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フ ミン 酸 ， リグ ニ ン ス ル ホ ン 酸ナ トリウム の

けい 光法 に よ る同時定量

た い積物 申の 7 ミ ン酸 ， フ ル ポ酸の定量

松田　 庄蔵 ，　 平木　敬三 ， 西川　泰治   ＊

（ig78 年 Il 月 24 日 受 理 ）

　た い 積物 中の 腐植物 質 を 水 酸化ナ ト リウ ム 溶液 で 抽 出 し け い 光 法 的 に フ ミ ソ 酸 及 び フ ル ポ 酸 を 同 時 定

量 す る 方 法 を 検 討 し た 、励 起 波長 320nm の 光 に よ リフ ミ ソ 酸 は （430〜 500）nm に け い 光波畏帯 を ，

又 リ グ ニ ン ス ル ポ ソ 酸 ナ ト リ ウ ム は 400nm 付 近 に 極 大 波 長 を有 す る けい 光 を 示 す．い ず れ も塩基性溶

液 pH 　9 で 一定 の け い 光 強 度 を 示 す．腐 植 物 質 中 の フ ル ポ 酸 は リ グ ＝ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム と類 似 の

け い 光 ス ペ ク トル を 示 す こ と よ り， フ ル ポ 酸 を リ グ ニ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム に 換算 し て 定量 し た ，
400nm，500nrn の 2波 長 を 用 い て け い 光 強 度 を測 定 す る と試 料中の 10PPm 以 内の 蕎 成 分 が 同時定量で

き た．本法に よ り河 川 及 び 海底 た い 積物 中の フ ミ ン 酸 ，
フ ル ポ酸 を 高 感度 で

， 精 度 よ く定 量で き た．

1 緒 言

　天 然 水 中の 腐 植 物 質 は 有機 物 の 輪廻 並 び に 無 機物 との

相互作用な どに 関係 し て地球化学的 に 重要で あ り，興味

あ る問題 で あ る，一
般 に フ ミ ン 酸，リグ ＝ン ス ル ホ ン 酸

ナ ］・リ ウ ム な ど腐植物質 の 定量に は 吸光光度法 が 適用 さ

れ て い る
1＞！）．す な わ ち ， フ ミ ン 酸 の 水酸化 ナ ト リ ウ ム 水

溶液 （pH 　9＞ の 吸収ス ペ ク トル は （200−−700）nm に ，リ

グ ＝ ン ス ル ホ ン 酸ナ ト リ ウ ム の そ れ は （200〜460）nm に

あ り，
い ずれ も紫外部 で 吸光度 の 急増す る吸収ス ペ ク ト

ル を 示 す．こ の 場合 ， リ グ ニ ソ ス ル ポ ソ 酸 ナ 1・リウム は

500　nm で は ほ とん ど吸収を 示 さな い こ とか ら 275　nm ，

500nm の 2 波長 の 吸光度を 測定
1
して両者 を同時定量 で

きる。しか し，
こ の 方法は リグ ニ ン ス ル ホ ソ 酸 ナ ト リウ

ム の 定量値が 著 し く低値を示す難点が ある．

　Almgren 　らは リ グ ＝ ソ ス ル ホ ン 酸 ナ ト リウ ム 及 び フ

ミ ン 酸の 塩基性溶液が 310　nm 励起に よ り， そ れ ぞれ

390nm
，
490　nm に 極大波長 を 有す るけ い 光 を 発す る こ

とを 利用 し， 海水 中の 亜 硫酸パ ル プ廃液及 び 腐植物質の

け い 光定量 を行 っ た 鋤 ，

　本研究で は リ グ ニ ソ ス ル ホ ソ 酸 ナ ト リウ ム ，リグ ＝ ン

及 び B 型 フ ミ ン 酸 匹） の け い 光定量条件 を 詳細 に 検討 し
，

た い 積物中 の 腐植物質 の 分析 に 適用 した ．その 結果 ，

＊
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　 3−4−1

320nm の 光 に よ りフ ミ ン酸（B 型）は （430〜500）nm に

ブ 卩
一

ドなけ い 光極大波長 を，又 リ グ ニ ン ス ル ホ ン 酸 ナ

ト リ ゥ ム は 400nm に け い 光極大波長を示す こ と，及 び

た い 積物中の フ ル ポ酸が リ グ ＝ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム

と類似 の けい 光ス ペ ク b ル を 示す こ とを 知 っ た．そ こ で

400nrn ，500　nm の 2 波長を 用 い て 河川 ， 海底た い 積物

よ り抽出 した フ ミ ン 酸 ，
フ ル ポ酸 の 精度 よ い 同時定量法

を 確立 した．

2　試薬 ， 装置及 び試料

　 フ ミン 酸 ： 和 光 純 薬 K ．K ．よ り入 手 し た フ ミ ン 酸 （フ

ミ ン 酸 No ．1，
　 C ：25．32％ ，

　 H ：3．41％ ，
　 N ：0．51％）

及 び石 炭 よ り分離 し た フ ミ ン 酸 （大 阪 府 立 放射 線 中央研

究 所 提 供）を 水 酸 化 ナ ト リウ ム に 溶 解 し， 希 硫酸 を 用

い で 析 出，精製 した フ ミ ン 酸 （フ ミ ン 酸 No ．2，　 C ：

23．35％， H ：3．15％ ，　 N ： O ．91％ ） を シ リ カ ゲ ル デ シ

ケ ータ ー中に 保存 した も の を使 用 した ．い ず れ も熊 田 の

方 法 5》に よ り形 態 分 析 し た 結 果 は B 型 で あ っ た ．又，淀

川 底 土 及 び 駿 河 湾 海 底 土 よ り 抽 出，精 製 した フ ミ ン 酸

（P 型）も適 宜 使 用 した ，

　 リ グ ニ ソ ス ル ホ ソ 酸 ナ ト リ ウ ム ， リ グ ＝ ン ： 東京化成

K ．K ．製 リ グ ＝ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （G ： 23．01％，
H ；4．60％ ， N ：0．韮1％ ）及 び リ グ ニ ソ を い ず れ も精 製

す る こ と な く ， シ リ カ ゲ ル デ シ ケ ーPt　一一中 に 保 存 し使用

し た．

　 フ ミ ン 酸 ， リグ ニ ソ ス ル ホ ン 酸 ナ ト リウ ム 及 び リ グ ニ

ン は い ずれ も 12．5mg を 精ひ ょ う し ，
0．1M 水酸化ナ

ト リ ウ ム 2・5　ml に 溶か し ， 水 で 全容 50　m1 に 希釈 ，
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250ppm 溶液 を 調 製 し た ．

　硫酸 キ ニ ー
ネ 溶液 ： 0．25F9 硫酸 キ ニ ーネ／mllN 硫

酸 溶 液 を 調 製 し，け い 光 光度 計 の セ ッ テ ィ ソ グ の た め の

標 準 溶 液 と　し た ，

　け い 光 強 度 の 測 定 に は 目 立 分 光 け い 光 光 度 計 204 型

（150W キ セ ノ ソ ラ ン プ ） を 使 用 し た ．　 pH の 調 節 は 口

立 堀場製作 所 製 ガ ラ ス 電 極 pH メ ー
タ
ー M −5 型 に ょ っ

た ．

　試料 ： 水 生 腐植 物 質 を 抽 出す る 試料 と し て 次 の 3 種 の

河 川 底 土 ，海 底 土 を 110°G
，

5 時 間 乾 燥 し た も の を 用 い

た ．

　淀 川 底 土 ： 大 阪 府 枚 方大橋 下 流 右 岸 で 採 取 し た で い 質

土 を 四 分 法 に よ り 10 回混合 し た 100 メ ッ シ ュ以 上 の

細 で い ．

　駿 河 湾 海底 土 ： 38e38JN
，

138 °37 「E ， 水 深 15001n よ

り採 取 し た 試 料 を 四 分 法 で 8 回 混合 し た 100 メ ッ シ ＝以

上 の 細 で い ．

　 日 本 海 コ ア
ー
試 料 ： 42 °35，N ， 135°29，E ， 水 深 3620m

で 採 取 し た コ 7 − 61crn 長 さ の （27〜29）cm の 部 分 を

メ ノ ウ 乳 ば ち で 十 分混合後 ， 四 分法 で 4 回 混合 し た 細 で

い ．
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Fig．　 l　 Excitation　 and 　 emission 　 spcctra 　 of 　humic

　　　　acid 　and 　lignine　sulfonate 　（uncorrected ）

　 　 　 　 Ex 匸itation− （1）Hu 皿 ic　 acid 　8　ppm ，　emission 　500　nm ，
　 　 　 　 （2）Lignine　 sulfonate 　 30 　PPm ，　 emissi ・ n 　 rOO　nm ，（3）

　　　　 Humic 　acid 　（Yodo 　Riv ¢ r ），　 emi 闘 ion　500　nm ；　 Emis −

　　　　 si ・ n − （■）
’Humic 　 acid 　 8　PPm ，　 excitati 。 皿 320　n 叫

　　　　 （2）
’
　Lignine　 sulfonate 　 3D　ppm ，　 excitation 　 320　nm ，

　 　 　 　 （ヨ）
厂Humic 　 acid 　（Yodo 　 river ），　 excitation 　320　nm ；

　 　 　 　 Fluoresce囗 cc 　 intEnsitV　 was 　 SCt 　 a 〔 90　div，　 vs．　 O．25　pg ／

　 　 　 　 m ］ quinine 　 sulfate 　 standard 　 sol面 OI】．

3　 実．験及 び 結果

　 3・1　一般 定量 操作

　 フ ミ ン 酸， リ グ ニ ン ス ル ホ ン 酸ナ ト リ ウ ム あ る い は リ

グ r・ン の 25ppm 以下を 含 む 試料溶液を 採 り，
0 ．lM

EDTA 溶液 4m1 ，1M 酢酸 ナ ト リ ウ ム 水溶液 2ml を 加

え ，
0・1M 水酸化 ナ ト リ ウ ム 水 溶液 で pH を 9 に 調節 ，

全容を 25m1 とす る．こ の 溶液に つ い て溶液調 製 1時 間

後 に ，
320nm 励起 に よ り 0．25P9／ml 硫酸キ ニ ー

ネ標

準溶液を対照 に ， フ ミ ン 酸 ； 500 　nrn ， リ グ ニ ン ス ル ホ ン

酸 ナ ｝・リ ウ ム ； 400nm ，リ グ ニ ン ： 420 　nin に お け る け

い 光強度を測定する．

　3 ・2　けい光 定量条件の検討

　3・2・ 1 励起 ・けい 光 ス ペ ク トル 　 上 記
一

般 定 量 操 f乍
に よ リ リ グ ニ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 30PPm

， フ ミ ン

酸 8ppm 及 び 2ppm に つ き 励起 ， け い 光 ス ペ ク トル

（未補正 ）を 測定 した 結果を Fig ・1
，
2 に 示す ．

　 フ ミ ン 酸 （B型 ，P 型 ）は （300〜410）nm の 波長 帯 に

ブ ロ ー ドな 励起 ス ペ ク ト ル を ， 又 （
・L30〜510）ml1 に 至 る

ブ 卩
一ドなけ い 光 ス ベ ク トル を 示す ｛Fig．1， （1），（1）

’
｝．

B 型及 び P 型 フ ミ ン 酸 は い ずれ も励 起，け い 光 7．ペ ク ト

ル に は 著 しい 相違 は 認 め られ な い
＊ ．こ れ らの ス ペ ク ト

ル を更 に 詳細 に 検討す る た め ，低 フ ミ ン 酸濃 度 （2ppm ，

B 型及 び P 型） の 溶液に つ い て励起 ， け い 光 ス ペ ク 1・ル

を測定 し た 結 果を Fig ．2 に 示 した ．　 Fig ．　2 よ り分 か る

よ うに ， フ ミ ソ 酸 は 370　nm 励起 に よ り 430 　nm に ， 更

に 410nm の 波長 で 励起す る と 480 　nm に 明 1
フ よ うな極

大波長を 有する け い 光 を放射 す る．

　Fig ．1 曲線 （1 ）， （1＞
「

の ス ペ ク ト ル は フ ミ ソ 酸 の 濃 度

が 8ppm と大 きい た め ， こ れ らす べ て の ス ペ ク トル を包

含す る ブ ロ
ー ドな ス ペ ク トル と し て観察さ れ た もの と解

釈 さ れ る ． リ グ ニ ソ ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム は Fig．1 山

線 （2）， 〔2 ）
，
に 示 した よ うに 励起，け い 光 ス ペ ク ト ル の

極大波長 は そ れ ぞれ 320n 皿
， （400 〜405）nm に あ る．

　3・2・2pH の 影響 ， 経時 変化　　 フ ミ ン 酸 （No ．2）

及 び リ グ ニ ソ ス ル ポ ソ 酸 ナ ト リ ウ ム 溶液 に つ い て pH の

け い 光強度に 及 ぼす影響を 調 べ た 結果を Fig ・3 に 示 す ，

両成分 ともに pH 　8．5〜9・5 付近 で
一

定 か つ 最高 の け い

光強度が得 られ た ，フ ミ ン 酸及 び リ グ ニ ン ス ル ホ ン 酸溶

液 （pH 　9 ） に つ い て 経 時変化 を調 べ た と こ ろ ，
　 Fig．4

に 示 すよ うに 固体試料溶解後 （1〜24）時 間 は け い 光強

度 の 変化は 認め られな か っ た ．しか し 、 （2 〜 3 ）口 間放

置す る と け い 光強度 の 減少を示 し た ．

　3 ・2・3 　フ ミ ン 酸， リ グ ニ ン ス ル ホ ン 酸 ナ トリ ウ ム の

　
＊ フ ミ ン 酸 No ．1

，
　 No ．2 及 び 淀川 た い 積 物 ， 駿 河 湾

　 　 た い 積 物 よ り抽 iilし た フ ミ ン 酸 の け い 光 強 度 は そ れ

　　 ぞ れ 異 な る ． フ ミ ン 酸 No ・1 の け い 光 強 度 を 1 と

　　 し た と き，そ の け
．
い 光 強 度 比 は そ れ ぞ れ 次 の と お り

　　 で あ っ た ． フ ミ ン 酸 No ．2 （O ．13）， 淀 川 た い 積物

　　 （FHA 　O ．23，　 GHA 　O ．23），駿河湾 た い 積物 （FHA

　　O ．17
，
CHA 　O ．10）．　 こ の よ うに フ ミ ン 酸 は そ の 履

　　 歴 に よ り け い 光 ス ペ ク トル に は 大差 は な い が ， け い

　　光強度 が 著 し く異 な る の で ， 以 後 各 フ ミ ン 酸濃 慶 は

　　 フ ミ ン 酸 No ．1 の け い 光 強度 を基準 に 求 め た ．
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Fig．2　 Ex ‘
・itation　 and 　 emission 　 spectra 　 o1

’
humic

　　　　acid 　 solution 　（conccntration ： 〈 2PPm 　 un −

　　　　corrccted ＞

　 　 　 　 ExcitatiQn　　（り Humic 　 acid （Nc丿．！，BfOrm ）2ppm ，
　 　 　 　 emission 　 430　nm ，（2） Humic 　 u 【：id　（No ．【．　 B　fQrm）
　 　 　 　 2ppm ，　 emissioTl 斗80　nm ，（3） Humic 　 acid 　（P　 fDrm ），
　 　 　 　 emission 　430　nm ，（4）Humic 　acid （P 　form）、　 emi ∬ iDn

　 　 　 　 480nm ；　 Emissien　　（1γ　Humic 　 acid 　（No ・1，　 B

　 　 　 　 fOrm ） 2Ppm ，　 Cxc ［tntion 　370　nm ，（2）’ HUrnic　 acid

　 　 　 　 （ND ．1，　 B　fOrm ）2Ppm ．excitatiO 【】 斗10 町 ロ，（：り
’Hu 【【uo

　 　 　 　 ・匸 Ld （P 丘
’
・ rm ），　 excitaLion ：i7〔，　nn 且，（4）

’　 IIL．bn コie　 nni ［1

　 　 　 　 （圧
レ
　rur【n ）口　しxcitatiOL 卍　410　囗【LL

同時 定量 　　 フ ミ ン 酸 （No ．　 1 ： B 型 ）及 び リ グ ニ ン ス ル

ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を
一

般定 量 操 作に 従 っ て 検量線 を 求 め

た ． フ ミ ン 酸 は 8PPm ま で ， 又 リ グ ＝一ン x ル ポ ソ 酸 ナ ト

リ ウ ム は 25　ppm ま で の 濃度と け い 光強度 と の 間 に は 比
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　　 　　reSCenCC 　inteSity

　 　 　 　 （1）　1」 gnine 　s．ulfonaLe 　2〔D　ppm ，　320　n ［ロ／410nm ，　70　div．
　 　 　 　 vs ．0．25 ドg／ml 　quinine （lN 　H2SO4 ） standard 　suLution ；

　 　 　 　 （2） Humic 　 acid 　8　ppm ，410nm ／蚓 ｝nnl ，55　div．　 vs ．

　 　 　 　 O．25Fg ／ml 　quinLne （IN　H2SO4 ）standard 　 solutiol1

Time，　 h

Fig．4　Relationship　bctwccn 　elapsed 　time　and

　　　　Huorescence　　三lltellsity 　　lignine　　su1 丘〕nate

　　　　and ／or 　 humic 　 acid

　 　 　 　 （1） Ligninc　 sulfonate 　20　ppm ，3數）nm ／4｛〕O　nn ユ，70div ．

　 　 　 　 vs．　O．25　pg ／ml 　 quinine （1N　IIzSO4 ） standard 　sollltion ］

　 　 　 　 （2）　Hu 皿 ic　acid 　 6　ppm ，410nm ／48  nm ，55　div．　 vs．

　 　 　 　 O．25 　pg ／mi 　qutnine （IN　HuSO4 ） standarCl 　solutiori

例性 があ り， 各単独成分は 誤差 ± 2％ 以内 で 精度 よ く定

量 で き る ．こ の 場合 Fig ．1 よ り分 か る よ うに 両 成分 の

け い 光 ス ベ ク ト ル 並 び に 「，OO ・1n1 に お け る け い 光 強度 に

大 きい 差があ る．そ こ で 320nII1の 光 で 2 成分共存溶液

を励起 し ，
40011nl及 び 500　nln の 2 波 長 の け い 光強 度

を測定 し，次 の よ うに して 2 成 分 を 1司時定量す る こ とが

で き る．

　 同
一

励起波 長 320 　nm の 光照射 に よ る COO　nm 及 び

500 ・1m に お け る け い 光強度は それ ぞれ 式 （1 ） で 示 さ れ

る．

　　　IF（、。。广 ん
、
CM ．s ＋ 鳧CIIA，

　　　　　1F（ts。。）
− k

、
℃ N 。 LS ＋ ん

2
「CIiA ……・…・・…（1 ）

こ こ で ，
IF は け い 光強 度，　 CNaL9．及 び CHA は そ れ ぞ

れ リ グ ニ ン ス ル ポ ソ 酸 ナ ト リ ウ ム
，

フ ミ ン 酸の 濃度 を ，

又 k
，， 擢 及 び   ，剣 は そ れ ぞれ リ グ ニ ン x ル ポ ソ 酸 ナ

ト リ ウ ム
，

フ ミ ソ 酸 の 各波 長 に お け る lppm が 示 す け

い 光強度 で あ る．検量線 よ り k，
＝2．8，

k
，
＝2．3

，，　 kl’＝

O ．6．．， k2’＝S ．34 と い う値を 得た ．式 （1）．い ，式 （2 ）を

得， リ グ ニ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 及 び ソ ミ ン 酸 No ・正

を 同時定量す る こ とが で き る ．

　　　　∬F ｛4．。）k、

’一∬F （邸 。 》k，

CNaLS　＝＝

CHA 　・＝

ル
、
ん

，
一 継 、

，

　
’

fF（50●）k、
− IF（4。。）斥、

’

klk2t− k2kl「
…………（2 ）
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　 リ グ ＝ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム と フ ミ ン 酸を 含 む 各 種

濃度の 合成試料溶液を 調製 し ， 上 記 の 方法で 両 成分 を

定 量 した 結 果 を Table　 1−1 に 示 し た ． フ ミ ン 酸量 が

5ppm まで で 2 成分総量が 10　ppm を越 えな い 試 料

（Table 　 l−1
，
No ．1〜6） に っ い て は 本法 に よ り ほ ぼ 満足

す べ き定量値を 示 す．フ ミ ン 酸及び リ グ ニ ン ス ル ホ ン 酸

ナ ト リ ウ ム 各単 独 成 分 は 検 量 線 よ りそ れ ぞれ 8ppm ，25

ppm ま で 正 確 に 測定 で き る が ， 両 成分 の 濃 度 が 「o　pprn

を越 え る と 内部炉光効 果 あ る い は 濃度消光 の た th ｛光学

密度 OD ＝0 ．1 誤差 ： 10．6％，
　 OD ＝O ．02 ： 2．2％ ・…・・と

い うけ い 光 法 の 誤差を示す e）．ゆ え に 320 　nm の 両成分

混合溶液 の 吸光度が 0，1 以下 ， すな わ ち 全腐植物質 10

ppm （HA 十 NaLS ＝10　ppm ） の 試料 で は こ れ ら の 影響

を受けな い ｝， け い 光強度が 低下 し分析値は 低 値を示す

（Table 　 l−1，No ・7〜10）．す な わ ち，本 法 は リ グ r一ン ス

ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム と フ ミ ソ酸 の 含量 が 10ppm 以下 の

十分希釈 し た 試 料 （フ ミ ン 酸 ＞ O ．5　ppm ， リ グ ＝ ソ ス ル

　3・2・4　た い 積 物中の フ ミ ン 酸 ，フ ル ポ 酸 の 同 時 定量

た い 積 物中 の 腐植 物質 は 水酸化 ナ ト リ ウ ム 及 び ピ ロ リ ン

酸 ナ ト リ ウ ム 溶液 を用 い て 効率 よ く遊離型 及 び結合型 の

フ ミ ン 酸と フ ル ポ 酸に 分離 抽出 で きる．こ れ らの フ ミ ン

酸 ，
フ ル ポ 酸を 3・2 ・3 の け い 光法 を 適 用 し て 定量 し た ．

Tablc　l−2　Simultaneous　specLrophotometric 　determi ・

　　　　　 nation 　of 　 humic　 acid 　 and 　 lignile　 sul −

　　　　　 fonic　acid 　sodi   salt 血 s獅 thctlc　sample

No ．
　 Samplc 　taken

　 　 （ppm ）

NaJ ．s　　 H κ

FOUnd （ppm ）†

NaLS HA

ー

ツ白
3455

10，010
．020
．02

〔♪』ll3
｛，．〔130
．0

田 ．u30
，Ule
．e20
．OtO
，03e
，0

9，26 士 1，71
9，5巳 ± 1．Oz
18．62± 1．5e
t8．73 士 且．45
27 ，0g 士 2．B6
27 ．41± 1．7s

ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ＞ lppm ） に 適用 し て 効果がある 、

†　 n 　s

10．39圭 4．21
2S，98± 2，es
且0．3s土 3，79
19，76 ± 2，ひ2

13．3 【圭 6．56
31．21i± 3，0疋

Table 　 1−1　 Simultaneous 　 fluorometric　 determination

　　　　　 of 　humic 　 acid 　 and 　 lignine　 sulfonic 　 acid

　　　　　 sodium 　 salt 　 in　 synthetic 　 sample

　 　 　 Semple 　taken

N 。 ．　 　 （ppm ）
−

　 　 　 NaLS 　 　 HA

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 OPtical
　 FeUnd （ppm ）†
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 denS｛ty

−

NaLS 　 　　 　 　HA 　 　　 D ： 320　nm

　 i ） た い 積物抽出 フ ミ ン 酸 ， フ ル ポ 酸 の 励起 ，け い 光

ス ベ ク トル

　熊田の 方法
5）

に よ り抽 出分離 し た 遊離 型 （水酸化 ナ ト

リ ウ ム 溶液 に 可溶 の 腐植物質）及 び結合型 （ビ ロ リ ン 酸

ナ ト リ ウ ム 溶液 に 可 溶の 腐植物質） の フ ミ ン 酸 （淀川底

土 よ り抽 出，形態 ： P 型）， フ ル ポ 酸 （淀川底 土 よ り 抽

出）の 励起 ， け い 光 ス ペ ク トル を Fig ．1
，

2
，

5 に 示す．

1　 　 　　 5．0　 　　 0．5
2　　　　 5．O　　 　 LO

3　　　　 5．0　　　 2．0
4　　　　 5，【［　　　3．0
55 ．〔， 4．0
6　　　　 5．0　　 　 5、0
7　 　　 5．0　　 　6．O
B　 　　 5．0　　 　 8．O
q　　　　】5，0　　　 8．o
I〔D　　　 20，0　　　 R．0

4．9fi土 0．02 　　 0．4 ‘士 0．03
4．9z ：」0．03 　　 0．97土 0．02
4．6el．0．21　　 2．03士0．Io
4、64± 0．05　　 2．80±0．0 弖

4．4H土 O．Os 　　　3．73土 0．12
4 ．04 ±  ．23　　　4．73士0昌17
斗」 3 土 O．16　　 5．3 ‘土 0．艮1

3 ，71 土O．0‘　　　6■91± 0■Og
丁0 ．26 圭0，44　　　6．60士 0．Ie
】3 ．9s：ヒ0」 3　　 6．33：EO ．11

0．0270
．0380
．0650
．〔旧00
．1020
．】270

．1460
．星870
，2260
，246

NaLS ： Li 巨ine　 suTfeTi 【c　 a 匚id　 sodium 　 sal嬬　 　 HA ：Humic 　 acidi

†　 n
− 3岬5

　比較 の た め に Roffael ら の 吸光光度法 2）
に よ り フ ミ ソ

酸， リ グ ニ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を同時定量 （フ ミ ソ

酸 ： 500nm
， リ グ ニ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ： 275　nm

の 二 波長 の 吸 光度測定） した 結果を Table 　 1−2 に 示す ．

Tahle　 1−2 よ り分か る よ うに
， 吸光光度法 で は

一
般に リ

グ ニン ス ル ポ ソ 酸 ナ ト リ ウ ム ， フ ミ ン 酸 の 定量値 が 低値

を 示 し ， 分析値の 再現 性 に も 欠け る きら い が あ る ．本け

い 光法 は 低濃 度 の リ グ ニ ソ ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 及 び フ

ミ ン 酸 を 正 確， か つ 精 度 よ く 定量 で ぎる 点 で 優 れ て い

る．

100

50

幽（
濫
5弱⊆
＝り
匚
 

旨
と。
コ【
」

300 　 　 　 400

Wavelengti1，　 nm

500

Fig．5　Fluorescence　 spectra 　 of 　 humic 　 substance

　　　　（u 皿 corrected ｝

　 　 　 　 Exci 匸ation − （1） Free 　 fulvic　 acid 　 from 　 Yodo 　 river

　 　 　 　 sedimen も emission 　395　nm ，（2） Lignine 　 su1f ・nate 　 20

　　　　 PPm ，　 emission 　400 　n 叫 　（3） Lignine　IOPPm ，　 emission

　 　 　 　 410nm ，（4）Combincd 　 fuMc 　 acid 　 from 　 Yodo 　 rlver

　 　 　 　 sedlmc 叫 　  isslon　 410nm ；　 Emission − （1）
’Free

　 　 　 　 fuMc 　 acid 　 from 　 Yodo 　 river 　scd ；me 叫 。 xcitation 　320

　　　　 nm ．（2γ Lignine　sul 　fonate　20　ppm ，　 excitation 　320   ，
　 　 　 　 （3）

’Lignine　m 　ppm ，　cxcitati 。 n　 320nm ，（4γ COmbine ・l
　 　 　 　 rulvic　　　aCi 廴1　　「r‘，r1 】　　Yo 甦10　　@river 　　　SC 〔1iτr1 ”r｝［｝　　eXc ［tati 叱｝1

　 　 　　320nm ；　Flu 。rcsccnce 　 intcnsity 　wzs 　 set 　at 　90 　dlv ．　t，’
D 　 　　　0．25 　yg ／ ml 　quininc 　sulfatc　 standard 　seluti

．
N
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Fig．1 及 び Fig．2 よ り分 か る よ うに 水 生 の P 型 フ ミ ソ

酸 は B 型 フ ミ ン 酸 （No ．！，　 No ．2） と類 似 の 励起 ， げ い

光 ス ペ ク ト ル を 示す．遊離型 フ ル ポ 酸 の 320nm 励起 に

よ る け い 光 ス ペ ク ト ル ｛極大波長 ： （395〜400 ）nm ｝は リ

グ ニ ン ス ル ポ ソ 酸 ナ ト リ ウ ム の け い 光 ス ペ ク トル に，又

結合型 フ ル ポ酸 の け い 光 ス ペ ク トル （極大波長 ： 4且5nm ）

は リ グ ニン の それ に
一

致 し，Fig ．5 曲線 （1）
lr

（2）
，

，（4＞
t

は け い 光極大波長 が そ れ ぞ れ 395　nrn ，400　nm ，410　nm

と接近 して い る．従 っ て 遊離型並 び に 結合型 フ ル ポ 酸は

リ グ ニ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 　 （け い 光極大波 長 ：400

nm ）に 換算 して 3・2・3 の 方 法 に よ り定量 す る こ とが で

き る．

　 ii）た い 積物 中 の フ ミ ン 酸，フ ル ポ 酸 の 抽 出並 び に 定

量

　 た い 積物試 料の 抽出操作 の 系統図 を Fig ．6 に 示 す ・

す なわ ち， （0・1〜0．5）g の 粉末試料を 50　inl 容量 の ビ

ー
カ
ー

に 採 り，
0 ．lM 水酸化 ナ ト リ ウ ム 溶液 10ml を

加 え ， ポ リ塩化 ビ ニ リデ ン シ
ー トで カ パ ーした 後水浴上

で 30 分間加熱する．冷却 後 2000rpm で 20 分間遠心

分 離 す る，溶液 を分離 し 遊離型 の フ ミ ン 酸 と フ ル ポ 酸含

有溶液を得 ， こ れ を 25m1 に希釈す る．残 さ に 0 ・IM

ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 10m1 を加 え ポ リ塩化 ビ ニ リデ ン

シ ートで カ バ ーし た後 ， 再び 水浴 Eで 30 分 間加熱，冷

却後遠心分離 し ， 結合型 の フ ミ ソ 酸 と フ ル ポ 酸含有溶液

を 得 ， 水 で 全容 25m1 とす る．抽出分離 した 遊離型溶

液並 び に結合型溶液一
定量 ｛（1〜5）ml ｝を 採取 し ，

0．lM

EDTA 溶液 4ml を加 え pH を 9 に 調節 ，3・23 の 方

法に ょ り フ ミ ソ 酸， フ ル ポ酸を同時定量す る．

Finely　powdcred 　dry
sediment ｛（0，1− 0，5）9｝

1・・1NN ・・ 田 …

　 ｝
501UtiOn

　 Boi匪ing　 watcr 　bath，　SO　min

　
−
「
『

　 Cooling

　 　 ICentrifugnlizing
　 2000　rpm ，2U　min

　 　 1
　 　 　 　 　 　

−
1

　 　 　 　 　 Resldue

1 1・・tM ・ ・
・
・… 1・ m1

Fluorometry　　　　　　　　　 Beiling　 wa しer 　bath，30　min

誰 飜 溜 齲
）　 ・・Jiin、

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 aentrifugali・in92eOM ］rpm ，2U　min

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 l
　 　 　 　 　 　 　 　 「

一 一
1

　 　 　 　 　 　 　 Solution　　 　　 　　 　　 　　 Resi ［且uc

1
　 　 　 　 　 F匿uorOm ヒ try

　 　 　 　 　 Cembined 　 hUmk ： acid （CH 八 ）

　 　 　 　 　 Combined 　fulvic　acid 　（CFA ）

Fig，6　Flow 　diagram 　 for　 humic 　 substances

　 　 　 　 in　 sediment

4 　た い 積物中の フ ミ ン 酸 ， フ ル ポ酸 の 分析

　淀川底土，口本海海底 コ ァ
ー

サ ン ブ ル 及 び駿河湾 海底

土 に つ い て ， 本法 に よ り遊離型 フ ミ ソ 酸 ，
フ ル ポ酸及 び

結合型 フ ミ ン 酸 ，
フ ル ポ 酸を 定量 し た 結果を Table　 2

に 示 す．

　Table 　 2 よ り分 か る よ うに ，
3 種 の 底質土 中 の 水牛腐

植物質 （フ ユ
ー ミ ン を除 く）中 の フ ミ ン 酸全量 は （8・3s

〜2L8 ）％ と 少 な く，い ずれ の 試料に つ い て も遊離型 フ

ル ポ 酸 の 占 め る 割合が 大きい ，3・2・3 及 び 3 ・2・4 に 示 し

た よ う に ，本法は 腐植 物質 の 含有比が フ ミ ン 酸 ： フ ル ポ

酸 二1 ： 1〜10と多量 の リ グ ニ ン ス ル ホ ン 酸 ナ F リ ウ ム あ

る い は フ ル ポ 酸 と共存 す る フ ミ ソ 酸 の 希薄溶液 に つ い て

Table 　2　 Humic 　 substance 　 contents 　in　 sediments 　 dried　 at 　 l　lO°C

Sampletaken

（g ）　　　 FHA 十　　 GHA ††　　　FFA †

Humic 　 substance 　 fovnd （ppm ）

Sampling 　lOcatiOli
GFA †↑

F

昌射
FFA 十
CFA

TOtal　　 HA ／HS
HS 　　 　 （％ ）

Yodo 　 River

（near 　 the 　 Hirakata −
Oha ＄hi，　Osaka ）

Tlle』叩 an　Sca
（42035

’
国 ，　i35029 厂E ，

water −dcpth　362D 　m ）

Suruga 　Bay

｛38038
’N ，　138037’E ，

water −dep 【ト （14SC−
1550）ml

　 0 ，10

｛
　 0 ，10
　 0 ．25
　 0 ．25
　 0 ．50
　 】．oo

｛
　 0．量0
　 〔世．20
　 1｝．25
　 〔，．5｛〕

　 u，Kレ

｛
　 0．20
　 0．20
　 0、20
　 臼、20

1170525匚
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ヨ

日
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ヨ

3

fi4．61
〔）5．3
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〔K〕．0
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．5

4．
0969

ア

474455 69600758B

且

95D

89．〔，
1L2 ．s9
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〔丹 ．6111
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†　FHA 　 and 　FFA 　w じrc 　dctermined 　by 　the 　cxtr 肌 tion 　mcthod 　with 　 IOml 　of 　O．lNNaOH 　 solution ．††

by　thc　extraction 　method 　wi ヒh 至O　ml 　of 　O，1MNa4P207 　solutioI ユ．　 Total　HS 　I　Total　humic 　substance

〔】HA 　and 　CFA 　were 　determilled
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有効に 両成分を精度 よ く同時定量 で き，水生腐 植物質 の

分析 に 適 し て い る．試
．
料 中 の 腐植

．
物 質 の 偏在 が 大 ぎい 淀

川 た い 積物 で は．標 準偏差 は FHA ＋ CHA ＝9 ．02± 1．8
，，

FFA ＋ CFA 二10D ．03土 9．95
， 全 HS ＝109．05土 8．94 と大

きい ． し か し ， 日 本海 コ ア ー試 料 の よ うに 微細粒子 の 均

一
試 料 に つ い て は 腐植物質 の 偏在が 少な く標 準偏差は

FHA 十 CHA ＝2．60± O ．07
，　 FFA 十 CFA ＝9．3

。土 O ．42
，

全 HS ＝11．90± 0 ．66 で 精度 よ く フ ミ ン 酸， フ ル ポ 酸を

同時定量
．
で きた ．

5　結 語

　河川， 海洋た い 積物中の 腐植物質を 水 酸化 ナ ト リ ウ

ム
，

ピ P リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 で 抽出 し，遊離型並 び に

結 合型 の フ ミ ン 酸， フ ル ポ酸 の pH 　9 の 溶液 を 320　nm

で 励起 し，
400　 nm 及 び 500 　nm の け い 光強度測定 し て

フ ミ ン 酸 ，
フ ル ポ酸を 同時定量す る方 法を確立 した ．

　本法 は （100〜500）mg の 試料を用 い て ppm オ
ーダ ー

の フ ミ ソ 酸 ，
フ ル ポ 酸 を 迅 速精度 よ く定量

’
で き る た め

，

遠洋た い 積物試料 な ど極低濃 度 の 腐植物質 の 定量 が 可能

で あ る，

）1

）2

）3

＞4

）
［
O

）6

交 献

永 山 政 一， 後 藤 克 己 ， 四 ツ 柳 隆夫 ： 工 業 用 水 ，
61

，　24　（1963）、
E ．Roffael ，　 K ．　 Schaller ： Wbl ．　 PaPer　 Fabr ．

，

100
，　417　（1972）．

T ．Almgren ，　 B ．　Josefsson： Svensk　PaPP
’
11idn・

76，　且9　（1973）．
T ・Almgren

，　 B ・Jose飴son ，　 G ．　Nyquist ： Anai ．
Chim ．　 Acta

，
78，　411　（1975）．

熊 田 恭一 ：
“
土 壌 有 機 物 の 化 学

”
，p．44 （1977），

（学会 出版 セ ン タ ー）．
C ・A ・Parker ：

“Photolurninescence　tf 　Solu‘ions”
，

p．20 （1968）， （Elsevier　Pub ．　 Go ，
，
　 New 　York ）．

☆

　 Simuhaneous 　 fluorometric　 determination 　 of

hum 量c 　a ｛温 and 　lignine 　sUlfonate3 　De 重emhado 皿

of 　humic 　acid 　a1 塞d【fU1▼畳c 　acid 匚ill　sedi1 コ皿 ent 曇　　Shozo
MATsuDA

，
　 Keizo　 H 匸RAKI 　 and 　 Yasuharu 　 NlsH【KAwA

（Department 　 of 　 Chemistry
，
　 Faculty 　 of 　 Science　 and

Tcchnology ，　 Kinki 　 Unive【sity ，　 3−4一豆，　 Kowakae ，

Higashi−Osaka −shi
，
　Osaka ）

　 A 日uoromclric 　 metllod 　was 　described　ibr　 the 　 simult −
aneous 　determination 　of 　lignine　sulfbnate 　alld 　humic
acid ．　The 　Huorescence　peaks　 of 　lignine　sulfbnate 　 and

humic 　acid 　due 　to　cxcltation 　at 　320　nm 　have　intens三ty
maxima 　 at 　 different　 wavelengths （near 　 400　nm

，
500

nm ・respectively ）・ The 　 concentration 　 of 　l量gnine　 sulf −
onate 　 and 　 hum1c 　 add 　 were 　 determined　 by 　 a 　 dual
wavelcllg 血 pro‘：edure 　from　the 　 emissiQn 　 at 　400 　nm 　and

500nm ，　 Fulvic　 acld 　 ill　 the 　 extracted 　 solution 　 from
sediments 　was 　also 　determined 　by　the 　duaI　wavelength

procedure ，
　 using 　as 　thc 　reference 　a　 standard 　solut 三〇 n

of 　ligninc　 sullbnate 　 which 　gave 　 the 　 similar 　 emission

peak 　as 　fulvic　acid ．　 Atypical　procedure 　was 　as ｛bllows．
Free　hum 三c　acid 　and 　free　fulvic　acid 　in　sediment ｛（0．1〜

0．5）g｝ were 　 extracted 　 with 　 lO　ml 　 of 　a 　 O．1Nsodium
hydroxide 　 solution ，　 alld 　 the 　 combined 　humic 　 acid 　 and

combined 　fulvic　 acid 　in　thc 　residual 　 material 　werc 　 also

extrac 亡ed 　 wilh 　10ml 　of 　a　O．IMsodium 　pyrophosphate
solution ．　 Four 　 milliliters 　 of 　 a 　 O．IMEDTA 　 solution

aIユd　 2　ml 　 of 　 l　M 　 sodium 　 acetate 　 bu 幵br　 solutio 且 were

added 　to　thc　cxtracted 　solution
，
　and 　pH 　of 　the　solution

was 　 adjusted 　 to　 9．O　 with 　sodium 　 hydr。 xide 　 solution ．
The 囗u 〔，resccncc 　intensity　of 　thc 　solution 　was 　measured

at 　400　nm 　and 　500　nm 　depending　on 　excitation 　320　nm ，
a 駄 d　calv ・ulatcd 　by　fbllowillg　equation ，

・
一

一恥

鵠5紺 論 ・
」 驚…鋤郵

wherc 　∬F400 　and 　IF．soo 　arc 　the　relativc 　nuorescence
intcng．　itites　 at 　 thc　two 　wavelengths ； CNaLs　 and 　 CHA
a 「econcentrat 互ons 　oi

’
星三gninc　sulfonate 　and 　hu 血 c　acid ；

ん
、

乱 nd 　k1’arc 　the 　lignirLe　sulfonate 　constants 　at 　400　nm

und 　500　nm
，
　 and 　L・2　 alld 　k2’are 　the 　 const ．ants 　fbr　the

hunlic　 acid 　a 目 he　two 　 wavelcngths ．　 This　 method 　 was

apphed 　to　sedjmcntsamples 　containing 　less　than 　lOppm
of 　 two 　 h   ic　 conponents ．　 Prec 跏 。f　the 　 method

was 　studied 　using 　a 　mixcd 　standard 　solution 　of　lign血 e

sulibnate （5．Oppm ） and 　 humic 　 acid （1．O　ppm ），　 and

吐11c　rcc 更｝very 　was 　 98％　（c．v ，0．6％） and 　97％　（c．v ．
2％ ），

respectively ．

　　　　　　　　　　　　　（Receivcd　Nov ．24
，
1978）
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