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メ ル ク リオ フ ル オ レ セ イ ン と硫 化物イオ ン の

消蛍光 反応 の 分析化学 的知見

水 試 料 中 の 硫化 物 イ オ ン の 定 量

合 田 四 郎 ，　 森重清利 ，　 山田延正 ，　 岡竹 　充 ，　 西川泰治   ＊

（1985 年 H 月 25 日受 理）

　ア セ ト キ シ メ ル ク リ オ フ ル オ レ セ イ ソ （AMF ）並 び に マ
ー

キ ュ 卩 ク 卩 ム （MC ） の 硫化 物 イ オ ソ に よ

る 消 蛍 光 反 応 を 検 討 し，そ の 消光機構 を 明 ら か に し た，pH 　 lO で AMF と S27 の 結 合 比 は 1 ： 1
， 5（，

MC と は 2 ： 1 錯 体 を 形 成 し ， メ ル ク リ オ フ ル ナ レ セ ィ ン の 蛍 光 は 静 的 消光 す る ． こ の 消蛍光 反 応 を

利 用 し て （0 ．5〜5）× 10− Tmol 　drn −a
（MC 法）， （1〜10）× 10−7mol 　dm −s の 硫 化物 イ オ ン が 誤差 2％

以 内 で 迅 速，簡 便 に 定 量 で き る．AMF 法 で は 鉄 （II，　III），マ ン ガ ン （II） が 硫 化 物 イ オ ン の 100 倍 量

共 存 す る と 妨 害 す る ． MC 法 で は マ ン ガ ン （II） の 影 響 は 認 め ら れ な い ． こ れ ら 鉄 （II， III）， マ ン ガ ン

（II） 共 存 下 で 水 中の 微 量硫 化 物 イ オ ン を 直 接 定 量 で き る こ と を 明 ら か に し た ・

1 緒
書

イト

　先 に フ ル オ レ セ イ ン の 4 あ る い は 5 位 に ア セ トキ シ メ

ル ク リ オ 基 （CH30COHg
一
）や ヒ ド 卩 キ シ メ ル ク リオ 基

（HOHg
−
） を配 した 4

，
5一ビ ス （ア セ トキ シ メ ル ク リ オ）

フ ル ォ レ セ イ ソ （AMF と 略 す）及 び マ
ー

キ ＝ロ ク ロ

ム （2，
　7一ジ ブ ロ モ ・4一ヒ ドロ キ シ メ ル ク リ オ フ ル オ レ セ イ

ン ；MC と略 す）の 化学構造 と そ の 光 ル ミ ネ セ ン ス 特性

との 関係 に つ い て 報告 し た
i＞． AMF の 蛍光は硫化物 イ

オ ソ に よ り特 異 的 に 消 光す る の で，ppb レ ベ ル の 硫化物

イ オ ン の 消蛍光定 量に 利用 され て い る
！）3）．　 田 中 らは 大

気中 の 硫化水素 の 定量 に AMF を 用 い ，　 ppb レ ベ ル の

硫化 水 素を簡便1・L 定 量 す る方法 を 提 出 し て い る
4 ）． し か

し ， そ の 消光機構並 び に 消光能な ど に 関す る 基礎的な検

討 は あ ま りな さ れ て い ない ．著者 らは Mc が AMF と

同様 に 硫 化物 イ オ ン に 対 して 強い 消蛍光反応を 示 す こ と

を 見い だ し た ．そ こ で こ れ ら メ ル ク リオ フ ル オ レ セ イ ソ

類 の 硫化物イ オ ン に 対する消蛍光反応 の 機構 と消蛍光能

に つ い て 比 較検討 し，硫 化 物 イ オ ン の 消蛍光定量法 に 関

す る分析化学 的知 見 を 得 る と と もに ，従来 よ り繁用 さ れ

て い る AMF 法 よ り MC 法 が感度及 び 妨害元 素の 影響

が 少な く優れ て い る こ と を 明 らか に し た ド そ こ で
，

こ れ

らの 消蛍光反応を利 用 した水 中硫化物イ オ ソ の 定量 法を

　
＊

近 畿 大 学 理 工 学 部 化 学 教 室 ： 577 　大 阪 府東 大 阪 市

　　 小 苔江 3−4−1

確立 した ．

2 。 1 試 　薬

2　実 験

　AMF 試薬溶液 ： Sigma 製 AMF 　 8 ．4mg を 0．ImoI

dm − 3
水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液　50　cmS に 溶 か し 2x10 − 4

mol 　dm − s　 AMF 溶 液 を 調 製 ， こ れ を 0 ．1mol 　dm 』s 水

酸化 ナ ト リ ウ ム 溶液 で 希釈 し 　lx10 − 5　mol 　dm − 3
　 AMF

溶液 と し て 使 用 し た．暗 所 に 保存 す れ ば 少 な く と も 2 週

間 は 安定 で あ る ．

　MC 試 薬 溶 液 ： 山 善 薬 品 製 MG （C20HsBr2HgNa20s）

7．5   を 蒸 留 水 50cm3 に 溶 か し ，
2x 　10− 4　mol 　dm − 3

MG 溶液 と し こ れ を 希 釈 し て 使 用 し た ・

　硫 化 ナ ト リ ウ ム 標準 溶液 ： 硫 化 ナ F リ ウ ム （Na2S ・

9H20 ） 約 69 　を 採 り，水 500cmS に 溶 解 し ， こ れ を 原

液 と し た ．原 液 の 硫 化 ナ ト リ ウ ム の 標 定 は ヨ ウ 素 滴 定 法

に よ っ た
5｝．

　 緩 衝 溶 液 ； 0．1 皿 ol 　dm − 3
炭酸 ナ ト リ ウ ム

ー0 ．lmo 【

dm −3
炭 酸 水素 ナ ト リ ウ ム 水溶液 （pH 　 10） を 調製 し

，

こ の 緩 衝溶液 を 用 い て 試 料 溶 液 を 作 製 し た ・

　 フ ル オ レ セ イ ン ナ ト リ ウ ム （ウ ラ ニ ン ）標 準 溶 液 ：

0 ．1〜0．5pgc 皿
一s フ ル オ レ セ イ ン ナ ト リ ウ ム 水 溶液 を

調 製 し ， 分光 蛍 光光度計 の セ ッ テ ィ ソ グ の た め の 対 照 標

準溶液 と し た ．

　 2・2　装 　置

　 蛍光 ス ペ ク ト ル 並 び に 蛍 光 強 度 の 測 定 に は 日立 分光蛍

光 光 度 計 204 型 （150W キ セ ノ ン ラ ン プ ，
　 R −212 光 電

子 増倍管） を 使 用 し ， 又 ， 補 正 蛍 光 ス ペ ク ト ル 及 び 蛍 光

寿 命 の 測 定 に は H 立 分 光 蛍 光 光 度 計 MPF −2A 型 に 同 付
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属蛍光 ス ペ ク ト ル 補 正 装 置 並 び に 同 社 製 時 間 分 解 測 光 装

置 を セ ッ トし て 使 用 し た （150W キ セ ノ ン ラ ン プ ，
446

UR 光 電子 増倍管）・

　吸収 ス ペ ク トル の 測定 に は 口立 自記 分 光 光度計 333 型

を 使 用 し た ．

　2 ・3 　一般操作

　AMF 法 ； 硫 化物 イ オ ン （0 」〜10）× 10’6mel 　dm ”3

を 含む溶液 2cm3 に IxlO −s　mol 　dm −3AMF
試薬溶液

2cm3 を 加 え ，緩衝溶液 を 用 い て 全容 を 20　cm3 と し

（pH 　 10）， よ く振 り混ぜ た 後 ，
498nm の 光 で 励起 し ，

522

nm の 蛍光強度を フ ル オ レ セ イ ソ ナ ト リ ウ ム 対照標準溶

液 （0 ．1　lt9　cm
− 3
）25 目盛 りセ

ッ トを 対照 に 測定す る．

　MC 法 ； 硫化物イ オ ン （O・1〜5）× 10’6mol 　dm ’： を

含 む 溶 液 2cm3 に 1 × 10−・
mol 　dm − 3　 MC 試薬溶液 2

cm3 を加 え ，　 AMF 法と 同様 に 操作 し て 得 られた溶液 に

つ い て
，

508nm の 光 で 励起 し，532　nm の 蛍光強度を

0・5F9 　cm
− s フ ル オ レ セ イ ン ナ ト リ ウ ム 対照標 準溶液 48

目盛 りセ
ッ トを 対 照 と し て 測定 す る．

3 結 果及 び 考察

　 3・1 励起 ， 蛍光 ス ペ ク トル

　AMF の 7x10 −7
皿 oldm

− 3
溶液並び に lxlO − 6mol

dm −3　MC 溶液 の pH 　 lO．5 に お け る 励起，蛍光 ス ペ ク

トル （未補 正）を求 め た 結果を Fig．1 に ，又 ，吸収 ス

ペ ク トル 及 び 補 正 蛍光 ス ペ ク ト ル の 極大波長 を Table 　 l

に 示 し た．

　Fig ．1 並 び に Table 　l の 結果 よ り分 か る よ うに ，
メ

ル ク リオ基や臭素の よ うな重原 子を導入す る と励起 （吸

収）， 蛍光 ス ベ ク トル は 基本 型 の フ ル オ レ セ イ ン よ りい

ずれも長波長側 に 移行 し， そ の 置換基効果は ス コ
ッ ト

則
6 ） に 従 う。AMF と MC と を 比較 す る と フ ル オ レ セ

イ ン の 1
，
8 位 に 臭素 を置換 した MG の 励 起 ， 蛍光 ス ペ

ク トル の ほ うが AMF よ り長波長側 に 移行 し て い る ．

本研究で は 硫化物 イ オ ン の 定量 を目的と した の で ， 蛍光

強度 の 測定 に は AMF ，　 MC い ずれ の 場合も 未補 正 ス

100
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會
の
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Fig．　 l　Excitation　and 　 emission 　spectra 　 of 　 aceto −

　　　　xymercuriofluorescein （AMF ） and 　 2
，
7−

　　　　dibromo −4−hydroxymercuriofluorescein （MC ）

　　　　（uncorrected ＞

　 　 　 　 （1） AMF ； 7xIO − Tmol 　 dm − s　 in　 O．1mol

　　　 d皿
一3Na2COs −NaHCOs （pH 　 10，5）， 17℃ ；

　 　 　 　 （2＞ MC ： 1× 10−5mol 　d皿
一s　in　O．1mol 　dm −s

　 　 　 Na2COs −NaHCOs 〔pH 　 lO．5），15℃

ペ ク ト ル の 極大 波長 AMF ：　Ex ．498 　nm ／Em ．522　nm
，

Mc ： Ex ．508　nln ／Em ．532　nm を 用 い た ．

　 3 ・2pH の 影響

　AMF 並 び に MC の pH と 蛍光強度 との 関係 を 検討

し た 結 果 を Fig ．2 に
， 又 ， そ れ ぞ れ の 吸収極大波長

（AMF ： 495　nm
，
　 MC ： 508 　nm ） に お け る 吸光度 と pH

の 関係 か ら吸光度法的 に Hildebrand プ ロ
ッ ト法

T）に よ

り各試薬の 酸解離定数 を 求 め た 結 果を Fig．3 に 示 し

た ．そ の 結果，AMF 及 び MC は それ ぞ れ pK ： 7．1
。 ，

pK ： 4 ．76 で あ り，
　 Table　1 か らも分 か る よ うに

， 塩基

性溶液 に お け る 積分 吸 収強度並 び に 振動 子 強度 は 共 に 高

値 を 示 す．従 っ て Fig．2 に 示 した よ うに AMF は pH

8．5〜12
，
MC は pH 　7〜12 の 塩基性領域 に お い て 一定

の 最大蛍光強度 を 示 す．こ れ は Scheme 　 1
，
2 に 示 す よ

Table 　1Absorption 　 and 　fluorescence　properties　 of 　mercuriofluoresceinates

Compound pH

　 　　　Absorption
fi
−

　　　　　　　　

λ

階
x ／ ∫

滯
）

f ・・

　 　 　 　 　 　 　 Fluorescence
　

　　 　 　 　　 　 　 　　 　 　 　　 　

Em
謂

a ゴ
φ・ 瀞 ｝凱

τ

藍
ノ

贐
Fluorescein

AMFMC

　

1500

051391
　

　

1

　 4go455

　 495
　 495480

　 515
　 508

4973310101 0．610
．410
，740
．150
．60

5135305330．970

．350

．28

14．81

，54O

，76

7．25

．65

．8

1．682

．05

a）Integrated　intensity　of　absoq ）tien，　 b）Oscillation　strength ，　 c）Fluorescence　sensitiVity 　index＝φfD 」／Hs ），　 d）
Fluorescence　lifetime
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CH30COHg 　　　 HgOCOCH3

　 HO 　　　 O 　　　 O　　　　 OH一

　 　 COOH

Q

CH30COHg

一

一

pK ：7．1

一
〇

　 HgOCOCH3 　　　　　 CH30COHg 　　　 HgOCOCH3

0 　　　 0　　　　　　　　　 0 　　　 0 　　　 0−

　 　 　 　 　 　 一

　 　 COONa

（⊃

Scheme 　 1

　 　 COONa

Ω

　HOHgHOBr

0 0

　 　 　 　 Br

　 　 COOH

D

　 　 OH −
一
一

　 pK ：4．7s

HOHg
−
0Br 0 0

　 　 　 　 Br

　 　 COONa

（）

Scheme 　2

一

HOHgO

　　　 O

Br

0 一

　 　 　 　 Br

　 　 COONa
O

75

50

25

h
濃
の

口
 

一

口唱
 

り
自
Φ

り
u唖
Φ

』
O
ロ【
』

　 　 　 　 　 24 681012

　　　　　　　　　　　　 pH

Fig．　2　EHfect　 of 　pH 　 on 　Huorescence置ntens 三ty

　 　 　 　 （1）二AMF 　1× 10− Gmo 工dm −s
； （2）二 MC 　 lx

　 　 　 　10 −5mol 　 dm 冒s

　 十 〇．6
FO

　 十 〇．4
屋
〉 　＋ 0，29

岳　
o

ご
　 一〇．2
望
　 一〇．4

一〇，6

＋ 1暖
　 　 　 Σ
＋ 0・5

」El，
・　 蕾
一

〇．5　 ＜

　　 邑
一LO 　ヨ
　 　 　 R

　 　 　 　 　 　 　 4　　 　　 6　　 　 　8

　　　　　　　　 　　 pH

Fig．3　Change　in　log（［HA ］／［A
−
］）with 　pH

　　　　HA 　I＝ it　H ＋ 十 A −
．　 pH ＝pK 瓦一10g（匚HA コ／

　　　　［A
−
］）； ［HA コ ： Concentration　 of 　 AMF

　　　　 and ／or 　MC ； （1）：AMF 口（2）：MC

　 　 5　 　 　 　 　 4
　 　　　 0　　　　0HO
　 　 6　　　　　　 3

　 7　　　　　　　　　2
　 　 　 8　　 　　 　 1

　 　 Scheme 　3

うに
， 塩 基性領域 で は 通 し 共役電荷共鳴構造 （対称 キ ノ

イ ド構造） の 分子種 の 分光特性 の 寄与 に よ る も の と 解釈

で き る
1）． そ こ で 硫化物 イ オ ン と こ れ ら メ ル ク リオ フ ル

オ レ セ イ ソ との 消蛍光反応 は ， 最大蛍光強度 を示す pH

lO 付近を選定 し た ．

　3 ・3 　メ ル ク リオ フ ル オ レ セ イ ン の 蛍光特性

　一般に キ サ ン テ ソ 色素の 母核 6一ヒ ド ロ キ シー3H 一
キ サ

ン テ ン ー3一オ ソ （Scheme 　 3）は 共鳴 の 結 果 ，
2

，
4

，
5

，
7一位

で 二 重結合原子 の 電子 密度 が 大 き く，
1

，
3

，
6

，
8一位 で 電子

密度 が 小 さ い ． 従 っ て フ ル オ レ セ イ ン の よ うに 電子供

与性の OH 基 （助蛍光団 ： ＋ Mf 基）が電子密度の 小

さ い 6一位 に 1 個 結合す る 場合 は 蛍光性上都合 が よ く，

Table 　1 に．示 し た よ うに 蛍光 の 量子収率 φf ： 0 ．97 と

大 きい ． こ の フ ル オ レ セ イ ン の 4 あ る い は 5位 に 電子

吸引性 の ア セ トキ シ メ ル ク リォ 基 を 置換 した AMF 及

び 2
，
7一ジ ブ ロ モ フ ル オ レ セ イ ン （ilfrO・37） に ヒ ドロ

キ シ メ ル ク リオ 基が置換 し た MC は ， 共 鳴阻害が起 こ

らな い の で い ずれ も蛍光性 で あ る．た だ し，AMF ，　MC

い ずれ の 試薬も メ ル ク リ オ 基 を 置換 し て い る た め，そ の

重原子効果に よ り φt は フ ル オ レ セ イ ン に 比 し減少 して

い る．又 ，MG は 重原子 で あ る メ ル ク リオ 基 1 個 と臭素

原子 2 個 ， 合計 3 個 の 重原 子 を 有する の で ，
ア セ トキ シ

メ ル ク リ オ 基 2個 を 有す る AMF 　よ り重原子効果の 影

響が大 きく，そ の φf は 低い ，重原子 の φf に 及ぼ す影
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響 は ス ピ ン ー軌道 カ ッ プ リ ソ グ定数の 総和 Σ ζ2 （Table

l 参照 ） よ りも 肯定 で きる． しか し， Table　1 よ り分

か る よ うに AMF
，
　 MC の そ れぞれ の 蛍光 の 感度指標

F．S．1．は L54 　x 　lO
−2pM

，．　O ．76　x 　10−2pm と大 きく，

強 い 蛍光性を 示 す試薬で あ る．

　3 ・4 　硫化物 イ オ ン に よる 消 蛍光 反 応 と 検 量 線

　2・3 の一般操作法に従 い 硫化物イ オ ン の 消蛍光反応に

よ る 検量 線を 求め た 結果 を　Fig．4 に 示 した ．1x10 −fi

moI 　dm − 3
の AMF あ る い は MC に 対 し，　 AMF 法

で は （0．5〜10）x 　IO− i　mol 　dm − 3 の 硫化物 イ オ ン ，又 ，

MC 法 で は （0 ．5〜5）× 10− 7mol 　dm − s
の 硫化物イ オ ソ
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Fig．4　Calibration　curves 　for　sulfide 　ion

　 　 　 　 （1）lAMF （1x10 −61noI 　dm − 3），498／522   ，
　　　 0．1pg 　cm

−3
　Ura血 e 　25　div．；　 （2）：MC （1x

　　　　10
凹6mol 　dm − s）， 508〆532  

，
0．5　pg　cm

−s，
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Fig．5Absorption 　 spectra 　 of 　AMF ，　 MG 　 and 　the

sulfides 　complex

（1）： AMF ，（2）； AMF −sulfide 　complex ，（3） ：

MC ，（4）：MC −su1 丘de　 oQmplex

濃度で ，蛍光の 消光度 と硫化物濃度と の 間 に は Fig ．4

に 示 した よ うに ほ ぼ 直線 に 近 い 曲線を 示 す． しか し，

Fig ．4 に は 示 さ な か っ た が 5x10 ’s　rnol 　dm −s
以下 の

硫化物イ オ ソ 濃度で は検量線は 大 きく湾曲する．本消蛍

光反応 の 検量線 の 屈 曲点 は ［試薬］： ［硫化物 イ オ ソ ］濃

度 の 比が AMF 法 で は 1 ： 1
， 又 ，

　 MC 法 で は 2 ： 1 に

近似 し， こ れ は 試薬 と硫 化物 イ オ ン の 反応比 に 相当する

こ とを示唆す る．こ の 事実を 確か め る た め ，
AMF 及び

AMF ： S2層＝1 ：1 並 び に MC 及 び MC ： S2−…2 ： 1

の 反応溶液 の 吸収 ス ペ ク トル を 測定 し ， 積分吸収強度

f・・
’
・
’
　 ttUit子 黻 ∫ を 黜 ・ た （・・… 覦 ・そ

の 結果

　（1）

（2）

（3 ）

（4 ）

∫　　 εd三「＝1．37xIO9
　 ，55MC

（1× 10　5mol
　dm 『3

＞：

　 2．40

∫　　 εd王7＝ 1．17xloe
　 1．85

単？綴1：：翻鞏：：；｝
　 2．40

∫　　 εdヲ ＝ 2。21× 108
　 1．85

AMF （lx10
雪5mol 　dm −s）：

　 2．4●

ft　　 εdi　一＝1．39× 108　　　　　　 ノコ0．599
　 ．85AMF

十 S2− （1　x 　lO− 6mol
　dm −s）：

　 2．40
　　　　　　　　　　　　　 f・＝O．593

f＝0．504

ノ＝＝ O．954

〜

と な り， （！）， （2） の f 値 よ り AMF と S2’の 結合比

は 1 ： 1，又 ，（3），（4） の f 値 よ り MC と S2鬥の 結

合比は 2 ： 1 で ある こ とが 肯定 で きた．

　一
般 に 純蛍光物質の 溶液 の 蛍光 強度 を半減させ る に 必

要な消光物質 の 濃度を ， 半蛍光消失濃度 Ch と呼び ， 消

光物質の 消光能を 比較す る 尺度 と し て 用 い る
9》． Fig ．4

の 結果 よ り 1　x 　ZO’G　mol 　dmrs の AMF 及 び MC に

対 す る 硫 化物 イ オ ン の Ch は それ ぞれ 5 ・1x10 − 7mol

dm ”3
，
2・5 × 10− 7　mol 　dm −3 で あ る ．こ の 結 果 よ りも硫

化物 イ オ ソ との 結合比 は それぞれ 1 ： 1
，
2 ： 1 とな る こ

とが 立証 され る．更に 硫化物イ ォ ン に よ る 消光能 は MC

の ほ うが AMF よ り2 倍大 きく，　 MC 法が 2 倍 の 高感

度 で 硫化物イ オ ン を定量 で き る こ と を 明 らか に した ．

　通常，基 底状態 の 蛍光性分子 P と消光分子Q と の 間に

緩い 結合を し た 錯合体 PQ を 生 じ， こ れ が蛍光性 を も

た な い た め に起 こ る消光は 静的消光 （static 　quenching ）

と し て 理解 され る．

P 十 Q ，自 PQ 　　…………・・・………………（1 ）

PQ ＋ hv− → エ ネ ル ギ ー消失 　……………（2 ）
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　本研究に お け る AMF
，
　 MC は い ずれ も硫化物イ オ ン

と励起前 に 強 い 錯体 （1 ： 1 錯体，2 ： 1 錯 体）を形成 し ，

こ れ が蛍光性 を もた な い た め に 起 こ る 消光 で
，

広 義 に は

静的消光と して取 り扱 っ て 差 し支えな い ．

　静的消光 に お け る 蛍光強度 の 変化 と消光剤 の 濃度 と の

関係 （検量線） は ，指数 曲線 を示す場合が多い ．メ ル ク

リ オ フ ル オ レ セ イ ン類 と硫化物イ オ ソ と の 消蛍光反応 の

検量線 （Fig ．4） も ， 微視的に は 指数曲線で あ る．こ の

よ うな場 合 ， 蛍光強度 と消光剤濃度 との 関係 は 式 （3） で

示 さ れ る ．

F ＝ E
．
e
− k’‘

　
・…・……・………・………・・…・（3 ）

　 こ こ で F
。 は 消光剤 が 存在 しな い 場合 の 蛍光強度，F

は 消光剤濃度が C の ときの 蛍光強度 ，
k’

は 定数で あ る ．

　又 ， 半 蛍光消失濃度 Ch と k’の 間 に は 式 （4） の 関係

が成立 す る，

　 　 In　2
Cb　＝：

kr
＝

0 ．693
　　　

・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…
　一

・・・…　（4 ）k 「

式 （1） に お い て 錯合体生成 の 平衡定数 を K と すれ ぽ

［PQ ．］… 　K ［P］［Q．］　
・…・……・・…………・・…（5 ）

と な る．一
方，吸収光 の P 及 び PQ へ の 分配は そ れ ぞ

れ ［P ］ノ（［P］十 ［PQ ］）， ［pq ］／（［P ］十 ［PQ ，］） で あ り，

P は 蛍光性 で あ り，PQ は 無蛍光性 で あ る か ら，　 Q の 存

在 し な い ときの蛍光強度 Fe が Q の 添加 に よ り F に低

下 した と すれ ぽ式 （6）が 成 立 す る．

（Fo− F）／F ＝ K ［q ］・・・・・・・・・・・・・…
　
一・・・・・・・・・…　（6 ）

　式 （6）の K は 静 的消光定 数 に 相 当 し，
一

般 に は K

は 1〜10 の 間に ある の を 特長 と す る．又，式 （4） の 関

係か ら Ch の 逆数 が 静 的消光式 （6） の K に な る こ と を

意味す る ．

　 Ix10 −6　mol 　dm −s
の AMF 及 び MC の 硫化物 イ

オ ソ に よ る 半蛍光消失 濃度 は そ れ ぞ れ 5 ．1x10 ”7mol

dm − 3
，
2．5x10 −7mol

　dm −3
で ある か ら，式 （4），（5），

（6） よ り相当す る 消光 反 応 の 定 数 K は KAMF ・s＝1 ・96
，

κ Mc ．s＝4・0 と な る．励起蛍光性分 子 P＊ が消光分子 Q
と衝突 し て エ ネ ル ギ ーを失活す る 消光，い わゆ る 動的 消

光 の 消光定数 k ｛式 （9）参照｝は 10〜100 の オ
ーダー

の

値を と る こ と を考慮すれば，本消蛍光反応 は 典型的な 静

的消光反応 で あ る と帰属で ぎる．

　 こ の よ うな静的消光反応を利 用 し， メ ル ク リ オ フ ル オ

レ セ イ ン の 濃度を 1× 10−e　mol 　dm − 3
と し て

，
　 AMF 法

で は （1〜10）× 10 −7　mol 　dm − 3
の 硫化物 イ オ ン が ， 又 ，

MC 法 で は 　（0・5〜5）x10
− 7mol 　dm “3

の 硫化物 イ オ

ン が相対標準偏差 2％ 以 内 ｛AMF 法 ： 5xlO −7rnol

dm −3S2 一
に つ き R ．　S．　D ．＝ L96 ％（n ＝ 3） ； MC 法 ：

2 ．5x10 − 7moldm −sS2 一
に っ き R ．　S．　D ．＝2．0％ （n ＝＝

3）｝で 精度 よ く定量 で ぎ る．

　 3。5　共存塩 の 影 響

　AMF 法並 び に MC 法 に よ り硫化物 イ オ ン を 定量す

る際の ，共存塩 の影響に つ い て検討 した 結果を Tab ］e　2

に 示す．AMF 法 ，
　 MC 法 い ず れ の 場合 も硫化物 イ オ

ン に 対 し 100 倍量 の 亜 硝 酸 ， 硝酸 ， 亜硫酸 ， 硫 酸 ，
ク ロ

Table 　2　Effect　 of 　diverse　ions　 on 　 sulfide 　 analysis

　 　 　 　 with 　 mercuriofluerescences

　　　　　　　　　 Divers　AMF 皿 ethod 　MC 　niethod

D
歴 Add ・d　 as

拳呈 ・苅 ・ F晦 ・

C1−　 　 NaCI

NO ゴ 　　NaNO8

NO2 −
　 NaNO2

SO ‘
2−　　NatSO ‘

SOs2 −
　 NatSOs

PO ‘
s −　 NasPO4

CrO ‘
t − KiCrO4

Mg2 ＋

　 MgSO4

Co2 ＋ 　　 CoSO4

Mnt ＋ 　 MnSOi

Fe3 ＋
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a ）　F．1．： Fluorescence　intensity，　　 b）　 （1x10 − 6
皿 01

dm − 3AMF
）十 （4x 　10− 6　mol 　dm 『sSI 『

）＝64．0； 1 × 10− 6

mol 　dm ”e
　 AMF ・・86．0．　 c ） （1 × 10冒6mol 　dln−s

　MC 〕

十 （3xIO
−emol

　dm − s
　S2 −）＝ 54．0； lx 　IO−6mol 　dm − s

MC ＝88．0
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Fig．6　Q，uenching 　of 　AMF 　 and 　MG 　by　iron（III）
　 　 　 on 　fluorescence

　　　 　（1）： AMF （1× 10
− 6mol 　d皿

一s
），498／522　nm ，

　　　 O．工pg　 cm
− s

　 Uranine 　25　div．； （2） ： MC 〔1x

　 　 　 lO”emol
　 dm − 3

），508／532　nm ，　 0．1Fg 　c 皿
一s

　 　 　 Uranine 　25　div．

ム 酸， リ ン 酸，マ グ ネ シ ウ ム （II）， コ バ ル ト （II）， 亜 鉛

（II） の 各 イ オ ソ の 共存 は 影響 し な い ．又，1000 倍 量 の

塩 化物イ オ ソ の共存も差 し支え な い ．AMF 法 で は v ン

ガ ン （II） イ オ ン が 100 倍量 共存 す る と 蛍 光 強度 の 減

少が み られ 22・6％ の 正誤 差を 与え る が ，
MC 法 で は

大 ぎな 影響 は 認 め られ な か っ た ．鉄 （III，　II） イ オ ン は

AMF 法並 び に MC 法 い ずれ の 場合 も蛍光を 消光 させ

る． Fig．6 に 1 × 10− 6　mol 　dm −s
の AMF 及 び MG

に 対す る 鉄 （III） イ オ ン の 消光能 を検討し た 結果 を 示 し

た ．鉄 （III） イ オ ン は AMF 法 で は 4x10 − fi
皿 ol 　dm ’3

以 上 ，又 ，MC 法で は 2・4 × 10−5
皿 Dl　dm

− 3
以上 の 濃 度

共存する と きは 蛍光強 度 は
一

定値を示 し ， 蛍光強度 は 減

少 しな い ． こ れ は 溶 液 の pH が 10 に 保 た れ て い る た

め，こ の 濃度 以 上 の 鉄 （III） イ オ ン は 水酸化物 を 形成 し

鉄 （111） イ オ ン と し て の 消光能 を 示 さ な い こ と が ，水酸

化鉄 の 溶解度よ り肯定 で きる ．一
般 に 高 ス ピ ソ 型 の 遷移

金属イ ナ ン で あ る 鉄 （II，　III） イ オ ソ 及 び マ ソ ガ ソ （II）

イ ナ ン の 消光能 は ，
メ ル ク リ オ フ ル オ レ セ イ ン に 対 し消

光作用 を 示す．こ れ は 励起蛍光 性分子 （P ＊
）が こ れ ら消

光 イ オ ソ （9 ） と衝突 し て エ ネ ル ギ ーを 失活す る，動的

消光作用 に よ る もの と解 せ られ る，す なわ ち，

P ＋ 加 一一→ P ＊
（光吸収励起）

………………（7 ）

P ＊
＋ Q −

→ P＋ Q （衝突 ，
エ ネ ル ギ ー逸散）

　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　◆・・一一・・・・・・・・・・・・・・・・・…　（8 ）

動的消光 に お い て は シ ュテ ル ソ ・ホ ル マ
ーの 式 （9）が

成 り立 つ ．

  畢 購警一・・Q ・ …・・・………（・）

　こ こ で ，
k

，，　k， は それ ぞれ蛍光放射及 び 動的消光 の 速

度定数 で ，k は 動的消光 の 消光定数 で 式 （6） の 静的消

光 の K に 対応す る． Fig ．6 の 結果 よ り 1xIO − 6mol

d皿
一3

の AMF 並 び に MC に 対す る 鉄 （III）イ オ ン

の 半蛍光 消失 濃度は そ れ ぞれ 　Ch
− 、，V　

・1・2x10 ’fi
　mol

dm −3，　 ChMC ＝1．2xIO ’4mol 　dm ’s で， そ の 消光定 数

は それぞれ 砿 MF
＝ 8890

，
　kMC ＝1060 と な る．消光定数

の 値か ら 鉄 （III） イオ ソ の 消光は 動的消光 に 起 因す る こ

と が 肯定 で きる．又，鉄 （III） イ オ ン の AMF に 対 する

消光能は ，そ の 半蛍光消失濃度 よ り 分か る よ うに MC

よ り約 10 倍大 きい （ChLM，
× 10＝ChJC）． マ ソ ガ ン （II）

イオ ソ の こ れ ら メ ル ク リオ フ ル オ レ セ イ ソ に 対する 消光

作 用 も， 鉄 イ オ ソ と 同様 に 動的消光 として 理解 さ れ る

が，そ の 消光能 は Table 　2 よ り分か る よ うに AMF に

お い て 大 き く，MC で は マ ソ ガ ソ （II＞ イ オ ソ の 消光 は

ほ とん ど認 め られ な い ．こ れ ら遷移金属 イ オ ン の 影響の

少な い 点 で も，硫化物 イ ナ ソ の 定 量 法 と し て は MC 法

が AMF 法 よ り優れ て い る ．

4　水 中硫化物 イオ ン の 定 量

　水中硫化物イ オ ソ の 定量 に AMF 法及 び MC 法 を適

用 し，簡便，迅速 に 定量す る方法を検討 し た．

　先 に 検討 した 共存イ オ ン を 比較的多 量 に 含有 す る 試 料

と し て ，兵庫県小沼 で 採取 し た か ん が い 用水沼泥 に 蒸留

水 を 加 え，30°C で 約 1 か 月間窒素通気 し，嫌気性下 で

硫黄バ ク テ リ ア の 作用 に よ り生成 し た 硫 化物 イ オ ン （硫

化 水素 ） を 含 む 溶液 を ，本法 に よ り分析 し た ．ち な み に

試料 溶液 中に 含有す る 微量成 分 を原子 吸 光法 で 測定 した

結 果 は 次 の とお りで あ る．亜 鉛 3」 lppb ， ヵ ル シ ゥ ム

12・4ppm
，
　 v グ ネ シ ウ ム 4 ．17ppm

， 鉄 10．4ppm （1．81

× 10 −4mol 　dm ”3
），　 マ ン ガ ン 　L39 　ppm 　（2．53　x 　10h5

mol 　dm “s
），又 ， 有機炭素 は 140　ppm で あ っ た ．

　 こ の よ うな 鉄，マ ソ ガ ン を含有す る 試 料中 の 硫化物 イ

オ ン を 直接定量する た め に ， 次 の よ うな 方法を 採用 し

た ，

　定量 操作 ・ （1）試料溶液
一

定量 （1・0〜2・Ocm3 ）を 20

cm3 の メ ス フ ラ ス コ に 採 り，一
般操作法 に よ り硫 化物 イ

オ ン を定量する．同量 の 試料溶液に
一

定既 知 濃度 の 硫化

物イ オ ン を添加 した 試料を調製 し，同様 に 硫化物イ オ ソ

を定量す る．

　 （2）上記操作 と同量 の 試 料溶液を採取 し， こ れ に 濃塩

N 工工
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Fig．7　Analytical　 curves 　of 　 su1 丘de　ion　in　in．

　　　　cubated 　 water 　 samples

　　　　［A ］ ： MC 　 method
，　 ［B］ ： AMF 皿 ethod ．

　　　　Curve （1）： To 　l　cms 　of 　sample 　solutions 　were

　　　　 spiked 　 Vith　 de丘nite　 amount 　 of 　 sul 丘de　 ion，
　　　　respectively ．　 Curve （2）： To 　l　cms 　 of 　sample

　　　　solutions 　 were 　added 　 With　 4　 drops　 of 　 conc ．
　　　　HCI 　and 　boiling，　respectively ．　 Curve 　（3）：

　　　　Calibration　 curves 　 of 　sulfide 　ion． （Point　A ）一

　　　　（Point　B ） ： Ωuenched 　fluorescence　intensity

　　　　of 　sul 丘de　ion　in　 salnple 　solution

酸 4滴を加 え ， 加熱 し硫化水素を完全に 除去 した溶液 に

つ い て ，（1）と 同様に 添加法 を含 め た 操作 に よ り蛍光強

度を 測 定す る．

睡結果 の
一

例 を Fig．7 ［A ］， ［B ］ に 示す．　 Fig ．ア の

直線 （1）， （2） は 上記 （1）， （2）の 定量操作に 対応 す る ．

い ずれ も（1），（2）の 直線は 完全 に 平 行し て い る の で ，

次の よ うに して 硫化物 イ オ ン の 定量 が で きる ．すな わ

ち ，
A 点な らび ｝t 　B 点，及 び 検量線 （3） の C 点の 蛍光強

度 を それぞれ FA ，　FB ，　Fc とす れ ば， （Fc − FB ）＝共存

イ ォ ン に よ る消光度 ， 又 ， （FA − FB ）＝試料中の 硫化物イ

オ ン の 濃度 に 対応する蛍光強度，で あ る．そ こ で 検量線

（3）を 用 い て，（FA − FB） の 蛍光強度 に 相 当する硫化物

イ オ ソ 濃度 を算 出す る．Fig．7 ［A ］ の 試料 は 通気培養

10 日 後 の 試料 を MC 法 で，又 ，　 F三9．7 ［B］ は 20 日後

の 試料 を AMF 法 で 測定 し た結果 で
， それぞれ硫化物

イ オ ン と し て　7xlO −Bmoldm − s72 ．5x10 − T
皿 ol　dm − s

とい う値 を示 した ．こ の よ うに 硫化物 イ オ ン 濃度の低い

試料溶液 に は MC 法 の 適用 が 有利 で あ る．

　本法は た い 積物 ， 鉱物中 の 硫化物 の 定量 に も適用可 能

で あ り，こ れ に つ い て は 改 め て 報告す る．

　本 研 究 の 費 用 の 一部 は 近 畿 大 学 研 究 助 成 金 に よ っ た ．
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　Determi 皿 a 面 n 　 of 　 sUlfide 量ons 　 i皿 water 　 by
fluorescence　quench 洫 g　 of 　 mercuriofluoresceina 一
幡 。 Shiro　 GoHDA

，
　 Kiyotoshi　 MoRrsHIGE，　 Nobumasa

YAMADA
，
　Mitsuru 　 OKATAKE 　 and 　Yasuharu 　NlsHIKAwA

（Faculty　 of 　Science　and 　 Technology
，
　 Kinki 　 Univer−

sity ，34 −1，　Kowakae ，　Higashiosaka −shi
，
　Osaka 　 577）

　The 　fluoresccnce　properties　 of 　acetoxymercurio −
fluorescein（AMF ） and 　 2

，
7−dibromo−4−hydroxymercu −

riofluorcscein （MercurQchrome ；MC ＞have 　been 　studi −
ed ．　 Sul丘de　 ion　 reacts 　 with 　 AMF 　 to　 form　 a　 1 ： l
complex

，　 and 　 with 　MC 　 to　fbrm 　 a　 l ： 2complex 　 at

pH 　 10
，
　 respectively ．　 Fluorescence　intensities　 of 　AMF

or 　MC 　 were 　decreased　 exponentially 　 with 　 concentra −
tion　of 　 sulfide 　ions．　 The　sensitivity 　of 　 quenching
action 　 of 　sul且de　 ion　 on 　 MG 　 was 　 found 　 to　 bc　 twice

that　 of 　 AMF ，　 Su1丘de　 ions　 were 　 determined 　 in　 the

range 　of （0．5 〜 5，0）× 10− 7　rnol 　dmT3 　 and 　（且〜10）×

10−7mol
　dm

−3
　by　 the 　fluorescence　quenching　 of 　MG

and 　 AMF 　 in　 alkaline 　 solution （lxlO
− 6

　mol 　dm − 3
），

respectively ．　 Sensitive，　reliablc 　and 　s  p且e 　analytical

methods 　 fbr　 dctermination 　 of 　 sul 丘de　 ions　 in　 water

samples 　 were 　 dcsigned．

　　　　　　　　　　　　 （Received 　July　 5
，

1985）
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fluorescence　 quenching 　 of 　 mercuriofluoresceinates 　 by

　 su1丘de　ion；sulfide 　ion　in　water ；fluorescence　quench −

　ing　 of 　acetoxymercuriofluoresceil 　and 　mercuro −

　 chrome ，
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