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報 文

o 一ヒ ドロ キシ ヒ ドロ キ ノ ン フ タ レイ ン とウラ ン （VI ）

を用い るチ ア ミン の 吸光光度定量 ＊

森 　 逸 男  
， 藤田 　芳一 ， 坂 口 　紀美子

＊＊

（且980 年 8 月 14 日受 理 ）

　メ チ ル セ ル 卩
一

ス （MC ） を 分散剤 と し pH 　5．4 付 近 と し た と き の o一ヒ ド P キ シ ヒ ド卩 キ ノ ン フ タ

レ イ ソ （Qn ・Ph ・）・ ウ ラ ン （VI）， チ ア ミ ン の 間 に 得 られ る 2 ： 1 ：2 会合錯体 の 溶液 （A 液）， 並 び に

Qn．　Ph ．と ウ ラ ン （VI ） の 聞 の 2 ： 1 錯 体 の 溶 液 （B 液） を 用 い る チ ア ミ ン 定 量 法 を検討 した ．す な わ

ち ・
A 液 と B 液 と の 550nm に お け る 吸光 度 の 差 を 測 定 し て 0〜32 ．0　pg／10　ml ヂ ア ミ ン を簡便 ， 迅 速

に 定 量 し た ・な お ，吸 光 度 O ・001 を 示 す Sandell 表 示 の 感 度 は O ．OO54 　P9／cm2 チ ア ミ ン で あ る ．

1 緒
一
月

　総合 ビ タ ミ ソ 剤あ る い は 各種配合製剤に 用 い られ て い

るチ ア ミ ン の 定量法 と し て，従来 チ オ ク ロ ム 法
1｝2｝

， ジ ア

ゾ法
8）

， ホ ル マ リ ン ア ゾ法 O
， あ る い は こ れ ら改良法 が 利

用 され て い る が， い ずれ も分析操作 がやや複雑 で 再現

性に 難点を 有す る．著者 らは 塩化 セ チ ル ピ リ ジ ニ ウ ム

（CPC ） の よ うな 陽イ オ ン 性界面活性剤併用 下 に Qn．

Ph・を用 い る金属 イ オ ソ 定量法が qn ・Ph ．の み を 用 い

る 場合 よ り も定量感度 の 上 昇，呈 色 の 安定性 の 増進す る

こ とを認め た
s）− T）．又，Qn．　Ph ．と ウ ラ γ （VI ） の 呈 色

反応 に 塩酸パ パ ベ リ ソ の よ うな 有機塩基 の 併用 は陽 イ オ

ソ 性界面活性剤 と同 じ作用 を示 し て Qn・Ph ．と ウ ラ γ

（VI）及 び 塩酸パ パ ベ リ ン の 問 に 会合錯体を 生 成す る の

で
，

こ の 呈 色を塩酸パ パ ベ リ ン の 定量 に利用 し た
S ）． 今

回 塩酸 パ パ ベ リ ソ の 代わ りに チ ア ミ ン を 用 い て もウ ラ ン

（VI） と Qn・Ph・の 間 に 同 じ よ うな 呈色反応を 示す の

で ，新た に Qn ・Ph ・と ウ ラ ン （VI ）を 用 い る チ ア ミ ン の

簡便な 吸光光度定量法 に つ い て 検討 した ．

2 試薬 及 び装置

2 ・1 試　薬

Qn ・Ph ・溶液 ： 既 sus）− T⊃に 従 っ て 1．Ox10 −SMQn ．

＊
キ サ ン テ ン 系 誘 導 体 の 分析化学 へ の 利 用 （第 16 報）．

　 前報 は 森　逸男 ， 藤 田 芳
一

， 坂 口 紀 美 子 ，辻　弘 子 ，

　 榎 健寿 ： 分化，29
，
723 （1980）

＊＊ 大 阪 薬 科大 学 ： 大阪府松原市 河 合 2−10−65

Ph ．メ タ ノ ール 溶 液 を 調 製 し て 用 い た ．

　 ウ ラ ン （VI ）溶液 ； ］・O × 10− 3M
硝酸 ウ ラ ニ ル 水 溶 液

を 調 製 し て 用 い た ．

　 メ チ ル セ ル ロ ース 〔MC ）溶液 ： 0 ．5 ％ MC 水 溶 液 を

調 製 し て 用 い た ．

　 チ ア ミ ン 溶 液 ： 硝酸 チ ア ミ ン ，塩 酸 チ ァ ミ ン の 各 5．0
× 10− 4M

水 溶 液 を 調 製 し て 用 い た ．

　な お ， 試薬 は す べ て 試 薬 特 級 ， あ る い は 1級品 を精製

し て 用 い た ．

　2 ・2　装　置

　吸 収 ス ペ ク トル 及 び 吸 光 度 の 測 定 に 島 津 UV −200 型 ，

QV −50 型 分 光 光 電 光度 計 で セ ル 長 10mm の 石 英 製 セ

ル を 用 い た ・ 又 ， pH の 測 定 に 日 立堀場 M5 型 ガ ラ ス

電 極 pH メ ータ ー
を 用 い た ，

3 定 量 操 作

　32・0　P9 以下 の チ ア ミ ソ を含む 溶液に O．5 ％ MC 液
1．Oml ，1．Ox 　10 −eM ウ ラ γ （VI）液 0 ・75ml ， 酢酸 塩

緩衝液 （pH5 ・4）2 ・Oml 及 び 1・Ox 　IO“sMqn ．　Ph ．液
L5ml を加え，次い で 水 を 加 え て 全量 10・Oml の 溶液

（A 液）とす る．別 に チ ア ミ ン の み 除い て 同 じよ うに 処理

して 得た Qn ・Ph ・と ウ ラ ソ （VI） の 溶液 （B 液）と と も

に （20〜25）
°C で 20 分 間静置す る．次 い で 550nm に

お け る A 液， B 液 の 吸光度 の 差 を 測定 し， あ らか じめ

作成 し て 得た チ ア ミ ン 検量線 よ りチ ア ミ ン 濃度を 求 め

る．
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4　実 験 結 果

4 。1　 吸 収 ス ペ ク トル

　pH 　5．4 付近 に お い て MC を分散剤 と し た Qn ・　Ph・一

ウ ラ ソ （VI ）一チ ア ミ ン の 溶液 （A 液〉 と Q ∩・Ph ・一ウ ラ

ソ （VI） の 溶液 （B 液） の 間 に は ，　 Fig・1 に 示す よ うに

著 しい 呈色 の 差 が あ り，特に波長 550 　nm に お ける吸光

度 の 差 が 顕 著で あ る，な お ，
550nm 付近 の 吸光度 は チ ア

ミ ン 濃度 に 比例 して 変化する の で
， 以下定量操作の 検討

に A 液 ，B 液 の 550 　nm に お け る 吸光度 の 差を求 め る こ

とと した ．
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Fig．　 I　Absorption 　 spectra 　of 　ql1．　Ph ．−U （VI ） and

　　　　Q．11．Ph．−u （v1 ）
−thia 皿 ine　 solution 　 at 　 pH

　 　 　 　 5．4．

　 　 　 　 ［lhiamine ： 1．OX1074M ；　 Qn ．　Ph．： 5．OxlO −5M
；

　 　 　 　 U （V1 ）： 5．0 × LO
−5M

；　 MG ： LOml 　 of 　 D．5 ％ MC

　 　 　 　 solution ； Reference ：Water ；
一一一 qn．　Ph ．−U （VI）

　 　 　 　 solution ；　 一
×
− qn ．　Ph ．−U （VI ）−thiamine 　 sotution

　4 ・2 　pH の影響

　Walpole の 酢酸緩衝 液を 全量 10ml に 対 し 1・5ml 以

上 加 え て pH 　5 ．1〜5・7 に 調整する と き，　 A 液 と B 液と

の 550nm に お け る 吸光度 の 差 は
一定値を 示 す．従 っ て

以下 の 検討に pH 　5 ．4 の 緩衝液 2・Oml を全量 10m1 に

対 し用 い る こ と と した ．

4 ・3MC の 影響

　Qn ・Ph・一ウ ラ ン （VI ）
一
チ ア ミ ン 会合錯体 の 溶液 　（A

液） の 分散剤 と し て 非 イ オ ン 性界面活性 剤 の カ ル ボ キ

シ メ チ ル セ ル 卩
一ス （CMC ），

ポ リ ビ ニ ル ア ル コ
ール

（PVA ）， ポ リ ビニル ピ ロ リ ド ン （PVP ）， ゼ ラ チ ソ
，

フ

ラ ビ ア ゴ ム ，　 ト ラ ガ ソ ト， MC ，　 Tween 　20 な ど， 並

び に 陰 イ オ ソ 性界面活性剤 の ラ ウ リ ル 硫酸 ナ b リ ウ ム

（SLS ）， ア ル キ ル ベ ン ゼ ソ ス ル ホ ソ 酸ナ ト リウ ム に つ い

て 検討 し た ．そ の 結果 Table 　 1 及 び Fig・3 に 示す よ

うに ，非 イ オ ン 性界面 活性剤 の 0 ・5 ％ MC 液を 全量 10

ml に対 し 0 ・75　ml 以上を添加す る と き，

一
定 で 安定 な

A 液 を 得 る の で ， 以下分散剤 に 0 ・5 ％ MC 液 1．Oml

を 用 い た ．

60

40

20

口一
口

O
頃
n

　
り
邸

　
09

目

弼

』」
O

ゆ

』

噂

　｝
O

　
OP

＝甲
」

O｝
』
〔【

　 t’ジー メー x一罰直

メ
’

　　　　　 ＼

0
一

5，0　　　　 5．4 5．S　　　　 6．2

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 pH

Fig．　2　Effect　of　pH 　on 　absorbance 　of 　Q，n ・Ph ・−

　　　　U （VI ）
−thiamine 　 solution

　 　 　 　
’rhia 皿 ine ： 1．OX 且0一5M ； U （VI） ：7．5X 且0

’5M
； Qn．

　 　 　 　 Ph ．： 1．5xlO −．　 M
；　 MC ： 1．O　nil 　 of 　 O ．5 ％　MC

　 　 　 　 solution ； Reference ： Water
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　 　 　 　 　 Surface　active 　agent 〔0．5％ soln ．），　皿 1！10ml

Fig．3Effect ・f ・・ n ・ ent ・ati ・ n ・f ・u ・factants

　　　　solution 　on 　absorbance 　 of 　Qn ．　Ph ．−U

　　　　（V1 ）
−thia 皿 ine　 s・ luti・ n

　 　 　 　 Thiamin ヒ ： 1．Ox 　IO−5　M ； U （VI ）：7．5XIO’5M ； qn．
　 　 　 　 Ph ．： L5xLO 一る M ；　 − X − MC ；　 − O − Acacia；

　 　 　 　 一●
− ABSl　 Reference ： Water
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Table 　 l　 Effect　 of 　surface 　 active 　agents

Surfactants Mffere皿 ce 　of 　absorbanee
　 　 at 　550　nm

Me 山 ylceltulos ¢ （MC ）

Carb α xym6 山ylce皿ulose （CMC ）

PolyvjnvlpyrrelidOne（PVP ）

PoLyvinylElceho匡 （FVA ）

GelatinToL

  an こ

AcaciaTw

¢ Ctl 　20Sodi

ロ m 　laury1StJlfonate（SLS ）
SDdjum 　alkylbenze ロ esulfonate 　（ABS ）

0．4900
，4230
，0270
．0200
．OIOo
．4370
．4420
．0350
．4120
，453

Thiamine ・HCI ： 33 ．7pg！10ml ；　 U （VI ）；7．5X ］D−5　M ｝ qn ．Ph ．：

L5 × 10−‘ M ； Surfactants　 ： 1．Oml 　of 　O．5 ％ surfactants 　 solutio ロ 1
Difference　 o 『　 absorbance ： A

　4 ・6 検 量 線の作 成

　 3 の 定量操作に従 っ て検量線を作成する とき， O・−32・O

FL9／10ml チ ア ミ ン 濃度 範囲 に お い て 原 点 を 通 る 良好な

直線性を 示し た．な お ， 吸光fi　O ・OOI を示す Sandell 表

示 の 感度 は 0・oo54 　P9／cm ：
チ ア ミ ン で あ る。

pH ：5，4；　 Rcference ： Watcr ；

selUtion −B　 solUtiOn

　4・4　Qth　lnL・と ウ ラ ン （vr ）量の影響

　 1．Ox 　IO’　fi　M チ ア ミ γ の 定量 に 対 し ， ウ ラ ン （VI ）：

Qn ・　Ph ・． ・ 1 ：2 の 7・5 × 10−sM ウ ラ ソ （VI） と 1・5x

10−° MQn ．　Ph ．を用 い る とき，　 A 液 と B 液 との 吸光度

は
一

定 で最大の 差を 示 した ．従 っ て 以下，全量 10ml に

対 し 1・Ox 　10− sM
ウ ラ ン （VI ）液 0．75m1

，
1．OxlO −1

Mqn ．Ph ．液 L5m 置 を用 い る こ と と した ．
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　4・7 共有物質 の 影 響

　本定量法 に お け る鉄 （III）， 銅 （II）， 鉛 （II）な どの 金属

イ オ ン の 妨害は ，あ らか じめ 10’SMEDTA を 添加す

る こ と に よ り
一
マ ス キ ン グ除去で きるが，ク エ ソ 酸，シ ュ

ウ 酸イ オ ソ な どの 陰イ オ ソ の 共存は ， それぞれ 負 の 誤

差 ， 正 の 誤差を 与え る．又 ，
チ ア ミ ン ｝こ 配合さ れ る ビ タ

ミ ン 類 の 影響を検討 した とこ ろ，Table 　2 に 示す よ うに

シ ア ノ コ パ ラ ミ ソ ，ピ リ ドキ シ ソ ，パ ソ トテ ン 酸は 妨害

す る が ， そ の 他 ピ タ ミ γ 類 の 共存 は ほ とん ど妨害 し ない ・

な お，チ ア ミ ソ の 2 倍 モ ル 量 以内 の ピ リ ドキ シ ソ ，パ ソ

トテ ソ 酸 の 共存は 影響を与え な い ，

Table 　2　Eff  t　 of 　foreign　 substances

／
11

メ

／

ForeignsubStanccs

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Diffcrence　 of

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 a 加 0 「bance
　 　 　 　 　 Added 　　 　　 at 　5ヨ〕nmAdde 〔l　 as
　 　 　 　 （μ9／10mD 　　− ＿＿＿丶

　 　 　 　 　 　 　 　 　 MCthOd 　 Methor量

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 A 　　　　　B

ノ
ー’

「”x − x − x
Fc（1n）

Cu （II）
Pb （II）
A1（III）
C201 ：’

CsH ■（OH ）（COO
−
）3

O　　　　　LO　　　　 2．0　　　　 3．O

　 　 Qn．　Ph ，（1．0× 10−3Aj ），ml ／10mI

F
−

Pソridoxine

Ri 國 avin

Fo 【ic　 acid

Bi〔喧inNicOtinamid

ヒ

Ascerbic　 acid

Cyanocobalamin
PantOtcnate

sulfate 　　　　　　 I．4
nitrate 　　　　　　　　　　　　6，4
chreride 　　　　　　10．6
chLorid ¢ 　　　　　　　1．4
acid 　　　　　　　 9．O
acid 　　　　　　　I9．2
sOdium 　 sa 眈　　　 且9．D
hydrochloride　 8Z，2
　 　 　 　 　 376．4
　 　 　 　 　 441．4
　 　 　 　 　 244．3
　 　 　 　 　 i22．1
　 　 　 　 　 且76．：
　 　 　 　 　 IS5．5
calcium 　 salt 　 I90，6

0．490　　　　0．326
0．製 3　　　0．330
0，580　　 0．326
0，57 旦　　　　0．326
0 ．623　　　　0．326
0．5S30
，40■

0．剣〕10

．5600
．4囎

0．4850
．4900
．4B30
．4900
．S750
．533

Fig．4　Efrect　of　concentration 　of 　qn．　Ph ．　 solution

　　　　 on 　absorbance 　of 　qn ．Ph ．−U （VI ）
−thiamine

　 　 　 　 solution

　 　 　 　 Thiaminc ： 1．OxlO’5　M ； U （VI） ：7 ．5x10 −5M
； MG ：

　 　 　 　 正．Oml 　o 「 0．5 ％ MC 　selutio 叫 　pH ： 5．4； Reference ：

　 　 　 　 Wa 鷺er

4・5 量色の安定性

　MC 共存下 の A 液及 び B 液 の 呈色 は （20〜25）
°C の 室

温 で 15 分間 以上静置する とき，そ れぞれ一定 の吸光度

に 達 し ，
550nm に お け る A 液 と B 液 との 吸光度 の 差 は

120 分以内安定 で一定値を 示す．

Thiamine ・H α taken ： 33．7pg！置Oml ；　 U （Vl） ： 7．5× 10
−5　M ；

q 囗 ．Ph．：L5x ｛0’4M ； MC ：LOml 　ofO ．5 ％ MC 　 selutio 叫 pH ：

5．4； Rcference ： Water ； MethOd 　A ：EDTA 　not 　added ； McthOd

B ： 1．Oml 　of 　LOx10 −a　M 　 EDTA 　sotution ノ且Om1

　 d・8　錨体 の 組成

　MC 共存下 に pH 　5．4 付近で 得 られ る qn ．　Ph．と ウ

ラ ン （VI） とチ ア ミ ソ の 間 に 得 られ る 会合錯体 の 組成比

を モ ル 比法に よ り求め た ．そ の 結果 ，
Fig・5 に 示す よ う

lt　Qn ．　Ph ．： ウ ラ ン （VI）： チ ア ミ ソ ＝2 ： 1 ： 2 の 組成比

を 得た ．
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Fig．5　 Gomposition 　 of 　the 　 cemprex 　 as 　 obtained

　　　 by 　the 　 mo 巨ar 　 ratio 　 method

　 　 　 　 − X 一 匚Qn．Ph ．コ兀U （VI ）コ，　 U （VI ） ： 4．DX 　10−5M ，
　 　 　 　 Qn ．Ph、： 5．0 × 10−・MXx 皿 1／10mt ，　 pH ： 5．4，　MC 　： L  

　 　 　 　 ml 　 of 　LO ％ MC 　solution ，　 rcfercnce ： u ’atcr ；
− O 一

　 　 　 　 匚Thia 皿 ine］1［u （vI）コ，　 u （vl ） ： 4．oxlo −s　M ，
　 QE ．Ph ．　，

　 　 　 　 8 ，0 × 10−5M ，thiamine ：5．OxlO −
‘M × tm 】！10m 【，pH ：

　 　 　 　 S ．4
，

MC ； 1，0ml 　 of 且．0 ％ MC 　 solution ，　 Tefcrcnce ：

　 　 　 　 watcr ，　 diffcrence　of 　ab30rbance 　at 　550　n 【n

　4・9　応用例

　 チ ア ミ ン 製剤中 の チ ア ミ ソ の 定量 に 本法を応用 した と

こ ろ ，
Table 　3 に 示 す よ うに 従来 の チ オ ク ロ ム 法

9）
に 類

似 した定量結果を得た．

Table 　3　Analytical　 results 　 of 亡h量amine 　 in

　　　　 thia 皿 ine　pharmaceuticals
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）　mCthOd †（％）

量法 と して 利用 可 能で あ る．
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SamPle

Thiamine ・H （】l　injection　　 　 l．O
Thiamine ・HNOz 　 powder 　　 10．O

1．OI　　　 98．0咽103．5
10．82　　　 田 ．7− io5，2

†　Thiamine 　takcn ： 〔8．4nyl6．8）pg ／lOml

5 結果及 び 考察

　MC を 分散剤 に pH 　 5．4 付近 で ウ ラ ン （VI ）：Qn ．

Ph 。： チ ァ ミ ン ＝・1 ： 2 ： 2 の 会合錯体を 用 い る チ ア ミ ソ

の 本吸光光度定量法 は Samdell 表示 の 感度 0・0054 　pg ／

cmt で ，　O−−32・Ong／10ml 濃度範囲 の チ ア ミ ソ の 定量に 用

い うる ・なお 本法 の 定量感度 は 従来 の チ オ ク ロ ム 法
e）le）

の 約 5 倍， ジ ア ゾ 法 の 約 2 倍， ホ ル マ リ ソ 法 の 約 20

倍 で
，

550nm に お け る 会合錯体 の Qn ・　Ph ・一ウ ラ ソ

（VI ）液と の 吸光度の 差 よ り求 め た 見掛け の モ ル 吸光係

数 は 4 ・9x 　IO，　d皿
s　mol

一
且 cm

一
且

で あ る．又，本法 の 繰 り

返 し変動係数 は 1・44　％ で 再現性 に 優れ，定 量 操作も簡

便 で チ ア ミ ソ 製剤，総合 ビ タ ミ ソ 製剤な どの チ ア ミ ソ 定
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　Anew 　rapid 　and 　simp 且e　spectrophetometric 　mcthod

fbr　 the 　 determination 　 of 　thiamine 　 with ρ
一hydroxyhy ．

droquinonephthalein　（Q ，n ．Ph ．） and 　 uranium （VI ） in
the　 presence　 of 　 nonionic 　 surface 　 active 　 agent （meth

−

ylcenulose ，　MG ） was 　established ．　 This　method 　based

on 曲 e　 coloration 　 of 　 uranium （VI ）
−Qn．Ph．−th三amine ，

can 　be　apPlied 　in　the 　ooncentration 　range 　of 　O〜32

n9／10　ml 。f　 thiamine ．　 The 　 sensitivity 　 is　 eStimated

to　 be　 O．0054｝pglcm ： fbr　 thiamine 　 at　 an 　 absorbance

of 　O，001　 at 　wavelcngth 　of 　550　nm 　against 　the 　qn ．Ph ．−

uranium （VI ）solution 　 and 　the 　 apparent 　 mo 弖ar 　 abso 叩
一

tivity　is　 4．9 × 104．　 The 　 rccommended 　 analytical 　 pro．

cedure 　is　 as 　fbllows：　 Thiamine 且ess 　 than 　 32．O　Ftg　 was

placed　 on 　 a 　 lO．OIn至 measuring 　Hask ，　 and 　 l．Oml 　 of

O．5 ％ MC 　 solution
，
0．75　ml 　 of 　 1．0 × 10’3　M 　 qn ．Ph ．

solution 　 were 　 added ，　 The　 p且 of 　 the 　 solution 　 was

adjusted 　 to　 5．4　 by　 the 　 addition 　 of 　2．O　m 且 of 　O．2　M
sodium 　 acetate −acetic 　 acid 　 buffer　 solution ．　 Then 　 the

solution 　 was 　 diluted　 to　 lO．O　ml 　 with 　 water ，　 kept　 at

（20〜25）℃ 正br　 20　min ．　 And 　 the 　 difference　 of 　ab ・

serbance 　of 　the 　（｝n ．Ph ．−uranium （V 亘）
−thiamine 　solu −

tion　 and 　the　Qn．Ph ．−uranium （VI ）so 且ution 　was 　 meas ・

ur ◎d　 at 　 550　nm 　 against 　 water 、　 The 　 molar 　 ratio 　 of

uranium （VI ），
　qn．Ph ．　 and 　 thiamine 　in　the 　 assoCiated

co皿 plex　 was 　 cstimated 　 to　 be　 l ：2 ：2by 　 the 　 conti −

nuous 　 variation 　method 　 and 　mo 旦ar 　 ratio 　 method ．
The　effect 　 of 　 interfering　substances 　was 　 described．

　　　　　　　　　　　　 （Received 　 Aug ．14
，
1980）
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