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水一アル コール混合溶媒 中におけ るテ トラ ブ ロ モ フ ェ

ノール フタ レインエチルエ ステルの発色に基づ くエ タ

ノールの吸光光 度定量

細井 康宏, 本水 昌二R*

(1988 年 2 月 6 日受 理)

ト リフ ェ ニル メ タ ン系酸 性色 素 の テ トラ ブ ロモ フ ェ ノー ル フ タ レイ ン エ チ ル エ ス テ ル(TBPE)は 水

溶液 中,弱 酸 性 条 件下 で 酸 型TBPE・Hの 黄 色 沈 殿 を生 じ る.し か し非 イ オ ン性 界 面 活 性 剤Triton X-

100の 共 存 に よ り,TBPE・Hは 可 溶 化 す る.そ こヘ ア ル コ ール を 加 え る と,解 離 型 のTBPE-の 生 成

に よ る青 色(λmax=590nm)を 発 す る.こ の 発 色 反 応 を 酒類 中 の エ タ ノ ール の 定 量 に 利 用 した ・ 検 量

線 は直 線 と は な らな い が,定 量 可 能 範 囲 は最 終 濃度 で1～10%(v/v)で あ った.実 際 試 料(清 酒,ウ イ

ス キ ー,し ょ うち ゅ う)で は,活 性 炭 に よ り前 処 理 を した後 定 量 に 用 い た ・ 本 発 色 系 はFIAに も応 用

され,そ の場 合 前 処 理 は 必 要 な く,毎 時45サ ン プ ル の測 定 が 可 能 で あ った.

1 緒 言

酸性色素のテ トラブロモ フェノールフタ レインエチル

エステル(TBPEと 略記)は,酸 塩基指示薬(酸 解離定

数pKa=4.2)の 一つ であるが,タ ンパ ク質 の鋭敏 な検

出試薬 としても用い られている.最 近 では,酒 井 らによ

り第四級アンモニウムイオ ン,ア ミン,ア ルカロイ ド及

び金属キ レー ト陽 イオンの抽出一吸光光度定量用試 薬 と

して多用 されている1)～4).TBPEの 酸 型(TBPE・Hと

略記)は 黄色固体であ るが,ク ロロホ ルム,1,2一ジクβロ

エタ ンなどの有機溶媒 にもよ く溶解 し,黄 色を発する。

この黄色 の溶液にアル コールを加 えると解離型の青色を

発するが,こ れはアル コールの 溶媒和 に よりTBPE・H

の解離が促進 され るもの と解釈 され る5)・

一方,TBPE・Hは 水には ほ とんど溶解 しない が,非

イオ ン性 界面活性剤のTriton X-100(TX-100と 略記)

を少量(0・01%)加 え ると可溶化 し,黄 色 となる.こ れ

にアルコールを加 えると青色に変色す るこ とを 見いだ し

た.

酒類中のエタノールの定量法 として国税 庁が指定 して

いる方法は,(1)蒸 留の留液 の比重測定,及 び(2)ニ ク

ロム酸 カ リウムを用 いる酸化法,(3)GCな どがある6)・

最近,高 橋 らは導電 率測定に基づ く酒類中エ タノールの

定量を行 い,良 好な結果を得 ている7).本 報 では,水 溶

液 中 で のTBPE・Hの 変 色 に 基 づ く酒 類 中 の エ タ ノ ー ル

の 簡便 な 吸 光 光 度 定量 法 に つ い て 報 告 す る.更 にFIA

法 に も適 用 し,迅 速 分 析 法 とす る こ とが で きた ので 併 せ

報 告 す る。

2 実 験

2・1 装 置

分 光 光 度 計:吸 収 スペ ク トル の測 定 に は島 津 ダ ブ ル ピ

ー ム 自記 分 光 光 度 計UV-300を,吸 光 度 の 測 定 に は139

型 日立 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:大 洋Recipro Shaker SR-1を 用 い た ・

遠 心 分 離 器:島 津 遠 心 分 離 器CPN-500を 用 い た・

FIA装 置:Fig.1に フロ 一 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.ボ 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(DM2M-1026型)を 用

い,送 液 は0.8ml/minで 行 った.検 出 器 は8μ1の フ

群一 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(東 亜 電 波 工 業,FBR-251A)に て 吸光 度

変 化 を 記 録 した.

2・2 試 薬

TBPE溶 液:TBPEの カ リウ ム塩(TBPE・Kと 略 記,

和 光 純 薬 工 業)の0。070gを エ タ ノ ール(99・5%,和 光

純 薬 工 業)に 溶 解 し て,100mlと した(1・0×10-3M)・

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。 プロ パ ノ ール 及 び2一 メ チ ル-2一* 岡 山大 学 理 学 部:700岡 山 県 岡 山 市 津 島 中3-1-1
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(a)

(b)

プ ロパ ノ ール をそ の ま ま用 い た.

TX-100溶 液:TX-100(和 光 純 薬 工 業)を50ml採

り,こ れ に 熱 水 を加 え て 溶 解 した 後,放 冷 し,500ml

に した もの を10v/v%溶 液 と し,こ れ を適 宜 希 釈 し て

用 い た.

活 性 炭:DarcoG-60(和 光 純 薬 工 業)を そ の ま ま用 い

た.

そ の 他 の 試 薬 はす べ て市 販 品 特 級 を用 い た.

2・3 実 験 操 作

2・3・1 標 準 操 作25mlの メ ス フ ラス コに1・0×

10-3MのTBPE・Kエ タ ノ ール 溶 液0.25mlを 採 り,

TX400の0・05%溶 液5ml,エ タ ノー ル を含 む 試 料

溶 液5ml,pH4.4の 酢 酸 緩 衝 溶 液(lM)1mlを 加 え

た後,蒸 留 水 を 標 線 ま で 加 え て よ く混 合 し,波 長590

nmの 吸 光 度 を 測 定 す る.

2・3・2 酒 類 試 料 の前 処 理 遠 沈 管 にDarcoG-60

を約25mg採 り,試 料 を10ml加 え て15分 間振 り混

ぜ,そ の 後3000rpmで5分 間 遠 心 分 離 した後,上 澄 み

液 を試 料 溶 液 と して用 い る.

2・3・3 nAに よ る エ タノ ー ル の 定 量 法Fig・1に

示 すFIA装 置 に よ り,酒 類 中 の エ タ ノ ール を 定 量 した.

(a)で は2・3・2に よ り前 処 理 した試 料 を,(b)で は 前処

理 を して い な い 試料100μ1を 六 方 注 入 バ ル ブに よ りキ

ャ リヤ ー 流 れへ 注 入 した.同 様 に(a)で は2・3・2に よ り

前 処 理 した,(b)で は 前 処 理 を し て い な い ア ル コー ル濃

度 既 知 の標 準 溶 液 を 注 入 し,得 られ た ピ ー ク高 さ を 用 い

て検量線 を作成 した.

3 結 果mび 考 察

3・1 吸収 スペク トル

2・3・1 の標準操作に よ り得 られた,0～10%の アル コ

ールを含 む溶液 の吸収 スペ クトルをFig.2に 示す.本

法 の場合,TX-100は エ タノールの低濃度領域でのTB・

PE・Hの 沈殿を防 ぐために必要な ものであ り,エ タノー

ルが高濃度(約6%以 上)存 在す るときは,特 に 必 要

とされ ない.Fig.2の 吸収曲線 は,エ タノールが6%

未満 の ものでは 等吸収点(480nm)を 通 り,6%以 上の

場合 に,長 波長側 の等吸収点(498nm)を 通 っている.

す なわ ち,ア ル コールが増すにつれてTBPEの 可溶化

はTX-100系 か ら水一エタノール系に移行 し,エ タノー

ルが6%以 上 ではTX-100は 重要 な役割を していない

もの と考 え られ る.

3・2 吸光度に及ぼすTX嗣100濃 度及びアルコールの

影響

TBPE-TX-100系 におけ るTX-100の 濃度に よる試

薬か ら試験 の 吸光度(測 定波長603nm)にmぼ す影響1

をFig.3に 示す.Fig.3か ら分か るよ うに,Tx-100

が非常 に低濃度 の場合,TBPEはTBPE・Hと して十分

に可溶化せず黄色 の沈殿 とな っているため,濁 りに よる

吸収 が見 られ る.TX-100の 増大 と共 に沈殿は可溶化す

るため,濁 度はわずかずつ減少 し,TX-100が0・01%

付近 で濁度は極小 となる.更 にTX-100を 増す と 吸光

度は徐 々に 増加 し,臨 界 ミセル濃度(υMC)0・Ol5%

以上 になる と,解 離型 のTBPE一 の生成 に よると 思わ

Fig. 1 Schematic diagram of flow system

Fig. 2 Absorption spectra
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れ る600nm付 近の吸収が増加す るが,十 分高濃度にな

ると吸光度はほぼ一定 となる。CMC以 後 の吸光度の増

加は,ミ セル中に取 り込 まれ たTBPE・Hが,一 部解離

型のTBPE柳 になるため と思われ る.こ の 現象は,ク

灘律ホルムーアル コール混合溶媒中で,TBPE・Hが 解離

型にな り600nm付 近に 吸収を示 す 現象 とよく似 てい

る.今 回はTBPE・Hが 沈殿 せず,又,試 薬か ら試験値

が小 さい0・Ol%のTX-100濃 度 を用 いるこ とにした.

Fig.4にTBPE・Hの 変色 にmぽ す 各種 アルコール

の影響を示す.Fig.4は 検量線 の一種で あるが,い ず

れ も直線 とは ならない.590nmに おけ る吸光度 の 増加

にmぽ す影響は メタノールくエタノールくプ 纏パノール

くブタノールの順 に大 き くなる.こ れは アル コールのア

ルキ ル鎖の疎水性 の増加 の順 と一致 して いる.又,ア ル

コール濃度が 〃6%以 上に なるとTBPE・Hは 沈殿 とは

な らず,又,590nmの 吸光度 もTX-100が 存在 す る場

合 とほぼ同 じであ る.

3・3 pHの 影響

エタ ノールの検量線 にmぼ すpH(3・6～4.6)の 影響

をFig・5に 示す.低 いpHで は低濃度 のエタノールの

定量が困難 とな り,又 高いpHで は 試薬か ら試験値が

高 くなる.そ こで 今回は1～10%程 度のエ タノールの

定量 に対す るもの として,pHは4.4を 用 い ることとし

た。

3・4 試料 溶液 の前処理

実 際試料(清 酒,ウ イスキー,し ょうちゅう)を そ の

まま測定 に用 いる と,清 酒では約1%小 さい値 とな り,

又 ウイスキーは約10%小 さい値 となった.そ こで活性

炭前処理を した後測定に用 いることに した.

3・4・1 活性炭の量 試料溶液(ウ イスキ ー:表 示

エ タノール濃度40%)10mlに つ きクロマ ト用活性炭,

DarcoG-60を0～40凱9添 加 して検討 した結果,25

mg以 上の もので,そ の吸光度 は一定 とな った.そ こで

今回は25mg/10mlを 用 いることに した.

3・4・2 振 り混ぜ時 間 試料溶液(ウ イスキー)10

mlに つ き活性炭を25mg添 加 し,振 り混ぜ時間を0～

Fig. 3 Effect of Triton  X-100 concentration on 

the absorbance

Fig. 4 Effect of alcohol concentration on the ab-

sorbance

Fig. 5 Effect of pH on the calibration curves of 

ethanol
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30分 間 まで検討 した結果,15分 間以上でその吸光度は

一定 となった.そ こで 振 り混ぜ時間は15分 間 と 決め

た.

3・4・3 遠心分離時間 活性炭 を 沈降 させ るために

3000rpmで 遠心分離 した ところ,約5分 間でほぼ 完全

に遠 心分離 される ことが分 か った.

3・5 検 量線

エ タノールの最終濃度が10%ま で の検量線を用い る

こととした.検 量線 の一例はFig.5に 示 した.検 量線

は直線 とは な らないが,10%ま で,す なわち2・3・1の

標準操作法では試料溶液は5倍 に希釈 され ているので実

際試料 としては50%ま で のエタノールを定量す る こと

が可能である.な お,エ タノール1%mび10%を 含 む

溶液 の5回 の 繰 り返 し実験 の 相対標準偏 差は4・8%m

び0.3%で あ った.

この検量線を用いて,実 際試料(清 酒,ウ イスキ ー,

しょうちゅ う)中 の エ タノールの 定量 を 行 った 結 果を

Table1に 示す.回 収率実験 の結 果 も良好 であ り,他 法

(Gυ:気 一液 クロマ トグラフィー)に よる 定量結果 も良

く一致 してい る.

3・6 FIAに よる酒類中 のアル コールの定量

本法をFIAに 応用 した ときのマ ニホ ール ドをFig・1

に示す.(a)の 系を用 いて 実際試料をその まま注入す る

と,ウ イスキ ーは数パ ーセ ソ トの負の誤差を与える・そ

こで この系を 用い る場合には,試 料溶液 を2・3・2に よ

り前処理を した後に,注 入 しなけれ ぽな らない.そ の と

きの検量線用 シ グナルの一例をFig・6(T)に 示す・ しか

しFig.1(b)に 示 した系を 用い ると,前 処理 なしで実

際試料 を定量す ることがで きた.こ れは注入バ ルブの後

に付けた希釈 コイルに より試料溶液が分散,希 釈 され る

ため,共 存物質に よる妨害 が抑制 され るため と考え られ

る.こ の系に検量線用標準溶液 と実際試料を注入 した と

きのシグナルの一例を,Fig.6(b)に 示す.感 度は若干

悪 くなるが,前 処理な しで酒類 中のエタノールを定量 で

き,非 常 に簡単,迅 速 な分析法 となる.又Fig・6の べ

一ス ラインは少 し ドリフ トしてい るが,こ れはTBPE・

Hの フローセルへの吸着のため と 思われ る.純 アル コ

ールを2～3回 注入すれぽ,ベ ース ラインはほぼ元に戻

る.な お,試 薬溶液はキ ャ リヤ ーの蒸留水 と合流 して2

倍 に希釈 され るため,す べ て2・3・1の バ ッチ法 の 標準

操 作法 で用 いた最終濃度 の2倍 とした.得 られた検量線

はバ ッチ法 の とき と同様,直 線 とは ならないが実際試料

中のエ タノールの定量 は十分可能で ある.よ り低濃度の
Table 1 Determination of ethanol (v/v%) 

in alcoholic liquor

Fig. 6 Flow signals for ethanol
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アルコ 一ルの定量は検出器の ダイナ ミックレンジを変 え

ることによ り可能 とな る。 例 えば 吸光度0・2の フルス

ケール とす るとエ タノール0～10%の 検量線で,0・2%

エタノールで も ピーク高 さ2mmと なる.FIA法 で求

めた結果 をTable1に 示すが,前 処理 をした もの,し

ていないもの共に,バ ッチ法,GCと の結果 とよ く一致

している.

終わ りに,本 研究 を 進め るに 当た って気一液 クロマ ト

グラフィーによる測定に御協力をいただいた林原(株)技

術部第二研究室秋庭正典氏,浜 田正一 氏に深 い感謝 の意

を表 します.
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☆

Spectrophotometric determination of ethanol 
based on coloration of tetrabromophenolphthalein 
ethyl ester in water-alcohol mixed solvent. 
Yasuhiro Hosoi and Shoji  MOTOMIZU (Department of 

 Chemistry, Faculty of Science, Okayama University, 
3-1-1, Tsushima-naka, Okayama-shi Okayama 700) 

In a weak acidic solution an acidic triphenylmethane 
dye, tetrabromophenolphtalein ethyl ester, exists in 
the protonated form,  TBPEH, which precipitated as a 
yellow solid.  TBPEH, however, dissolves in an acidic 
solution in the presence of a non-ionic surfactant, such 
as Triton  X-100, and the  TBPEH solution turns blue 
('max =59° nm) on adding alcohols, such as methanol, 
ethanol, propanol and butanol. This color change was 
used to determine the ethanol content in alcoholic 
liquors. The calibration curve was not a straight line. 
The determinable range was from 2 to  10%(v/v) 
(final  concentration). Alcoholic liquors (sake, whisky, 
shochu) were used for the determination after pre- 
treatment with  activated, carbon. This color change 
reaction was applied to FIA; it made it possible to 
analyse 45 samples per hour without pretreatment with 
activated carbon. 
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