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　Ilt　order 　to　examine 　the　decolorizaLion　of　dyeing　effluent 　by　an 　enzyme ，　aqueous 　solutions　of　eight

co   erci 磁 o　dyes （G　i．　Direct　Green　59，　G ．1．　Direct　B且ue 　l5
，
　C，1．　Reactive　Black　5，　G ．1、　Direct　Blue

6
，
C．　L　Direct　Black　51，　G ，1．　Direct　Red 　2，　C．1，　Direct　Violet　48 ，　and 　C．　L　Direct　Black　22）were 　treated

wi しh 　b且irubin　oxidag ．　e （BO ）、Efficient　decolorization　of　the　former　six 　dyes囎 s　confirmed 　by　measuring
the　visil〕le　and 　UV　absorption 　spectra 　of　the　dye　solution 　ill　the　presence　of 　the 　enzyme ，　but　that　of 　Lhe

latter　 two　 dyes
，
　 C．1．　 Direct　Black 　 22 　 and 　C ．1．　 D 童rect 　Violet　48 　 was 　 n 〔｝t　 efficient ．　Also　 HPLG 　 was

inLroduced　to　measure 　decotorization　of　dyes．　The　chromatograms 　showed 　thatしhe　decomposition　Df

Lhe　 eight 　 dyes　 started 　 immediately　 after　 the　 addi 口on 　 of 　 the　 en 乙yme ，　 The 　 decolorization　 ratios

calculated 　from　the　peak　areas 　ill　the　chmmatograms 　were 　ca ．100％ for　flrst山 e　six 　dyes　and 　9096　for
しhat　lastしwo 　dyes．

　　　　　　　　　　　　 　 （Received　Febrllary 　6，2003；Accepted 　in　revised 　form　May 　8，2003）
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　 1．緒 　　言

　著者 らは 衣料用洗剤 に配合 され て い る蛍光増 白剤の

環境中 に おけ る 生分解性 の 検討
i1．．31

や ，微生物利用 に

よ る衣料用染料の染色廃水処理等を目的とした研究 を

継続 して きた経緯 の 中 で ，銅 フ タ ロ シ ア ニ ン 染料を効

率 よ く分解す る ミ ロ テ シ ウ ム ベ ル カ リ ア KW −1 株 を単

離 し，こ の 菌株に よる種 々 の 染料 に 対する分解能 を確

認 し て きた
4 〕．こ の 結果をもとに 著者 らは， ミ ロ テ シ

ウ ム ベ ル カ リ ア 由来の ビ リ ル ビ ン オキ シ ダーゼ （BO

と略す）に よ る各種化学構造の染料に対する脱色能を

検討 した と こ ろ 銅 フ タ ロ シ ア ニ ン 染料 を は じめ と して
，

ア ン トラ キ ノ ン 系染料
fi　）

，
ア ゾ 染料等に 対 して BO 単

独 で 強 い 脱色能 を有す る こ と を 突 き止 め た ．

　酵素単独 に よ る 染料 の 脱色 の 研究 と し て は ラ ッ カー

ゼ に よ る Silva　and 　Covaco−Pauloの 報告
fi
　
1

や ， 石原 ら

の 報 告
71

が あ る，石原 ら は ア ン トラ キ ノ ン 系 26種，

ア ゾ 系 179 種，フ タ ロ シ ア ニ ン 系 8 種 を含 ん だ 計 316

種 に つ い て 実験 を行 い ，目視判定 に よ りこ の うち の

178種に脱色効果を確認 した との 報告を して い る．ち

な み に ア ゾ系に つ い て は 179種の 中で 89 種が脱色 さ

れ た と報告され て い る が ，詳細な脱色率 の デ ータ や ラ

ッ カ
ーゼ に よる染料の 脱色機構等に関す る情報等は明

らか に さ れ て い な い ．そ こ で ，本報で は BO に よ る ア

ゾ 染 料 の 脱 色 ，
お よ び HPLC に よ る 分解性 能 の 検討

につ い て 報告す る，

　 2．実　　験

　（1） 試　　薬

　 1） 染 　 料・

　 8種 の ア ゾ染料 C．【．Direct　Red　2 （D，　R．2 と略す．

極大吸収波長 498nm ），　 C．1．　Direct　Blue　6 （D ．　B．6 と

略 す．極 大 吸 収 波 長 58411m），
　 C．1．　Direet　Blue　15

（D ．B，15 と略す．極大吸収波長 600　nm ），
　 C，1，　Reac−

tive　Black・5 （R．　BK，5 と 略す．極大吸収波長 595　nm ），

C、1．Direct　Green　59 （D ．　G ．59 と略す．極大吸収波長

590nm ），　 G ，1．　Direct　Black　51 （D ．　BK ．51 と略す．極

（529） 9

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan society of Home Economics

NII-Electronic Library Service

Japan 　sooiety 　of 　Home 　Eoonomios

日 本家 政 学会 誌 　Vol ．54 　No ．7 （2003 ）

φ識｝翻
　 　 　 Naq3 　　　　　　　　　　　　　　　　　 SOsNe

　 　 　 　 　 　 C．1，Direct　Red　2

＿ 贔 ：ρ
・（λ繋驚 一

　 　 　 　 　 　 C．1，Direct　B1ロe　6

… 罵 欝｝（礁驚 …

　 　 　 　 　 　 　 　 C．1．Direct　Blue　15

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　o　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 N卜」2

− 一 嵯 飄魚 瓢｝ s° ・c ”・c ”・° s° ・Ne

　 　 　 　 　 　 　 　 CJ ，　Reactive　Black　5
殫

笹 1繁 ｛欝
○ 湘

蔵倉 一 ｛欝
　 　 　 　 　 C．1，Dire⊂ヒGreen　59

　 お 　 　　　　COH］

H・与 ・

鷓 鳶）
・

　　　　　　 x　ノ
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亡／ご

恥〆
　 　 　 CJ，　DireCt　Violet　48

　　図 1．供試染料 の 化学構造

大吸収波長 571nm ），　 C ．1，　Direct　Black　22 （D．　BK．22

と略す．極大吸収波長 502・ nm ），　 C、1．　Direct　Violet　48

（D．V．48 と略 す．極 大吸収波艮 545　nm ）を用 い た．

い ずれ も日本化薬   製 の 市販品 （純度 3J「　一　75 ％ ）を

その まま使用 した ．図 1 に供試染料 の 化学構造 を示 し

た。

　 2） 酵　 　素

　酵素 と して は 天野 製薬   製の 市販品 の ビ リ ル ビ

ン オ キ シ ダ ーゼ
，
BO 　

“
Amano

”IH （力価2．91　 units ／1

mg ） を 用 い た，本品は ミ ロ テ シ ウ ム ベ ル カ リ ア 由来

の 酵 素で ，至適温度は 37℃，pH は 8．40 で あ る．

　3）　試料液の 調製

　 イオ ン 交換水で 調製 した染料濃度 50　ppm の 水溶 液

に BO を 14，55　units 添加 した 染料水溶液 を 50　ppm 準

備 し
，

こ れ を pH 　8．　40 に 調 整 後 37℃ の 恒 温 槽 中で 振

と うす る．

　BO 添加直後，お よ び添加後の
一

定時間経過後 に 恒

温槽か ら染料水溶液 を取 り出 し
，

限外ろ 過用 フ ィ ル タ

ー
付 きチ ュ

ーブ に採取 し，10，000　rpm で 10分間遠心

分離後 の ろ液を試料液とした．

　（2） 吸収 ス ペ ク トル の 測定

　BO 添 加前，　 BO 添加後 1 時間，3 時間，24 時 間 の

10 （530）
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　 　 　 　 200 　 　　 　　 　 400 　 　　 　　 　　 　　 　 700
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 nm

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 BO添加前

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 BO 添加 後 1 時闇

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 BO 添N 後 3 時間

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 BO 添加 後 24時闇

図 2．BO 添加に よる D ．　G ，59水溶液の ス ペ ク トル 変化
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図 3．BO 添加 に よ る D ．　B．15水溶液 の ス ペ ク トル 変化

試料液に つ い て 吸収ス ペ ク トル （200〜700　 nm ）を  

島津製作所製 自記分光光度計 UV 　2200で 測定 した．

　BO 酵素添加後 の 染料の 脱色率 （図 10 に示 し た）

は，各染料の 極大吸収波長 に おける BO 添加後 の 試料

液の吸光度を，添加前 の 試料液 の 吸光度 に対す る百分

率 （％）で 算出 した ，

　（3） HPLC 分析

　1） カ ラ ム

　  セ ン シ ュ ウ科 学 製 の 市販 分 析 用 カ ラ ム ODS −

2202−N （6 φ× 200   ） お よ び プ レ カ ラ ム ODS −

2032−N （6 φ× 30mm ）を用 い た．

　2） 溶 離 液

　関東化学   製 の HPLC 用 の ア セ トニ ト リル
，

メ タ

ノ
ー

ル ，蒸留水，お よび試薬特級 リ ン 酸水素ニ ア ン モ

ニ ウ ム に よ り，ア セ トニ トリル ：メ タ ノール ：0．05M

リ ン 酸水素ニ ア ン モ ニ ウ ム 水溶液を 3 ：1 ：6 に混合し

た 液 を溶離液 と した ．

　3） 分析機器

　LC ワ
ー

ク ス テ
ーシ ョ ン （CLASS −VP ），お よ び フ ォ

トダイオ
ー

ドア レ イ紫外可視 検出器 （SPD一ユOA ・検

出波長 200〜700nm ）付 きの   島津製作所製高速液

体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーを使 用 した ．

　4） 分析条件

　溶離液流 量 1．5ml／min ，試料注入量 20μ
1，ポ ン プ

圧 65　kgf／cm2 ，温 度 20DCで 分析 した ．

　 3．実験結果 お よび 考察

　（1） 吸収 ス ペ ク トル 変化か ら見た BO に よる脱色

　 8 種の 供試染料水溶液 はい ずれ も BO を添加す ると

す ぐに色 の 変化が生 じ，D ，　V ，48 と D ．　BK ．22 を の ぞ

い た 6種染料 で は BO 添加 後 1 時間で の 吸収 ス ペ ク ト

ル に 大 きな変化が生 じた ．

　図 2 の D ．G．59 は濃い 緑色か ら薄い 黄色 へ と変色 し，

図 3 の D ．B．15 は濃い 青色 か ら薄い 赤色 に な り，図 4

の R，BK ．5 は 黒色か ら赤 へ と変色 して い っ た ，図 5 の

D ，B，6は濃 い 青色か ら薄 い 赤色 にな り，図 6 の D，　BK ．

51は 黒色 か ら黄色 に変色 し，図 7 の D ．R ．2 は 濃 い 赤

色が黄色へ と変色 した．

　図 8 の D，V，48 は ，　 BO を添加する とす ぐに極大吸

収波長が短波長側 に シ フ トし，紫外部 の 吸収が増大す

る傾向はある が，前述の 6 種染料に見られたような明

確な色相変化は見られ ず，極大吸収波長に お ける吸光

度 は 減少 して い っ た．

　図 9 の D．BK 　22 の 場 合に は BO を添加する とす ぐ

に 紫外部吸収 が増大 し可視部吸収 が 減少 した．時間 が

経過す る に連 れ て 徐 々 に 黒色 が薄 くな っ て い くが，色

相の変化は見 られなか っ た．

　 こ れ らの ス ペ ク トル 変 化 を も と に 供試 染 料 8 種 に対

する BO 添加に よ る脱色現象を各染料の極大吸収波長

に お ける吸光度変化か ら 調べ た と こ ろ，図 10 の 結果

を得た．こ れ ら の 脱色後 の 試料液 は
， 長期 間放置 した

後に も添加前 の 色に 復色す る こ と は なか っ た．

　 こ れ らの 8 種の 中で R．BK ．5 に 対する BO 添加 に よ
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図 4．BO 添加に よ る R ．　BK ．5 水溶液 の ス ペ ク トル 変化
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図 6．BO 添加 に よ る D ．　BK ，51水溶液の ス ペ ク トル 変化

．
ω

』

く

200 400nMBO

添加前

80活加後 1 時間
9D添加後 3 時聞

BO添加後 24 時聞

700

図 5．BO 添加 に よる D，　B．6 水溶液 の ス ペ ク トル 変化
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図 7．BO 添加に よ る D．　R、2 水溶液の ス ペ ク トル 変化

る脱 色率 93％ の 数値 は ，Silva　and 　Covaco−Pauloの ラ

ッ カ
ーゼ 添加 に よ る 脱色率 が 30％ と の 報告

6 ）
と比 較 す

ると著 しく高 い 脱色率 で あ る こ とが わ か る．

　（2） HPLC 分析か ら見た BO に よ る 脱色

　BO の 脱色能を極大吸収波長 に お け る 吸光度変化 か

ら算出する 3．一（1）の 方法は，BO に 因 っ て 生 成 した 染

料の 分 解物 が 可 視部 に 吸収 を有 す る 場合 に は そ の 吸収

の 影響 が出 る．こ れ らの 分解物 の 影響 を排 除す る た め

に は BO 添加後 の 試料液中 に 共存す る物質を分離する

必要が ある．そ こ で 3．《1）で吸収 ス ペ ク トル 分析 を終

えた
．
試 料液 に つ い て ODS カ ラ ム に よ る HPLC 分析 を

試み た ．

　そ の 結果 3．一（1）で は BO 添加後 3 時 間 の 脱色 率が

55％ で あ っ た D ．R．2，お よ び脱 色率 が 20％ で あ っ た

D．BK、22 に つ い て も各染料由来の ピー
ク を分離 する

こ とが 出来た．図 Ilは BO 添加前，添加後 3 時間，

添 加 後 24時間 の D ．R、2 試料 液 を 検出波長 238　nln ，

お よ び 498nm で 分析 した HPLC で
， 図 12 は D ．　BK ，

12 C532）
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図 10．供試染料水溶液に対する BO 添加後の 脱色率変化

図 8．BO 添加 に よ る D ．V ．48 水溶液 の ス ペ ク トル 変化
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図 9．BO 添加 に よ る D，　BK ．22水溶液 の ス ペ ク トル 変化
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22 試料液を検出波長 285nm ，お よ び 502　nm で 分 析

し た HPLC で あ る ．い ずれ の 染料 も分解前 の 各染 料

由来 の ピー
ク を A ピー

ク と して 示 したが BO 添加 に

よ っ て 消 失 して い く様子 が 確 認 で きた ．つ ま り，D ．

BK ．22は，　 BO 酵 素 に よっ て 黒 色 を示す共役系は切れ

な い が，BO 添加前 とは HPLG に対する 親和力の 異な

る 物 質 に 変化 した た め に，A ピーク が完全 に無 くな っ

た可能性 が予想 され る結果 とな っ た ．こ の 点に つ い て

はさ らに検討する こ とが必要で ある，8種 の 染料すべ
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図 IL　 BO 添加 に よるD ．　R．2 水溶液の HPLC 変化

て に つ い て HPLC 分析 を行 い ，各 々 の 極 大吸収波 長

（2．一（1）−1）に 記載〉を検出波長 と して検 出 した とこ ろ，

表 1 に 示 した 保 持時間 に 各々 の A ピー
ク が出現 した．

各染料 水溶 液 （50ppm ＞の BO 添加前の A ピ ーク面

積お よ び BO 添加 後 24 時 間 の A ピー
ク 面積お よ び 分
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解 率を表 ユ に示 し た．吸収 ス ペ ク トル か ら算出 した脱

色率が 低か っ た D ，V ，48 と RBK ．5 の 分解率 に つ い て

も各々 10096，92％ と高い 値で あ っ た．

　先 に 著者 ら は BO が ア ン トラ キ ノ ン 系染料に対 し て

優れた脱色 能 を有す る こ と を報告
5 レ

して い る が
， 本研

究 に よ り，BO は ア ゾ染料 に 対 して も優 れた分解能を
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有する こ とが わか っ た．

　現段階 に お い て は種々 の 染 料に対す る BO 添加 に よ

る脱色現象を確認 して い る段 階 で ある が ，HPLC の 分

離技術 を使 っ て ，BO に よ る染料の 分解機構 を明ら か

に し て い きた い と考え て い る．
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図 12．BO 添加 に よる D．　BK ．22水溶液の HPLC 変化

　4．要　 約

　 8 種ア ゾ染料 （C．1．Direcし Green　59，
　 C．1．　Direct

Bllle　l5，　 C ．1．　Reactive　 Black　5，　 C．1．　Direct　Blue　6，

C．1．Direct　Black　51，　 C．1．　Direct　Red 　2，　 C．1．　Direct

Violet　48，　 C、1．　Direct　Black　22）を用い ，ミ ロ テ シ ウ

ム ベ ル カ リア 由来 の ビ リル ビ ン オ キ シ ダーゼ （BO と

略す）に よる 脱色性能を検討 した．

　そ れ ぞ れ の 染料水溶液に BO を添加 し
一

定時間恒温

で 振 と う後に試料液を抜 き取 り，BO を除去 し た ろ液

の 吸収 ス ベ ク トル を測定する と同時に HPLC 分析 を

行う方法に よ りBO の 分解効果 を検討 した ．

　供試染料は い ずれ も BO 添加後に著 しい 変化 が 生 じ

濃色か ら薄い 色の液へ と変化 し たもの や ，ま っ た く色

相 の 異 な る 液 に 変 わ っ た もの があ っ た ．

　供 試染料水溶液の 極大吸収波長 における吸光度変化

か ら算出 した BO 添加後 24時 間の 脱色率 は c．1．　 Di−

rect 　Black　22 と C ．1．　Dlrect　Violet　48 に つ い て は 約 40

96と低 い 数値で あ っ た が ，他の 6種染料は い ずれ も

90〜98％ の 高い 脱色率を示 した．

　
一

力，供 試染料 水溶液 の HPLC 分析 デ ータ に よ る

と， 8種染料は い ずれ も BO 添加後急速 に減少 して い

くこ とが わ か っ た．吸光度変化 か ら算出 した脱色率が

低か っ た 2 種の 染料 に つ い て も，BO 添加後 24 時 間

表 1．ピーク面積か ら算出 した BO 添加 に よ る 染料 の 分解率

染料名

A ピー
ク の

保 持 時間

　 〔min ）

BO 添加前の 　　 BO 添加 後 24時 間の

A ピー
ク 面積　　　 A ピ ー

ク 面 積
（分解 率 ％ ）

’

D ．G．59D

．B 、15R

，BK ．5D
，B．6D
．BK ．51

D ．R．2D
，V ，48D

，BK，22

5．592
、462

，392

，555

，0910

．882

，637

．84

　 733，794

1，336，554

　 561，816

　606，654

　 587，453

1，009，747

1，工23，483

　 268，930

39

43，2631

工，839

　 844

　 742

337

（100｝

（100 ）

（92）

（98）

〔100）

（IOO）

（100）

（100）

　　　　　　 （BO 添加前 の A ピー
ク 面積）

一
（BO 添 加 後 24時 間 の A ピー

ク 面積）
’

分 解率 （％）』
　　　　　 　　　　　　　　　 （BO 添加前 の A ピー

ク 面積）

…≡× 100．
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ビ リ ル ビ ン オ キ シ ダーゼ に よ る ア ゾ 染料の 脱色

で 染料由来の A ピーク面積が 90％以上減少 した こ と

が 明 ら か に な っ た ．
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