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　Three−layer　extraction 　followed　by　fluorescence　spectromctry 　has　becn 　developed 　f（）r　the 　rapid

discrimination　of 　oils 　containing 　 coumarin ．　 Thc 　proposed　 method 　provides　facilities，　 such 　 as

rapidity ，　conveniencc ，　and 　down −sizing ．　 The　procedurc　of 　the 　method 　is　as 　fbllows ： 0．25　ml 　of

oil　samplcs 　was 　 used 　fbr　quantification．　 After　shaking 　a 　mixture 　 of 　the 　 sample 　with 　1．5　ml 　 of

dodecane，　two 　ml 　of 　butanol−ethano1 （4 ： 3；v ／v ）solution ，　and 　l　25 　ml 　of 　alkaline 　aqueous 　solu −

tion （2．5　M 　NaOH ）fbr　thrce 　min ，　non −fluorescing　o −coumarinate 　ions　produced　from 　coumarin

by　hydrolysis　wcre 　cxtracted 　in　an 　alkaline 　aqueous 　solution ，　 Fluorcscent　compounds 玉n 　oils

werc 　extracted 　together 　with 　the 　o−coumarinate 　ions　in　the 　alkaline 　aqueous 　solution ，　and 　inter−

fered　with 　thc　quantification　of 　the 　o −coumarate 　ions　using 　fluorescence　spectrophotom α 【y．
The 　addition 　of　inorganic　salts　to　the 　alkaline 　aqueous 　solution 　was 　very 　effective 　to　quench　the

fluoresccnt 　interference　of 　thc 　co −extracted 　substances 　from 　 oils ．　 The 　addition 　of 　sodium

nitrate 　which 　was 　the　most 　effective 　quencher，　supprcssed 　any 　unfavorable 　fluorescent　interfer−

ences ．　 After　the 　o−coumarinate 　ions　were 　convcrted 　into　isomeric　o−coumarate 　ions　by　thc 　irra−

diation　of 　ultraViolet 　light　f（）r　five　min ，　fiuorescence 　intensities　at　500．nm 　wcre 　measured ．　 The
fluorescence　intensity　showed 　a　good　lincar　relationship 　With　the　gas−oil 　content 　in　the 　range 　of

5〜 100％ of 　fUel　oil 　A 　in　the 　gas｛）il　mixtures ．　 A 　statistical　analysis 　of　the 　calibration 　curve 　gave
an 　cxcellent 　relation　with 　a 　correlation 　coefficient 　of 　O．996〜0．999．　 The 　proposed　method

could 　successfully 　discriminate　illegal　diese1　fuels　containing 　coumarin ，

Kaywords ： coumarin ；fuel　oil 　A 　and 　gas　oil ；fluorescence ；o−coumarate 　；inorganic　salt 　as

　　　　　　　　qucncher ，

1　緒 言

　 最 近 ， 軽 油 に 灯油 や A 重 油 を混入 し た 混合軽油が 自動

車 の デ ィ
ーゼ ル 燃料 油 と して 不正 に用 い られ る こ とが 増加

；

警 視庁科学捜 査 研 究所 ： 100 −8929　東京都 千代 田 区霞 ヶ 関 2−
　1−12
東 京 農 工 大 学 大 学 院 生 物 シ ス テ ム 応 用 科 学研究 科 ； 184 −8588
東 京都小 金井 市中 町 2−24

して い る，こ の 混合軽油 の 使用 は，軽油引取税 の 脱税 問 題

や デ ィ
ーゼ ル 車の 排 ガ ス か ら放出され る すすな どに よ る大

気汚染 ・健康被害等の 環 境 問題 を引 き起 こす た め，そ の 対

策 と して 不正デ ィ
ー

ゼ ル 燃料油を識 別 す る た め の 迅 速 な分

析法の 確立 が 急務で ある．

　灯油，軽油及 び A 重油 を識別す る た め に ，日本 で は

1991 年以 来 ，灯油 と A 重 油に lppm の ク マ リ ン が 添加 さ

れ て い る
1）．クマ リ ン の 定 量 に は 蛍 光 分 光 光 度 法 （FL） が
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は ん 用的な分析法 と して 使用 されて い る ．こ の 方法 で は，

ク マ リ ン をア ル カ リ性水溶液で 加水分解 し て o一ク マ リ ン

酸 （cis−o一オ キ シ ケ イ皮酸）陰イオ ン に した後，溶媒抽出

し，波長 360nm の 紫外光を照射 し，異性化反応 に よ り生

成 し た o一ク マ ル 酸 （trans−o一オ キ シ ケ イ皮酸）陰イ オ ン の

蛍光強度を測定 して ク マ リ ン を定量す る
2｝．こ の 方法を応

用 して 開発 された 不正デ ィ
ーゼ ル 燃料油 の 識別法が ，全国

石 油協会に よ っ て 提案 さ れ て い る
S＞．提案 され た 方法で は，

ドデ カ ン，混合 ア ル コ
ー

ル 溶液及 び ア ル カ リ性水溶液の 3

種類 の 抽出溶媒が 用 い られ る．更に 灯油，A 重 油中の ク マ

リ ン 以外 の ア ル カ リ 性水溶液層 に 抽 出 さ れ て くる蛍 光物 質

の 消光剤 と して ，硝酸ナ トリ ウ ム が 用 い られ て い る．しか

し，こ の 前処理抽出法で は溶媒希釈等 で 時間が か か る と と

もに ，抽出溶媒 を多 量 ｛試料 1検体 （20ml ）当 た り225

ml ｝に 使用す る に もか か わ らず，溶媒希釈 さ れ た 試料 の

一
部 しか 分析 に 用い ず，大 半 は不要 に な る とい う欠 点 が あ

る．

　法科学分野で も，油 中の ク マ リ ン の FL に よる 分析 法 は
，

油 が 放火 事件等の 犯 罪 で用 い ら れ る た め，灯油 や A 重油

の 識 別法 と して も研 究 され て い る．法 科 学 分 野 で の 鑑 定の

油試料 の 多くは 少量 なた め，全 国 石油協会の 提 案 さ れ た方

法 を そ の ま ま適用 で きな い ．そ の た め ，抽出操作 を省略

し，油 試料 に 少 量 の ア ル カ リ性 水 溶 液 の み を添 加 し，水 溶

液 の 蛍光強度が 測定され て い る．しか し， 油 中 に多 く含 ま

れ る蛍光物質
4）5｝

も同 時 に 抽 出 され て くる た め，ク マ リ ン

由 来 の o一ク マ ル 酸 陰 イ オ ン の 蛍 光 ス ペ ク トル は得 られ ず，

多変量 解析 処 理 を 行 っ て ク マ リ ン の 定量を行 っ て い る
6 ）．

ま た，別 法 と して，紫外ホ トダ イ オ
ー

ドア レ
ー
検出器付 き

高 速 液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー71

も用 い ら れ て い る．し か し，

こ の 方法で は ク マ リ ン に 対す る 検出感度が 低 い こ と，前処

理 過 程 及 び 分析時間 が 長 くか か る こ と，更 に溶離液調製の

た め に 多 量 の 溶 媒 を消 費す る こ と 等の 欠点が ある．

　本研 究 で は ， 少量の 不 正デ ィ
ーゼ ル 燃料油 の 識別 や 法科

学 分 野 に も応用 可 能 な，少量 の 灯油や A 重油を識別す る

た め の 簡 便 か つ 低 コ ス ト な分析方法 と し て 三 層分離抽 出／

FL 法 を開発 し た．本法は 油 の よ うな 多成 分 混 合 試 料 か ら

ク マ リ ン の よ うな分析対象物質 を 3 種類 の 抽 出 溶 媒 を用

い て 三 層 に 分離 し，精 製，抽 出 さ れ た 溶媒相 をそ の まま

FL で 分 析 す る 方 法 で あ り，クマ リ ン を 添加 した 軽油試料

に 対 して ， 次 の 二 つ の 特徴を持つ ．（1）希釈等 の 前処理

操作 の 省略 に よ り短時問で 抽出，分析が 行 え る．（2）試

料 の 油中か ら抽出 し た o一ク マ ル 酸 陰 イ オ ン の 定 量 検査 を 1

本 の ねじ口 試験管内の み で 行 え る （消費す る試 料 と溶 媒 の

合計量 5ml ）．ま た，　 o一クマ ル 酸 陰 イ オ ン の FL に よ る 定

量 分 析 の 際，妨害 と なる 油中の 蛍光物質に 対す る 硝酸ナ ト

リ ウ ム ，硝酸 カ リ ウ ム ，塩 化 ナ トリ ウ ム ，塩 化 カ リ ウ ム 及

び 臭化 カ リ ウム の 各無 機 塩 の 消 光 効 果 に つ い て も比 較検討

した．

2・1 装　置

2　実 験

　 日 立 製 F−4500 蛍光分光光度計で 三 次元 蛍光 ス ペ ク トル ，

励起 ス ペ ク トル 及び 蛍光ス ペ ク トル を測定 した．励起，蛍

光バ ン ド幅 は，い ず れ も 10nm に 設定 して 測定 した．三

次 元 蛍光 ス ペ ク トル の 等高線間隔 は 蛍 光 強 度 50 に 設定 し

て 表示 した．蛍光強度 と して ，三 次元 蛍 光 ス ペ ク トル の 極

大 ピーク に お け る 強 度 と励起波 長 360nm ／蛍 光 波 長 5eo

nm に お け る 強 度 を測 定 した．

　 ク マ リ ン の 加水分解物 を抽 出 する た め の 振 り混ぜ 時間 ，

及び 紫外光 照 射 下 で の o一ク マ ル 酸 陰 イ オ ン へ の 異 性 化 す

る た め の 紫 外 光 照 射 時 間 の 最 適 条 件 を検 討 す る ため に，紫

外可視分光 光 度計 を用 い て各時間に 対 す る o一クマ リ ン 酸

陰 イ オ ン 及 び o一クマ ル 酸陰イ オ ン の 吸 光度測 定を行 っ た．

紫 外 可 視 吸 収 ス ペ ク トル は lcm 光路 長 の 石 英 製 試料 セ ル

に 試料溶液を入 れ て 島津製 UV −1600PC 分光光度計で 測定

した．

　 ク マ リ ン の 加水分 解物 を異 性化 させ る た め に，紫外線 ラ

ン プ を用 い た ．紫外線 ラ ン プ は
， 東芝製 FL6 ，BLB （6W ）

を光源 としたナ シ ョ ナ ル 製携帯用蛍光 ラ ン プ BF −661を用

い ，励 起波 長 を 365nm と した ．

　2・2 試薬及び試料

　軽油及 び A 重油 は 東京都内の ガ ソ リ ン ス タ ン ドで 購入

した ．ドデ カ ン，ヘ キ サ ン，エ タ ノ
ー

ル，ブチ ル ア ル コ ー

ル ，水酸化 ナ トリ ウ ム ，ク マ リ ン，o一ク マ ル 酸，硝酸 ナ ト

リ ウ ム ，硝酸 カ リ ウ ム ，塩 化ナ トリ ウ ム ，塩 化 カ リ ウ ム 及

び 臭化 カ リ ウ ム は，い ず れ も和 光 純 薬 製 特 級 試 薬 を 用 い

た．水 は和光純薬製高速 液体 ク ロ マ トグ ラ フ 用 蒸留水 を用

い た．

　O．25ml の 油 試 料 （ク マ リ ン を 添 加 した 軽 油 ，　 A 重 油 ，

軽油 と A 重 油の 混合物）か ら クマ リ ン を抽 出す る た め に ，

1．5ml の ドデ カ ン ，2ml の 混合 ア ル コ ール 溶液及 び 1，25

ml の ア ル カ リ性 水 溶 液 の 3 種 類 の 抽出溶媒 を調製 し た．

混 合 ア ル コ ール 溶液 は ブ チ ル ァ ル コ
ー

ル とエ タ ノ
ール を

4 ：3 の 体積比 で 混合 し調製 した．ア ル カ リ性水溶液 に は ，

100ml の 蒸留水 に 水酸 化 ナ トリ ウ ム を溶 解 し て 調 製 した

もの （O．1，0．5，1，2．5，5，又 は 10M ， 並 び に 80 ℃ の 湯

浴内 で 調 製 した 25M を室 温 に 空冷 して 得た飽和溶液），

及 び 前述の 水酸化ナ トリウ ム 水溶液 に 無機塩 （硝酸 ナ トリ

ウ ム
， 硝酸 カ リ ウ ム ，塩 化 ナ ト リ ウ ム ，塩 化 カ リウ ム ，又

は 臭化 カ リ ウ ム を 0，1，0．5，i，2．4，．9．3 又 は 5M ） を添

加 した もの を用 い た．
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　2・3　実 験 方法

　三 層分離抽出／FL 法 の 操作方法 を以 下 に 示す，また，比

較の た め に 従来か ら行わ れ て きた 二 層 分 離 抽 出法 に つ い て

も検討 した．二 層 分 離抽 出 法 は第 三 層 を形 成 す る混 合 ア ル

コ ー
ル 溶液 を加 え な い 以外 は三 層 分 離 抽出法 と同様 に 操作

した．

　 ドデ カ ン ，混 合 ア ル コ ール 溶液及 び ア ル カ リ性水溶液 を

油試料 の 入 っ た ね じ 口 試験管 （口 径 13mm ，高 さ 100

mm ，ガ ラ ス 製） に 順次添加 した．ね じ口 試験管 を キ ャ ッ

プ し て 3 分間振 り混ぜ た 後 ，静 置 した．こ の と き，試 験

管内の 溶液は す ぐ に 三 層 に分離 した．下 層 の ア ル カ リ性 水

溶 液 の み 光 路 が 通 る よ うに遮 光 した 試料 セ ル ホ ル ダ
ー

に，

ね じ 凵 試験管 を固 定 し，5 分 間，紫外線 ラ ン プ （波長 365

nm ） の 紫 外 光 を照 射後 ， 励起波 長 360 　nm の 蛍光 ス ペ ク

トル を測定 した．

　 ク マ リ ン か ら 生 成 した o 一ク マ ル 酸陰 イ オ ン の 蛍光強度

を極大蛍光波長 500　nm の 強度 で 測定 した．な お，上 記の

振 り混ぜ 時間 3 分及 び 紫外光照射時間 5 分 は，クマ リ ン

を含 む ヘ キ サ ン 溶液 を用 い て 紫外可 視分光光度法に よ り決

定 した．

　 三 層 分 離抽 出法 に よ る ク マ リ ン の 回 収 率 は ， 以 下 の よ う

に して 求 め た，まず，lppm の ク マ リ ン を含 む ヘ キ サ ン

溶 液 を測 定試料 と し，ア ル カ リ性水溶液 と して 2．5M の 水

酸化 ナ ト リ ウ ム 水溶液 を用 い る ．こ の と き得 ら れ た 下 層の

蛍 光 強 度 を測 定 した．次 に，1．12ppm の o一ク マ ル 酸 （ク

マ リ ン lppm 相 当 ） を 含 む 2．5　M の 水酸化 ナ トリ ウ ム 水

溶液 の 蛍光強度を測定す る．こ の 蛍光強度を基準 と して ，

ク マ リ ン の ヘ キ サ ン 溶液 （1ppm ）か ら 得 ら れ た 蛍光強度

か ら回収率を算出した，

　三 層分離抽出法 に お ける各無機塩 の 消光効果を，三 次元

蛍光 ス ペ ク トル か ら得 た極大 蛍光 ピー
ク 強 度 及 び励 起 波 長

360nm ／蛍光波長 500　nm で の 蛍光強度で 評価 した．こ の

と き，試 料 と して軽 油 及 び ク マ リ ン を 含 む ヘ キ サ ン 溶 液 を

用 い た．そ し て ，三 層 分 離抽出／FL 法が A 重油 を種 々 の

割 合 で 混 ぜ た 混 合 軽油 の 識 別 に 有効 か 否 か を検討 した ．

3 結果 と考察

　3・1　三 層分離抽出法とその 利点

　本法の ク マ リ ン の 回 収率 は 3 回 平均 で 95％ で あ っ た．

ね じ 口 試験管 を 直接試料 ホ ル ダー
に 固定す る 測定方法 で

も，蛍 光測 定 は石英製 セ ル を用 い る 通 常の 蛍光測定 とそ ん

色の な い 測定が 可能で ある．そ こ で ，操作の 簡便性 を考慮

して ね じ口試 験 管 を セ ル の 代 わ りに用 い た．

　0．25　m1 の 軽 油 試 料，1，5　ml の ドデ カ ン ，1．25　ml の ア ル

カ リ性 水 溶 液 （水 酸 化 ナ トリ ウム O〜10M ） 及 び 2　ml の

混合 ア ル コ
ー

ル 溶液 を 3 分 間振 り混 ぜ 静置 させ て 分 離 の

程度 を観察 し た結 果 を Fig．1 に示 す．水 酸化 ナ ト リウ ム

が 1 〜10M の ア ル カ リ性水溶液を用 い た 場合 ， 透 明 な 三
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Fig．1　Vo 更ume 　percentage　of 　solvent 　layers　separated 　after 　excitation 　procedure 　using

O．25ml 　Qf 　gas　oil，1，5　ml 　of 　dodecane ，2ml 　ofbutanol −ethanol ，　and 　1．25　ml 　ofaqueous 　solu −
don 　with 　O，0．5，1，2．5，5，0r 　lOMofsodium 　hydroxide

Init・； In孟t孟a 且state 　of 　the 　three 　solvent 　layers
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層 に 分離 し，上 層，中間 層，下 層は ，そ れ ぞ れ ドデ カ ン 溶

液，混合ア ル コ
ー

ル 溶液及 び ア ル カ リ性水溶液か ら成 る．

しか し，0．5M 以 下 の 水酸化 ナ トリ ウ ム の ア ル カ リ性水溶

液 を用 い た場合 に は，ア ル カ リ性水溶液層 と混合ア ル コ ー

ル 溶液層が 分離 しなか っ た．また，水酸化 ナ トリ ウ ム の 飽

和水溶液 を ア ル カ リ性水溶液 に用 い た場合，ドデ カ ン 溶液

層 と混合 ア ル コ ール 溶液層 が 分 離 せ ず，ア ル カ リ性水溶液

層 に 水酸 化ナ トリ ウ ム の 白濁沈殿 が 認め られ た．

　水酸化 ナ トリ ウ ム が 1〜10M の ア ル カ リ性水溶液 を 用

い た場合 に分離す る三 層へ の 軽油中に含 まれ る 蛍光物質の

分配 に つ い て 検討 し た．ア ル カ リ性水溶液 （2，5M 水酸化

ナ トリ ウ ム 溶液），混合 ア ル コ ール 溶液，ドデ カ ン 溶液の

各抽出溶媒層 の 極大蛍光強度比 は それぞれ 0．2 ： 45 ： 55 で

あっ た ．一
方，二 層分離抽出法の 場合，ア ル カ リ性水溶液

及び ドデ カ ン 溶液の 各抽出溶媒層の 極大蛍光強度比 は それ

ぞ れ 6，6 ：93 とな っ た．こ れ らの 結果か ら混合 ア ル コ
ー

ル

溶液を加 え る こ と に よ り，軽油 中の 蛍 光 物質の ア ル カ リ性

水溶液へ の 抽出 を抑制で き る こ とが 明 らか に な っ た．

　次 に，軽 油 及 び クマ リ ン を lppm 含 むヘ キ サ ン 溶 液 を

試 料 と し，三 層 分 離 抽 出 法 及 び二 層 分 離 抽 出法 を行 い ，得

た各ア ル カ リ性水溶液 の 蛍光 強 度 を測 定 した ．結 果 を

Figs．2（a ）〜（c） に 示す．ヘ キ サ ンからの ク マ リ ン の 抽出

は，い ず れ の 方法に お い て も水酸化 ナ トリウ ム の 濃度 に か

か わ らず ，
ほ ぼ

一
定で あ っ た IFig．2 （c ）｝．こ の こ とは ，

ク マ リ ン の 抽出が水酸化ナ トリ ウム 濃度 に は依存 しない こ

と と，水酸化 ナ トリ ウ ム に は 消光効果が ない こ と を示唆 し

て い る．

　
一

方，軽油 を試料 と した Fig．2 （a ）の 結果か ら，三 層分

離抽 出法 に お い て 水酸化 ナ トリ ウ ム の 添 加 に よ りア ル カ リ

性 溶 液 の 蛍 光 強 度 が 著 し く低
’
下 して い る こ とが 分 か る．こ

れ に対 して ，二 層 を形 成 する 従 来 法で は ， 蛍 光強 度 の 低下

は ほ とん ど認 め られ な い ．こ れ らの 結果 に加え，（a） で は

（b） に比 べ て 測 定 さ れ た 蛍 光 強 度 が 30 倍 以 上 大 きい ．こ

れ らの こ と を考慮する と，2．5　M 以 上 の 水酸化 ナ トリ ウ ム

水 溶液を用 い た場合，軽油 に含 まれ る 蛍光物質 の 大部分

は，混合 ア ル コ ール 溶液層へ 分配 し て い る もの と推測 さ れ

る．

　 また，o一ク マ ル 酸陰 イ オ ン が極大蛍光強度を 与 え る励起

波 長 360nm ／蛍 光 波 長 500　nm で 測 定 し た 結果 を示 し た

（b） の 結 果 か ら ， 従来 法 で は 水酸化 ナ トリ ウ ム 濃度の 増

加 とともに減少する もの の ，三 層分離抽出法で は，水酸化

ナ トリ ウ ム 濃度 5M まで は 蛍光強度 に 影響 は 与 え な か っ

た．こ の 原因に つ い て は まだ 明 らか で は な い が，こ の 結 果

は 1〜5M の 水酸化 ナ ト リウ ム を抽 出 液 とす る三 層 分 離 抽

出法 に よ り，ク マ リ ン を正確 に 定量で きる こ と を示唆 して

い る．そ こ で ，本研究で は，水酸化 ナ ト リ ウ ム 2．5M の ア

ル カ リ性 水 溶 液 を用 い て 以 下 の 実験 を行 っ た．
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Fig．2　Effect　of 　sodlum 　hydroxide　concentration （1，
2．5，5，0r 　10　M ）in　the　 alkaline 　 solution 　on 　fluores−

cence 　intensities　ofthe 　alkaline 　solution

（a ）： highest　nuorescence　peak　intensitアof 　the　alkaline

solution 　extracted 　from　O．25　ml 　of 　gas　oil ；（b）and （c ）：

fluorescence 　intensities　at 　excitation 　wavelength 　of 　360

nm 　 and 　 emission 　wavelength 　of 　500　nm 　of 　the 　alkaline

solutions 　extracted 　from 　O，25　ml 　of 　gas　oil　and 　O．25　ml

of 　hexane 　solution 　 containing 　l　pPrn　 of 　coumarin ，
respectively ；◆ ： three −layer　extraction 　using 　dode −

cane ，　 buthanol−ethanol ，　 and 　 alkaline 　 aqucous

solution ； 口 ： two −layer　extraction 　without 　butanol−

ethanol

　3・2　クマ リン か ら蛍光性 o・クマ ル 酸陰 イ オン へ の 振 り

混ぜ 時間 と紫外光照射時間の 検討

　ア ル カ リ性水溶液 を加 えた 際 に 生 じる ク マ リ ン の 加水分

解，抽 出 そ して 異性化 反 応 に つ い て は 既 に 検 討 さ れ て い

る
2）．こ こ で は ， 三 層 分 離 抽出法 に よ る クマ リ ン の 加水分

解，抽出，異性化反応 に つ い て 検討 した．ク マ リ ン，o −7

マ リ ン 酸陰 イ オ ン，〇
一ク マ ル 酸陰 イ オ ン の 搆 造 式 及 び紫 外

可視吸収 ス ペ ク トル を Fig．3 に示す．ク マ リ ン は 271 ，

277，282 及 び 312nm に吸 収 極 大 を 与 える．一
方，　 o一ク マ

リ ン 酸 陰 イ オ ン は 333・nm に 吸 収 極 大 を与 え る の で ，こ の

波 長 の 吸 光度を 測 定す る こ とで 加水分解反応 をモ ニ タ リ ン

グ す る こ とが で きる ．検討 の 結果，試料 は 振 り混ぜ 時間

O．25 分 以 上 で 生 成 す る o一ク マ リ ン 酸陰 イ オ ン の 吸 光度 は

一
定 と な っ た ．本研 究 で は 振 り混 ぜ 時 聞 を 3 分 と し た ．
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Fig．3　UV ／Vis　absorption 　spectra （10　ppm ）and 　chemical 　structures 　of 　coumarin

in　hexane 　（a ），　 o−coumarinate 　anion 　extracted 　in　alkaline 　aqueous 　solution （b），
and 　o｛ oumarate 　anion 　isomerized　by 醸 raviolet 　light　in　the 　solution （c ＞

　次 に ，紫外光照射 に よ る o一ク マ リ ン 酸陰イ オ ン の cis 体

か ら trans体 へ の 異性化 に 必 要 な紫外光照 射 時 間に つ い て

も紫外可 視 分 光 光 度 法 で 検討 した．5 分 間紫 外光照 射後の

ア ル カ リ性水溶液中 で 異性化 した o一クマ ル 酸 陰 イ オ ン の

紫 外 可 視 吸 収 ス ペ ク トル を測 定す る と 276 及 び 360nm に

吸収 ピー
ク が 得 られ IFig．3（c＞｝，異性化量を こ れ らの 吸

光度 か ら知 る こ とが で きる ．試料 は 3 分間振 り混ぜ た 後

の ア ル カ リ性水溶液を用 い た ．試料 を 紫外線 ラ ン プ で

0 ，25〜8 分間紫外光照射後，測定 さ れ た 360nm の 各吸 光

度 を Fig．4 に 示す．照射時間 2 分 程 度 で o一ク マ リ ン 酸 陰

イ オ ン の 吸光度 の 増加 は止 ま り
一

定 に な っ た．本研究 で は

照射時 間 を 5 分 間 と した．

　3 ・3　軽油中の 蛍光物質 に 対する無機塩の 消光効果

　油中か らア ル カ リ性水溶液に 抽出 され る クマ リ ン 以外 の

蛍光物質 に 対す る 無機塩 の 消光効果 に つ い て 検討 し た．ま

ず，1，12ppm の o一ク マ ル 酸 を含 む 2．5　M 水酸 化 ナ トリ ウ

ム の ア ル カ リ性 水溶 液 に，硝酸 ナ トリ ウ ム，硝 酸 カ リ ウム ，

塩化 ナ トリウ ム ，塩化 カ リ ウム 又 は 臭化 カ リ ウ ム の 各無機

塩 の 添 加 濃 度 を変 化 させ て，o一クマ ル 酸 陰 イ オ ン の 蛍 光 強

度を測定 した とこ ろ，消光効果 は認 め られ な か っ た．次に，

軽油 を試料 と して ，三 層分離抽出法 に お け る 無機塩 の 添加

効果 に つ い て も同 様 に 検討 した．結果 を Figs．5 （a ），（b）

に示す．なお，硝酸 ナ トリ ウム ，硝酸 カ リ ウ ム ，塩 化 ナ ト

リ ウ ム，塩化 カ リウ ム 及 び 臭化 カ リ ウム は，ア ル カ リ性 水

溶液へ の 溶解度
8）
の 相違 か らそ れ ぞ れ O 〜5M ，　 O 〜2．4 　M ，
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Fig．4　Effect　of 　irradiation　time 　of 　ultraViolet 　ray 　on

is・ mer 童zati・ n ・ f ・
−c ・umarinate 　anion （10　PPm ＞to ・

−

coumarate 　anion

0〜3．3M ，0〜2，4M 及 び 0〜2．4M の 濃度範囲で 検討 し

た．Fig．5（a ）で は極大 蛍 光 ピーク 強度 を プ ロ ッ トして お

り，Fig．5 （b） で は，　 o一クマ ル 酸 陰 イ オ ン が 極 大 の 蛍 光 強

度 を 与 え る励 起 波 長 360nm ／蛍 光 波 長 500・nm に お け る蛍

光強度を示す．各無機塩の 濃度が 増加す る と蛍 光強 度が 低

下 した．こ の こ とは ，こ れ らの 無機塩が 軽油か ら抽出 され

て くる 蛍光物質に 対 し て 消光効果 を持つ こ と を示唆 し て い

る，また，軽油か らア ル カ リ性水溶液 に 抽出され て くる 蛍

光 物 質に対 す る 各無機 塩 の 消 光 効 果 は 硝 酸 ナ トリ ウ ム 〉 塩

化 ナ トリ ウ ム 〉 臭化 カ リ ウ ム の 順 に 良好で あ っ た，と りわ
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Fig・5　　Quenching　effect 　of 　inorganic　salts　in　the 　alkaline 　solution 　on 　 the 　intensity　of 　the 　a 足kaline

solution （2．5　M 　ofsodium 　hydroxide）extracted 　from　O，25　ml 　of 　gas　oil

（a ）： nuorescence　intensities　ofhighest 　fluorescence　peak ；（b）： nuorescence　intensities　at　excitadon

wavelength 　of 　360　nm 　and 　emission 　wavelength 　of 　500　nm ；◇ ： Oto　5　M 　of 　sodium 　Ilitrate ；■ ： Oto
33Mof 　sodium 　chloride ；

△
： Oto　2．5　M 　of 　potassium　bromide

け，2．4〜5M の 濃度範囲 の 各無機塩 を 用 い た場合 が 軽油

中の 蛍光物質の 消光効果が 最 も良好 で あっ た．本研究で は

2．4M の 各無機塩 を選 ん で 以 後 の 検査 を 行っ た．

　硝酸 塩 の 添 加 効 果 が，塩 化 物 や 臭 化 物 よ り も優 れ て い る

の は以 下 の 理 由 に よ る も の と 推 測 した．塩 化 物 や 臭 化 物 で

は紫外可 視波長領域 に吸収バ ン ドは 見 られ な い が ， 硝酸ナ

トリ ウ ム は，波 長 302　 nm （モ ル 吸 光係 tw　6．7M
−lcm −1

）

及 び 224nm （モ ル 吸光係数 1．7　x 　 IOa
’
　M

一
聖

cm

−1
） に 吸収

バ ン ドをもつ ．硝酸 カ リ ウ ム も同様な吸収 バ ン ドをもつ ．

そ れ らの 影響 で 2．4M の 硝酸塩 を添加 し た ア ル カ リ 性水溶

液 の 波長 34e 　 nm 以 下 の 励 起 に よ り発 生 す る 蛍 光 は 吸 収 さ

れ ，三 次元蛍光 ス ペ ク トル か らは 検出 され な い．そ の た め，

2AM の 硝酸塩 を用 い る と励 起 波長 325　 nm ／蛍 光 波 長 383

nm に 極 大 蛍 光 強 度 を示 す 軽 油 中 の 蛍 光 物 質 は他 の 無 機 化

合 物塩 よ りも消 光 で き る と考え られ る．そ して，硝酸塩を

消光剤 に用 い た場合，o一ク マ ル 酸陰 イオ ン の 三 次元蛍光ス

ペ ク トル も励起波長 340 ・nm 以 下 で は 認め ら れ な か っ た．

しか し，塩化物 や 臭化物で は 励起波長 340nm 以 下 で も o一

ク マ ル 酸陰イ オ ン の 三 次元蛍光 ス ペ ク トル が 認め られ た．

　カ リ ウ ム 塩 の 消光効果 は相 当す る ナ トリウ ム 塩 の 効果 と

ほ ぼ 同程度 で あ っ た．な お ， 2．4M の 硝酸 カ リ ウ ム を 用 い

た場 合 ， そ の ナ トリ ウ ム 塩と異 な っ て，抽出操作後 の 静置

の 問に ア ル カ リ性水溶液層中で
一

部結晶 と して 析出 し，蛍

光 の 測 定 を妨 害 した．そ の ため，こ の 場 合 の み，結 晶 を含

まな い よ うに 注 意 して ア ル カ リ性水溶液層 の み を 別の 試験

管 に移 して 蛍光測定 を行 っ た．

　 3・4　 A 重油を混ぜ た 混合軽油 の 三 層分離抽出／蛍光分

光光度法 に よる識別

　A 重 油 を軽油 に 0〜100％ の 種 々 の 体積割合で 混ぜ た混

合 軽 油 を 試 料 に 用 い て ，3 種 類 の 抽 出溶 媒 の うち ア ル カ リ

性 水溶 液 に無 機 塩 を 添 加 しな い 場合 と，添 加 した場合 の 各

抽出法 に よ り得 た ク マ リ ン の 定量検査 を試験 した．調 製 し

た 混合軽油か ら得 られた 三 次元 蛍 光 ス ペ ク トル を Fig．6

に 示す．

　A 重油 の 割合 を 0％ （すな わ ち軽油 100 ％），10％ ，

50 ％ ，100 ％ と し た 油試料 を用 い ，無機塩 を含まない ア ル

カ リ 性水 溶 液 で 抽 出 し た と き の 三 次 元 蛍 光 ス ペ ク トル を

Figs．6（a−1）〜（a−4） に示す．360　nm 励起 に よ る蛍光 ス ペ

ク トル の 極 大 波 長 が 常 に o一ク マ ル 酸 陰 イ オ ン の 極 大 波長

500nm か ら 2〜14　nm ず れ て し ま うた め，正 確 な識 別 が

行えなか っ た．一
方，上 記試料を用 い

， 抽出液 に塩化物及

び 臭化物を含 む ア ル カ リ性水溶液を用い た 際に 得られ た三

次元 蛍光 ス ペ ク トル は ，い ずれ も類似 して い た．塩 化物 を

含 む 条件で 測定 した ス ペ ク トル を Figs．6（b−1）〜（b4 ＞ に

示 す．ま た ， 硝酸 塩 を添 加 した ア ル カ リ性 水 溶 液 の 三 次 元

蛍光 ス ペ ク トル は Figs，6（c−1）〜（c−4） に示 す．　 A 重油 s％

以 上 の 混合軽油試料 に 対 して は
， 塩化物，臭化物 ， 硝酸塩

を添加 した ア ル カ リ性水溶液 の 360nm 励起 に よ る 蛍光ス

ペ ク トル は，い ずれ も 同様 に極大 波長 を 500nm に持 つ o一

クマ ル 酸 陰 イ オ ン の ス ペ ク トル が得 られ た．

　各無機塩 を 消光剤 と し た と き に 得 られ た A 重 油 の 含有

率 と蛍 光強 度 との 相関 ，す なわ ち検量 線 を Table　l に示 す．
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Fig．6Three 　dimensional　emission 　spectra 　of 　2．5　M 　sodium 　hydroxide　of 　alka −

hne　aqueous 　solution 　with 　 and 　without 　inorganic　salt　extracted 廿om 　mixture 　of

gas　oil　and 　fuek　oil　A

（a−1＞，（a−2），（a −3），and （a4 ）： the　spectra 　of 　the　solution 　without 　the　salt ；（卜1），（b−

2＞，（b3 ），and （卜4＞： the　spectra 　of 　the　solution 　with 　sodium 　chloride ；（c−1），（c−2），
（c −3），and （c−4）： the 　spectra 　of 　the 　solution 　with 　sodium 　nitrate ；（a −1），（bl ），and

（c−】）： the　spectra 　of 　the　 solution 　extracted 丘 om 　gas　oil ； （a−2），（b2 ），　 and （c−2）：

the 　spectra 　 of 　the 　solution 　exn7acted 　from 　the 　 mixture 　 of 　gas　oil 　 and 　fUel　oil 　A

（10 ；90）；（a−3），（董＞ 3），and （c−3）： the　spectra 　of 　the　solution 　 extracted 　from　the
mixture （50 ： 50 ）； （a −4＞，（b−4＞，　and （c−4）； the 　spectra 　of 　the 　solution 　extracted

from　fUel　oil 　A

Table　 l の x は 混 合 軽 油 中 の A 重油 の 濃 度 体積百 分 率 （％）

を示 し，V は励起波長 360　nm ／蛍光波長 500　nm の 蛍光強

度を示して い る ．各無機塩 を添加 した場合，混合軽油中の

A 重 油 の 濃度体積 百 分率 5 〜100％ の 範囲で ，相関係数の

自乗 r2 　＝　O．996〜O．999．の 直線関係 が 得 られ，5％ 以 上 の

A 重 油 を軽 油 に混 合 した 油 試料 で は，本 法 に よ りそ の 混合

割 合 を 識 別 で きる．灯 油 は A 重 油 に比 べ て 蛍 光 物 質 が 少

な い の で ，A 重油 の 代 わ りに 灯油を含 む 混 合軽 油 に も本 法

は応用可能 と考え られ る．

　 以 上 の 結 果，本分 析法 は不正 デ ィ
ー

ゼ ル 燃料油 の 検 査 に

適 用 可 能 で あ り，ア ル カ リ性 水 溶 液 中 の 消 光 剤 に は硝 酸塩

が 最 も有効で あ っ た．
‘

Table 　l　 Regression　analysis 　between 　fluorescent

　　　　 intensity　and 　gas　oil　 content 　in　mixture 　with

　　　　 fuel　oil 　A 　and 　gas　oil

Quencher Equ2Ltion　of　lincar　regression 　curve

NaNO3KNOsNaClKCIKBrツ
＝7．293 兀 十 30．6

ジ
＝7．397x ＋ 20．4

ツ
＝7．181x ＋ 33．3

ジ
＝7．792x ＋ 35．O

F
＝7．69．　4x 十 3］．5

（r
！ ＝O．997）

（γ

2 ＝0，997）
（r2 ＝0．997）

（r2
＝0．996 ）

を 　
（r 　

− 0．999 ）

κ： Content　of　fuel　oi且Ain 　gas　on 　mlx 田 re ；ッ： Peak 　intensity
measured 　at　500　nm 　in　emission 　spectra （exciting 　at　360　nm ）．
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要 旨

　 ク マ リ ン を含 む 油 類 の 識別の た め の 簡便 な 定量 分析法 と し て 三 層分離抽出／蛍 光分 光 光 度 法 を 開 発 した．

1ppm の ク マ リ ン を 添 加 した軽 油 中 か らの ク マ リ ン の 抽 出 操作 を 1 本 の ね じ 口 試験管内で 行い
， そ の ま ま

分 析 試 料 に用 い た．油 試 料 0，25ml と ドデ カ ン 1．5　ml ，混 合 ア ル コ
ー

ル 溶液 2ml 及 び ア ル カ リ性水溶液

1．25　ml と を 3 分 間振 り混ぜ た 後 ，
三 層 に分離 した 最下層 の ア ル カ リ性水溶液層 に 5 分間紫外光を照射 して

得た o一クマ ル 酸 （trans・o一オ キ シ ケ イ皮 酸 ） 陰 イ オ ン の 定 量 分析 を行 っ た．そ の 際，油中の 蛍光物質 もア ル

カ リ性水溶液層 に抽出 され，そ れ ら は o一クマ ル 酸陰 イ オ ン の 定量 を 妨害した．こ れ を抑制す る た め の 消光

剤 と して，硝酸塩，塩化物，臭化物 の 添加 が 有効で あ っ た．本法 に よ る励起波長 360nm ／蛍 光 波 長 500　nm

で の 蛍光強度 の 検量線 は，混合軽油中の A 重油混入率が 5〜100％ の 範囲 で 直線性 （相 関係数 の 自乗 r2　
＝

O．996 〜O．999 ）が 得 られ た．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


