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556形二浪長自記分光光度計とその応用
Mode1556Double Wavelength/Double Beam

Spectrophotometer andlts Application

混濁試料洲にの臼的で一巧一案された∴披k分光測光法は,356形∴旭丘日記分光光

度計及び156形ディジタル_二池上壬分光光度計の出現により妄比でナ掛二モーの1成分の州う立

というソフトの開発と和まって,その他用分野は単に生化半の分野だけにとどまら

ず一機分析分野へと広がっていった〔.356形,156形の技札 経験ノ女びユーーザーグ)二法

見をもとにして開発されたのが556形∴披土壬｢′l記分光光度計で,研究l‾こ小ナ装置としノ

て次叫土ちlつの測光機能をいノている〔,すなわち,(1)】't記分北側光,(2)∴披土三分光洲

プL(3)微分分光測光,(4)∴池上壬起_推測光であるrノ(1)では1仰のモノクロノー｢タを仙

Jr】することによりベーースラインの平たんさをl〔りtきせ,Ⅹ-Yレコ【ダの採川によリ

レピート スキャンの機能を付加した(つ(2)へ一(4)では,‾_披士三光束が川一一光路を必出

するようにLた｡二の論文は,_L記測光法の柑1壬ノ女び湖lサjを10の心=Hデ【タをもと

にして述べたし)

h 緒 言

1951年Chance(1)は,生体色素のk応を研究する目的で二池

上こ主分光糾光を開発した｡Butler(2)は柵物L-t-■の色試たんl′]であ

るフ7>イトクロームを延呈するたれ またBirth(=∃)らは,果実

の掛生を測定するため二彼氏分光測光を用いた｡二せ祈らは,

1967年国際生化学会(東京)で356形二披土ミロ記分光光瓜汁(4)(5)

を発表し,そのイ射可分野を単に生化学分野にとどめず,一一帖

分析分野へと広げていった｡また,1971中 二波立分光測光ヤ

梢器の156形ディジタル∴披土三分九光度計(6)(7)を糊発し,研

′充分野からルーチン分析に二波上之分光二測光を泣こげた｡迅速膿

性川窪装置(7)(10)(11)は,701形システム光度計の開発に大いに

寄与Lた｡滞層クロマトに∴池上三分光測光を採り入れた一二披

に滞層クロマトグラフイ(13卜(15)を発表L,性能の｢こ山二をみた｡

虹にイソフタル恨中のテレフタル酸,排水中のフェノー1ルな

どの仲々の渕走デ叩タ(16)(17)を発表した｡以_トグ〕維1放とユー

ザーのニーズをもとに,556形_∴紘一上去【_`1言亡分光光性計(図1)

を開発Lたので,その機能と応別例について報キする｡
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図1 556形二波長自記分光光度計 操作性を良くするため,つまみ

類をl個所に集めた｡種々の付属装置が装着できるよう,試料室は着脱が可能

である｡
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556形はl二1i言+分光測光と∴披土三分九州光(5)(7)ク)l山j機能をも

ち,如に仙卜希を組みでナわせた∴波長走瀬測光(5)ノ女び微分ウナ)ヒ

測光=8卜(22)の機能をもつ｡‾妃に付属装置との糾でナせで二+九観

測左,一_池上ミ滞屑クロマトグラム,多成分i比†ナ物中の1成分の

測;上が叶能である.〕556形の枠上主をまとめると次のようになる｡

(1)舟件能日記分光測光

(a)日記分光州プいこは1仰のモノクロメータを仙川

(b)Ⅹ【Yレコーダを抹川し,レピ【ト スキ17ンを内蔵

(c)光源L二l劫-りJ抱

(d)高速池上主走禿(一拉.ご右1,200nm/min)

(2)剛性操作

(a)操作つまふ､スイッチを前曲パネルに媒中L,スイソ

ナに押Lボタン方式を採用

(b)装置の小7】ニラ化(装i耳の拉小味‾[耐責:120×60cm)

(3)多仲測光スケール

(a)膿度直読スケMル:AO～3,AO～0.1,AO～0.01

スケールを装備

(b)ディジタル パネル メータによる表示

表1に356形との改善一在の比較を示す｡

表1 356形と556形の相異点 556形は356形に比べて,自記分光光度

計とLての機能を向上させた｡

項 ‾百
､

‾ゝ､＼__選種 356形 556形

卜光源切換 手 動 自 動

2.測光方式の切換 ロータリスイッチ,セルホルダ,

測光ミラーの3切換操作
押Lボタンによるl切換操作

3.波長送り
自動

10,60,120,240,480

自動(レビートスキャンを含む)

手動

30,60,120,240,150,300,

600,l.200

4.波長送り速度(nm/m=1)

5.スケール TO 柑0.AO-し AO-0.3,AO-0,l TO-100,AO-3,AO-0.l,AO‾0.Ol

AO-0.03,AOO.Ol

ストリップチャート式レコーダ

CONC(HIGH,LOW)

6.表 示 X-Yレコーダ

ディジタルボルトメータ

7.試料室 2 個 I個(但し.セル位置2個所)

*[卜む二製作バ斤那加Jニー二場
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田 構 造

自記分光測光は,図2(a)のようにス1モノクロメータから

の単色光はしゃ断され,ス2モノクロメータからの単色光だけ

がチョッパにより2光路に分割され,試料(Referenc｡及び

Sample)を通過し光電子増倍管(以下,ホトマルという)に到

達する0二波長分光測光,二波長走査測光及び光学的微分

分光川北は,図2(b)のように人2モノクロメータからの単色光

のうちReference側単色光はLや断され,Al,入2仙モノクロ

メ】タからの単色光は,チョッパを経て同一･光路を通り､試

料(Sample)を通過し7いマルに到達する｡けい光の影響が

Hる･;∫じ料のときは,.言∫し料位置1にセル ホルダを装着し,試

料をホトマルから離し,けし､光の影響を低減する｡辿′.削ま,

ホトマルに試料が密着した試料位置2にセル ホルダを装話

する｡ホトマルは50mm≠のJム光電血をもつヘッドオン形であ

I),試料位苗2では試料かJJの散乱光は効率よく検知される

ので､散乱による見掛けの岐収が減りi比濁.試料の測シょが可能

になる｡

b 応用 例

(1)【1記分光測光

(チ)全波長域走査洲左

1校のチャ【卜上に,波上主城900～190nmのスぺク トルを記

録することができる｡光源は350nmで白動的に切り携えられ

る｡図3に100%ライン及びホロミウム グラス フィルタの城

光i芹こ;三
■■■■■■･･l

モノクロメータ チョッバ

読手斗位置

ファレンス(∴J)

1 1

サンプル(∴ご)

試料呈 ホトマル

収スペクトルを示す｡

(b)才比濁試料の吸収スペクトル

試料位置2ではi比濁試料の吸収スペクトルが得られる｡図

4はパン酵掛比濁液の吸収スペクトルである｡10校以上重ね

たろ紙(ここではReferenceに12枚重ねたろ紙を挿入)を透過

する徴呈光でも測完三ができる｡

(c)脚体試料の1吸収スペクトル

木の柴や野菜を前処理せず,直才妾測定することができる｡

図5は巣ボタンの緑赤色部,自責色部の吸収スペクトル(丑,

②及びSampleに緑赤色部,Referenceに白黄色部をセットし

た差スペクトル(彰をホす｡

(d)差スペクトル

Sample,Referenceにロト一言式料をセットし,Sample側試

料を化学的に変化させて兼スペクトルを得ることができる｡

図6に酸化形チトクロ”ムCをSample,Referenceにセット

したべ【スライン(丑,Sample側を還元させたときの還元形/

酸化形チトクロームCの差スペクトル(参をホす｡

(e) レビーート スキャン

什滋ての波占間隔で,自動的に繰り返し測定するレピ【ト ス

キャンがHr能である｡図7はアスピリンが熱分解し,サリチ

ル醸に棺る過柑をレビート スキャンで測定したものである｡

試料はぃf止セル ホルダを使って800cに伽っている｡

(f)吸収スぺクトロの部分拡大

ゼロ サブレッションにより,ロ及収スペクトルの任意のロ及収

位置での船人を可能にした｡図8に過マンガン酸カリウムの

光三く三;

ー■■---

-●■---

モノクロメータ チョッパ

(a)自記分光測光

図2 測光法による光路の比薮 自記分光測光は,一つのモノクロメータからの単色光を2分する｡二

浪長分光測光は,二つのモノクロメータからの単色光を一光路上に導く｡

100
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雫ヨ 50
嘲
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試料位置

1 2

1 1
八1

八2

試料室 ホトマル

(b)二浪長分光測光二浪長走査測光及び光学的微分測光

β
†

光源自動切換位置

注
ースライン

(彰

ホロミウム ガラスの吸収スペクトル

スキャン速度:120nm mln

スケール:TO-100

スリット:2∩汀1

レスポンス:F

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850

波長(nm)

図3 吸収スペクトル

l枚のチャートに波長土或850～190

nmのスペクトルが描ける｡三度長

35Dnmで光)原は自動的に切り換

わる｡
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1.0

他車

半 0.5

号室

注:サンプル=パン酵用懸濁液
(60g′･ノ′′100mり

りファレンス=ろ紙12牧童ね

スキャン速度=150nm′-･′min
スリットニ2nm

レスポンス=F

チトクロームC

チトクロームb

チトクロームa

400 500 600

波長(nm)

700

図4 パン酵母懸濁三夜のり及収スペクトル 高混濁液の吸収スペクト

ルが得られる｡I2枚重ねたろ糸氏を通過する単色光をも検知する高感度な分光光

度計である｡
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注:サン70ル=チ

〔主〕
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lll

トクロームC
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波長(nm)

650

図6 チトクロームCの差スペクトル 図中〔Dは酸化形チトクローム

Cによるベースライン,(丑は還元形/酸化形チトクロームCの差スペクトルで

ある｡

収収スペクトル(む及びその岐収ピ【ク部,小‖り邦をそれぞれ

10倍に拡人した暇収スペクトル②,(彰をホす｡

(2)微分分光測光

(a)一 一次微分スペクトル

556形は標準で【吸収スペクトルの波-kに対する一 一次微分ス

ペクトルdA(入)/d入が得られる｡

図9にNd(ネオジウム)ガラス フィルタの[り糾丈スペクトル

①及び波に差(入2一人1)を1nmに似ち,走査した微分スぺクト

2.0

他

宗1･0

注:サンプル=葉ボタン

スキャン速度=120nm.′′ノmin)

スリット=1nm

レスポンス=F

(勤

②

450 500 550 600 650 700

波長(nm)

図5 葉ボタンの吸収スペクトル 植物や野菜を直接透過法で吸収ス

ペクトルが得られる.)(D,(彰は葦の緑赤部,自責部のq及収スペクトル,③は緑

売部/自責部の差スペクトルである｡

1.0

髄

米 0.5

t奈

注:サンプル=アスピリン

スキャン速度=60nm′ノ′mln

スリット=2nm

レスポンス=F

250 280 300 320 340

波長(rlm)

図7 アスピリンの熱分解 アスピリンが熱分解し,サリチル酸に変化

する過考量をレビート スキャンにより自動記録Lた｡

ル②を′Jミす｡①でのショールダの部分が,(卦ではピークりこ印)
になっている｡

(b)二次微分スペクトル

【′1記分光i利光と微分什鵜装置を組み†ナわせ二次微分スペク

トル雷
が得られる｡図10に食品着色剤RlO2,RlO4及びそ

の才比†ナま物の上牧収スペクトル((丑,(宣+③)を示す｡(卦,(勤の_二

次微分スペクトルを④,(9に示す｡両スペクトルはかなり良

い-一一三改を示し,また二次微分スペクトルの収収ピーク付二i_F三は
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図9 Nd(ネオジウム)カラス フィルタの微分スペクトル 吸収

スペクトル①のショルダ部が,一三欠微分スペクトル(診でピークになって現われ

る(矢印)｡

(彰のそれと一致する｡このことから,共存物RlO2の影響が

消去されたことを示している｡

(3).‾二波長走査測光

(a)二波長走査スペクトル/二次微分スペクトル

混濁試料や標準試料の得られない場合は,二波長走査測光

が適している｡図11の牛乳の吸収スペクトル①では,波長285

nm付近で吸収は識別できない｡二波長走査スペクトル②では,
ロ及収が現われ識別できる｡更にこの出力を二次微分したスペ

76

③

550

0

地
米
昏
稚

-0.1

0.2

世ゴ

米 0.1

昏5

③

(彰

600

サンプル:食品着色剤

図8 過マンカーン酸カリウム

のり及収スペクトルの部分拡大

スペクトルの任意の吸収位置を,ス

ケール拡大することができる｡

㈲

甘1

②

500 550

波長(nm)

図10 食品着色剤の二次微分スペクトル 共存物(R102)の影響が二

次微分スペクトルにより消去される｡①,(卦,③はR102,R104及び混合物(R

102＋R104)の吸収スペクトル,④.⑤はRIO4及び混合物の二次微分スペクトル｡

クトル③では,ピークになり定量可能となった｡このピーク

』Aにより定量した結果を図12に示す｡直線性のよい検量線が

得られた｡

(4)二波長分光測光(i昆合物中の1成分の測定)

(a)共有物が吸収の等しい二波長をもつ場合

i昆合物を測定し,その1成分の定量が可能である｡区113に

アスピリンとサリチル酸の吸収スペクトルを示す｡共有物ア

スピリンの吸収スペクトルの吸光度の等しい二波長(261nm,

282nm)を選ぶ｡アスピリンの存在中のサリテル醸の定量結果

を図14に示す｡直線性のよい検量線が得られた｡

i昆合物中の-･-一成分の測定は,共存物のロ及収スペクトルがq及

収の等しい二波長をもつ場合,二波長分光測光法(5)(23)でその



圭まfi-と√†物をiL恥じすることによl=〔柑ヒである｡､lノかし,壬しゎ二

物のl収月丈スぺクト′しがl馴丈のて弓iLい.池上主をもたぬ均でナはイこ

‖∫†指であノノた(図15を岬1.､ニグ)抑J二･とを‾‖川旨にするため,係数

†.･■†抒ニ‡(多成分州1ヒ紫ii,l-:〕を川し､る-､jlこ/川勿A(′)存/卜する汁と′干物

注:サンプルニ‥牛乳
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図11牛乳の二浪長走査スペクトル及びその二三欠微分スペクトル

巾は牛乳のスペクトル,堰〕は牛乳の二波長走査スペクトル(ん=300∩帆 ス2‥二浪

長走査)､〔卦は壇)の二三欠微分スペクトルであるLつ
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図I3 アスピリン及びサリチル酸の8及収ス

ペクトル アスピリンの影響を除〈ため,アス

ピリンの吸収の等Lい二つの三皮長26】nm.282nmを

i巽ぷ｡
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Cをゴーlり1上L∴抑L物Bを1LF}ける.11勿てf′_至A,B,Cグ〕渡世を

α,占,Cとすると､C(入)=α(1ト十占(入)となる｡Aのij‡壬

'竿当iを椚jこするたれ‾_池上主ん,入2のテ農性の帆いα(ん)を,■‡い､

α(入2)に1弓与しく なるよう係数倍手芸をナナわせるし〕すなわち,

d.(′入2)=んα(入1)とする.-,

c(入2)-んc(ん)

=α(入2)＋み(入2)

-た†α(ん)＋占(ん=

=ム(入2)-た占(ん) =(1)

となり,i比ナナ物Cを州左することにより測ぷ物Bが1こ妄寸言:きメL

る｡虹に3成分A,B,Cからなるi比ナナ物D｢いの一一成分Cの

1ヒ喜一一言二も以‾卜に′Jミす条什の暢介‾可能になるこ}
_上二と】‾i‾北米に

d(A)=α(入)十ム(1)＋(入)… ‥……(2)

となり,係数イ一汗片謹を次の条件で†ナわせる√つ すなわち,+1こ√†二物

A,Bの什二占てグ)濃性卜でのl吸収スペクトルの‾女′し■､】二に∴氾1主ん,

入2を選択し,AあるいはBの池上去ん､入2でlリ糾丈が二与三しくなる

.よう係数什1二号三吉を†㌣わせる.-､

う
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牛乳の濃度(%)

図12 牛乳の二波長走査測光の二次微分による定量 二波長走査

スペクトルの二三欠微分のピーク値(』月)により牛乳を定量した｡

.//･/
./
4 8 12 16

サリテル酉安濃度(′りg′ノ′3mり

図川 アスピリン中のサリチル酸の定量

三度長26】nm.282nmにセットし,アスピリン(0.3mg/

3mりの影響を消去Lた｡
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図15 混合物中のl成分の測定 共存物

が吸収の等しい二;皮長をもたない場合の共存物の

影響を消去する｡
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図16 食品着色剤R104中のR102の定量 二波長480｡m,540｡mで,

R104の吸光度が等Lくなるよう係数倍器(々=9,5)を合わせる｡

α(入2_)/α(ん)=ん〔入2)/ム(ん)=ん1 ･(3)
になるので,

d(入2)一丘1(J(ん)=c(入2)-ん1c(ん〕･･･… …(4)
となり.3成分i結合物口1の1成分が才i･邑で㌣q勿を洲;Lすることに

より完三占圭される｡その州フ上側を次に述べる｡

(b)共存二物が吸収の等しい ‾.油土主をもたない場でナ

共有物である魚1打卜着色剤RlO4/J二在'卜でのRlO2グ);主完結果

を図16にホす｡RlO4の濃度が変化しても直線件のよい検量

線が得られた｡ニの場介,係数倍ゐの伯を9.5に選んだ｡

l司 結 言

現在,i比濁試料や混合物試料の定量･定惟分析に威力を発

揮する二波長分光光度計(156形及び356形)は既に700≠i近く

伽苛され,広〈他用されている｡今軌 これらの技術,維験

をもとにし,更に操作性及び性能の向上をねらった556形を

開発した｡操作性向Lのため,操作つまみやスイッチの集中

設計,装置のコンパクト化設計に重点をおいた｡惟能向上の

点では特に自記分光測光の改善を図I),レビート スキャン

の内蔵,Ⅹ-Yレコーダノ女び光源日動切換の機能をもたせた｡

更にi比合物中の1成分の測定,-･次だけでなく二次,二次微

分スペクトル,二波長走査測光などの新Lいソフトを開発し,

556形をより効果的に活用できるよう,各維持別付属装置の

充実を図った｡

我々は.356形を開発して以来8年を経過し,現在この抑

78

の装ii一【こが･船分析分野にもようやく払登Lはじめたのを機に,

今後ますますヲ己駐L､甜空な研究に際L良い干肋けになるこ

とを碓†iさする二J
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