
The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

Vol．42 （1993） 173

化学発光検出超臨界流体 フ ロ ー イ ン ジェ ク シ ョ ン法に

よ る ラ ク トンの微量定量

石井　幹太
 
，小池　 充

＊

（1992年 IO月 8 日受理 ）

　超臨界 流体 （SCF ）の 高密度流体特性 を利用 し た微量 ラ ク トン の 化学発光 （CL ）分析法 を FIA を用

い て 確立 した．本分析 シス テ ム は 1 流路 か ら成 る．CL は 2 棊 の 注入器 （試薬用 Sl： 100 μ1，試料用

S2 ： 20　pl）を用い て CO2 −SCF 中に 試薬 （NaOHIC2H50H ＞，試料 （ラ ク トン ／CH3COCH3 ＞の 順 で 導

入 して 発生 させ る．CL 発生機構 は 次 の と お りで あ る．ラ ク トン と NaOH 及 び C2HsOHINaOH との

反応 で そ れ ぞ れ オ キ シ カ ル ボ ン 酸 と グ リ コ ール 酸エ ス テ ル が 生成す る．そ れ らの 反応 で ジ エ ス テル が生

成 し，溶存酸素と 反 応 し て 過 シ ュ ウ酸エ ス テ ル 様の 高エ ネル ギ ー
中間体 が 生 じ る．こ の 励起化合物 か ら

GL が 得 られ る．又 CL は CO2 −SCF で 増感 され る．本分析 シ ス テ ム の 分析化学的特性 （代表と して

γ
一
ブチ ロ ラ ク トン ； γ

一BuLac ）は以下 の と お り で あ る．検出下限 ： 1．0× 10
− i° M （20 μ1注入 法 ： S／N ＝2｝．

検量線 の 直線範 囲 ： L  × 10
− 9〜1．OXlO

− 7M ．選択性 ： ラ ク トン に 高選択的 で β
一BuLac な ど他 の ラ ク

トン 類 に は 同程度 の 感度 を有 して CL が 得 られ る．再 現性 ： RSD で 5．5％ （20 山 注 入 法 で 1× IO
− 8M

の r
−BuLac 試料 の 5 回繰 り返 し測定）．分析所要時間 ： 約 3 秒．コ ー

ヒ
ーエ ッ セ ン ス 中で の γ

一BuLac
の 回収試験 も 良好で あ っ た．

1　 は じ め に

　食品 な ど芳香剤を取 り扱 う化学工業 で は素材や調合割

合の 多様化 に 伴 っ て 高度 な 香気成分分析 が 必要 と な っ て

い る
L｝21．と り わ け 香気成 分 は 微少量 用 い ら れ る 場合 が

多 く，製品 を高度 に 管理 す る に は高感度 な分析法 の 開発

が 急務 と な っ て い る．例え ば，ラ ク トン は食品工業で の

芳 香 剤
1）と し て 用 い ら れ る が

， 品 質管 理 に は 間 接定 量

法
s＞や GC 法

5）が 用 い られ ， 最近 で は GC 法 が は ん用 さ

れ て い る．しか し，装置 の 大型化や測定感度及 び分析操

作の 煩雑 さ な ど，品質管理 の 高度化 と相 ま っ て 改良が必

要で ある ．

　著者 ら は化学発光 （CL ）の 分析化学 へ の 応用 を進め

て き た
6｝
一s）．CL 分析法 は 感度が 高 い こ と を特長 と す る

が，フ ロ ー
イ ン ジ ョ ク シ ョ ン 分析法 （FIA ）と組 み 合わ

せ る こ と で 測定 の 迅 速性 ， 簡便性 及 び再現性 に 優 れ た分

析法 と な り得 る こ と は 周知 の こ と で ある．CL 分析法 の

感 度 の 向上 を 図 る に は配 向性分 子集合休
9 ，な ど い くつ か

の 手法
6｝u）10｝］1）が考案さ れ て い る が

， 著者 ら は そ の
一

つ

と し て超臨界流体 を利用 し た FIA ／CL 法 の 研究を進 め

て い る
L2）13）．超臨界流体 は 高密度流体 と し て 知 ら れ，

＊
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　 摩区東三 出 1−1一至

拡散 係 数 や 粘 性 な ど に 格 別 な 特性 が 反 映 さ れ る
14 ）15 ，．

CL 分析 に 超臨界流体を利用 す る と そ の 溶媒特性 に よ っ

て CL 収 率 が 向上 す る こ とを著者 ら は 先 に 報告 し

た
12 ）13 ｝．又，CL は 励起化学種 に 関 係 す る 現 象 で あ るか

ら，超 臨界流体中 で の CL は
，

1）特殊溶媒 で の 励起化

学種の生成，反応及 び安定性 な ど の 評価 に 利用 で き る，

2）励起化学種の CL 挙動 か ら逆 に 超臨界流体 の 溶媒特

性 を知 る こ と が で き る な ど，CL の 分 析化学 へ の 応 用 に

とどま らず励起化学種の 関与す る化学分野 に も貢献 で き

る利点 が ある．

　と こ ろ で ，ラ ク トン は ア ル カ リに よ っ て容 易 に 開 環 し

て オ キ シ カ ル ボ ン 酸塩を生 じ
1G ）

， 又 ア ル カ リ性下 ア ル

コ
ー

ル 類 と 反応 し て グ リ コ
ー

ル 酸 エ ス テ ル を生成 す

る
16）．こ れ ら は 共存 す る と シ ュ ウ酸 ジエ ス テ ル 様 の ジ

エ ス テ ル を生 成 す るの で ，こ れ らに 過酸化水素の ような

酸化剤 の 存在あ る い は他の 励 起 エ ネ ル ギー
の 供与 が あ る

と過 シ ュ ウ酸 エ ス テ ル の CL6 ）17）ls）の よ う に 高エ ネ ル

ギ ー
中間体 が 生 成 し CL の 発生 が 期待 で き る．

　ラ ク ト ン ／ア ル カ リ／ア ル コ ー
ル 系 を 中心 に CL を検

索 し た と こ ろ，ラ ク トン ／ア セ トン ／ア ル カ リ／エ タ ノー

ル の 新 しい CL 反応系 を見 い だ し た ．こ の CL 反応 を

超 臨 界 流 体 FIA （SCF −FIA ） に 組 み 込 ん だ ラ ク ト ン の

微量分析法を開 発 した の で 報告す る．
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2　実 験

　2・1SCF −FIAICL 分析シス テ ム

　構築 し た SCF −FIAICL 分 析 シ ス テ ム を Fig、1 に 示

す．本分析 シ ス テ ム は 1流路 か ら成 り， CO ？ 超臨界流

体用 ボ ン ベ （B ），ボ ン プ（P），2 個 の 試料注人器 （Sl，

S2），検出器（D ）及 び記録計（R ）に よ り構成 さ れ て い る．

CI、検 出部 （1））は，　 LUMI −FLOW （日音医理科機器製

作所製 LF −800）及 び光電子増倍管 （PMT ； 浜松 ホ トニ

ク ス 製 lP−21S）で 構成 さ れ，送液 ポ ン プ（P）は 高速液

体ク ロ マ トグ ラ フ （HSLC ）用 ポ ン プ （島津製作所製

LG −6A）を超 臨界流体用 に 改良 した．記録計は ペ ン 式

ア ナ ロ グ 記録計 〔東亜電波工業製 EPR −151A ）を用 い

た ．反応 セ ル は 内径 O．2mm ，長 さ 15　cm の エ ポ キ シ ア

ク リル で 表面処理 した 透明 な ガ ラ ス 製細管を使用 し，光

電子増倍管受光面 （直径 3cm ）に 直線状 に 設置 し た．

圧 力 調節 の た め に 反 応 セ ル の 出 口 に ス テ ン レ ス 製細管

（長 さ 130cm ，内径 0．15　mm ）を接続 し た．ス テ ン レ ス

製細管は 強度的 に優れ，外部か らの 迷光粒防ぐの に適 し

て い る た め 用 い た．ス テ ン レ ス 製細 管 の 先 端 は 流出す る

超臨界流体が 凍結す る の を防 ぐた め約 45 ℃ の 温水中 に

浸 し た．試薬及 び試料溶液 の 導入 は HSLC 用試料注入

器 （Rhcodyne 製 7正25 型 ： Sb 試薬導 入 用 で 100 μ1；S？，

試料導入 用 で 2  μD を使用 し た．大 き さ を 違 え て 用 い

た の は 以下 の 理由に よる．こ の ような 試薬及 び 試料溶液

の 導入 方法 は大 き な 試薬 ゾー
ン の 中 に 小さ い 試料ゾー

ン

を 導 入 す る こ と に な る．つ ま り試 薬 ゾーン が 大 き く取

P S S2
D

B

R

人

Fig．1　SCF −FIAICL 　flow　systcm

B ： cylinder 　for　CO2 　 SCF ； P ： high　pressure　pump ，
Sl： 100 μl　i填iect・r　fc）r　reagents

，
　S2： 20国 両 ect ・ r 　f・ r

sample ，　D ； detector；R ： rccorder ，　 Explanati  n 　for
each 　part　is　described　in　thc 　text ．　Abbrevia−

tions ； SCF （supercritical 　fluid），　FIA （now 　injection
analysis ），　 CI・（chemiluminescence ）．　 Optimal 　 cx ・

per三rnental 　conditions ： 1．0× i『 2
　M 　sodium 　hydrox−

ide／ethanol 　fbr　Sl　 and 　sample ／acetone 　for　S？ at 　flow
rate 　of 　6，0　ml ／min ；chart 　speed ，10cm ／min ； range

for　 the 　LUMI −FLOW 　detector，  」 （high　 sensitivity

range ）

れ ， そ の 試 薬 ゾ ーン の 中 に 微小 サ イズ の 試料 を導入 す る

の で ， 手動 に よ る試料の 導入 あ る い は早 い 流 れ 系 で の 試

薬導人に おい て も試薬 ゾ ー
ン の 中 に 効果的 に 試料を導入

で き る．加 え て GL 反応 も効率 よ く行 う こ と が で き

る．な お ， 試薬導入 器 Sl と 送 液 ポ ン プ と の 距離 は 10

cm で，　 St と試料導入 器 S2 の 距離 は 30・crn ，試料導入器

S2 は CL 応答を十分検出で き る よ うに で き る だ け反応

セ ル 近 く （約 10cm ） に設置 し，反応 セ ル か ら出 口 まで

は 30cm と した，

　2・2 装　置

　可視
・
紫外 ス ペ ク トル 解析 に は 島津製作所自記分光光

度計 UV −2000を用 い た ．

　水分測定 に は 京都電子製 カー
ル フ ィ ッ シ ャ

ー
分析計

MKA −3p を用 い た．

　2 ・3　試 薬 と試 料

　試薬類 は 関東化学 ， 東京化成工業及 び和光純薬工業の

市販特級品 を そ の ま ま使用 した．試料調製用 の 水 は東京

理 化 機器 製 RO −10C 型 純水製 造 装置 を 用 い て 得 ら れ る

蒸留後脱 イオ ン した水 （以下純水と略記）を 使用 した．

　ラ ク トン 試料 ： 市販品 の ラ ク トン 原液 （純度 99．5％

以上 ）を用 い
， 必 要 に 応 じて ア セ トン な ど有 機 溶 剤 に 溶

か し て 使用 し た．

　微量水分定量用 カー
ル フ ィ ッ シ ャ

ー
試薬 は Harrisの

方法
19）

に 準 じ て 調製 し た．

　回 収 試 験 用 試 料 ： 市 販 コ ー
ヒ
ー豆 5g を乳鉢 で す り つ

ぶ し， 粉末 1．Og をア セ トン 500ml の 入 っ た ビーカー

に 添加 した．30 分 間ガ ラ ス 棒で か き 混 ぜ た後，遠 心 分

離機 （国 産遠心 機製 H −lln） で 3000rpm ，20 分 間 遠 心

分離 し た．次 い で 上澄 み 液を 10ml 分取 し ， そ れ に γ
一

ブチ ロ ラ ク トン （γ
一BuLac ）を既知量添加 して 試料溶液

と した．

　可視
・
紫外 ス ペ ク トル 解析及 び 水分確認 の た め の 試

料 ： 水酸化 ナ ト リ ウ ム （4．Og ） を 5ml の エ タ ノ
ー

ル

（純度 99．5％）に 溶解 し た 溶液 （1）と lml の γ
一BuLac

原液 を 4ml の ア セ トン に 溶 か し た 溶液（II）を 1，　II の

順 で 混合調製 し，10 分間放置 して CL 反応 を 完結 した

後 に使用 し た．か ら試験液 に は γ
一BuLac の 代 わ り に ア

セ トン を 1ml 加 え て 調 製 し た．

　2・4　実験方法

　超臨界流体用 の バ ッ チ 式 GL 解析装置 は現存 し な い

の で ， ラ ク トン の 関 与 す る CL の 性質 に つ い て の 実験

は 水系 と超臨界流体 の 場合 に 分 け，前者 は バ ッ チ式 CL

N 工工
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反 応 検 索 シ ス テ ム
20＞

で ， 後 者 は Fig．　 i に 示 し た フ ロ ー

シス テ ム を用 い て行 っ た．

　 2。4。1　水系での 基礎実験　　バ ッ チ法 で は 試薬溶液

な ど は 導 入 間隔 な ど を配慮 し な が ら 各 々 3ml ず つ 反応

セ ル 内 に 導 人 した ．CL プロ フ ィ ル の 強度及 び 反応時間

な ど の 観察か ら試薬 の 組 み合 わせ 及び 混合順序 な ど を決

定 した．

　各種 ラ ク トン の CL の 検討 で は人 手 で き た 3 種類 の

ラ ク トン
， β

一ブ チ ロ ラ ク トン （β
一BuLac）， γ

一ブチ ロ ラ

ク ト ン （γ
一BuLac ） 及 び γ

一ノ ナ ラ ク ト ン （γ
一

NonaLac ） に つ い て 検討 し た．試薬 は 0．5M 水酸化ナ

トリ ウ ム 水溶液 とエ タ ノ
ー

ル （99．5％ ）及 び ラ ク トン 原

液 を用 い た．

　 ア ル コ ール は ラ ク トン の 開環及 び エ ス テ ル 化反 応 に 必

要 と な る の で
， ア ル コ ール 類 は メ タ ノール

，
工 タ ノー

ル
，

1一プ ロ パ ノ
ー

ル 及 び 1一ブ タ ノ ール を選 び，各 ア ル

コ
ー

ル （99、5％ 以上）と 0，5M 水酸化 ナ ト リ ウ ム 溶液

及 び γ
一BuLac の 原液 を用 い て 検討 し た ．

　 本 CL で は ジエ ス テ ル 系 GL が 予測 さ れ る の で，こ

の 場合 は シ ュ ウ 酸誘導体 の CL に 見 ら れ る よ う に 往々

に し て フ ル オ ロ フ ォ ア の 寄与
6｝2り （例 え ば色 素増感 な

ど ）が 期待 で き る，増感剤色素は エ オ シ ン Y，ロ ーダ ミ

ン B ，ウ ラ ニ ン な ど の 6 種類 の キ サ ン テ ン 系色 素

（1× 10叫 M ）を 用 い ，そ の エ タ ノ ール 溶液 と 水酸化ナ

トリ ウ ム ／エ タ ノール 溶液 （0．5M ）及 び γ
一BuLac 原液

を用 い て 検討 した ．

　 2・4 吻　超臨界流体 で の 基礎実験　　超臨界流体の 場

合 は 試薬類 は試料注入器 S
［ （100　pl　）に導入 し，試料の

ラ ク ト ン は 試料注 入 器 S2 （20　pl）に導入 し て 実験 し

た．

　 ラ ク トン の CL の 検討で は人 手で き た β一BuLac （A ＞，

r−BuLac（B ）及 び γ
一NonaLac（C ）を用 い た．試料注入

器 Sl （100 μ1＞か ら水酸化ナ トリウム ／エ タ ノ
ー

ル 溶液

（1× IO
’2M

＞，
　 S2 （20叫）か ら ラ ク ト ン 原液 を 導 入 し

た．

　 ラ ク トン の 含ま れ る試料は食品バ ターの よ う に有機物

が 多 い ．従 っ て 実 試 料分 析 を行 う場 合 に は 試 料 を 溶 解 で

き る溶媒の 選 択 が 心 要 で あ る．試料溶媒 の 検討 は 以下 の

方法を用 い た、超臨界流体 FIA で は 多量 の 水 の 存在 は

超臨界状 態 の 劣化 と流路 の 凍結 の 危険性 が 高 い．こ の 解

決 に は温 度 を上 げ るか，あ る い は 水 に 代 え て 有機溶媒 を

利用 す る 必要が あ る．特 に本 CL 反応 で は エ ス テ ル と

水 の 生成 が 予測 さ れ る の で ，有機溶媒 を 用 い る場合 に は

FIA の 流路内で 水と有機溶媒の 分離が 起 こ ら な い よ う

に 水に 親和性の 高い 有機溶媒を利用 す る こ と が 好 ま し

い ，本研究 の 場合 は 使用 す る 試薬類 な どが 全 て 有機溶媒

に 可溶 で あ る こ とか ら実験操作 の 容易 な有機溶媒 を利用

した．実験 に は ラ ク トン を溶か し得る溶媒で ，極性が異

な り，又 は ん 用 的 で ，水 と の 親和性 の 異 な る 溶媒，す な

わ ち エ タ ノール と ア セ トン （水 と の 親和性 が 高い ）及 び

四 塩化炭素 （水との 親和性 は低 い ）を選 んだ．試料注入

器 S1 （100　vl）か ら水酸化ナ トリウム ／エ タ ノ
ー

ル 溶液

（1× 10
− 2M

）を
，
　 S2 （20μ1）か ら 前記 の 3 種類 の 有機

溶媒 に 溶 か し た ラ ク トン 溶液 （0．1M ，
1× 10

− 6M
） を

導人 した．

　増 感 剤 色 素 は ウ ラ ニ ン を 用 い ，1× 10
− 5M 〜1× lor2

M の 範囲 で 検討 し た．

　従来 の FIAICL 分析 シ ス テ ム （A ）と SCF −FIAICL

（B ）で の CL プロ フ ィ ル の 比較 は 以下 の 方法 で 検討 し

た．A の 場合 は 超臨界流体 の 代 わ り に ア セ トン を キ ャ

リヤ
ーと し て 用 い ，流量 は 6．O　ml ／min と し た．　 A の 場

合流路 L 、 か ら ア セ トン を流 し，試料注人 器 Si （100

pl＞ か ら水酸化 ナ トリ ウ ム ／エ タ ノ
ー

ル 溶 液 （1× 10
− 2

M ），S2 か ら ラ ク トン 〆ア セ トン 溶液 （1× 10
−
2M

）を

導入 し た．B の 場合 は 流路 Ll か ら 超 臨界流体 を流 し，

A の 場 合 と同様 に 試薬及 び 試 料 （1× 10
− 6M

）を導 入 し

た．

　 本 SGF −FIAIGL 分析 シ ス テ ム で CL 反応 の 選択性 の

検討 は 以下 の 方法を用 い た ．γ
一BuLac の ア セ トン 溶液

の 代 わ り に 種 々 の 化合物 の ア セ トン 溶液を注人 して CL

強度 を調べ た．試料注入器 Sl （100 μ1）か ら水酸化ナ ト

リ ウ ム ／エ タ ノ
ー

ル 溶液 （1× lo
‘”2M

），　 s2 か ら γ
・

BuLac ／ア、セ ト ン 溶 液 の 代 わ り に β一BuLac と γ
一

NonaLac （1× IOM6　M ｝及 び 金属化合物 な ど 種 々 の 化合

物溶液 （1× 10
− 2M

）を導入 した，試料の 溶媒に は ア セ

トン を 用 い た が，金属 な ど ア セ トン に 不溶 な化合物 は ア

セ トン 9容 と純水 1容 の 混合溶媒を用 い た．

　 SCF −FIA ／CL 分析 シ ス テ ム の 設計 と 操作条件 の 最適

化 は，試薬の 組 み 合 わ せ 方 や種類及 び濃度ある い は 流量

に つ い て 検討 し た．そ の 場 合，最 も大 き な CL 強 度

（本実験で は CL プロ フ ィ ル の 高 さ で 表示 し た ）が 得 ら

れ る 条 件 を検 索 した．な お，最 適 実 験条件下 で の ラ ク ト

ン 類の 検量線 の 作成 で は CL プ ロ フ ィ ル の 面積値 を CL

強度 と し て 表示 し，ア セ トン に よ る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド

CL （BG −CL ）強度 は 除 い て 濃度 と （】L 強度 の 関 係 を 求

め た．応答 ピーク は わ ず か な テ イ リ ン グ を示 す が，半値

幅法を用 い て 面積測定 を行っ て も大 き な誤差 を生 じな か

っ た の で ，面積測定 は 半値幅法を用 い た，

　 水酸化ナ トリ ウ ム ／エ タ ノ
ー

ル 溶液 の 水酸化ナ トリウ

ム 濃度 に よ る CL 強度 へ の 影響 を 調 べ る 場合 に は，試
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料 注入 器 SL に水酸化 ナ ト リ ウ ム ／エ タ ノ
ー

ル 溶液 を

1× 10
−
s− 1M の 範囲 で ，　 S？ に γ

一Bul．ac ／ア セ トン 溶液

（1× 10
− 6M

）を そ れ ぞ れ 導 入 し た．又 ， 流量 は ポ ン プ

の 流量 を変 え て 1．0〜9．O　ml ／min の 範囲で 検討 し た．

　他成分の 影響 に つ い て は γ
一BuLac （1× 10

− 7M
）と他

の 化合物 （γ
一BuLac 以外 の ラ ク トン は 1× 10

一7
　M で そ

の 他 の 化合物は 】× lomu2M ） の 共 存試料 を 用 い，γ
一

BuLac だ け の 場合の CL 強度 と そ れ に 各種化合物を共

存 さ せ た 場合 の CL 強 度 と の 比 較 か ら 試料 ラ ク トン 以

外 の 成分 の 干渉の 程度 を調べ た．

3 結果 と考察

　3 ・ 1 水系 CL の 基礎実験

　3 ・1・1 各種 ラク トンの CL 　 Fig．2 に 得 ら れ た

CL プ ロ フ ィ ル を 示 す ，　 CL プ ロ フ ィ ル の 大 き さ は 高 さ

で は β一BuLac （A ），面積 で は γ
一BuLac （B ）が 最大で あ っ

た．こ の GL 収量 の 違 い は生成す る エ ス テ ル の エ ス テ

ル 結合 の 位置の 違 い も
一

因 と 考え ら れ る ．以後 の 実験 で

は ラ ク ト ン に は 代表 と し て CL 収 量 の 最 も 大 き い r−

BuLac を用 い る こ とと した．

　3 ・1。2 ア ル コ ール の 選択 　 結 果 を Fig．3 に 示

す．結果 は Fig．2 の 場合 と 同 様 な 傾向 を 示 し，　 CL プ

ロ フ ィル の 大 き さは高 さで は メ タ ノ
ー

ル
， 面積で はエ タ

ノール が 最大 で あ っ た．な お 4 種類 の ア ル コ
ー

ル を混

合順序及 び混合間隔 を変え て 検討 し た が ，特 に 著 しい 違

い は 認 め られ な か っ た．又水酸化ナ トリウム を純水 に 溶

か すの で は な く ，
エ タ ノー

ル に溶か し た 場合 の ほ うが

あ

＝
 

⊆

 制
匚「
」

U

一

Time

Fig・2　GI」　prome 　fbr　three　kinds　of 　lactone　by
batch　method

A ：β一butyroiactone，　B ：γ
一butyrolactene，　C ： γ

一nona −
lactone・　S ： sample 　in廿oduction 　point．　Experi−
mental 　 conditions ： 3ml 　 introductions　 of 　 a 　 O，5　M
sodium 　 hydroxide　 aqucous 　 solution ，99．5％ ethanol

and 　99・5％　　lactone（s）　in　order ；　chart 　speed
，　40

mm ／h ；Range 丘br　the　LUMI −F正OW 　detector，0．1

あ

蕾
5
苙

d

　

　 Time

Fig・3　Effect　of 　alcohol 　on 　CI・intensity　by　batch
methodA

； methanol
，　B ： ethanol

，　C ： 1−propanol，　D ： 1・
butanoL　S ： sample （99．5％ γ

一butyreluctone）intro・
dロ ction 　point．　Experimental　 conditions ： same 　 as

fbr　Fig．2，　except 〔br　aleohol

CL 強度 が 約 L5 倍人 き くな る の が 認 め られ た．こ の 主

な 理由 は 水 が生成 したエ ス テル を加水分解 す る こ と に よ

る エ ス テ ル 生成量 の 減 少 が 生 じ る 結 果 と 思 わ れ る．以

後 ，水酸化ナ トリ ウ ム は エ タ ノ
ー

ル 溶液 と し て調製 し

た．

　3 ・ 1・3　増感剤色素 の選 択 と濃度　　エ オ シ ン Y を

用 い た場 合 に 最 も大 き な CL 強度が 得ら れ，そ の 場合

は 色素を用 い な い 場合 に 比 べ て約 2 倍 CL 強度 が 増大

した．以後 ，エ オ シ ン Y を実験 に 用 い る こ と と し た．

な お ，エ オ シ ン Y ／エ タ ノ
ー

ル 溶液 の 代わ り に エ オ シ ン

Y ／メ タ ノ
ー

ル 溶液 を 用 い た場合 に は，前記した よ うに

メ タ ノ
ー

ル の 場合 の CL 収率が エ タ ノ
ー

ル の 場 合 の そ

れ よ り 小 さ い の で
，

メ タ ノ ー
ル の 場合の CL 強度 は エ

タ ノ ール の 場合の そ れ よ り小 さ く な る こ と も確 か め た，

次 い で ，エ オ シ ン Y の 濃度 （1× 10
− fi− 1× 10

−
2M

エ

タ ノ
ー

ル 溶液） に つ い て 検 討 し た ． CL 強度 は

1× 10
−
6− 8 × 10

−
」 M の 範 囲 で 濃度 が 高 くな る に 従 っ て

大 き く な り ， 8× 10
− 5 − 5× 10

『4M
で

一
定 と な り ，

5× 10
− 4M

以上 の 高濃度側 で は 濃度 が 高 くな る に つ れ

て 小 さ く な っ た ．以 上 の 結 果 か ら 以 後 の 実験 に は

1× 10
− 4M

エ オ シ ン Y を用 い る こ と と し た．

　3 ・2　超臨界流体 CL の 基 礎実験

　3 ・2 ・ 1 各種 ラ ク トン の CL 　　結果 を Fig．4 に 示 し

た．CL プ ロ フ ィ ル の 大 き さ は 高 さ で は β一BuLac ，面積

で は γ
一BuLac が 最大 で あ っ た．こ れ は 水系 の 場 合 と 同

じ傾向 を示 した ．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

報　文 石 井，小池 ：SCF −FIA／CL 分析 法に よる ラ ク トン の 微量 定量 177

》

蕊
に

2c

＝
り

丶

A

ξ1
　 6s
一

・N N
一

　Time

Fig。4　（】L　profi監e　fbr　three 　kinds　of 　lactone　w 互th　a

SGF −FIAICL 　system

A ；β一butyrolactone，　B ： γ
一butyrolactone，　C ： γ

一nona −

lactone・S ： sample 　 introduction　 poin し　 Experi−

mental 　 conditions ： a 　1 × 10
−
2M

　sodium 　hy−
droxide ／ethano 監 soiution 　fbr　sl　 and 　99．5％　lactone
sample 　fbr　S2　concerning 　the　SCF −FIA ／CL 　system ；

Ghart　 speed ，18cm ／min ； range 　 f（）r　 the　 LUMI −

FLOW 　detector
，
0．1

　3・ 2・ 2 試料溶媒　　1× 10
−

6M
γ
一BuLac の ア セ ト

ン 溶液の 場合 に 最 も大 き な CL 強度 が 得 られ
，
0．1M γ

一

BuLac の 場合 は ア セ トン だ けの 場合 の BG −CL と 同 じ

CL 強度 で あ っ た．0」 M γ
一BuLac の ア セ トン 溶液 で γ

一

BuLac の CL が 確 認 で き な く な っ た 理 由 は 定か で な い

が
，
BG −CL が 変化 しな い こ と か ら BG −CL と な る アセ

トン の 励起体 の 生成量 が 減少す る た め で な く，SCF 中

で の ア セ トン の 励起体 の 生成量 と 多量 の γ
一BuLac との

間 に 量的 な 何 ら か の 関係 ， 例 え ば 濃度消光 に 類似 し た 現

象がある た め と考え られ る，

　 工 タ ノ
ー

ル と 四 塩化炭素 に つ い て は γ
．BuLac の 濃淡

両濃度共 に ア セ トン だ け の 場合 の BG −CL 強度 よ り も小

さ く な り、CL が わ ずか に確認 で き る 程度 で あ っ た．こ

の 減光の 理 由と し て 以下 の こ と が 考 え ら れ る．本 CL

反 応 は水系 で は メ タ ノ
ー

ル やエ タ ノ
ー

ル の よ う な プロ ト

ン 性の 極性有機溶媒で効率 よ く進む が
22），有機溶媒系

の 場合 に は 逆 に 非プロ トン 性 で 極性 の あ る有機溶媒で 効

率よ く進 む こ と と な り，い わ ゆ る 有機溶媒特性 が 反 映 さ

れ る た め と考え ら れ る．特 に 本 CL 反応 で は 試薬 溶液

に エ タ ノ
ー

ル を溶媒 と して 用 い て い る の で ， 試料溶媒 と

して の ア セ トン の 混入 は プロ トン 性 を低下 させ ， か つ 極

性 を 高め る 混合溶媒系 が提供 さ れ る こ と に な る 、そ の 結

果 い っ そ う CL 強度 が 大 き く な る と 考 え られ る．そ の

逆 が エ タ ノ
ー

ル や 四 塩化炭素を試料溶媒 と して 用 い た場

合で ，結果は 減光が起 こ る こ と に な る と考 え られ る．こ

の よ うな 有機溶媒特性 は
，

エ タ ノー
ル ／ア セ トン 混合溶

媒 系 で 確 か め ら れ た．す な わ ち
，
BG −CL と な る ア セ ト

ン だ け を試料注入 器 S2 か ら 混入 し た 場合 に は 比較的大

き な GL が生 じる が，エ タ ノー
ル や 四塩化炭 素だ け を

混 入 した場合に は ア セ トン の 場合 の よ う な BG −CL は 全

く得 られ な い ．そ の 外 ，

−diwh
的 なエ ス テ ル 生成 の 場合 と

同様 に ラ ク トン か らの ジエ ス テ ル 生成の 平衡系 も関与す

る こ と も考 え られ る が
， 実験 を超 臨 界 流 体中で 行 っ て い

る 関係か ら安定度定数 を 測定 す る 適当な 手段 が な く，現

状で は仮想 の 域 を出 な い ．詳細 は 現在検討中で あ る．

　以後，試料 の 溶解性 や GL 強度 な ど を 考慮 し て ア セ

トン で 試 料 を調 製す る こ と と し た．

　3・3　増感剤色素

　ウ ラ ニ ン は （〕02 超臨界流体を FIA の キ ャ リ ヤーと

して 用い る と水系 の 場合 と違 っ て色素増感 を示 さな か っ

た．他の エ オ シ ン Y な ど の キサ ン テ ン 系色素に も 同様

な結果 が 認 め られ た．と こ ろ で
， 著者 ら は 他 の 実験 で

CO2 超臨界流体中 で 微量 の 水が介在 した場合に は色素

増感 が確認 で き て い る
121．こ の 色素増感 が 水系 で 生

じ， 超臨界流体中で 生 じな い 理 由に つ い て は 現 在 明 らか

で な い が
， 色素増感に は水 の 介在 が不可欠 な 要素 （例 え

ば色索増感 を発揮 す る に は 色素が CL 反応 す る 場合 に

イオ ン性 を もつ な ど ）で ある か，あ る い は 超臨界流体 の

溶媒特性 に よ る か の い ず れ か と考え られ る．

　以上 か ら超臨界流体 で は 色素 は 用 い な い こ と に した．

　3・4 　CL プロ フ ィ ル

　従来の FIA ／CL 分析 シ ス テ ム （A ）と SCF −FIA／CL

分析シ ス テ ム （B ）に よ っ て 得 られ た プ ロ フ ィ ル を Fig．5

に 示 した．CL プ ロ フ ィ ル の 形状 は 同 じ で あ っ た が ， 超

臨界流体 の 場合 r−BuLac の ほ うが 低 濃度 で あ っ て も

CL 強度 が増した．こ れ は超臨界流体 の 高密度性 に よ り

CL 収率 が 大 き くな っ た結果 と考 え られ る，

　3 ・5　CL 反応の選択性

　結果 を Table　1 に 相対 CL 強度 で 示 した．表 中の 数

値 は γ
一BuLac の CL 強 度 を 100 に 定 め た 場合 の 相対値

で ある．な お ， 金属 類 は ア セ トン に は溶 け な い が，あ え

て そ れ ら の 影響を検討 す る た め に ア セ トン と 水の 混合液

に 金属類な ど を溶解す る こ と で 検討 し た．Table　 l に 示

した よ う に ，ラ ク トン 以外 の 他 の 化学種 に CL は 確認

され ず ， ラ ク トン に高い 選択性が 認 め られ た．
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Table　l　Selectivity　for　the　proposed　CL 　 reaction
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Fig・5　Comparison 　of 　CL 　prefile　bctwecn　a　 con −
ventional 　 FIA ／CL 　 method 　 and 　 the　 SCF −FIA ／CL
method

・A ： CL 　pro且le　by　a　conventional 　FIAICL　method ，
B ： CL 　pro負le　by　the　SCF

−FIAICL 　method ，　 C ：

background　CI・　profilc　fbr　acctone 　by　the　SCF −

FIA ／CL 　method ．　 S ： sample 　introduction　point．
Experimental　 conditions ： Profile　 A，　 acetone 　 carrier

at 且ow 　rate 　of 　6，0　ml ／min 　 and 　a　l× 1『 2
　M 　sodium

hydroxide／ethanol 　solution 　fbr　Sl　 and 　a　1　X 　l『 2M

γ
一butyrolactone／acetone 　solution 　｛〜）r　S2； Profile　B ，

same 　 as　 lbr　prome 　A
，
　 cxccpt 　f（）r　CO2 　SCF 　 carrier

and 　 1× 10
−6

　M γ
・butyrolactene； Pro丘le　 C （back−

ground　CL 　fbr　acetone ），　 same 　as 　fbr　Profile　B ；chart

speed
，
8cm ／min ； range ｛br　the　LUMI −FLOW 　de−

tector ，　0．1

印

如
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｝
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10−3 　　 10−2 　　 10．
．1　　 100　　　101

Concentration　 of 　NaOH 〆mDl 　 l−1

Fig．6　Effect　of 　concentratlon 　of 　sodium 　hydroxide
on 　CL　intensity

Experimental　 conditions ； asodium 　hydroxidc／etha −

nol 　 solution 　 f（）r　 Sl　 and 　 a　 IXIO
− 6M

　 r−butyro−
lactone／acetone 　 solution 　f（）r　S．2　 at　flow　 rate 　 of 　6．O
ml ／min ；　range 　for　the　LUMI 一

肌 OW 　detector，0」

　3 ・6　最適操作条件

　水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 濃 度 の CL 強 度 へ の 影 響 に つ い て

の 結果 を Fig．6 に 示 し た．1Xlo
−
2
　M 水酸化 ナ トリ ウ

al ： 1× 10
− 6

　M ； b）： mixed 　 solvent 　of 　acetone 　and

water （9 ： 1，v ／v ＞．　 Cenditions： same 　as　for　Fig．1

ム ／エ タ ノール 溶液 が 最大 CL を星 した．以後 ， 水酸化

ナ トリ ウ ム ／エ タ ノー
ル 溶液 の 濃度 は 1× 10

−
2M

と し

た E

　次 に 流 量 と CL 強度 の 関係 に つ い て 調べ た．1．O− 6．O

ml ／min ま で は CL 強度 が 徐 々 に 大 き く な る 傾向 に あ

り，6．0−−9．O　ml ／min ま で は 減少の 傾向 に あ る こ と が 分

か っ た．従 っ て 最適流量 は 6．O　ml ／min と した．

　以上 か ら 最適操作条件 は Fig．1 に示 し た と お り と し

た．

3 ・ 7　分析化学的特性

検出下限，定量 範囲，他成分の 影響及 び再現性 に つ い
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て 検討 し た ．

　3 ・7 ・1　検出下 限と定量範 囲　　最 適 分 析 条 件下 で 入

手 し た 3 種 の ラ ク トン の ラ ク トン の検最 線 を作成 し

た．同様な 結果 が 得 ら れ た の で γ
・BuLac を代表例と し

て Fig．7 に 示 し た．γ
一BuLac の 検出下 限 は 1，  × 10

− 10

M （20 μ1注 入 法 ： S／N ＝2）で ，検量線 の 直線範 囲 （定

量範 囲）は 1．0× lorm9〜1．OXIO
− 7M

で あ っ た，又 β一

BuLac と γ
一NonaLac の 検 出 ド限 （2｛〕叫 注 入 法 ：

s／N ＝2）及 び 定量範 囲 は そ れ ぞ れ 以 下 の と お り で あ っ

た．β一BuLac ： 0．5× 10
− to

　M ，　O．8× 1〔）
−
9〜1．0× 10

−
7M

；

γ
一NonaLac ： 1．0× 10

−
io

　M
，
　 LO　X 　iO

．』．9 − 1．0× IO
− 7M 、

な お，ラ ク トン の CL 検 出 の 上 限 は い ず れ も 1．0× 1 
一s

M で あ っ た、

　本検量 線は ラ ク トン 濃度 が LO × 10
− 7M

以上 に な る

と CL 強度 の 減 少 が 生 じ る．こ の 理 由 は 前述 し た と お

り で あ る が，本検量線 を実試料分析 に 適用 す る 場合 に

は ， 測定結果 の 正 確 さ を検証す る た め に 試料を 2 種類

調製 （分析試料 1，分析試料 1 の 100 倍希釈試料 II） し

て 用 い る必 要 が あ る．分析試料 1 と II に 共 に CL が 確

認 さ れ た場合は分析試料 1 が 1× IO77M 　LI上 の ラ ク ト

ン を含 ん で お り，こ の 場合 は 分析試 料 H の 定 量 値 を

100 倍 し て 真 の 濃度を計算 す る．分 析 試 料 1 だ け に CL

が 検出 さ れ た 場合 は 検量線 よ り直接濃度 を求め る．

　 3・7・2　他成分 の 影響　　結 果 を Table　2 に 示 し

た．相対 CL 強度は ア
・BuLac だ け の 場合 の CL 強度 を

1 と定 め た と き，他成分 を含 ん だ 場合 の GL 強度が γ
一

BuLac だ け の 場合の 2．8 倍大 き か っ た場合 に ，γ
一BuLac

の み の CL 強度 を 100 と して 他成分 を含 ん だ場合 の CL

強度 を 280 と して 示 し た，な お，0 は CL が 全 く得 ら

れ な い こ とを示 す．CL 反応 の選 択性を調 べ た場合 と 同

Tab 夏e　2　Effect　 of 　various 　 coexistent 　 substances 　 on 　 the

　　　　 CL 　intensity

（1驚閲階 翫）

Reiative　CI．
intensity

γ
一B ・ ty・・ 1・ ・ t・ nea ｝ （aCet ・ n ・）

γ
一BUtyr・laCt・ n ♂

） （aCet ・ n ・＋ water ）
b）

β一Butyr・lact・ n ・

”）
（… t・ ne ）

γ
一Nonalactone” ｝

（acetune ）

Pb（NO3 ）2b
｝

FeCl3b，

CoCl2b）

Cu （NO ．9 ）2b
＞

SnCl？

b）

Na2C
，
04b＞

Na2SO4b）

MgC12b ）

KSCNb ）

Ni（NO3 ）2b
）

K2Cr
，
0

，

b）

HgCl2blAIC13b
｝

CdC 且2b
｝

K2Cr20
啌

b）

ZnSO “）

MnCli ’）

KMnO4h ）

CH ．3eHC2H50H1

−C3H70H
l−qHgOH
Acetic　acidb ）

Ascorb五c　acidb
）

Oleic　acidb 〕

CCi4．
Formalin

Oxalic　acid 　dimethy且ester

Formic　acid 　l−butyl　ester

01000000000000

 

000000000000000010

 

　

80

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

0000

　

　

　

0000

1

　

22

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

1111

　

　

　

　

1111

〕
　
　
　
　

　

　

　

　

2
　

　
　
　
　
　
　
　
　

1

（N
§

丶

零
辷

莞

乱）
盈
的

5一
三

一
り

10　田 　　　　　　1 
一s　　　　　　10

．−6　　　　　　10−q

　 Concentration　 of γ
一BuLac 〆M

Fig．7　Galibration　graph　fbrγ
一butyrolactone

Experimental　conditlons ： same 　as 　for　Fig．1

a ）： 1．0× 1『 7M
；b）： mixed 　solvent 　of 　acctone 　and

watcr （9 ： 1
，
　v ／v ）．　 Gonditions： same 　as　for　Fig．1

，

cxcept 　f・ ・ 20　yl　injecti・ ns 　of ・the （1＋ 1）m 三xcd 　 s・lu−
tipns　 with 　LO × ！O

− 7M

　γ
一butyro且actone 　and

l．OX 　IOrm2　M 　f，）r　other 　compounds

様の 結果が 得 られ
， 本分析シ ス テ ム が ラ ク トン に 高 選 択

的 で あ る こ とが 分 か っ た．

　3 ・7・3　再現性 と分析所要時間　　20 μ1 注 入 法 で

1× 10ma8　M γ
一BuLac 溶液 を 5 回繰 り返 し測定 し た場合

の CL 強度 の RSD は 5−5％ で あ っ た．乂 ， 分析所要時

間 は CL プロ フ ィ ル か ら 計算して 約 3 秒 で あ っ た．

3 ・8　回収試験

回 収試験用試料溶液を用 い て 得 られ た 結果を Table　3
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Table　3　Recovery　test　forγ
一butyrolactone　in　 coffee 　 es −

　 　 　 　 sence 　 extracted 　 with 　 acetone

・・ mpl ・

T ・

Mken
／ F

蹴舮／
獸

Rec
劈

e「y，

Original　　O

　 A 　 　 　 　l．54
　 B　　 　 2．71
　 C 　 　 　 3，58
　 D 　　　 5．18
　 E　 　 　 5．88

ND の

L552

．793
．655
，135
．84

0
「
V4

亠
q」
ハ
0

5
「り
4昌
9
←

2

1011031029999

a ）： average 　量br　5　repeated 　tests，
　b）： relative 　stan −

dard　deviation　fbr　5　repeated 　runs ，　c ＞： 皿 ot　detected．
C ・ ndition ： same 　as 　for　Fig・1

に 示 し た ．い ず れ の 場合もお お よ そ 100％ の 回収結果

が 得 られ た．

　3 ・9　CL 反応機構の一
考察

　本 CL 反 応 は前記 し た シ ュ ウ 酸誘導体 ， 例 え ば シ ュ

ウ酸 ジエ ス テ ル の 過酸化水素 との 反応 に 準ずる と考 え ら

れ る．こ の 考 え に 基づ い て CL 反応機構 を検討 し た ．

　 ス ペ ク トル 解析 に 関 し て は，超 臨界流 体中で は 比 較的

強 い CL 強度 が 得 られ る が こ の CL 特性 を調 べ る た め

の 超臨界流体用 ス ペ ク トル 解析装置 は 現存し な い ．一

方 ， 水系 で は ス ペ ク トル 解析 に 利用 で き る に 足 り る CL

強度 が得 られ な か っ た．又，試薬調製直後と 10 分 間放

置後の 可視
・紫外吸収ス ペ ク トル に は著 し い パ タ

ー
ン の

違 い は認 め られ なか っ た．

　カー
ル フ ィ ッ シ ャ

ー法 に よ る 水分 定量 で は水 の 生成 が

確認 で き た．す な わ ち，エ ス テ ル の 生成 が 間接的 に 認め

られ た．

　本研究 で は過酸化水素 は使用 して い な い の で ，過酸化

水素 に 代 わ る 酸化剤 に 溶存酸素が 考 え られ る．そ こ で 酸

素 を 試薬溶液中 に 吹き 込 ん で CL 強 度を調べ た と こ

ろ，酸素 を吹 き 込 ま な い 試薬溶液の 場合 の CL 強度と

比べ て 約 1．8 倍の 大 き さ の CL 強度が 得 られ た 、

　本 CL 反応 の 機構 は ス ペ ク トル 解析 が で き な い こ と

か ら 現在 の と こ ろ 明 ら か に で き な い が ，エ ス テ ル 生成 の

間接的確認及 び 酸素 の 関与 す る 実験結果 は CL 反応機

構に 関 す る 著者 らの 考 え を支持 す る
一

事実 を含 ん で い る

よ う に 思 わ れ る．又，著者 らは他の ラ ク トン に 関す る研

究 （使用 す る 試 薬類 は異 な る ）
］3）で

， CO2 超臨界流体中

に ア セ トン だ け が存在 して も強 い CL が 生 じ，　 CO2 ガ

ス 中で は そ れ は得 ら れ ず，更 に ア セ トン の 共存下 で 初め

て ラ ク トン の CL が 得 ら れ る こ と も確認 して い る ．こ

の こ と は 本研究 で ラ ク トン ／ア セ トン 溶液 を 用 い る と ア

セ トン だ け の 場 合 と比 べ て CL 強 度が 大 き く な っ た 事

実 と対応 がつ く．す な わ ち ， 試料溶媒の ア セ トン は

BG ℃ L と な る が，ラ ク トン の 関与 す る GL を強 め る た

め の 補助的役割 を演 じ て い る こ と を示唆す る 結果 と 考 え

ら れ る．又，超 臨界流体 中 で こ の 効 果 が 著 し い の は

（Fig．5＞超 臨界流 体 の 高密度性 が 関与 して い る 結果 と

思 わ れ る ．従 っ て 本 CL 反応 は Scheme 　l の 反 応順序 で

【Le 。 t。 冂 e 】

　

H
　

O
　

a

　

Ni 陣；1；黠 ぐ
OxycarbDxylic　　Glycolic　acid 　　　［Excited 　ace ヒone ］

＊

acid 　　　　　　　　　　ester

田
　 　 Diesterdissolvedoxygen

Hyper −intermediate　like

peroxyoxalic　 acid 　 ester （A）

1Excited
　A＊

　　↓

　 hv

［ene ・gy　t・ansfe ・｝

Sclleme 　 l　 CL 　reaction

進 む と思 わ れ る．詳細 につ い て は な お検討中 で あ る．

　超臨界流体 を CL 反応媒体 と して 利用 す る こ と で 微

量 ラ ク トン の SCF −FIA／CL 定量法 を確立 で き た ．ラ ク

トン な ど香気成分 は微量 で あ る の で
，

い っ そ うの 高感度

化も必要と考 え 更に 検討 し た と こ ろ
， 新 た に ラ ク トン の

高感度分析 に 役立 つ CL 反応系
13 ）を 見 い だ す こ と が で

き た．又本分析法 は有機溶剤系に は 利用 で き るが，利用

範 囲 を 広 め る た め に は 今後水溶 液系 に も利用 で き る

SCF −FIA ／CL 分析 法 の 開発 も必 要 と考 え る、こ れ ら に

つ い て は 現在研究中 で あ る．超 臨 界 流体 の CL 分析 へ

の 利用 が 益 々 図 られ る こ と を期待 す る．

　本 研 究 の
一

部 は 文部 省科学研 究費重 点 領 域研 究 （課 題 番

号 04238221）の 資金 援 助 に よ り行 わ れ た．

　　　　　　　　　　（
1991 年 11 月，日本分析化学会

第 4e 年会 に て
一一・部 発表 ）
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　Determination　 of 　 small 　 amount 　of 　lactone　by　 a　supercritical 　 fluid　 nA 　 witb

chemiluminescent 　 detection．　 Mikita　 IsHII　 and 　 Mitsuru　 KoIKE （Department　 of

Industrial　 Chemlstry，　 School　 of 　 Sciencc　 and 　 Tcchnology，　 Meiji　 Univcrsity，1−1−1，
Higashimita

，
　Tama −ku，　Kawasaki −shl ，

　Kanagawa 　214）
　By　 using 　a 　GO2 　 supercritical 　nu訌d （SCF ）as 　FIA 　carricr 　and 　 chcmiluminescent （CL ）
reaction 　medium ，　a　SCF −FIA／CL 　system 　was 　developed　in　order 　to　determinc 　small

amount 　of 　lactone．　 The 　system 　was 　comprised 　of　a 　single　flow　line；and 　a　cylinder 　f｛）r
CO2 　SCF

，
　high　prcssurc　pump ，

　two 両 cctors （Rheodyne 　7125 ； 100　pl　f｛）r　reagents ；20 叫
for　sample ），

detector　and 　recorder 　which 　were 　set 叩 on 　the 　line
，
　ill　ordcr ．　 A　CL 　is　pro−

duced　as 　fc）且bws ．　Lactonc　rcacts 　with 　sodium 　hydroxide　and 　sodium 　hydroxide／ethanol
，

and 　changcs 　to　oxycarboxylic 　acid 　and 　glycolic　acid 　ester ，　respectively ．　 These　two 　com −

pounds 　 react 　 with 　 c乱 ch 　 other ，　 and 　 thc 　 diester　 is伽 ally 　 produced．　Thc　d｛ester 　 reacts

with 　dissolved　oxygen ，　and 　a　hypercompound
，
　 such 　 as 　peroxide　of 　oxa ！ic　acid 　diester　is

produced．　 The 　exited 　 compound 　being 　a 　CL 　emitter 　produces 　thc　CL 　and 　the 　CL 　is　en −

hanced　in　SCF ．　Analytical　characteristics 　fbr γ
一butyrolacto【le （γ一BuLac ） as 　a　repre −

sentative 　wcre 　as　follews．　 Lower 　detection　limit： 1．0× 10
−

lo
　M （2e　pl呵 cction 　method ：

3／N ＝2）．Lincality　 of 　 thc 　 calibration ： 1，0× 10
−
9〜1．0× IOT7M 、　 Selectivity二 excellcnt

to 丘actone ．　Reproducibility： 5．5％　in　terms　o 「 relative 　standard 　deviadon （5　repeated

・un ・ f・・ 1× IO
“n

　M γ
一B ・ 1・a ・ i・ 20 μ且呻 cti ・ n 　 v ・1・ m ・）．　 A ・ ・lyti・al　 tim ・ ・ eq ・ i・ed ・

ca・3s・　Recovery　tcst丘）r γ
一BuLac 　in　coffec　esscnce 　was 　successfully 　achicved ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 （Received（）ctober 　8，1992）

　　 Key ω ord 　phrases

supercritical 　fluid　FIA ；chemilumillescent 　detcrlnination　ofsmall 　amount 　of 　lactone。
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