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二波長測光の比亀分析への応用

156形日立ディジタルニ波長分光光 計

Application of Two-Wavelength Measurement

to ColorimetrY-Modet156HitachiDigitalDouble

Wavelength Spectrophotometer-

ln recent vears spectrophotometers have been finding appllCatjonin almost

evervindustrv as anidea】me∂nS Of ana】YSIS.Howeve｢′†0｢me∂SU｢ement bv this

SPeCtrOPhotometer.specimens are｢equi｢ed to be p｢ocessed previouslv so that

Beer′s Laws can hold.This prellmimry treatmentisextremelytime consumlngln

mostcases and somespecimens defvsuch treatment.Thet｢eatmentconsistsinthe

dilution or remova10f e†fects from turbidities contained or from coexistent

materials.The two-WaVelength me∂SUrement method hasbeen devisedtoeliminate

such troubIesome process.Hitachih∂S a什eadv developed∂neW tyPe Ofspect｢0-

Photometerincorporating thismeasurementide∂andplaceditonthema｢ketunde｢

the trade nameo†Hitachi356Two＼〃avelength Double Beam Spect｢ophotomete｢

asahigh performancelaborato｢vlnSt｢ument.and｢ecentlvdevelopedanothe｢tvpe.

Tvpe156DigitaIDouble州avelength Spect｢ophotomete｢.which complies with

ri引ng demands for tvpes suitable fo｢rou‾tine wo｢ks.1n this a｢ticIea｢edesc｢jbed

their construction.measurlng method.appllCationdataandsomeoftheaccessories

USed.

ロ 緒 言

従来のl吸光光度法におけるBeerのi去削は透明試料において

成立するものであるが,この法則をi比濁試料においても成立

させるためにB.Chance:1､は二波長i利光i去を考±来した｡しか

しこの方法は,かれら生化学分野の一部で使用されたにすぎ

ず･一般化されなかった｡昭和42午著‾薪(2)らは356形1二lカニニ波長

日記分光光度計をうこ成し,単に生化学分野にとどまらず-一一般

分析分野へと発展させた｡その結果,しだいに比色分析分野,

､凝議

辞 ′顔壷顔紆ル

図I156形日立ディジタルニ波長分光光度計 各種付属装置が取

り付けられるように試料重は本休前面に飛び出している｡7則定値はデイジタール

で表示される｡

Fig.1Model156 DigitalDouble Wavelen9th Spectrophotometer
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すなわちル椚ナンワークにおいて,二∴波土壬測光法のイJ‾糾さが

認められこの分即での要求が高まってきた｡しかしLe朋反の356形

は大形万能器であるためルーチンワークには稿価でTll古根すぎ

た｡そこで今回,一般比色分析分野に適した156形‖止ディジ

タルニ波長分光光度.汁(図1)を与こ成させた｡

8 二波長測光のJ烹理(図2参照)

従来のシングルビーム測光やア､ブルビーム測光は対照液が

必要で,対月弔液の口及光度が其準になり,それに対する収光性

0.β.を求めるが,二波長測光は,一一つの試料に∴つの粍な

る波長の光を月鯛寸し,その∴つの液圧ん､入2でのr吸光度ズ三d

O.β.をi則完三する｡

一つの波長んの[吸一妃度が基準になるので入1を変えることに

より其準を旺意に変えることができる｡このことから次のi判

定が可能になる｡

(1)i比濁試料によるバックグラウンドの消去(図3(a))

従来の測完三法では対照試料が基準になるのでi比濁試料で

は試料と全く同一一一一の濁りの対照液を用意することば不可能

に近く,対照液と測定試料の間に濁りの差を生じバックグ

ラウンドと称するみかけのq及収月が現われ,測定仙0.β.は

試料のけ及収』0.β.とみかけの吸収の加わったものになる｡

二i皮長測光は一つの波長入2を吸収彼氏に他の彼氏んを吸収の

ない波長にセッ･卜する｡入2で試料の口及収(』0.β.)とみかけ

の吸収月をんではみかけのq及収月を検知し,その差を測;上

するから(』0.β.十月)一月=』0.β.となりβが相殺される｡

すなわちんによりバックグラウンドが消去されたことになる｡

*日立製作所那珂_丁場
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図2 従来の測光;去と二三皮長測光法の比重交

が,二波長う則光法では対照〉夜は不要である｡
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従来の測光三去では必ず対照となる試料が必要である

Fig.2 ConventionalMeasuremenland Two-Wavelength Measurement
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(a)混濁試料のバックグラウンドの消去
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(b)二種混合物賢の一成分の測定

図3 二波長測光の波長選択 (a)は混濁試料のバックグラウンドを消

去し,(b)は混合物質中の一成分を定量するときの波長位置(ん,入2)を示している｡

Fi9･3 Wavele=gth Se-ectionof Two-Wave■e=gth Measurement
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(2)二純音比√十三物ノぎ′貢の一一成分の州;亡(図3(b))

二柁の成分A,月より成るf上之ナナ物′£ノ宕C小でβを抑上する

揚ナナ,従来の砧叶)ヒ法ではAをマスキングするか,月を仙川

するという前処理が必要であったが､∴披k測光では1)TJ処

三曙の必要はなく市二様Cを洲1立Lて,βを芯-Fii二することがで

きる｡･すなわち,Aの岐収の等しい 二つの池上主位二置ん,入2

を適訳する｡ニの波長位置ん,入2ではAの膿性が変わって

もdの【披光度差を牛じないのでCを測定L,そグ=吸光性ズモ

はそのまま月の【吸光度ブ亡妻になりβがフ立_呂主できる(〕

んでのCの吸収Cんは,月の吸収月んと月のロ及収βんの加わ

つた仙を入2でのCの唄収C入2は,Aの岐収月入2とβの吸収β入2

の加わった伯を検知するのでん､入2での岐光伎差』0.β.は,

』0.β.=C入2-Cん

=(月入2＋β入2)-(月ん＋βん)

この場介はd入2=Aんだから,

』0.β.=月入2-βん

となり､Aに関係がなくなり月そのものの佃をホすことに

なる｡

(3)i比濁試料の微少k応の洲;三(図4)

生体試料などでの恨化還-ノ亡仙‾Eを測定するとき試料は･一

肘二i比濁しており､Lかも吸光度変化が少ない(』0.β.=

0･001～0.005)ため,従来の測光i去では濁りによるバック

グラウンドに吸光度変化がかくれ測定できなかった｡二波

長測光はこの測定が可能である｡･一一つの波長んを反応の前

後で暇光度変化のない等吸収′たに,他の波長入2を吸収波長

位置にセットする｡んでは濁りによるバックグラウンドを

入2では濁りによるバックグラウンドと反机二よる吸光度変

化を検知し,その差を測定してバックグラウンドを消去し

求める吸光度変化∠0.β.が洲荘される｡

(4)∴現象測光

異なる ‾･つの波巨位置での試料の吸光度変化を同時に測

定できる｡一一つの試料に二つの異なる波長の光ん,入2を照

射し,そのおのおのの.【-l_1カイ言号を独立に取r)出し記録する｡
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図4 混濁試料の微少反応の測定

は二)皮長測光による三則定値を示している｡

(a)は二つの波長の選択位置,(b)

Fig･4 0uantitative Analysis of Trace Componentsin Tu｢bid
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このようなJ丈応系を考える｡
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ll

‥
ll

L+

吸収は310nmである｡反応前,すなわち反応開始時は(a)の吸

収のみ存在し(b)の吸収は存在しない,｡反応が進むに従い

ra)の吸収がしだいにi成少し(b)の吸収が増加する｡いま二二

つの波長ん,人2をそれぞれ280nmおよび310nmにセットする｡

二つグ)波長位置での信号を独立に]取り出し記録すると反方む物

質と生成物質の変化がわかり反応速度論の解析ができる｡

臣】構 造

図5は本装置の系統図を示すものである｡光瀬(ヨウ素ラ

ンプまたは重水素放電管)から山た白色光は二つのツエルニ

ータ耶ナ形分光器によr)独力二した二つの単色光入1,入2になる｡

この人1,ス2はチョッパにより240Hz(電源塙波数60Hz)で時
間分割きれたのち第二試料室を経て同一光路にされ,主試料

毒を通り検知器であるホトマルに到達する｡二波長測光は

常に主試料妄を便用して行なわれる｡二つの波長を同一波長

にし第二試料室を使用-すると,ダブルビーム測光ができる｡

ホトマルに到達した光信号はここで電i充に変換され,プリア

ンプで電i充増幅された後,長方形波力犬の電圧信号となリゲーー

トに向かう｡チョ､ソパと同期したゲート信号により,入1の光

信号がホトマルに到達したときは,入1ゲ叩トが働きんホ∬ル

ド回路で入1信号は直流信号にされる｡入2信号のときは入2ゲ【

トが働きA2ホールド回路で入2信号は直さ充信号にされる｡入1信

号電圧E入1は基準電圧E｡と比較され,差分が高圧回路に入り,

ホトマルの印加電圧を変化させ,E入lが-一一定になるよう動作す

るので入2信号E入2は自動的に且入1に対する比として得られる｡

g入2はゲイン回路を経てスケール1のイ立置で二透過率として得

られる｡対数変換器を経て対数変換されたものはスケール2

でt吸光度として得られる｡スケーール3では吸光度値に任意の

係数をかけ,試料濃度が直接得られる｡これらのrli力信号は

表示管に4けたで表示され,プ】ノンタに接続し印字すること

ができる｡また,アナログ信号が必要なときは1Vあるいは

10mV端了一により取り出すことができ,高速反応のときはメモ

リスコープを,‾好適の測定のときは記録計を使用する(つ

標準電圧且1,
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図5 156系統図 二つのモノクロメータから出た二つの単色光は,第二試料室を経て主試料宝に,

そしてホトマルに至り光イ言号は電繋.信号に変換され,出力がディジタルボルトメータに表示される｡

Fjg.5 B10Ck Diag｢am of Model156
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B =.波長測光の応用

二波長測光は以下に示すユニークな応用が可能である｡

(1)錠剤溶出試験(錠剤自動試験器)

本装置の主試料室にフローセルをセットし,錠剤を崩壊

させるビーカー内とフローセルを接続し,人工胃液を循環

させ,ビーカー内で溶出する状態を連続的に測定する(図6)｡

従来の測定法では錠剤の崩壊による濁りの影響が現われ,

これらを消去するのは非常に困難であったが,二波長測光

ではこの濁りの影響を消去できる｡一つの波長入2をi容出し

た物質の吸1牧波長にセットし,その【吸収αと濁りによるみ

かけの吸収占を,他の波長んを吸収のない波長にセットし,

濁りによるみかけの吸収んを検知し,12と11での差c一占

=α十ムーム=αを測定する｡これにより濁りの影響は消

去され錠剤の溶出量がそのまま測定できる｡図7はi則定例

を示すものである｡

また高膿度試料,たとえば1錠でも吸光度が1とか2以

上ある場合･,従来は一一定量を取り出して希釈し測定してい

たが,二波長i則光では,二つの波長位置での[吸光度差を測

定するから標準となる波長を任意に選択することにより希

釈することなく循環式フローセルで連続測定できる｡

(2)試験管をセルとしたオートサンプラ(迅速濃度測定装置)

従来の測光法では市販の試験管などの円柱状セルを使用

する場合は,屈折や反射(散乱)により測定値が直接影響を

受け,測定値の再現性が悪く,セルとしてこれらを使用す

るのは非常に困難であった｡しかし二波長測光では,二つ

の波長ん,12の光を同一セル位置に照射し,11,12での【吸

光度差をi則定するので屈折や反射(散乱)の影響を両波長で

同じように受けるので互いに消去され,再現性が非常に良

くなり市販の試験管をセルとして十分使用できる｡本装置

の主試料室を取りはずし,迅速濃度測定位置をセットする

と,セルである複数個の試験管が連続的に主試料室を測定

光に対し垂直方向に移動する(図8参照)｡本装置は2.5秒ご
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図6 ≡錠剤溶出試験系統図 人工胃液中で錠剤を崩壊させ.二の胃液を

フローセル内を常にj盾沸させ測定する｡

Fj9.6 B10Ck Diag｢am of Disso山tion Test
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Lさ則定｡三度長11320nm,1z290nm,スケールA｡一l,チャートスピード5mm/min

Fig.7 Disso山tion Test of Tablets
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図8 迅速濃度測定装置系統図

印方向)させながら測定する｡

レコーダ

蔓

連木売約にセルである試岳険管を走査(矢

Fjg.8 B100k Diag｢am of Rapid SequentialSampler

とに1試料の測定が可能で,試験管をセルとして使用する

から発色させたりする前処理もそのセル内で行なわれるの

で移し替えの手間や時間が省ける｡また.フローセル方式

のオートサンプラだと粘性の高い物質は測定できないうえ

に汚染の問題が起こるが,本装置ではおのおのセルが独立

しているので全くこれらの問題がない｡臨床検査のコレス

テロールや糖類のi則走に特に適している｡図9は測定例を

示すものである｡

(3)デンシトメトリー

薄層タロマト付属装置を取り付ける(図10参照)と二波長

測光を用いたデンシトメトリーが可能である｡二つの異な
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る波長の光ス..ス2を滞層プレートのIi小一-･場I叶に照射Lプレ

ートを走ノ在させながらその差を測定する｡

人2をP及収i皮巨にセットしプレ】トや試料の不土壬J一一件による

バックグラウンドと試料の口及収を,入1を試料がI吸収しない

波長にセットしプレートや試料の不均一性によるバックグ

ラウンドを検知L入2とんでのU及光J要吉≒をi別荘するからバッ

クグラウンドが消去され試料のl吸収がi判定される｡

図‖はシングルビ【ムi則光と二浪良子則光のデンシトメー

タの実測例をホすものである｡

1501¶gノd/ 250｢¶gノd′

T十トト･仙⊥

図9 血清中のコレステロールの定量

正常値は150～250mg/dgである(波長入,:650nm,

(4)迅速kI心のi別荘

ラビッドミキシング付属装置を本装置の主試料宇を取r)

はずしセットする(図12参照)｡本付属装置は,二つの物質

を迅速に子昆合させ迅速反応(1秒以‾F)させるものである｡

二つの物乍貨の子昆合･比は70:1で少量の試薬と多量の試巌を

迅速i上己でナさせる｡これは試料の何役時間を細くし,試料を

く り返し借用できるようにしている｡反応オ犬態を二浪良測

光で測定する場でナの原理はi毘濁試料の微少反J芯の測定と同

じで出力はメモリスコープのブラウン管上に表示される｡

図13は実測例をホすものである｡
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Zak-Henly法によるコレステロールの定量｡

入2:560nm)｡

Fig･9 Estimatio=Of Cho】esteroljn Serum by Mea=S Of Zak-Henly

Method

藍吸取

∵単

図10 簿層クロマト付属装置 薄層プレートに展開された物質を二波

長〉則光により直接)則定する｡

Fi9･■O Thi=+ayer Chromatograph Accessory

シングルビ仰ム
Åニ230m/`

試 料:オルソハイドロキシ

ベンゾイックアシッド

固定相:キーセルゲルH

移動相:

CCl4:CH了COOCzH5:CH3COOH

7 2 5

ニ波長測光

ん=200mノノ

Å2=3()Om,〃

40 30 20 1510 8 5 1/Jg

図】l従来のテンシトメトリと二波長テンシトメトリ

反射方式による従来のテンシトメトリと二三皮長テンシトメトリを同

一試料にて比較した｡二波長テンシトメトリには,ベースの浮き上
がりがない｡

Fig･11Co=Ve=tionala=d Two-Wavelength Densitometry

顔

図12 ラビッドミキシング付属装置 試料比l:70にて高速混合する｡

出力はメモリスコープなどで表示する｡

Fig･12 Rapid Mixi=g Accessory
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R-102＋R-105

R･†05

髄
半
額

て-
加

R-102

図13 イースト中の

サイトクロームa3の

酸化反応

サイトクロームの高速反

応をメモリスコープの‾7

ラウン管に表示Lたもの｡

50ms/cmう皮長445～455

nmD

Fi9.13 Cytoch｢0-

me a30×idationin

a Suspension of

Baker's Yeast

ー

一

l】A■■■l
-

一

510 564.8

波長(nm)

図14 食品着色剤の吸1収スペクトル

これらの混合された吸収スペクトルを示す｡

二種の着色剤RJO2,R-105と,

Fj9.14 Abso｢ptjon Spectra of Food Dye

0,008

0.006

咄
地

雷0.004

0.002

R-102(g)

0.0171

0.0547

0.0775

0.0971

R-105(g)

9.9227

9.8906

9.8676

9.8648

0 0.2 0.4 0.6 0.8 %

濃度(百‥了濃艶×100)

図15i昆合物質中のR一川2の定量 R一柑2とR-105を混合Lた状態で二

波長測光によりR-102を定量Lた｡

Fig.15 Calib｢ation Curve of R-102in Mixture

■li則 定 例

本装置を用いた測定例を以下に示すことにする｡

(1)二種混合物質の一成分の定量

食品着色剤である食用赤色102号NeⅥr Coccine(以下,

R-102と略す)と食用赤色105号Rose Bengale(以下,R-
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ん=422mノノ

人と=440mメJ

】1-

+r〕.ナノ.0.003

T

鮮

光しゃ断

酸化

光照射

ト叫80砂+

図16 タロマチウム中のサイトクロームc2の酸化反応 クロマチウ

ム中のサイトクロームC2が赤外光により酸化され,赤外光の照射をやめると還

元二状態に戻る反応を示すものである｡

Fig･16 +ight‾dependent Rate of Cytochrome Oxidationin Chro-

matium

lO5と略す)を結芭で㌢したときのR-102の定量を行なった｡

図14はR-102,R-105およびこれらのi昆合した場合の吸収

スペクトルをホすものである｡R-105の影響を除くために

R-105の吸収の等しい二つの波長位置ん:510n恥入2564.8

nmを選択した｡図15は共存物質(R-105)の濃度が測定物質

(R-102)の濃度の約100倍から500倍での測定結果を示すも

のである｡この程度の濃度比があっても十分定量が可能で

あることがわかる(3)｡

(2)子昆濁試料の微少反応の測定

図16は光合成細菌であるクロマナウムD中のサイトクロ

ームの光による酸化還元反応を示すものである｡赤外光線

(850nm)を坤射するとサイトクロームC2は酸化きれる｡こ

の変化は急速で照射光をカットするとはじめのレベルに戻

るが光照射による酸化は光照射をやめ還元される速度の約

10倍以上の速度を持つことがわかる｡

団 結 言

現在,非常に多くの種類のシングルビームやダブルビーム

の分光光度計が開発党売され,ルーチン分析に使用されてい

るが,i則定上のいろいろな制限があった｡才昆濁試料の測定f昆

合物質の直接定量,高濃度試料の定量や微少反応の測定など

ができなかった｡この比色分析での限界を打ち破るために簡

易形の二波長分光光度計を開発した｡本装置により子昆濁試料

の測定,混合物質の直接定量,高濃度試料の定量や微少反応

の測定ができるばかr)でなく,従来不可能であった市販の試験

管をセルとして使用することが可能になった｡二波長測光法

はまだまだ発展段階にあり,今後新しい測定法が考案され,

あらゆる種類の分光光度法に用いられることは確実である｡

現在,すでに二波長測光法が発光分｢光や原子吸光に取り入れ

られ,製品として発売されるようになった｡
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