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報 文

電位差滴定法 に よ る卵ア ル ブ ミン の 定量

河 野賢太 郎  
，　 吉永鉄大 郎 ，　 谷 村 　俊史

＊

（1982　（El　lO　月　　15　日 受 f里）

　イ ナ ン 選 択性電極 を 用 い る た ん 自質 の 定量 に 関 し て 卵 ア ル ブ ミ ン を 用 い 基 礎 的 研 究 を 行 っ た ．本 研 究

で は イ オ ソ 選択性 電極 を 指示 竃 極 と し て 卵 ア ル ブ ミ ン 溶 液 に 10’， M の 硝酸銀 溶液 を 滴下 す る 電 位差滴

定法 を 適 用 し た ．そ の 結 果 ， 滴定曲線 に 明 り ょ う な 変曲点 が 認 め られ ，
こ の 点 を 終 点 と し て ア ル ブ ミ ン

駐 と硝酸 銀 量 の 関 係 を プ P ヅ ト し た と こ ろ，お よ そ p且 4〜 8 の 範 岡 で 良 い 直線関係 が 得 ら れ た ．叉 実

験 結 果 か ら 電 位 差 滴 定 法 と直 接 法 と を 比 較 す る と 電 位 差 1剛 三法 の ほ う力星一け た 程 度 ア ル ブ ミ ン に 対 す る

感度 が 低 い こ と が 分 か った ．

1 緒
二、
口

　著者 ら は イ オ ン 選択性電極 （以下 ISE と略記） を利

用す る た ん 白質 の 定 量に 関し て 基 礎的研究を 行 っ て きた

が ， そ の 結果 ，
ISE を 銀イ オ ソ ーア ル ブ ミ ソ 溶液系に直

接浸潰す る 方法 （直接法 ） で 低濃度 か ら高濃度 ま で 測定

す る こ とが 可能 で あ り，条件に よ っ て は 銀 イ オ ン は た ん

白質 中 の チ オ
ー

ル 基 以 外 の 官能基 ともか な り反 応す る こ

とが 明 らか に な っ た ． 又 ， こ の 場合 pH や 銀 イ オ ソ 濃

度を 適当 に 選 択す る こ とに よ り高感度 な応 答を示す 条件

も見 い だす こ と が で きた ．た ん 白質 （ア ル ブ ミ ソ ）濃度

が増大する と平衡に達す る ま で の 時間 （応答時間） が ほ

ぼ 直線 的 に 増大す る こ とが 分 か っ た が 実際 に は 約 lO 秒

以 内に 急速 な電位低下 が 起 こ り ， 数
．
卜秒程 度 で 緩や か な

傾 斜 で 低 下 を 続 け る 電位一時 間 曲線が得 られ る の で 測定

時間を電位測定開始後 か ら数 分後 に 定 め て お けば完全 な

平衡 に 達す る ま で 待 た な くて も実用的 に は 差 し 支え ない

もの と思 わ れ る． と こ ろ で ISE は い ろ い ろ な 方法 で 分

析 に 利用す る こ とが で ぎ る が ，ISE を電位 差滴定法 で の

指示電極 と し て用 い れ ぽ滴定終点に お げ る 電位飛躍 に よ

っ て 対象 イ オ ン 種 を 高感度 に 測定す る こ とが で きる，た

ん 白質の 定量 に ，は じ め に 述べ た よ うな 方法 で ISE を

応用 し た 例
t）
− S）は あ る が 電位差滴定法を た ん 白質 の 定量

に 利用 し た例 は 見当 た らな い ．そ こ で 本研究 で は そ の 適

用 可能性 と測定濃度範 囲及 び 感度 （あ る い は 検 出限界）

　
＊ 九 州工 業 大 学 環 境 工 学 科 　福 岡 県 北 九 州 市 戸 畑 区 i［1【

　 　 水 町 1−1

な ど に つ い て 実験的検討を行 っ た ，

2　実 験

　2・ 1 試 　薬

　硝 酸銀 は 市販 （和光純薬製） の 試 薬特 級 を 使 用 し た ．

　緩 衝 溶液 ： pH 調整 用 に 酢酸
一
酢酸 ナ ト リ ウ ム 系 （pH

3．40 〜 5．90） 及 び 四 ホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム ー
ホ ウ 酸 系　（pH

7．00〜9 ．25） の 2 種 の 緩衝 溶 液 を 用 い た ．

　 卵 ア ル ブ ミ ン ： 本 実 験 で 用 い た 卵 ア ル ブ ミ ン は 市 販

（東京 化 成 工 業 製） の オ ボ ア ル ブ ミ ソ を 精 製 し て 用 い た ．

オ ボ ア ル ブ ミ ン の 精製 は 100ml の 水 に 約 49 の 割合 で

オ ボ ア ル ブ ミ ン を 溶解 し ， 遠心 分 離， 泝 過 に よ り 浮遊

物 ， 沈 殿 物 を 除 去 し た 後 ， 凍結乾 燥 し た ．

　2 ・ 2　装　置

　 pH 測 定 は 東 亜 電 波 工 業 製 の デ ジ タ ル pH メ ー
タ
ー

Model 　HM20B 型 を 使 用 し ， 自動電 位差 測定 装置 は 京

都 電 子 工 業 製 の AT −06 型 を 使 用 し た ．銀 イ オ ン 選択 性

竃 極 （SISE ）は 硫 化 銀 を 圃 体 膜 とす る 東 亜 電波 工 業 製

AG −125 型 を 用 い た ．参照電極 は 堀 場製作 所 製 の 塩 化 銀

電極 （ス リ
ーブ 型 ） No ・2630A を 用 い た ，

　 2・3　操　作

　SISE と参 照電極を 自動電位差測定装置 に 接続 し ， 滴定

槽に 入れ た
一

定量，所定濃度 の ア ル ブ ミ ソ 溶液を LO ×

10−4M
の 硝酸銀溶液 で 自動滴定 を行 っ た ．必要 に 応 じ

て 緩衝溶液を 用 い た ．硝酸銀溶液 に よ る 滴定は す べ て

遮光下 に 行 い SISE一参照 電極 間 は 塩橋 （寒天 3・Og ＋ 水

1009 十 硝酸 カ リ ウ ム 10・09 ） を用 い て 連結 し た．な お，
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SISE は 測定 に 用 い る前に た ん 白質溶液 に 24 時間 以上

浸潰 し て 用 い た．

3 結果 と考察

　3・ 1 電 位 差滴定曲線 に お ける 謎 点と ア ル ブ ミ ン 濃度

の 関係

　本実験 で は まず緩衝溶液 の な い 条件 で の 種 々 の ア ル ブ

ミ ン 濃度 に 対 す る 滴定 曲線 を 自記記録 さ せ ，曲線 上 の あ

る 特 定 の 点を終点 として ， 終点 とア ル ブ ミ ン 濃度 の 関係

を 求 め た ．滴 定曲線 を Flg ・11c 示 す．　 Fig ・1 か ら，曲

線   の ア ル ブ ミ ソ 無添加 の もの を 除 い て ，い ずれ も変曲

点 の 存在す る S 字型 曲線を 示 し て い る． そ こ で 各 曲線

の 変曲点を 終点 と定 め ， ア ル ブ ミ ン 量 ｛Malb （mg ）｝ と

10’，M の 硝酸銀溶 液 の 滴定 量 ｛VAg （ml ）｝の 関係 を プ

ロ
ヅ トする と良好な直線 とな り

η〜alb （mg ）≡ Ll6 　VAg （ml ）− O・25 ……・・・…（1）

の 関係が得 られ た．こ こ で定数項は ア ル ブ ミ ン 無添 加 溶

液に 対す る もの で 自記記録計 の グ ラ フ Eの ペ ソ の 遅 れ な

ど電気的機 械的原因に よ る もの と 思われ る． そ こ で ，

ア ル ブ ミ ン 無添加溶液 に 対す る 値を空試験値 と し て 各終

点値か ら差 し引 くこ と に す れ ぽ補 正 式 と して

m 。 lb （mg ）≡ 1・16　VAg （m1 ）

　　｛pH 　 6，8 （滴定 前）→ pH 　 6．3 （滴定後）｝

　　…………・・……・一 一 一 ………………（2 ）

が 得 ら れ る． こ れ ら の こ と か ら ， 上 で 定 め た 終点決 定 法

が使用 で きる こ とが分か っ た ，又 滴定曲線の 形は ア ル ブ

ミ ン 無添 加溶 液 の 場 合，Nernst の 式 に 従 っ て 起電力 は

銀 イ オ ソ の 濃度 増加 に 伴 い 対数曲線 的増加 を 示 す は ず で

あ り， 実際 曲線   は そ の 形を示 して い る，ア ル ブ ミ ン 添

加溶液 の 場合 は 当然あ る 程度の 相違 が 生 じる．も し ア ル

ブ ミ ン が滴定 時間内 に完全 に 銀イ オ ン と化学量論的反応

をす る な らば ，そ の 電位 は 銀イ オ ソ 吸着量 が ア ル ブ ミ ソ

と 当量 に な る ま で ほ とん ど変わ らず ， ア ル ブ ミ ン と 当量

の 銀 イ オ ソ が 反応 し終わ っ た 後に 比 較的急速な 立 ち 上 が

りを 見せ ，以後は 曲線   と 類似 の 曲線を 示 す こ と に な

る ．実際 の 滴 定 曲線 は 連続的 な 滑 らか な 曲線 と な っ て い

る が予想に 近 い 形 を し て い る，従 っ て 完全 な量論的反応

で は な い に し て もそ れ に 近 い 形で 反応が 進ん で い る もの

と思われ る，実際 ， 前 述 の よ うに ア ル ブ ミ ソ 量 と銀 イ オ

ン 吸着量 （反 応量） と の 間 に は 良好な直線関係 が あ る の

で こ の こ とを 示唆 して い る，更 に こ の 点を 詳細に 検討す

る た め に ア ル ブ ミ ン 1 分子中の チ オ ール 基 の 数 （す な わ

ち ，シ ス テ イ ソ 残基 ¢ ）数）を 文献値側 に 従 っ て 5〜7 と

仮定 して 計算 （分子量 は 45000 と し た ）する と 実験値

との 間 に か な りの ずれ が あ っ た 。しか しチ オ
ー

ル 基 の 数

を 4 と仮定すれ ぽ ア ル ブ ミ ン に 対 す る 銀 イ オ ン 吸着量 の

実験値 と計算値が良い
一
致 を 示 した ．結果を Fig ・2 に

示す． 同 じ結果は M
。 lb （mg ）三 （M ／n）X 　10『4

　VAg （ml ）

と式 （2）を比較す る こ と に よ っ て も得 られ る．た だ し，

M は ア ル ブ ミ ソ の 分子量 で ，n は 銀 イ オ ン と 量論的反応

をす る シ ス テ イ ソ 残基 （あ る い は チ オ
ー

ル 基 ）の 数 で あ

る． こ の こ と は ア ル ブ ミ ン 分 子中 の チ オ
ー

ル 基 と銀 イ オ

ン とが特異的 に 反応 （結合）する もの と仮定すれ ば 立体

化学的 に 表面 に 現れ て い る チ オ ール 基 の 割合 が 約 80 ％

な い し 60％ で あ る こ とを 示 唆し て い る．

3・2 滴定終点 と滴定速度の 関係

Fig ・1 に 示 し た 結果 は 本実験 で 設定 で き る 最 も小 さ
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い 滴定速度 （20ml ／30　min ）で 得 られ た もの で あるが 滴定

速度 の 影響を 調 ぺ る た め に Fig ．1 と同
一

条件 で 滴定速

度 の み 変え た 実験（20m1 ！6　min ）を 行 っ て み た と こ ろ ， 次

の こ とが 明 らか に な っ た．（1）滴定速度 が 大 きい と空試

験値 ， す な わ ち ア ル ブ ミ ン 無添加溶液 に 対す る 見掛け の

終点値 も大 き くな る．（2）低速度 で の 検量線が 直線 な ら

ば 高速度 の もの もほ ぼ直線 に な る が プ ロ
ッ ト の ぱ らつ き

が少 し大 き くな る，（3）滴定 速度が 大 きい と低速度 の 場

合 と比較 して 終点値 （空試験値を 補正 した もの ） が か な

り高め に 出 る （
一

例を示 せ ぽ約 20％）すな わ ち ア ル ブ ミ

ン の 単位重量 当 た りの 銀 イ オ ン 吸着量 が 増大す る． こ の

こ と は 高濃度 の 銀 イ オ ソ や水銀 イ オ ソ は チ オ ール 基以外

の 官能基 と も反 応す る とい う現象 と も関係が あ る か もし

れ な い ． （4）滴定速度が 大 きい と 立 ち 上 が りが 比較的

早 く （従 っ て 滴 定量 が 相対的 に 少ない と こ ろ か ら）始 ま

る． こ れ は 吸着 が 完全 に 平衡 に 達し て い な い うち に 銀イ

オ ン が添加 され て くる の で 溶液中の 銀イ オ ソ 濃度が相対

的 に 増大す る結 果 ， 電位が 上 昇す るた め で あろ う，以上

の 実験結果か ら，以後 の 実験 は す べ て 低速度 （20ml ／30

min ） で 滴定が行われ た ．

3・3　電位差滴 定曲線 に及ぼす pH の影響

前項ま で の 実験 は 緩衝溶液の 効果 を 除い た 条件 で 検討

した が， た ん 白質は
一

般 に pH の 影響を受け やす い の

で そ の 影 響を 調 べ る た め に 緩衝溶液 を用 い ， 幾 つ か の

pH に つ い て 電位 差滴定 曲線を 求め た ．　 Fig ・3 に 幾 つ

か の 例 を 示 す． こ の 結果 か ら pH 　7 以 上 （pH 　9．2 以下）

で は pH に よ る滴定 曲線 の 形 の 変化 は 比較的小さ く，

い ずれ の pH で も よ く似 た 形を 示 す こ と が分か り ， 滴 定

前後 に お け る電位 の 変化 は ア ル プ ミ ソ 添加溶液に 対 して

約 （170〜200）mV で あ っ た ．一
方，　 pH が 7 よ り低 く

なる と pH に よ る曲線 の 変化は か な り大き くな る．例 え

ば pH 　4 ．1〜4．9 の も の に つ い て 示 せ ば，ア ル ブ ミ ン 添

加溶液 に 対 し て 滴定 前後 の 電位変化 は （80〜llO）mV と

な っ て い る．ア ル ブ ミ ソ 溶液は酸性領域で は 電位変化が

小 さい と言え る が こ の こ と は酸性 領域で の ア ル ブ ミ ン は

銀 イ オ ソ に 対す る 吸着能 が低 い と い う直接 法 に 関す る著

者 ら の 研究か らも了解 し うる もの で あ る． こ の こ とは 又

同時 に 各 pH に お け る 電位差滴定 曲線 に 見 られ る よ う

に 初期電位が ア ル ブ ミ ソ 濃度 の 増大と と もに 低下 し て い

る が 低 pH の も の は 低下 の 度合 が 小 さ い と い う事 実を

説明す る こ とに もな る．

　す な わ ち ，
ISE の 起電 力 は 対象 イ オ ン に 対 し て あ る 濃

度範囲 ｛例え ば （IO− 6〜loe）M ｝で 一般に 活量 （ある い

は 濃度） の 対 数 と直線関係 に あ る が 定 量限界以下 に な る

と電位 の 低下が小 さ くな り ， つ い に は ほ ぼ
一

定 の 値を示
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Fig．3　Potelltiometric　 titration 　 curves 　 at 　 several 　 values 　 of 　 pH

　 　　 　Albumin （mg ）
＿

（a ）：   0．D。  L3 ．  2．7．  5．3 ，   7」
，   8．3

， （b）：   0．0，  1．7，  3．3，  5，3，
　 　 　 　   6．6，  83 ，（c ） ：   0．0，  L ア，  S．3，  4，7，   6．6，  8 ．3，（d）：   0．0，  1．7，  3．3，  4．7，
　 　 　 　   6．6，  8．3； Samplc 　sulutiun ： Aib 町 nin 　l　ml ＋ buffer　s　ml 十H2015ml
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す よ うに な る． こ の 理 由は 十分 に は 解 明 さ れ て い な い が

試料溶液 あ る い は 標 準溶 液の 希釈時 に お け る 不純物混

入，溶媒 に 用 い る 水 の 巾に 不 純物 と し て 含 まれ る 対象 イ

オ ソ あ る い は そ の 他電極に 応答す る 物質 の 存在 ， 固 体膜

を形成 し て い る物 質 が 極 め て わ ず か で は ある が解離あ る

い は 溶解 して くる こ と な どが 考え られ て い る．本実験 の

場合，ア ル ブ ミ ソ 未添加溶液中 に 電極応答物質 （例 えば

重金属 イ オ ソ な ど）が存在 し て い る と 思 わ れ る．そ こ へ

重金属 イ オ ン な ど の 応答物質と反応性 の ある た ん 白質溶

液が添加 さ れ る と応答物 質あ る い は イ オ ソ が吸着 され て

電位 の 低下 が 生 じ る．し か し 本実験 で は た ん 白質濃度 を

あ る 程度以一ヒに 増加 させ て もあ る 限度以 ド に は 電位 が

低下 し な い と い う現象 も観察 され る． こ の こ とは 直接法

の 結果 か らも言 え る こ と で あ る が た ん 白質量 が イ オ ン の

当量 よ り大過剰 に あ っ た と して も 100　％ 吸着が起 こ る

わ け で は な い （例 えば 99 ．7 ％）と い う事 実 か ら 説 明で

き る．

　 と こ ろ で ， こ れ らの 各 pH に お け る 滴定曲線 か ら終

点 に お け る 接線の 傾き S （＝ dE．i
’dv） と ア ル プ ミ ソ 量 の

関係 を 調 べ た と こ ろ ， い ずれ の pH に お い て も ア ル ブ

ミ ン 量 の 増大 とともに傾ぎが減少す る傾 向 が 見 られ た．

特 に pH 　7〜8 程度 の もの に つ い て そ の 傾向 が 強 く pH

9．2
， pH 　4．1 の もの に つ い て は そ の 傾向が 比較 的小 さ

い ．特 ｝こ pH 　4．1 の もの に つ い て は 最 も変化 が小 さ く

第
一

近似 で ア ル ブ ミ ン 量 に 無 関係 で ほ ぼ 一
定 ｛（25土 5＞

mV ／m 正｝ と い う結果 が 得 られ る．

　 こ れ らの 結果か ら S の 大小 と 感 度 と は 無 関係 で あ る

こ とが 分 か る， S の 大 きい もの の ほ うが 終 点決定 に 際

し誤差 が 小 さい （そ の 意味で は 間接的 に 関係 が あ る）だ

け で あ る．例えば 本実験 の 条件で pH 　4 ．1 で は ア ル ブ

ミ ソ 濃度 L7g 〆
’1 の も の を　lml 用 い る と，終点で の

10− 4M
硝酸銀量 は 1．44　rn1 （空 試験値補正 で 1・11　 ml ）

で あ り，3 は 30mVlml で あ る． こ の 場 合，グ ラ フ か ら

の 読み取 り誤差を ± O．Iml と仮定 して よい で あ ろ う．

そ うす る と， こ の 条 件 で 測定 し う る 意味 の あ る ア ル ブ

ミ ソ 濃度 は （COO 〜sOo）mg ／1 程 度と な る，もち ろ ん ， 感

度を上げ る と い うこ と は ， こ の 場合 ， ア ル プ ミ ソ 単位 量

当た り の 硝 酸銀溶液 の 滴定量 を 増大 さ せ る とい うこ とで

あ る か ら低 濃度 の ア ル ブ ミ ソ 溶 液 に 対 して は 低濃度 の 硝

酸銀溶液を 用 い れ ば よ い ．し か し そ の 場合 も本電極 の 限

界濃度 で あ る 10−6M の 硝酸銀溶液 を 用 い る と電位 の 安

定が少 し悪 く な る ．も し 市販 され て い る 電極で 一け た 検

出感度 の 大 きい もの を使用すれば 10−6M
以下 の 硝酸銀

溶液を 用 い る こ とが で き （4〜5＞mgll 程度 の 測定 が 十分

可能 とな る．す な わ ち （5〜10）  程度 の た ん 白質 が あれ

ぽ 十分 測定 で き る．一
方，著者 ら の 研究 し て きた 直接法

に よ れ ば ，
10−7M

の 銀 イ オ ソ が 検 出 可 能 と し て ，0 ．02

mg 〆1 程度の 低濃度が 測定可能 と思わ れ る が ア ル ブ ミ ソ

量 に 換算 す れ ば 1　ng 程度 と な る の で ， 感度 か らは 電位

差滴定法 の ほ うが む し ろ 低 い と言 え る．

　次 に 各 pH に つ い て 得 られ た 電位差滴 定 曲線 に 対 し

終点を 求 め ， ア ル ブ ミ ソ 量 と IO−‘ M 硝酸銀溶液滴定量

の 関係 を プ ロ
ッ ト し て 得 た もの （検量線）を Fig・4 に

示す．Fi9 ・4 か ら，　 pH 　8・7，　pH 　9．2 な ど の 比較的 pH

の 高 い もの は一L向 ぎに 湾 曲 し て い る が ， pH 　4 ．1〜8．2 の

もの は 良 い 直線 性を 示 して い る こ と が 分 か る．す なわ

ち ， pH 　4．1〜8・2 の 範囲 で は 緩衝溶液を 使用 し て もア

ル プ ミ ソ と 銀 イ オ ン が ほ ぼ化学量論的反 応を し て い る も

の と考 え ら れ る，又，直接法 で の 結果 と同様 ，pH が 高

い ほ ど ア ル ブ ミ ン は 銀 イ オ ン と反応 しやす い と い う傾向

が あ る が そ の 差 は 大 きくは な い ． 感度 の 点 か ら 言え ば

pH 　7〜8 で 行 うの が 良 く検量線 の 再現性 の 観点か ら も

こ の 範囲 の pH が よ い ．
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Fig．4　 Calibration　 curves 　for　 albumin 　 at 　 various

　　　　pH 　by　potentiometric　titration　 method

　 　 　 　 pH ： 09 ．2工，θ 8，70，● 8．15，［］7．77，■ 7．氓 ｝，
　 　 　 　 △ 4，S7，　▲ 4 ．【4
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以上 の こ とか ら，次 の よ うな結論が得 られ る，

（1） ア ル ブ ミ ン 溶液に 10’4M 硝酸銀溶液を滴 ドし

　銀 イオ ン 選択性電 極を指示 電極と して 電位差滴定 を
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　　行 うと S 字型 曲線 が 得られ ，変曲点を終 点 とす る こ

　　とが で き る ． こ の 終点か ら 求 め た 銀 イ オ ソ 滴定量 と

　　ア ル ブ ミ ソ 量 の 関係 を プ 卩
ッ トす る と 良好な直線関

　　係が得 られ ，ア ル ブ ミ ン の 定 量分 析 に 適 用 で ぎ る こ

　　とが分 か （， た． た だ し， 検量 線は pH 依存性があ

　　り pH 　4〜8 の 範囲 で は 良好 な 直線が 得ら れ る が

　　pH が 8・5 を越え る と湾 曲す る傾向がある．

　（2）　pH 無調整 （ほ ぼ中性） の ア ル ブ ミ ソ 溶液 に 対

　　す る 実 験結果 か ら計算する と， ア ル ブ ミ ン 　1　 mol

　　当た り 4　mol の チ t 一ル 基 （又 は シ ス テ イ ソ 残基）

　　が反応 した こ とが 分 か っ た （他の 官能基 は 考慮 して

　　 い な い ），

　（3 ） 電位差滴定法 に お け る ア ル ブ ミ ン の 検出感度

　　（限界） は （5・− 10）ng と 推定さ れ直接法 よ り感度 が

　　低 い ，

　（4 ）　滴定速度 も滴定 曲線 （従 っ て検量線） に 影響を

　　与え，滴定速度を 大き くす る と空試験値が増大 し，

　　再 現性 も少し 悪 くな る．低速度 （20　rn1 ／
’30　min ） で

　　は 吸着平衡 が ほ ぼ 保た れ て い る が 高速度 （20m116

　　皿 in） で は 吸着平衡 が 保 た れ て い な い ．

　しか し ， こ の 方法は 原理 か らも明 らか な よ うに 重金属

イ オ ソ と た ん 白質 との 反応性 （吸 着あ る い は 結合） を 利

用 して い る の で 必ず し も個 々 の た ん 白質に 特異的なも の

と は 言え な い ．従 っ て ほ ぼ同
一

組 成 の もの の 濃度 （変化）

を分析す る の に 良 い 方法 で あ り極 め て 簡単 な 測定法 の
一．・

つ と言 え よ う．
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　Deterrnination 　of 　ovalbumi 皿 by 　using 　a　peten −

tiometric 　t量tration 　teclmique ．　 Kentaro 　 KAwANo ，
Tetsutaro　YosHINAGA ，

　 and 　Toshifi皿 i　TANIMuRA （Kyu −

shu 　Institute　 of 　Technology
，
1− 1，　Sensui−cho ，　Tobata −

ku
，
　Kitakyushu −shi ，　Fukuoka）

　We 　 have 　been　 studying 　 the　 protein　 determination
using 　ion　selective 　electrodes ．　It　was 　found 　that 　albumin

concentration 　 was 　determined 　 with 　 direct　 method 　 by
using 　measurement 　 of　the 　 potential　on 　 silver 　 ion−・

protein（egg 　 albumin ） mixtures ．　 It　 was 　 also　found
that 　good 　linearity　of 　calibration 　curve 　and 　high
response 　for　 albumin 　 are 　 obtained 　 by　 choosing 　 the

appropriate 　conditions 　such 　as 　pH 　and 　silver　ion　con ・

centration ．　In　our 　present　 study ，　 the 　 potentlometrlc
titration 　technique 　 using 　 ion　selective 　 electrode 　 was

applied 　 to　 the 　 dete皿 ination　 of 　 albumin 　 and 　 was

compared 　the　results 　with 　those 　of 　direct　method ．　 The

curves 　 obta 三ned 　from 　potentiometric　 titration　 were

sigmoid 　having 　clear 　points　of 　inHexion ．　 Calibration

curves 　were 　 obtained 　 by　plotting　the 　 amount 　of 　albu ・

min 　 vs，　 amount 　 of 　 silver 　 ions
，
　 being　 infieXion　 points

as 　end 　points．　The 　 calibration 　curves 　 showed 　good
linearity　in　the 　range 　of 　around 　p正1　4　to　8

，
　 and

displayed　upward 　curvature 　in　the 　range 　of 　pH
8．7to 　 9．2，　 Calculation　 of 　 amount 　 of 　 silver 　 ions

adsorbed 　on 　albumin 　without 　pH 　control 　using 　calibra ．

tion　 curve 　 showed 　that 　the 　number 　of 　cystein 　residues

which 　react 　with 　silver 　ions　in　the 　 albumin 　 mo 且ecule

is　 approximately 　 four．　 The　 sensitiVity （or 　 detection

limit）of 　the 　potentiemetric 　 titration　 method ｛n 　 the

present　study 　was 　estimated 　about 　5　Fg （albumin ），
and

is　inferior　to　that　 of 　direct　method ．

　　　　　　　　　　　　 （Received 　Oct ．　15
，
1982）
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