
BUNSEKI KAGAKU Vol. 48, No. 12, pp. 1129-1133 (1999) 112 9

C　 1999 The Japan Society for Analytical Chemistry

報 文

バソクプロインジスルホン酸錯陰イオンとしてキチンへの

濃縮を利用する微量銅の固相吸光光度定量

星 座R*, 小 沼 純 貴*, 千 葉 香織*, 菅 原 一晴*,

赤 塚 邦彦*, 宇 都 正幸**

Solid-phase spectrophotometric determination of trace copper 

after collection as its bathocuproinedisulfonate 

chelate anion on chitin

Suwaru  HOSHI, Kiyotaka KONUMA,  Kaori CHIBA, Kazuharu SUGAWARA, 

Kunihiko AKATSUKA* and Masayuki  UTO**

*D
epartment of Applied and Environmental Chemistry, Kitami Institute of Technology, 165 Koen-cho, 

Kitami-shi, Hokkaido  090-8507
**D

epartment of Functional Materials, Kitami Institute of Technology, 165 Koen-cho, Kitami-shi, 
Hokkaido 090-8507 

(Received  16  July 1999, Accepted 22 September 1999)

A collection method for anionic species on protonated chitin has been applied to the 

solid-phase spectrophotometric determination of trace copper. Copper is easily collect-

ed as its colored bathocuproinedisulfonate chelate anion on 20 mg of chitin from 20 cm3 

of aqueous solution at pH 5.0. The reflection absorbance of the chitin phase at 484 nm 

was measured directly. The calibration curve was linear in the concentration up to 1ƒÊg 

of copper on 20 mg of chitin. The relative standard deviation was 2.89% for 0.5ƒÊg of 

copper with 9 measurements. The tolerance limit for  VO3-is 200-times in the concen-

tration that of copper, and for  Fe3+ and  Al3+ it is 500-and 1000-times in the concentra-

tion of copper, respectively, when 5 mg of  F-is added. Common metal ions, reducing 

agents and inorganic anions do not interfere in the concentration range of 1000-to 

10000-times that of copper. The present method can be applied to the determination 

of copper in biological standard samples.

Keywords : Solid-phase spectrophotometric determination of trace copper; chitin; collec-

tion as copper bathocuproinedisulfonate chelate anion on protonated chitin.

1 緒 言

微量成分の分析において,感 度や精度を向上させるた

め,試 料マ トリックスから目的成分の分離や濃縮操作が

必要となる。そのような方法として従来の溶媒抽出法に
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替わり,様 々な担体を用いる固相抽出法が主流となりつ

つある1)～6).環境試料中の銅についてもその濃度レベル

が低いため,そ のような試料中の銅の分析を行うに当た

り,種 々の担体を用いる固相抽出法が前濃縮に利用され

ている.そ のような方法に用いられる担体としてアンバ

ーライ トXAD樹 脂7),キ レー ト試薬を担持 させたシリ

カゲル8),非 イオン界面活性剤による曇 り点抽出9),イ

オ ン交換樹脂10)～13),ナフタレン14),メ ンブランフィル

ター15)16),ポリ塩化ビニル膜17)18),熱可逆性高分子19)及

びアミノ多糖類キチン20)21)などがある.

キチ ンはセルロース類似の骨格構造を持ち,親 水性 と

疎水性のバランスの良い天然高分子である.し かし,セ

ルロースと異なり,そ の分子間における強固な水素結合

などにより,広 いpH範 囲の水溶液中で安定に存在す

る.こ のため,キ チンは吸光光度法,原 子吸光法及び電

気化学分析法の前処理として,目 的成分をイオン会合体

や陰イオン化学種 として固相抽出するための担体として

利用されている20)～36).その ような研究の中で,キ チン

の水ぬれが良いため水溶液中から目的成分を迅速に捕集

できること,及 び少量のそれぞれの系に適した溶離液で

簡単に溶出できるなど,固 相抽出担体としてのキチンの

持つ優れた特性が指摘されている20)22)～28)30)31).

本研究では,前 処理操作の簡略化,及 び固相抽出担体

としてキチンの応用範囲を拡大することを目的として,

キチン上に目的成分を呈色化学種として捕集 した後,固

相測定装置を付属 した分光光度計を用いて,キ チン相の

吸光度を直接測定する方法について検討を行った.こ こ

では銅イオンをバソクプロインジスルホン酸(BCS)錯

陰 イオンとして,弱 酸性水溶液からキチンのアセチルア

ミノ基がプロ トン化することにより発現する,陰 イオン

交換体 としての機能を利用 して濃縮し,キ チン相の反射

吸光度を直接測定して分析する方法について検討した.

2 実 験

2・ 1 試 薬

キチン:金 属イオンや不純物を除くため,フ ナコシ製

精製キチ ンを2moldm-3塩 酸溶液 と約3時 間かくはん

し,炉 過後,ミ リQ水 及びメタノールで洗浄 し,50℃

の真空乾燥器中で24時 間乾燥 したものを使用 した.

銅(II)標 準 溶液(1000μgcm}3):和 光純薬製原子吸

光用標準溶液を用い,必 要に応 じて希釈 して使用 した.

BCS溶 液(0.01moldm-3):同 仁化学研究所製バソク

プロインジスルホン酸ナ トリウム0.2823gを ミリQ水

に溶解 して50cm3と した.塩 化ヒドロキシアミン(HA)

溶液(0-moldm-3):和 光純薬製特級塩化ヒ ドロキシ

ア ミ ン0.6949gを ミ リQ水 に溶 解 して100cm3と した.

そ の他 の 試 薬 及 び 溶 媒 は,精 密 分 析 用 あ る い は市 販 特

級 品 をそ の ま ま使 用 した 。

2・ 2 装 置

キ チ ン相 の 反 射 吸 光 度 の測 定 は,島 津PC2400分 光 光

度 計 にISR.240A形 積 分 球 付 属 装 置 を装 着 して 行 っ た.

溶 液 のpHの 測 定 は,日 立 一堀 場F-7AD型pHメ ー タ ー

を使 用 した.試 料 溶 液 とキ チ ン との 接 触 か くは ん に は,

イ ウチTMS.6多 連 式 ス ター ラ ー を使 用 した.

2・ 3 定 量 操 作

銅1μ9ま で を含 む 溶 液20cm3に0,1moldm'3HA

0.2cm3,0.01moldm-3BCS0.2cm3及 びpH5.0の1

moldm-3酢 酸 緩 衝 溶 液0.1cm3を 加 え て5分 間放 置 し

た 溶 液 に キ チ ン20mgを 加 え,20分 間 か くは ん して

Cu-BCSキ ルー トを捕 集 す る.ア ドバ ンテ ッ ク製KG-25

メ ン ブ ラ ン フ ィ ル ター ホ ル ダ ー にNo.5A炉 紙 を 装 着 し

て キ チ ン相 を 炉 過 後,炉 紙 ご と分 光 光 度 計 の 固相 測 定 装

置 に 装 着 し,484nmに お け る 反 射 吸 光 度 を測 定 す る.

なお,使 用 した メ ンブ ラ ンフ ィル タ ー ホ ル ダー よ りキチ

ン相 ス ポ ッ トの サ イズ は 約16mmで あ る。

2・ 4 標 準 試 料 の 分 解

あ らか じめ シ1Dカ ゲ ル デ シ ケ ー ター 中 で10日 間以 上

乾 燥 した 国立 環 境 研 究 所 の 標 準 試 料PepperbushO.02g,

Mussel0.049,及 びChlorella0.049を テ フ ロ ンビ ー カ

ー に 正 確 に採 り,濃 硝 酸10cm3,過 塩 素 酸0.5cm3,及

び フ ッ化 水 素 酸0.5cm3を 加 え ホ ッ トプ レー ト上 で 湿 式

酸 分 解 を行 っ た.分 解 後,蒸 発 乾 固 近 く まで溶 液 を蒸発

させ た 後,0.01moldm-3塩 酸 溶 液5cm3で 溶 出 した.

得 ら れ た そ れ ぞ れ の 溶 液 は,1moldm-3ア ンモ ニ ア 水

でpHを 約3と し た 後20cm3と して,2・3に お け る 分

析 試 料 と した.

3 結果及び考察-

3・ 1 キ チ ン相 の ス ペ ク トル

Cu-BCSキ ルー ト及 び 試 薬 空 試験 液 の キチ ン相 の 反射

ス ペ ク トル をFig.1に 示 す.Cu-BCsキ レー トの スペ

ク トル は,484nmで 吸 収 極 大 を示 す た め,以 後 の測 定

波 長 は484nmと した.

3・ 2 Cu-BCSキ レー トの キ チ ンへ の 吸 着 特性

Cu-BCSキ レー トの キチ ンへ の 吸 着 特 性 に つ いて 検討

し た.銅(II) 5×10-4moldm-3, HAI×10-2mo1
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dm-3及 びBCS1.2×10-3moldm-3を 含 み,pH5.0に

調整 した溶液100cm3と キチ ン50mgを3時 間か くは

んした.炉 過後,Cu-BCSキ レー トの原液と炉液の吸光

度差から求めた銅キレー トのキチンへの吸着量は60.98

μmolg-1で あった.陰 イオン交換樹脂などに比較 して

必ず しも大きな値ではないが,微 量の銅を捕集するのに

は十分な吸着量である.

3・ 3 キチンへの捕集に及ぼす諸条件の検討

Cu-BCSキ レー トのキチンへの捕集に及ぼすHA及 び

BCS濃 度の影響について検討した.銅1μgに 対 し,HA

については5×10-4moldm-3以 上,及 びBCSに ついて

は2.5x10-5moldm-3以 上 で一定の吸光度を示した.

この結果より,添 加する試薬濃度は,試 料溶液に対して

HAは1×10-3mddm-3,及 びBCSは1×10-4mol

dm-3付 近 の濃度になるように加えた.な お,HAの 代

わりにL一アスコルビン酸を用いても定量法の設計は可能

であるが,溶 液を調製後HAの ほうが長期問保存できる

ため,本 研究では主にHAを 用いた.

Cu-BCSキ レー トのキチンへの捕集に及ぼす試料溶液

のpHの 影響について検討した結果をFig.2に 示す.

水溶液中ではpH3～7付 近で定量的に錯形成するが,

キチ ンへの捕集ではpHが4.8～6.1付 近 でキチ ン相の

吸光度は一定となった.こ のような点から,本 研究では

キチンへの固相抽出の際は酢酸緩衝溶液を用いpH5.0

に調整 して行った.な お,pH5.0の 水 溶液中でCu-

BCSキ レー トの組成についてモル比法により検討 した

結果,Cu:BCS=1:2の 組 成であることが確認された.

Fig. 1 Reflection spectra on chitin
Fig. 2 Effect of pH for collection of Cu-BCS 

chelate on Chitin

Fig. 3 Effect of aqueous volume for collection of 

Cu - BCS chelate on chitin
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したがって,こ の組成のキレー トがキチン上に捕集され

ていると推定した.

捕集に及ぼすか くはん時間の影響を調べた結果,Fig.

3に 示 すように5分 間程度のかくはんで一定 の吸光度を

得た.こ こでは安全のためか くはん時間は20分 とした.

キチンの量の影響については,そ の量が30mg以 上 に

なると希釈の効果によると思われる吸光度の低下が認め

られた.実 験操作 としての取 り扱いやすさを考慮して,

ここでは捕集に使用するキチン量は20mgと した.

Fig.3に 試料溶液20及 び100cm3か らの銅キレー ト

の捕集に及ぼすか くはん時間の影響について検討した結

果を示す.水 相体積が20cm3で はか くはん時間が5分

間以上で一定 の吸光度を示すが,100cm3で は一定 の吸

光度を得るのに30分 間以上のか くはん時間が必要であ

った.し たがって,本 法を環境水など極微量の銅を含む

試 料 へ 適 用 す る 際 に は,試 料 体 積 を多 くす る必 要 が あ

り,こ れ に伴 っ て か くは ん時 間 も長 くす る必 要 が あ る.

3・ 4 検 量 線

2・3の 定 量 操 作 に 従 っ て 検 量 線 を作 成 した結 果,銅1

μ9ま で につ い て,y=0.325x+0.061(γ=0.994)に 従

う直 線 性 を示 し た.こ こ で,yは キ チ ン相 の484nmに

お け る反 射 吸光 度 で あ り,xは 銅 の量 を表 す.ま た,銅

0.5μg,9回 測 定 の相 対 標 準 偏 差 は2.89%で あ っ た.

3・ 5 共 存 イ オ ン の影 響

銅0.5μgに 対 す る 共 存 イ オ ン の影 響 を調 べ た結 果 を

Table1示 す.銅 単 独 の 場 合 の 吸 光 度 と比 較 し て ±5%

以 内 を 許 容 範 囲 と した.こ の方 法 は比 較 的選 択 性 の 高 い

方 法 で あ る が,VO3-は200倍 まで の 許 容 量 で あ っ た.

Fe(III)及 びAl(III)に つ い て はFを5mg添 加 す る こ と

に よ り,500倍 及 び1000倍 まで そ れ ぞ れ 影 響 を抑 え る

こ とが で きた.金 属 イ オ ン な どの 陽 イ オ ン,還 元 剤,オ

キ ソ酸 イ オ ン及 び 一 般 の 無 機 陰 イ オ ン はTable1に 示

す よ うに1000～10000倍 ま で 共 存 して も影 響 し なか っ

た.

3・ 6 実 試 料 中 の 銅 の分 析 へ の応 用

Table2に 国 立 環 境 研 究 所 の 標 準 試料 で あ るPepper-

bush,Mussel及 びChlorellaの3種 類 に つ い て,本 法 に

よ り銅 の 分 析 を行 っ た 結 果 を 示 す.そ れ ぞ れ の 試 料 は

2・4に 示 す 湿 式 酸 分 解 処 理 の 後,分 析 を 行 っ た.

Pepperbush及 びMusselに つ い て は保 証 値 とほ ぼ一 致 し

た の に対 し,Chlorellaは か な り大 き な値 を示 した.こ

れ はChlorella中 の 銅 に対 して 高 い 比 率 で 含 まれ る鉄 の

影響 で あ る と考 え られ る.

Table 1 Effect of diverse ions on the determina-

tion of 0.5  jig of copper

The tolerance limit was taken as being the amount 

causing an error  •}  5% in the absorbance of copper 

alone. * 5 mg of F was added.

Table 2 Determination of copper in Standard samples issued by National Institute for Environmental Studies
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以上,キ チンの陰イオン交換能を利用 して銅を陰イオ

ン化学種として濃縮した後,固 相を直接吸光分析するこ

とで,以 前に検討したキチンヘイオン会合体として濃縮

後,少 量の溶離液で溶出する方法20)と比較 して操作がよ

り簡略化でき,よ り微量の銅の分析法を設計することが

できた.ま た,溶 出を行わないため,キ チ ン相への濃縮

を行う条件下でのみ安定な化学種すなわちアルカリ溶離

液による溶出条件下で不安定な化学種にも本法は適用で

き,今 後,多 くの呈色化学種を生成する系に応用可能で

あると考えられる.
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要 旨

弱酸性領域におけるアミノ多糖類キチンのアセチルアミノ基のプロトン化に基づ く陰イオン交換体 と

しての機能を利用し,銅 をそのバソクプロインジスルホン酸(BCS)錯 陰イオンとして濃縮した後,キ

チン相の反射吸光度を直接測定 して銅を定量する方法を検討した.銅 はpH5の 水 溶液20cm3か らキチ

ン相20mg上 にBCSキ レー トとして短時間のかくはん時間で迅速に濃縮された.キ チン相中の1μgま

での銅と484nmに お ける固相吸光度との間に直線関係があった.銅0.5μg,9回 測定の相対標準偏差

は2.89%で あった.VO3-やFe3+の 許容量はやや低かったが,金 属イオン,還 元剤及び一般の無機陰イ

オンなどは1000～10000倍 共存しても影響しなかった.本 法により国立環境研究所の生物標準試料中

の銅の定量を行った結果,鉄 の共存量が比較的少ない試料中の銅の分析値は保証値と良く一致した.


