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プロモクレゾールパープル と第 四級ア ンモニウムイオン

の変色反応 を利用す るエ タノールの吸光光度定量

山本 幸 市R*, 本 水 昌 二**

(1991 年 3 月 1 日受 理)

酸性 染料 プロモ クレゾールパープルはpH8付 近 の水溶液 中,長 鎖 アルキル基を持 つ第 四級 アンモニ

ウムイオンと反応 し,青 色か ら淡黄色へ と変化す る.し か し,あ らか じめアル コールが存在 すると変色

反応 は阻害 される.こ のことをエ タノールの定量に利用 した.検 量線 はバ ッチ法では直線 とはならない

が,FIA法 では60%(v/v) まで直線性 を示 した。FIA法 においてエ タノール4, 20% (v/v) の5回

の繰 り返 し実験の相対標準偏差 はそれぞれ1.5%, 0.2% であ り,毎時約35サ ンプルの測定 が可能 であっ

た.本 法は酒類(し ょうちゅう)中 のエタ ノールの迅速 ・簡便 な定量法 と して用いる ことができる.

1 緒 言

第四級 ア ンモニウムイオ ン(Q+)は,金 属錯体 陰 イ

オンとの イオ ン会合体の溶媒抽出又は可溶化 による微量

金属の吸光光度定量法において,感 度並びに選択性の向

上な どのために幅広 く用 いられ ている1).小 原 らは金属

イオンと有機配位子 との錯形成反応 におけ るQ+の 効

果 を,酸 性色素分子 のQ+ ミセルへの吸着 に基づ き説

明 している2).著 者 らは,酸 性色素分子 と臨界 ミセル濃

度以下 のQ+ との相互作 用につ いて検討 し,プ ロモ ク

レゾールパープル(BCP)のpH8付 近 の溶液 に長鎖 ア

ルキル基 を有するQ+溶 液 を添加 すると青色か ら淡黄

色へと色調が変化することを見いだ した。その結 果,こ

の変色反応を抑制する陰 イオン界面活性剤の定量が可能

であった3).

本報 では,セ チル トリメチルア ンモニウムイオンに よ

るBCPの 変色反応 に及 ぼすエ タノールの抑制効果 を利

用 して,酒 類(し ょうちゅう)中 のエ タノールの迅速か

つ簡便なFIA法 を開発 した.

2 実 験

2・1 装 置

分光光度計:吸 光度及び吸収 スペ ク トルの測定 には日

本 分光 工 業 製UVIDEC-430A型 分 光 光 度 計 を用 い,セ

ル は すべ て光 路 長1cmの もの を 用 い た.

振 り混 ぜ器:イ ワキ製V-SX型KMシ ェ ー カ ー を用

い た.

FIA装 置:Fig.1に フ ロ ー ダ イ ヤ グ ラ ム を示 す.流 路

は 樹 脂 製 コ ネ ク ター 類 と 内 径0.5mmのPTFEチ ュ ー

ブ を用 い て構 成 した.ポ ンプ は サ ヌ キ工 業 製 ダ ブル プ ラ

ン ジ ャー 型 マ イ ク ロ ポ ン プ(DMX-2300-T)を 用 い
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Fig. 1 Schematic diagram of flow system for  etha-

nol determination
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た.検 出器 は8μlの フローセル を持 つ相馬光学 製可視

分 光 検 出 器S-3250型 を 用 い,記 録 計(横 河 電 機

LR4200)に て吸光度 変化 を測定 した.

2・2 試 薬

BCP溶 液:BCP(和 光 純 薬 工 業 製,試 薬 特 級 〉 の

0.Ol35gを0.OlM水 酸 化 ナ トリ ウ ム溶 液5mlに 溶 か

し,水 で200m霊 と してL25×10-4M溶 液 を調 製 し

た.他 の 濃 度 の 溶 液 に つ い て これ を希 釈 して 調 製 した.

第 四級 ア ン モ ニ ウ ム イオ ン(Q+)溶 液:セ チ ル トリ

メ チ ル ア ンモ ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド(CTMA-Cl,東 京 化 成

工 業 製,純 度95%以 上),ス テ ア リル トリ メチ ル ア ン

モ ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド(STMA-Cl,東 京 化 成 工 業 製,純 度

97%以 上),ゼ フ ィ ラ ミ ン(Zeph-C1,同 仁 化 学 製,純 度

98%以 上),セ チ ル ジ メチ ル ベ ン ジル ア ンモ ニ ウム ク ロ

ラ イ ド(CDMBA-Cl,東 京 化 成 工 業 製,純 度95%以

上)を 精 製 す る こ と な しに使 用 した.10-3M水 溶 液 を

調 製 し,適 宜 希 釈 して 使 用 した.

ア ル コー ル:和 光 純 薬 工 業 製 特 級 メ タ ノー ル,エ タ

ノー ル,1一 プ ロ パ ノー ル,2一 プ ロパ ノー ル及 び2-メ チ ル-

2.プ ロパ ノ ー ル をそ の まま 用 い た.

活 性 炭:DarcoG-60(和 光 純 薬 工 業 製 〉 を そ の ま ま

用 い た.

そ の他 の試 薬 は す べ て市 販 品 特 級 をそ の ま ま用 い た.

2・3 実験 操 作

2・3。1 標 準 操 作 共 栓 付 き 試 験 管 に1.25×10ｰ4

MのBCP溶 液 を 適 量 採 り,pH8.1の リ ン酸 緩 衝 溶 液

(0.lM)1ml,ア ル コー ル を含 む試 料 水 溶 液 を加 え混 合

後,Q+溶 液 で10mlと す る.そ の 後200spmで15分

間 振 り混 ぜ,蒸 留 水 を対 照 と して 波長591nmの 吸光 度

を測 定 す る.

2・3・2 FIAに よ るエ タ ノ ール の 定 量 法Fig.1に

示 すFIA装 置 を用 い,試 料 溶 液 を注 入 バ ル ブ に よ りキ

ャ リヤ ー流 れ に注 入 す る.ピ ー ク高 さを測 定 し,あ らか

じめ 作 成 して お い た 検 量 線 か らエ タ ノー ル 含 量 を求 め

る.

3 結果及び考察

3・1 吸 収 スペ ク トル

2・3・1 の標 準 操 作 法 に よ り得 られ た エ タ ノー ル を含 む

溶 液 の 吸 収 ス ペ ク トル をFig.2に 示 す.解 離 型 の

BCP2一 は588nmに 吸 収極 大 を示 す.更 にZeph+が 存

在 す る と 相 互 に 作 用 して588nmの 吸 収 は 大 き く低 下

し,59hmに 吸 収 極 大 を示 す.又BCP2-及 びZeph+

を含む溶液 にアル コールを添加 して も極大吸収波長 は変

わ らず,ア ル コール含量 の増加 と共 に591総mの 吸収 は

急激に増加 する.こ れ はエ タノール濃度の増加 とともに

BCP2ｰ及 びZeph+に エ タ ノールが溶媒和 しやす くな

り,BCP2}のZeph+と の イオ ン会合反応 が抑制 され

るものと思 われる.

3・2 BCP溶 液の調製法及びアルコール濃度の影響

BCP溶 液 は1法(2・2に よ る)とII法(所 定量 の

8CPを エ タノール10mlに 溶解 し,水 で200mlと して

1.25×10ｰ4M溶 液 とする)に よる調製 した.BCP溶 液

調製後の経過 日数及 びエ タノール濃度 の591nmの 吸光

度 に及ぼす影響 をFig.3及 び4に 示 す.1法 において

はエタ ノール濃度20%(v/v)を 除いて経過 日数 による

吸光 度の変動 は少 な く,16%(v/v)ま でのエ タノール

濃度範 囲で吸光 度は小 さい.II法 ではエ タノール濃度0

において経過 日数 による吸光度のば らつ きが見 られる｡

又,4～12%(v/v)の エ タ ノール濃度範 囲で1日 目ま

では吸光 度 は小 さく,2日 目以降 は吸光度が 大 きい.

BCPを 少 量の希水酸化 ナ トリウム溶液に溶解 して調製

した場合染料 分子の会合 は起 こ らないが,BCPを 少量

のエタ ノールに溶解 して調製 した場合染料分子は時間の

経 過 と共 に会合 し,こ の ことがBCP2}のZeph+と の

イオ ン会合反応 を抑制 してい るものと思われ る.BCP

溶液の安定性及 びBCPと 長鎖第四級 アンモニウムイオ

ンとの相互作 用による変色効果 を考慮 してBCPは1法

に より調製 した.

Fig. 2 Absorption spectra

 BCP:  1.25  X  10-5 M.  Zeph-C1(M):  (1)•`(5), 1.25 

 X105; (6), 0. Ethanol  (v/v%  ): (1) and  (6),  0; (2), 

4; (3), 8; (4), 12; (5), 16.  pH: 8.0
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3。3 ア ル コ ール の種 類 と濃 度 の影 響

1.25×10ｰ5MBCP, 2.5×10-5MZeph+ と 2.5×10-5

MBCP ,2.5×10ｰ5MZeph+ の 二 つ の 場 合 につ い て,

変色 反 応 に及 ぼ す 各種 ア ル コー ル の影 響 をFig.5(a),5

(b)に 示 す.591nmに お け る吸 光 度 の増 加 に 及 ぼす 影

響 は メ タ ノ ール<エ タ ノー ル く2一プ ロパ ノー ル<2一 メ チ

ルー2-プロパ ノー ル ≦1一プ ロパ ノー ル の順 に大 き くな る.

(a)

(b)

これはアル コールのアルキル鎖の長 さすなわち疎水性 の

増 加の順 と一致 して いる。 又,BCPは 高 濃度の ほうが

吸 光 度 の 変 化 の 割 合 は 大 き い.こ れ はBCP2-の

Zeph+と の イオ ン会合 に基づ く変 色反応 において過 剰

のZeph+が 少ない ため,ア ルコール溶媒和 に よる イオ

ン会合の抑制効果が働 くものと思われる.

3・4 Q+の 種類 の影響

BCP2--Q+系 の変 色反応 に及 ぼすQ+の 種類 の影響

をFig.6に 示す.エ タノール濃度の増大に伴 う591nm

での吸光度 の増加 に及 ぼす影響はCDMBA+≦Zeph+く

STMA+<CTMA+で ある。Q+は その アルキル鎖の長

いもの ほどす なわち疎水性 の大きい ものほどBCPと 強

くイオン会合するため,変 色反応 におけるエ タノールの

影響 を受 けに くいことが分か る.

3・5 FIAに よ るエタノールの定量

Fig.5(a),5(b)及 び6は2・3・1の バ ッチ法(物 理 及

び化学平衡状態下での測定法〉によるエ タノールの定量

の ための検量線の一種であるがいずれも直線 とはな らな

Fig. 3 Effect of elapsed time after preparation of 
BCP solution on absorbance

Fig. 4 Effect of elapsed time after preparation of 

BCP solution on absorbance

Fig. 5 Effect of alcohol concentration on absorb-

ance



404 8UNSEKI KAGAKU Vol,40 (1991)

い.従 っ て,Fig.1に 示 すFIA装 置 を用 い て 非 平 衡 状

態 で の エ タ ノー ル の定 量 を試 み た.BCP濃 度,Q+の

種 類(CTMA+, STMA+, Zeph+, CDMBA+)及 び

Q+濃 度 の感 度,ピ ー ク高 さの再 現 性 及 びベ ー ス ラ イ ン

の 安 定 性 に 及 ぼ す 影 響 を 検 討 し た 結 果,BCP濃 度:

2.5×10-5M, Q+: CTMA+ 及 び CTMA+ 濃 度:

2×10-5Mが 最 適 条 件 で あ っ た.次 に反 応 コ イ ルRC1

の 長 さ を0.5～2.5m,反 応 コ イルRC黛 の 長 さ を0.5～3.0

mの 範 囲 で 変 え て 検 討 した 結 果,ピ ー ク高 さ は ほ と ん

ど 変 わ ら な か っ た.ピ ー ク 高 さ の 再 現 性 の 良 い

RC1=0.5m, RC2; 3.0m を用 い る こ と に した.CS及 び

RC1の 流 量 を 0.4～1.05m1/min, RS2 の 流 量 を0.5～1.1

m1/minま で 変 え て 検 討 し た と こ ろ,流 量 が増 大 す る と

ピー ク高 さ は若 干 低 下 した 。感 度 及 び分 析 速 度 を考 慮 し

てCSとRS1は0.9ml/min, RS2は LOm1/min の 流 量

で送 液 した.又 試 料 注 入 量 を50～300μ1ま で 変 え た と

こ ろ,ピ ー ク 高 さ は注 入 量 の 増 大 と と も に 急 激 に上 昇

し,200μ1以 上 で一 定 の ピー ク高 さを与 え た。 注 入 量 の

増 大 に よ る分 析 速 度 の低 下 は 小 さい。 感 度,分 析 速 度 及

び試 料 注 入 量 の 影 響 を 考 慮 して,注 入 量250μ1を 用 い

る こ と に し た.以 上 の検 討 結 果 よ り検 量 線 を作成 した と

こ ろ,Fig.7に 示 す よ う にエ タ ノ ール60%(v/v)ま で

の 範 囲 で 良 好 な 直 線 性 が 得 られ た.な お,エ タ ノー ル

4%,20%を 含 む溶 液 の5回 の 繰 り返 し実 験 の相 対 標 準

偏 差 は それ ぞれL5%,0.2%で あ った.こ の検 量線 を用

い て実 際 試 料(し ょ うち ゅ う,ウ イ ス キ ー,清 酒)中 の

(a) (b)

エ タ ノー ル の 定 量 を 行 っ た結 果 をTablelに 示 す.Fig.

1に 示 すFIAシ ス テ ム に ウ イ ス キ ー試 料 を その ま ま注

入 す る と か な り大 きな 正 の誤 差 を与 え る.そ こで ウ イ ス

キ ー 試 料 は 活性 炭前 処 理(最 適 な前 処理 法:遠 沈管 に活

性 炭 約100mg採 り,試 料3倍 希 釈 溶液10m蓋 を加 えて

15分 間 振 り混 ぜ,そ の 後3000～4000rpmで5分 間 遠

心 分 離 す る)を した後,測 定 した.ウ イス キ ー,SakeB

Fig. 6 Effect of quaternary ammonium surfactant 
on absorbance

Fig. 7 Flow signals for ethanol

Fig. 8 Flow signals for ethanol (a) and flow signals 
obtained in the determination of ethanol in alcoholic 
liquor (b)
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を除 いて他の測定法(GC)に よる定量結果 とよ く一致

している.ウ イスキー,清 酒 は共存物質が測定 を妨害 す

るため活性炭以外の何 らかの前処理が必 要である.Fig.

8に 検量線 用標準溶液 としょうち ゅう試料 を注入 したと

きの シグナルの一例 を示 す.本 法 はしょうちゅう中のエ

タノールの簡便 ・迅速(毎 時約35サ ンプル分析処理)

な定量法 として有用である.
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Spectrophotometric determination of ethanol in water based on color change of

Bromocresol Purple with a quaternary ammonium ion. Koichi  YAMAMOTO * and

Shoji  MOTOMIZU  **  (  *Department of Industrial Chemistry, Yonago National College of
Technology, 4448, Hikona-cho, Yonago-shi, Tottori  683;  **  Department of Chemistry, 
Faculty of Science, Okayama University,  3-1-1, Tsushima-naka, Okayama-shi, Okayama 
700) 

In an aqueous solution buffered at pH 8, Bromocresol Purple reacts with a quaternary 
ammonium ion containing a long-chain alkyl group to change color from blue to light 

yellow. This color change, however, is inhibited in the presence of alcohols such as 
methanol, ethanol, propanol and butanol. This phenomenon was used to determine 
ethanol content in aqueous solutions. The calibration curve obtained by the batchwise 
manual method was not a straight line. In the  FIA method, a linear relationship be-
tween the peak heights and the ethanol concentrations was obtained up to 60  v/v% of 
ethanol, and the relative standard deviations were 1.5 and  0.2% for the determinations 

(n  = 5) of 4 and 20  v/v  % of ethanol, respectively. FIA made it possible to analyze about 
35 samples per hour. This proposed method can be used as a rapid and simple method 
for the determination of ethanol content in alcoholic liquors.

(Received March 1, 1991)
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Table 1 Determination of ethanol  (v/v%) in alcoholic liquors


