第14章　クロロフィルa とフェオ色素の蛍光分析法による測定

1.0　測定範囲と適用分野
　　　　  歴史的に、クロロフィルaの測定値は、植物プランクトンの現存量とその時空間的変動を見積もるのに有用であった。蛍光法は、クロロフィルaとフェオ色素の定量分析に広く使われている。しかし、クロロフィルbやクロロフィルcが存在すると、誤差が生じる。特にクロロフィルbはこの測定法において大きな誤差の原因となる。

　　　　  一般に、クロロフィルbは表層水にはそれほど多くないが、深いところにあるクロロフィル極大層においてはクロロフィルaの濃度の0.5倍程度にもなる。これはクロロフィルa濃度についてはわずかな過小見積もりであるが、フェオ色素濃度については大きな過大見積もりになる。

　　　　  2ビニルクロロフィルaも妨害し、この方法ではクロロフィルaとして測定される。ここで述べる方法は、海洋環境におけるクロロフィルaのあらゆる濃度レベルに適用できる。濾過量は、状況（予測される生物量）に応じて変えるべきである。色素量測定のために本法を使うにしても、他の方法を使うにしても、科学者は、これらの測定技術をとりまく現在および歴史的な問題点を知り、科学的必要性と個々の研究計画における制約をもとに、どの方法を選んだほうがよいかについて適した判断を下せなければならない。

2.0　定義

　　　　  海水中のクロロフィルaとフェオ色素の濃度は、μg kg-1 (μg/kg)で表す。

3.0　分析の原理
　　　　  藻類の色素、特にクロロフィルaは、アセトンに抽出後、青色波長の光によって励起されたとき、赤色波長の蛍光を発する。蛍光計は、抽出された試料を幅広い青色光で励起し、赤色帯に生じた蛍光を、光電子増倍管によって検出する。フェオ色素によるかなりの蛍光は、試料を酸性にしてすべてのクロロフィルaをフェオ色素に変えて測定し、補正する。クロロフィルaとフェオ色素の蛍光の相対強度を測定しておき、応用すれば、酸を加える前後の2つの測定値からクロロフィルaとフェオ色素両方の濃度を計算できる。

4.0　装置
  4.1　濾過システム、ワットマンGF/Fフィルター

  4.2　保存、抽出のための液体窒素と冷凍庫　

  4.3　抽出のための15 mlガラス製遠沈管　

  4.4　赤色域高感度光電子増倍管、青色ランプ、5-60青色フィルター および2-64赤色フィルターを内蔵したTurner蛍光計

　

5.0　試薬

  5.1　100 % アセトン

  5.2　90 % アセトン

  5.3　1.2 M塩酸（900 ml の脱イオン水に100 mlの濃塩酸を加える）

6.0　試料の採取及び保存
　　　　  海水試料は、ニスキン採水器からタイゴンチューブを用いて、きれいなポリエチレンビンの中に移す。その試料は、ただちにポリカーボネイト製インライン濾過器（Gelman社)を使って47 mm GF/Fフィルターで真空度100 mm/Hg以下にして濾過する。濾紙は、2回半分に折り、アルミホイルでくるんでラベルをつけ、陸上分析を行うまで液体窒素中で保存する。分析を船上で行う場合には、分解生成物の生成をさけるため、直ちに濾紙をアセトンの中に入れて色素を抽出する。

　　　　  貧栄養水においては、HPLC法による色素測定と合わせ、この場合にはこの測定に、4 Lの試料水を濾過する必要がある。蛍光法の場合には、少ない量（0.5～1.0 L)で十分であろう。

　　　　  沿岸域の海水においては、試料が0.1～0.5 Lで、25 mm GF/Fフィルターが適しているだろう。

7.0　分析操作

  7.1　濾紙を液体窒素もしくは冷凍庫から取り出し、15 ml容遠沈管中で100 % アセトン5 mlにつけて、色素を抽出する。47 mm GF/Fフィルターには0.8 mlの水が含まれているので、抽出溶液は、最終的には86 % アセトン、容積は5.8 mlになる。試料は蒸発を防ぐためにパラフィルムで覆い、超音波処理（0 ℃、抑えた光の下）し、-20 ℃の暗所で4時間抽出する。抽出後、液をぐるぐる回し、ステンレス製のスパチュラで底にろ紙を押しつけ、5分間遠心して残った繊維を除く。HPLC法ではなく、蛍光分析法では、遠心分離操作をデカンテーションに代えることができる。

  7.1.1 　47 mm GF/Fフィルターを15 ml容の遠沈管中で完全に沈めるためには、 5.0 mlのアセトンを加える必要がある。このアセトンの量は、濾紙の大きさと抽出管の容積によって変えてよい。

  7.2  蛍光計は、安定させるために使用の30分前にスイッチを入れる。

  7.3  蛍光計は、90 % アセトンでゼロ合わせをする。

  7.4  キュベット中で1.0 mlの色素抽出液に、90 % アセトン4 mlを混ぜ、30～100の読みとなるよう適切な窓で読む。試料は、その後1.2 M HClを2滴加えて酸性化にしてまた目盛りを読む。クロロフィルa濃度が高い場合には、さらに希釈が必要な場合がある。

  7.5　標定

  7.5.1陸の実験室で使う場合には、蛍光計を、6ヶ月ごとに市販されているクロロフィルa標準物質（Anacystisnidulans. Sigma Chemical Company 社）で校正する必要がある。もし蛍光計を船上で用いるなら、蛍光計を各航海の前後で検定することを薦める。

  7.5.2  標準物質は、少なくとも2時間90 % アセトンに溶かす。その濃度（mg/l）は、分光光度的に以下のように計算する。

       chl a ＝ (Amax-A750nm)/(E×ｌ) × 1000 mg/1 g

     ここで、    　Amax   ＝ 最大吸収波長（664nm）

                 A750nm＝ 散乱光を補正するための750nmでの吸光度

                 E  ＝ 90 % アセトン中でのchl aの664 nmにおける吸収係数

                       （87.67 l/g/cm)

                 ｌ  ＝ キュベットの光路長（cm)

  7.5.3  標準物質から少なくとも5個の希釈溶液を各々の窓について用意する。蛍光計の読みとりは、1.2 M塩酸2滴で酸性化する前と後に行う。

  7.5.4  線形検定係数（Kx）は各々の窓（x）について、酸性化してない試料の蛍光計の読みを分光光度的に計算して得たクロロフィルa濃度に対してプロットした時の傾きとして求める。

  7.5.5  酸性化係数（Fm)は、純粋なクロロフィルaの酸性化する前と後の読みとり値の比 (F0/Fa)の平均値である。

  7.5.6　試料についての読みとりは、ダイアルの読みが30～100の範囲になるように窓を設定して行う。窓の設定を変えるたびに、90 % アセトンで蛍光計のゼロ合せを行う。

8.0　計算と結果の表示

　     試料のクロロフィルaとフェオ色素濃度の計算は、次式で行う。

       Chl (μg/l）＝Fm /( Fm - 1)×(F0 - Fa)×Kx×(volex/vol filt)

       Phaeo(クロロフィル相当量）= Fm /( Fm - 1)×［(Fm・Fa) - Fo］Kx -volex
      ここで、　Fm＝　純粋なクロロフィルaについての酸性化係数（通常2.2)

　　　 　　      Fo＝　酸性化前の読み 

　　　 　　      Fa＝　酸性化後の読み　　            

　　　 　　      Kx＝　検定計算からの窓係数

　　　　 　      Volex＝ 抽出液の容積　

             Volfilt＝ 試料の容積
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