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　The　effects　of　thc　drying　condition 　in　a　microwave 　oven 　and 　the　surface 　f（）rm 　of 　a 　poly−

（vinyl 　alcohol ）substrate 　on 　the 　room −temperature 　phosphorescence（RTP ）intensity　and

its　 reproducibility 　 were 　 investigated　 by　monitoring 　the　p−amino 　benzoic　 acid （PABA ）
RTP 　intensity．　 The 　position　of 　the 　substrate 　in　the 　microwavc 　oven 　used 　in　the　drying

process　 severely 　 affected 　 the　RTP 　intensity．　Reproducible　 and 　 intensive　values 　 were

obtainable 　when 　the　substrate 　was 　dried　on 　an 　activated 　silica −gel　layer　in　a　smaH 　cruci ．

ble　fixed　 at 　thc　centcr 　of 　a 　rotating 　plate　in　 a　 microwave 　oven ．　 The 　calibration 　 curve

under 　this　condition 　was 　linear　fbm 　O．2　to　l　200　pmol／spot 　with 　a　correlation 　coefHcient

of 　O．999
，
　 and 　 nearly 　 intercepting　 thc 　 origin ．　Grooving　 the　substrate 　surface 　 with 　 cross

stripes 　befbre　drying　further　improved　the 　reproducibility 　of 　the　RTP 　signal 　intensity　of

PABA 　with 　a 　re 正ative 　standard 　dcviation　of 　9．7％．

κの ω o 繭 ： room −temperature 　 phosphorimetry； poly（vinyl 　 alcohol ）； reproducibility 　 of

　　　　　　phosphorescence 　intensity；drying　condition ；form　of 　substrate ．

1 緒 言

　従来 よ り用 い られ て い る低温 り ん 光法 は 極 め て 高感度

で あ るが，試 料溶液 を液体 窒 素で 氷結 し測定す る た め
，

装置 が 大 掛 か りで 操作 も煩雑 と な り，定性
・
定量分析 へ

の 適 用 に は制約 を受 け る．そ こ で ，試料分子 を泝紙，シ

ク ロ デ キ ス トリ ン
， イオ ン 交 換 樹 脂 な ど の 基 質 に 固定 化

し，室温で り ん 光測定を可能 と す る 固 体基質室温 りん光

法 （RTP ） が 開発 さ れ
1）
〜5｝，現在 で は 泝紙 が 最 も

一
般

的 な 基質と し て 用 い られ て い る
fi｝
『11＞． し か し，こ れ ら

の 方法 は 空気 中 の 水 蒸 気 や 酸 素 に よ り り ん光 が 消 光 す る

＊
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の で ， 測 定中試料 室 に 大量 の 乾燥不活性 ガ ス を供給 し続

け な け れ ば な ら な い
2）
一4．〕］211S），又，基 質 と し て 瀕紙 を

用 い た 場合 ， 含有 され て い る妨害物質 を 除去 す る た め に

煩雑 な 操作 が 必要 で あ り
i4 ）

， 更 に 感 度増強 の た め に タ

リ ウム 等 の 有害 な 重原子 を用 い る こ と も あ り
6）

， 高感度

で あ る に もか か わ らず 日常分析法と して は ん用 さ れ て い

な い ．そ こ で ，著者 ら は ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ール （PVA ）

に 少 量 の セ ル ロ ース （GLL ） を 混合 し加 圧 成形 し た 基

質 を用 い れ ば，乾燥不活性ガス の 供給や 基質 の前処理 ，

そ して 重原子 の 添加 を行 う こ とな く高感度で か つ 簡便 な

分析 が 可能 に な り，又 試料溶液 を滴下 した 基質 の 乾燥処

理 を 電子 レ ン ジ で 行 え ば，迅速化 を 図れ る こ と を見 い だ
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し
15｝，更 に こ の 基 質 が p一ア ミノ安 息 香 酸 や フ ェ ノ チ ア

ジ ン 系薬物 の 定 量 分 析 に 応用 可能 で あ る こ と を既 に 報 告

した
圭6）．し か し，りん光強度 の 再現性 に つ い て は 課題

が あ っ た。そ の 原因 と し て は
， 電子 レ ン ジ 内で の 電磁波

強度 の 不均
一

に 起因 す る 乾燥状態 の ば らつ き や，試料溶

液 を滴下 し た 基質 の 乾燥過程 で 生 じ る 基質表面の 非平滑

性等 が 考 え ら れ る．そ こ で ，り ん光強度 の 再現性 の 向上

を 目的 と して，電子 レ ン ジ内 で の 乾燥条件及 び 基質 の 形

状 に つ い て の 検討 を行 っ た．

Table 正　Intensity　and 　repreducibility 　of 　the　RTP
　　　　 signal 　of 　PABA 　measured 　on 　thc　sub 呂trate

　 　 　 　 dried　 under 　 various （：onditiQns

　　　 RTP 　intensity
　

Mean 　　　 SD 　　　RSD ／％

Condition　I

Gondition　V †

PVA100 ％
　 　 　 　 　 十

Conditien　V

116 ．4277

．3177

．7

85．436

．941

．7

73．S13

．323

．5

2 実 験

　2 ・ 1 試　薬

　基 質素 材 と し て
， PVA ： 重 合 度 2000，け ん 化 度

78〜82　mol ％ （閏東化学製） と
，
　 CLL ： 薄層 ク ロ マ トグ

ラ フ 用 ， 繊維状 け カ ラ イテ ス ク製）を用 い た ．又 ， 発

りん 光性薬物 と し て ，p一ア ミ ノ安息香酸 （PABA ）： 特級

（関東化学製） を 使用 し た．な お，す べ て の 試 薬 は 購 入

時 の 状態 で 使用 した，又，溶媒 は イオ ン 交換水 を原水 と

した蒸留水 を用 い た，

　2 ・2 装　置

　基質 の 加圧成形 は 赤外 吸 光分析用 KBr 錠剤成形器 と

ハ ン ドプ レ ス （島 津 製 作 所 ） を 用 い た ．り ん 光測定 は

F−3010 形分 光蛍光光度計 に 付属 の り ん 光測定装置 （日

立製作所）を接続 して 行 っ た．

　2・3　基質の 調製

　PVA を電動 ミ ル で 粉砕後，ふ る い を用 い て 63　Fun以

下 の 粉末を採取 した．こ．れ に 重 量 比 で PVA ：CLL ＝95 ：

5 と な る よ う に 薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ 用 繊 維 状 CLL を添

加 し ， め の う製乳鉢 と 乳棒を用 い て 十分 に 混和 した，こ

の 混合物 50mg を，　KBr 錠剤成形器とハ ン ドプ レ ス を

用 い て （打錠圧 4t ，打錠時間 1 分）直径 13mm ，厚 さ

約 lmm の 円盤状 の 錠剤 に 加圧成形 し た ．こ の 錠剤 の

片面 を セ ロ ハ ン テープで 補強 し た 後，4 ×8mm の 小片

に 切 断 し，こ れ を 30× 8mm に 切 断 し た OHP フ ィ ル

ム シートに 両面 テープで は り付 け た
t5 ）．

　2 。4　測定操作

　既 定濃度 の PABA の 水溶液 20 叫 を マ イ ク ロ シ リ ン

ジ で 基質表面全面 に 滴 下 し，市販 の 電 子 レ ン ジ （500

W ）で 5 分 間 乾燥 し た，な お，乾燥条件を な るべ く統

一
す る た め，電 子 レ ン ジ内で 複数枚 の 基質 を 同 時 に 乾燥

処理 す る こ と は 行 わ な か っ た，乾燥 後の 基質 を 既 報 の ス

ピ ン ドル 型試料 ホ ル ダー15）
に は り 付 け ，分光光度計 の

†Substrates　 wcre 　 dried　 Qn 　 the　 center 　 of 　rotating

plate　in　a　rnicrowave 　oven ，　n ＝t
　5

試料室 に 挿入 し，乾燥不活性 ガ ス を試料室 に 供給 す る こ

と な く 直 ち に り ん 光測定 を 開始 した ．分光光度計 の 測定

条件 は
， Ex バ ン ドパ ス 5nm ，

　 Em バ ン ドパ ス 5nm ，

レ ス ポ ン ス 2 秒 と し，励起波長 273　nm ，り ん 光波長

421nm に 固 定 し て り ん 光 強 度 の 時 間 変 化 測 定 を行 い ，

そ の と き の 最大 りん光強度 を用 い て 各評価 を行 っ た．

3 結果 と考察

　3・ 1　電子 レ ン ジ内で の 基質乾燥位置を特定し な い 場

合 の りん 光強度とその 再現性

　 電子 レ ン ジ を 用 い て 乾燥 処理 を 行 う場 合，最 適 な 処理

時聞が あ り，そ の 過不足が り ん 光強度 の 減弱 を招 く こ と

は 既 に 報告 し た
IS）．こ の こ と よ り，も し電子 レ ン ジ 内

に 電磁波強度の 不均
一が 存在 す る な ら，乾燥処理 時間 を

一
定 に し た と き，処 理 位置 に よ っ て り ん光強度 が異 な る

可 能性 が あ る．市販 の 電 子 レ ン ジに は位置 に よ る処 理 状

態 の 不 均
一

を軽減 させ る た め に ，回 転皿 が 備 え付 け られ

て い る が ，処 理 対 象 物 が 小 さ い 場 合 は 回 転 皿 の 中央 を中

心 とす る 同心 円 上 で は 条件 が 平均化 され る が ， 中心 か ら

周辺方向で の 条件 は 平均化 さ れ ず，処理位置 に よる りん

光強度 の ば ら つ き が予 測 さ れ る ．通常 は 処理 ご と に 作為

的 に処理位置 を変 え る こ と は な い と考 え ら れ る が，こ こ

で は竃子 レ ン ジ内 で の 処 理 位置 の 違 い に よ る りん光強度

の ばらつ き に つ い て 検 討 す る た め，あ ら か じめ加 熱 し た

電子 レ ン ジ の 回転皿 を 静止 させ て ，乾燥処 理 ご と に 試料

溶液 を滴 下 した 基質 1 枚 を 回 転皿 上 に 置 き ， そ の 位置

を無作為 に 変 え て 5 分間乾燥処理 を行 っ た 〔条件 1 と

す る ）．こ こ で あ ら か じめ 回転皿 を加熱す る の は ，乾燥

処理 開始時 に 回転皿 の 温度 を な る べ く一
定 に す る た め で

あ る，こ の と き の りん 光強度 と そ の再現性を Table　 l

に 示 す．りん光 強 度 は 大 きな ば らつ き を示 し，電 子 レ ン

ジ 内 に お い て 竃 磁 波強度 の 不 均一が あ り，
こ れ が りん 光

強度 に影響 を 及ぼ す た め ，電子 レ ン ジ内の 乾燥位置 の 選

N 工工
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Table　2Effect 　of 　drying　position　of 　the 　substrate 　in　a　microwave 　oven 　on 　the　rcproducibility 　of　the 　RTP 　s貢gnai　of

PABA

Distance　from　the　center 　to　substratc ／cm

Condition
0 2 4 6 8 10 12

III

IV

V

SDRSD
，％

SDRSD
，
％

SDRSD

，
％

26．2119219

，3
王L44L723

．5

ll．945
，464
．455
．923
．915
．2

i2．657
．154
．552
．842
．826
．3

1Lll39
．037
．883
．833
，230
．0

11，llOI
．346
，199
．Ol9
．519
、9

　 9．1142
．688
．966
，418
，914
．7

　 4．476
．758
．1

且5L233
．8155
．4

IIL　 Substrates　 were 　dried　 at 　 the 　 vertically 　isolated　position　 from　 the 　 surfac ¢ of　rQtating 　plate．　 IV ： Substrates
were 　placed　on 　silica

−gel　layer．　V ： Substrutes　were 　pLaced　on 　silica −gel　layer　and 　tighdy 　fixed　at　the　positめn　in　a
珊 crowave 　Dven ．
Amount 　of 　PABA ： 200　pml ／spot ；Prc−heating　time ： 3min ；Drying　time ： 5min ；n ＝ 5

択 が りん光強度 の 再現性 に 関与する こ と が確認 で き た ．

　3。2　電子 レ ン ジ内の 基質の乾燥位置によるりん光強

度の 変化 と乾燥条件の 検討

　乾燥位置 と り ん 光強度 の 関係 を よ り明確 に す る た め ，

回転皿 中心 か ら電 子 レ ン ジ前面 ドア 方向 に 向か っ て ，基

質 1 枚を乾燥処 理 ご と に 2cm ずつ 位置 を変え て あ らか

じめ加 熱 した 回 転 皿 上 に 直接 置 き，か つ 回転 皿 を静 止 さ

せ て 乾燥処理 を行 っ た と き （条件 II と す る 〉の
， 回 転

皿 中心 か らの 距離 と りん 光強度との 関係 を Fig．1 に 示

す，基質 を置 く 位置 に よ っ て ，り ん 光強度 に 差 が あ り，

周辺部 ほ ど り ん 光強度 が 弱 く な り，か つ 中心 か ら 2cm

及 び 10cm の 位置 に ピー
ク が 存在 し，周期性 が 認 め ら

れ た ，

　電 子 レ ン ジ内 の 回転 皿 は乾燥処 理 中 に 温 度 が上 昇 し，

基 質 を 直接回転 皿 上 に 置 く と，熱 伝導に よ り基質温 度 が

上昇 す る．そ の た め乾燥処理 時 の 回 転皿 の 温 度 が異．な れ

ば，乾 燥 状態が 変 わ る 可 能性 が あ る，そ こ で
， 回転 皿 か

ら基質へ の 熱伝導 に よ る温 度 の 影響 を避 け る 目 的で ， 基

質 を直接回転皿 ．．とに 置か ず に ，高 さ 約 2cm の る つ ぼ 上

に OHP フ ィ ル ム シ
ー

トを 置 き ，そ の 上 に 基質 を 載せ る

こ と に より．皿 の 表面 か ら約 2cm 離 し，又 な るべ く電子

レ ン ジ 内で の 位置 の 影響 を避 け る た め に ，回転皿 を回転

さ せ て 乾燥処理 を行 っ た （条件 III と す る）．そ の 結果

を Fig．1 及 び Table　2 に 示 す．こ の 場合 も 条件 II と

1司様 な周 期性 が 見 られ た が ， りん 光強度 が約 1／10 に な

り，か つ 各位置 で 再現性の 乏 し い 結果 が得 ら れ た ，そ の

原因 は ，回転皿 か ら の 熱 が 基 質 に 伝 わ ら な い た め，5 分

間 の 乾燥処理で は基質の 乾燥 が不十分 に な っ た た め で あ

る と考 え られ る．

の

莞
コ

ζ
吋

着
£

ミ
倉
。。

唱
 

日

β

200．0

100．0

　　

0．0
　0．0　　　　　　　　　4，0　　　　　　　　　8．0

Distance　frem　the　 center 　to

　 substrate ／cm

12．0

Fig．　 l　Dependence 　 of 　RTP 　intensity　 on 　 the　posi・

tion　 of 　the　 substrate 　in　a 　m 三crowave 　oven 　under 　va −

rious 　drying　conditions

（II）： Substrates　were 　directly　placed　on 　 the 　rotating

Plate　（without 　rotating ）；　（III）： Substrates　werc

dried　 at 　 the　 vertical 止y　 isolated　 position　 from　the

rotaing 　plate　 surface ；（IV＞： Substrates　 were 　placed
on 　 silica −ge口 ayer ； （V）： Substrates　 were 　placed　 on

silica＿gel　layer，　 and 　tighdy 　fixed　at　 a　position　in　a
microwave 　oven ．　 AmountofPABA ： 200　pmQl／spot ；

Pre−heating　time ； 3min ；Drying　time ： 5min ；n ＝5

　そ こ で ，回転皿 か ら伝 わ る熱の 影響 を な く し，か つ 基

質の 乾燥を促進 す る 目的 で ，あ らか じめ加熱す る こ と に

よ り十 分 に 活性化 した シ リ カ ゲル を上記 の る っ ぽ中に 入

れ ，そ の 上 に 基質を置 い て 乾燥処理 を行 っ た （条件 IV

とす る ）．そ の 結果 を Fig．1 及 び Table　2 に 示す．りん

光強 度 は 条件 III と比 較 し て か な り 増強 され て お り，か

つ 周期性 を示 した、又 ， 再現性 に つ い て は
， 中心 位置の

み で 優れ て い る が，周 辺部ほ ど劣 っ て い る 傾向 が あ る こ

N 工工
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と が分 か っ た．こ の 原 因 と して は，回 転皿 周 辺 部 で は 遠

心 力が 働 くた め ， シ リカ ゲ ル の 入 っ た る つ ぼ の 位置 が微

妙 に 移動 した こ と に よ る と 考 え ら れ る．し か し，条件

III と 比較 し て
， りん 光強度及 び再 現 性 の 両方 が 向上 し

た こ と か ら ，
シ リ カ ゲル 上 で の 乾燥処理 が 有効 で あ る こ

と が示 され た ．

　 そ こ で ，電子 レ ン ジ 内で の 基質 の 位置 を固定 す る た め

に，シ リカ ゲル の 入 っ た る つ ぼ を両面 テ
ープで 回転皿上

に 固定 し，乾燥処理 を 行 っ た （条件 V と す る）．そ の 結

果 を Fig．1 及 び Table　2 に 示 す ，周 辺 部 で は り ん 光 強

度が 弱 い が ，中心 付近 で は 強 い りん 光強度が 得 られ，か

つ 全 般的 に 再現 性 も改 善 され て い る こ と が分 か っ た．

　 こ れ ら の 実験結果 は 出力 500　W ，回転 皿 付 き の 市販

の 電 子 レ ン ジー
機種 に つ い て 検討を加 え た も の で あ る

が ， 市販 の 電子 レ ン ジに は ， 本研究 で使用 し た機種とは

異 な る 出力 や 機能，形態 を有 し た 多様 な 機種 が 存在 す

る．よ り 強 い 出力 を備 え た 機種 で は 本研究結果 よ り短 時

間 で 乾燥操作 が 完了す る と 考 え られ，又異 な っ た機能 や

形 態 を有 して お れ ば，そ れ ぞ れ に対応 した最適 な乾燥 位

置が あ る と考 え られ る．い ず れ に して も，ど の よ う な 形

式 の 電 子 レ ン ジで も電 磁 波 の 強度分 布 は存在 して お り，

乾燥対象物が小 さな 場合 は こ の 電磁波の 強度分布 の 影響

を受 け る た め，そ れ ぞ れ の 電 子 レ ン ジ で 最 適 な 処 理 時間

や 位置等 の 条件 の 検討 を 行 う必要 が あ る こ と が 分 か っ

た．

Table　 3　Effect　 of 　treating　the　 substrate 　 surface 　 on

　　　　 the　intensity　and 　reproduc 重bi且ity　of 　the

　　　　 RTP 　signal 　of 　PABARTP

　intensity

Mean SD RSD ／％

Without
　 treatment

Covered　with

　quartz　plate
Grooved　with
　 cross 　stripes

188．7

196，6

183．2

34．6

39．6

17．7

18．320

．1

9．7

　 3 ・3　PABA の 検量線

　条件 V で 回転 皿 の 中心 に 基 質 を 置 い た 場合が，り ん

光強 度及 び再 現性共に 優 れ て い た の で ，こ の 条件 に 設定

して PABA の 検 量 線 を 作 成 した ．そ の 結 果，検 量 線 の

直線域 は 0．2 か ら 120e　pmol／spot の 問 で あ り ， 又 相 関

係数 は データ数 40 で O．999，切 片 は 1．60 で ほ ぼ原点を

通 る こ と が確認 で き t ．

　3 ・4　基質組成及 び 形状 が り ん 光強度及び その 再現性

に 及ぼ す影響

　本法 で は PVA ：CLL ＝ 95 ：5 の 混合物 を 基質素材 と

して 使 用 し て い る が ， CLL の 添 加 の 目的 は 基質 の も ろ

さや試料液 の 浸透性 を改善 す る た め で あ る．しか し， そ

の 反面 CLL の 混合 は 基質透明性 の 低下 を招 き
，

そ の 結

果，りん 光強度 や そ の 再現性 に 影響 を及 ぼ す こ と は既 に

報告 し た
1°
「
〉．そ こ で ，り ん光強 度，再現 性共 に 優 れ て

い た 条 件 V で も，既 報 と同 様 の 結果 が 得 られ る か 検 討

を 行 っ た．そ の 結 果 を TabLe 　 1 に 示 す，　 PVA 　lOO％ の

基質 は，PVA ： CLL ＝95 ： 5 と 比較 す る と，り ん 光強度

Substrates　 were 　dried　 at 　the　 center 　of 　the　 micrQwave

oven 　under 　the　condition 　V ．　N ＝；10

及 び再現性 が共 に 更 に 改善 され て お り， 同様 に PVA

lOO ％ の 基質 が り ん 光強度や 再現性の 面 で は 優 れ て い る

こ と が 示 さ れ た ．

　　
’
方，基質 に 試料溶液 を 滴下 した 際 に，滴下 し た溶液

の す べ て が 直ち に 基 質内部 に浸透 す る の で は な く，一
部

分 は 基 質 表 面 に 残 存 して い る．こ の 状 態 で 電 子 レ ン ジ に

よ り乾 燥 処 理 を行 う と，乾燥後基 質表面中央 部 に 凸状 の

変形 を生 じる．こ の よ うな 基質表面 の 非平滑性は，りん

光強 度 を低 下 させ る と と もに
， 個 々 の 基 質 の 変形 状 態 が

異 な り，再現性 を 低下 さ せ る 要因 に な っ て い る と
．
考 え ら

れ る．そ こ で ，乾燥処理後基質が 加熱 に よ り柔軟性を保

持 し て い る 間に ，石英板 で 押 さ え る こ と に よ り基質表面

を強 制的 に 平滑 に し た 場合，及 び基 質成 型 時に 格 子 状 の

溝 を持 っ た プラ ス チ ッ ク板 と共 に 打錠 す る こ と に よ り，

そ の 表面 に 1．3・mm 間隔 で 0，8　mm の 幅 を持 つ 格子状 の

溝 を付 け ， 生 じた 小 さ な規 則 正 しい 凹 凸 に よ り乾 燥 時 に

生 じる 大 き な 凸状 の 変形 を 防 ぐ よ うに した場合の ，りん

光強度 とそ の 再現性 の 比較を行 っ た．そ の 結果を Table

3 に 示す．表面 を石英板 で 平滑 に し た 場合 は，りん 光強

度 が や や 高 い が 再現性 は 改善 さ れ な か っ た．一
方 ， 基質

表面 に 溝 を付 け た基質の 乾燥後 の 表面 は，通常 の 基質の

表面 と比 較 して 極 め て 平滑 で あ り，り ん光強度 に 変化 は

な か っ た が 再現性 は か な り向上 した．

　 以 上 ，電 子 レ ン ジ を用 い て 基 質の 乾 燥 を行 う 際に ，シ

リカ ゲル 上 に 基質を置 き，か つ 乾燥位置 を レ ン ジ 内の 中

心 部分 に 固定 し
， 又 表面 に 小 さ な 格子 状 の 溝 を付 け た 基

質 を用 い る こ と に よ り，り ん光強度の 相対標準偏差値 を

9．7％ ま で 向上 さ せ る こ と が で き，乾燥不活性 ガ ス を 用

い る こ と な く室 温 りん光 が 安定 して 観測 で き る，本基 質

の 実用 性 を 更 に 高 め る こ とが で き た，
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