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微分蛍光法に よる クロ ロ フ ィ ル a
，
b 及び

フ エ オフ ィ チン a
，
b の 超微量定量

励 起微分ス ペ ク トル の 有効性

芳竹　良彰 ，　合田　四 郎　，　 山崎　秀夫 ，

森重　清利 ，　西 川　泰治   ＊
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（虻984 年 7 月 5 日 受 理 ）

　 ク ロ 卩 フ ィ ル （chL ）及 び フ ェオ フ ィ チ ン （pheo．） は ， 水 圏に お け る 生 物活性の 重要 な 指標 で あ る・
し か し ， こ れ ら の 構造 は ，テ ト ラ ピ 卩

一ル 環状 携 造 に 基 づ く 非常 に 類似 し た も の で あ り，い ま だ適 切 な

定 量法が 確立 さ れ て い な い ・本 研 究 で は ，chL 　a
，
　 b 及 び pheo．　a，　 b の わ ず か に異 な る励 起 ・蛍 光 ス ペ

ク トル を 利 用 し た 励 起 ・蛍 光 微 分 ス ペ ク トル 法 に っ い て 検討 し た ．又，chL 高 次 分 解 物 の 影 響 を除 去

す る た め に，ペ ーパ ー
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ーを 併 用 し た 励 起 ・蛍 光 微 分 ス ベ ク ト ル 法 を 確 立 し た ・な お ，

本 法 に よ り，環 境 試 料中の chl ・a
，
　b 及 び pheo ．　a

，
　b は ， 他 の 3 成分 が そ れ ぞ れ 単 独 で 20 倍 量共存す

る 場 合 に つ い て も，相 対 標 準偏 差 4 ％ 以 下 （9 回 繰 り返 し 測 定） で ， 定 量限 界 0．Ippm の 超 微 量定

量 が可 能 で あ る．

1 緒
ミ
口

　 ク ロ ロ フ ィ ル （chL ）及 び その 初期分解物 で ある フ ェ

ォ フ ィ チ ン （pheo ．） は，水 圏 に おけ る 生物活性の 重要

な指標 で ある．現在 chl ．及 び pheo ，の 定量 法 は ，吸光

光 度法 を始 め 種 々 の 分析法が 報告 され て い る 1）t冫．　 しか

し，こ れ らの ポ ル フ ィ リ ン 類 は ，テ トラ ピ P 一ル 環状構

造 に 基づ く非常 に よ く類似 した分 光化 学 的特性 を有す る

た め ． い ま だ 満足 す べ き 分 析 法 は 確 立 され て い な い ．

chl ．　c 及 び phco ．　c に っ い て は ，著者 らが 先に 熱活性

化遅延蛍光法 （TADF ）を開発 し，その 特異的分析を可

能 に した 3）．更 に ，ch1 ．a7　b 及 び pheo ．　a ，
　b に つ い て

は ，ペ ーパ ー
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ーを併用す る 簡便 な 蛍光

分析法 を 報告 した 4）．本研 究は，よ り高感度，高精度 な

chL 　a，　b 及び pheo ，　a
，
　 b の 分析法 の 確立 を 目的 と し，

それぞれ の わ ずか に 異 な る励 起 ・
蛍光 ス ペ ク トル を利用

し た 二 次微分蛍 光分析法 に つ い て 検 討 した ．又 ，
chl ．高

次 分 解物 の 影 響 を除 去 す る た め に，ペ ーパ ー
ク ロ マ ト グ

＊
近 畿 大 学 理 工 学 部 ： 577 　大 阪府 東 大 阪市小 若 江 3−

　 4−］
＊＊ 近 畿大 学教 養 部 ： 577　大 阪 府東 大 阪 市 小 若江 3−4
　 1

ラ フ ィ
ーを併用 し た 微分蛍光 法 を 開 発 し，chl ．　a，　b 及 び

pheo．　a，　b の 選択的
・高感度分析法を確立 した．

　又，励起波長 を固 定 し蛍光微分 ス ペ ク トル を 測定する

通常 の 微分 蛍 光 法 と，新 た に ，蛍光 波長 を 固 定 し励 起光

を微分 す る， い わ ゆ る 励 起徴分 ス ペ ク ト ル 法 を 開拓 し

た ．なお，両法 を 比較検討 した 結果，各種 chL 類が 混

在す る 試料中 の 超微量 chl ・a の 選 択的定 量 に は ， ク ロ

マ ト グ ラ フ ィ
ーを併用 し た 励起微分 ス ペ ク F ル 法が有効

で ある こ とを 明 らか に し た ．

2　実 験

　 2 ・1 試 　薬

　chL 　a，　b は，ホ ゥ レ ン 草 の 葉 よ り ア セ ト ン 抽 出後，
ジ

オ キ サ ソ 法 5）
に よ り沈殿 と し，セ ル ロ

ース カ ラ ム ク ロ マ

トグ ラ フ ィ
ー ｛石 油 ベ ン ジ ン ： ア セ ト ソ ： 1一プ ロ パ ノ ー

ル ー10D ： 5 ：0・4 （v ／v）｝に よ り単 離 ，精 製 し た ．　 pheo．　a ，

b は ， 上 記 の 方 法 に よ り得 た chl ．　a 及 び chl ．　b の ア セ

トン 溶液 に 1mo ユdm −s 塩 酸 を 滴下 後 ， 室温 で 5 分 間

振 り混 ぜ，中心 金 属 （マ グ ネ シ ウ ム ） を脱 離 させ た ．な

お，ch1 ．　a ，　b の 濃度 は モ ル 吸光 係 数 （ε） よ り 分 光光 度

法 的に 決定 し た ・ こ の 場合，
ch1 ．　 a 及 び ch1 ，　b の モ ル

吸 光 係 数 をそ れ ぞ れ ε6ss
＝8．2xlO4　dmS 　mol

−i　cm
−1

，

ε“ s
＝4．8× 10d　 dm3mol −icm 『1

と し て 濃 度 を 算 出 し

た の．
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そ の 他の 試薬 は ， す べ て 市 販 特 級 品 を使 用 し た ・

　2 ・2　ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー用 担体

　ペ ーパ ー
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ーに は ，
Whatman 　 No ．1

ク P マ ト グ ラ フ ィ
ー

用 泝 紙 を 使 用 し た ．

　2 ・3 　装 　置

　 吸 収 ス ペ ク トル 及 び 吸 光 度 の 測 定 に は ， 日 立 自動分光

光 度 計 333 型 を使 用 し た ，

　 蛍 光 ス ペ ク トル 及 び 励 起 ・蛍 光 微 分 ス ペ ク トル の 測 定

に は，日立 分 光 蛍 光 光 度 計 850 型 （R −928F 光電 子 増倍

管，150W キ セ ノ ン ラ ソ プ）及 び 同 内 蔵 コ ン ピ ュータ ー

微 分 回 路 （Savitzky−Golay 方 式） を 使 用 し た ．

　2・4　一般操 作

　 ク ロ マ ト グ ラ ソ ィ
ー用 炉紙 の 下 端 よ り 4cm の 部分

に ，試料 か らの ア セ ト ン 抽出溶液 を マ イ ク ロ シ リ ン ジ

（テ ル モ MS −NlO ）で
一・

定量 ス ポ ッ トす る． こ の 際 ，ス

ポ
ヅ

ト の 直径 が 2mm に な る よ う 注意す る．展 開溶媒

と して 石 油 ベ ン ジ ン ； ア セ ト ソ ＝20 ： 3（v 〆v ）を 用 い ，上

昇法 に よ り 展 開す る ．各成分 の Rf 値 に 従 い ，炉紙 を

chL 　 a
，
　b 部分と pheo ．　a

，
　b 部分 に LUり分 け，ア セ ト ン

3cme に ょ り振 り混ぜ 抽出す る．各抽出溶液 に つ い て

微分蛍光法 に よ り chL 　a
，
　b 及 び pheo ，　a，　b を 定 量す

る．
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Table　l　 Excitation　 and 　 emission 　 Maxima 　 of

　　　　 chlorophyl ］s

　 　 　 　 　 　 　 Ex ．ノnm

ch 匸o 【
「ophyl 且 a 　　　　　　　430

chlorophylT 　 b 　 　 　 　460
chlnrophyi 且 c 　　　　　　　452

phcuphy 匚in　己　　　　　　　41〔，

phcuph 》till　b 　 　 　 　440

phcopliytin【：　　　　　　 435

pheophorbide　a 　　　　　　410

pheophorbide 　 b　　　　　435

え一2ch
］．凡　 　E 皿 ．／nm 　 A−Aehl．巴

3022

− 2010

　 5

− 20

　 5

6666S5

　 　　 −11
634 　 　　 −32
670　 　　　　 4

655　 　　 − H
657 　　　

− 9
670　 　　　　 4

659　 　　 − 7

3　結果及 び考察

　3 ・1 微分蛍光法

　微分蛍光法は 原理的 に は 微分 吸 光光度法
7）”） と同 様 で

あ り，d κF ！dか の 波 長 に 対す る 曲 線 を 直接 測 定 し，微

分 ス ペ ク トル を描 か せ る （F ： 蛍光強度，2 ： 波長，n ：

微分次数）．すな お ち，波 長 差 △ 2 当 た りの 蛍光強度 が

微 分 値 △ F と して 記 録 され る ．Fig．1 に 通常の 蛍光 ス

ペ ク トル （原 ス ペ ク ト ル ） と微分 ス ペ ク ト ル の 関係を示

し た． 1 回の 微分 ご と に 位相 が π f2 進 み， 2 次微分 ス

ペ ク トル で は ，原 ス ペ ク ト ル の ピ ーク が 反 対 に 谷 と なる

こ とが 理 解 で きる．な お，本 研究 で 使用 した 日立 分光蛍

光光度計 850 型 は， コ ン ビ ＝
一

タ
ー回 路 に よ る　Savi−

tzky −Golay 方 式
9）を 採 用 し て い る ．又 ，本 装置 の コ ン ピ

ュ
ータ ー同路 で は，波長走査ス タ

ー
ト とチ ャ

ー
トス タ

ー

トの タ イ ミ ソ グ を ず らす こ とに よ り，位相 の ず れ は 自動

的 に 補正 され る．従 っ て．原 ス ペ ク ト ル の 波長 と微分 ス

ペ ク トル の 波長 は ，完全 に
一

致す る．

　 Table 　 I に ch1 ．及 び そ の 分解物 の 励起
・
蛍光波長を

示 した ． こ こ で ，こ れ ら chL 類 は ，そ の 励起 ・
蛍光極

大 波長 が 共 に 近 棲 して い る た め ，従 来 の 蛍光法 で の 原 ス

ペ ク トル に よ る 分 離 定 量 は 困 難 で あ る，微分蛍光 法 に よ

れ ば ， chL 類 の よ うな励起
・
蛍光波長 の 近接 した 物質 の

分 離確認 が 容易 で あ る．又 ，蛍光 性 物質に 対 して 微分蛍

光法 は ，微 分 吸 光光度法 に 比べ 高感度分析が 可 能で あ る

と と もに ，励 起 ・
蛍光波長 の 設定 に よ り，選択性 の 向上

が 期待 で きる．

　一般 に 蛍 光物質 の 励起 X ベ ク トル と蛍光ス ペ ク トル と

の 間 に は，ほ ぼ 鏡像関係 が 成立 す る．従 っ て ， 微分蛍光

法で は ，励起波長 を 固定 し蛍光 ス ペ ク トル を 微分す る，

蛍光 微分 ス ペ ク ト ル 法　（Emisson　 derivative　 spectrum

method ）と，蛍光波長 を 固定 し励起 ス ベ ク ト ル を微分す

る ，い わ ゆ る 励起微分 ス ベ ク トル 法 （Excitation 　deriva −

tive　spectruln 　method ）が可 能 で あ る．

　3・2　蛍光微分 ス ペ ク トル

　Fig ．2 に ch1 ．a，　b を 等量混在 させ た ア セ ト ン 溶液 に

つ い て の ，原 ス ペ ク トル と 2 次 蛍光 微 分 ス ペ ク トル を 示

した ．励 起 波長 を そ れぞれ chl ・a の 極大波長 （430　nm
，

［A ］）， chL 　b の 極大波長 〔457　nm
， ［B ］） に 固定 し．
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Fig，　2　FluQrescence　and 　日uorescence 　derivative

　　　　spectra 　 of 　chlorophylls 　 a　 and 　b

　 　 　
−−lEmission 　spcctrum 　of 　ch 【orophyll 　a （1．OFg　cm

−A
），

　 　 　
一一

； Ernissien　spcc しrum 　of 　chIorophylt 　b （1．lpg　crn −3），
　 　 　

一
； 2nd 　fluorescence　derivative　spectrum 　 of 　a 　rnixture

　 　 　 of 　 chlorDphylls 　 a 　 and 　 b； 匚A］：Excitatien 　 wavelength

　 　 　 4aOnm ，匚Bコニ ExcitatJon 　wayclength 　457nm

2 次蛍 光微分 ス ペ ク トル を 測定 した とこ ろ，650　nm に

chL 　b
，
666　nrn に chL 　a が分離確認 で きた．そ れ ぞ れ

の シ グ ナ ル 強度 （微分 ス ベ ク トル の 山 と谷 の ピーク 高

さ） と 成分濃度 の 間に は 直 線性 が 成 立 し，更 に．微 分

回 路 に 増幅機能が 備 わ っ て い る た め ，後 に Fig ．5 に 示

す よ うに chL 類の ng オ
ーダー

の 微 量 定量 が 可能で あ

る．

　3・3　励 起微分 ス ペ ク トル

　微分蛍光法 は d ” F／d2n の 波長に 対す る 曲線 を 直接 測

定 し，微分 ス ペ ク トル を 描か せ る こ とか ら，鏡像関係 に

あ る 励 起 ・
蛍光両 ス ペ ク トル に 対 し て ，同様 の 原理 に

基づ く微分ス ペ ク トル の 測定 が 可 能 で あ る．Fig ．3 に

chl ．　a 及 び pheo ・a 共存下 に お け る 2 次 励起微分 ス ペ

ク トル を 示 した．chl・　a ，　pheo ．　a は 共 に 670　nm に 蛍

光極大波長 を 有す る （正確に は Table 　 L に 示 した よ う

に ，chL 　a　666　nm ，　 pheo ・a670 　nm に 蛍光極大波 長 を

有 し，分解能 の 優 れ た 分光蛍光光度計 で の み こ れ らを分

離確認 で きる）．従 っ て 2 次蛍光微分 ス ペ ク トル 法 に よ

る場合 は ，各成分 の 影響が 分析値を 大 きく支配す る．し

か し，蛍光 波長 を 670　nm に 固定 し た 2 次励起微分 ス

ペ ク トル に よ れ ば ，410nm に pheo ．　a
， 又 ，

430　nm に

chl ．a が容易に 分離確認 で きる．更 に，蛍光微分 ス ペ ク

トル 法 と同 様 に ，シ グ ナ ル 強度 と成 分濃 度 の 間に は 直線

性 が 成 立 す るた め，Fig．5 に 示 す よ うに 各成分 の 特 異

的
・選 択的な 定 量 が 可能で あ る．
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Fig．　3　Excitation　and 　2nd 　excitatiQn 　derivative

　　　　spectra 　 of 　 chlorophyll 　 a　 and 　pheophytin　a

　 　 　
−一

： Ofiginat　spectrum 　of　a　m 三xture 　of 　ehlotophyll 　 a

　 　 　 a皿 dpheophytin 　a，［chL 　a］＝［pheo．aコ＝0．42 唱 cm
−s

；

　 　 　
一

：2nd　cxcitatio 皿 derivative　spec しrum

　3 ・4　ペ ーパ ーク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

　天 然 水中に は chl ・及 び その 初期分解物で ある pheo ．，

更 に は フ ェオ ホ ル バ イ ド （pheobide ・）な ど の 多種多様 な

chL 分解物 が 存在する ． こ れ ら分光特性 の 酷似 した ポ

ル フ ィ リ ン の 共存下に お い て は ，2 次励起 ・蛍光微分 ス

ペ ク ト ル 法 に よ っ て も，各 成 分 の 正 確 な 同定
・
分離定量

は 容易 で な い ，こ れ ら の 化合物の 高次微分 ス ペ ク トル 法

に つ い て も検討 した が，原 ス ペ ク トル に 含 ま れ る ノ イ ズ
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が 目的成分 の 信 号 に 比 べ て ，は るか に 高 い 周 波数 を 有す

る こ とか ら，高次微分法 を適用す る に 従 い ，目的成分 の

僑号 に ノ イ ズ が 加算 され，シ グ ナ ル の 利用効率を低下 さ

せ る ．

　 そ こ で ．よ り精度 の 高 い 分析伯 を 得 る た め に ，ペ ーパ

ー
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー
に よ る 試料抽出液 の 前処理法 に

つ い て 検討 し た ． Fig．4 に chL 　a
，
　 b 及 び pheo ．　a

，
　b

の ペ ーパ ーク ロ マ トグ ラ ム の
一・

例を示 した．石油 ベ ン ジ

ン ： ア セ ト ン ＝20 ：3（v ／v ）溶媒系 に お け る 上 昇法 に よ

れ ば，再 現 性 あ る 良好 な 分離が 可能で ある ．な お ，本 条

件下 に お い て ，pheobide ．を は じめ とす る 高次分解物 の

大 部分 は 原 点 に 残留す る．更 に ，ク ロ マ トグ ラ ム 上 の 目

的成分 は ，ア セ ト ソ に よ り定量的 に 逆抽出で きる こ とか

ら4），テ イ リ ン グ な ど に よ る影響 が 」
．
ヒ較的少な い pheo・

b と　chl ．a の 間で ク P マ トグ ラ ム を 切断，分離 し，

pheo ．部 （A ） と chL 部 （B ） の 両 ア セ ト ソ 抽出溶液

に つ い て，励起 ・
蛍光微分 ス ベ ク トル 法を 適用 した ．

T
・

↓
T

・

1 一

一9−一
 

 

pheophyhn

phe 叩 hyLin

§

禽

ch1 。 rophyH

ehbrOph ｝
・H

帯・ ・ r 嬉洫 （chl ．
c，pheobid

　 〔R の

a 〔o．97｝

b 〔0．S2）

〔0．46｝

（O．26＞

c、pheo ．
a，etc ．｝

Fig．4　Paper 　 chromatogram 　 of 　 ch 且orophylls 　 and

　　　　 their　degradation　products

　 　 　 　 So且ven に sVstcm − Light 　petro 且eum 　： Acctone＝20 ；3
　 　 　 　 （v ／v ）

　 3・5 　分 析精度

　ペ ーパ ーク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ーを併 用 した 励起 ・

蛍光微

分 ス ペ ク トル 法 の
一例 と して， chl ・a 及 び pheo ．　a の

2次微分 ス ペ ク トル と検 量 線 を Fig ．5 に 示 し た ．微分

ス ペ ク ト ル の 山
一
谷間 の ピーク高 さ を シ グ ナ ル 強度 とす

る と，シ グ ナ ル 強度 と成 分濃度 の 間に は 良好な直線性が

認め られ た ，又 ，各 成 分 と も に他 の 3 成分 が そ れ ぞれ 単

独で 20 倍存在 した 場合に お い て も， 相対標準偏差 4 ％

40

20

一20

一4e

4e

02

0

雪
旨
9
∈

　

D

　

2

　

　一
濁

駐
弼

一40

40e　　　　450　　　650　　　　700　　　　　　400　　　　450650 　　　　700
Wave ］ength ，／nm

　 80

書6°

髦
ヨ

40

．梟
の 　 20

Wavl・］ength ！nm

　 　 〔4）

Cl）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 5　　　　10　　　 15　　　 20

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Amoun 匚 〔冂9 ／spotJ

1♂三9．　5　Analytical　curvcs 　fbr　chlorophyll 　a　and

　　　　pheophytin　 a 　 on 　dcrivative丑uorometry

　 　 　 　 Chtorophylt　 a − （1） Excitation　 derivative　 spectrum

　 　 　 　 method ，　 Em ．666　nm ，（2） Emissio ロ derivative 　 spec ・
　 　 　 　 叮 um 　method 　Ex．430　nm ；　 1’heophytia　 a − （3）Ex・
　 　 　 　 citation 　derivative　spectrum 　 meIbod ，　 Em ．670　nm ，（り

　 　 　 　 Emjssion　derivativc　 spectrum 　me 匚hQd，　 Ex．410nm ；

　 　 　 　 （a ）　17．Ong ，　（b）　且2．7 “ g，　（c ）　8．5ng ，　（d）　4．2ng

以下 （9 回繰 り返 し測定〉 で ，定量限界 O・1ppm の

cht ．　a
，
　b 及 び pheo ．　a，　b の 分離定量 が 可能 と な っ た ．

　た だ し，天 然試料中 の chL 　 a の 定量 に 際 し て は ，原

点か ら ch1 ．　 a
，
　b 付近 に 展開 され る 赤色蛍光物質 の 蛍光

極大波長 （670　n 皿 付近） と chL 　 a の それ が 近接す る た

め ，蛍光波長を 666 　nm に 固 定 した 励起微分 ス ペ ク トル

法 が有利 で あ る と の 知 見を得た．

　3・6　実試 料 へ の 応用

　本法 を環境標準試料 （国立公害研究所， NIES 　No ．2

Pond 　 Sediment ） を は じめ ，
　 chL 分解物の 影響が 大 きい

た い 積物及 び水 試料中の chl ・a
，
　b 及 び pheo ．　 a，　b の 定

量 に 適用 した．

　3・6 ・ 1 環境標準 試 料中の ch1 ・ag　b 及 び pheo ・ag　b

の 定 量 　 Pond 　Sediment 　l・09 を ひ ょ う量 し，冷 ア セ

h ン 20c 皿
s
で 5 分間振 り混ぜ 抽出す る．4 回 の 抽出操作

に よ り得た 全抽出溶液を分液漏斗 に 移 し，石油 工 一テ ル

10c 皿
3 更 に 飽和食塩水 50　c 皿

3
を加え，　 ch1 ．類 を 石油

工 一テ ル 相 へ 抽 出 する ．石 油工
一

テ ル 相 を 蒸留水 で 3 回

洗浄し，減圧 下で 濃縮乾固後，一
定量 と す る ．一

定量 に

した ア セ ト ソ 抽出液に つ い て ，本法 に よ り cLL 　a，　b 及

N 工工
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Table 　2Results 　of 　analysis 　using 　derivative　fluorometry　 and 　spectrophotomctry

Samptc
y「飢皿OrOUH＼

aOChP譜
　

！

山 pheo ．　b
　 　 Spectrophotomet「y
− −
chl ．　a 　　　　　　chl ．　b　　　　　 ch 且．c

Pond 　 SEdimcnt 　 NIES 　 No ．2，　 ppm 　　　　　　N ．　D ．
Pond　scdimcnt 　in　Takarazuka ，　 ppm 　　　　　B．4
Polユd　watcr 　in　 Higashiosaka ／pg 　dm

−3
　　　 15．3

chloroph ）
’］I　 z ； Excltalion　dcrivativc　spectrum 　 method ；

N ．D ，
■．23
・
巨

4．313
．61
．5

2，■

7．71
，0

26 ，fi　　　　　　　 7，2　　　　　　　 2．3
114．6　　　　　 17フ．4 　　　　　2田 ，2
17．0　 　　 　　 3．8　　 　　 N ，D ．

chloropl ，yl］ band 　 pheophyt ；ns 　 uJ 　 b ；Em ；ssl りn 　 deriv且tivc 　 spcctrum 　 meIhod

び pheo ，　 a ，　b を 定量 した ．結 果を Table 　2 に 示 した ．

本法 と吸 光光度法 で の 分析値 を 比較，検討 し た 結果，吸

光光度法 で は ，他成分 の 影響 を 受け 著 し く 高値 を 示 す

が，本法 に よ れ ば ， chl ．分解物 の 影響を 受け る こ とな

く chL 　a，　b 及 び pheo ．　a，　b の 微 量 定 量 が 可 能 で あ る

こ とを明 らか に した．

　 3・6 ・2 　天 然 水中の chl ・　a
，
　b 及び pheo ・　a

，
　b の 定量

試料 水 を グ ラ ス フ
ァ イ パ ーフ ィ ル タ ー　（Toyo ，　 GA

200，pore　 size ： 0 ．8　prn ， φ ： 4．5cm ） で 炉過 す る．炉

過量 は フ ィ ル タ
ー上 の 残 留 物 の 色 で 判 断 した 　（0 ．5〜3

dm3 ）．残 留物 を フ ィ ル タ
ーと と もに 90　％ ア セ ト ン で

粉砕 ，抽 出 す る．遠心 分離 （4000rpm ， 10皿 in） に よ り

浮遊物 を 除 去 し，上 澄 み 溶 液 を一定量．とす る．本法 に よ

り定 量 した 結果 を Tablc 　 2 に 示 した．試 料 の 採水 点は ，

比 較 的 水 質良好 で あ り， ch ］．分解物の 影 響 が 少 な い た

め ，本法 と吸 光光 度法 の 分析値 は ，分 析 誤 差 内 で よ く
一

致 して い る．

　以一Eの よ うに ， ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ーを 併用 した 励起 ・

蛍光微分 ス ペ ク ト ル 法 に よ り，天然 に 多 く存在す る chl ．

分 解物 の 影響 を 受 け る こ と な く，chl ．　a，　b 及 び pheo ．

u
，
b の 選択的

・
高感度分析が 可能で あ る こ とが 明らか と

な っ た ．な お ， chl ・高 次分 解物の 少 な い 試料 に つ い て

は ，ペ ーパ ーク 卩 マ ト グ ラ フ ィ
ー

に よ る 前処理 の 必 要 は

な く，通常 の 微分蛍光法 に よ り．十分選択性 の あ る 結果

を 得る こ とが可能 で あ る．

　 な お ，本 研 究 は 文 部 省 科学 研 究助 成金 （58102012） 並

び に 近畿大 学 研 究 助 成 金 に よ っ て 行 っ た も の で あ り， 記

して 感謝 の 意 を 表 す る．
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　Ult皿 直cro 　deterln 董皿 at 量on 　 of 　 chlorophyU5 　 a
，
　b

and 　pheophytins 　ag　b 　by 　deri▼ ative 　 fluoremetry ；

A ▼ ailab 覬ity　 of 　 e 】【ci 重ation 　derivati ▼ e 　 spectrum ・
Yoshiaki　Yos 田 TAKE ，　Shiro　GoHDA ，　Hideo　YAMAzAKI，
Kiyotoshi　 MoRIsHIGE ，　 Yasuharu 　 NlsHIKAwA＊

，
　 and

Tsuncnobu 　 SHIGEMATsu＊＊
（
＊Faculty　of 　 Science　and

Technology
，
　 Kinki 　 University；

＊ ＊ College　 of 　 General
Education

，
　 Kinki　University

，
3−4−1

，
　Kowakae

，
　Higa −

shiosaka −shi ，　Osaka ，577）
　Analysis　 of 　 chlorophylls 　 and 　 pheophytins 　 is　 indis−

pensable 　 fbr　 thc　 estimat 苴on 　 of 　 physiological　 biomass
andtor 　 environmen しal　 pollution．　 However ，　 thcre 　 are

no 　remarkable 　difference　in　spectral 　propertics　between
chlorophyIls 　and 　degradation　products．　 Excitation　and

emiSsion 　maximar 　 wavclcngth 　of 　chlorophyllS 　 and

pheophytins　were 　as 長〕110ws；chlorophyll 　a （4301666　nm ），

chlorophyll 　b （457！650　nm ），phcophytin 　a （4101670　nm ），
pheophytin 　 b （4351655　nm ＞．　IL　 indicates　 that 　 coex −

istencc　 of 　 a　 large　 amount 　 of 　 degradation　 products
causes 　a　large　error 　on 　thc 　dctcrmination　of 　chlorophyllS

and 　 pheophytins ．　 Therc 正brc
，　 derivative　 fluorometric

mcthod 　 was 　 utilized ｛br ヒhe　 analysis 　 of 　 chlorophy 皿s

and 　 pheophytins ，
　 bccausc　 this　 method 　 is　 essentially

profitable　to　analyze 　 thc 　 spcctra 　which 　are 　largely

overlap ．　In　particular，　it　was 　realized 山 at 　cxcitation

dcrivative　spectrum 　method （Em ，三666　nm ； excitation

wavelength 　 was 　driven　f｝om 　 380　to　500　nm ） was 　 ef −

fective　fbr　the　determina ［ion　 of 　chlorophylls 　in　 environ −

mcntal 　samples 　that　coexis しmany 　dcgradation 　productS．
Further，　the　selectivity 　of 　this　technique 　can 　bc　incrcased

by　excitation 　and 　emission 　derivative　spectrum 　methods

combined 　 with 　paper　 chromatography ．　 Thc 　 relative

standard
　 deviation　 of 　the　 measurements 　 was 　less　 than

4．0 ％ （9determinations）for　chlorophylls 　a，　b　and 　phc−

ophytins 　a，　b ，
　 even 　 whcn 　amounts 　of　the 　other 　three

pigmcnts 　were 　20−f〈）ld　than 　that 　of 　the　desired　pigment ．
By 　using 　this　method ，　chlorophylls 　a 、　b　and 　phcophytins
a

，
bin 　environmental 　samples 　with 　ppb 　levels　could 　be

determined ．
　　　　　　　　　　　　　（Received 　July　5，

1984）
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　　Ke 〃wend 　phra8et

dcrivative　fluoromctry　 of 　chlorophylls 　 a，　 b　 arld 　phe −

　ophytins 　a ，　b；excita しion　derivative　spectrum 　me 山 od 三

ernission 　d じ rivative 　 spectrum 　 mcthod ； paper　 chro −
matography 　of 　chlorophylls ．

共沈一還 元 気化法 を用 い ナニ海水中の 水銀の 蛍光定 量

長　 沼 健
＊

（1984　年　7　月　27　日 受 1里）

　水 銀 は 塩 化 ス ズ （ll） 溶 液 の 存 在
．
ドで 空 気 に よ る バ ブ リ ン グ に よ っ て 気 化 さ れ る ． 吸 収 液 と し て 過 マ

ン ガ ン 酸 カ リ ウ ム の 硫酸 溶 液 を 用 い る と水 銀 は 完 全 に 捕 集 さ れ る ．こ の 反 応 は 特異 的 で あ り分 離 法 と し

て 優れ て い る・水 銀 の 定 量 は ロ ーダ ミ ン B一臭化 水 素酸 ・硫酸混 酸
一

トル エ ソ の 抽 出 系 を 用 い ， 蛍 光 法 で

測 定 し た ．本 法 を P一ジ メ チ ル ア ミ ノ ペ ン ジ リ デ VP ダ ニ ン 共 沈 法 と 併 用 し て 海水 に 適 用 し ，沿岸海 水

中の 水 銀 の 含 有 量 と し て 0・15〜0 ・1gPPb を 得 た ．本 法 に お け る 妨 害 元 素 は 金 （III）， ヨ ウ 化 物 イ オ ン ，
臭 化 物 f オ ン ， 硫化物 イ オ ン な ど 直 接水銀 と化 合 す る もの が 負 誤 差 を 与 え るが，海 水 試料 で は 干渉 を 示

さ な か っ た ．

1 緒 言

　 環境汚染物質 の
一

つ で あ る 水 銀 の 定 量 に つ い て は 多 数

の 報告が な され て い るが ，最近 で は 主 に 原 子 吸光法 が 仗

用 され て い る．加熱気化法並 び に 還元 気化法の い ずれ の

原 子 吸 光法 で も大 き な シ グ ナ ル で 安定 な f直を 得 る た め に

気化 の 部分 で ，中間 に ト ラ ッ プ を付け る な どの 工 夫 を し

な けれ ば ならな い
1）．　 しか し，こ の 還元気化法 を 分離法

と して 用 い ，気化 された 水 銀 を 溶液 で 捕集 す れ ば，絶 対

量を損失す る こ と な く，又再現性良 く測定 で きる．

　
一．一

方，水銀 （II）は 酸性領域 で ハロ ゲ ノ 水銀錯陰 イ オ ン

を 生成 し や す く，そ の 錯 イ オ ン は 陽 イ オ ン 染 料 と イ オ ン

対 を 形成 し有機溶媒 に 抽出 され，吸 光度あ る い は 蛍光定

量に 利用される
2）
− 4）．こ の 方法 は 良好な感度 を有す る も

の の 実 試料 へ の 適用 例 は 全 く な い ．そ の 原 因 と して は 非

常 に 低 い 酸濃度 か らの 抽 出 の た め に 再 現 性 の 低 下 と試料

溶解な ど の 操作上 の 問題 が 挙げ られ る．

　 本 研 究 に お い て は ，陽 イ オ ン 染料で あ る ロ ーダ ミ ン B

に よ る 水 銀 の 蛍光 定 量 法 を検討す る と と もに 共 沈濃縮と

還 尢 気化 に よ る水 銀 の 分離操作 を 併用 し，実試料 へ の 適

＊
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用 を試みた．

2 装 置及 び 試薬

　 2・1　装　置

　 蛍 光 強 度 測 定 に は 日 立 製 204 形 分 光 蛍 光 光 度 計 （150
W キ セ ノ ン ラ ン プ） を 用 い た ，pH 測 定 に は 日立

一
堀 場

製 M −7 形 pH メ ータ ーを 用 い ，水 銀 の 還 元 気化装置

は 自作 し た ．

　 2・2　試　薬

　水 銀 （II） 標 準 溶 液 ； 塩 化 水 銀 （11） （片 山 化 学 製 特 紙 ）

O．1353g を ひ ょ う量 し て 温 水 で 溶 解後 全 量 を 100　ml と

し ，
1mg ／ml 水 銀 （II） 溶 液 と す る．

　 ロ
ーダ ミ ン B 溶 液 ： ロ

ーダ ミ ン B 　（C2sHaiN20sCl ；

CI 　45170，東 京化 成 工 業 製 特 級 ）0 ，759 を温 水 で 溶 解 し

水 で 250ml と し ， 0，3 ％ 水 溶 液 と して 使 用 し た ．

　P一ジ メ チ ル ア ミ ノ ベ ン ジ リ デ ン 卩 ダ ニン 溶 液 ：P一ジ メ

チ ル ア ミ ノ ベ ン ジ リ デ ン 卩 ダ ニ ン （片 山 化 学 製 特 級 ，以 下

PDBR と 略 記 ）0・059 を ア セ ト ン で 溶 解，全 量 100　ml

と し 0，05 ％ 溶液 を 調 製 し た．

　塩 化 ス ズ （II） 溶 液 ： 塩 化 ス ズ （II） （片 凵」化学製特級）

22・569 に 9M 硫 酸 10　ml を加 え 加 熱 溶 解 後 ， 水 で

100 　 ml に 希 釈 し IM 溶 液 を調 製 し た ．

　有 機溶 媒 ， 酸，そ の 他の 試薬 は 市販 特級 品 を ， 又 水 は

イ オ ン 交 換 水 を 蒸 留 し た も の を 用 い た ．
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