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Fe汁鉄試薬を用いた高感度還元糖定量法  
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TakeshiIKLTト1A，K〔叫iil加uT〔■Ht．YLLjiTAKAHASHl，   

KeikoSA（1ⅠゝAKA，all〔lTosllillidpnK」丸SAW∧  

要  

鉄（Irぐご；・’）試薬フェリシアナイドイオンの還元を基にした還元糖走景法はHagだ（lol・】lall（l  

JellSelllHagビ〔tOl一Il－H。C．a11（しlぐ】lSぐn，B．N．1923．Biuし加l】l．乙1き5：46一矧により最初に考案さ  

れ、FoLina［l（1MallTll・OSIFolれ0．all〔1Malmros．H．1929．］．Bio］．Chem．83二115－120Iによって  

比色定量法に改良され、更にこれは1，al－kaIl（lJollIISO】l上IjalkJ．T．別IdJolln翻れM．J＿1949．  

J，Biol．Cllem，181：149－151】によって高感度分析法に改良された。我々はPal－ka】ldJohllSOLl  

（1949Jにおける試薬を改良し、更に約2倍高感度化し精度を高めた。測定叶能範囲は0ふ  

20〃gガラクツロン酸である。   

キーワードニ還元糖定量法、高感度定量法、鉄試薬比色定量法  

らも比色法が点いと結論できる。   

遠元糖の還元叢と反応する酸化剤としては、鋼試  

薬（SolnO幻ri1952）、銅及びキレート試薬（MぐFeete】・s  

l∈略0）、鉄試薬（Fり1illalld Malnlr（）S1929；Ht）Ⅳatll  

all（lKllehr1941；Paユ・ka11（1Jt）111】馳111949）、及びニト  

ロ試薬（B仰ぐ1ぐt∂】．ユ952′；DoIでIaIldl〕etlCl1953）等が  

広く用いられてきた。   

鋼試薬を用いる賜合には、還元糖によって生じた  

Ctlトは空気酸化及び溶存酸素による酸化を受けヤす  

く、更に鋼試薬中の硫酸ナトリウムの濃度が高いた  

めに保有中に結晶が析出しないように注意を払わな  

緒  官   

選元糖の定量は還元糖に存在する還元剤としての  
還元基と酸化剤との酸化還元反応を基本にLて行う  

のが一般的である。還元糖によって生じた物質の定  

量には備忘法度び比色法が用いられている。   

満足法では滴走試薬である濃度の止確にわかって  
いる標準溶液が必要であるのに対して、比色法では  

試遜濃度の高い厳密性を要しない発色式典を必要と  
するのみである。時間の経済性では明らかに比色法  

が勝り、景色が安定であれば、感度及び精度の点か  

帯広畜産大サ丑物部源科・汁軒  
】）ぐ1）iⅥい11り1lo」川（り一tlヽ＝11てtlSぐi州廿，りl）il川りしー仙で1‾1iLI－り1‘Aか山111しl作ミIll〔l＼′ビIt■」■i】】ill了・MHliしiI】ピ  
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〔以下SI）封（㈲光載薬工棄 度化学用）、硫酸（和  

懸耗顔l二葉 精密分析用）。  

試薬の調製   
ロ・GA標準溶液Ⅰ丸GAl水和物約良51将（ヂ与サ  

ータ保存、マイクロ天秤）を止確に秤取り、メ属‥フ  

ラスコ（250又ほきPITIL）にふれi溶解させ、イオ  

ン交換蒸留水淑下総永）でメ議ア・曳プした。D－  

G一鳩車瀞推の漁掛よ約2相見は1槻ノ上g如l－であ蚤。   

0．05M炭酔ナトリウム・軋01Mシアン化カリウ  

ム試薬（以下覇業1）無水染酸ナいJウム昏よ3g  

ぐオートバランス）を秤取trJ，純水（約剥¢11正）濠  

入れたメ【トルグラス（1L）に入れ、授秤溶解さ  

せた。、凍に、シアン化かフウふ0、め只雄一声バラ  

㌢ス）を秤限り加え、引き簸き蒋解きせた。溶塀′艶  

純水で1T一にメスアップLた。これを一部様澄現像  

存し、ストッタは痘℃で保有した＝   

0．8015Mフェリシアン化カリウム試薬（以下試  
薬2） メートルダラス（1L卜に純水（約500111L）  
を入れフェリおアン化かJT針ム且恩恵を牢番り加  

え、撹絆溶解させた。終了除後、純水で1Lにメスア  

ダブlノた。こ乳をさ℃で保存した芦   

0．ほ％（w／v）鉄ミヨウパンー8．】隠血相馬借－  

0．03N硫酸試薬（以下試薬3） メートルダラ薫  

ほ1J）に純水（豹1．6L）を入れ、囁醸茅．斑11乱筆メ  

スピペヅト）を加え撹粋L、鉄ミヨウノヾシ3．8g奮  

加え、留寝1時間虎拝し、溶解きせた点要長；S硲望g  

を加え撹絆Lた。溶解綾、純水で2Lにメ兼アラブプ  

したこ．この試乗は垂謹で′保存LたQ   

O．15％【w／v）鉄ミョウパンー0．2％（w／vトSDS－  

0．03N硫酸試薬（以下改良試薬3） この試薬は、  

ST）54喜を加える以外は試薬3と同線に調製し転位  

し、この試薬は同時に4L調薬した。   

D・QA膏t既知溶液の調製（ParkandJohnson  
（1949）に従った場合）1トGA標準溶液と純水とを  

用いて1Il】L中に約ト9／′gの範園のけGAになるよ  

うに17．5x138IrlIll亡母試験管中に、フィンピペット  

を用いてⅠ〕－GA含宴既知溶碓を調製した。   

D－GA含1既知溶液の調製（高感度改良法） 防  
（iA標準溶液と純水とを用いてU，511止中に約卜鋤膵  

の範囲の1）イ；Aiこ額るよう、にu又1舶坤鶴の試韓管中  

に調尊芝Lた亡   

ければならず～ また再現性の点から嗣試薬の調製の  

虎に標準曲線を作成する必要がある等の頗醸さが伴  

う。   
ニトロ試薬としては∂，5－ダニ一口サリテル鴨  

他州血沈適触服椚．4－ぎニトロ安息番軌助で1  

綱引貌騨1195誘うが爪いられているが、3．諷ぎニトロ  

サリチノむ魔の場合には試薬そのものの洲鮭漁長をこお  

ける磯漁港度が高く、従っ…てプチン夕値が高密なる  

欠点が傷為ひ3，4－ジニトロ安息督酸（B（〉l，ピトallそl  

I池I土倉l195ヨ）を用いた方法では、発色操作カざ複雑で、  

椎出操作があ要なため煩雉で、更に窒亀も不安定な  
ために多数めサンプル各処理する親告には未きな衷  

薫と叡る。   
教戒轟俵はア心かJ性廉件トでフェリシア軒イド  

（1なト）が糖の還元鳥により遺元されてワ丁．ロをアナ  

ずド（ー－ぐ⊥）になる反応念基本反応としたもので、滴  

定法（勒酢（lo叩卿（1JⅢ刑1192写：胎脾＄1郎墾で胤  

湘走可能範剛Ha11ぐゝ192馴は0．2－3．ざ1噂須拍－ス  

習∴感度は低いが、、実験結果の再現性は非常㌫鄭擁  

し淋しながらキ反応後残存するフェリシアサイ、ド  

（F㌣1う奮立墓する避痛覚法であるため実験棟伸治噌  

肇なの撥音永点である。〔一方、此色荒壁法では、蒸元  

隠によ‡）生じたフェロシアナイドを直接測定するの  

で厳重附こ座れている∧。又、測定可能範開（Palゝk  

細波りぬIS甜11949iは．ト9／▲gクリレコー、スで、従って  

威厳よノ′ぎgレベルで非常に良く、な離ゝ肇試親電安  

価である。   
鼠ヒ軋舶ゝち、我々（真澄元槍の濃婁放として駄就  

薬を恥≒′る方法を採用L、更に借賃分鱒酵素っの酵素  

潜性を感度良∴くひ射ては商い精度で決定するため  

に、玄、カラネタロマトグラフす－からの多鞍帝労  

務画釧こも時灘するために、Ⅰ｝ark姉机困而蜘  

（ユ弼）の鉄重森承を改良し、電に高感劇ヒするため  

に橡計を弔った。  

試薬及び実験方法   

試薬   
D－ガテクソロン酸く以下Ⅰ｝GA）1水和物（Si掛1Ⅲ）、  

無水炭酸ナいノウム（関束化学 特級）、フェリシ  

アン化かフウム（和光純賽l二業 特級：）、硫酸鉄  

＝侶 アンモニウム12水和物（以下錬ミヨウ、ノシモンニ）  

（利光椎葉丁業 特級）、ドテンJk硫酸ナトリサム  

ー3る  
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発色操作1（ParkandJohnson法）   

試薬1は 一部室温に静置している溶液を、試薬2  

は冷蔵境内（5℃）に保管されているものを、試薬3  

は室温静置のものを用いた。各々の必要量をメート  

ルダラスに取り、、試薬2′は星混（25－27℃）に約30  

分間暴姦し、室温と平衡化した。D・（；A既知睾（ト  

9メg）1∫止が入っている試験管（17．5x130Ⅰ－1Ill）  

中に、試薬1、2の順に各々1【11l＿（フィンピペット）  

ずつ添加し、撹枠（タッチミキサー）後、100℃で  

15升閤加熱（アルミキャップ及びアルミドライバス  

使用j して，酸化還元反応を行わせた。その後、－  

20℃フリーザ←中に5分開暴毒し、溶液を室温に戻  

したけ次に、試薬3を5】ⅥL（フィンピペット）加え、  

挽枠（夕・7チミキサー）．Lた後30℃ けルミドライ  

バス）で15分間インキュペ【トしで完全に発色させ  

た。   

発色操作2（高感度改良法）  

Ⅰ）イ；A既知量（ト9／」g）0、511止が入っている試  

験管（13xlOOiIll11J中に、試薬1、2の順に各々  

500〃Lずつ添加し、柁拝後、100℃で15分間加熱し  

た。・凱〕℃に5分間暴産後、改良試薬3を2．5nlI．〔フ  

ィンピペット）加え、30℃で15分間インキエペー卜  

して発色させた。  

吸光光度測定   
3（I℃で15分間インキエペ－ト複、光賂長1し・111の  

マイクロセル（：ブラックフェイス）を便用して690  

n【】lにおける吸光光度を測定した。その際、ブラン  

ク4試験管のうち、最初の1本をセル内の測定毒液に  

よる平衡化に使用し、その吸光光度データは無条件  

で棄却Lた。測定後、得ちれたデータについて再現  

性（C．＼7．値）を調べ、標準曲線の傾きを最小自乗法  

によって求め、相関係数から一次回帰式の信頼性を  

考察した。  

衰1．ParkandJohnsonに従った発色操作．  

【ト（坤一針 データ   てド均催  し■・＼／値川  

⊂〉  l⊃）  

（P ・く  

0   2   4   6   8  10   
D－ガラクツロン酸（〃g）  

図1．ParkandJohnsonに従って作成した標準曲線．  

標準仙親の1次回帰式一ま〉・0．幌72x＋U．0噂となった．  

1次回焔式の相関係数はR＝明965となった．  

C、【弛1iiユ；△、【）il【i12；□、い親鳥巨▲、平均倍．  

表から明らかなように、プランタにおける吸光光  

度のぼちつきは∴吸光光度催が非常に低いため、   

結果及び考察  

ParkandJohnson（柑49）に従った還元糖の定1   

Park三l】lrl．†01111S川1（1949）に従い発色操作1を行  

ったときの森吉果を表1に示す。  
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ではあるが改良きれ、ベルリン音読殿の盤鹿は試薬  

3蜂伽複約2．5時間ほ起きをかったので、議蒸さ漁初  

級吸光光夜測定終了までの時間は約1時間であるこ  

とを考えると操作ヒの潮鼠点は解決守きたe以上の  

点かちSI）S汲鹿を高めると、試薬声の低温保動こ案  

か鉄ミヨウパン濃度の減少に、よっで晦こる務ルリン  

苛沈殿の境域は抑制∴容れると考えら軋る。   

ParkandJohnson（1949）に従った改良試薬3を用  

いての還元糖の定量   

低温長期保存試薬3へのST）S追加添加によi〕ベル  

リン育沈殿生成の抑制効果が観察され、改良試薬3  

は試薬3に較べてSI）S濃度が2倍なので、ベルリン青  

沈殿のゝnSによる可溶化効果の促進によっで発色の  

持続時間がピの程度改葬されるかを更に詳しく調べ  
為ために改良試薬3を用いて行った。発色振作1を行  

った時の結果を表2に示す′】  

衰2．改良試薬3を用いてParkandJohnsonに従っ  

た発色損作．  

ぐ．V．値は7甘粕になり、他に比べてC．V．値が高く、  

再現性は低かった＝ しかしD－GA含有サンプルに対  

する吸光光度のC．Ⅴ．値は約3〝gの場合には、2．8蝕  

と若干悪かったが、それ以外の場合ではD．も3－2．371私  

で、データの再現性は高かった。発色の安定性すな  

わち可溶性紛維持は約9／fgの多量のr）右Aの存在下  

においても試護3添加後ベルリン青沈毅が約4時間は  

生じず、ト7〃gの範囲の【）一GAでは可溶化された  

ままであったので、安走な発色操作であると考えら  

れる。   

表1の結果から作成した樺準曲線を図1に示す。  

標準曲液の一次也帰式は、y；0．餌72五＋0＿009となり、  

感受性（傾き）すなわちt）一GAl〃gあたりの紺白  

tItmに釦ナる吸光光度は0．糾72であった。相関係数  

は0．9髄5となり、相関係数から評価される標準曲線  

の信相性は概ね良好であった。3同素験を繰∧り適し  

た結果、D・GAl〟gあたりの6卯nlllでの吸光光度  

は、各々0．8472、0．n470、及び0．0456となった。こ  

れら1のC∴J．値は1．87【鬼となり，高い再項性が確認さ  

れた。しかしながら、感直の点では約恥gのけCA  

に対してきえも690Illllにおける吸光光度が釣れ42准  

度と低く、より正確な結果を得るためには不卜分で、  

この点については改良する必要があると結論した。   

試薬3ほ案温で保存Lたが、安定な長期的保存は  

低温での方が好ましいと考えられる。そこで長期間  

低温で保存してみたところ∴鉄ミヨウパンと思われ  
る潜晶が析出したので、その試薬3を吸引ろ過  

（ABVANTEC5B克景用ろ叙）後、Parka11【lJo】111－  

soIl（194別 に従って発色操作1を行ってみた。結  

果は示さないが、データのばらつきは許容されるも  

ので、標準曲線の一次回帰式の傾きすなわち感受性  

もほとんど変化しなかった（息5％未満）。しかしな  

がら、ベルリン青沈殿の可溶性は著しく低下L、  

30℃で15分間のインキュペート中に沈殿を生じる場  

合もあり、操作性に大いに間遠があり∴試乗3の低  

温での長期保存は不適切であると判断Lた。   

上記の髄果よi）、ベルリン育沈殿生成を国選する  

目的で、低温で長期間保存した試薬3の吸引ろ過後  

の溶液にSDSを0．2一方，（wル）逼迫加添加した後の試  

薬を使い、Pal－lくall（l．TollIISOll（1949）に従い発色操  

作1を行った。結果は示きないが、得られた標準曲  

線ぬ一次回頂式におけ私感受任は撞僅か（2．5（ガ．程度）  

一38  

】）－（；Aし“g） データ  平均値  ぐ．11値ぐぎ，）  

0．012  0．016  4乱81  

0．025  

n．Pll  

（）．（）5ボ  0．〔願  17．63  

（）．0給1  

（〕．n64  

n．149  日．156  4．2t〉  

∩．162  

0．157  

0．244  F）．249  1．75  

0．252  

0．251  

0．350  0．346  0．93  

∩．3√t5  

0．344  

0＿426  n．430  0．執1  

0．429  

0．434  

ブランクデータ及び℃・GAl／上gの場合のC．11億は吸  

光光度値が低いため再現性は低かったが、それ以外  

は概ね良好であった。巣∵邑の安定性については、  

上）－（；A9／一宮存在下においてさえも約7時間以上もペ   
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ずに行うことを考えた。これにより、反応系では2  

悟の精液変を得たことになり、感度が上昇するもの  

と思われる。又、使用する試薬類を半分量に減ちL  

たことでピペット操作はより行いやすくなり、試薬  

の億用景も半減し、怒涛的でもある。改良劇薬3で  

はなく試薬3を用いて、発色操作2を行ったときの結  

果を泰3に示す：，  

表3．Pa佃andJohnsonの1／2スケールでの発色操作．  

ルりン青沈殿が生じず、SDS濃度を上昇せた効果が  

顕著に観零された。又」嬬作性についても、Sf）S濃  

度を2倍に高めた事による敏光光度測定に対する影  

響はほとんどなく、そして税搾における溶凍の発泡  

性も大きく硬化せず、操作性に（雲脚の問題もなかっ  

た¢  

‖－（iA（．′∫g） デ←タ  平均値  じ＼「惜（㌻・）  

0  0．m7  0．（X）7  （】．伽  

0．007  

0．仙7  

1  0．113  0、116  

0．11と；  

0．117  

き  0．315  （）．319  

り．322  

0．321  

0  0．521  り．衰2  

0．524  

0．521  

q・718  0・718  

0．719  

0．718  

0．906  0．餌㊥  

0．9鹿  

0．914  

2．2呂  

1．19  

0．33  

n．弼  

図2、改良試薬3を用いParkandJohnsonに従って   

作成した標準曲線，  

標準勘繰の1次回帰氏はy＝0．〔小】1x＋（川13とな1jた．  

1歌l叫希式の柵馴系数は良0．99S2となった．  

⊂〕、【hlj11こ△、【）illn2；11、L仙飢▲、半均軋  

表2の結果から作成Lた標準曲線を回2に示すく。  

標準曲線の一次回帰式は、）「＝0．0崩1x十q．n13とか）、  

感受性はP打kall〔り－）llns（】m法に較ぺ減少したが、相  

関係数は0．9982であり、信頼性は良好やあった。3  

回美顔を繰り返した紡来、感受性はI）－GAユ〃gあ  

たりについて各カ0．似41、0．0438、及び0．0456とな  

り、C．Ⅴ値は2．15－．ゾ，で、高い再現性が確認できた。  

試薬1、2、及び3を用いたPark andJohn＄On  

（1949）の1／2スケールでの発色操作1   

次に扶オはこの還元糖定量法を用いて酵素活性を  
精度良く求める目的で高感度化を試みた。まず  

Park胡1（り01111SO11（1949）の反応系の終体積を8  

1¶Lから4n正に減少させ、糖意（ト9〃g）を変え  

ブランク値は低下し、データのばらつきはじ1r．値で  

0．08－2．2S甘．となり、非常に高い再現性が得られた。  

Lかしながら、発色の、安定性については、Pa止別1（l  

．TollIISOn（1949〕に従い実験を行った場合に歓べて  

大きく減少し、約1時間でベルリン青の沈毅を生じ  

た。これlまSr）Sの量すなわち試薬3の量が半分量に  

減少しSI）S過度が十分でないために起こったものと  

考えられる。就薬3の添加後、吸光光度測定終了ま  

での時間は約1時間必要とするため、操作性におい  

て大きな悶絶で、改良を要すると判断された。   

表3の結果から作成Lた標準曲線を囲3に示す。標  

準曲線の一次回帰式は、y租P992Ⅹ＋0．0014となり、  

感受性はⅠ，al■kaIl（lJ（）1】mS（）Il（1949）に従った場合の  

0．餌72に対して（図1参照）0．0992となり、約2．1倍  

－39－   
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表4．高感度改良法による発色操作．  

t）－（i∧り‘射  データ   1明値  £、Ⅵ値鞘  

0．0上5 仇飢6 8．2宣  

Q．qlfさ  

111〕：：  

8．1ヱ5   D．1三盛 

巨1ニード  

怜．12轟  

0，欝  0讃；汚  

0327  

0．滋6  

8．糾9  （）．封5  

鋸鱒  
匂．556  

0．72＄  0方3各  

0－722  

〔しTtiJ  

魯淑6  むご衰21  

1）．腑  

n．！冶0  

1．21  

0，糾  

2．47  

3．00  

区3．ParkandJohnsonのl〟スケールで作成した  

標準曲線．  

標準曲磯の1次回帰式はy＝（）．胸92x＋0．0014となった 

1次l白1帰式の相関係数はR＝D．錮98となった．  

C、I）血1；△∴匪頓㍗「1、り；lta3；▲、平均胤  

に上昇した8相関係数も0．9998となり、→次回稲武  

の倍廟性ほ非常に高かったい3回実験を繰り返Lた  

結果、D－GAユβgあたりの吸光光度は各々仇0969、  

0，0984、及び0．0992で、ぐ．V．値は1．19一‰となり高い再  

現性が得られた。Lかしながら前述したように、吸  

光光度測定中又は後にベルリン青沈殿を生じるた  
め、ベルリン青沈殿の可溶化時間を改善しなければ  

なちないと考えられる。  

改良拭羊3を用いての高感度改良法による還元糖の  

定t   

Pal・k弧dJollnSOll（1949）に従った発色操作1卓  

終体積4mL糸で（1／2スケールダウンして）標準曲  

線作霞実験を行った場合、ベルリン育沈敗が短時間  

で析出する点以外は、高い再現性・感度・相関係数  

が得られた。既に述べた裏うにSOSlこはペかノン育  

沈殿生成の抑制効果が認められたので、試薬3の  

SDS農産を0．1一端（w／v）から0．2■ガ，（w／v）に増加させ  

た改良試薬3を用いて標準曲線を作成Lた。変色操  

作2（高感度改良法）に従って行ったときの紫果を  

表4に示す。 

プランダに串いてはご．Ⅴ．値ほ8忍ぎ馬とな琴若干再現  

性は低かったか、ぞれ臥外の丁）－GA含有サンプルに  

おいて良逃亡．Ⅴ．値郎録－き．融鏑㌔デー、タの再現性につ  

いて昼餐く閉篭はな：かった。ペル1Jン青沈殿の生成  

については、改良試薬3添加後148分で駆Aの約7及  
び9〃gにおいて沈毅が析出しはじめたや吸光光度  

判定終了までに改良開渠3凍加穣紛1時間要すること  

を考えると、実用上ペルー古㌢夢枕願析出間琴は皐纏  
きれた。 

ベルリン育沈殿の抑制の、ためにSDS浪寝では筍電  

鉄ミヨウバン療虔を0．1駆（吋v）から0．27凱毎掬  

すなわち熱射線粗鉄で皿 アンモ声ウム濃度を  

0．15察（w獅に増加させた試薬3を調製L標準曲線  
灘成東頗を行ってみたが横暴は郵鍼畔車この  

場合むこは試薬3添加後、きp℃で15分間オンキュベー  

ト中にべルリン音吐級を生じてL凄い、鉄ミヨウノこ守  

㌢渡席には最漬範囲が存在することが明らか〔㌻なっ  
転   

表4の東栄かち作成した標礫曲線を囲4に示すヴ頑  

準曲線の－一次凶帰或は、y＝仇10触十け．024とな弟′，  

感度すなわち0－GAl〝g烏たり；∴の威光光渡は0．100  

となり、Parka11dJdlllSのn〔1負49）に従った廃合   
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表5．糖含有量の上限値決定のための発色操作．  

Ⅰ）イi叫′‘g） データ  Jド均値  し＼－・植右－）   

図4．嘉感度改良法を用い作成した標準曲線．  

標準‖L】線グ）1二如イ帰式烏う＝（1．⊥r）0Ⅹ＋し）．024とな′ノ7二二  

IJ加小話式〔り仙某‖系放は艮－0．（）991となった＿  

∴【1日こ11二△、‖＝点∴L⊥、＝川13こ▲、ヤ拘植   

（0．り472：阿1】の2．1倍となり、ベルリン青沈殿析出  

までの時間も人きく延長できた。相関係数は0．9991  

となり、1ノ／2スケールダウンの場合（回3Jとl司様  

に高く、▲次回帰式の信締性は高い。3因実験を繰  

り返した織果、I）－GAl〝gあたりの吸九九度ほ各々  

∩．1r札0．0972、及び0．09射で、〔＼＼r，値は1．45リiノ，となり、  

高い再現性が得られた  

高感度定量法での楯含有t上限値の決定   

高感度定量法において、い－（；」lの蝦′ト検出量は約  

0．5．（′見であることは前述のように明らかであるが、  

還元糖雇還による酵素活性の測完の鳩舎には、還元  

糖上限値いくらまで酵素活性の比例性が確保される  
かは非常に重安である。そこで糖含有量を増加させ  

て、690】lI11における吸光光度範囲2，0迄において、  

何処まで止確に定量‖」一能かを調べた：二上）－（iA20′りg  

までで発色操作2に従ったときの結果を表5に示す。  

貴から明らかなように、ブランクの（1V値は高かっ  

たが1－20．′上gの範囲で安定Lたし＼＼′’・値が得られた－  

表5の結果から作成Lた標准曲線を図5に示す・＝  

20／上官l）－（iA迄の範囲で♂）標準曲線の・次国帰式は、  
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図5．高感度改良法による犠含有tの上限値決定．   

2（りJg、までの横言良二では怖控断線¢＝執藩閥式は  

〉r＝0．関51Ⅹ祀．031となった．  

1次回備式の相関係数はR＝∩．9993となった．  

】0．棚までの糖義ごでは標準曲線の1次回囁式は  

y＝0．㈹寮双十掴ユ8となった．  

1次l叶梼式1の紬関係数はR＝0．9997となった．  

C、Ⅰ）iLli11；△、1）こILi12；、い舶3；▲。ir均胤   

y已0．0951x十0．031で、相関係数ほ0．9993であった。  

・方、1恥′gまでの範間での榛準曲線の一次回帰式  

ほ、y＝0．0974x＋0．018で、相関係数はn．9997で奉っ  

た。いずれの場合の一次阿帰式も信頼性は非常に高  

く、D－GAlノノgあたりの吸光光度は0．0951ト2町  

g）と0．8974ト10／Ig）で、その差は2．那〉であり、  

実験のばらつきの範囲内に収まった。これらの結果  

から、通常の席準曲線（図4）の吸光光匿の範囲を  

超えても690】11〕lの吸光光度で1．9程度まで、山一〔；A量  

にして20／▲g程度まで正確な定量が可能であること  

が明らかになった。又、21〟g以上（・く25／′g）の  

D－GAを含む濃度既知サンプルの場合には、吸光光  

度実廃位が標準曲線の・次回帰式上に乗らずに下方  

にずれた。これは酸化剤であるFe卜試薬（フェリシ  

アナイドイオンニ試薬2）の温度が不足し、その結果  

ベルリン青可溶性複合体の速度が減少し、Ⅰ）－GA凍  

鹿に比例Lなくなったためと考えられる。  
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