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NQ. 14 (1969) 

Riboflavinは塩基性水溶液に光照射して Lumiflavin に分解し，氷酢酸で酸性としてクロロ

ホノレム抽出し，これを測定して定量される．そこで Ribo日avinを光分解し，得られたクロロホ

ルム抽出物を薄層板上にスポットし，クロロホノレム：アセトン：氷酢酸＝7:3:2により展開し

たところ，得られるクロマトグラムは時により，様相を異にし，分解産物の量的な再現性の点、で、

も問題を有している様であった．この変化を検討したところ，抽出後の溶液についても時間経過

と共にスポット数が増し，全体的な蛍光量も減少する傾向にある事を見出し，この点について‘

検討の結果，抽出港媒のクロロホルムを 1,2－ジクロルヱタンに置き換える事により Lumiflavin

の不安定問題は解決された．

溶液法による定量法を，クロマトグラム上の定量に移行するに当っては，スポットに先立ち，

濃縮し，クロマト板上に定量的にスポ、ソトされなければならない．約6mlある 1、2－ジクロルエ

タン溶液を定量的に濃縮するには，その 5mlをピペットで正確にとり，減圧下で濃縮し，完全

に乾回した後， 0.1ml氷酢酸によって溶解する方法をとリた．スポットは 5t.Llの定容量キャピ

ラーノレ（Drummond製 Microcaps）により行ったが，これに際し，薄層板を傷つける事は，

原点に塗布された試料が失われて，ぱらつきの原因となるので，これを防ぐ為の器具を考案し使

用した．

展開後のクロマトグラムは黄緑色の Lumiflavinのスポットが Rf値 0.4附近にあり，他に

Rf値 0.7附近に青色のスポットが見られるが，この Lumiflavinの蛍光は展開溶媒の揮散と共

に変化し，風乾状態，約 1時間を経て安定状態に到達するのでこれを待って測定を行う事が適当

である．

検量線を描くに当り，薄層クロマトグラム上に存在する Lumiflavin量とヲそこに生ずる蛍光

量との聞の直線関係が保証される範囲を知る為， Riboflavin光分解物から Lumiflavin を単離

し，これを酢酸に溶かして，標準試料とし，実測したところ， 1スポット当り， Lumiflavinが

約 Iμg以下に直線関係が得られた．

以上に基き， Riboflavin定量法を次の様に定めた. Ribo日avinの1%酢酸溶液 Imlに IN

水酸化ナトリウム 2mlを加え， 1時間光分解後，氷酢酸 0.2mlで酸性とし‘ l,2－ジケロルエ

タン 6mlを加えて抽出し，その 5mlを減圧濃縮し乾固させる．これに酢酸 0.1mlを加えて

溶解させ，その 5μ1をスポットし，展開後 1時間風乾して鎧光測定する． この方法により標準

Riboflavin溶液につき検量線を作成したとえろ 24～0.6μg/ml （検体量 Iml）聞の検量線が得

られた．又，製剤中の Riboflavin定最に応用する事を検討した．

1）石原，岡山：日本薬学会第88年会講出要旨集 p.282(1968) 

鐙光光度法によるクロマ卜グラムの直接定量（蛍光デンシドメトリー）

(I[) レセノレピンの定量

西沢秀幸，佐々木順子，石原、政雄

（日本分析化学会第17年会（1968.10）にて発点）

先に試作されたスキャンニング蛍光々度計は薄属クロマト上に存在する蛍光物質の直接定量を

可能とする．これによれば強光定量におし、て目的物の単離手段として，クロマトグラフ法を用い
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る場合には，その操作が短縮され，かっ盲蛍光による測定障害が減じる筈である．一般の蛍光定

量法においても，これが有効手段となると思われたので，レセルピンについてこの装置を用いる

強光定量法の開発を検討した．

レセルピンの盛光定量法を1) Becheneは拍出されたレセノレピンを 5N酢酸溶液とし過酸化水

素水との加熱で生ずる盛光物質を蛍光定量する方法をとっている．これに従って過酸化水素水量

と加温時間を再検討し， 5N酢酸溶液 lOmlに対し 3%過酸化水素水 0.15ml使用し 45分間

沸騰水浴中での加温により更に強い白光が得られた．この方法は溶液法であるから盲蛍光物質の

障害を受け易く実用的には、単離操作を経ねばならない．これに薄層クロマトグラフ法による単

離操作を付加するには，溶液を濃縮し、含まれている蛍光物質の出来るだけ多量を定量的に薄層

板上にスポットすることが必要であり，その濃縮法を検討した．

濃縮は減圧下で行ったが強光量の減少が見られ，原因と思われる残存過酸化水素水の影響を除

く為司チオ硫酸ナトリウム或はシスティン添加を試みたが成功せず結局，減圧濃縮時の水浴温度

を 30°C以下に保つことで出光減少を見ることなく濃縮が出来た．濃縮は最終濃度を知る為乾回

するまで行い‘これを 0.1ml の 5N酢酸で溶解した液を薄層板にスポットする方法を採用し

fこ．

展開捺媒は、 n←ブタノール：氷酢酸：水を 4:1: 3とした．レセルピンは Rf値 0.55に紫

外線照射で，青色の 1つのスポットとして検出された．

展開，風乾後の白光値のバラツキは時間の経過と共に減少し 4.5時間以後は安定となったが．

溶媒揮散後，直ちに 110°Cで 30分間加熱すると定常状態に達することがわかった．

薄）吾板上に存在する物質量とm光量の関係は，レセルピン標準溶液の発蛍光操作した溶液を希

釈し 1スポット（5pJ）当り lOμg～0.Olμg を塗布し，展開後測定した結果 lμg～0.005μgの

問に直線関係が存在した．これより高濃度では濃度に起因する消失，又これ以下で、は原因不明の

出光憎大が見られ定量には不適当となることがわかった．

以上の結果に基いて，レセルピンの 5N酢酸溶液に 396過酸化水素水 0.15mlと， 5N酢酸溶

液を加えて全量 lOmlとし， 45分間沸騰水浴中で加温後 30°C以下で減圧濃縮乾田に至らせる．

これを 0.1mlの 5N酢酸溶液で溶かして，その 5μ1を薄層板上にスポットし前記の溶媒で 1.5 

時間展開し，溶媒揮散後 110°Cで 30分間加熱し冷後測定することを定量法とした．これに従い

メルケ社製レセ Yレピンを標準試料とし作製した検量線は lμg～0.05μg間で，直線関係を有し，

定量法として利用出来ることを示した．又 0.05μg以下の量と製剤中の定量については，検討中

である．

1) Bechene、E.B.,J.Am Pharm. Asssc., Sci. Ed. 44ラ 659(1955). 

鐙光光度法によるクロマトグラム上の直接定量（蛍光デンシトメトリー）

(IV）塩酸エメチンの定量

西沢秀幸，高瀬玲子，石原政雄

（日本分析化学会第17年会（1968.10）にて発火）

先に試作されたスキャンニング償光々度計は，クロマトグラム上に存在する蛍光性物質の定量
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