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The 　formation　 of 　heteropoly 　 blue　from　 pyrophos −

phate　 and 　 the 　 simultaneous 　detemination80f　ortho −

pho 叩 hate　and 　pyropho呂phate　werc 　stud 量ed 　spectrophoto −
metricaUy ．　 The　maximum 　and 　constant 　color 　develop ・
ment 　was 　obta 洫 ed 　in　the 　perchloric　 acid 　concentration

range 　fromO ．36MtoO ．40Mwith 　L74 × 10−iM 　Mo （V ）
and 　 3．84× 10 −8　M 　 Mo （VI ） by　 heating　the 　 801ut 量on

for　 30　min 　 at 　80 ° G ．　 Thc　color 　deve 置opment 　obeyed

Beer，s　law 　il　the　 pyrophosphate　 concentration 　 range
from　2．00× 10− 6Mto 　2．80× 10 −sM ．　The 　 molar 　extinc ．
tion　 coe 田 cient 　 at　825　nm 　 was 　calculated 　to　be　2．82×

104dm3 　mol
− 1cm −1．　 The 　absorpt 量on 　spectrum 　of

heteropoly 　b且ue 　from 　pm ）phosphate 　was 　fairly　different
from 　that　of　orthophosphate

， 80　that　separa 亡ory 　deter−
minatio 皿 could 　be　 achieved ．　 The 　 pr   edure 　 fbr　 the

simultaneous 　 dete   ination　 of 　 orthophosphate 　 and

pyrophosphate 　iS　as 　follows：　The 　solution 　containing

orthophosphate 　 and 　 pyrophosphate 　 wa8 　heated　 with

the 曲 伽 re 　of　 1．74× 10−sM 　 Mo （V ）and 　3．84× 10−8
MMo （VI ）in　 O．rO　M 　 HC 且04　 at　80 ° C 　for　30　min ．
The 　 absorbances 　 were 　 mcasured 　 at　 700　nm 　 a 皿 d 　750
nm ．　 Orthophosphate　and 　pyrophosphate 　were 　 deter・
mined 　 using 　the 　known 　molar 　extinction 　coeMcients 　of

heteropoly　blues　from 　erthophosphate 　and 　pyrophos ■

phate　 at 　 700　nm 　 and 　750　nm ．　PtOf4 −
of （4．00× 10−e

〜2．40 × 10 −s）Mand 　 PO4 ；− of （4．00 × 10−6〜2．40×

10− 5）Mcould 　be　determined 　within 　6％ relative 　error ．
Below　O．36　M 　HCIO ‘

the 　solubility 　of 　heteropoly　blue
from　pyrophosphate 　 was 　 very 　 small 　 and 　 heteropOly
b且uc 　 precipitated　quantitatively　 at 　O．28　M 　HCIO

‘
for

standing 　at 　O °G 　for　60　min ．　 Based　on 　thiS　phenomenon
the 皿 ethod 　fbr　the　deten皿 ination　of 　orthophosphate
in　the 　presence　of 　pyrophosphate　is　a   o　described．

　　　　　　　　　　　　 （Reccived 　J岨 e　25
，
1981）

　　 Keumont 　phiuse8

spectrophotometric 　 simultaneous 　 determinations　of

　orthophosphate 　and 　pyrophosphate 　by　heteropoly
blue　formation ．

銅 （II）の 錯滴定 に お け る指示薬と して の 2一ピ リジン ア ル デ ヒ ドー

2’一ヒ ドロ キシナ フ チル ア ミン

飯盛　和代
＊

，　飯盛i 喜代春 
，　山崎 　数恵

＊ ＊

（1981 年 5 月 11 日 受 理）

　2一ピ リジ ン ア ル デ ヒ ドー2L ヒ ド ロ オ キ シ ナ フ チ ル ア ミ ン （以下 PHN と 略 記）は 銅 （II） の 吸 光光度

定量試薬 と し て 用 い ら れ る が ， こ れ が 銅 （II） の 滴 定 指示 薬 と し て も 用 い ら れ る こ と を検討 した ．ま ず ，

PHN の 酸解離 定数 を 求 め ，　 pKi ，　 pK2 は そ れ ぞ れ ，
3 ・75，8．25 で あ っ た ．　又 ， 銅（H ） の 過剰 に お け

る PHN 銅錯体 の 生 成定数 K ＝5・OXIOD が 得 ら れ た ・EDTA に よ り銅 （II）を キ v 一ト滴定 す る と き ，

PHN を 指示 薬 と した 場合 ， 当量点付近 の 変色 は 赤 と う色 か ら淡青色 に な っ た 点 で あ る． こ れ を 光度 滴

定 に よ っ て 確 か め ， 実験値 は よ く一致 した ・又 ， 既 に 銅 （II）滴定 の 指示薬 と し て 用 い られ て い る ピ リ

ジ ル ァ ゾナ フ ト
ール （PAN と略 記 ），チ ア ゾ リル ァ ゾ ナ フ トール （以下 TAN と 略記）， チ ア ゾ リ ル ァ

ゾ レ ソ ル シ ン （以下 TAR と略 記 ）試 薬 と 比較 し 満 足な結果 が 得 ら れ た ，

1 緒 言

PHN が銅 （II） の 吸光光度定量試薬と して 用 い られ る

こ とは既 に 報告
1） した ．PHN の 含水 ア ル コ ール 溶液は

＊ 佐 賀短 期大学 ： 佐賀県佐賀市 神園 3−8−1
＊ ＊

佐賀大 学理 工 学 部 ： 佐賀県佐 賀市本庄町 1

淡黄色で あ るが ， 銅 （II）と反応し て 赤と う色水溶性 の 錯

体を生成 す る。 こ の 錯体 の 水溶液 に EDTA の 水溶液を

加え る と直ち に 脱色 し， 淡 青色 に な る こ とか ら PHN が

銅 （II）を EDTA で滴定する と きの 金属指示薬 と し て 用

い られ る こ とに 着 目 し検討 を加 え た ．当量点に お け る 変

色を検討する に当た り，PHN の 酸解離定数 ，
　 PHN 銅
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錯体の 生成定数を測定 した．又 ， 既に 銅 （II） の EDTA

に よ る キ レ ー ト滴定 の 金属指示薬として用い られ て い る

PAN2 ）
，
　 TANS ）

，
　 TAR4 ） な ど と比較検討 し ， 満足 な 結

果が得 られ た ．

2 実 験

　2 ・1　試 　薬

　2・1・1PHN 　　既報
1＞ に 従 っ て 合成 し ， 使 用 に 当 た

っ て は 8．1× 10− 3mol
／1 ア ル コ ール 溶 液 と した ・

　2・1・2　銅及びその 他の金属の標準溶液　 銅 に つ い て

は 純銅 の 約 0 ．69 を 精 ひ ょ う し， 少 量 の 濃硝酸 に 溶 解

し ， 水 で Il に す る・又，他 の 金 属に つ い て は ， そ れ ぞ

れ の 硝酸塩 （特級試薬 ）を 水 に 溶解 し ， 標準 EDTA 溶

液 で 標定 し た ．溶 液 の 濃 度 は 金 属 イ オ ソ に つ い て す べ て

6．25　×　10−2　mol ／l に 調 製 し た ・

　2・ 1・3 緩衝溶液 　 pHl 〜7 ま で は 0・1M 酢酸 ナ

ト リウ ム と IM 過塩素酸 ，
　 pH 　5〜 9 ま で は 0 ・5M ホ

ウ 砂溶液 と 0．lM 塩 酸，
　 pH 　10〜12 に つ い て は 0・05

M ホ ゥ 砂溶液 と 0 ．1M 水酸化 ナ ト リ ヴ ム を そ れ ぞ れ 混

合 し調製 し た ．叉 ， 滴定時 に は 上 記 の 外 に 酢酸 と酢 酸 ナ

ト リ ウ ム の 混合 溶 液 を 用 い た ．

　2 ・2 装　置

　吸 光度 の 測定 は 日 立 製分光光電光度計 139型 ， pH の

測 定 は 日立一堀場製 ガ ラ ス 電極 pH メ ータ ー M5 型 を そ

れ ぞ れ 使 用 した ．

　2・3　定量操作

銅 （II） と し て （0 ・5〜20）mg ／20　ml を含む溶液 に 緩衝

溶液 3ml を加 え pH 　4〜5 と し ，
　PHN 指示薬 （0 ・5 ％ ア

ル コ
ール 溶液 とす る ） （2 〜 4 ）滴加え る と 直ち に 赤 と

う色 に な る． こ れを 0 ・OIMEDTA 標準溶液 で 滴定す

る．終点 に お ける変色 は赤 と う色 が 退色 しほ とん ど無色

と な り， 淡青色 に な っ た 点で 明 り ょ うで あ る．

3PHN 試薬 の 酸解離定数の 測定

　PHN の 8．1　×　10’5　mol ／lの ア ル コ ール 水溶 液 （ア ル

コ
ール と して 2 ％ 溶液） の pH の 変化 に伴 う吸収曲線

を Fig．1 に 示 した．

　pHL20 よ り酸性側 で は 曲線 A と ほ とん ど同 じで 溶液

の 色 は 無色 で あ る，pH が しだ い に 高 くな り，
　 pH 　6・88

まで は 吸収 が 増加 す る と と もに 吸収極大が 長波長 に ず

れ ， 曲線 B に 示す よ うに な る．pH が こ れ よ り更 に 高 く

な ると吸収が減少し ， pH 　9 ・74 で 曲線 C の よ うに な り，

こ れ よ り ア ル カ リ側 で は 吸収曲線は C と同 じ よ うに な

る．こ れ らの こ と か ら，
PHN を H

，
R ＋

で 表すな らば ，

PHN は こ の 溶液 の 中 で pH の 変化 に 伴い 式 （1）及

び 式 （2 ） の よ うに 解離し ，
二 塩 基酸 と し て 行動 し て い

OO

憙
占

』
O叨

』

く

Wavelength，　 nm

Fig．　 l　Absorption　sp   tra　of 　PHN

　　 　　A ： pH 　1．20； 　B ：pH 　6．88； C ；pH 　9．74； 匚PHN コ：

　　 　　8．1X 正0疊5 ；　　Temp ．： 250C ；　 Ionic　Streコ gth　： 0．1；

　 　 　 　 Refercnce　1　Reagent 　blallk

る と考 え られ る．

　　H2R ＋

；＝ ± H ＋
十 HR 　KI＝［H ＋

］［HR ］／［HzR ＋

］

　　　　……………………一………・…・…………（1）

　　HR 　V 　H ＋
十 R − Kt ＝［H ＋

］［R
−
］／［HR ］…（2 ）

　こ こ で K ， ，
K2 は それぞれ第 1及び 第 2 の 解離定数を

表す． Fig・1 に おける 曲線 A と B 及び曲線 B とC の 間

に ある吸収曲線 は それ ぞれ H
，
R ＋ と HR 及び HR と

R 一
が混合 して い る場合を 示す．ある波長 に おけ る こ れ

らの混合溶液 の 吸光度を それぞれ A
， 及 び A ・ とす る．

又，曲線 A ， B，　C は それ ぞれ PHN が完全 le　H2R ＋

，

HR
，
　R 一

に な っ た と き の 吸収曲線 で あ り ， 同
一波長に お

け る こ れ らの 吸光度 をそれぞれ AH2R ，　 AHR，　 AR とす

る と式 （3）， 式 （4 ＞ が 得 られ る．

pH ＝pKi 十 109［HR ］／［H ，
R ＋

］

　 ＝ pKi 十109 （A ，
− AH2R ）／（AHR − A1）　……（3 ）

pH ＝・pK ：十 109［R
−
］／［HR ］

　 ．．　pK2 十 lo9（At − AHR ）／（AR − A2）　・・・・・・…　（4 ）

　PHN 溶液を
一

定量採取 し
， 緩衝溶液を 加 え て pH を

調節し水を 加えて 一定容積にす る．そ の
一

部 に つ い て，

340 皿 に お け る 吸光度を ，他の 部 分 に つ い て は pH を そ

れ ぞれ 測定 し ， Fig．2 に 示す直線が得 られ た ．

　Fig ・2 か ら， 直線 の こ う配は 1 で あ り，
こ の 直線 と縦

軸 0 と の 交点か ら求め た pKi ，
　pK ， は それ ぞれ 3・75

，

8．25 で あっ た．

4　銅 （II） と PHN 錯体の 生成定数の 測定

銅 （II） と PHN と の 混合溶液 の pH 　1〜10 に お ける
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 pH

Fig。2pH −10g［Base ］／［Add ］ plot　for　deterrnining
　 　 　 　 acid 　 disseclation　 constants 　 of 　PHN

　 　 　 　 A ； pKi 　 curve ，　 slope ＝1．0； B ： pX2 　 curve ，　 slope ＝1．0

種 々 の pH に 対する 吸収曲線を求め
，

こ れ よ り錯体生成

の 状態を検討 した．pH 　 1．25 以下 で は 400 ・n 皿 付近 に

吸収の 極大がみ られず ， 錯体は 生成 して い な い と思わ れ

る が ， pH 　3．60〜7．00 の 範囲 で は 吸収曲線 は ほ とん ど

変化 し な い ．490nm に 吸収 の 極大が あ り， 錯体 が 生成 し

て い る と思わ れる．又 ， pH 　IO で は吸収曲線の吸収極大

は な くな る．以上 の こ とか ら， pH 　3 ．60 以下 で は 錯体 生

成 は 不完全 で あ り，又 ， pH 　 7・00 以上 の ア ル カ リ側で は

OS　（II）水 酸化物 の 沈殿 の 可能性 もあり ，
　 PHN の 分解 も

考え られ るの で 錯体が生成 しに くい と 思われ る・PHN

に 対 し て 銅 （II）が過剰に 存在す る よ うな条件で は ， 生成

す る錯体 は た だ 1種類 と考え られ る．既報
1）か ら錯体 の

組成比は銅 （II）：PHN ≡ 1 ： 1 で ある こ とが分か っ て お

り， 次の よ うな平衡が成立する と思わ れ る．

　　 Cut＋
十 H2R ＋

零＝ゴ CuR ＋
十 2H ＋

　　　 K ，
＝ ［CuR ＋

］［H ＋

］
3
／［（】u2

＋

］［H2R ＋

］　……
（5 ）

こ こ で K 「

は平衡定数 で あ る。こ こ で 式 （5） の 対数を

とれば

　　pK
’＝＿log［CuR ＋

］ノ［H2R ＋

］十 2pH 十 log［Cuz ＋

］

　　　　■■・・・・・・・・・・・・…　一・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　（6）

式 （6）が 得 られ る．混合溶液の 490nm に お け る吸光

度を Akgo とし， 加え た PHN 試薬が完全 に銅 （II） と錯

体を生成 した とき の 吸光 度を 躍
゜

とす る と， こ の 波長 で

は銅錯体 の みが吸収を持 つ の で式 （7 ） が得 られる．

　　log［CuR ＋

］ノ［H2R ＋

］； log轟
go

／（」ぎL 』錚
o

）

　　　　…・……・………・……一 …・……・…………（7）

式 （6 ），式 （7 ） よ り式 （8 ）が得 られ る．

pK
「

＝ − 109 ∠蝿
9●

／（ASoe− 」4おoo

）十 2pH 十109［Cu 雪 ＋

】

　　一 …一 ………・…………・・……・…………（8 ）

　 こ こ
・
に お い て pH と 109［CuR ＋

］／［H2R ＋
］ の 関係を

Fig ・3 に 示す．
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Fig．3　pH −log［Cu −complex ］／［PHN ］ for　deter一
mi 血 g　pKt 　 of 　copPer 　complex

Ionic　 strtngth ：0」

　 Fig・4 の 直線 の こ う配 は ほ ぼ 2 で あ っ た． こ の こ と

は 式 （5 ） の 平衡が成立 して い る こ と， 錯体 の 組成比が

銅 （II）：PHN ＝ 1 ： 1 で ある こ とを示す．こ の 直線 と縦

軸 の 0 を示す直線と の 交点か ら

1／2（pK
「− log［Cu2 ＋

］）＝＝2・25　　…・・・・・・・…　。…（9 ）

が得 られ る．式 （10） で 示 さ れ る 反応 の 平衡定数を K と

すれば式 （11）が得 られ る．

Cu2 ＋
十 R 一

蕁＝＝≧CuR ＋　………・…・……・……
（10）

K ＝ ［GuR ＋

］／［Cu2 ＋

］［R
−
］＝ K7K 且K2　……

（11）

式 （9 ＞， 式 （11） よ り K ＝5．0 × loeが算出 され た ．こ

こ で K は 銅錯体 の 生成定数 で ある．

5PHN を指示薬 とす る銅 （II）の錯滴定法

　5 ・1　原　理

　pH く 1 で は 銅 （II）−EDTA 錯体 の 見掛け の 安定度定

数が小 さ くな り， 又 ， 銅 （II）
−PHN 錯体 もほ とん ど生

成 されず着色し な い し，PHN 自身 も分解する 可能性 も

ある．従 っ て ， 銅 （II）の EDTA 滴定 は 銅（II）−PHN 錯

体 の 赤と う色が 最 も濃 い pH 　4〜5 で 行 うの が 適当 で あ

る．銅（II）−PHN 錯体及び 銅（II）−EDTA 錯体 の pH 　4

に お ける 見掛け の 安定度 定数
6｝は それぞれ 1．8x106

，
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2．3× 10且゚ と算出された．これ らの 値を用い て pH 　4 に

お け る滴定率 a と PHN の 変色率 φとの 関係を和田 ら
s⊃

の 方法 に 従 っ て 求め Fig・4 に 示した ．

1．0

90

80

（
3
⊆
g

＝

竃
右
 。。
轟
毛

室。
Q

0．7
　 　 0．8　　　　0．9　　　　1，0　　　　　1ユ　　　　　1．2　　　　1『3

　 　 　 　 　 　 Titration　fraction（a ）

Fig．4　Color　change 血 titration 　of　copper 　with

　　　　EDTA 　 using 　PHN 　indicator　 at 　 pH 　4．0

　終点 に お け る 変色は 肉眼 に よ っ て も 明 り ょ うに 判別

で ぎる． 赤と う色 か ら ほ と ん ど 無色 に な り 更 に 淡 青色

に な っ た と こ ろ を 終点 とす る．実際 に 滴定 し た 結果 を

Table 　 1 に 示 し た．

　Table 　1 か ら分 か る よ うに ，銅 の 量が 少ない ときは 誤

差 も 大 きく精度 も余 り よ くな い が ，
EDTA の 濃度を

0．001M に する と滴定が可能に な る．銅 の 量が多 くなる

と 良 い 結果 が 得 られ る．全体的に み て 正 の 誤差を与え る

傾 向が み られ る．

Tablc　l　 Results　 of 　visual 　titration

　5・2　肉眼によ る滴定条件の検討

　5 ・2・ 1 時間による影響 　　試薬と銅（II）の 反応 は 極

め て 速 く， 既報
1）の よ うに銅 （II） に試薬を 加え る と直

ち に 発色 （最大 発色時 の 約 90％）す る．従 っ て 滴定指

示薬 として は 十 分 で ある． こ れ に EDTA を 加え る と直

ち に 退色 し，終点に お け る変色 もみ や す い ．

　 5。2。2　 温 度 に よる影響　　既報
1） の よ うに 発 色状態 は

温度 の 変化 に 対 し ほ と ん ど影響を 受けな か っ た．常温 か

ら 80°C で 滴定終点に お ける変色 に影響は な く， 滴定値

も
一定で あ っ た ．

　5・2・3PHN の添加量 に よる影響 　　銅 （II） の 試料

溶液 に 加 え る PHN の 量 は 0・5 ％ ア ル コ ール 溶液 （4〜

5）滴 （PHN の 濃度 4xlo −s　mol ／l）で よ く，こ れ よ り

少ない ときは 変色が見に くく，多すぎる と PHN の 黄色

で 見 に くくな る．

　5 ・3　光度滴定法

　銅 （II）の
一定量 を 採り， 緩衝溶液を加えて pH 　4〜5

に調節 し，PHN を 数滴加 え て 0・01　M 　EDTA 標準溶

液 で 滴定する．滴定剤を 滴下 した 後， 反応溶液に水を加

え て 一定 量 と し ， そ れ ぞれ 490nm に お け る 吸光度を測

定 し ，
Fig ，5 　の よ うな滴定曲線 が 得 られた．終点付近

で は よ く直線と な り， 2本 の 直線 の 交点 は 当量 点 と
一

致

し た．な お ， 直線 B は 700nm に お け る 吸光度で
， 銅

一

EDTA 錯体を示す もの で ，　 EDTA の 滴下 と と もに 徐々

に 増加 し て い る こ とが分か る．

1．

1，

EDTA （titraロ t）　　　　　　 Cu （【1）

羸 P 　億 蕭 、　 鴇1 含黷 嵩
t「

琵留　　樋 ）　　（  ）　 （  ）

0

0

0

o

冒

呂』
o

鞏
く

O．OlO
．OlO
．OlO
．OlO
．010
，010
．0010
．0010
，0010
．0010
，0010
．001

1，lB3
．354
．808
．0316
．063L881

．653
．304
．937
．7816
，1533
．10

1．022
．033
．055
，0910
，1720
．340
．1020
．2030
．3050
．5〔〕81
．0202
．034

星．152
．133
．055
．且010
，2020
，250
．1050
．2100
，3］30
．4941
．0262
．103

十〇，13
十〇，100
．oo

十 〇．01
十 〇．03
＿0．00
十 〇．003
十 〇．007
十 〇．008
− 0．014
十 〇．〔鵬
十 〇．069

O．0270
．0120
．0270
．0200
．0190
．OZZO
．0280
．0280
．0300
．0310
．0350
．OS9

0，

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 EDTA ，　Iiil

Fig．5　Photometric 　titration 　curve

　 　 　 　 Copper ： t．91　mg 　 in　 25　ml ；　 EDTA ：0．OI　M 量　 A ：

　 　 　 　 Absorbancc　 at　 482　nm ；　 B ：Absorban ：e　 at 　 700皿 叫

　 　 　 　 Catculated　volume ： 3．0【m1
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T ・b1・ 2　 C ・mp ・dS・ n ・f ・・m ・ indicat・ r・　u ・ed 　 in　 tit・ati ・ n ・f　Cu （II）with 　 O．Ol・M 　 EDTA

Indicater

Cu （II）
taken

（  ）

　 　 　 　 PHN
−

　 Cu （II）　　　　 Sta 皿 dard
fouロd　（m9 ）　　　deviation

　 Cu （11）
f。 und （mg ）

PAN
−

　 　 Staロdard
　 　 deviatio皿

　 　 　 　 TAN
− −

　Gu （II）　　　　　Standard
fo皿 d （m9 ）　 deviation

　 　 　 　 TAR
　

　 Cu （II）　　　　　Standard
found （mg ）　 deviation

LO22

．0壬
3．065
．1010
，220
，4

1．082
．103
．095
．1410
．320
．4

0．0210
．Ol70
．O姓

0．0180
．0210
．032

1．Ol2
．093205

．1十
靂0．22
〔〕．7

0．OI50
．0180
．0230
．0420
．0280
，031

】．022
．e53
．055
」 010

．2
劉）．4

O．0130
，0160
．OHO
．0130
．0140
，024

LO22
．033
．055
．0910
．220
．4

0．0160
．0100
．0070
．OI40
．0100
，030

6　従来の 指示薬 との 比較

　EDTA に よ る銅 （II） の キ レ ート滴定に お い て ， 従来

か ら用 い られ て い る PAN
，　TAN ，　TAR と PHN の 各

指示薬を用 い て それぞれ銅 （II）を滴定 し ，
　Table　2 の 結

果が得 られ た ，

　Table 　2 か ら分か る よ うに， 4 種類 の 指示 薬と もに ほ

とん ど同 じ よ うな値が得 られ，PHN も銅 （II） の 滴定指

示 薬と して 十分利用 で きる こ とが分か っ た．全体 として

PHN を用 い た場合 は やや TAN
，
　TAR と 比 べ て 正 の 誤

差を与え る傾向が あ り ，
TAN や TAR と比 べ て 色調 の

変化 は 大 きくない が，終点は 明 り ょ う で容易 に 判定 で き

る．

7 共存 イ オ ン の 影響

　PHN と反 応 し て 発色する ニ
ッ ケ ル ， コ パ ル ト，鉄

（III） な どの 各イ オ ソ は 銅の 吸光光度定量 に お い て 銅 の

量 の （2 〜 3 ）倍共存 して い て も 妨害 し な い こ と を 報

告
1｝ した ．しか し ，

PHN を 銅 の 指示 薬 と し て 用 い る 場

合 ， こ れ らイ オ ン が銅 の 滴定 に 及ぼす影響 に つ い て検討

し，そ の 結果は Table　3 に 示す よ うに な っ た ．

　Table　3 か ら分か る よ うに，正 の 誤差 を与え る の は 共

存イ オ ン が一部 EDTA を消費する た め と思われ，こ れ

Table　3　 Effect　 of 　diverse　ions

ら イ オ ソ の 妨害は 大きい が ， 終 点 の 変色 は 銅 （II）の み の

場合と 同 じで あ る． 鉄 （III）の 影響が 最 も大 きく， 銅の

約 1／50 （モ ル 比）以 上 共 存すれ ば妨害する． 比較的影

響 が少な い の は コ バ ル ト， ニ
ッ ケ ル で あ る．現在銅 の キ

レ ー
ト滴定指示 薬と し て用 い られ て い る MX ，

　PAN も

本指示薬 PHN と同 じ よ う に 上 記 イ オ ン の 妨害は大き

い ・Tab 且e　3 に 示 した値か ら， 上記イ オ γ が多量共存す

る 場合は あ らか じ め 除去す る か ，
マ ス キ ン グ す る 必要が

あ る．
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　 　 Add じd　diverse　 io皿 8
　

1・ n　　王麗罪 監訛許盟

　 　 Cu
− S 　 　　　Errqr
Taken 　　Found 　　　（m9 ）
（皿 9）　 　 （mg ）

Fe（m ）

F 己（111）
Ni （1亘）
Ni（II）
c 。（II）
Go （II）
Cd （II）
G 己（II）
Zn （II）
Zn （II）

0．】00
，200
．090
．180
．380
．760
．310
．620
，mO
．20

0，0230
．0450
．06十

〇．130
．080
．160
．0350
．0700
．0200
．D40

5．105
．IO5
．105
．105
，105
．105
，105
，105
．105
，10

5．］25

．605
．1r5
．355
．085
．405
．125
．325
．115
．30

十〇．02
十〇．50
十〇．0 【

十〇．25
− 0．e2
≒卜0．30
十〇．02
十 〇．22
十〇．01
十 〇．20

　2− Pソt ヨdほコ隠 ealdehyde ■2Lhyiroxynaph 重』yla』n 五ne

a8 　an 洫 d量偲 加 r 　h 。omp 夏e 竃 o 皿 etti 【c 　d 如 吐on 　of

coppet （n ）．　Kazuyo 　IsAGA 匸
＊

，
　Kiyoharu 　 IsAGAI　 and

Kazue　 YAIcA8AKr ＊零

　（
＊saga　 Junior　College

，
1−8−3

，

Kamizono
，　Saga −shi，　Saga；

＊ ＊Faculty　of　Scicnce　 and

Enginee 血 9・ Saga　University， 1
，　Honjo −machi ，

　Saga −
shi

，　Saga ）

　2−Py   dinealdehyde−2「−hydroxynaphthylamine （PHN ）
which 　is　hardly　soluble 　in　water 　but　soluble 洫 alcohol
has　been　used 　for　the 　spectrophotometric 　detelmination
of 　copper （II）．　 Since　PHN 　forms　 water 　 seluble

，
　 red ・

dish−orange 　complex 　with 　 copper （II）and 　the　color 　of

this　 copper 　complex 　diminishes　by　addition 　of 　EDTA
solution

，
　 use 　 of 　PHN 　 as 　 an 　indicator　for　the 　titrat量on

of 　copper （II）with 　EDTA 　 solution 　 is　 proposed．　At
first

，　the　 acid 　dissocia亡ion　constants 　 of 　 PHN 　were

determined　 at 　 25 ° C
，　 pt＝0．1，　 and 　pKi 　and 　pK ：

　were
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obtailed 　to　be　3．75　and 　8．25
，
　 respectively 。　 A且so 　the

fommat量on 　constant 　of 　thc 　copPer 　complex 　was 　estimated

as 　5．O　X 且0，．　 Therefore，　PHN 　 can 　be　used 　as 　an 　indi−

cator 　i皿 thc 　pH 　 range 　3．5〜4．5．　 The 　color 　at　the 　end

point　in　titration 亡ums 　from　reddish −orange 　tQ　light
blue　and 　the 　 equivalence 　point　was 　indicated　sharply ．

PHN 　may 　be　used 　as 　an 　indicator　like　 as 　the 　fa皿 iliar
reagents 　such 　as　 I−（2

−pyridylazo）−2−naphthol （PAN ），

1−（2−thiazolylazo ）−2−naphthol （TAN ） and 　4−（2−thiazo−

lylazo）
−resorcilol （TAR ）．　 The 　conditional 　formation

constants 　of 　copper 　PHN 　complex 　 and 　copper 　EDTA

complex 　at 　pH 　4　were 　evaluated 　as 　L8 　X　lO5　and 　2．3

× 10io
，
　 resp   tively，　 Using　these 　values

，　the 　relation −

sh 量p　bctween 　the 　ratio 　of 　metal 　titrated 　and 　the 　change

  color 　 was 　 obta 量ned ．　 The 　 result　 shows 　that 　color

change 誌 visually 　sharp 　at　the 　 end 　poilt　 when 　2　 to

4drops 　 of 　 O．5 ％ PHN 　 solutio 皿 in　 alcohol 　 are 　 added

to　the 　samplc 　solution ．　 The 　order 　of 　interference　by
diverse　iQns　is　iron＞ zinc ＞ cadmium ＞ nickel ＞ cobalt ．

　　　　　　　　　　　　 （Rcceived 　May 　l　1，1981）

　　KeUtoenl　phrtzses
indicator　 as　 complexometric 　 titration 　of　coPPer （II）；

　d誌s  iation　constant 　of 　2−pyridi皿 ealdehyde −2Lhydro −

　xynaphthylamine ；formation　constant 　of 　2−pyrid血 e −

　aldehyde −2　Lhyd 【℃ xynaphthylam まne 　copper 　co 皿 plex．

Jendrassik− Clegho］rn 法による患者血清中の

ビ リル ビン濃度測定 の基礎的検討

真　鍋　 幸　男
＊

（1981 年 7 月 1 日 受 理 ）

　従来 の 血 清 ビ リ ル ピ ン の 分画 定 量 法 で 不 明確 な 点 は ， （1）総 ビ リル ピ ン と し て 反応 さ せ た と き の ， 抱

合 型 ビ リル ビ ン に 対 す る 促 進剤 の 効 果 ， （2）抱合型 ビ リ ル ピ ン と して 反応 さ せ た と き の ， 遊離 型 ビ リ ル

ピ y へ の 影響 ， （3）抱合 型 ， 遊 離 型 両 者 の ア ゾ 色 素 の 濃 度 と 吸光度 の 関 係 な ど で あ っ た ．

　今 回 ， 自製 の 抱合 型 ビ リル ビ ン と市 販 の 遊 離 型 ビ リ ル ビ ソ を 用 い て 検 討 し た 結 果 ，
こ れ らの 不 明 な 点

が 解 明 さ れ Jendrassik−Cleghom 法 を一部改 め て 使用 す る こ とに よ り， 精度 よ く測定 す る こ とが で き る

よ う に な っ た ．

1 緒
二齟
口

外観は 同 じ よ うな黄だ ん の 思者 で も，例えぽ閉そ く性

の 場合は グ ル ク P ソ 酸抱合型 の
， 溶血性 の 場合 は 遊離型

の ビ リ ル ピ ソ 濃度が血中 で 増 加す る の で，臨床化学検査

で は 血 清中の ビ リル ピ ン は，遊離型と抱合型 に 分け て 定

量 さ れ て い る．定量に は ビ リル ビ ン に芳香族ジ ア ゾ ニ ウ

ム 塩を カ ッ プ リ ソ グ させ る 比色法 が広 く用 い られ て お

り，遊離型 ビ リ ル ビ ン は 疎水性 の た め に ， い わ ゆ る促進剤

を加えな い と反応を起 こ さ な い が，抱合型 ビ リ ル ビ ソ は

水溶性で 促進剤 の 有無 に か か わ らず反応す るの で，促進

剤を加え て 総 ビ リル ビ ン を ， 加 えない で 抱合型 ビ リル ビ

ソ を定量 し て，そ の 差を遊離型 ビ リル ピ ソ と して い る．

＊
東 京逓 信 病院第 二 臨床検 査 科 ： 東京 都千 代田区富 士

　見 2−14−23

　しか し ， 遊離型 ビ リル ピ ソ は 純品が市 販 され て い る の

に 対 して ，抱合型 ビ リ ル ビ ン は そ の 精製が困難なた め に

現在入手で きな い ．従 っ て 現状で は 抱 合型 に つ い て は ，

そ の 標準液が な い ま まに 測定が行わ れ て お り ， そ の 濃度

は 遊離型 ビ リル ビ ソ の 標準液 の 濃度と吸光度 の 関係をそ

の ま ま準用 し て い る．著者 は こ の 現状 に つ い て再検討し

た い と考え て ， まず ブ タ 胆 の う胆 じゅ うを原料 とし て
，

平均純度 90 ％ で 遊離型を 含まな い ビ リル ビ ン ジ グ ル ク

ロ ニ ドを精製 した
1）．

　今回 は こ の 精製 し た ビ リル ビ ン ジ グル ク ロ ニ ドと市販

の 遊離型 ビ リル ビ ン を 用 い て
， 目常 の 臨床化学検査法

と し て 広 く用 い られ て い る定量法 の
一

つ で あ る Jendras・

sik −Cleghorn 法
2）を用 い て 検討し ， そ の 操作法を改良 し

て 正確な定量法を開発す る こ とが で きた の で 報告する．
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