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研究成果の概要（和文）：本研究では、水中の極微量レベルのリン酸を測定する方法として、

HPLC と組み合わせたオンライン固相抽出法の開発を行った。通常の高感度測定法より検出感

度は著しく改善された(0.1 μg PO4/L)。本法では、モリブデンブルーと四級アンモニウムイオン

のイオン会合体を DOS ミニカラムで捕捉・濃縮し、CH3CN/H2O の移動相で溶出させて uv/vis

検出器で定量を行った。本法は、測定範囲が広く(0.1–200 μg PO4/L)、かつ塩分の影響を受けな

いことが特長である。

研究成果の概要（英文）：We developed a method for measuring ultra-trace level phosphate by online
solid-phase extraction combined with HPLC. The detection limit (0.1 μg-PO4/L) was successfully im-
proved with comparison to a conventional sensitive analytical method. In this method, ion par of
phosphoantimonylmolybdenum blue and a quaternary ammonium ion was entrapped with a ODS
mini-column, and the ion pair was eluted with CH3CN/H2O to quantified it by uv/vis detector. The ad-
vantages of this method are a wide detecting range (0.1–200 μg-PO4/L) and no disturbance with salinity.
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１．研究開始当初の背景
閉鎖性水域における富栄養化の主たる因子

はリンであり、排水処理における窒素・リン
除去が重要な課題であることが広く認識され
ている。除去技術としては、凝集法が最も一
般的であるが、汚泥の生成と資源としてのリ
ンの回収が困難であることから、申請者らは

無機イオン交換体であるハイドロタルサイト
（HTAL）によるリン除去特性およびリン回収
を含むリン除去システムの開発を進め、その
過程で簡易で精度の高いリン分析法の開発を
必要とした。
一方、通常の公定分析法におけるリンの検

出限界以下であっても、藻類の増殖が認めら
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れており、自然水中のリンの挙動を解明する
ためには高感度のリン分析法が必要とされて
いる。一般的に用いられている高感度リン分
析法は、フローインジェクション分析法(FIA)
であり、その検出限界は 1～2μg-PO4/L であ
る。しかしながら、FIA による自動分析装置
は高価であり、その測定には制約が大きい。
また、上記検出限界が必ずしも満足できるレ
ベルでないことも指摘できる。
水質が徐々に悪化しつつある琵琶湖におけ

る表層水のリン酸イオン濃度の測定値をみる
と、北湖においては年間ほとんど 1 μg-PO4/L
未満であり、南湖においても夏季に 1
μg-PO4/L 未満となることが報告されている。
このような状況において、水域生態系でのリ
ンの挙動を解明するためには、超高感度リン
測定法が必要といえる。
既に、リン酸イオンの超高感度分析の開発

研究は進められている。Yaqoob ら、Li ら、
Zhang らは、検出限界値が 0.1 μg-PO4/L レベ
ルの測定法を提案している。しかしながら、
これら測定法は FIA 法に基づくものであり、
測定装置は特別に作製したものを使用してい
る。また、多くの高感度分析法に見られるよ
うに、ダイナミックレンジは 0.1~2 μg-PO4/L
と狭いことが課題である。

２．研究の目的
本研究では、３価の陰イオンであるモリブ

デンブルーが炭素鎖の大きい有機カチオンと
容易にイオン会合体を形成する特性に着目し、
このイオン会合体を抽出・濃縮する方法によ
って検出感度を向上させることを目的とした。
目標とする検出感度によって以下の２つの方
法の開発を行った。

(1)高感度分析法（メンブレン抽出法）
モリブデンブルーと四級アンモニウム塩の

イオン会合体を形成させた後、その溶液をメ
ンブレンフィルターでろ過することにより、
このイオン会合体をメンブレンフィルター上
に捕集する。捕集したイオン会合体を適切な
有機溶媒を用いて抽出するし、分光光度計で
測定する方法を開発する。試料の濃縮倍率を
適切に設定し、自動分析装置と同程度の検出
限界（1 μg-PO4/L）を達成することを目標と
した。

(2)超高感度分析法(オンライン固相抽出－
HPLC 法)
超高感度測定を達成するためには、イオン

会合体をより高い濃縮倍率で抽出するか検出
器感度の改善のいずれかによらなければなら
ない。前者の方法には限界があるが、高感度
の紫外・可視検出器としては高速液体クロマ
トグラフ（HPLC）で使用されている紫外・
可視吸光検出器の利用が可能である。また、

抽出方法として固相抽出法を用いると、
HPLC との連結が可能となり、オンライン固
相抽出－HPLC システムを構築することがで
きる。その結果、イオン会合体濃度をクロマ
トグラムの面積として定量可能となる、モリ
ブデンブルーと四級アンモニウムイオンとの
疎水性イオン会合体を本システムに導入し、
0.1 μg-PO4/L レベルの検出感度を達成するこ
とを目標とし、測定条件の最適化を行った。

３．研究の方法
(1)モリブデンブルーの形成

U.S. Standard Method にしたがって、モリブ
デン酸アンモニウム、酒石酸アンチモニルカ
リウム、硫酸、アスコルビン酸からなる反応
溶液を調製した。

(2)イオン会合体の形成
モリブデンブルーとイオン会合体を形成さ

せる四級アンモニウム塩として、benzylcetyl-
diethylammonium bromide (BCDMA)、hexa-
decyltrimethylammonium bromide (HTMA)、
dodecyltrimethylammonium bromide (DTMA)を
用いた。これら四級アンモニウム塩の 0.1%メ
タノール溶液を調製した。

モリブデンブルー溶液に対する上記溶液の
添加量、撹拌または超音波照射による反応促
進、反応温度の影響について検討し、至適条
件を明らかにした。

(3)メンブレン抽出法
リン酸イオン標準溶液 50mL あるいは

100mL を用いて、モリブデンブルーを呈色さ
せ、上記(2)で得られた至適条件下でイオン会
合体を形成させた。この溶液を親水性 PTFE
膜(細孔径：0.1m)によって全量ろ過した。
さらに少量の水をろ過して膜表面を洗浄した。
イオン会合体を捕捉した膜をメタノール、エ
タノール、アセトニトリル、4-メチル-2-ペン
タノン各 5mL（標準溶液が 100mL の場合は、
10mL）に浸漬し、5 分間超音波抽出を行った。
その後、抽出液を親水性 PTFE 膜（0.2m）
でろ過し、吸光度測定に供した。

(4)オンライン固相抽出システム
システムは、2 台の送液ポンプ、サンプル

インジェクター、6 方バルブ、ODS カラム、
uv/vis 検出器から構成した。本システムを、
試料の導入、ODS カラムによる吸着とカラム
の洗浄、目的物質の脱着と定量の 3 つの段階
に対応させて、図１に示すようにバルブの操
作を行った。
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(5)試料供給量と ODS カラムのサイズ
測定感度の向上には、モリブデンブルー溶

液の供給量を増加させ、それに対応した ODS
カラムのサイズの検討を行った。その結果、
溶液 5mL を供給した場合、10mm のカラムで
は不十分であり、50mm のカラムが必要であ
った。以降は、このカラムを用いて試料供給
量 5mL とした。

(6)オンライン固相抽出条件
オンライン固相抽出を効率的に行うために

は、試料溶液の供給速度、残留共存物質除去
のための洗浄液量、脱着溶媒の組成と流速、
流量、ODS カラムのコンディショニングにつ
いて、検討を行った。

(6)共存物質の影響
本法はモリブデンブルー法を基本としてい

ることから、淡水系の試料でシリカの影響が、
また、海水系の試料については塩分の影響が
考えられる。シリカの影響については、モリ
ブデンブルー法の呈色反応試薬の硫酸濃度の
影響を検討した。塩分の影響としては、NaCl
濃度を 3.5%までの範囲で変化させて影響を
検討した。

(7)環境水の測定
環境水については、リン酸イオン濃度が低

いことが想定される水域を対象とすることが
望ましい。そのため、豊川（愛知県）上流部
の鳳来湖において採水し、本法および FIA に
よる自動分析装置を用いてリン酸イオン濃度
を測定した。

４．研究成果
(1)イオン会合体の形成条件

イオン会合体形成試薬としての四級アンモ
ニウム塩としては、メンブレン抽出または固
相抽出のいずれにおいてもリガンドに高い疎
水基を有することが望ましい。しかしながら、
未反応の四級アンモニウム塩が測定を妨害す
る可能性があるため、未反応の四級アンモニ
ウム塩を比較的容易に除去できることが望ま
しく、そのためにはリガンドの疎水性は低い
方が望ましい。検討した結果、メンブレン抽
出法に対しては HTMA が適切で、固相抽出法
に対しては DTMA が適切であった。

標準溶液 50mLに対する 0.1%HTMA-MeOH
溶液の添加量を検討した。添加量が多くなる
と、図２に示すようにブランクの吸光度が増
加し、測定誤差が増加する傾向が認められた。
至適添加量は、1.0mL と判断された。

イオン会合体形成反応条件として、室温で
振とうあるいは撹拌、室温または氷冷条件下
での超音波照射について検討を行い、メンブ
レン抽出法によってイオン会合体の形成特性
を評価した。その結果、氷冷条件下での超音
波照射が最も効率的で、15～20 分の反応時間
で安定した結果が得られることが示された。

オンライン固相抽出法においては、標準溶
液 50mL に対する 0.1%DTMA-MeOH 溶液の
添加量を検討した。なお、イオン会合体形成
反応条件は、氷冷条件下での超音波照射とし
た。その結果、0.5～2.5mL の添加量において
吸光度に影響を及ぼさなかった。そのため、
DTMA 溶液添加量は 1.5mL とした。

(2) メンブレン抽出法による定量性
上記方法で形成させたイオン会合体を親水

性 PTFE 膜(細孔径：0.1m)によって全量ろ過
し、膜に捕捉されたイオン会合体を有機溶媒
で抽出した。溶媒としては、水の溶解性があ
り、抽出効率が高いことから、アセトニトリ
ルが最も適切であった。
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図１(1) オンライン固相抽出システム

図１(2) オンライン固相抽出システム

（ODS カラムへの吸着）

（ODS カラムからの脱着と定量）



メンブレン抽出法では、モリブデンブルー
が 10 倍濃縮されることになる。さらに抽出液
の吸光度は、イオン会合体あるいは溶媒によ
って最大吸収波長のシフトと最大吸光度の変
化の影響を受ける。アセトニトリル抽出液の
最大吸収波長は 690nm であった。

本法において、リン酸イオン濃度が 200
μg-PO4/L以下において高い直線性が得られた。
なお、200 μg-PO4/L は、公定法による分光高
度法で測定可能である。低濃度領域における
検量線の例を図３に示す。なお、濃縮倍率を
10 倍あるいは 20 倍とし、分光光度計の測定
には 50mm セルを用いた。10 倍濃縮の場合の
方が吸光度は低いが、安定性が高かった。5
回の繰り返し測定における相対標準偏差は、1
μg-PO4/L および 0.5 μg-PO4/L において、それ
ぞれ 8.2%、14.0%であった。
これらの結果から、メンブレン抽出法は、

FIA のような特別な装置を用いることなく、
FIA と同程度あるいは若干高感度にリン酸イ
オンの測定か可能であることが示された。

メンブレン抽出法は、公定法における吸光
高度法の後処理として実施可能であることか
ら、T-P の測定にも適用が可能である。ペル
オキソ二硫酸カリウム法によって T-P 測定法
とメンブレン抽出法と組み合わせた。濃縮倍

率 10 倍とし、10mm セルで測定した結果を図
４に示す。

(3)オンライン固相抽出法における試料供給
条件

ODS カラムはモリブデンブルーと DTMA
のイオン会合体に対する捕捉能力は必ずしも
高いものでなく、試料 5mL を供給する場合、
50mm のカラムが必要であった。このとき、
試料供給速度の影響を検討した結果、流速
2mL/min 以上で捕捉量が低下する傾向が認め
られたため、以降の測定では流速を 1mL/min
とした。

試料溶液にはモリブデンブルーと DTMA
のイオン会合体の他に、未反応のモリブデン
酸イオンと DTMA のイオン会合体、高濃度の
モリブデン酸イオンや硫酸イオン等の多くの
溶質が共存しており、測定誤差の要因となる
と共にカラムの耐久性にも問題があると考え
られる。共存物質除去のために、試料供給後
に純水でカラムを洗浄する必要がある。洗浄
用の純水の供給速度を 1mL/min として、洗浄
水量を 1～11mL の範囲で変化させた結果、イ
オン会合体に対応するピーク面積は洗浄水量
が 6mL までは急激に減少し、共存物質の影響
が認められた。洗浄水量が 6mL 以上ではピー
ク面積は安定していたことから、洗浄水量を
8mL とした。

(3)イオン会合体の溶離条件
捕捉されたイオン会合体を溶離するための

溶媒としては、水との親和性が高い極性有機
溶媒が必要であり、CH3OH、C2H5OH、CH3CN
の水溶液について検討した結果、CH3CN が最
も適切な溶媒であった。CH3CN/H2O の割合を
変化させて検討した結果、移動相としては、
CH3CN/H2O=35/65 付近が最も適切であり、移
動相流速を 1mL/min とした場合、イオン会合
体の保持時間は約 1.5min であった。

イオン会合体が溶出した後、カラムに残留
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図３ メンブレン抽出法における検量線
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している可能性がある共存物質を洗浄除去す
るために、100% CH3CN を流速 2mL/min で 5
分間供給した。その後再度 CH3CN/H2O=35/65、
1mL/min の条件で移動相を 3 分間供給した。
なお、試料溶液を ODS カラムに供給する前に
は、カラムに純水を供給して、カラム内の溶
媒を交換しておいた。

上述の溶出条（isocratic mode）における
blank 試料のクロマトグラムを図４に示す。明
確なピークが認められたが、ベースラインが
安定しておらず、測定精度を低下させる要因
となった。そのため、以下の gradient mode で
溶出を行った。0-1.5 min: CH3CN: 30%, 1.5-5.5
min: CH3CN: 35%, 5.5-10.5 min: CH3CN: 100%,
10.5-13.5 min: CH3CN: 35%。この条件では、
ベースラインが安定し、かつ、blank 試料でも
ピークを検出することができた。

(4)検量線
上述の条件において、リン酸イオン標準溶

液を用いて定量範囲と検出限界について検討
を行った。リン酸イオン濃度として 1～200
μg-PO4/Lの標準溶液に対して得られた検量線
を図５に示す。全濃度範囲において高い直線
性を示し、最大定量範囲は 200 μg-PO4/L であ
ることが示された。この濃度は分光光度計に
よって測定可能な濃度範囲であることが指摘
できる。本法は、このような広いダイナミッ
クレンジが得られたことが特長のひとつであ
り、他の高感度あるいは超高感度測定法では、
ダイナミックレンジは 2 桁程度である。この
要因は、溶液の吸光度ではなくクロマトグラ
ムのピーク面積に基づいた定量であることに
よる。

低濃度領域として、0.2～20 μg-PO4/L の範
囲における検量線を図６に示す。ここでは 3
回の繰り返し測定における平均値と標準偏差
を示すが、相対標準偏差はほとんどの場合 2%
未満であった。ブランクの測定値の変動に基
づき、S/N 比を３として検出限界を求めた結
果、0.14 μg-PO4/L であった。

本測定法においては、検水 25mL に対して

反応試薬が 4mL 添加されており、希釈効果が
無視できない。反応試薬を 2mL 添加してもイ
オン酸イオンの測定は可能であり、その場合
の検出限界は 0.1 μg-PO4/L であった。しかし
ながら、この条件では Si の妨害を受けること
が明らかとなった

(5)妨害物質の影響
珪素(Si)もモリブデンブルーを形成するた

め正の誤差要因となる。Si の影響を低減する
ため、反応試薬に含まれる硫酸の濃度を変化
させた。Si を 10mg/L 含む 10 μg-PO4/L 標準溶
液における呈色溶液における硫酸の規定度の
影響を検討した。その結果、最終の硫酸濃度
が 0.32~0.42N であれば、Si の誤差が 0.4%で
あることが示された。このことは、 0.1
g-PO4/L リン酸イオンの測定においても、
40%程度の誤差にとどまる。

海水中のリン酸イオンを FIAによって測定
する場合、高塩分濃度に起因する屈折率の変
化が大きいため、海水用の標準溶液を用いる
必要がある。本法では、モリブデンブルーの
イオン会合体を抽出するため、塩分の影響を
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低減できる可能性がある。NaCl 濃度を 3.5%
としたリン酸イオン標準溶液を調整し、本法
によって測定し、NaCl を含まない標準溶液の
結果と比較を行った。その結果、0.2 μg-PO4/L
においても NaCl の影響は全く認められなか
った。

(6)環境水の水質測定結果
豊川（愛知県）上流部の鳳来湖における表

層水のリン酸イオン濃度の測定結果を表１に
示す。FIA の測定結果は定量限界付近の値で
あったが、本法では確実に定量範囲内で測定
が行えた。FIA の結果に比べて本法の結果の
方が高い値を示したが、試料水の保存方法の
影響によると考えられる。本法用のろ過水試
料は冷凍保存であったが、FIA 用のろ過水試
料水は冷蔵保存であったため、微生物の増殖
の影響が現れたものと考えられる。
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1 1.73 1.13

2 2.54 －

3 1.68 1.78

4 2.23 －
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5 2.98 4.42

10 月 1 2.72 1.99

1 3.06 2.48

2 4.07 －

3 4.63 2.30
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