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フ ローイ ン ジ ェク シ ョンー蛍光 法 によ

る河 川水 中 の ア ンモ ニアの 定量

三笠博司,本 水昌二,桐 栄恭二R*

(1984 年 12 月 17 日受 理)

1 緒 言

ア ンモ ユ ア の定 量 に は イ ン ドフ ェ ノ ー ル 法1)～4),ネ ス

ラ ー法4)な どが も っぱ ら 用 い られ て きた が,河 川 水 中

の ア ンモ ニア を 定 量 す るた め に は 蒸 留 な どの 前 濃 縮 が

必 要 で あ る.ア ミン,ア ミノ酸 の 蛍 光 試 薬 と して 知 ら

れ る7-ク ロ ロ-4-ニ トロ-2,1,3-ベ ン ゾ キ サ ジ ア ゾ ー ル

(DBD-Cl)や ο-フタ ル ア ル デ ヒ ド(OPAと 略 記)も

ア ンモ ニ ア と反 応 し発 蛍 光 性 物 質 を 生 成 す るが,DBD-

Clの 反 応 速 度 は 小 さい5).一 方OPAは2-メ ル カ プ ト

エ タ ノ ー ル(MEと 略 記)の 共 存 下 で は ア ンモ ニ ア と迅

速 に 反 応 す るた め6),既 に ア ンモ ニ ア の定 量 に も利 用 さ

れ て い る7).更 に フ ロー イ ン ジ ェ クシ ョ ン分 析(FIA)

に お い て,OPA法 は テ フ ロ ン膜 分 離 後 の ア ンモ ニ ア の

定 量 に も応 用 され,好 結 果 を 与 え て い る8)9).ア ンモ ニ

ア のFIAに お け る検 出 法 と して は 導 伝 率 測 定 法 も用 い

られ て い る が10),テ フ ロ ン膜 分 離 法 に比 べ 装 置 が 煩 雑 で

ある.

本報では河川水中のアンモニアの迅速,高 感度定量法

の開発を目的とするため,テ フロン膜分離は用いず,又

アミノ酸の妨害を防 ぐために陰イオン交換樹脂を詰めた

カラムを流路中に挿入するFIA-蛍 光法を検討 した結果

について述べる.

2 実 験

2・ 1 装 置

FIAの 流 路 系 をFig.1に 示 す.送 液 は サ ヌキ工 業 製

ダ ブ ル プ ラ ンジ ャ ー型 ポ ンプ に よ り流 量 1.2ml/minで

行 った.陰 イオ ン交 換 カ ラム に は 内径 3mm,長 さ30

cmの テ フ ロ ン管 に Amberlite IRA-400 (粒子 径 0.38～

0.45mm) を 詰 め た もの を 用 い た 。 反応 管 は 内 径 0.5

mm の テ フ ロ ン管 を用 い た.な お,反 応 試薬 側 の送 液 管

及 び 反 応 管 は 光 を 遮 るた め に 黒色 の もの を用 いた.検 出

器 に は 18μl フ ロ ーセ ル 付 き 日立 650-10S 型 分 光 蛍光

光度 計 を 用 い た 。

2・ 2 試 薬

反 応 試 薬 溶 液:OPA (和 光 純 薬工 業 製)の エ タ ノ ール

溶 液 (84mg/ml) 5ml に, pH9.5の 緩 衝 液(0.4M の ホ

ウ酸 一水 酸 化 ナ ト リウ ムの 溶 液) 300ml を混 合 し,こ れ

にME(和 光 純 薬 工 業 製)の エ タ ノー ル溶 液 (5.6mg/

ml) 5ml, ア ス コル ビ ン 酸 水 溶液 (0.18mg/ml) 3ml

を加 え混 合 す る.室 温 で 約1時 間 放 置 後 用 い る.反 応 試

薬 溶 液 中 の 濃 度 は, OPA 1.3mg/ml, ME 0.089mg/

ml, ア ス コル ビ ン酸 1.7×10-3mg/ml で あ り,反 応 試

薬 溶 液 は調 製 後1日 は十 分 使 用 で き る.

標 準 液:市 販 特 級 塩 化 ア ンモ ニ ウ ム(和 光 純 薬工 業 製)

を減 圧 下 (5mmHg), 50℃ で8時 間 乾 燥 し,水 に溶 か

して 10-3M と した.使 用前 に適 宜 希 釈 して 用 い た.

3 結果及び考察

3・ 1 励起及び蛍光波長

励起及び蛍光波長は それぞれ極大波長である350nm* 岡 山 大 学 理 学 部: 700 岡 山 県 岡 山市 津 島 中3-1-1

Fig. 1 Schematic diagram of flow system
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及 び486nmを 用 い た.ス リッ ト幅 は ベ ース ラ イ ンの 安

定性 を考 慮 し,励 起 側2nm,蛍 光 側20nmを 用 い た.

3・ 2 試薬濃度及びpHの 影響

OPAの 濃度の影響について検討した結果をFig.2に

示 す.OPAの 濃度の増加とともに感度は増すが溶解度

を考慮 して10-2Mを 用 いることにした.同 様にMEの

濃度の増加とともに感度も増すが,そ れに伴いか ら試験

値も大きくなるため10-3Mを 用 いることとした.試 薬

の空気酸化を防ぐためにアスコルビン酸を用いた.ア ス

コルビン酸の添加量は検量線に影響を及ぼさない10-4

Mを 用いた.pHの 影響をFig.3に 示す.pH9.5付

近 で蛍光は最大となるので,pH9.5を 用 いることとし

た.

3・ 3 流 路系

1,2,3,4,5mの 長 さの反応管を用い,流 量を0.2～

1.2ml/minの 範囲で変.えて検討 した結果,長 さ3m,流

量1・2ml/minの 場合に最高の ピーク高さが得 られた.

試料注入量は多いほど感度は増すが,ピ ーク幅の増大に

より分析速度の低下を招くため河川水中のアンモユア濃

度を考慮 し40μlを 注入することとした.反 応試薬側の

送液管及び反応管に乳白色のものを用いるとピーク高さ

の再現性が悪いが,黒 色のものを用いると再現性はかな

り改善された(4×10-6Mの ア ンモニアの10回 の繰 り

返し実験の相対標準偏差は乳白色管5.7%,黒 色管1.8

%).以 上の 条件下で 検量線は2×10-5M(NH3-N:

280ppb)ま で直線性を示し,1時 間当た り40試 料の分

析が可能であった.Fig.4に 検量線作成の一例として

のシグナルを示す.

3・ 4 ア ミノ酸及びアミン類の影響

OPAは ア ミノ酸,第 一級アミンとも反応 し強い蛍光

を示す生成物を与える6).本 法ではアミノ酸の妨害を除

くために 流路系に 陰イオ ン交換カラムを取 り付けた結

果,ア ミノ酸は10-4M共 存 しても妨害とならないこと

が分かった.し かし,第 一級アミンは10-7M共 存 して

も正の誤差を与えた(Table 1).

Fig. 2  Effect of ƒÍ-phthaldehyde (OPA) concen-

tration on the peak height

Fig. 3  Effect of pH on the peak height

Fig. 4  Flow signals for ammonia
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3・ 5 無 機イオンの影響

河川水中に存在すると思われる主なイオンの影響につ

いて調べた結果をTable 1に 示 す.Table 1よ り,都

市下水の混入 しない河川水中に存在すると思われるイオ

ンは妨害 しないことが分かる。

3・ 6 河川水中のアンモニアの定量

河川水中のアンモニアを定量 した結果をTable 2に

示す。 各河川のアンモニア濃度は平均値30～50ppb11)

の1/3か ら5倍 程度である。回収率は,試 料水20mlと

ア ンモニア標準液5mlの 混合溶液の定量結果より計算

した.又,水 道水のように残留塩素を含む試料の場合に

は,残 留塩素により試薬が酸化され妨害となるので,試

料水は亜鉛粒(和 光純薬工業製,砂 状無 ヒ素亜塩)を詰め

たカラム(内 径3mm,長 さ15cm)を 通 した後,試 料

導入バルブに入るようにした。これにより塩素は還元さ

れて塩化物イオ ンとな り妨害とはならなかった。

4 結 語

本法によれば,河 川水中のアンモニアを高感度,迅 速

に定量できるため,汚 染の少ない河川水中のアンモニア

の簡便な分析法として有用である。

文 献

1) C. j. Patton, S. R.  Crouch  : Anal. Chem., 49, 
464 (1977). 

2) T. T. Ngo, P. H. D. Phan, F. C.  Yam  : 
Anal.  Chem., 54, 46  (1982).

3) JIS K 0102工 場 排 水 試 験 方 法(1981).

4) "Standard Methods for the Examination of  Water 
and Waste Water", 14th ed. p. 407 (1976), 
(American Public Health Association, Wash-
ington D.  C.). 

5) Y. Nishikawa, K.  Kuwata  : Anal. Chem., 56, 
1790  (1984). 

6) M.  Roth  : Anal. Chem., 43, 880 (1971). 
7) N. D. Danielson, C. M.  Conroy  : Talanta, 29, 

401  (1982). 
8) T. Aoki, S. Uemura, M. Munemori : Anal. 

 Chem., 55, 1620  (1983).
9) 青 木 豊 明, 植 村 哲, 宗 森 信: 分 化, 33, 505

(1984)。

10) R. M.  Carlson  : Anal. Chem., 50, 1528  (1978)  .
11) 小 林 純:農 学研 究,48,63(1960).

☆

Fluorometric determination of ammonia in 

river water by flow injection analysis. Hiroshi 

MIKASA, Shoji MOTOMIZU, and Kyoji  TOEI (Department 

of Chemistry, Faculty of Science, Okayama University, 

3-1-1, Tsushima-naka, Okayama-shi, Okayama 700) 

Flow injection analysis(FIA) was examined for the 

fluorometric determination of ammonia in river water. 

Ammonia reacted with ƒÍ-phthalaldehyde(OPA) in the 

presence of 2-mercaptoethanol(ME) to form a fluore- 

scent substance at pH 9.5. The reagent solution con- 

taining  10-2 M OPA and  10-3 M ME and the carrier 

fluid(distilled water) were propelled by a double plun- 

ger pump at a rate of 1.2  ml/min. The  40ƒÊl sample 

solution, injected into the carrier stream, was mixed 

with the reagent solution in a Teflon tubing (3 m, 0.5 

mm  i.d.) and led to a flow  cell(18 ƒÊl). Fluorescence 

excited at  ƒÉex=350 nm was measured at  ƒÉem=486 nm. 

Ions present commonly in river waters did not interfere 

with the determination of ammonia. An anion  ex-

Table 1 Tolerance limit of coexistence of diverse 

substances

Table 2 Determination of ammonia and recovery 

test of ammonia added to water sample
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change column installed just behind a sample injection 

valve in the flow system was  effective in eliminating 

interferences with amino acids. Using the proposed 

FIA system, trace amounts of  ammonia(3•`150 ppb as 

nitrogen) in river water were determined in the rate 

of 40 samples per h.

(Received December 17, 1984)
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