実験４　環境分析レポート

4/21(金)　実験(A)FIAによる環境水中の銅の測定

4/25(火)　実験(B)イオンクロマトグラフィーによる環境水中の陰イオン分析
実験目的：(A)FIA　水中の銅を検出するためのFIAシステムを設計し、測定することと、FIAにおける測定精度・感度の向上について学ぶ。銅の検出にはTPPS３の遊離状態と錯体形成状態の場合で最大吸収波長が異なるという特性を利用する。今回の実験では特に各自サンプリングしてきた身の回りの環境水中の銅含有率を求めてみる。

(B)イオンクロマトグラフィー

廃水中の陰イオンを陰イオンクロマトグラフ法により定量する。

実験機器：(A)FIA　分光光度計・流通セル・測定用コンピューター・HPLC用ポンプ

ループインジェクタ（ループ容量５００μｌ）・反応コイル

(B)イオンクロマトグラフィー　

紫外線吸収検出法－UVDetector885－4020モデル

実験方法：(A)FIA　操作１　検量線用溶液の調製
調製済みの銅標準原液（1000ppm）をマイクロピペッターで100μｌ採取し、10mlメスフラスコにとり、メスアップしてよく混合した。この溶液を100μｌから1000μｌまで可変のマイクロピペッターを用いて以下の表の分量で100mlメスフラスコに分取し、超純水でメスアップした。

検量線用溶液の採取量と濃度

メスフラスコ番号
Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ

採取量(μl)
100
200
300
400

濃度(ppb)
10
20
30
40

操作２TPPS３及びTPPS３-Cu錯体の中性及び酸性時での特性吸収波長の測定

４本の１００ml三角フラスコに(1)水20ml　(2)水20ml　(3)40ppb銅標準溶液20ml　(4)４０ppb銅標準溶液20mlをとり、これに１Ｎ塩酸0.1mlを滴下ビンによりそれぞれ混合する。ここで、酢酸アンモニウム（分子量77.08）を0.15mol相当量の11.56gとアスコルビン酸（分子量176.13）を2.5×10-3mol相当量の0.44gを薬包紙にはかり取り、500ml試薬ビンで超純水に溶解させ、アスピレーターで約３分間脱気を行った。この酢酸アンモニウム－アスコルビン酸混合溶液を(1)～(4)までの三角フラスコに20mlずつ、5×10-6ＭのTPPS３溶液20mlをホールピペットで加え、混合した後、室温にて５分間放置した。(2)と(4)の溶液には６Ｎ塩酸を滴下ビンにて２滴ほど加え、pHを約１に調製した。これら４本の三角フラスコの溶液を自記分光光度計にて波長380nm～500nmにおいて吸収スペクトルを測定し、それぞれの特性吸収波長のスペクトルを重ね書きして出力した。

また、上記の操作と平行して、テキストの図を参考にして流路を設計し、FIAシステムを組み立てた。そして操作１で調製・脱気したアスコルビン酸溶液をセットして３０分ほど稼働させてシステムを安定させた。

操作３　検量線の作成及び未知試料の測定

各自のサンプリングしてきた環境水は肉眼で観察されるほどの濁りは見られなかったものの、念のため全ての検水をNo.2の濾紙で濾過した。30mlビーカーに検量線溶液及び検水を10mlずつメートルグラスではかり取り、１Ｎ塩酸を２滴加え、pHを調製した。これらの溶液を５mlの注射器でとも洗いした後、４～５ml吸い取り、FIAシステムに約３～４ml注入し、コックを切り替えてループ内の試料をシステムに入れた。それと同時に、速やかにコンピュータによる計測を開始した。まずは調製した検量線用溶液の吸光度をはかり、それに基づいた検量線をコンピューターで作成した。この際４０ppb溶液の検量値が他の濃度のものからすると、ずれが大きかったため、この濃度の溶液のみ作り直し、再び計測したところ、妥当と思われる値を得ることが出来た。その後、各自の試料、用意されていた雨水、五号館の水道水の順で吸光度をはかり、得られた検量線から銅の含有量を定量した。

(B)イオンクロマトグラフィー　操作1　検量線の作成

時計皿にKNO３、NaCl、K２SO４をそれぞれ0.497g、0.3293g、1.8152gずつ電子天秤で測り取り、30mlビーカーに移して超純水で溶解させた。この溶液を１Lメスフラスコに洗い移し、超純水でメスアップした。こうして調製した溶液はそれぞれ硝酸イオン、塩素イオン、硫酸イオンを約0.3mg、0.2mg、1.0mg含んでいることになる。この溶液を以下のように分量し、それぞれメスアップした。

検量線用溶液に分取した量


A
B
C
D

塩素イオン溶液
0ml
1ml
2ml
3ml

硝酸イオン溶液
1ml
2ml
3ml
0ml

硫酸イオン溶液
2ml
3ml
0ml
1ml

これによってそれぞれの溶液中の塩素イオン、硝酸イオン、硫酸イオン濃度は以下の表のようになった。

検量線用溶液のイオン濃度

A
B
C
D

塩素イオン濃度
0ppm
2ppm
4ppm
6ppm

硝酸イオン濃度
3ppm
6ppm
9ppm
0ppm

硫酸イオン濃度
20ppm
30ppm
0ppm
10ppm

これらの溶液をマイクロシリンジにてイオンクロマトグラフィーに注入し、クロマトグラムを得た。それぞれのイオンのクロマトグラムのピーク高をはかり、検量線を作成した。

操作２　環境水の測定　

それぞれのサンプリングしてきた試料を5ml注射器にとり、その中で濁りの見られた水はWhatman　25mmGD/X　Disposable　Syringe　Filterでろ過し、特ににごりの見られなかったものはメンブレンフィルターでろ過して、目盛りつきの試験管に計りとった。ここで、雨水以外のものは試験管の目盛りを元に5倍に希釈した。そして、これらの溶液をマイクロシリンジにとって、クロマトグラフィーに注入、計測した。この結果を、先に作成した検量線を基づいて、各試料中のイオン濃度を求めた。

実験結果：大きなグラフ等は末尾にまとめた。

(A)FIAによる銅の測定の結果

FIAによる銅の検量線用溶液の吸光度と検量線

TPPS３及びTPPS３-Cu錯体の中性及び酸性時での特性吸収波長の測定結果

サンプリングしてきた環境水の定量結果

(B)イオンクロマトグラフィーの実験結果

得られた検量線溶液のクロマトグラムからイオンの検知される順序は

Cl-→NO3-→SO42-
　　　　　であることがわかった。

各イオンの濃度－吸光度の検量線


[image: image1.wmf]-2

0

2

4

6

8

10

12

14

0

5

10

15

20

25

30

35

濃度（ppm）�

ピーク高（ｃｍ）

塩素イオン

硝酸イオン

硫酸イオン


各試料中に含まれる陰イオン濃度（ppm）


五号館の水
雨水
石川
石井
市原

塩素イオン濃度
20.8
7.64
19.3
42.83
41.68

硝酸イオン濃度
15.6
7.51
9.00
25.35
7.01

硫酸イオン濃度
39.9
2.83
32.4
56.40
34.57

（FIA）

設問（１）：バックグラウンドのアンモニア－アスコルビン酸溶液は脱気して使用したように試料や試薬中のガスを取り除くことができると、精度は上がる。また、FIAではコイルの中で反応が進行し、その反応物質が押し出されて、それを検知するわけであるから、その反応が充分に進行しうる時間がかかるようにコイルの長さやバックグラウンドの溶液の濃度、ポンプの流速、試料の濃度を調節する必要がある。また、基本的なことであるが、ほかの物質との判別がつきやすい波長の光を選択することや、定量したい試料の濃度が検量線領域に、できるだけ入るように検量線用溶液の濃度を調節するということも重要である。

設問（２）：反応物質の量や濃度を高くしてやる。 

ポンプによる流速を遅くする。

コイルの長さを長くする。

（イオンクロマトグラフィー）

設問（１）：液体クロマトグラフィーの長所としては試料中に含まれる多成分を同時に、しかも感度よく分析できる点がある。しかし、この利点はカラムの性能に寄与するところが大きい。特に性能のよいカラムは非常に高価であり、カラムが目詰まりを起こしてしまう可能性のある試料は、適切な前処理を行わなければならないという手間がかかってしまう。一方、フローインジェクション分析では、基本的に定量したい物質を発色させ、それに特定の波長を当て、その吸光度から分析するという形をとるため、一度に単一成分しか分析・定量することができない。しかし、液体クロマトグラフィーとは異なり、カラムのような高価なものはシステムになく、比較的安価で、精度の高い分析をすることができる。また、液体クロマトグラフィーに比べて早く分析できるという点も利点の一つである。

設問（２）：カラムに充填するイオン交換樹脂は、各イオンとイオンの価数に応じて親和性が異なる。そのためこのカラムを陰イオンが通過する場合、このイオン交換樹脂との親和性の強弱に応じてカラムを通過する速度に差が生じてくる。これによって複数の陰イオンが分離し、時間差で出口に到達・検出されることとなる。そのため価数の大きいSO42-は検知されるまでに特に長い時間がかかる。本実験ではフタル酸イオンを移動相に添加して分離したい陰イオンと競争的にイオン交換基に結合するようにした。

実験考察：FIAについて
TPPS３及びTPPS３-Cu錯体の中性及び酸性時での特性吸収波長の測定結果を見てみると、やはりTPPS３は中性下での遊離状態と錯体形成状態とでは、特性吸収波長は413nmほどであまり差はないが、酸性下における遊離状態の吸収波長は434nmに変化し、TPPS３錯体では413nmから変化しないことがわかる。このことは、今回のFIAの実験ではまさしくこのTPPS３の特質を利用して分析していることを証明している。

今回、検量線を作成した際、0、10、20、30ppbまでは順調に、吸光度0.006、0.0031、0.0061、0.0092と精度のよい検量値を計測していったが、40ppbの検量値が0.135と多少、それまでからすると高めの値が出てしまった。そのためもう一度この40ppbの溶液のみを調製しなおし検量したところ0.128となかなか精度のよい値を得ることができた。原因を考えてみると、溶液を作り直すことで解消できたということから、正確な分量をはかり取っていなかったか、もしくはメスアップした際に十分な混合が不足していたということが考えられる。

本実験では実験者それぞれがサンプリングしてきた環境水中の銅の定量を行ったわけだが、（石川：家の水道水、市原：数日前の雨水、私：家の近くの小川の水）当初の予測としては、当然私の水に最も多くの銅が検出されるだろうとみられていた。しかし実際には石川の水道水と市原の雨水は20ppb以上が検出されたのに対して、私の小川の水はわずかに8ppmほどであった。その小川の水源が元は水道水である生活排水と雨水がほとんどであることを考えると、上流から流れてくる間に何らかの形で「自然」に吸収されたか、雨水は降った地域によって大きく差があるという理由があげられるだろう。後者のほうは用意されていた雨水の銅含有率が8.3ppmであることからも妥当である可能性が高い。

イオンクロマトグラフィーについて

やはり、FIAに比べて手間がかからず、同時に多成分を分析することが出来た。１回の分析にかかる時間こそ、FIAに劣るが一度に多成分を、しかもかなりの感度・精度で分析できる事を考えると、FIAよりも多くの点で優れているといえる。しかし、それは高価な機械・装置に依存しているところが大きい。特にカラムが目詰まりを起こすなどのトラブルへの対処が難しい。その点FIAではシステム自体を自ら組み立てられるほど構造が単純である。分析したい成分数や成分の性質によってどちらが適しているか、どちらの方がより精度・感度よく分析できるか考えてから使用する方がいいだろう。

＊水の次に出ているマイナスピークについて。これはカーボネットディープといい、炭酸イオンが検知されたことを表している。今回の実験で現れている炭酸イオンは溶液調整後に放置していた際に空気中から溶け込んだものではないかと考えられる。
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