濃度に応じで

増加する色調から Mn2+を測定した。 

 

 

7.2.2. Mn2+について 

 

マンガン(Mn)は岩石，土壌，および水中など，幅広く存在する。粒子状マンガンとして

環境中を移動するだけでなく，pH と酸化還元電位によって形態を変える[3]。Mn の産業

分野での利用は Mn 乾電池やアルカリ乾電池の正極や，肥料，染料工業などが挙げられ， 

私たちの生活に欠かせない金属である[4]。水圏では Mn(II)と Mn(Ⅳ)の形態で存在し[5]，

地下水中に存在していることが多く，主な流入源は鉱山廃水や工場排水などである[6, 7]。

また，環境中の水域では，底層水の溶存酸素が少なくなると底質から溶出してくる場合も

ある。水道水中に 0.1 mg/L を超える濃度を含む場合，食器や洗濯物を汚したり金属味をも

たらしたりするだけでなく排水システムに悪影響を与える。厚生労働省は水道水基準値を

0.05 mg/L と定めている。Mn が 0.02 mg/L 程度含有することで水道水中に黒色沈殿物が

生成し黒色障害を生じることが知られている[8]。 
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 Mn2+の主な分析方法[9]としては，過マンガン酸吸光光度法や過硫酸アンモニウム酸化

法，原子吸光法などがある。 

 

 

7.2.3. 分析法の開発 

 

7.2.3.1. 実験 

 

7.2.3.1.1. 装置と試薬 

 

紫外可視分光光度計（島津製作所，UV-1800），ガラス電極式水素イオン濃度指示計

（HORIBA，D-51），撮影ボックス HAD QT-310（G・T・B・T），pH/Ion 卓上型メータ

ー（METTER TOLEDO，Seven Compact S220-ベーシック），ポータブル水質分析計

（HACH，DR/850 Colorimeter），電気伝導率計（東亜 DKK，CM-31P），カメラとして，

デジタルカメラ：DS 126441（Canon），スマートフォンカメラ：iPhone 8， Xperia SO-

05K を使用した。測定した画像は，Adobe Photoshop CC 2019，フリーソフト ImageJ を用

いて解析した。過ヨウ素酸カリウム，過ヨウ素酸ナトリウム，クエン酸三ナトリウム，リ

ン酸二水素ナトリウム，リン酸二水素カリウム，リン酸水素二ナトリウム，塩化ナトリウ

ム，塩化アンモニウム，塩化カリウム（FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries, Ltd.）。

Zephiramine🄬（Tokyo Chemical Industry Co, Ltd.）。フミン酸 Suwannee River II，フルボ

酸 Suwannee River II（Sigma-Aldrich Co. LLC）。試薬は，特級を使用し，全て超純水を用

いて調製した。吸着剤として，Wakogel🄬 50-SAX（トリメチルアミノプロピル修飾シリカ

ゲル：(SiO2)-R3NH3
+）（形状：全多孔性破砕型，粒径：40～63 µm），Wakogel🄬 50- DEA

（ジエチルアミノプロピル修飾シリカゲル：(SiO2)-R2NH3）（形状：全多孔性破砕型，粒

径：40～63 µm），Wakogel🄬 C-300（形状：全多孔性破砕型，粒径：45～75 µm）

（FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries, Ltd.）を使用した。各吸着剤は，水で洗浄し

た後に室温で乾燥させたものを使用した。 
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7.2.3.1.2. 確立した測定方法 

 

Mn2+の確定した簡易分析操作を示した。 

 1.5 mL マイクロチューブに，1 mg リン酸塩 pH 緩衝剤，4 mg 過ヨウ素酸ナトリウム，5 

mg クエン酸三ナトリウム，(SiO2)-R3NH3
+ 30 mg を加える。このチューブに，適宜濃度調

整した Mn2+溶液 1 mL を添加し，約 30 秒間軽く撹拌する。微粒子が液相と分離・沈積し

た後に，撮影ボックスに設置し，一眼レフを用いて撮影する。撮影した写真はパソコンに

取り込み，Adobe Photoshop で Gray 値を調べる。 

 

 

7.2.4. 結果と考察 

 

7.2.4.1. 吸着剤微粒子の選択 

 

 本法は，MnO4
−とシリカゲルの表面電荷との相互作用（静電吸着）を利用している。本

法に最適な微粒子を選択するため，(SiO2)-R3NH3
+，(SiO2)-R2NH3，SiO2 に陽イオン界面

活性剤をコーティングした(SiO2)-Zeph+の 3 種類で 1 mg/L 過マンガン酸カリウム溶液 1 

mL を各微粒子 30 mg に吸着させ捕集率を比較した（Fig. 7.2.4.1.-1）。結果，(SiO2)-R2NH3

は酸性条件でプラスに帯電するため，中性条件での吸着には不適であった。(SiO2)-Zeph+

は MnO4
−は吸着しなかった。最も捕集能が高かった(SiO2)-R3NH3

+を微粒子として選択し

た。 

 

 

Fig. 7.2.4.1.-1 微粒子の種類と MnO4
−の捕集量 
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7.2.4.2. 微粒子の添加量の検討 

 

微粒子の添加量を増やすことで高い捕集率が得られる一方で，一定量以上加えると微粒

子自身の白色による色調の薄まりが感度に影響を及ぼす。0～50 mg で 10 mg ずつ添加量を

変え，KMnO4（0，0.1，0.5，1 mg/L）を吸着させた（Fig. 7.2.4.2.-1 (a)）。沈積した微粒

子の Gray 値を調べたところ KMnO4 濃度が高くなるにつれて Gray 値も高くなり，微粒子

の添加量によって感度が変わった（Fig. 7.2.4.2.-1 (b)）。微粒子の添加量が 30 mg 以降は感

度が低下したため 20 mg が最適であった。 

 

 

Fig. 7.2.4.2.-1 微粒子の添加量ごとの様子 

(a) 添加量ごとの微粒子の写真，(b) 添加量ごとの微粒子の色調変化（Gray 値） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

92 

 

7.2.4.3. 呈色試薬の検討とイオン強度の影響 

 

 本法は静電吸着で(SiO2)-R3NH3
+に MnO4

−を捕集する。そのため，吸着は共存イオン

（陰イオン）の影響を受ける。そこで最適な添加する試薬濃度を検討した。Mn2+ 2.0 

mg/L，(SiO2)-R3NH3
+ 20 mg を添加し，呈色試薬の相対的なイオン強度（I）と捕集率の

関係と NaCl 濃度ごとの MnO4
−を(SiO2)-R3NH3

+に吸着した時の微粒子の色調を測定した

（Fig. 7.2.4.3.-1）。その結果，I ≦0.05 で 70%以上の捕集率が得られた（Fig. 7.2.4.3. -1 

(a)）。そのため，秤量可能な量として，リン酸緩衝剤は 1 mg，過ヨウ素酸ナトリウムは 4 

mg，クエン酸三ナトリウムは 5 mg を最適な試薬量とした（溶液 1 mL 中 I = 0.027）。ま

た，I が高くなるに従って，沈積した微粒子の Green 値が変化し色が薄くなることで感度

が悪くなった（Fig. 7.2.4.3. -1 (b)）。環境水中の I は，河川水 I = 0.1，海水（沖合）I  = 0.7

であることから，河川水や汽水では I による妨害は小さいと考えられる。 

 

 

Fig. 7.2.4.3.-1 イオン強度（I）による捕集率と感度の影響 

(a) 反応試薬ごとの捕集率の変化，(b)イオン強度（NaCl）ごとの微粒子の色調変化 

 

 

7.2.4.4. 測定時間と呈色の安定性 

 

 時間ごとの微粒子の呈色強度（Mn2+，1 mg/L）を測定し測定時間を調べた（Fig. 

7.2.4.4.-1）。結果，試料水を添加し 30 秒で呈色強度は安定した。そのため本法は採水後 1

分以内に測定可能である。また，MnO4
−は時間に応じて退色することが知られているが本

法は 10 分以降も微粒子に吸着した色は安定していた。 
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Fig. 7.2.4.4.-1 MnO4
−吸着後の微粒子の Gray 値の経時変化 

 

 

7.2.4.5. 定量範囲 

 

Fig. 7.2.4.5.-1 (a)に 0～0.1 mg/L Mn2+のマイクロチューブの写真を示した。微粒子を添

加することで Mn2+の濃度変化をはっきりと目視確認することができ，0.1 mg/L から目視

で判定できた。沈積した微粒子（固相）の色調の強度を Photoshop のソフトウェアで

Gray 値を測定したところ，0.1～1.0 mg/L で y = 16.01 x + 0.45，R2 = 0.99（n=3）の検

量線が得られた（Fig. 7.2.4.5.-1 (b)）。検出限界は 0.05 mg/L（3σB）であった。本法は微

粒子を加えることで溶液の画像解析の結果と比較して約 10 倍の高感度化を達成した。ま

た，本法は水道水基準値（Mn2+濃度 0.05 mg/L）を測定することができる。 

 

 

Fig. 7.2.4.5.-1 Mn2+濃度ごとの写真と画像解析で得られた検量線 

(a) Mn2+濃度ごとの写真，(b) 画像解析（Gray 値）の検量線 
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7.2.4.6. 試料水中の着色成分の影響 

 

使用した微粒子は陰イオン交換体であるため，環境水中の負電荷をもつ成分の影響を受

ける。そこで，地下水中でも存在する腐植物質（フミン酸，フルボ酸）で影響を調べた

（Fig. 7.2.4.6.-1）。結果，フミン酸が 40 mg/L と高濃度である場合，MnO4
−の吸着と測定

感度に影響したが，フルボ酸からの影響は小さかった。従って，一般的な湖沼や河川水で

は影響なく測定できると考えられる。 

 

 

Fig. 7.2.4.6.-1 フミン酸とフルボ酸の測定への影響 

 

 

7.2.5. 環境水の測定 

 

本法を用いて，富山大学理学部の地下水を用い，吸光光度法の結果と，試料に酸を加え

て前処理して測定した原子吸光度法の結果を本法と比較した。測定結果を Table. 7.2.5.-1

に示す。本法は吸光光度法とよく一致した。また，標準添加法で測定したところ低濃度で

は，吸光光度法と同様な結果が得られた（Fig. 7.2.5.-1）。本法は地下水中の Mn2+測定でき

た。 
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Table. 7.2.5.-1 地下水の測定結果 

measuring method detected value / mg/L 

this method 0.38 

absorptiometry 0.38 

AAS 0.40 

 

 

Fig. 7.2.5.-1 各測定方法での標準添加法の比較 

(●，赤線：本法（画像測色法），■，青線：吸光光度法，◆，黒線：原子吸光光度法) 
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7.3. 化学的酸素要求量(COD)の簡易分析法の開発 

 

KMnO4 と有機物が反応して生成した MnO4
−の(SiO2)-R3NH3

+への捕集では，pH 条件が

大きなポイントとなる。MnO4
−の(SiO2)-R3NH3

+への吸着は pH が中性の場合，安定であ

ったが，pH がアルカリ性の場合，(SiO2)-R3NH3
+が有機物として反応し不安定で測定でき

なかった。COD の測色法を確立するにあたって，シャルローが提唱したマンガンの酸化

還元電位系の近似的な見かけの電位と pH との関係を理解する必要がある[5, 10]。マンガ

ンは 2～7 価の価数をとり，色変わりはマンガンの形態に起因する。強アルカリ条件では過

マンガン酸イオン，マンガン酸イオン，二酸化マンガンの三成分が酸化還元電位に応じて

存在する。しかし，中性では過マンガン酸イオンと二酸化マンガンの二成分が存在する。

このマンガンの形態変化をヒントに測色法の構築を試みた。 

 

 

7.3.1. 本研究の捕集形態について 

 

本法では，MnO4
− (赤紫色)が微粒子（(SiO2)-R3NH3

+）に吸着する原理を利用して，常

温アルカリ性過マンガン酸カリウム酸化法を利用する化学的酸素要求量(COD)の測色法へ

の応用を試みた。予め添加する過マンガン酸カリウムと有機物（D-グルコース）を反応さ

せ，残留した MnO4
−を測定する。 

 

 

7.3.2. COD について 

 

環境水中には炭水化物，蛋白質，油脂類，有機酸あるいは難分解性有機物などの有機物

が存在している。人工由来の有機物が環境中に多量に排出されると，自然の自浄作用が追

いつかず，水質汚濁を引き起こすことがしばしばある[11]。そのため，海域やその他水環

境では，有機物の日常的なモニタリングが非常に大切である。 

有機物指標のひとつに化学的酸素要求量（COD）がある。水中の物質が酸化剤で酸化や

分解されるときに消費される酸素量のことであり，水質汚濁の指標となる。COD の基準

値として利用目的に応じた分類（水域類型）で COD 基準値が定められている（Table. 

7.3.2.-1）[12-14]。COD の基準値は流れが比較的なく，有機物の滞留時間が長くなる湖沼

や閉鎖的海域で指定類型ごとに定められている。湖沼では，プランクトンの増殖による有

機汚濁があり，COD 1.0 mgO/L 以下は自然由来と考えられる。水産用水においては，水

産生物の好む環境によって基準が変わり，一般的な富栄養湖では，コイやフナは 5 mgO/L

以下が適当であると考えられている。海域の COD では，一部アルカリ法が採用されてい

る。 
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COD 測定法には様々な方法があり，用いる酸化剤と被酸化剤物質の種類で異なる。海

外では二クロム酸カリウム法（CODCr）が標準方法として用いられ，日本では酸性過マン

ガン酸カリウム法（CODMn）が標準方法に用いられている。CODMn の酸化力は CODCr と

比較して低い一方で，有害な重金属を使用しない。CODMn の分解特性についてフェノール

類，フェノール類似部位を有する分子は短時間で分解されやすい。異なる酸化剤や pH，

加熱時間，測定方法（CODMn，CODCr，TOC）で有機物の酸化率がそれぞれ異なるため，

複雑な組成をもつ環境水では相関をとれないこともある[15, 16]。 

 JIS K 010244 に定める CODMn に対して操作の短縮化や測定値を補正する方法の報告が

されている[17-20]。近年では，迅速かつ高感度で環境に優しい方法として簡易分析法が注

目されている。既存の COD 簡易測定キットは常温アルカリ性過マンガン酸カリウム酸化

法の原理を用いており，色調変化に合わせた濃度の読み取りを行っている。 

 

Table. 7.3.2.-1 COD の湖沼，海域，水浴場での基準値 

 類型 利用目的の適応性 COD 

湖沼 

水質 AA 

水道 1 級 

水産 1 級 

自然環境保全及び A 以下の欄に掲げるもの 

1 mg/L 以下 

水質 A 

水道 2，3 級 

水産 2 級 

水浴及び B 以下の欄に掲げるもの 

3 mg/L 以下 

水質 B 

水産 3 級 

工業用水 1 級 

農業用水及び C の欄に掲げるもの 

5 mg/L 以下 

水質 C 
工業用水 2 級 

環境保全 
8 mg/L 以下 

海域 

A 
水産 1 級 

水浴，自然環境保全及び B 以下の欄に掲げるもの 
2 mg/L 以下 

B 
水産 2 級 

工業用水及び C の欄に掲げるもの 
3 mg/L 以下 

C 環境保全 8 mg/L 以下 

 区分 COD 

水浴場 

水質 AA 

適 

2 mg/L 以下 

(湖沼は 3 mg/L 以下) 

水質 A 
2 mg/L 以下 

(湖沼は 3 mg/L 以下) 

水質 B 
可 

5 mg/L 以下 

水質 C 8 mg/L 以下 

 不適 8 mg/L 超 
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7.3.3. 分析法の開発 

 

7.3.3.1. 実験 

 

7.3.3.1.1. 装置と試薬 

 

7.2.3.1.1. 装置と試薬に実験に用いた装置及び画像解析ソフトを記載した。過マンガン

酸カリウム，水酸化リチウム，炭酸ナトリウム，水酸化カルシウム，リン酸二水素ナトリ

ウム，リン酸水素二ナトリウム，アミド硫酸，D-グルコース，塩化ナトリウム，ホウ酸，

臭化カリウム，塩化カリウム，塩化カルシウム二水和物，硫酸ナトリウム，塩化マグネシ

ウム六水和物，ケイ酸ナトリウム九水和物，炭酸水素ナトリウム，塩酸，シュウ酸ナトリ

ウム，硝酸銀（FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries, Ltd.）。試薬は，特級を使用し，

全て超純水を用いて調製した。吸着剤として，Wakogel🄬 50-SAX（トリメチルアミノプロ

ピル修飾シリカゲル：(SiO2)-R3NH3
+）（形状：全多孔性破砕型，粒径：40～63 µm）

（FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries, Ltd.）。各吸着剤は，水で洗浄した後に室温で

乾燥させたものを使用した。 

 

 

7.3.3.1.2. 確立した測定方法 

 

(1) 淡水への応用 

淡水中の COD の確定した分析操作を以下に示す（Fig. 7.3.3.1.2.-1）。1.5 mL マイクロチ

ューブに，水酸化リチウム：硫酸ナトリウム（2：8）混合粉末 10 mg，5 mM KMnO4 溶液 

0.0063 mL を添加し，試料を 1 mL 加え 3 分間反応させた。そこへリン酸二水素ナトリウ

ム 5 mg を加え，振り混ぜる。(SiO2)-R3NH3
+ 10 mg を添加し，軽く振り混ぜて静置し，沈

積した微粒子の色調から COD を測定した。沈積した微粒子をスマートフォンで撮影し

Photoshop で RGB 値と Gray 値を測定した。 
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Fig. 7.3.3.1.2.-1 淡水の COD 測定法の概略 

 

 

(2) 海水・淡水への応用 

 

海水（淡水・汽水）中の COD の確定した分析操作を以下に示す（Fig. 7.3.3.1.2.-2）。 

1.5 mL マイクロチューブに 7.5 mg の水酸化リチウム 5 mM KMnO4 溶液 0.0082 mL を添

加し，試料 1 mL を加え 3 分間反応させた。水酸化物の沈殿を遠心分離（2000 rpm，60 秒）

で除去した。その後，上澄み溶液を 0.5 mL 分取し，pH 調整剤（アミド硫酸：リン酸水素

二ナトリウム＋リン酸二水素ナトリウム＝  4 : 13）20 mg を加え振り混ぜた。(SiO2)-

R3NH3
+ 40 mg を添加し，軽く振り混ぜて静置し，沈積した微粒子の色調から COD を測定

した。沈積した微粒子をスマートフォンで撮影し Adobe Photoshop で RGB 値と Gray 値を

測定した。 

 

 
Fig. 7.3.3.1.2.-2 淡水・汽水・海水に応用可能な COD 測定法の操作の概略 
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7.3.4. 結果と考察 

 

7.3.4.1. 反応時の pH と MnO4
−の吸着条件 

 

0.03 mM KMnO4 溶液 1 mL を水酸化リチウムで pH を調整し，グルコース溶液（COD 

50 mgO/L）で反応させ，吸光度（MnO4
−：525 nm，MnO4

2−：606 nm）を測定した（Fig. 

7.3.4.1.-1）。pH の上昇とともに MnO4
−：525 nm の減少と MnO4

2−：606 nm の生成が速や

かに完了した。有機物との反応時の最適な pH は反応性を考慮して，水酸化リチウムの添

加量を 2 mg/mL（0.048 M），pH 12.06 とした。しかし，pH 12.06 で，MnO4
− を(SiO2)-

R3NH3
+に吸着させたところ(SiO2)-R3NH3

+が有機物として反応し測定できなかった（Fig. 

7.3.4.1.-2 (a)）。そこで，安定して吸着できる pH を検討した。pH を適宜変えて，0.03 mM 

KMnO4 溶液 1 mL を (SiO2)-R3NH3
+ 10 mg に吸着したところ pH 7 付近の微粒子の色調

（Green 値）が安定であった（Fig. 7.3.4.1.-2 (b)）。これは，KMnO4 と有機物の反応は pH

がアルカリ性では促進されるが pH が中性では緩やかに反応するためである。そこで吸着

時の最適な pH を 7.0 とした。 

 

 

Fig. 7.3.4.1.-1 pH を変えた時の吸光度の経時変化 
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Fig. 7.3.4.1.-2 pH ごとの MnO4
−吸着時の微粒子の様子と色調 

(a) pH ごとの MnO4
−吸着時の微粒子の写真，(b) pH ごとの水相の吸光度（525 nm）と沈積

した微粒子の色調（Green 値）の様子 

 

 

7.3.4.2. 反応時の温度の影響 

 

 酸化還元反応は温度の影響を受けやすい。そこで，環境水の水温変動（0～30 ℃）[21]

に合わせて水温を変えて測定値への影響をみた。0.048 mM KMnO4 溶液（pH 12.06）にグ

ルコース（COD 0，25，50，100 mgO/L）を添加し，3 分間反応後，リン酸二水素ナトリ

ウムを 5 mg (0.04 mM：pH 7)添加し水相の吸光度を測定した（Fig. 7.3.4.2.-1 (a)）。同じ

条件で，(SiO2)-R3NH3
+ 20 mg を添加し吸着した（Fig. 7.3.4.2.-1 (b)）。その結果，温度に

応じて感度が変化し，COD 100 mgO/L の微粒子の色調も温度に応じて変化した。水温に

よる反応性の違いを改善するために，反応時間を変えて測定したところ，水温 20 ℃，反応

時間 3 分を基準とし，10 ℃ ４分（+1 分），30 ℃ 2 分（−1 分）とすることで水温による影

響を低減できた。 
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Fig. 7.3.4.2.-1 測定感度への水温の影響 

(a) 水温ごとの水相の吸光度（525 nm）の変化，(b) 水温ごとの MnO4
−吸着時の微粒子の写

真（測定条件；水温：10，20，30 ℃，反応時間：3 分間，吸光度測定時，吸着時は水相を

pH 7.0 とした。） 

 

 

7.3.4.3. 淡水の定量範囲 

 

Fig. 7.3.4.3.-1 に，COD（D-グルコース） 0～100 mgO/L の反応時の様子を示す。溶液

の色調（Fig. 7.3.4.3.-1 (a)，(b)）と比較して微粒子（Fig. 7.3.4.3.-1 (c)）を添加すること

でよりはっきりと色調を判定することができた。沈積した微粒子の色調を Photoshop ソフ

トウェアで Red，Green，Blue，Gray 値を測定し検量線（n=5）を作成した（Fig. 7.3.4.3.-

1 (d)）。各変動係数は Red 値，Blue 値が 1～2%，Gray 値が 3～5%，Green 値が 4～12%

であった。変動係数が最大の Green 値を選択したところ，COD 0～20 mgO/L の範囲で y 

= 1.30x + 57.01，R2 = 0.99 であった。 
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Fig. 7.3.4.3.-1 COD ごとの写真と画像解析で得られた検量線 

(a) アルカリ性（pH 12）の水相の様子，(b) 中性（pH 7）の水相の様子，(c) 微粒子添加時

の様子，(d) (c)の写真から沈積した微粒子を画像解析した結果（◆：Red，■：Green，

▲：Blue，●：Gray） 

 

 

7.3.4.4. 淡水の実試料への応用 

 

 富山県内の河川と農業用水へ本法を応用した。採水した試料の測定結果を Table. 

7.3.4.4.-1 に示した。環境水の一般的な電気伝導度[22]は，河川水で 0.03～0.4 mS/cm，汽

水湖で 1～10 mS/cm，海水で 2～50 µS/cm 程度であることから，採水した試料の新湊は海

水，小矢部川の 3 地点は汽水，その他の試料は淡水であると推測できる。 

 採水現場ではパックテスト🄬，実験室では公定法（CODMn）で試料水を測定し，本法と

比較した（Table. 7.3.4.4.-2）。また，試料をメンブランフィルター（φ= 0.45 µm）でろ過

後，TOC 計で全溶存炭素を測定した。電気伝導度が高い試料（EC ＞1 mS/cm）の場合，

白色沈殿が生じたため測定できなかった。また，TOC と COD 値の相関は確認できなかっ

た。本法と公定法を比較したところ，電気伝導度の高い試料は電気伝導度の低い試料と比

べて COD 値が高く算出された（Fig. 7.3.4.4.-1）。これは，試料中の夾雑物（塩類）が微粒

子への MnO4
−の吸着を妨害するためである。公定法は酸性・高温条件下での測定，本法は
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アルカリ性・常温条件での測定であるため有機物との酸化反応や分解率を考慮する必要は

あるが，電気伝導度の低い試料（EC = 0.03～0.4 mS/cm，赤色プロット）と公定法

（CODMn）の結果で相関が得られた。また，採水した流域ごとに傾向がわずかに見られた。

本法は，KMnO4 の有機物ごとの反応性から水域ごとの COD の違いを簡易的に判定できる

のではないかと考えられる。 

 

Table. 7.3.4.4.-1 採水した試料の水質結果 

sampling point temperature / ℃ 
water 

temperature / ℃ 
pH EC / mS/cm ORP / mV 

20.9.23 

万尾川 
26.8 22.1 8.2 0.19 - 

25.8 22.2 7.9 0.36 - 

仏生寺川 
24 20 7.6 0.17 - 

26 21.2 7.9 0.21 - 

20.10.8 

新湊港 
25 23 6.7 42 -83 

25 22 7.9 43 -86 

小矢部川 
25 20 8.5 3.2 -86 

25 20 8.2 0.16 -84 

20.10.28 

小矢部川 

25 16.4 6.7 0.99 -87 

25 15.6 6.7 0.74 -84 

25 15.4 7.2 0.019 -84 

祖父川 25 15.9 6.7 0.015 -82 

松川 
25 12 6.1 0.011 -90 

25 15.5 7.0 0.024 -90 
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Table. 7.3.4.4.-2 測定法ごとの COD 値の結果 

sampling point 
CODMn 

(n=3) 

absorptiometry 

(n=3) 

this method 

(n=3) 

pack test🄬 
TOC 

visually digital 

20.9.23 

万尾川 
5.17±0.31 3.20±0.79 5.0±1.4 5.0 6.5 1.56 

5.34±0.75 0.24±0.53 5.3±0.9 5.0 15.5 2.53 

仏生寺川 
2.62±0.41 1.98±0.95 3.0±2.0 1.0 14.0 3.58 

4.32±0.24 2.23±0.59 3.3±0.7 1.0 3.5 3.77 

20.10.7 

新湊湊 
3.78±0.37 - 12.2 0.0 2.0 3.06 

2.55±0.27 - 12.2 0.0 2.0 2.37 

小矢部川 
3.95±0.39 4.29±0.55 7.5 5.0 4.0 3.15 

5.34±0.29 0.28±0.21 - 5.0 3.0 1.80 

20.10.28 

小矢部川 

2.61±0.15 0.79±0.76 6.0±1.1 5.0 5.0 - 

1.54±0.23 6.67±0.71 8.3±0.6 5.0 5.0 - 

1.58±0.20 3.88±0.52 6.0±1.6 13.0 14.0 - 

祖父川 0.10±0.20 2.45±0.26 3.9±1.9 10.0 11.0 - 

松川 
0.00±1.36 3.42±0.63 4.0±1.4 0.0 2.0 - 

0.89±0.30 2.51±0.18 3.2±2.3 0.0 2.0 - 

 

 

 

Fig. 7.3.4.4.-1 公定法（CODMn）と本法の COD 値の関係 
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7.3.4.5. 海水への応用の為の改良 

 

 海水は Mg や Ca を含むため，アルカリ溶液中で水酸化物が生成し白色沈殿が生じ測定値

や pH に影響を与える。そのため，海水測定に適した試薬量と微粒子添加量を検討した。

水酸化リチウムを 50 mM から 180 mM に変えた結果，淡水と海水で同等な反応性が得ら

れた。そして，水酸化リチウムの添加量に応じて pH 調整剤をリン酸塩の緩衝能を高める

ために Na2HPO4 も加え，H3NSO3：PBS（NaH2PO4＋Na2HPO4）を 4：13 で混合し添加

した。 

 

 

7.3.4.6. 試料の種類によって得られる微粒子の添加量ごとの影響 

 

 微粒子の添加量を変え，捕集率と測定値に与える影響をみた。イオン強度により捕集率

が変わるため蒸留水と人工海水で比較した（Fig. 7.3.4.6.-1）。Fig. 7.3.4.6.-1 (a)に蒸留水と

人工海水で微粒子の添加量を変えて測定した様子を示した。各添加量ごとの捕集率を Fig. 

7.3.4.6.-1 (b)に沈積した微粒子の添加量ごとの色調を Fig. 7.3.4.6.-1 (c)に示した。結果，

蒸留水と人工海水で微粒子の添加量ごとに捕集率と色調が変化した。捕集率は 40 mg/mL

以上で一定となり蒸留水と人工海水で約 20％の差が生じた。吸着定数（KH）を算出したと

ころ蒸留水は KH = 0.1228，人工海水は KH = 0.0458 であった。しかし，色調の変化は蒸留

水と人工海水で 60 mg/mL 以降で緩やかに重なり，蒸留水と人工海水で測定値が一定とな

った。よって，イオン強度による影響は微粒子の添加量を変えることで低減することがで

き，微粒子の添加量が 80 mg/mL を最適とした。 
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Fig. 7.3.4.6.-1 試料の種類（人工海水，蒸留水）ごとの微粒子の添加量の影響 

(a) 試料ごとの吸着した微粒子の色調の様子，(b) 試料ごとの捕集率の変化，(c) 試料ごとの

色調（Green 値）の変化 

 

 

7.3.4.7. 海水測定時の定量範囲 

 

 KMnO4 濃度を 0.04 mM，微粒子の添加量を 40 mg/0.5 mL とし，COD 10 mgO/L 以下

を測定した。反応後のマイクロチューブに沈積した微粒子の写真（Fig. 7.3.4.7.-1 (a)）と

沈積した微粒子を解析し検量線を示した（Fig. 7.3.4.7.-1 (b)）。画像解析では，Green/Red 

を用いて検量線を作成した。その結果，y = -0.001x2 + 0.021x + 0.738，R² = 0.813 が得ら

れた。目視では測定が困難な低濃度の測定を画像解析で測定することができる。人工海水

と蒸留水で同じ検量線を利用することができる。 
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Fig. 7.3.4.7.-1 COD ごとの写真と画像解析で得られた検量線 

(a) COD 値ごとの沈積した微粒子の写真，(b) 画像解析での検量線（Green / Red） 

 

 

7.3.4.8. 海水試料への応用 

 

本法を 9 月と 12 月に富山県内の河川と漁港で採水した試料に応用した。採水した試料の

測定結果を Table. 7.3.4.8.-1 に示す。電気伝導度から，淡水（0.03～0.4 mS/cm），汽水（1

～10 mS/cm），海水（2～50 mS/cm）とした。採水した時期で 9 月と 12 月の試料を比べた

ところ水温が 10 ℃低下し，酸化還元電位は 12 月に高くなり，酸化状態になっていると推

測できる。これは，9 月は暖かく，有機物の分解の進行によって酸素が消費されることで，

還元状態になっているためであると考えられる[23] 。測定法ごとの COD の結果を Table. 

7.3.4.8.-2 に示した。公定法（CODMn）は，塩化物イオンの影響を受けるため，硝酸銀

（淡水 1 g，汽水 5 g，海水 10 g）でマスキングし測定した。本法による測定は，現場で 3

回，実験室内で 5 回実施した。12 月（水温：10 ℃前後）の現場での測定は反応時間を 4 分

とした。汽水と海水の場合，卓上遠心分離機を用いて沈殿の分離を行った。パックテスト

🄬は目視と iPhone のアプリ（スマートパックテスト）で測定した。 

12 月 16 日に採水した石畑池（淡水），少童橋（汽水），四方漁港（海水）の試料にグル

コースを添加し測定した（Table. 7.3.4.8-3）。標準添加法（標準：グルコース）で CODMn
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（Fig. 7.3.4.8.-1 (a)）と本法（Fig. 7.3.4.8.-1 (b)）の関係をみたところ，傾きが CODMn は

石畑池 y = 0.82 x + 3.30，少童橋 y = 0.90 x + 3.67，四方漁港 y = 0.90 x + 1.59，本法は石

畑池 y = 0.3 x + 1.1，少童橋 y = 0.3 x + 1.3，四方漁港 y = 0.3 x + 0.9 であった。本法の回

収率が低い原因は不明であるが，本法は環境水の測定時に約 3 倍補正することで測定がで

きる。 

 

Table. 7.3.4.8.-1 採水した試料の水質調査結果 

sampling point 
water 

temperature / ℃ 
pH EC / mS/cm ORP / mV 

21.9.15 

石畑池 23 6.2 0.5 5 

悠基橋 25 6.6 4.0 9 

新湊港 25 7.9 30.2 12 

四方漁港 26 8.3 38.5 14 

21.12.16 

石畑池 10 6.0 0.3 208 

悠基橋 11 6.1 4.7 198 

新湊港 15 7.3 48.5 136 

四方漁港 15 7.7 50.7 114 

馬洗池 9 6.3 0.1 173 

少童橋 12 6.3 11.9 177 

 

 

Table. 7.3.4.8.-2 水試料の COD 値測定結果 

sampling point 
CODMn / mgO/L 

 (n=3) 

this method / mgO/L 

(G/R) pack test / mgO/L 

(n=3) 
on-site (n=3) lad (n=5) 

21.9.15 

石畑池 5.02±0.25 0.9 4.3±1.1 7 (n=2) 

悠基橋 2.79±0.33 2.2±0.2 5.1±0.8 6 (n=2) 

新湊港 1.84±0.09 1.1±0.6 0.3±0.2 3 (n=2) 

四方漁港 3.36 1.8±0.3 1.5±1.6 1 (n=2) 

21.12.16 

石畑池 3.53±0.16 1.1±0.6 1.5±0.3 3±2 

悠基橋 3.22±0.35 0.3±0.3 0.9±0.8 2±1 

新湊港 2.09±0.11 - 0.9±0.4 2±1 

四方漁港 2.00±0.28 - 1.0±0.5 2±1 

馬洗池 3.31±0.15 1.3±0.5 1.1±0.6 3±0 

少童橋 3.92±0.36 0.6±1.2 1.5±0.4 4±0 

石畑池 

(ろ過有り) 
2.81±0.11 - 2.2±1.0 - 

馬洗池 

(ろ過有り) 
2.25±0.09 - 3.7±1.3 - 
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Table. 7.3.4.8-3 標準添加法による COD 測定結果 

sampling point added / mgO/L 
CODMn / mgO/L 

 (n=3) 

this method / mgO/L 

 (blank n=5, n=3) 

石畑池 

0.0 3.5±0.2 1.5±0.3 

1.6 4.3±0.3 0.7±0.4 

2.6 5.4±0.1 1.5±0.5 

3.9 6.4±0.1 2.1±1.2 

4.9 7.5±0.1 3.6±1.7 

少童橋 

0.0 3.9±0.4 1.5±0.4 

1.6 4.8±0.2 1.3±0.7 

2.6 6.0±0.1 1.1±0.6 

3.9 7.1±0.2 2.9±1.2 

4.9 8.3±0.3 2.6±0.5 

四方漁港 

0.0 2.0±0.3 1.0±0.5 

1.6 2.6±0.5 1.9±0.6 

2.6 3.4±0.3 2.2±0.5 

3.9 5.6±1.9 2.4±1.6 

4.9 6.0±0.3 0.5±0.3 

 

 

Fig. 7.3.4.8.-3 本法と公定法（CODMn）の標準添加の結果 

(a) 公定法（CODMn）の標準添加，(b) 本法の標準添加 
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7.4. まとめ 

 

 本研究では，微粒子（(SiO2)-R3NH3
+）による過マンガン酸イオン（赤紫色）の吸着を

利用した Mn2+と COD の分散微粒子抽出/簡易画像測色法を開発した。 

過ヨウ素酸ナトリウムを用いて Mn2+から MnO4
−を生成し，(SiO2)-R3NH3

+ 30 mg に吸

着させた（捕集率＞70%）。その結果，溶液のみの色変化と比較して約 10 倍の高感度化を

達成し，検出限界は 0.05 mg/L であった。更に，MnO4
−の(SiO2)-R3NH3

+への吸着機構を

用いて，有機物（COD）の測定法に応用した。過マンガン酸カリウムを用いたアルカリ性

常温法に分散微粒子抽出法のシステムを組込み COD の測定をした。有機物を過マンガン

酸イオン（予め容器に添加）で 3 分間酸化し，溶液を中性に変え水相に残留した MnO4
−を

微粒子に吸着させて測定した。淡水・汽水・海水と幅広い水試料に応用するためには，ア

ルカリ試薬の濃度や微粒子の添加量を変えることで，同等の測定が可能である。本法は，

硝酸銀を必要とする公定法よりも非常に安価で迅速・簡便に測定することができる。 
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第 8 章 遊離シアン化合物（CN−）の簡易分析法の開発 

―分散微粒子抽出法に適した小型撮影ボックスの開発― 

 

8.1. はじめに 

 

8.1.1. 本研究の捕集形態について 

 

本研究では，ケーニッヒ反応を利用する 4-ピリジンカルボン酸−ピラゾロン吸光光度法

を用いて遊離シアン（CN−）を測定した。本法の分析フローと呈色成分の吸着の仕組みを

Scheme 8.1.1-1 に示す。CN−を 4-ピリジンカルボン酸とピラゾロンを反応させると青色の

化合物が生成する。負電荷を持つ青色の化合物に対イオンの臭化ベンジルジメチルテトラ

デ シ ル ア ン モ ニ ウ ム （ Zephiramine🄬） を 添 加 し イ オ ン 対 を 形 成 さ せ ， シ リ カ ゲ ル

（Wakogel🄬 C-300）によって捕集した（Scheme 8.1.1-2）。 

 

 

Scheme 8.1.1-1 遊離シアン（CN−）の呈色反応 
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Scheme 8.1.1-2 遊離シアン（CN−, CN−-(blue dye)）の捕集機構 

 

 

8.1.2. シアン化合物について 

 

シアン化合物は，工業プロセス（金採掘，電気メッキ，都市廃棄物の燃焼，殺虫剤など）

の排出物から環境に流出し，地表水源や土壌を汚染する可能性がある[1, 2]。シアン化合物

の中でも，シアン化物イオンとシアン化水素として存在する遊離シアン化物（CN−）[3]は，

金属と錯形成しやすく，低濃度でも毒性が強く，環境中に拡散すると，微量でも水生生物

や微生物に影響を与える。WHO や EPA 等の国際機関や各国では様々なシアンの基準が制

定されている[4, 5]。そのため，簡便に CN−を判定できる方法が求められこれまでに多く報

告されている。 

CN の測定法として，吸光光度法[6-8]からフローインジェクション[9-11]などの呈色反

応を利用した機器分析法[12, 13]がある。また，簡便に測定できる目視やスマートフォン

で比色する Spot-test[14-17]が用いられ蛍光法[18, 19]などで高感度化されている。 
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8.1.2. 現場分析のための携帯機器 

 

比色法は，色を測定するため測定環境の条件によって測定値に強く影響される場合があ

り，測定できないことも想定される。測定する時間や測定環境（野外，屋内）が異なる現

場分析では，測定環境を揃えることが難しく再現性のある測定が困難で，常にサンプルと

標準を測定し補正する必要が生じる。そのため，測定法に適した測色方法が必要である。

昨今では，分析機器の小型化が進みバッテリー式の機器や 3D プリンターを用いることで

安価で容易に機器が改良されている[20-26]。そこで，現場での測定と再現性を高めるため

に可搬できる撮影ボックスを 3D プリンターで設計し，沈積した粒子をそのままスマート

フォンで撮影し色情報を測定した。 

 

 

8.2. 分析法の開発 

 

8.2.1. 実験 

 

8.2.1.1. 装置と試薬 

 

2.4.3.1.1．装置と試薬に実験に用いた装置及び画像解析ソフトを記載した。3D printer 

XYZ printing PRO，3D printer Filament for da vinci ABS black を用いて携帯型撮影ボック

スを設計した。シアン化カリウム，4-ピリジンカルボン酸ナトリウム四水和物，3-メチル-

1-フェニル-5-ピラゾロン，KH2PO4，Na2HPO4，HCl，NaOH，臭化ヘキサデシルトリメ

チルアンモニウム (CTAB)（FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries., Ltd.），クロラミ

ン T ，臭化ジドデシルジメチルアンモニウム (DDAB)（Sigma Aldrich., Ltd），塩化ベンジ

ル ジ メ チ ル テ ト ラ デ シ ル ア ン モ ニ ウ ム  (Zephiramine🄬 ： Zeph+) （ DOJINDO 

LABORATORIES., Ltd.）。試薬は，特級を使用し，全て超純水を用いて調製した。吸着剤

として，Wakogel🄬 C-300（形状：全多孔性破砕型，粒径：45～75 µm），Wakogel🄬 50（エ

ンドキャッピング済み，粒径：40～63 µm）SAX（トリメチルアミノプロピル：(SiO2)-

R3NH3
+），Phenyl， C8（Octyl），を使用した。DOWEX™ 1x8 (Cl−) (200～400 mesh) 陰イ

オン交換樹脂，Amberlite🄬 XAD-7HP（粒径：20～60 mesh），を使用した。各吸着剤は，

水で洗浄した後に室温で乾燥させたものを使用した。XAD-7HP 樹脂は，乳鉢で粉砕した

後，沈降法で粒径（0.36 ± 0.10 mm）を揃え室温で乾燥させたものを使用した。 
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8.2.1.2. 確立した測定方法 

 

CN−の確定した分析操作を示した。 

クロラミン T とリン酸塩（pH 7.2）を添加した 1.5 mL マイクロチューブに試料 1 mL を

添加し撹拌した。その後，4-ピリジルカルボン酸と 3-メチル-1-フェニル-5-ピラゾロン，

10 mg の吸着微粒子 (シリカゲル(SiO2))，0.5 mM の Zeph+を添加し，マイクロチューブを 

30 秒間軽く振り混ぜ 7 分間反応させ生成した色素を SiO2 に捕集した。その後，沈積した

粒子の色調から CN−の濃度を求めた。また，携帯型撮影ボックスに入れスマートフォンで

撮影し ImageJ で Blue/(Red+Green+Blue)値を測定した。 

 

 

8.2.2. 結果と考察 

 

8.2.2.1. 現場分析に適した装置と測色法の開発 

 

現場分析において，大掛かりな機器を使用することや電源を確保することは困難である。

そのため，現場に適した測定機器が必要である。そのためにこれまでに，小型化した測定

機器が開発されている[26]。比色を用いた画像解析は，正確なデータを得るために，撮影

環境をそろえる必要がある。また，分析機構に適した測色法が感度や精度を向上させるた

めに必要である。しかし，現場では電源が必要で複数の機器を組み合わせることが困難で

ある。小型の機器の開発には安価で設計が容易なことから 3D プリンターを用いられてい

る。そこで，本研究では本分析原理に適した現場分析のための撮影ボックスを 3D プリン

ターで設計した。携帯型撮影ボックスの特性を評価するためにメチレンブルー（MB）と

SiO2 を用いた。メチレンブルーは発色が安定で正電荷の色素で，表面が負に帯電した SiO2

によく吸着する。 

 現場で使える携帯型撮影ボックスの設計のコンセプトは以下の通りである。 

(1) 持ち運びに便利な小型軽量 

(2) 外光の影響を受けない 

(3) バッテリー電源の LED 光源 

(4) 光源の取り替えが可能 

(5) 1.5mL マイクロチューブ用のスペースを備える 
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8.2.2.1.1．3D プリンターを使った撮影ボックスの開発 

 

作製した携帯型撮影ボックス（Portable shooting box）の概略を Fig. 8.2.2.1.-1 に示す。

1.5 mL チューブに適したモバイル型撮影ボックスを 3D プリンターで作製した。このボッ

クスは試料を入れる部屋と光源を入れる部屋の 2 層構造になっている。1.5 mL チューブを

上部の試料セルに差し込み，下部から白色光を照射する。写真の撮影は，上部の試料セル

に開けた撮影窓から光と直角方向からスマートフォンで撮影した。作製した携帯型撮影ボ

ックスは，試料セルと光源セルの 2 層構造で電池式 LED 光源を使用する。試料に対して低

部から光を照射し，直角方向から検出する特徴を持つ。 

 

 

Fig. 8.2.2.1.1.-1 携帯型撮影ボックス（Portable shooting box）の写真と概略図 

 

 

8.2.2.1.2.  携帯型撮影ボックスの諸条件の検討 

 

試料室内部は光源を均一に拡散させるために携帯型撮影ボックスの試料セル内部に拡散

板を設置した。光の拡散板として壁面を白と黒にスプレーで塗布し検討した（Fig. 

8.2.2.1.2.-1）。Fig. 8.2.2.1.2.-1 (a)に測定時の写真，Fig. 8.2.2.1.2.-1 (b)に沈積物の色の強度

を算出した結果を示した。結果，壁面の色が白の方が感度や精度が優れていた。黒色より

も白色の方が光の拡散性が良いため均一に 1.5 mL チューブに沈積した微粒子に光が当たる

ため感度が良くなったと考えられる。 

 光源の光量による測定値への影響をみるために光量を変えて測定値を比較した（Fig. 

8.2.2.1.2.-2）。MB 添加なし（Fig. 8.2.2.1.2.-2 (a)）と MB 2.0 µM（Fig. 8.2.2.1.2.-2 (b)）

で比較したところそれぞれ光量の増減による測定値の影響は低かった。また，バッテリー
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式の LED 光源の光量（Fig. 8.2.2.1.2.-2（グレーエリア））でも安定であることから光源に

バッテリー式の LED 光源を用いることができる。 

携帯型撮影ボックスは設計上，光源が下から照射される。そのため沈積した微粒子に光

源の照射方向に由来したグラデーションが生じる。そのため，1 pixel でのポイントでの色

情報の抽出は場所ごとに感度が異なる（Fig. 8.2.2.1.2.-3）。本デバイスは，横方向（Fig. 

8.2.2.1.2.-3 (b)）より縦方向（Fig. 8.2.2.1.2.-3 (a)）のばらつきが大きい。そのため沈積し

た微粒子の上下左右の広範囲（200×200 pixel）の平均値から数値を算出することにした。 

携帯型撮影ボックスと市販の撮影ボックスで MB を捕集した時の測定値の比較をした

（Fig. 8.2.2.1.2.-4）。Fig. 8.2.2.1.2.-4 (a)に携帯型撮影ボックスと市販の撮影ボックスを使

った時のそれぞれの写真を示し，Fig. 8.2.2.1.2.-4 (b)に沈積した微粒子の画像解析の結果

を示した。沈積した微粒子の中心から 200×200 pixel のエリアを指定し色情報を抽出し平

均値を算出することで，撮影方法ごとに同等の感度，直線性が得られた。MB 濃度 0.5 µM

で RSD（n=3）は市販の撮影ボックスを用いた場合で 0.28%，携帯型撮影ボックスで

0.33%であり CN−-(blue dye)と同様に同等の感度，直線性が得られることを確認した（Fig. 

8.2.2.1.2.-5）。 

 

 

Fig. 8.2.2.1.2.-1 携帯型撮影ボックスの試料セルの壁面の色による影響 

(a) 壁面の色ごとの様子，(b) 壁面の色ごとに画像解析した結果（●：白背景，○：黒背

景） 
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Fig. 8.2.2.1.2.-2 光源の光量による測定値への影響 

(a) MB 添加なし，(b) MB 2.0 µM，(グレーエリア：バッテリー式の LED 光源の光量) 

 

 
Fig. 8.2.2.1.2.-3 沈積した微粒子の場所ごとの数値のばらつき 

(a) 縦方向での測定の様子と測定値，(b) 横方向での測定の様子と測定値 
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Fig. 8.2.2.1.2.-4 撮影方法ごとの MB を捕集した時の測定値の比較 

(a) 携帯型撮影ボックスと市販の撮影ボックスを使って撮影したそれぞれの写真，(b) 沈積

した微粒子の画像解析の結果（●：portable shooting box，○：lightbox commercially） 

 

 

Fig. 8.2.2.1.2.-5 撮影方法ごとの CN−-(blue dye)を捕集した時の測定値の比較（●：

portable shooting box，○：lightbox commercially） 
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8.2.2.1.3. 有色成分の測定値への影響 

 

興味深いことに水相に有色のタートラジン(陰イオン色素)を添加し，溶液に色を付けて

測定したところ，市販の撮影ボックスで撮影した場合（Fig. 8.2.2.1.3.-1 (a)），微粒子に溶

液の色が妨害し測定値に影響していたが携帯型撮影ボックスで撮影した場合（Fig. 

8.2.2.1.3.-1 (b)），溶液の影響をあまり受けずに撮影することができた。一定方向（下）か

ら微粒子の散乱を測定できる光量を照射することで，溶液の色による光の妨害を低減する

ことができると考えられる。 

 撮影方法で生じる色調の違いの仕組みについて考察した。まず，本法で検出されている

光は，多重散乱光と反射光が合わさったものであると考えられる。そのためどちらの方法

も同じ光を検出する。しかし，携帯型撮影ボックスのように粒子の近くで強く光を当てる

ことで，反射光よりも多重散乱光が多く検出され，わずかに色調が変化すると考えられる

（Fig. 8.2.2.1.3.-2）。そして，溶液中に色がある場合，様々な方向から光を照射すると，水

相を通過した光も検出されるため溶液の色の影響が出る。しかし，携帯型撮影ボックスの

ように下から光を当てて，直角方向から撮影することで水相を通過した光が少なくなるこ

とで溶液の色の影響を小さくすることができる（Fig. 8.2.2.1.3.-3）。 

 

 

Fig. 8.2.2.1.3.-1 有色成分存在下での測定の比較 

(a) 市販の撮影ボックスでの有色成分存在下の写真，(b) 携帯型撮影ボックスでの有色成分

存在下の写真 
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Fig. 8.2.2.1.3.-2 光の照射位置と検出角度による検出のモデル① 

 

 

Fig. 8.2.2.1.3.-3 光の照射位置と検出角度による検出のモデル② 
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8.2.2.2. CN−の簡易分析法の開発 

 

8.2.2.2.1．吸着機構の検討 

 

（1）イオン交換による吸着 

CN−由来の色素（(CN−)-blue dye）の電荷は，固相抽出システムを構築し，分析条件を

最適化するための最も重要なパラメーターである。(CN−)-blue dye は，負電荷を持つこと

が報告されている [27]。したがって，本研究では，イオン交換モードのアプリケーション

を最初に調査した。2 種類の陰イオン交換体 (prima： DOWEX™ 1x8 (Cl−)，シリカ： 

Wakogel🄬  50SAX ((SiO2)-R3NH3
+) を調べた。Fig. 8.2.2.2.1.-1 は，(CN−)-blue dye を吸着

した(a) DOWEX™ 1x8 (Cl−)と (b) (SiO2)-R3NH3
+ 10 mg の沈殿物の写真を示す。水相の分

光測光法による捕集率はそれぞれ 87%と 54%であった。DOWEX™ 1x8 (Cl−)は(SiO2)-

R3NH3
+よりも高い捕集率を示したが，残念なことに陰イオン交換体の黄色が，目視での比

色と画像での比色の測定を妨げた。したがって，陰イオン成分の他の捕集機構を検討した。 

（2）イオン対抽出による吸着 

目的成分の形態に合わせで吸着剤を選択していたが，本研究では目的成分の組成を変え

ることで吸着剤との親和性を高め捕集率の向上をはかった。そこで，イオン対抽出を使っ

た吸着システムに変更した。第 6 章では，［Cr-(DPC)3］錯体に対イオンとして陰イオン界

面活性剤であるドデシル硫酸ナトリウムを添加しイオン対を生成，中極性の XAD-7HP 樹

脂に捕集した。 

本研究では，吸着剤として中極性の樹脂である XAD-7HP，フェニル基，オクチル基を

修飾した SiO2の 3 種類で検討した。対イオンとして側鎖の異なる 3 種類（Zeph+，CTAB，

DDAB）で検討した（Fig. 8.2.2.2.1.-2）。対イオンの濃度が高くなるに従って，3 種類の吸

着剤の捕集率は上昇し，一定の濃度以上では捕集率が減少した。これは添加した対イオン

の臨界ミセル濃度（CMC）が影響していると考えられる[28-30]。CMC 以上では，水相内

で形成したミセルと微粒子へのイオン対の捕集が競合し捕集率の低下につながったと考え

られる。 

対イオンの中でも Zeph+を添加した場合，0.5 mM 以上で吸着が安定であった。その中で

最も XAD-7HP 樹脂の捕集率が高く安定であった。しかし，XAD-7HP 樹脂を携帯型撮影

ボックスで写真を撮影し色情報（Blue/(Red+Green+Blue)）を測定したところ感度が低く，

精度が悪かった（Fig. 8.2.2.2.1.-3 (b)）。吸着剤の材質による光の透過性で検出感度が変化

したと考えられる。そこで吸着剤の透過性の高い SiO2 基盤の吸着剤に着目した。第 5 章で

最適な吸着剤を検討するために SiO2に陽イオン界面活性剤をコーティングすることで SiO2

の表面状態を変化させて捕集効率の増加を図った。そこで，対イオンとして陽イオン界面

活性剤を過剰に添加することを利用して，SiO2 への(CN−)-blue dye のイオン対の捕集を試

みた。結果，対イオンとして Zeph+ 0.5 mM を添加することで 90％以上の捕集率が得られ
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た（Fig. 8.2.2.2.1.-2 (a)）。また，色素捕集時の SiO2の色情報（Blue/(Red+Green+Blue)）

の感度も良好であった（Fig. 8.2.2.2.1.-3 (a)）。SiO2 を優れた捕集率と感度のために選択し

た。 

 

 

Fig. 8.2.2.2.1.-1 イオン交換による CN−-(blue dye)の捕集 

(a) (CN−)-blue dye を吸着した DOWEX™ 1x8 (Cl−)（10 mg）， (b) (CN−)-blue dye を吸着し

た(SiO2)-R3NH3
+ （10 mg） 

 

 

 

Fig. 8.2.2.2.1.-2 対イオンの種類と濃度の CN−-(blue dye)の捕集に与える影響 

(a) 対イオンとして Zeph+の場合，(b) 対イオンとして CTAB の場合，(c) 対イオンとして

DDAB の場合 
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Fig. 8.2.2.2.1.-3 携帯型撮影ボックスでの測定値の微粒子ごとの比較 

(a) SiO2 の場合，(b) XAD-7HP の場合 

 

 

8.2.2.2.2．呈色速度と測定時間 

 

CN−の安定な呈色には 30 分程度時間がかかることが知られている。また，呈色反応に

用いた試薬は水への溶解度が低い。一般的に本法の呈色試薬は加熱した水または有機溶媒

で溶解して使用する。しかし，現場分析のための簡易分析では加熱や有機溶媒の使用は困

難であるため，本法では加熱や有機溶媒を使用せずに水のみを使用した。本法の測定時間

は，目的成分の呈色時間にも影響を受けるため，イオン対抽出で CN−色素を捕集すること

から，対イオンの添加の有無で呈色時間への影響をみた。 

CN− 0.5 mg/L の時の時間ごとの呈色反応を溶液は吸光度で吸着剤の沈積物は画像解析

で測定した（Fig. 8.2.2.2.2.-1）。時間に伴う呈色変化の写真を Fig. 8.2.2.2.2.-2 に示した。

結果，対イオンとして Zeph+ 0.5 mM を添加しない場合（Fig. 8.2.2.2.2.-1 青点線），反応が

緩やかに進み 15 分以降も呈色が安定しない。Zeph+ 0.5 mM を添加した場合（Fig. 

8.2.2.2.2.-1 青線），10 分以降は呈色が安定し，添加なしと比較して早く一定になった。こ

の呈色反応への影響はまだわかっていないが，臨界ミセル濃度以上の高濃度の界面活性剤

を添加することで，ミセル上で溶解し試薬の分散性が向上したことが影響しているのでは

ないかと考えられる。更に SiO2 10 mg を添加した場合（Fig. 8.2.2.2.2.-1 赤線），7 分以降

と水相の反応よりも早く呈色が安定した。本法は 10 分以内に CN−の測定が完了する。 
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Fig. 8.2.2.2.2.-1 CN−-(blue dye)の時間ごとの呈色反応の水相と微粒子の比較 

(a，青点線) 対イオンとして Zeph+ 0.5 mM を添加しない場合（水相）(b，青線) 対イオンと

して Zeph+ 0.5 mM を添加した場合，(c，赤線) 微粒子を添加した場合（水相は吸光度，微

粒子の色は画像解析で測定した） 

 

 

 

Fig. 8.2.2.2.2.-2 CN−-(blue dye)の時間ごとの呈色反応の水相と微粒子の写真 

(a) 対イオンとして Zeph+ 0.5 mM を添加しない場合（水相）(b) 対イオンとして Zeph+ 0.5 

mM を添加した場合，(c) 微粒子を添加した場合 
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8.2.2.2.3．携帯型撮影ボックスを使った CN−の測定 

 

Fig. 8.2.2.2.3.-1 (a) に，0～0.5 mg/L の CN−のマイクロチューブの写真を示した。微粒

子を添加し，沈積した微粒子（固相）の色調の強度を ImageJ のソフトウェアで測定した。

画像解析では，Red，Green，Blue，Gray の値を測定した。測定方法の詳細は下に示す。

得られた色調の数値の和で各色調の数値の商を算出したところ，CN−濃度に応じた青色の

化合物の変化は Blue/(Red+Green+Blue)値が高感度であった。Fig. 8.2.2.2.3.-1 (a) から目

視比色法で 0.02～0.5 mg/L で判定可能であった。画像測色法の結果から 0.005～0.1 mg/L

で y = 2.24x + 0.36，R² = 0.99 の検量線が得られた(Fig. 8.2.2.2.3.-1 (b))。検出限界は 1.5 

µg/L (3σB) であった。本法の感度は，水道水質基準（検出されない(＜0.01 mg/L)）よりも

低濃度の CN−を測定することができた。 

 

 

Fig. 8.2.2.2.3.-1 CN−濃度ごとの写真と画像解析で得られた検量線 

(a) CN−濃度ごとのマイクロチューブの写真，(b) 沈積した微粒子の画像解析による検量線 

 

 

8.2.2.2.4．干渉成分の検討 

 

工場排水で共存しうる成分を添加し，0.05 mg/L の CN−の捕集率を測定した（Table. 

8.2.2.2.4.-1）。CN−は金属と錯体を形成しやすいため，Ag+，Co2+，は少量でも呈色反応に

影響し測定できなかった。Zn2+，Cr3+は高濃度共存下でも良好な捕集率が得られた。また，

陰イオン存在下でも対イオンとの競合が小さく測定でき，クエン酸ナトリウムは希釈する

ことで測定できた。本法は，錯体を形成したシアン化合物とは反応しないため，遊離シア

ンのみを測定することが可能である。 
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Table. 8.2.2.2.4.-1 添加した試薬と CN−-(blue dye)の捕集率に与える影響 

Ion Added / mg/L Recovery / % 

none - 100.0 ± 20.0 

Ag+ 5 n.d. 

Co2+ 10 n.d. 

Cu2+ 30 9.6 ± 19.9 

Zn2+ 100 89.0 ± 12.5 

Cr3+ 100 96.5 ± 3.0 

NO3
− 600 91.6 ± 21.5 

SO4
2− 15 91.6 ± 21.5 

sodium citrate 
40 M 22.2 ± 2.8 

4 mM 96.2 ± 2.8 

glucose 100 91.6 ± 21.5 

 

 

8.2.2.2.5．水道水と地下水への応用 

 

地下水と水道水を用いてこの方法を検証した（Table. 8.2.2.2.5.-1）。どちらも蒸留水へ

の添加と比較して 90％程度の回収率が得られ，4.4％と 13%の誤差で測定できる。 

 

Table. 8.2.2.2.5.-1 実試料への応用 

sample residual chlorine / mg/L Added CN− / mg/L Recovery / % 

groundwater 0.2 0.05 93.3 ± 4.4 

tap water 0.4 0.05 91.7 ± 13.0 

 

 

8.3. まとめ 

 

一般的に固相抽出で色を測定する場合，固相に捕集した着色成分を微量な溶媒に溶出さ

せ，その溶出液を吸光光度計で測定する。または，膜捕集のようにフィルターに捕集した

場合，X 線や反射吸光度計で測定する。これまでの分散微粒子抽出法も撮影ボックス内で

均一に光をマイクロチューブに照射してそのまま撮影し画像解析で測定していた。しかし，

今回新たに開発した測色方法は，下方向から光を照射し直角方向から撮影（検出）し，粒

子に捕集した目的成分の色調を直接図る方法である。3D プリンターで作製した携帯型撮

影ボックスを使った測色法の特徴は以下の通りである。(1)携帯性（電池で稼働）に優れる。

(2)感度，再現性に優れる。(3)着色成分の影響を受けにくい。 

開発した測色法をシアンの簡易分析法に応用した。結果，従来法（吸光光度法，30 分）

よりも短時間（10 分以内）で，高感度（検出限界：0.005 mg/L）に測定できた。そのため

遊離シアンの高感度分析への応用を達成した。 
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第９章 蛍光測定法への応用 

―微粒子への蛍光体の吸着と蛍光画像測色法― 

 

9.1. はじめに 

 

蛍光法は高感度であるため，環境や生体試料等の分析に汎用されている。本研究では，

微粒子へ捕集した蛍光物質の高感度な簡易画像測色法の開発を目指し，レゾルフィン（蛍

光物質）の微粒子への吸着挙動を調べると共に定量条件を検討した。 

 

 

9.1.1. 本研究の捕集形態について 

 

本法の呈色成分の吸着の仕組みを示す。本研究では，蛍光体色素のレゾルフィンを用い

て蛍光法の応用をした[1, 2]。負電荷を持つレゾルフィン（蛍光体）に対イオンの

Zephiramine🄬（Zeph+）を添加しイオン対を形成させ，シリカゲル（SiO2）へ疎水性相互

作用によって捕集した。 

 

 

9.1.2. 蛍光測定法 

 

紫外領域から可視領域の光の吸収に基づく分光分析法を吸光光度法と呼び，物質の中に

は紫外・可視領域の光を吸収すると，そのエネルギーの一部を光として放出するものがあ

る。この時に発する光には蛍光とりん蛍光があり，蛍光を利用する分析法が蛍光分析法

（fluorescence spectrometry）である[3]。一般に蛍光光度法は吸光光度法と比べ 2 桁以上

高感度な分析法である。また，分析の用途に合わせ，抗体や核酸などのプローブに結合さ

せた蛍光色素の開発が盛んに行われている。更に，蛍光色素を細胞に直接導入することで

目的の分子を可視化でき蛍光色素を用いた蛍光光度法は多岐にわたっている[4-7]。 
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9.2. 分析法の開発 

 

9.2.1. 実験 

 

9.2.1.1. 装置と試薬 

 

2.4.3.1.1．装置と試薬に実験に用いた装置及び画像解析ソフトを記載した。Resorufin 

Sodium Salt（Sigma-Aldrich），ペルオキシダーゼ（Toyobo），Tris 塩酸塩，過酸化水素，

リン酸水素二ナトリウム，リン酸二水素カリウム，塩酸，水酸化ナトリウム（FUJIFILM 

Wako Pure Chemical Industries, Ltd.）。試薬は，特級を使用し，全て超純水を用いて調製

した。対イオンには，塩化ベンジルジメチルテトラデシルアンモニウム（Zephiramine🄬：

Zeph+）（Tokyo Chemical Industry Co, Ltd.），臭化ヘキサデシルトリメチルアンモニウム 

(CTAB)（FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries., Ltd.），ジドデシルジメチルアンモニ

ウムブロマイド（DDAB）（Sigma Aldrich., Ltd）を使用した。吸着剤として，Wakogel🄬 

C-300（形状：全多孔性破砕型，粒径：45～75 µm），Wakogel🄬 50SAX（トリメチルアミ

ノプロピル修飾シリカゲル：(SiO2)-R3NH3
+）（粒径：40～63 µm），陰イオン交換樹脂を使

用した。各吸着剤は，水で洗浄した後に室温で乾燥させたものを使用した。XAD-7HP 樹

脂は，乳鉢で粉砕した後，沈降法で粒径を揃え室温で乾燥させたものを使用した。 

 

 

9.2.1.2. 測定方法 

 

レゾルフィンの捕集方法 

1.5 mL マイクロチューブに試料 1 mL を添加し，10 mg の吸着微粒子（シリカゲル

(SiO2)），1.0 mM の Zeph+を添加し，マイクロチューブを軽く振り混ぜ色素を SiO2 に捕集

した。その後，沈積した粒子の色調からレゾルフィンの濃度を求めた。スマートフォンで

撮影し ImageJ で Red 値を測定した。 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

133 

 

9.2.2. 結果と考察 

 

9.2.2.1. 捕集の仕組みと吸着剤微粒子の種類 

 

レゾルフィンを吸着する最適な吸着剤微粒子を選択した。10 µM のレゾルフィン 1 mL

に微粒子 10 mg を添加して吸着させ，溶液の吸光度からレゾルフィンの捕集率を算出した。

吸着時はレゾルフィン溶液の pH を 2～10 に調整し，吸光度の測定は pH 9.0 とした。レゾ

ルフィンは多塩基酸であり蛍光（> pH 6）を発するのは陰イオンの形態であるため，イオ

ン交換を利用し正電荷をもつ吸着剤を使用した（Fig. 9.2.2.1.-1 (A)）。また，目的成分とイ

オン対を生成する対イオンを 1 mM 添加し，レゾルフィンを吸着剤に吸着させた（Fig. 

9.2.2.1.-1(B)）。陰イオン交換体である(SiO2)-R3NH3
+を分散微粒子として用いた場合，捕

集率は 20%以下であった。陰イオン交換樹脂，イオン対抽出で SiO2に捕集したところ（対

イオン；Zeph+：1 mM，CTAB：1 mM），pH の上昇に伴って捕集率が 90％まで上昇し，

pH >7.5 以上で安定に吸着した。しかし，陰イオン交換樹脂を LED 352 nm を照射して撮

影したところ樹脂が白色の蛍光を示し，感度に影響した（Fig. 9.2.2.1.-2）。蛍光画像での

測定には自家蛍光の無い吸着剤である SiO2 が優れている。従って，SiO2 を固相としたイオ

ン対抽出系がレゾルフィンの捕集に適していると考えた。 

 

 

Fig. 9.2.2.1.-1 イオン交換とイオン対抽出による pH ごとの抽出率の比較 

(a) 陰イオン交換樹脂による捕集率の比較，(b) イオン対抽出による捕集率の比較（■：

DOWEX™ 1x8 (Cl−)，◆：(SiO2)-R3NH3
+，●：(SiO2)+Zeph+，▲：(SiO2)+CTAB） 
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9.2.2.2. 対イオンの種類と濃度 

 

SiO2 を吸着剤として，7 種類の対イオンを検討した。1.0 µM のレゾルフィン 1 mL（pH 

8.2）に SiO2 10 mg と適宜濃度を変えた対イオンを添加した際の溶液の吸光度からレゾル

フィンの捕集率を算出した（Table. 9.2.2.2.-1，Fig. 9.2.2.2.-1）。Fig. 9.2.2.2.-1 より，対イ

オンの濃度が高くなるに従って，SiO2の捕集率は増加した。また，Table. 9.2.2.2.-1 より各

対イオンを 1 ｍM 添加時の捕集率と臨界ミセル濃度（CMC）を比較すると，CMC が低い

ほど SiO2 へのレゾルフィンの捕集率が上昇する傾向が得られた。対イオンとして Zeph+が

最も優れており 0.6 mM 以上で 90%以上の捕集率が得られた。そこで，対イオンに 1 mM

の Zeph+を選択した。 

 

Table. 9.2.2.2.-1 対イオンの種類と捕集率と CMC 

 対イオンの種類 Recovery / % CMC / mM 

1 CTAB 92.5 0.92 

2 Zeph+ 95.1 0.37 

3 塩化ベンゼトニウム 94.1 0.53 

4 塩化ベンジルトリメチルアンモニウム 11.4 3.6 

5 C8TMA+ -0.9 140 

6 C10TMA+ 13.3 65-70 

7 C12TMA+ 11.0 16 

 

 

Fig. 9.2.2.2.-1 対イオン濃度によるレゾルフィンの捕集率の変動 

（●：Zeph+，▲：CTAB，◆：塩化ベンゼトニウム） 
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9.2.2.3.  Zeph+の吸着量とレゾルフィンの捕集機構 

 

Zeph+の SiO2 の吸着量を測定し，レゾルフィンの捕集機構を解析した[8-10]。まず，

Zeph+の濃度を適宜変えた溶液（pH 8.2）1 mL に SiO210 mg を添加して吸着させ，水相の

吸光度（263 nm）から Zeph+の SiO2 への吸着量を算出した（Fig. 9.2.2.3.-1）。Zeph+濃度

に応じたレゾルフィンの SiO2 への捕集率と比較すると，Zeph+の吸着量の増加に伴ってレ

ゾルフィンの捕集率が上昇した。ここで，Fig. 9.2.2.3.-1 で得られた Zeph+の SiO2 への吸

着量の曲線から平衡モデル（Eq. (9.2.2.3.-1)）を吸着定数（Kads）で表した（Eq. (9.2.2.3.-

1)）。 

 

(𝑆𝑖𝑂−)𝑠 + 𝐶𝑆+ ⇋ (𝑆𝑖𝑂− × 𝐶𝑆+)𝑠        Eq. (9.2.2.3. −1) 

𝐾𝑎𝑑𝑠 =
(𝑆𝑖𝑂− × 𝐶𝑆+)𝑠

{(𝑆𝑖𝑂−)𝑠 × (𝐶𝑆+)𝑒𝑞}
       Eq. (9.2.2.3. −1)′ 

 

Eq. (9.2.2.3.-1)‘を Langmuir の式（Eq. (9.2.2.3.-2)）を用いて展開し（Eq. (9.2.2.3.-3)），

吸着飽和度（θ=W（吸着量）/Ws（飽和吸着量））で示し Zeph+の SiO2 への吸着シミュレ

ーション式を得た Eq. (9.2.2.3.-4）。 

 

𝜃 = 𝑊 𝑊𝑠⁄ = 𝐾𝐶𝑒𝑞 (1 + 𝐾𝐶𝑒𝑞)⁄         Eq. (9.2.2.3. −2) 

 

(𝐶𝑆+)𝑒𝑞 × 𝐾𝑎𝑑𝑠 =
(𝑆𝑖𝑂− × 𝐶𝑆+)𝑠

(𝑆𝑖𝑂−)𝑠
=

𝜃

1 − 𝜃
       Eq. (9.2.2.3. −3) 

 

𝜃 = (𝐶𝑆+)𝑒𝑞 ×
𝐾𝑎𝑑𝑠

{1 + (𝐶𝑆+)𝑒𝑞 × 𝐾𝑎𝑑𝑠}
        Eq. (9.2.2.3. −4) 

 

Eq. (9.2.2.3.-4）を用いて 1 層目の吸着と 2 層目の吸着を合わせた式が Eq. (9.2.2.3.-5）

となる。 

 

𝜃(1+2) = (𝐶𝑆+)𝑒𝑞 × 𝐾1 {1 + (𝐶𝑆+)𝑒𝑞 × 𝐾1}⁄

+ (𝐶𝑆+)𝑒𝑞 × 𝐾2 {1 + (𝐶𝑆+)𝑒𝑞 × 𝐾2}⁄         Eq. (10.2.2.3. −5) 

 

Eq. (10.2.2.3.-5）より Fig. 9.2.2.3.-1 を Langmuir 型の二層吸着モデルで解析した。

Langmuir 解析値として K1 = 12，K2 = 1.5 としたシミュレーションの曲線と実験値を示し

た（Fig. 9.2.2.3.-2）。結果，SiO2 への Zeph+の吸着は既存の研究と同様に 1 層目の吸着は 2

層目の吸着よりも定数が 10 倍程度大きくなることが分かった。Fig. 9.2.2.3.-2 より，レゾ
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ルフィンの捕集と Zeph+の捕集をまとめ捕集・吸着挙動が示す相互作用力の序列を考察し

た（Fig. 9.2.2.3.-3）。まず，Zeph+とレゾルフィンのイオン対の形成が起こり，残存した

Zeph+が SiO2 へ吸着し 1 層目を形成する。SiO2 への第 1 層目の形成と同時にイオン対（レ

ゾルフィン+ Zeph+）の吸着が起こると考えられる。Zeph+の SiO2 への 2 層目の形成は，

最後になる。この反応は Zeph+濃度の上昇とともに進むと考えられる。Zeph+共存下での

SiO2 によるレゾルフィンの捕集機構は，① SiO2 への Zeph+の吸着，② Zeph+吸着相へのレ

ゾルフィンの分配となる。そのため，本系のように SiO2 表面に Zeph+の第 1 層目が形成し，

その Zeph+層の形成過程でレゾルフィン（イオン対）が捕集されることから Zeph+は対イ

オンとしての働きの他に吸着剤としても作用している。 

 

 

Fig. 9.2.2.3.-1 SiO2 への Zephiramine🄬の吸着量とレゾルフィン（イオン対）の捕集 

（● 青点線：Zeph+の SiO2 の捕集量，○：レゾルフィンの捕集率） 
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Fig. 9.2.2.3.-2 Langmuir の吸着曲線での SiO2 への吸着量のシミュレーション 

（点線：Langmuir 解析値，実線：実験値） 

 

 

Fig. 9.2.2.3.-3 SiO2 への捕集の序列の概略図 

 

 

9.2.2.4. 画像測色法によるレゾルフィンの定量範囲 

 

 可視画像と蛍光画像でレゾルフィンの定量範囲を比較した。Fig. 9.2.2.4.-1 に，0～2.0 

µM のレゾルフィンを吸着させ，撮影したマイクロチューブの写真を示した。微粒子を添

加することで目視での判定は容易である。沈積した微粒子（固相）の Green 値の色調の強

度を ImageJ のソフトウェアで測定し検量線を作成したところ 0.1～2.0 µM で y = -32.9x + 

154.2，R² = 0.98 の直線が得られた。可視画像測色法の検出限界は，80 nM (3σB)であった。

Fig. 9.2.2.4.-2 に LED : 352 nm を照射し撮影したマイクロチューブの写真を示した。可視

光での判定が厳しい低濃度も判定ができる。可視画像と同様に沈積した微粒子（固相）の

Red 値の色調の強度を ImageJ のソフトウェアで測定し検量線を作成したところ 0.01～0.2 

µM で y = 713.3x + 48.2，R² = 0.99 の直線が得られた。そして，蛍光画像測色法の検出限

界は，7 nM（3σB）と非常に高感度である。可視と蛍光の 2 つの検出方法を使うことで，

測定範囲が広い簡易分析方法となった。 
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Fig. 9.2.2.4.-1 可視光（白色光源）でのレゾルフィン濃度ごとの写真と画像解析で得られ

た検量線 (a) レゾルフィン濃度ごとのマイクロチューブの写真，(b) 沈積した微粒子の画

像解析による検量線 

 

 

Fig. 9.2.2.4.-2 蛍光（LED : 352 nm）でのレゾルフィン濃度ごとの蛍光写真と画像解析で

得られた検量線 (a) レゾルフィン濃度ごとのマイクロチューブの蛍光写真，(b) 沈積した

微粒子の画像解析による検量線 
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9.2.2.5. 酵素法を用いた過酸化水素の測定への応用 

 

環境水中の過酸化水素（H2O2）は季節変動や日射量で濃度が推移することが報告されて

いる[11-16]。また，雨水中に含まれる H2O2 が河川水や海域に流入することでサンゴ礁や

水生生物の生育に影響を与える可能性があることから，環境水中の H2O2 濃度のモニタリ

ングが必要である。H2O2 は直ちに分解するためその場での迅速な測定が必要である。そこ

で，レゾルフィンの前駆体である Amplex Red🄬と酵素法を用いて H2O2 の測定をした

（Scheme 9.2.2.5-1）[17-20]。 

Amplex Red🄬は呈色が安定するまでに時間を要する。そこで最適な呈色時間を検討した。

50 µM の Amplex Red🄬に 0.26 mU/mL のペルオキシダーゼと 10 µM の H2O2 を反応させ経

時変化をみたところ 10 分間（26 ℃）で安定した（Fig. 9.2.2.5.-1）。この条件をもとに

H2O2 の検量線を作成した。Fig. 9.2.2.5.-2 に，0-1.0 µM の H2O2 で反応させ，撮影したマ

イクロチューブの写真を示した。Fig. 9.2.2.5.-2 より，微粒子（固相）の Red 値の色調の強

度を ImageJ のソフトウェアで測定し検量線を作成したところ 0.01-0.2 µM で y = 49.7x + 

65.3，R² = 0.96 の直線が得られた。検出限界は 0.28 µM（3σB）であった。これは環境中

の H2O2 の濃度を十分に測定可能である。実試料として河川水と雨水に応用した（Table. 

9.2.2.5.-1）。蛍光画像を用いる sub µM レベルの H2O2 の簡易分析法を開発できた。 

 

 
Scheme 9.2.2.5-1  Amplex Red🄬の H2O2 測定時の呈色反応 
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Fig. 9.2.2.5.-1 H2O2 測定時の溶液の呈色反応の経時変化 

 

 

Fig. 9.2.2.5.-2 H2O2 濃度ごとの蛍光写真と画像解析で得られた検量線 

(a) H2O2 濃度ごとのマイクロチューブの蛍光写真，(b) 沈積した微粒子の画像解析による検

量線 

 

Table. 9.2.2.5.-1 環境水中の H2O2 の測定 

 

sample Measured value / µM 

river water 0.76 ± 0.05 

rainwater 1 0.95 ± 0.03 

rainwater 2 2.39 ± 0.014 

 n=3 
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9.3. まとめ 

 

 レゾルフィンを 1.0 mM の Zeph+でイオン対とし，SiO2 に捕集し，蛍光画像測色法に応

用した。SiO2 へのレゾルフィンの捕集機構を Zeph+の吸着量から解析した。Zeph+の SiO2

への捕集は Langmuir 型の吸着で解析できた。結果，Zeph+とレゾルフィンのイオン対の

SiO2 への捕集は Zeph+の SiO2 への捕集に応じて変化した。本法はカメラで撮影した蛍光画

像から高感度な測定を可能とした。可視画像の場合，0.1～2.0 µM の範囲で直線的に測定

でき，検出限界は 80 nM（3σB）であった。蛍光画像の場合，0.01～0.2 µM の範囲で直線

的に測定でき，検出限界は 7 nM であった。そのため，画像撮影時に照射するライトを変

えることで低濃度（蛍光）から高濃度（可視光）と目的成分濃度に応じて測定範囲を変え

ることができる。また，Amplex Red🄬とペルオキシダーゼを用いた H2O2 の測定法に応用し

たところ，0～1.0 µM を測定でき，検出限界が 0.28 µM（3σB）であった。河川水と雨水で

も測定でき，蛍光画像を用いた sub µM レベルの H2O2 の簡易分析法を開発できた。今後

は，環境や生体試料測定法の感度上昇や，蛍光画像で班的できるため現場測定への幅広い

応用が可能である。 
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第 10 章 総括 

 

本研究では，水中に分散し，自然沈降する微粒子を用いて，呈色反応と吸着反応（分

離･濃縮）を同時進行することで分析操作の簡便化・迅速化を達成した。更に，分散微粒

子抽出法と画像測色技術を融合させることで新しい簡易比色分析システムを構築した。 

開発した方法の操作概略 

本法の測定操作は非常に簡便・迅速である。呈色試薬（粉末）と微粒子を入れた容器に

試料水（1 mL）を採り，軽く振った後，静置するだけで濃縮を伴う分析操作が完結する。

沈積した微粒子の色調を目視や画像解析で判定し，目的成分の濃度を求める。長くとも 20

分以内，短いものでは 30 秒以内で測定できるので，現場分析に適している。 

固相抽出系の設計と知見 

本研究では，目的成分の呈色反応はそれぞれ既存法の中から汎用性の高いものを選択し

た。この研究では呈色成分の捕集が非常に重要である。呈色成分の化学特性に応じた抽出

系を設計し，微粒子の素材を選択した。以下に用いた主な抽出系と開発中に見出された知

見を述べる。 

(1)イオン交換による捕集：Fe2+は[Fe(o-phen)3]2+錯体としてシリカゲル，NH4
+は(色

素)−として陰イオン交換樹脂で捕集した。この捕集形態を単成分の捕集モデルとした。微

粒子で目的呈色成分を捕集することにより，溶液の目視分析と比較して Fe2+は 10 倍，

NH4
+は 5 倍の高感度化を達成した。それぞれ河川水の分析に応用し，機器分析法と同等の

結果が得られた。HCHO の分析では呈色目的成分（青色）と過剰の試薬（黄色），いずれ

も陽イオンを同時吸着させたところ，微粒子の素材によって目的成分の濃度に応じた色調

の変化が大きく異なった。この違いは両成分の吸着定数（Henry の式より算出）の差によ

って説明できることを明らかにした。NO2
−の分析では，（アゾ色素）+に変換し，プロピル

スルホン酸修飾シリカゲルで捕集した。その際，微粒子の着色速度が溶液中での呈色速度

よりも約 2 倍速く，測定時間が短縮できることを発見した。これは微粒子が単なる分離・

濃縮場ではなく呈色反応場としても有効に機能したためである。この着色促進効果は，

CN−の定量時でも同様にみられた。Mn2+は MnO4
−として陰イオン交換体に捕集した。開

発した MnO4
−の捕集法を COD の測定法へ応用することに成功し，淡水，汽水，海水の

COD の現場測定法の開発を達成した。 

(2)複合的な相互作用による捕集：Ni2+の PAR 錯体は pH によって電荷が変化する。陰イ

オンを捕集する機能と中性成分を捕集する機能を合わせ持つ微粒子を作製して良好な結果

を得た。PO4
3−は酵素法を用いて双性イオンに変換して，XAD-7HP（親水性の無電荷粒子）

へ捕集できた。微粒子の粒径や添加量が吸着定数や粒子の沈降速度に与える影響を調べた

ところ，測定範囲や感度を幅広く調節可能であることを示すことができた。 

(3)イオン対の生成を利用する捕集：Cr(VI)のジフェニルカルバジド錯陽イオンは，対イ

オンとしてドデシル硫酸ナトリウムを添加し，イオン対に変換し，XAD-7HP によって捕
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集できた。イオン対抽出平衡モデルから対イオンを選択し，さらに捕集成分の化学形の推

定をしたところ，XAD-7HP への抽出化学種は Cr(DPC)3・H+・DS−であることがわかっ

た。本法は，溶媒抽出の吸着理論で微粒子へのイオン対抽出の機構を説明できることから，

各定数から微粒子への捕集条件を推定することに役立てることが可能である。また，H2O2

の蛍光分析に用いたレゾルフィン（蛍光体：陰イオン）の捕集では，Zeph＋を対イオンと

するイオン対抽出系を設計し，シリカゲルで捕集した。本法は Zeph＋とイオン対を形成し

たレゾルフィンが，シリカゲル表面に形成した Zeph＋層に抽出される静電相互作用と疎水

性相互作用が発現する特異な捕集系であることを解明した。これは，CN の捕集形態も同

様に説明することができるモデルである。イオン対抽出を用いた捕集では，選択した対イ

オンによる呈色目的成分の捕集率の向上の他に，試薬の溶解促進や呈色目的成分の色調の

変化などに寄与することが見出された。これらを解明することで本法の性能の向上につな

がると考えられる。 

オンサイト分析のためのデバイスの設計と画像解析による高感度化と環境水への応用 

 微粒子層をスマートフォン等で撮影し，その画像の色情報を解析する画像解析技術を取

り入れることで，目視法よりも客観的で，より高感度で再現性のよいデータを得ることが

できる。本法を，環境水（河川水，地下水，雨水，海水，ため池）に適用したところ測定

結果は機器分析法等とよく一致した。また，採水から測定までを片手で操作でき，目的成

分の呈色反応に必要な反応段階に応じた反応場を増設できるデバイスを開発することによ

って，その場での簡便な測定を可能とした。さらに，本法に適した測定時の照射光と検出

の角度を変えて撮影した画像を用いた測色法で，試料中の有色成分の影響を低減できた。 

 

以上のように 9 つの測定対象物質の簡易分析法の開発から得られた知見を学位論文とし

て記述した。開発した方法では，目視では水相の比色測定よりも 2～10 倍高感度化が達成

され，画像処理を導入することによってさらに高感度で信頼性の高い結果が得られ，着色

成分の影響も低減することができた。本法には，微粒子の素材，粒径，添加量等によって

測定範囲を広く調節できる特長がある。微粒子による呈色速度の促進効果は分析操作の短

縮に繋がる成果である。これまで主に採水現場での簡易分析システムを展開してきたが，

このシステムの原理は室内分析を含めた広い環境以外の医療，食品など種々の分野での更

なる発展が期待できる。また，画像測色法による分析データの数値化は，現場でリアルタ

イムに多点的に質の高い測定値を収集することができることから，現場分析の全自動化へ

の発展に貢献できると考えている。 
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