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2，2
’一ジピリジル ケ トン ア ミノ エ チル イ ミン に よ る

鉄 （II）の 吸光光度定量

加 藤 　 武  
， 加 納 　 清 ， 佐 々 木 洋明

＊

（1983 年 5 月 9 目 受 理 ）

　2，2t一ジ ビ リ ジ ル ケ トン 1 モ ル と エ チ レ ン ジ ア ミ ン 1 モ ル と か ら 得 ら れ た シ ッ プ 塩基 ， す な わ ち 2
，
2L

ジ ピ リ ジ ル ケ ト ン ア ミ ノ エ チ ル イ ミ ン （DPAI と 略 記）が ，　 L一ア ス コ ル ビ ン 酸塩 の 存 在 で 鉄 （II） と反

応 し て 青 色 の 錯 体を生成す る こ と を 認 め た の で ， こ の DPAI を 用 い る鉄 （II） の 吸光光度 定 量 法 に っ い

て 検討 し た ．鉄 （II）を 含 む 試料 溶液 に L一ア ス コ ル ピ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ，
エ チ レ ン ジ ア ミ ン 水 溶 液 を 加 え，

溶液 の pH を 7．0〜 10，1 に 調 整 し，こ れ に DPAI の メ タ ノ
ール 溶 液 を 加 え て 煮 沸 し， 冷 却 後 ・ 呈 色

し た 溶 液 の 608nm に お け る 吸 光 度 を 測 定 す る．検 量 線 は 鉄 （II） の （0 ．1〜 5・0）  ／ml の 範 囲 で Beer の

法 則 に 従 い ， 検量線 よ り算出 し た 錯体 の モ ル 吸光係 数 は L7 且x 　104　dm3 　mol
−1

　 cm
− 1 で あ る・生 成 し

た 錯体 は ， 連 続 変 化 法 ， モ ル 比法及 び 単 離 し た 錯体 の 元 素分 析 値 よ り，鉄 （II） と シ ッ フ 塩基 が 1 ： 2

の 組 成 比 を 有 す る こ と を 認 め た ．又 2
，
2L ジ ピ リジ ル ケ ト ン 2 モ ル と エ チ レ ン ジ ア ミ ン 1 モ ル と か ら 得

ら れ た シ ッ
フ 塩基 を用 い て も 同様 の 結 果 が 得 ら れ た ．

1 緒 言

　鉄（II）の 吸光 光度定量 法 は 多数報告さ れ て い る が ， 2，

2 ’一ジ ピ リジ ル 法 1｝，1
，
　10一フ ェ ナ ソ ト ロ リ ン 法 2）が ， そ の

呈 色 の 安定性 ，操作 の 簡便性な どの た め よ く使用 され て

い る．しか し こ れ らの 方法は 感度 が やや小 さ い ，一方感

度の 大 きな 定量 法 と し て 2一ニ ト P ソ ー5−（N 一プ ロ ピ ル
ー

N 一ス ル ポ プ ロ ピ ル ア ミ ノ ） フ ェノ ール 3）
，

テ ト ラ フ ェ
ニ

ル ポ ル フ ィ ソ ト リス ル ポ ソ 酸塩
4 ）． パ ソ フ ェ ナ ン ト ロ リ

ン 5） な どを 用 い る 方法 が 報告さ れ て い る が ，日常の 分 析

に は や や 不便 さが あ る．

　著者 らは 比較的操作が簡単 で し か も 1
，
10一フ ェ ナ ン ト

ロ リ ン 法よ り も 感度 の 大 きts　en　（II） の 吸光光度法 を 見

い だ そ う と試 み ， 各種の シ
ッ

フ 塩基 を 試薬 とす る 方法

に つ い て 調 べ た ．そ の結果，等 モ ル の 2
，
2 ’一ジ ピ リ ジ ル

ケ ト ン と エ チ レ ソ ジ ア ミ ン と か ら得 られ た シ
ッ

フ 塩 基 ，

す なわ ち 2， 2’一ジ ピ リ ジ ル ケ ト ソ ア ミ ノ エ チ ル イ ミ ソ

（DPAI と略記）が L一ア ス コ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム の 存在

下 で ，中性か ら 微ア ル カ リ性 溶液 中 で 鉄 （II） と反応 し

て 青 色 の 錯体 を生 成す る こ とを 認 め た の で ，こ の DPAI

を用 い る鉄 （II） の 吸光光度定量法 に つ い て 検討 し た ．

こ の 方法は 比較的操作 が 容易 で ，呈 色溶液も 安定 で あ

　 ＊ 近 畿 大 学 理 工 学 部 応 用 化 学 科 ： 大 阪 府 東 大 阪 市 小 若

　　 江 3−4−1

り，測定波長 の 608nm に お い て 試 薬空 試験値 も 小 さ

く，測 定感度 も 1
，
　10一フ ェ ナ ン ト ロ リ ン 法 の 約 1．5 倍 有

する な ど良好な結果を得た の で 報告する．

2　実 験

　2 ・1 試薬及び標準溶液の 調製

　2 ・1・ 1DPA ］【 の 合成 　　2，2
’一

ジ ピ リ ジ ル ケ ト ン 3．7

g を メ タ ノ
ール 50ml に溶bl　L ， こ れ に エ チ レ ン ジ ア

ミ ソ L2g を加え，還流下 で約 1時間加熱す る． こ の 溶

液 を減圧濃縮 し，冷却後生 成 した結晶 を メ タ ノ
ール よ り

再結 晶 して 白色 の 結 晶を 得た ．こ の 結 晶は m ・p」 09 °C

で あ り，元 素分 析 の 結果 は C ，H ，　N の 分 析値 と 計算 値

が よ く
一

致 し た ．ClsH 、4N4 と し て の 計算 値 （分 析値）：

C ％ 69．00 （69．15），
H ％ 6 ．24 （6 ．23），

　 N ％ 24 ．76

（24 ．85）．

　2 ・1・2DPAI 溶液の 調製　 2・1・1 で 合成 し た DPAI

の 結晶 0 ．23g を メ タ ノ ール Il に 溶解 し て 10 − 8M
溶

液 を調製 した．

　2 ・1・ 3 鉄 （功 標準溶液の 調製 　 特級硫酸鉄 （II） ア

ソ モ ＝ ウ ム 　｛（NH4 ）2Fe （SO4）2
・6　H20 ｝ O。17559 　を採

り， こ れ を O．IN 塩酸 500　ml に 溶 か し て 鉄 （II）の 濃

度が 50　pg〆ml の 原液を 調製 し， こ の 原液を 使用直前 に

適宜水 で希釈 し て用 い た ．

　 2 ・1・ 4　エ チ レ ン ジ ア ミン 溶液の 調製　 エ チ レ ソ ジ ァ
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ミ ソ 20g に 水 20　ml を加 え ，濃塩 酸 40ml を加え て

エ チ レ ン ジ ア ミ ン の
一

部を 中和 し，25 ％ 溶液と して 用

い た ．

　2・1・5　L 一ア ス コ ル ビ ン酸ナ ト リ ウ 厶 溶液の調製

L一ア ス コ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 10g を 水 IOOml に 溶解

し，10％ 溶液 と して 用 い た．

　2・2　装　置

　 吸 収 ス ペ ク ト ル の 測 定 に は 日 立 製 323 型 自記 分光光 度

計 を，吸 光慶 の 測定 に は 島津 製 Qy 　50 型 分光 光 度 計 を

用 い ， 実験 に は す べ て 光 路長 1cm の 石 英 セ ル を 用 い た ．

　 pH 測定 に は 柳本製 pH −66A 型 pH メ ータ ーを 使 用

し た ．

薬空試験値 も小 さ い た め ，定量 に は 608 　nm を測定波長

と定め た ．

　 3・2pH の影響

　鉄 （II）2pg ／ml の 溶液 に緩衝液 を加 え て 各種 pH の

溶 液を調製 し，2・3 の 定量操作 に 従 っ て 操作 し，反応溶

液の pH が 吸光度 に 及 ぼ す 影響 に つ い て 検討 し た ．そ

の 結果，Fig．2 に 示す よ うに pH 　7．o〜lo．1 の 範 囲 で

一
定 の 吸 光度が 得 られ た ．pH 　6．9 以

一
ドで は 錯形成 が不

完全 で あ り ， pH 　 10・2 以上 で は 他 の 化合 物を 生成す る

た め か 色 調が やや 異な る ． 従 っ て 定量 に は 溶液 の pH

を 7．0〜10．1 に調整する ．

　 2 ・3　定量 操作

　 鉄 （II）を含む試料溶液
一

定 量を採 り ， こ れ に L 一ア ス

コ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 溶液 1　ml ， エ チ レ ン ジ ア ミ ン 溶

液 2ml ，　DPAI 溶液 10 皿 1 を 加 え ，更 に 緩衝液を加え

て 溶液 の pH を 7・0〜10・1 に 調整 した 後 こ の 溶液を約

1 分 間煮沸する．冷却後 50ml メ ス フ ラ ス コ に 移 し，

標線ま で 水 で 希釈 す る．こ の 溶液 の 608n 皿 に お け る 吸

光度を試薬空試験液 を対照 と して 測定 し，検量線 よ り鉄

（II） の 濃度を 求 め る．

3　結 果

　 3 ・ 1 吸 収 ス ペ ク トル

　鉄 （II） 2pg ／ml の 溶液 に つ い て 2・3 の 定量操作 に 従

っ て 操作 し，得 られ た 錯体溶液 の 吸収 ス ペ ク F ル を 測定

し た ．そ の 結 果を Fig ・1 に 示 す．生成 し た 錯体は 可視

部 に 2 個 の 吸収帯を有 して い る が， 608nm に 極大 を有

する吸収帯は 吸光度 も大 で あ り， か つ
， こ の波長で は試
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　3・3　放置時間の 影響

　鉄 （H ）2P9／m1 の 溶液 に つ い て 2・3 の 定量操作 に 従
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報　文 　　加 藤 ， 加 納 ，佐 々 木 ： 2
，
　2，一ジ ピ リ ジ ル ケ ト ン ア ミ ノ ェ チ ル イ ミ ン に よ る 鉄 （II）の 吸 光光度 定量　　66且

し，一定 の 吸光度を示す の に 1 時間を要 した ．一方反応

溶液を 1 分程度 煮沸 した もの は ，室温 まで 冷却 した 後直

ち に 測定 して も
一

定 の 吸 光度が得 られ ，か つ ，室温 で 放

置 し た もの よ り も か な り吸 光度が 高 い ．反応溶 液 を 室温

で放置 した 場合 ， 鉄 （II）は 多 量 に 存在す る エ チ レ ン ジ ア

ミ ン と反 応 し て
一

部 エ チ レ ン ジ ァ ミ ン ー鉄 （II）錯 体 を 生

成 し，こ れが鉄 （II） と DPAI との 反応 を妨 げて 吸光度

が 低 くな る もの と思われ る．しか し溶 液 を 煮沸すれば鉄

（II）と DPAI の 反応 が ほ ぼ完全 に 進行す る た め ，吸光

度 は 大 とな り，か つ
一

定 の 値を示 す よ うに な る と考 え ら

れ る． こ の こ とは 得 られた吸光度 よ り算出 した DPAI −

Ct　（II）錯体 の モ ル 吸光係数が ， 4 に 示す よ うに 単離 し

た 錯体の モ ル 吸光係数 とほ ぼ
一

致する こ とか ら明 らか で

あ る ．な お煮沸 を 10 分程 度続け て も，緩衝液 の
一

部 の

成分 の蒸発に よ る溶 液の pH の 大 きな 変化 が なけれ ば

吸光度 の 変化 は 認 め ら れ な か っ た ．

レ ア ス コ ル ピ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 量 が吸光度に 及ぼす影響 に

つ い て検討 した 、そ の 結果 10％ L 一ア ス コ ル ピ ン 酸 ナ ト

リ ウ ム を 0 ・2m 且 （溶 液全体 と し て O ．04　Ae）以上加 え る

こ と に よ り
一

定 の 吸 光度 が 得 られ た ．又 L一ア ス コ ル ビ

ン 酸 ナ F リ ウ ム の 大過剰は 妨害し な か っ た ．

　Sh　（II） の 酸化 を 防 ぐた め に 反応 溶液中 に 各 種還 元 剤

を 加 え た場合 と，加 え な い場合の 吸光度を比較 し た ．そ

の 結果 Table 　l に 示 す よ うに L一ア ス コ ル ビ ソ 酸 ナ ト リ

ウ ム を含ん だ もの が最高 の 吸光度 を示 した ．なお ， ヒ ド

P キ シ ル ア ミ ン ， ヒ ド ラ ジ ン の 存在 は DPAI を 分解 し

て オ キ シ ム ，ア ジ ン な どを形成す るため 特 に 吸光度 が 低

くな っ た もの と 思 わ れ る ，

Table 且　 Effect　of 　 reductants 　on 　the 　determination

　　　　 of 　iron（II）

Reductant Conccntration　 　 Abgorbance

　 3・4　竄薬置の 影響

　鉄 （II）2 μ9／ml の 溶液 に 種 k の 量 の DPAI 溶液を加

え て 2 ・3 に 従 っ て 操作 し ，試薬量 が 吸光度 に 及 ぼ す影

響 に つ い て 検討 し た． Fig・4 に 示す よ うに 試薬量 4・5

ml 以上 で
一

定 の 吸 光度 が得 られ た ． こ の 値 は モ ル 比 で

鉄 （II） の 約 2・4 倍 に 相当す る．従 っ て定量 に は 試薬量

は 鉄 （II） の 2 ．4 倍以 上加 え れ ぽ よ い ．又 試 薬 の 大過剰

は 何 ら妨害 しな か っ た．
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3・5 還元剤の 影響

　St　（II） の 吸光光度定量 に お い て還元剤と して L一ア Z

コ ル ピ ソ 酸， ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン な どが し ぼ し ぼ用 い ら

れ る．本定量 法に お い て は レ ア ス コ ル ビ ン 酸 の 存在 が

必要 で あ る．鉄 （II＞2　pg／ml の 溶液に 種 々 の 量 の L 一ア

ス コ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 加 え て 2・3 に従 っ て 操作 し ，

Iren（II） cencentration 　：2P9 ！m1

　 3・6 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 量 の 影 響

　鉄 （ll）2pg ／ml の 溶液 に 種 々 の 量 の エ チ レ ン ジ ア ミ

ン を加え て 2・3 の 定量 操作に 従 っ て 操 作 し
，

エ チ レ ン

ジ ア ミ ン 量が 吸光度 に 及 ぼす影響 に つ い て 検討 し た．そ

の 結果 エ チ レ ン ジ ア ミ ン が 存在 し ない 場合は や や低 い 吸

光度 を示すが ，
0 ，5 皿 1 以 上加えれば一定の 吸光度が 得 ら

れ た 。 エ チ レ ン ジ ア ミ ン の 大過剰は 妨害し な い ．エ チ レ

ン ジ ア ミ ン 添 加 の 場 合，室 温 で は エ チ レ ン ジ ア ミ ン
ー鉄

（II）錯体 を 生成す る た め ， 無添 加 の と き よ り か え っ て

吸光度 が 低い ． し か し 加熱 すれば こ の エ チ レ ン ジ ア ミ

ン ー鉄 （II）錯体は 分解 して ，
3・3 に 示す よ うに DPAI 一

鉄 （II）錯 体を ほ ぼ完全 に 生成 して
一

定 の 吸光 度を示 す．

一方無添加 の 場合 は こ れ よ り 吸光 度 が （5〜10）％ 程度

低 い ．こ の こ とは エ チ レ ン ジ ア ミ ン が 存在 し な い 場 合 は

生成 し た錯体 の
一部が解離する が，エ チ レ ン ジ ア ミ ン の

存在 が こ の 解離を抑制す る た め と考え る．

　 な お エ チ レ ン ジ ア ミ ン 水溶液 を その ま ま 使用す る と反

応溶液の pH を変化 させ る お それがあ るた め ， エ チ レ

ン ジ ァ ミ ソ を 一
部中和 し た もの を 用 い た ．

　3 。7 検量 線

　以上 の 基礎的諸条件 の 検討結果 か ら 2・3 の 定量操作

を 定 め
， 検量線 を作成 L た ．検 量線 は 鉄 （II） の （0 ・1〜
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5 ．0）  ／mI の 範囲 で 原 点を通 る 直線 とな っ た．検量線

よ り算 出 し た 錯 体 の 608 ・n 皿 に お け る モ ル 吸光係数 は

1．71　×　104　dms 　 mol
− i　 cM

，1 で あ り，通常 よ く用 い られ

る 1
，
10一フ ェ ナ ン ト n リ ン 法 の 約 L5 倍 の 感度が ある ・

又鉄 （II）2　pg／n ・1 の 溶液 に つ い て 10 回繰 り返 し 実験を

行い
， 得 ら れ た 吸光度の 変動係数は 0 ．57 ％ で あ っ た ．

　 3 ・8 共存 イオ ン の影響

　 鉄 （II） 2pg ／m 且 の 溶液に 種 々 の 塩類 を 共存 さ せ ，本

定量法 に お け る共存イ オ ソ の 影響 に つ い て 検 討 し た ．共

存イ オ ン が 存在 し な い 場合の 吸光度 0・615 に 対 し て誤

差 が ± 2 ％ 以 内 の もの を 共 存イ オ ン の 許容量 と し た ．

カ ル シ ウ ム （II），マ グ ネ シ ウ ム （II）， 亜鉛 （II）， 硝酸イ オ

ン ，硫酸 イ オ ン ，ヨ ウ 化物 イ オ ン ，臭化物イ オ ン ，酢酸

イ オ ン ， リ ン 酸 イ オ ン ，炭酸イ オ ソ
，

シ ュ ウ酸イ オ ン ，

及び ク エ ン 酸 イ オ ソ の 共存 は 500 阻 ／ml で も許容さ れ た

た め ．こ れ らが 妨害 し な い もの と考え て それ以上 の 濃度

で は 測定 し な か っ た ． Table　 2 に 見 られ る よ うに ク ロ

ム （III），銅 （II），コ バ ル ト（II）な どは 許容量 が特 に 小 さ

い ．し か し マ ス キ ン グ 剤 と し て ク m ン 酸 ア ン モ ニ ウ ム を

用 い る と ， こ れ ら妨害イ オ ン の 許容量を大 き くす る こ と

が で きる ．な お シ ア ン 化物イ オ ソ ，硫化物 イ オ ン の 存在

は 妨害する ．

Table　2　 Effect　 of 　diverse　io皿 s

Telerance 　l主mit （F91ml ）

O
口

i噂』』
OO

』

く

0．6

0．4

0．2

　 0　　　　　　0．2　　　　　0．4　　　　　0．6　　　　　0．8　　　　　1．O

　　　Mole　fraction，〔Fe（II＞］／（〔Fe 〔II〕十 ［DPAI 〕）

Fig．5　Continuous　variation 　method

　　　　 匚Fe （II）コ十 匚DPAI コ＝2X 　IO−‘ M ； pH 　9．1

IonNi

（II）

Pb （II）

Mn （II）
Al（m ）

Co （11）
Cu （n ）

Cr（III）
NO2 ■

SO32 一

50 （100）
50 （2DO ）

20 （tOO）
10 （30（］）
5　 （20）

　2 　（20 ）

　 且 （10）
300200

Values　in　parenthesis　 are 　 those 　ebtaincd 　in　Ihe　presence　 of　 am ・
monium 　citratc （ca．1 ％ ） as 　a 　masking 　rcagent ； ［Fcコ ：2pg ／m1

4　生成 した錯体 に つ い て の 検討

　本定量法 で 生成 し た錯 体 に つ い て 検討す る た め 連続 変

化法，錯体 の 単離及 び そ の 元素分析，そ の 他 の 実験 を行

っ た ．

　鉄 （II）溶液及 び DPAI 溶 液 の それぞれ所定量 を 採 っ

て 2 ・3 の 定 量操作 に 準 じ て操作 し，連続 変化法 を行 っ

た ．そ の 結果 Fig．5 に 示 す よ うに ，鉄 （II） と DPAI

が 1 ： 2 の 組 成比 の と こ ろ で ピ ーク を 示 し た ．又 Fig．4

は モ ル 比 法 に 相 当す る もの で あ り，や は り錯体が 正： 2

の 組成比を有する こ とを示 し て い る．更 に こ の 組成比 を

確認する た め 錯体を 単離 した ．すな わ ちや や 濃厚な鉄

（II）溶液及 び DPAI 溶液 を 1 ：2 の 割合 で 混合し，　 L一

ア ス コ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 溶液 ，エ チ レ ン ジ ァ ミ ン 溶液

を 加 え て 定量 操作に 準 じ て 反応 させ る ．こ の 溶液 に 過塩

素 酸 ナ ト リ ウ ム を 加 えて 減圧濃縮 し
， 紫青色 の 結晶を析

出 さ せ た ．こ の 結晶を 水 か ら再結晶 し て DPAI 一
鉄 （II）

錯体を 過塩素酸塩 と し て 単離 した ． こ の 錯体 の C
，
H

，

N を 分析 し た結果，錯体中の 鉄 と DPAI との 組 成比 は

1 ： 2 で あ り，連続変化法 ，モ ル 比 法の 結果と一
致 し た ．

C2sH2sNsFe （C104）z と し て の 計算値 （分析値） ： C ％

44 ．15 （44．ll），　 H ％ 3．99 （4．07），N ％ 15．84 （15．71）．

　又 こ の 単離 し た 錯 体 を水 に 溶 か し ， こ れ に エ チ レ ン ジ

ア ミ ン 溶液，L一ア ス コ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 溶液を 加 え た

もの に つ い て ，
608nm に お け る 吸光度を 空 試験溶液を

対 照 と し て 測定 し て モ ル 吸 光係数 を 求 め た ．そ の 結果，

単離錯体の モ ル 吸光係数は 1．75x 　104　dms 　mol
−1　cm

一星

で あ り，検量線か ら算出 した モ ル 吸光係数 よ りや や 高

い ．単離 し た錯体 は DPAI と鉄 （II）と の 反応が 完結し

て い る の に 対 し ， 本定量法 で は 鉄 （II）の 濃 度が 非常 に

小 さ い た め DPAI と の 反応が 厳密 に は 完結 せ ず， あ る

平衡状態 で とどま っ て い る もの と考え られ ，そ の 結果両

者 の モ ル 吸光係数 に 2 ％ 程度 の 差 を 生 じた もの であろ

う．

　2
，
2’一

ジ ピ リ ジ ル ケ ト ン と エ チ レ γ ジ ア ミ ン と の シ
ッ
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フ 塩基 は ，本実験 で 使用 した DPAI 以外 に 2 モ ル の 2，

2’・一ジ ピ リ ジ ル ケ ト ン と 1 モ ル の エ チ レ ン ジ ア ミ ン とか

ら得 られ た 2，2’一ジ ピ リ ジ ル ケ ト ソ エ チ レ ン ジ イ ミ ン

（DPEI と略記） も当然考え られ る．こ の DPEI を 本実

験 の DPAI と類似 の 方法 で 合成 し，得 られ た 結晶の C ，

H
，
N の 分析値は 計算値 と よ く

一
致 し た ．　 C

、4H2 。
N6

と L て の 計算値 （分析値）： C ％ 73．45 （73．55），
H ％

5．13　（5．07），
N 　％ 21．42 　（21 ．61）．

　 こ の DPEI を メ タ ノ
ール に 溶か し て 10− 3M 溶液を

作 り，こ れを 試薬 と し て 鉄 （II）試料溶液 に つ い て 2・3

の 定量操作に 従 っ て 操作 し た と こ ろ ， DPAI を 使用 した

場合 と全 く同 じ結 果を得た ．こ の DPEI と鉄 （II） と か

ら合成， 単離 し た 錯体 は DPAI 一
鉄 （II）錯体と 同様紫

青 色 の 結 晶 で あ り， そ の C ，H ，　N の 分 析 値は 前記 の

DPA 工一鉄 （II）錯体 の 分析値 と一致 した ． 又 こ の DPEI

の 赤夕卜吸収 ス ペ ク トル は ア ミ ノ 基に 基づ く吸収帯を 有 し

な い が DPAI は 3275 　crn
− 1

付近 に 鋭 い 吸収帯 を有 し

て い る．又 DPAI 一鉄 （II）錯体，　 DPEI よ り合成 し た 鉄

（II）錯体 は い ずれ も 3260c 皿
一1

付近 に 小 さい 吸収帯，

3170cm 冖1
に 中程度 の 強度 の 吸 収帯 を 机 ， （4  〜

650 ）crn
，1

に わ た る赤外吸 収 ス ペ ク ト ル は 両錯体が 一致

し た・従 っ て DPEI を 本定量法 で 使用 し て も， こ れ が

過剰の エ チ レ ン ジ ア ミ ン と 反応 し て 分解 し．2 モ ル の

DPAI が生成 し て こ れが 鉄 （II） と反応 す る もの と考え

られ る．

　 更 に 生 成 し た 錯体 の 構 造 に つ い て 検 討 す る た め ，

DPAI と類似 の 構造 を 有す る シ ッ
プ 塩 基を 合成 し， こ

れ らを 用 い て 本定量法 と 同 じ操作で Sl　（II＞ と の 反応 に

つ い て 調 べ た．す なわ ち ，フ ェニル ピ リ ジ ル ケ ト ン ア ミ

ノ エ チ ル イ ミ ン 及 び ピ リ ジ ン ー2一ア ル デ ヒ ドア ミ ノ エ チ

ル イ ミ ン は い ずれ も錯体を 生 成 して 青色溶液を 与え た ．

一
方 ジ フ ェ

ニ ル ケ ト ソ ア ミ ノ エ チ ル イ ミ ン は 呈 色 せ ず錯

体を生成 し な い ．又 DPAI の 2 個 の ピ リジ ン 環 の 錯体

形成能を調 べ る た め ，
2

，
2，− tY ピ リ ジ ル ケ ト ン に つ い て エ

チ レ ン ジ ア ミ ン を除 い て 同様 に 操作 し た が 呈 色 し な か っ

た ．従 っ て 本定量 法 で 生成 し た 錯 体 は DPAI の 1個 の

ピ リジ ン 環 の 窒素が反応に 関与 して い る こ とは 明 らか で

ある．更 に 先 の 赤外 吸収 ス ペ ク ト ル に お い て ， DPA レ 鉄

（II）錯体 に は 3170cm − 1
付近 に DPAI に 存在 し な い 吸

収帯があ り，こ れ は DPAI の 3275　cm 一
置 付近 の ア ミ ノ

基 に 基づ く吸収帯 が錯体形成 に よ り シ フ ト し た もの と考

え られ る．

　 こ れ らの こ と か ら 本定量 法で使用 し た DPAI は 3 座

配位子 と し て 作用 し，そ の 生 成 し た 錯 体 は 次 の よ うな搆

造 を有す る もの と考 え られ る．

   
　 　 　 Il
　　 ／NH2C
　 旨　　　　 Fe 　 　 1

讐 篭

　

　
　

　

H

　

C2
、

HN　

／

一

1　

＼

2 十

　 終 わ りに ， 元 素分析 に つ い て 御 援 助 い た だ い た 大 阪 大

学 工 学 部 プ ロ セ ス 工 学科 庄 野 利 之教 授及 び 同研 究室 の 方

方 に 感謝 す る ．

　　　　櫻 轟淫論轟奨轟 、輕難麟わ
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）
）
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　SpeCtrophotome 伽 ric　determination 　of 　  （n ）
w 董止h 亀 2’−dipyridyllcetone 　a 皿 i皿 oe 止 y舳 e ．　Take −
shi 　KATo

，
　Kiyoshi　KANo ，　and 　Hiroaki　SAsAKI （Depart−

ment 　 of 　Applied 　Ghemistry
，
　 Faculty 　 of 　Sc量ence

and 　 Technology
，
　 Kinki 　 University

，
34 −1

，
　 Kowakae ，

Higashi −Osaka −shi
，
　 Osaka ）

　Use 　of 　2，
2 ’

　
一・dipyridylketone 　aminoethylimine （DPAI ），

which 　is　preparcd　by　refiuxing 　an 　equimolar 　 mixturc

of 　 2，2Ldipyridylketone　 and 　 ethylenediamine
，

孟n 　 the

presense　 of 　 sodium 　 L −ascorbate 　is　proposed 　for　 a 　 spec −

trophotometric 　 determination 　 of 　iron（II）．　 DPAI 　 re．
acts 　with 　iron（II） to 　form 　 a　 water 　soluble 　 complex

，

which 　 has　 an 　 absorption 　 maximum 　 at 　 608   ．　 The
ca 且ibration　 curve 　 obeys 　Beer’s　Iaw 　 over 　the 　concentra ．

tiDn　 range 　 from　 O．1μg／ml 　 to　sFg 〆皿 l　of 　iron（II） at

608nm 　 in　 a 　 range 　 of 　 pH 　 7．0〜10．1．　 The 　 apparent

molar 　 absorp 亡ion　 coe 伍 cient 　 of 　the 　 complex 　is　 1．71×

10‘ dm3 　mol
− 1cm 『1。　 The 　combining 　ratio 　of 　iron　 and

DPAI 　 in　 the　 complex 　 was 　 con 丘rmed 　 to　 be　 1：2　 by
both　 the 　 continuous 　 variation 　 method 　 and 　 elementary

analysis 　 on 　the 　isolated　DPAI −iron（ID 　 complex 。　 Fol．
lowing　procedure　 arc 　 rccommended 　for　the 　determ 血 a．
tion　of　iron（II）； To 　a 　sampie 　solution

，　 l　ml 　of 　10％
sodium 　 L−ascorbatc ，2ml 　 of　 25％ 　ethyienediamine

，

10ml 　 of 　 lO−3MDPAI 　are 　added
，
　 and 　pH 　is　 adjusted

to　 7．0〜10．l　 with 　 acetate 　 or 　 ammonia 　buffer　 solution ．
Being　boiled　gcntly　for　one 　minute

，
　 and 　them 　cooled

down 　 to　 room 　 temperature
，　 the 　solution 　iS　made 　 up
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to 　50　ml 　 with 　 water ．　 The 　 absorbance 　is　 measured 　 at

608nm 　 against 　 reagent 　blank．

　　　　　　　　　　　　 （Received　May 　9，1983）

　 　Keuword 　phrx 　ses

spectrophotometry 　of 　三ron （II）　 w 三th　2
，
2尸一dfpyridyl−

　kctone 　aminoethylimine ；2，
2Ldipyridylketone　amino ．

　 ethylimine −iron（II）complex ・

ジエ チル ア ミノエ チル ーセ フ ァ デ ッ ク ス を用 い た尿素存在下

に おけるたん 自質の イオ ン交換ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

門屋　利彦  
，　奥 山　典生 ＊

（1983 年 6 月 4 日 受 理 ）

　イ オ ン 交 換 樹 脂 と し て ジ エ チ ル ア ミ ノ エ チ ル （DEAE ）
一

セ フ ァ デ ッ ク ス A −50 を 用 い て た ん 白質 の イ

オ ン 交 換 ク 巨 マ ト グ ラ フ ィ
ーに お け る 尿 素 の 影 響 ，特 に た ん 白 質 の 高 次 構 造 に あ ま り変 化 を 及 ぼ さ な い

程度 の 尿素 の 存在 に よ る 影響 に つ い て の 検 討 を 行 っ た ．ウ シ 血 清 ア ル プ ミ ソ を 試料 と し て 検討 を 行 っ た

結果 ， 尿素 の 存在 に よ っ て た ん 白質 と DEAE 一
セ フ ァ デ ッ ク ス と の 相 互作用 は 低下 し ， 尿 素濃度 0 か ら

4M の 間 で は ， 尿素 1M 当た り塩 化 ナ ト リ ウ ム 0．02M に 相 当 し た ．又 ヒ ト血 清 を 試料 と し て 2M

尿素存在下 で の イ オ ン 交換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

を行 っ た 結果 ， 大 き な 影響 は み ら れ ず ， 未変性 の 血 清 と

同様 の イ オ ン 交換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー鱇 を 与 え る こ と が 分 か っ た ． 更 に 2M 尿素 に よ っ て 抽 出 さ れ る

グ リ ア 繊 維 性 酸 1生 た ん 白質な ど の 脳 の 繊 維 性 た ん 白質 に つ い て ， 2M 尿 素存在 下 に お け る イ オ ソ 交 換 ク

ロ マ ト グ ラ フ ィ
ーを 適用 し た ．

1　は じ め に

　Pal6us ら
1）が イ オ γ 交換 ク ロ マ ト グ ラ フ a 一を初め て

た ん 白質 に 適用 して チ ト ク ロ ーム c を精製 して 以来 ， イ

オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

は た ん 白質 の 分 離 ・精製 に

お い て 最 も重要 か つ 有効な 方法 と し て 用 い られ て きた ．

近年 で は 構造 た ん 白質な どの 不溶性 た ん 白質 を 尿素を 用

い て 抽出し た後，尿素存在下 に お け る イ オ ソ 交換 ク ロ マ

ト グ ラ フ ィ
ーを用 い て 分 離 ・精製す る こ とが試み られ て

い る
2）−5）・し か し，た ん 白質の イ オ ン 交換 ク ロ マ ト グ ラ

フ ィ
ー

に お け る 尿素 の 存在 に よ る 影響 に つ い て の 基礎 的

な検討は ，ほ とん ど行われ て い な い ．そ こ で イ オ ソ 交換

樹脂 と し て ジ エ チ ル ア ミ ノ ェ チ ル （DEAE ）一セ フ
ァ デ ッ

ク ス A −50 を 用 い ，免疫 グ ロ プ リ ソ G と血 清ア ル ブ ミ ソ

に つ い て 尿素 の 存在 に よ る 影響に つ い て検討 した ．更 に

血 清の た ん 白質 と 2M 尿 素 に よ っ て 初 め て 抽出 さ れ る

＊
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脳 内に 存在す る グ リ ア 繊維性酸性た ん 白質 （GFA ）な ど

の 繊維性た ん 自質に つ い て 2M 尿素存在下 で の DEAE 一

セ フ
ァ デ ッ

ク ス A −50 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

を適用 した．

2　実 験

　2 ・1 試　薬

　 リ ン 酸第
一

カ リ ウ ム ， リ ン 酸第 ニ カ リウ ム ， 尿 素 ，塩

化 ナ ト リ ウ 厶 ，エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 ニ ナ ト リ ウ ム ニ

水 和物 （EDTA ） は 和光純薬製特級 を 用 い た ．電 気 泳 動

に は ， 市 販 特級 あ る い は 電 気 泳 動 用 特 製 試 薬 を 使 用 し

た ．ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （BSA ）は ICN 　Pharmaceuticals

社製 ， ヒ ト免疫 グ P プ リ ソ G （IgG ）は ミ ド リ十 字社 製

の も の を 用 い た．

　2・2　血清たん 自質試料の 調製

　 ヒ ト血 清は 正 常人血 液を 3000xg で 遠心 分離 し た 上

清に 等容の 2M 尿素 を含 む 10　mM リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩

衝液 （pH 　7 ．1
，
0 ．lmM 　EDTA を含む ）を 加え ， 更に

25000 × g で 遠 心 し て 得 られた上 清を用 い た ．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


