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淡水域のChlorophy11-a測定におけるエタノール抽出条件の検討

ExaminationofExtractionConditionofChlorophylLa

byEthanolinFreshWater

根本富美子 1)･小野 美幸 2)･福原 晴夫 3)

FumikoNEMOTOl),MiyukiONO2)andHaruoFUKUHARA3)

Abstr礼d

Thedeteminationofchlorophyll-aisimportantforestimatingtheprimaryproductionby

phytoplankton,which isfundamentalfordeteminingthematerialmetabolism in alake.

Althoughextractionofchlorophyllwasperformedwiththe90% acetonesolutionintheoriginal

report,weusedethanolsolutionbecauseitsextractionratewashigherthanthatofacetone.

TheextractionconditionbyethanolwasexaminedusingtheSCOR-UNESCOmethod. The

concentrationofch1-aextractedunderlightconditionwasfarlowerthanthatunderdark

condition,andtherewasasignificantdifferenceinchl-aconcentrationbetweenlightanddark

extractionconditionafteronlyonehour.Thech1-aconcentrationwasnotdifferentbetween

room temperature(about20℃)andlowtemperature(about5℃)duringoneweekunderdark

extractingcondition.ITheseresultsindicatethatappropriateandconvenientconditionsfor

determinationofchLainethanolextractionare:1)extractingchLaatroomtemperature,and

2)determiningatleastwithinoneweek.Inparticularly,Oneshouldkeepinmindthatlight

illumination should be minimum during the entire measurementprocessto avoid the

decompositionofchトa.

Keywords:クロロフィルa,エタノール抽出,3点法,chlorophyll-a,ethanolextraction,SCORI

UNESCOmethod

1.はじめに

植物ブランクトソによる一次生産は,湖沼におけ

る有機物生産の多くを占めるため,湖沼での物質循

環を考える上で重要な要素である.また,クロロフィ

ルaはほとんどすべての植物に含まれるため,光合

成生物現存量の指標となる.したがって,クロロフィ

ルa量を測定することにより一次生産者の現存量と

生産の概要を知ることができる.

水域における光合成色素,特にクロロフィルの分

析には,UNESCOの ｢光合成色素の分析に関する

専門家ワーキンググループ｣ (SCOR (Scientific

Committee on Oceanic Research) Working

GroupNo.17)によるSCOR-UNESCO法 (いわ

ゆる3点法)(SCOR-UNESCO Working Group

17,1966)が一般的に用いられている.本法は,そ
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れまでのクロロフィル分析法の比較検討と,独自の

検討の元に決定されたもので,そのオリジナルは,

1)約 1〃gの クロロフィル aを含む体積の海水を

MgC03をうす く敷いた (約10mg/cm2)ろ紙 (セル

ロースメソプレソ)でろ過する, 2)貯蔵の必要な

場合は,シリカゲル乾燥下,陪条件, 1℃かそれ以

下で2ケ月間可能であるが,湿らしたままで直ちに

抽出に入る, 3)5115mEのガラス管ビンに213mEの

90%アセ トソ液をいれて, 1分間ホモジナイズする.

10分間暗条件で抽出し,10分間 ･5000gで遠心分離

する,4)バソド幅3mFLまたはそれ以下の分光光

度計で4-10cmのセルを用いて,波長750,663,645,

630mFLで吸光度を測定する, 4)計算は750mfL

の吸光度を差 し引いた,e663,e645,e630について

Chl-a-ll.64e663-2.16e645+0.10e630
(Chトb,ChLcは略)

の値と抽出液量,ろ過量からFLg/L (mg/rna) を単位

として求める,となっている.

この方法は海洋におけるクロロフィルの分析に開

発されたものであるが,陸水においても変法が広 く

用いられている (有賀,1969;高橋,1984).陸水

においては一般にMgC03は用いられていない.そ

の後,ろ紙の開発や抽出液 ･抽出法の検討が数多く

行われ (Nusch, 1980;Marker et a1., 1980;

MarkerandJunks,1982),水域やプランクトン種

によっていくつかの変法も使用されている.

原報においては90%アセ トン溶液を用いてクロロ

フィルの抽出を行っているが,アセ トンに代わ り,

エタノールでの抽出が用いられる場合がある (西候･

三田村,2002).ここでは,簡便なクロロフィル a

の定量のため,抽出過程で90%アセ トンのかわ りに

実験処理の簡単なエタノールを用いる方法の検討を

行う.

2.分析方法

1)アセ トン抽出とエタノール抽出の検討

アセ トン抽出

適度な植物プラソクトンを含む試水150mE(新潟

市佐潟で2006年5月15日に採水 したものを2倍に薄

めた)を¢47mmのワットマソGF/Cで漉過 した.漉

紙をピンセットでつまみ,小型の乳鉢中に細かく切

り刻みながら入れた.その後,少量ずつ90%アセ ト

ンを加えながら,ペース ト状になるまで乳棒で良く

磨 り潰 した.これを容量10mEの遠沈管に移 した.

使用 したピンセット,はさみ,乳鉢,乳棒を少量の

90%アセ トソで洗い,その液 も遠沈管に加えた.逮

沈管をアル ミ箔で包み,1.5時間室温で抽出 した.

その後,遠心分離 し (3000rpm,15分間),上澄み

液を採取 し,抽出液量を測定 した.分光光度計

(Hitachi200-10)を用い, 1cmセルで,波長750,

663,645,630mfLを測定 し,SCORIUNESCO法

でクロロフィルーa(以下Chl-a)濃度を計算 した.

実験は5連で行った.

エタノール抽出

上記で使用 した同じ試水を¢47mmのワットマン

GF/Cで滅過 した.滅過済みの滅紙を一枚ずつ漉過

部分が内側になるように小さく丸め,100%ェタノー

ルを5.0mE入れた容量10mEの遠沈管の中に入れた.

アル ミ箔で包み24時間冷蔵 (5oC)で抽出した.-そ

の後,遠心分離 し (3000rp血,15分間),上澄み液

をアセ トン抽出と同じ方濃で定量 した.エタノール

抽出の場合,遠心分離から分光光度計による測定ま

で,出来るだけ光を照射 しないように注意 した.実

験は5連で行った.

2)エタノール抽出における温度条件 (冷蔵と冷凍)
適度な植物プラソク トンを含む試水150mE(新潟

市佐潟で2006年 5月15日に採水 したものを2倍に薄

めた)を¢47mmのGF/Cで源過 した.抽出は上記の

エタノール抽出と同様に行い,抽出温度を冷蔵 (5

℃),冷凍 (-20℃)とした.実験は5連で行った,

3)エタノール抽出における温度条件 (冷蔵と室温)

と光条件

適度な植物プラソク トソを含む試水150mE(新潟

市佐潟で2006年 5月30日に採水 したものを2倍に薄

めた)を¢47mmのGF/Cで滅過 した.抽出は 1)の

エタノール抽出と同様に行ったが,遠沈管は,明所

抽出 (明条件 :室内光条件)のものはそのまま,暗

所抽出 (陪条件)のものは 1本ずつアル ミ箔で包ん

だ.また,抽出温度を室温 (約20℃)と冷蔵 (5℃)

とした.実験は5連で行った.

4)エタノール抽出時間の検討

適度な植物プラソク トソを含む試水150mE(新潟

市佐潟で2006年5月30日に採水 したものを2倍に薄

めた)を¢47mmのGF/Cで滅過 した.抽出は 1)の

エタノール抽出と同様に行い,明所抽出のものはそ

のまま,暗所抽出のものは1本ずつアル ミ箔で包ん
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だ.抽出温度は,明 ･室温,暗 ･室温,暗 ･冷蔵

(5℃)とし,抽出時間は1時間,12時間,24時間,

48時間,72時間,168時間で行った.すべてのろ紙

をろ過 (暗 ･室温保存)後に抽出を開始した.実験

は3連で行った.

3.結果

1)アセトン抽出とエタノール抽出

エタノールによる抽出時間は24時間であるが,後

述4)の結果より1時間以上には差がないためアセ

ソトソによる1.5時間と比較が可能である.同じ試

水のアセトソ抽出によるChl-a濃度は36.5-47.9pg/
L,平均40.6(±5.0,n-5)Fig/Lであり,エタ

ノール抽出によるChl-a濃度は65.2-71.OfJg/L,

平均67.6(±2.5,n-5)FLg/Lであった.両者に

は有意な差がみられ (トtest,p<0.01),エタノー

ル抽出での値が高くなった.

2)エタノール抽出における温度条件 (冷凍 (-20

℃)と冷蔵 (5℃))

図 1に暗条件抽出におけるChトa濃度を示す.暗

Freezmg Coldstorage

Fig.1.Comparison ofchlorophylトaconcen-

trationsextractedinfreezingandcold

storage conditions during 24 hours

underdarkcondition,

図1.暗所,冷凍と冷蔵条件において24時間抽出を

行ったクロロフィルa濃度の比較.
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条件では冷凍 (62.6±6.6〃g/L,n-5)と冷蔵

(67.6±2.5〃g/L,n-5)に有意な差はなかっ
た (トtest,p>0.05).

3)エタノール抽出における温度条件 (冷蔵 (5℃)

と室温 (約20℃))と光条件

図2に暗条件の冷蔵と室温,明条件の室温におけ

るChl-a濃度を示す.暗条件の冷蔵 (52.2±1.0〃g/
L,n-3)と室温 (54.2±1.2fLg/L,n-3)

に有意な差はなかった (Tukey-Kramertest,p>

0.05).室温における明条件ではChl-a濃度が暗条

件の約10分の1となり,極めて低かった (Tukey-

Kramertest,p<0.01).

4)エタノール抽出時間の検討
明所 ･室温におけるChl-a濃度は,抽出時間1時

間の32.3(±6.3,n-3)〃g/Lから12時間の6.4

(±0.4,n-3)FLg/Lにかけて急激に低下 し,

168時間 (1週間)では3.2(±0.2,n-3)FLg/L

DC DR LR

Fig.2.Comparisonofchlorophylトaconcentra-

tionsextractedunderdifferenttempera-

ture and lightconditionsduring 24

hours:dark andcoldstorage (DC),

darkandroomtemperature(DR),light

androomtemperature(LR).

図2.異なった光と温度条件下において24時間抽出

を行ったクロロフィルa濃度の比較 :暗所冷

蔵 (DC),暗所室温 (DR),明所室温 (LR).
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Fig.3.ChlorophylLa concentrations and

extractiontimein differentlightand

temperatureconditions:lightandroom

temperature (LR), dark and room

temperature (DR), dark and cold

storage(DC).

図3.異なった光と温度条件下における抽出時間に

よるChトa濃度の変化 :明所室温 (LR),暗

所室温 (DR),暗所冷蔵 (DC).

で12時間以降の変化は小さかった (図3).暗所 ･

室温,暗所 ･冷蔵ともに,同温度条件下では1-

168時間の間でChl-a濃度に有意な差はみられなかっ

た (Tukey-Kramertest,p>0.05).抽出時間1時

間で,明所 ･室温と暗所 ･室温,明所 ･室温と暗所･

冷蔵の間に有意な差が認められた (Tukey-Kramer

test,明所 ･室温と暗所 ･室温 :p<0.01,明所 ･

室温と暗所 ･冷蔵 :p<0.01).しかし,暗所 ･室

温と暗所 ･冷蔵の間では,72時間を除いては有意な

差は無かった.

4.考察

抽出溶液としてアセ トンとェタノールの比較では

同じ式を適用した場合,Chl-a濃度はアセ トン抽出

ではエタノール抽出の約60%であった.アセ トン抽

出では,植物プランクトンを含むろ紙を出来るだけ

磨り潰す,磨り潰した液を遠沈管に移す,遠沈管か

ら液量測定のため再度メスシリンソダー等に移す作

業があり,これらを注意深く行っても,器具-の付

着などで損失がおこり,すべてのクロロフィルを計

測できていないという可能性がある.エタノール抽

出では液の移し替えによる損失はない.

アセ トン,エタノール,メタノールではメタノー

ルでの抽出効率が最 も良いという結果 (Marker

andJunks,1982)や,メタノールとエタノールの

抽 出効率 は同率で あ るが アセ トンよ り良い

(Nusch&Palme,1975)という結果が知られて

いる.アセ トソよりもエタノールの抽出効率が高い

結果は本実験結果と一致している.クロロフィルの

抽出にメタノールを使用しない理由として,Nusch

(1980)は毒性があること,より高価であること,

抽出中に化学反応 (dephytilizationやアロメリ化反

応)を起こし易いことをあげている.本実験ではメ

タノールとエタノールの抽出比較は行っていないが,

Nusch(1980)の見解は妥当と解される.

エタノールを用いて行った抽出では,明所での抽

出量は暗所での抽出量に比べ極端に少ない結果となっ

た.抽出時間1時間ですでに明所と暗所に有意な差

がみられた.これはクロロフィルが光によって分解

されたためと考えられる.明所抽出は12時間抽出で,

1時間抽出の約5分の1の濃度となったことから,

光による分解は非常に早いことがわかる.光の照射

を出来るだけ避けることは,エタノールを用いて抽

出するときの大きな注意点となる.

抽出を行う温度としては,陪条件下では72時間以

外は室温と冷蔵に有意な差が認められず,その差も

極めて小さいため,室温抽出と冷蔵抽出に差はない

といえる.また,陪条件下では,冷凍と冷蔵抽出に

も差はなかった.Nusch(1980)は沸騰エタノール

(78℃)抽出が最も効果的であるとしているが,危

険性の点で簡便な分析では問題と思われる.室温で

の抽出はルーチンでの実験上極めて簡便である.

抽出時間の検討では,室温,冷蔵ともに本実験で

用いた試料では1-168時間 (1週間)のChl-a濃

度に有意な差がみられなかった.Nusch(1980)は

沸騰エタノール (78℃)後20-23℃抽出では24時間

で最もよく,1週間の間に多少の低下をみているが,

20℃抽出後 1-4℃保存では24時間以降7日間は安定

していることをみている.暗条件下で貯蔵するなら,

少なくとも1週間程度は安定であると言える.

クロロフィルの抽出に多くの場合90%アセ トン溶

液が用いられているのは,酸性化することによりク

ロロフィルの分解産物 (フェオ色素)を定量化する

場合,エタノール,メタノールに比べて,スペクト

ラムがpHに `̀よりセソスイテブでない"ことによ

る.クロロフィルの分解産物の定量を必要としない
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場合は抽出効率のよいエタノールを使用するほうが

良いと言える.

以上のことからクロロフィルa量の測定は,抽出

溶液としては100%ェタノールを用い,暗所の室温

または冷蔵で抽出を行い,抽出時間は少なくとも1

週間以内であれば1時間以上で可能である (我々の

研究室では水域による植物プラソクトソの違いを考

慮 して24時間後に測定 している).また測定の全過

程において,クロロフィルの分解を避けるため,光

の照射を最低限とするよう十分注意する必要がある.
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