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　 ビ タ ミ ン Bm （V ．B ［
．
，） 化合物 に は，シ ア ノ コ バ ラ ミ

ン ，ヒ ドロ キ ソ コ バ ラ ミ ン，メ コ バ ラ ミ ン な ど が あ ［D ，

悪性 ftlltの 治療薬，栄養補給 の 薬 と して 広 く使 用 さ れ て

い る ．こ れ ら の 化合物 は 吸 湿性 が 強 く，又光 に よ り 徐 々

に 分解 す る こ と，発 酵生産 の た め ロ ッ トご との 純度試験

が 必 要 で あ る こ と な ど，品質管理 の う え か ら も V ．B ］2

を 簡便 に 感度 よ く定 量 す る こ と が 要 求 さ れ て い る．

V ．B12 は 主 に 紫外部 の 吸 収 に よ り 定 量 され て い る
1，が

，

付 近 に 類 似 の 吸 収 を もつ 化合物 ， 例 え ば ビ タ ミ ン A ，ビ

タ ミン Bエi な ど が含ま れ て い る 複合製剤 に は適用で きな

い ．V ．Bl2 は ポ ル フ ィ リ ン 骨 格 の 中心 に Co を有 す る こ

と か ら ， Go に 着 H し た 定 量 法
2）li）が 報告 さ れ て い る ．い

ずれ の 方法 も試料の前処 理 法 は ほ ぼ 同 じ で あ る が ，ニ ト

ロ ソ ーR 塩 に よ る 発 色 に は 40 分 を要 す る こ と，コ バ ル

ト錯 体 の ナ フ タ レ ン 捕 集，再 溶 解 な どの 操 作 が 煩 雑 で あ

る こ と ， などの 欠点 が あ る，又モ ル 吸光係数 は 2〜4 万

と小 さ く感度 も低 い ．

　著者 ら は 3−（2一ピ リ ジル 〕−5，6一ジ フ ェ ニ ルーt，2，4一トリ ア

ジ ン （以 ドPDT と 略記 ） が Fe，　Ni な ど の 金 属 イ オ ン

と 安定 な キ レ
ート陽イオ ン を生成 し，テ トラ ブ ロ モ フ ェ

ノ
ー

ル フ タ レ イ ン エ チ ル エ ス テ ル 〔以
．
ド TBPE と 略

i：
’
tl）と大 き な モ ル 吸光係数 〔約 20 万 ）を有す る イオ ン

会合体 を 形 成 す る こ と を 見 い だ し た
t）s）．又，Co も

PDT と キ レ
ー

トを生成 し TBPE と イオ ン 会合体 を形成

し，大 き な モ ル 吸光係数 を育す る こ と が 分か っ た．そ こ

で ，V ，B ［2 の 聞接定 景 に 応用 し た と こ ろ，複合 ビ タ ミ ン

＊
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剤中 の V ．BIL， を高感度に 選択的に定量 す る こ と が で き

た の で 報告 す る，

2 実 験

　2 ・ 1 試　薬

　〔〕o 〔II〕標準溶液 ：硝酸 コ バ ル ト（II）六 水和物 （ナ カ

ラ イテ ス ク製）0，斗94g を 0」 M 塩酸に溶か し て 100　ml

と し，IOOO μg　mr
．1

溶液、を調製 した ．　 EDTA に よ る滴

定法 で 濃度を標定 した．こ の 溶液 を 適 宜 希釈 し て 使用 し

た．

　PI）T 溶液 ： 3−〔2一ピ リ ジ ル ）−5，6一ジ フ ェ ニ ルー1，2，4一トリ

ア ジ ン （ドータ イ ト製）0．466g をエ タ ノール に 溶か し

て，200　ma と し
， 7．5× IO

−
ll
　M 溶稼を調製 した．

　TBPE 溶液 ： テ トラ プ ロ モ フ ェ ノ ー
ル フ タ レ イン エ チ

ル エ ス テ ル カ リ ウ ム 塩 （ナ カ ラ イ テ ス ク 製）0、189g を

エ タ ノ ール に 加 沮 溶解 し 2eo　ml と し
，

1．35× 10
．．

／S
　M

溶液 を調製 し た ．

　緩衝液 ：0，05M 四ホ ウ酸ナ トリウ ム と 0．15M リ ン 酸

t水素 カ リ ウ ム の 混 合溶液 を
，
6M 又 は lM の 水酸化

ナ トリ ウ ム 及 び硫 酸 溶液 を用 い て ，pH を調節 した．

　そ の 他の 試薬，有機溶媒は市販 の 特級を使用 した．

　2・2 装　置

　吸 収 ス ペ ク トル 及 び吸 光 度 の 測定 ｛こ は，島 津．製

UV −365 形 自記分光米度計 を使 用 した．セ ル は 光路長

10mm の パ イ レ ッ ク ス セ ル を 使用 し た ．東亜 電波製

HM −5B 形 pH メ
ー

ター
， イ ワ キ 製 KM 式万能 シ ェ

ー

カ ー
， ［」立 製 05P−21 形遠心 分 離器 をイ吏用 した．

　2 ・3　定畳操作

　O．5− 2．5 陟g の Co を 含 む 試料 溶液 を メ ス フ ラ ス コ に

採 り，10
−4M

　KIOrl．　1　ml ，2％ タ イロ ン lml ，　7．5× 10
．．3
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MPDT 　lml ，　pH9 の 緩 衝 液 10　ml ，1．35 × IC） ：iM

TBPE 溶液 lml 添加 し，水 を 加 え て 全 量 を ．50　ml と す

る．よ く混 合 し分 液 漏 斗 に 移 し，1，2一ジ ク ロ ロ エ タ ン IO

mt を加 え 5 分 間 振 り混 ぜ る．分離後有機相を分取 し，

遠心 分離 して 水滴 を取 り 除 く，水又 は試薬 か ら試 験 液 を

対照 と し て ，610　nm に お け る 吸光度 を測定 す る．

3 結果と考察

　3・1 吸 収 ス ペ ク トル

　水溶 液 中 で C ・
−PDT キ レ

ー トは 黄 色 を 発 し た．

Co −PDT キ レ
ートは

一．．一一
価 の イ オ ン 会合性試薬 TBPE

を．共存させ る と，1，2一ジ ク ロ ロ エ タ ン に 抽出され る．こ

の 会合体 は 極 大吸収波長 を 610nm に も つ 青 色 を 発 し

た ，会合体 の 組成 を連 続変化 法 に よ り検討 した と こ ろ，

Co ： Pl）T ：TBPE ＝ 1 ；3 ： 2 の 結果 が 得 られ，会合体 は

CQ （PDT ）3 （TBPE ）2 と 推定 さ れ る ．

　3 ・ 2pH の 影響

　Co −PDT キ レー トの 生成 に 及
．
ぽ す pH の 影響 を 検討

した （Fig，1＞．　 pH 　6 以上 に な る と PDT の 溶解度が ト

が り沈殿が 生成 す る た め，25％ ア ル コ ール ー水系 で検討

し た ．pH 　4〜9．5 の 範 鬪 で ほ ぼ
．．

定 の Co −PDT キ レ
ー

トが 生成 した （曲線 1｝，乂 TBPE に よ る イオ ン 会合体

0）抽 出 に 及 ぼ す pH の 影響 を検討 し た と こ ろ，　 pH

8．1〜9．7 の 範 囲 で
一

定 の 吸 光 度 が 得 ら れ た （曲線 2）．

PDT が ア ミ ン で あ る た め ，　 TBPE と 会 合体 を 形 成 し

て
6）
抽出 され ，試薬 か ら試験液 の 吸光度 は ア ル カ リ性 に
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な る に つ れ て 高 くな る 傾 向 が あ る 〔曲 線 3＞．pH

9．　〜1 ．5 で の 試薬 か ら 試験液 の 吸光度 は O．1  で あ っ た

が ，Co の 定 量 に は 影響 が な か っ た．本 法 は pH 　9 で 行

わ れ た．

　3 ・3　試薬濃度及び 溶媒 の検討

　PDT
，
　TBPE はエ タ ノール 溶液 で ある の で

，
エ タ ノ

ー

ル 添加量 の 影響 を除外 す る た め ， 各種濃度 の 溶液を調製

し，添加量 を lml と し て 会合体抽出 に 及ぼ す 試 薬濃度

の 影響 を 検討 し た．PDT は i．2× 10 ＋ M 以 上 の lff二在 で

一一
淀 の 吸光度 を 与 え た の で ，1，5× 10

−
4MPDT

を 使用

した．

　 TBPE は 2．7× 10
．一

斗 M 以 ．Lで
一

定 の 吸 光 度 が 得 られ

た ．　しか し，TBPE 濃 度 の 増 加 に 伴一
〕

rc”
試薬 か ら 試験液

の 吸光度が増加す る た め，高濃度 の TBPb ； を使 うこ と

は 不 適 当 で あ る ．そ こ で ，2．7× ］O
．＋ MTBPE を 用 い

た．

　二 トロ ベ ン ゼ ン ，メ チル イソ ブ チル ケ トン，ニ トロ メ

タ ン な ど の 誘 電 率 の 高 い 溶媒 は TBPE 自身が 抽出 さ れ

試薬 か ら 試験液 に青 色 を 発 し，そ の 吸 光 度 は 高 く な っ

た．又 ベ ン ゼ ン，トル エ ン，キ シ レ ン な どの 誘電 率 の 低

い 溶媒 は 会合体 の 抽出が極め て 悪 い ．そ こ で，中程度の

誘 電 率 を持 つ 溶 媒 1
，
2一ジ ク ロ ロ エ タ ン 〔1，2−DGE ），ジ

ク ロ ロ メ タ ン （DCrvO ，　o一ジ ク ロ ロ ベ ン ゼ ン 〔o−DCB ），

m 一ジ ク ロ ロ ベ ン ゼ ン （rrt−DCB ），ク ロ ロ ベ ン ゼ ン 〔MGB ），

ク ロ ロ ホ ル ム （GF ）に つ い て 検討 を 行 っ た ．　 m −DCB ，

MCB ，　GF，　 o−DCB で は 試 薬 か ら 試 験 液 の 吸光 度 は

0．02 − O．  5 と低 い 値 を示 した が，抽 出 会 合体 の 吸 光度 も

小 さ く 見掛 け の モ ル 吸光係数 は 5〜9 万 で あ っ た．

DCM と 1，2−DCE で は試薬 か ら試験液 は O．IO の 値 を示

した が ，抽出会合体の 吸光度 も高 く抽出溶媒 と して 適 し

て
「
い る，し か し 1，2−DCE が 感度，発色の 安定性 に 優 れ

て い た．

3

5 7pH 9 11

F孟g．1　Effect　 of 　pH 　 on 　 the　fc｝rmation 　 of 　Co −PDT
chelat

’
e　in　25％　aqueous 　cthanol 　solution 　and 　on 　tllc

extraction 　of 　Go−PDT −TBPE 　associate

l ：Go−PDT 　 chelate ，40 陪
m 「

I
　 Go，3× 10

．一
斗 M

PDT
，
　 wavelength 　510nm ，　 reference ，　 water 　l　 2 ：

Co −PDT −TBPE 　associate ，30　n愈ml 　
l
　C   ，　referencc

，

reagent 　 blank，3 ： reagent 　 blanヒ，　 rcference ，　 wa 重．e ら

1．5× 1『 斗 MPDT ，2，7× iO
−

「’
　M 　

’rBPE ；wavelength

610nm

　s ・4 検量線

　〔〕．5　pg　mt 　
ICo

標準溶液 を 1− 5m 且と り，2・3 の 定 景

操作 に 従 っ て 抽出 し，有機相の 吸光度を 測定 して 検量 線

を ｛乍成 し た．検 量 線 は 10− 50　n9 　ml 　
10

）範囲 で 原点 を

通 る 直線が 得 ら れ た，検 量 線 の 傾 き よ り 求 め た 見掛 け の

モ ル 吸光係数は 1340DO　I　mol
−

］
cm

− 1

， 相対標準偏差 は

1．7％ （30　ng 　m 「
1Co

，　n ＝le） で あ っ た．

　3 ・5　 共存 イ オ ン の 影響

　20　ng 　n1 「
1
　Co 溶液に 各種 イオ ン を 共 存 させ 会合体の

抽出 に 及 ぼ す 影 響 を 検 討 し た．そ の 結 果 を Tab 且e　 l に
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Table　 l　 Toierance　limitsの of　other 　ions　in　the　dc−

　　　　 termination 　of 　20　ng 　m 星
一1cobak

Ion Tolerar〕ce 　limit／
　　Ptg　m 「

1

C1 ，Bド ，　F
−
，（】H ，sCOo

．一
，

　PO
聾

：3
−
，　citrate ，　Ba（II）

∠n （ID レMg 〔川 ，　Mn 〔1i）
Gr（IH ）

，
Ca （匪1），　Pb（ID，Al（III）

Cu 〔II｝11）コFc（II）
c ｝

Cu （II），Fe（II＞，　Ni（IJ｝

20

510

，10
．001

a ＞tolerance　 lilnit　 was 〔aken 　 as 山c　 amount 　 that

causcd 　 an 　 error 　 of ± 3％．　 b）0．2　M 　 thiourea 　 wa ＄

added ．　 c）2× 1〔ブ ti
　M 　KIO4 　 and 　O．04％ Tiron　 we 【℃

added 、

示 す ．通 常 の 陰 イ オ ン ， ア ル カ リ 金 属 イ オ ン ，Ba

（II），ク エ ン 酸 は 全 く影響 を 与 え な か っ た．　 Mg 〔II），

〔〕a （H ），AIUII ）な ど は lpg 　m 「
1
ま で．共存可能 で あ っ

た，Cu （【1），　 Fe（H ），　 Ni （II）は PDT と キ レ
ー

トを生

成 す る た め，微母 （lngm1
−．

1
程度 〕共存 し て も正 の 誤

羌 を 与 え た． し か し，Cu 〔ID は O．2　M チ オ 尿索，　 Fe

（II〕は 2× 10
−

“ MKIO ．
， 及 び 0．04％ タ イ ロ ン を添加

す る と，許容阪 界 濃 度 は 0．1μgm 「
1

に 増 加 した．鉄 は

不純物 と し て ビ タ ミン 剤 中 に 微 量 混在 す る 可能性 が あ

り，（〕｛｝ の 定量 に 正 の 誤差を与え る こ と が 予 測 され る．

そ こ で ，選 択 的 に Co を定量 す る た め に
， 前述 の マ ス キ

ン グ剤を添加 す る必 要が あ る．

　3 。6　複合 ビ タミン 剤中の ビタ ミン B12 の 定量

　注射 剤，粉
．
末，錠 剤 な ど の ビ タ ミ ン 剤 を 適 当 量

（V ．B1．2 を 0．1− 3mg 含 む 量 〕 最 り取 り濃硝酸 20　ml 加

え ，時計皿 を か ぶ せ て 約 2  O℃ で 2 時間加 熱 し た 後，

更 に 濃 硝 酸 10ml
，
過 塩 素酸 2m1 加 え 乾固近 く ま で 加熱

し た．こ れ に 1M 塩 酸 30　mi を 加 え 10 分 間 加 温 溶 解

し，水 を加 え て 50　m ［と し試料溶液と した．

　試料溶液 （10− 60μg の V ．B
］2 を 含 む 量 ，

　 Aml とす
る ） を採 り水 を 加 え，IM ア ン モ ニ ア 水を用 い て ほ ぼ

中和 し た 後，2・3 の 定量 操作 に従 っ て 抽出 し，有機相 の

吸
．
光 度 を 測定 し た，3 ・4 に 従 っ て 作 成 し た 検 量 線 よ り

Co 濃 度 （Cng 　ml

− i
と す る 〉を 求 め る，ひ ょ う量 し た

複含 ビ タ ミ ン 剤中の V ．Bl2 含有量 （Bmg ＞は 次式 に よ

っ て 求め られ る．

　 　 　 　 50 　 　 M

　B ＝C ×
vl

×
1
語 す褒

X5 りX10
−−6

こ こ で M は 分子 量 を表 し，シ ア ノ コ バ ラ ミ ン は 1355A ，
ヒ ドロ キ ソ コ バ ラ ミ ン は 1346 ，5，メ コ バ ラ ミ ン は 1344，4

で あ る，

　定．量 結果 を Tablc 　2 に 示 す．試料 に は ビ タ ミ ン BI，
ビ タ ミ ン Bs 化合物 が 共・存 す る が

，
ビ タ ミ ン B12 化合物

で あ る シ ア ノ コ バ ラ ミ ン，ヒ ドロ キ ソ コ バ ラ ミン，メ コ

バ ラ ミ ン を 間 接 的 に 精度 よ く 定量 す る こ と が で き，
ICP −AES よ り求め た定量 値 と よ く一一致 し た ．

　本法 は モ ル 吸光係数も大 きく，定量操作も簡便な こ と

か ら ， 複合 製 剤 中 の ビ タ ミ ン B12 の 間接定 量 に 有用 で

あ る と 思わ れ る ．本実験 で は 試 料 の 分解 は 通常 の 酸分 解

法 を 用 い た が
，

Isoyama ら
7》

に よ る試料分解装置 を用 い

Tab 置e　2　Deterrriination　of 　vitamin 　Bl2　in　commercia 旦preparations

Sample Nominal ／mg

Vitamin　　BE2／【ngt

Proposed　method IC】）
−AES

1 〔Powder 　fbr呵 CCtion ）

　 Hydroxocobalamin

　 Fursultiamine

　Pyr量doxine　phosphatc
2　（InjecLion＞

　 Hydr   xocoba 且amln

3　（Tablet ）

　 Mccobulamin
斗 （Tablet｝
　 Cianエ）c〔〕balamin

　Pyridoxine　hydrochloride

　 γ
一〇 ryzanol

　 Bisbentiamine

100　

55

1

0．5

0．533
．33
．333
，3

0．999 二辷O，Ol5

1、002± 0．Ol7

〔〕．485± 0．005

0．488± 0．007

 ．997 ：ヒ ．027

置．Ol4±0，024

0．487 ± 0，013

O．50王± ｛〕、  ll

†Mean 　vqlues ± SD 　of 　three　determinations
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  Indirect spectrophotometric  determination of  vitamin  Bi2 using  3-(2-pyridyl)-
5,6ladiphenyl-1,2,4-triazine-cobalt complex  formation. Tadao  S,xK,v, Noriko OHNo*
and  Hideto S,xsrxKi 

**
 (*Departmcnt ofChemistr>,,  Asahi University, 1851, Hezuml, Hozumi-

cho,  Motosu-gun, Gifu  501-02i  
**Dcpartme])t

 of  Industrial Chemistry, Tottori Universi-
ty, 4-1-1,  Minami,  Koyama-cho,  Tottori-shi, Tottori 68e)

  A  sensitive  spectrophotomctric  deterrnination of  vitamin  Bt2 (V.Bi2) in complexing

vitarnin  prcparations is proposcd, Since V.Bi2 containttd  cobalt,  it is possible to use

cobalt  for the  V.Bi2 assay.  Cobalt reacts  with  3-(2-pyridyl)-5,6-diphenyl-1,2,4-triazine

(PDT) to fbrm  a  cationic  chclatc  ion and  the  complcx  can  be extractcd  into 1,2-

dichloroethane with  tctrabromophenolphthalein  ethyl  cster  (TBPE) at pH  9.0. Thc  com-

position of  the  ternary  complex  is assumed  to be Co(PDT)3(TBPE)2.  A predetermined

amount  ofV.Bi2  (O.1rv3 mg)  was  hcated  at  200"C for 2 h "'ith  20 ml  ofnitric  acid.  Aftcr

adding  10 ml  of  nitric  acid  and  2 ml  of  pcrchloric acid,  the  mixture  was  evaporatcd  to

dryness, The  residue  was  di$solved in 30 ml  of  1 M  hydrochloric acid  by heating and  di-

luted to 50 ml  with  distilled water,  
'l'he

 rcquired  volume  of  the saml)le  solution  contain-

ing O.5N2.5ug  cobalt  (10N60ug V.Bi!) was  transferred  to a  50-ml volumctric  tlask.

To  this, 1 ml  of  IO-`  M  potassium periodatc, 2%  Tiron, 7.5× 10"3 M  PDT,  10 ml  of  thc

borate-phosphate bufler (pH 9), and  1 ml  of  1,35× 10-3M  TBPE,  werc  addcd,  It was

then  di}utecl to 50 ml  wlth  distMcd water.  The  rnixture  was  transferred  te a  scparatory

funnel and  shaken  for 5 min  with  10ml  of  1,2-dichlorocthanc. The  organic  phase was

centrifuged  and  the  absorbance  was  measured  at 610nm  against  a  reagent  blank, Molar

absorptivity  was  i34000  mol-]  crn-i  1, and  rclative  standard  dcviation, 1.7% t'or tcn  dc-

terminations  of  30ng  rril-L  cobalt  Fe(II) was  tolerated  up  to O.1 ptgml'-] (5Jfold for

cobalt)  by addition  ef  2× 1O-" M  potassium  periodate and  O.04%  Tiron and  also  Cu(II),

O.1 ug  ml'i  by adding  O,2 M  thiourea.  This  method  can  be appHed  to the  indirect assay

of  V,Bi2  compounds  such  as  cianocobalamin,  hydroxocobalamin  and  mccobalamin  in

commercial  preparations containing  other  vitamins.

                                               (RcceivedJanuary 11, 199!>
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