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要 旨

同一波長の光を標準となる物質と試料となる物質にあてて,その透過光の比から試

料の透過率を測定する｡しかも試料が透明である前提に立っていた｡近年,混濁試料の微小変化を測定する要

求が高まり,一つの試料に二つの異なった波長の光を照射し,その透過光の比あるいは差から試料の透過率を

測定する二波長測光法が生まれた｡日立356形二波長自記分光光度計は,

法を兼ね備えた分光光度計を実用化したものである｡

1.緒 白

従来の分光光度計はBeerの法則が成立する試札 すなわち,透

明試料を測定するものであって,混濁試料を測定するには不適であ

った｡これは試料による光散乱光を検知するのが困難なためであっ

た｡この光散乱の影響を取り除くために,オパールグラス法や積分

球法が考え出されたがじゅうぷんではなかった｡そこでB.Cbance

氏(1)は,チトクロームの生体色素の反応を研究するために,二波長

油光方式の分光器を開発し多くのユニークな研究業績を残した｡し

かしこの二波長測光方式は,概念が従来の分光器と非常に異なって

いるために,一般には理解されにくく,生化学分野の一部の人々に

知られていたにすぎなかった｡日立二波長自記分光光度計(図りが

発売されると,この装置は二波長測光と自記分光測光だけでなく,

微分測光などができるため生化学分野だけにとどまらず柴田氏(2)の

ように,無機比色分析や公害物質の測定などの一般分野にまで浸透

してきた｡

2.二波長測光の原事聖

二波長測光は,混濁試料の吸光度の微小変化量を測定する目的で

生まれたものである｡従来の自記分光測光は図2-1に示されるよ

うに,一つの分光器より出た単色光を回転ミラーあるいは振動ミラ

ーで二つの光路に分け,これらを試料光･対照光としおのおのの光

路におかれた試料に対して両試料の吸収の比を測定する｡

二波長測光法とは,図2-2に示されたように,一つの光源より出

た光を二つの分光器により異なった二つの単色光にし,一つの試料

に照射し,両波長位置での吸収の比を測定する｡測光セルは一つで

検知器に密着させているため試料誤差,セル誤差がなくなり混濁試

料の微小変化が測定される｡

3.装 置

本装置の光学系を図3-1に示す｡ヨウ素タングステソランプ

(850nm-300nm)あるいは重水素放電管(350nIn-185nm)から

出た光は,光源切換ミラーにより入射スリット上に集光される｡マ

スクの像がスリットレンズとコリメータミラーにより,二つの回折

格子上に結像される｡二つの回折格子の像は,カメラミラーとスリ

ットレンズにより二つの分離ミラー上に結像し,ここで二つの回折

格子からの単色光は,上下両光路に分けられる｡上下に分けられた

単色光は,チョッパにより75Hz(電源周波数50Hzの場合)あるい

は90Hz(電源周波数60Hzの場合)に時間分割され,二つのミラー

*
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二波長測光法と従来の自記分光測光

図1 356形二波長自記分光光度計
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図2 自記分光測光と二波長測光

M7-1,M7-2の角度の組合せによりセル1個(二波長測光)の場合と

セル2個(自記測光)の場合に分けられ試料を照射し検知器に至る｡

本装置の電気系は図3-2に示すとおりである｡検知器(ヘッドオソ

形ホトマルチプライヤ)により光信号は電気信号に変えられ,前置増

幅器を経てゲート回路に導かれる｡チョッパと同期した参照信号で

ゲート回路を動作させ,ん信号,零信号,j2信号,零信号‥‥‥と交互

に送られてくる信号をん信号,ス2信号,等倍号用のおのおののホー

ルド回路に送られる｡ホールド回路ではこのように送り込まれた断

続信号を直流信号に変換する｡ス1信号は標準信号として,一定の基

準電圧と比較してその差が常i･こ0になるようにホトマルチプライヤ
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図3-2 356形二波長自記分光光度計の電気系統図

の印加電圧を自動制御し,光源の変動などの影響を除いている｡零

信号ホールド回路はこの出力をフィードバックし,光信号のはいっ

ていないときの前置増幅器の出力が0になる補正回路を構成する｡

これはホトマルチプライヤの陪電流や外部からの光による信号の浮

き上がりを除いている｡ス2信号は試料信号となり,透過率リニアで

記録計に記録したり,または対数変換器を通して吸光度リニアで記

録する｡

4.測 光 方 式

ム1二波長測光法

(i)吸光度の微小変化の測定

図4-1の左図は反応後のスペクトルである｡混濁試料の微小

変化量(A月≪AC)を測定する場合,二波長測光では二つの波長

んス2をセットする｡すなわち,jlは反応の前後で吸光度が変化

しない波長にス2は測定する吸収波長にセットされる｡両液長の

光量を光学的減衰器で調整し,吸収を同レベルにし測定物質を反

応させると,A点からβ点への変化量(吸光度変化量)がACの探

さにかかわらず測定できる｡この過程を記録したのが図4-1の

右図である｡反応点βで試薬を加えるか,試料の側面から励起光

で照射すると反応が始まりE点で反応が終わり安定状態になる｡

したがってβEによりその変化量』0βが示される｡図4-2は

その実測例を示したものである｡試料は光合成細菌で,波長ん=

422nm,ス2=440nmにセットし試料側面に励起光を照射し,その

変化状態を測定した｡励起光をONにすると試料は酸化され,OFF

にすると還元に戻る状態がこのデータよりつかむことができる｡

(ii)混合成分のマスキング

ニ成分からなる合金あるいは異性体の分別定量をする際,各吸

収スペクトルの形がほとんど類似していても,一方の成分に適当

な対照波長んを選ぶことによって装置的にマスクするこ■とが可

能である｡従来の方法では,複数の波長で吸光度を測定して煩雑

な計算を必要とした｡二波長測光では,適当な二波長んス2をあ

らかじめ決めておけば,正確に直接定量ができる｡図4-3に示
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されるようにAβ成分が混在しており,β成分をマスクしたいと

きはまず,A成分の吸収波長位置にス2をセットし,月成分の吸収

スペクトルからj2と同一の吸光度を示す波長にス1をセットする｡

そうす畠と,β成分の濃度に対するベースラインは』A(ス2-ん)

=0の関係から変動がない｡このようにしてβ成分のマスキング

ができる｡図4-4はその実測例を示したもので,イソフタル酸中

のテレフタル酸の定量である｡イソフタル酸の同一吸光度を示す

波長位置にん ス2を‾セットする｡すなわち,ん=277nm,ス2=

263nm,二つの混合試料を測定するとイソフクル酸の影響はなく

なり,テレフタル酸のみ定量することができる(図中の』A値)｡

国4-5ほその検量線を示したものである｡またバックグラウンド

であるイソフクル酸の濃度をかえても(図中の○×△)良い検量

線が得られる｡

4.2 微 分 測 光

二つの分光器より出た単色光を一定波長間隔に保って(すなわち

』ス=ス2-んとして)波長を走査し,同一試料に照射すると波長に対

する微分スペクトルが得られる｡これは数式的には以下のように

なる｡

5ス=ム.仇β-Ej●Cり

5j＋』ユ=′ユ＋』ス･仇＋dユ･β一旦〃Jユ･Cり

鼓
ム
仇
軌
C
′

…(1)

‥(2)

波長スにおける出力信号

波長スにおけるエネルギー

波長スにおける装置関数

波長スにおける分子吸光係数

試 料 濃 度

試料層の厚さ

ここで波長スを基準にしてス十』スの値を測定すると出力信号は

5ス＋dj ム＋dユβユ＋Jス･β-ガスりユ･Cり

5ユ
ム･βjβ-Eス･C･g

(3)式を10g変換すると

10g(告)=10g(
ム＋』ユβj＋』ス･β-Eユ＋dユ･Cり

ム.β上β‾ガス●C-J

‥(3)

(4)

試料を測定しないときのベースライソは次式で表わせる｡

10g(潔㌢)=10g(一当濃生)…‥‥‥(5)

(4),(5)式より

10g(告)-10g(鴬L)=C雌一恥ス)…(6)
となり波長に対する微分スペクトルほ濃度に比例しBeerの法則が

成り立つ｡

微分スペクトルには次の利点がある｡

(i)二つ以上の吸収帯がオーバラップした場合やバックグラウ

ンド上のわずかな吸収でショルダ状になった吸収ピークの

確認｡

微分値と濃度の問にBeerの法則が成立するのでバックグ

ラウンドが存在しても定量が可能になる｡

(i)の実測例は図4-6に示すとおりである｡曲線Aは吸収スペ

クトルで,曲線Bは』ス=ス2-ん=1nmにしたときの微分スペクトル

である｡点線Cは微分スペクトルのベースラインである｡

曲線Aの吸収ピーク位置はBとCの交点(②⑨⑯㊨㊧)になり

Aのショルダ部はBの谷(④⑪絢)となりはっきり確認できる｡

(ii)の実測例は,図4-7～9に示すとおりである｡

図4【7はセリウムとエルビウムの混合試料の吸収スペクトルで,

エルビウムの濃度は一定でセリウムの濃度を変化させたものであ

る｡同一の試料を波長差』ス=ス2-ん=1nmで波長を走査した微分
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図4-9 微分スペクトルによるエルビウムの検量線

スペクトルが図4-8で,バックグラウンドであるセリウムの濃度が

変わってもエルビウムの吸光度は一定値を示している｡

4.3 自 記 測 光

二つの分光器から出る単色光を同一波長に保ち走査すると対照

光,試料光をもった自記分光光度計になる｡本装置では検知器にセ

ルが密着しているため混濁試料の測定も可能である｡図4-10a,b

は混濁試料に光を照射した様子を示したものである｡aのように通

常の方法では検知器とセルの間がはなれているため散乱光を検知す

る量が少なくバックグラウンドが上昇する｡

bのように検知器とセルを密着させ,さらに広受光面積の検知器

を用いるとaに比べ多くの散乱光を検知し,吸収の情報が多く得ら

れるのでノミヅクグラウンドが下がり吸収が現われてくる｡図4【11

は実測例を示したものである｡

試料はパンのイースト菌中のチトクロームで対照光側に炉(ろ)紙

を8牧童ねたものをそう入したときの吸収スペクトルである｡非常

に濁った状態での吸収スペクトルが得られた｡

5.終 日

二波長測光法･微分測光法はある場合には,今までの吸光光度法

と変わらないこともあるが,一般には測定濃度範囲が広くなり従来

の自記測光法では得られなかった情報が得られる｡対照信号が今ま

でとは全く別種のものになるので,分析法まで変わると考えられる｡

たとえば,試料が混濁していてもこれらの影響が少ないとか,普通

は考えられてもいなかった高い吸収を示すものの中のわずかの吸収

(本装置最大拡大は吸光度0.01フルスケール)を測定しこれで定量

するなどの方法がとられるので,分析法そのものもこれによって変

わってくる｡

二波長測光法が生化学の一分野にとどまっていた理由は,装置の

製作がむずかしく満足な成果が得られなかったためで,今回の日立

二波長自記分光光度計の完成により,二波長自記測光が生化学のみ
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ならず,一般化学分析にも広がりつつある｡
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