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ク ロ ル テ トラ サ イ ク リ ン の 化 学 的 定 量 法

2.一 新 螢 光 定 量 法*

(ク ロルテ トラサイク リンによる魚の鮮度保持

に関する研究 一1)

米 康 夫

A new fluorometric method  for determination 
           of chlortetracycline 

    (Studies on keeping quality of fish 
      by use of chlortetracycline-I) 

              Yasuo Yone

サ リチ ル酸1)お よび サ リチ ル 酸 ア ミ ド2)のよ うな螢 光 性 有 機 物 は アル カ リ,ア ル カ リ土 類

お よび 稀 土 類 な ど の金 属 と酷 塩 を つ くつ て,発 螢 光 性 が 強 くな る.一 方CTCはMgC12

お よびCaC12の 溶 液 中 で 黄色 の螢光 を発 し,3)ま たCa,Mgの よ うな 金 属 とキ レー ト化

合 物 を つ く るこ とが 知 られ て い る.4,5)

因 つ て著 者 はCTCの あ る種 の金 属 キ レー1・化 合 物 は 強 い 螢 光 を発 す るの で はな いか と

想像 し,分 光光 度計 を 用い て まず 種 々の金 属 イ オ ンに よる螢 光 度 の 差 異 を み た とこ ろ,ア

ル ミニ ウ ムイ オ ンの 存在 に よつ てCTCの 螢光 が最 も強 くな る こ とを 見 出 した の で,定 量

法 の決 定 に必 要な種 々の 条件 を検 討 し 一新 定 量法 を決 定 す るこ とが で きた.

定 最 法

a)試 薬,標 準液 お よ び試 料 の調 製

1%カ リ明礬 液:1%の カ リ明礬KAI(SO4)2・12H20をpH4.6のM/2酢 酸緩 衝

液100ccに とか す.

CTCの 標 準 原 液:CTCの100mg(塩 酸塩 と して107・5mg)を 蒸 溜水 に とか し200

ccに 定容 す る.こ の 液1ccを 小 試 験 管 に入 れ 凍 結 す る.

試 料 の調 製:供 試 氷3009を ビ ー カー あ るい はポリエチレン の袋 に 入 れ,流 水 中 で融 解

し,融 解 後 直 ちに 融 解 水50ccに2ccのM/50ク エ ン酸 緩衝 液(pH5.2)を 加 え て お き,

しば ら く静 置 し上澄 液 を 定 量 に供 す る.

b)定 量 操 作

日立製 分光 光 度計 を 用 い る定 量 法:CTC標 準 原 液 を 蒸 溜 水 で稀 釈 し5mcg/ccの 液 を
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くる.こ れ を更 に稀 釈 して4,3,2お よび1mcg/ccの 標 準 系 列 をつ くる・ これ らの

標 準 液10ccお よび試 水10ccに カ リ明礬 試 薬1ccず つ をそ れ ぞ れ混 和 し,20分放置 後

よ く攪拌 して か ら螢 光 測 定 用 キュベット に入 れ,365mμ あ るい は436mμ 付 近 の 励 起 光

線 を照 射 して 生ず る500mμ の螢 光 を分 光 光 度 計 で 測 定 す る.分 光 光 度 計 の 同一 感 度 の条

件 で 測 定 した 標準 液 の螢 光 か ら濃 度 対 螢光 の 関係 を示 す 標 準 曲線 を描 き,こ れ を用 い て 試

料 のCTC濃 度 を求 め る.

試 験 管 に よ る比 色 法:5mcg/ccのCTC液 を平 底 の同 径 同 質(約27mm)の 硝 子 管 に

1,2,3,4,5,6,7,8,9お よび10ccと り,い ず れ も蒸 溜 水 で10ccと す る・ また10

ccの 試 水 お よび 蒸 溜 水 をそ れ ぞれ 同様 な硝 子 管 に と り,そ れ らに カ リ明礬 試 薬1ccを カ1

え る.よ く攪拌 し5分 経 過 後 に 再 び 蝿 絆 し,白 紙上 に お き暗 室 あ るい は 暗 箱 でBlackray

lampか らの紫 外 線 を側 面 よ り照 射 し,上 方 よ りそ の 螢光 の強 さ を み て 同程 度 の螢 光 を示

す 標 準 を求 め試 水 のCTC濃 度 を 定 め る.

携 帯 用比 色 比 濁計 を 用 い る比 色 法:CTC標 準 原 液 を蒸 溜 水 で稀 釈 し4お よび2mcg/cc

のCTC濃 度 とす る,標 準 液10ccお よび 試 水10ccに それ ぞれ カ リ明 弊 試 薬1ccを 混

和 し,10分 後 に それ ぞれ 携 帯 用比 色 比 濁 計6)の 外 管 に 入 れ る.次 に左 側 の標 準 液 の方 の 内

管 を 目盛30に あわ せ る.側 面 か らBlackraylampか ら の紫 外 線 を 均 一 に 照 射 しつ つ

右 側 の 内 管 を 上下 して,左 側 の標 準 液 と同 一 の 明 るさ を示 す ときの 液 層hを 求 め,次 式 に

よつ て濃 度 を算 出 す る.

30CTC(
mcg/cc)=s×h

た だ し,s:使 用 した 標 準 液 のCTC濃 度(mcg/cc).

研 究 結 果 お よ び 考 察

1)CTCお よびCTC分 解 物 の螢 光 曲線

CTCとA1と の キ レ ー ト反応 を氷 中 のCTC定 量へ 発 展 さ せ る た め に,ま ずCTCと

CTC分 解 物 を定 量法 に した が つ て処 理 し,30分 後 に 分 光 光 度 計 を 用 い て そ れ ぞ れ の 螢 光

曲 線 を描 い た.

CTCのA1キ レー ト化 合 物 の最 大 螢 光 波 長 は500mμ で あ り,Fe3+お よびC12で 酸

化 した 分 解 物 の500mμ の螢 光 度 は それ ぞれCTCの6%お よび2%で あ つ た(Fig.

1).他 方iso・CTCの500mμ に お け る 螢 光 は896を 示 し た が,436mμ の 第 一 次 フ ィ

ル タ ー を用 い る と,こ の値 は4%と 減 少 した(Fig.2).

実 際 に製 造 直 後 あ るいは30日 経 過 したCTC氷 に はiso-CTCは きわ め て 少 量(1PPm

以 下)で あつ た か ら,定 量値 に は ほ とん ど影 響 しな い で あ ろ う.

以 上 の結 果 か らCTCのA1キ レー トが 長 波 長 の紫 外 線 に よ り螢 光 を放 つ 性質 を利 用 し

て新 定 量 法 を確 立 し うる見 透 しが え られ た の で,次 に定 量法 の基 礎 条件 を検 討 した.

2)pHお よび試 薬 の添 加 量 が螢 光 に お よぼ す影 響

Serembe氏3、 はCTCそ の もの の螢 光 はpHに よつ て 変 化 す る と報告 して い る.坂 口

氏 らに よ る とCTCの 金 属 キ レー トの安 定 度 は そ の溶 液 のpHに よつ て異 な る.7・8)した が



Fig. 1. Fluorescence curves for CTC and 
   decomposed CTC in the presence of Ala+. 

     Experimental conditions for preparing 
   decomposed CTC were as follows  : CTC    

{ Fe3+, CTC (5mcg/cc) plus 20 ppm of 
Fe3+(FeC13), measurment being made after 

   3-day standing at room temperature; 
   CTC -{- C12, CTC (5 mcg/cc) plus C12 

(lOppm), fluorescence being measured 
   shortly after the addition.

Fig. 2. The effect of primary filter 
 characteristic (436m,u, 365m/1) on 

 fluorescence of CTC and of iso-
 CTC in presence of Al +. 

--O-- CTC+Al 
—0-- iso-CTC H Al

つて最も強 く,かつ安定な螢光を与えるpH

を知るために,酢 酸緩衝液でpHを 数段階

に調節したCTC液 にpHを同様に 調節 し

たカ リ明礬試薬を加え,20～60分 後に螢光

を測定したところ,pH5.5以 下では測定中

に螢光はほとんど変動しなかつたが,pH6.0以上 では急激に減少した.し たがつて試料の

pHを4.6に 調整することにした.

CTC液 に加えるカリ明糞試薬の鼠と螢光度との関係を求めたところ,10ccのCTC液

に対し1%カ リ明燦試薬0.4cc以 上では,添 加量を増しても螢光度は一定であつた.ま

た試薬添加度の螢光の時間的変化について検討した結果,試 薬添加後20分 より螢光は一

定値に達 し,3時 間内はほとんど…定であつた.

3)CTC濃 度 と螢光度との関係

以上の基礎実験の結果,最 大螢光を示すための条件がわかつたので,そ れ らの最適条件

下 で種々の濃度 のCTCがAl3+の 存在で放つ螢光 とCTC濃 度 との関係 を求めた.

Table2に み られ るよ うに,CTC濃 度 と螢光度との間には8mcg/cc以 下では直線関

係がみられた.な おCTC濃 度(x)に 対する螢光度(y)の 回帰直線 の方程式を求めると

y-53.5=12.4(x-4)と なり,ま た回帰直線の99%信 頼限界は12.4土0.35と なる.

4)携 帯用比色比濁計を用いる比色法の精密度

携帯用比色比濁計を用いる方法では,標 準液のCTC濃 度,液 高 と定量値の精密度との

関係を明らかにしてお く必要がある.一 般に用いられるCTC氷 の濃度は5ppm以 下で

あるから,標 準液として4お よび21ncg/ccの 標準液を採用した.標 準液の液高をそれ

ぞれ50,30お よび20に おき,蒸 溜水に溶解した種 々の濃…度のCTC液 を測定して,各

標準液で測定 しうる範囲および定量法の精箸度について検討 した.5回 の測定値の平均お



Table 1. Data for a standard curve.

Table 2. Accuracy of field flurometric method for CTC determination.

 All the readings given in the table are averages of five  readings.  *Standard error 

of the mean.

よび平均標準誤差はTable2に 示 す通 りで あ る.こ の結果からみると,標 準液の液高

を30と すれば,4mcg/ccの 標準液では5mcg/ccか ら3mcg/ccの 間を,ま た2mcg/

ccの 標準液では3mcg/ccか ら0.5mcg!ccま でを精度高 く測定できることがわかる.

なお試験管による方法は,試 水の螢光 と同程度の螢光を示す標準液を求 め て,試 水の

CTC濃 度を定めるので,特 別に検討すべき測定条件はない.

5)本 法およびcylinderplate法 による氷中のCTC定 量値の比較

以上の基礎条件を吟味 した結果,CTC氷 の定量に適用できる見透しを得たので,分 散剤

および脱塩素剤を含有するCTC氷 中の量を本法およびcylinderplate法 で定量して比

較した.

Fig.3に 示す ように,分 光光度計を 用い る本定量法値の大半は微生物検定値に近似 し

てお り,本 法は氷中のCTC定 量に適した定量法であるといえる.ま た試験管を用いる簡

易定:量値 も微生物検定値に近似していた(Table3)・

摘 要

CTCの アルミニウム ・キレー ト溶液に360mμ および436mμ 付近の励起線を照射す

ると,黄 金色の螢光を放出す るので,こ れ を利用したCTCの 一新螢光定量法を考案 し

た.な お薪螢光定量法を現場で実施できるように簡易化し,こ れ らの方法によつて氷 中の

CTCを 定量した ところ満足すべき結果がえられた・結果を要約すると次の通 りである。



1.CTCの ア ル ミニ ウ ム キ レー トの 最 大 螢光 波 長

は500mμ で あつ た.

2.キ レ ー トが安 定 な 螢光 を示 すpHは5.5以 下 で

あ り,本 法 で はpH4.6を 選 んだ.

3.試 薬 として 加 え る カ リ明礬 の濃 度 は ・・定 量 以 上

存 在 すれ ば螢 光 度 に は僅 か しか 影 響 しなか つ た.

4.試 薬 を添 加 してか ら螢 光 が 安 定 す るの は20分 か

ら3時 間 の間 で あ つ た.

5.CTCの 塩 素 あ るい は 鉄 に よる分 解 物 の 存 在 は

定量 に:影響 しな か つ た.iso・CTCの 多 量 の存 在 は 定

量 を 阻害 した.436mμ の第 一 次 ブ イ ル タ ー を 用 い る

と この 阻 害 を小 さ くす る こ とが で きた.

6.携 帯 用 比 色 比 濁 計 を用 い る 簡 易 定 量 法 で は 標 準

液 のCTC濃 度 は4お よび2mcg/ccで よい.標 準

液 の液 高 をそ れ ぞ れ30と した 場 合,4mcg/ccの 標

準 液 で は5mcg/ccか ら3mcg/ccま で を,ま た

2mcg/ccの 標 準 液 で は3mcg/ccか ら0.5mcg/cc

Fig. 3. Comparison between 
values for CTC in ice de-
termined by the present 
method and cylinder plate 
microbiologic method. 

  The ice originally contains 
CTC (5ppm), carboxymethyl-
cellulose (15.2ppm),  NaHSO3 
(1.9ppm), and NaCl (77.9ppm).

Table 3. A comparison between values for CTC in ice determined 

  by the present flurometric method, and cylinder plate 

  microbiologic method. The ice possesses the same composi-

  tion as given in Fig. 3.

までのCTCを 相当精度高 く定量できる.

7.分 光光度計を用いる定量法,試 験管による簡易定量法およびcylinderplateassay

法によつて氷中のCTCを 定量した結果をみ ると本法値は微生物検定値に近似 した.
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                              Summary 

   A new fluorometric method is presented, based on data showing a linear 
relationship between CTC concentration and intensity of fluorescence of 
aluminum-CTC chelate, and little interference due to presence of decomposition 

products of CTC. A fairly good agreement was obtained between CTC values 
assayed by the microbiologic method and those by the proposed fluorometric 
method. Moreover, this method can be employed for field assay of CTC concen-
tration in ice (Figs. 1,2, and Tables 1,3). 

   A precise determination by using Beckman spectrophotometer : To a 10 cc 
aliquot of sample and each of standard solution series (1-5 mcg per cc) and 
1 cc of a 1 % potassium alum (KA1(SO4)2•12H20) solution in M/2 acetate buffer 
of pH 4.6. Allow it to stand for 20 to 60 minutes at room temperature. 
Measure the fluorescence at a wave length of 500 mu of the sample when ir-
radiated by an excitation light of 365 mu or 436 mu. Measure likewise the fluo-
rescence of a series of standard solutions added with the alum reagent. Sub-
tract the blank value from each measured intensity of fluorescence, and prepare 
a standard curve by plotting the intensity against the concentration cf CTC. 
By employing this standard curve find the CTC concentration of the sample 
solution corresponding to its intensity of fluorescence which is corrected for 
the blank value. 

   Approximate determination : The following methods are developed for the 
field work. (1) Test tube method : Place 10 cc of a supernatant of a thawed 
ice sample in a flat bottom test tube of equal diameter (about 27 mm), and add 
1 cc of the alum reagent. After allowing it to stand for 5 to 10 minutes, ob-
serve the fluorescence from the top of the tubes irradiated with the black ray 
lamp from the side. Estimate CTC concentration of the ice sample by com-

paring the fluorescence of the sample with those of the standard series treated 
in the same way as the sample.



   (2) Portable nephelo-colorimeter  method  : Add a 1 cc aliquot of the alum 
reagent to both a 10 cc aliquot of supernatant of a thawed sample and a 
standard solution (4 or 2 mcg/cc depending on CTC content of sample). After 
allowing them to stand for 10 minutes, place the sample in one of the com-
parison tube (A) and the standard in the other tube (B), set the bottom of the 
inner tube for the tube (B) at a depth of 30 mm and by evenly irradiating 
with the long wave ultra-violet lamp and matching the intensity for tube (A) 
against that for tube (B), find the reading, h, for tube (A) where the intensity 
of the sample is identical with that of the standard. The content of CTC 

(mcg/cc) can be calculated by a formula, Sx30/h, where S is the CTC concen-
tration of the standard solution employed.
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