
1　緒　　　言

コロイド滴定1）は高分子電解質の簡便な定量法として，
様々な分野で使われている．コロイド滴定反応は高分子陽
イオンが高分子陰イオンと化学量論的にイオン会合するこ
とに基づいている2）～4）．目視指示薬による終点検出は当量
点以降に過剰に滴加されたポリビニル硫酸（PVS）がトル
イジンブルー（TB）と反応して，青から赤紫への変色点で
行われる．この青から赤紫に鋭敏に変わる反応はメタクロ
マジーとして知られている．TBのメタクロマジーの状態
は高分子陰イオンの種類と濃度によって大きく変化する．
桐栄らは，数種類の高分子陰イオンを検討した中で，PVS

との反応における TBの色の変化が特に明瞭であることを
報告した5）．明瞭な終点が得られることから，コロイド滴
定の高分子陰イオンの標準試薬として，PVSのカリウム塩
が一般的に使われてきている．一方，PVS中の硫酸基の定
量を硫酸バリウム沈殿法で算出する純度決定法には問題が
あり，また，その水溶液のファクターは室温に 2週間以上

放置すると 1％ 以上低下することを著者らは報告した6）．
滴定剤として PVS溶液を用いる場合には，Zephのような
結晶性のよい第四級アンモニウム塩で標定して，数日のう
ちに使い切ることが望ましい．
高分子の分野では，ポリスチレンスルホン酸（PSS）の

ナトリウム塩は典型的な高分子陰イオンとして見なされ，
PSSを用いる数多くの研究がなされている．目視法で滴定
しにくいことは問題であるが，PSSの滴定剤としての使用
は，試薬の安定性の点で優れている．しかしながら，PSS

を用いたコロイド滴定の報告例は少ない7）．PSSは PVSと
比べて可撓性があるため持続長が短く，またスチレン基の
特性から疎水性の相互作用を引き起こしやすいと考えられ
る．著者らは，総電荷は負であるが局部的に正電荷を持つ
タンパク質と高分子陰イオンとの静電的なパッチ結合につ
いてのフロンタルアナリシスキャピラリー電気泳動を行っ
て解析した8）9）．その研究で，PSSが PVSよりタンパク質と
結合しやすいことを明らかにした．また，著者らはフェロ
セニル基を持つ陽イオン性界面活性剤と数種の高分子陰イ
オンとのイオン会合を利用した吸着ボルタンメトリーにお
いて，PSSが random型に陽イオン界面活性剤と結合し，
PVSやヘパリンが all or none型に結合することを推察し
た10）．このようなイオン会合における反応性の違いを持つ
ため，PSSを用いるコロイド滴定は，PVSでは困難なコロ
イド滴定に応用できる可能性があると考えられる．
本研究では，PSSと TBとのメタクロマジー反応につい
てマイクロプレートを用いた目視法と可視吸収分光分析
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法，さらに 1H-NMR法で調べ，PSSと PVSのメタクロマ
ジーに対する反応性の差異を明らかにし，PSSの特異なメ
タクロマジーの原因について考察した．次に，PSSのコロ
イド滴定の化学量論性を明らかにするために，TBを用い
る電位差コロイド滴定11）～15）を検討した．TBに応答する界
面活性剤電極を用いた電位差法によれば，PSSによるコロ
イド滴定の終点検出もできることを明らかにした．さら
に，塩化テトラデシルトリメチルベンジルアンモニウム
（Zeph）を標準にしたポリ塩化ジアリルジメチルアンモニ
ウム（PDADMAC）の PSSによるコロイド滴定と，PVSに
よるコロイド滴定との間における滴定値の差を調べた．以
上の実験結果とその考察について報告する．

2　実　　　験

2・1　試　薬
ポリ塩化ビニル（和光純薬製），Zeph（同仁化学製），

2-ニトロフェニルオクチルエーテル（同仁化学製）は，そ
のまま使用した．Zephの純度は，既報16）にしたがって決定
した．TB（Schmid GmbH+製）は，水に溶かして不溶部
分を除去して使用した．20％ PDADMAC水溶液（Typical 

Mw 400000～500000 Aldrich製），PVSカリウム塩（重合
度 1500 up和光純薬製），PSSナトリウム塩（Typical Mw 

1000000 Aldorich製）の高分子電解質は，いずれもシーム
レスセルロースチューブ 30（和光純薬製）を用いて透析し
た．透析チューブに 200 cm3の高分子電解質溶液（0.015 

eq. mol dm－3程度）をいれ，そのチューブをビーカー中で
5 dm3の水に浸して撹

かく

拌
はん

し，1日でビーカー中の水 5 dm3

を 4回交換して透析した．透析後の溶液は，適宜希釈して
用いた．

2・2　マイクロプレートを用いた色調検査
1×10－2 mol dm－3（M）TB溶液を適宜希釈して 1×10－5, 

3×10－5, 1×10－4, 3×10－4, 1×10－3, 3×10－3, 1×10－2 M

のTB溶液を調製した．TB溶液と同様に，1×10－2 eq. mol 

dm－3の PSS（または PVS）溶液を適宜希釈して 0～1×10－2 

eq. mol dm－3の PSS（または PVS）溶液を調製した．それ
ぞれの溶液0.1 cm3同量をマイクロプレート上で混合して，
TB-PVSと TB-PSS溶液を調製した．

2・3　可視光吸収スペクトル測定
2×10－5 Mまたは2×10－4 MのTBを含み，0～1×10－2 

eq. mol dm－3の PSS（または PVS）溶液を含む一連の溶液
を調製した．調製した溶液の 400～800 nmの可視吸収は，
紫外可視分光光度計（日本分光 V-550）で測定した．

2・4　軽水 1H-NMR測定
1×10－2 M TB溶液と 1×10－2 M PSS溶液を適宜希釈し

て，3×10－3 Mの TB溶液（a），3×10－3 Mの TB溶液と
1×10－3 eq. mol dm－3 PSS溶液との同量混合溶液（b），
3×10－3 MのTB溶液と 1×10－2 eq. mol dm－3 PSS溶液と
の同量混合溶液（c），1×10－2 eq. mol dm－3の PSS溶液
（d）を調製した．調製した溶液の 1H-NMRは，高分解能核
磁気共鳴装置（ブルカー製　AVANCE600 DIGITAL NMR）
を 600.13 MHzで操作してそのままの軽水H2O中で測定し
た．当該装置では，大きな溶媒吸収を観測範囲から外すこ
とで折り返しなく観測ができてダイナミックレンジが有効
に使えるので，観測は溶媒の強いピークを避けて 3.8 ppm

のスペクトル幅で，0.1～3.9 ppmと 4.9～8.7 ppmの 2か
所に分割して行った．外部標準は，重水 D2Oで調製した
3×10－3 M TB溶液の残存 HDOピークを測定開始前に使
用して HDOを 4.500 ppmに設定した．FID獲得時間は 15

秒であり，ディジタル分解能は 0.03 Hz（6×10－6 ppm）積
算回数は 64回である．

2・5　電位差コロイド滴定
界面活性剤電極は，既報12）で示した手順で調製したポリ

塩化ビニル : 2-ニトロフェニルオクチルエーテル＝1 : 3

可塑化 PVC膜を用いて作製した．参照電極にはスリーブ型
のダブルジャンクション銀塩化銀電極を使用した．電極の
構成は Ag/AgCl/（内部）飽和 KCl溶液 /（外部）飽和 KCl

溶液 //試料溶液 /可塑化 PVC膜 /飽和KCl溶液 /AgCl/Ag

である．この電極は TBおよび Zephの濃度の両方に応答す
る．Zephに対する電位応答は 10－3 M～10－5 Mの間で対数
濃度に対して直線的に増加し，その傾きは 60 mV/decade

であった．TBに対する電位応答は，10－3 M～10－6 Mの間
で対数濃度に対して直線的に増加し，その傾きは 30 mV/

decadeであった．この際，TBよりも Zephに対する選択
性が大きいため，TBを用いた PDADMACの滴定と Zeph

の滴定において，別々に作製した電極を使用した．
PDADMACのコロイド滴定 :  2.5×10－3 eq. mol dm－3

の PDADMAC溶液を 2～10 cm3をとり，80 cm3まで水で
希釈した後，0.1％ w/v TB溶液を 0.1 cm3を加え，1/400 

eq. mol dm－3 PSS（または PVS）溶液で滴定した．滴定に
は，電位差自動滴定装置（京都電子 AT-610）を使用して自
動滴定を行った．滴定は自動滴定モードで行い，電位差が
2 mV以上または滴定量が0.2 cm3以上変化する場合にデー
タを取得した．Fig. 5に示す小さな黒点が測定点で，終点
は電位差が落ち始める点とした．

Zephのコロイド滴定 :  2.500×10－3 eq. mol dm－3 の
Zeph溶液を 2～10 cm3をとり，80 cm3まで水で希釈した
後，TB溶液を加えないで，1/400 eq. mol dm－3 PSS（また
は PVS）溶液で滴定した．滴定装置と自動滴定モードは
PDADMACのコロイド滴定と同じである．Fig. 4に示す小
さな黒点が測定点である．滴定曲線はシグモイド型になる
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ため，終点は一般的に用いられる作図法15）により求めた．

3　結果と考察

3・1　TB-高分子アニオン会合体の可視スペクトルの変化
2・2の手順に従ってマイクロプレート上に調製した溶液

の色の変化を Fig. 1に示す．PVS-TB系の場合（Fig. 1上
図），PVSの濃度が高くなるにつれて青色から赤紫色に変
化している．また，PVS-TB系では高濃度で明らかな沈殿が
見られる．さらに，PVSが過剰に共存しても赤紫色や沈殿
が消えることはない．一方，PSS-TB系の場合では（Fig. 1

下図），PSS濃度が高くなるにつれて青色→紫→青色の変化
が見られる．例えば，10－4 Mの TBについて PSSの濃度の
低いほうから濃いほうに眺めると顕著に色が戻っているこ
とが見られる．また，PSSでは高濃度であっても沈殿がみ
られない．PSSの色の変化は PVSより顕著ではなく，色の
逆行を伴うため，目視法による PSSのコロイド滴定の終点
決定は，非常に注意深い観察を必要とする．

2・3の手順に従って得られた PVSおよび PSS共存下にお
ける 2×10－5 Mでの TBの可視光吸収スペクトルを Fig. 2 

（A）および（B）に示す．TB単独の可視光吸収スペクトル
は，かなり低濃度から濃度に依存して多量体を形成するこ
とが報告されている16）．報告されている二量体の平均生成
定数 K＝10500を用いると，2×10－5 Mの低濃度でも，TB

の 15％ が多量体になっていると見積もられる．
TB溶液に PVS〔Fig. 2 （A）〕が加わると，TB独自のピー

クは減少し，PVSで 520 nm付近に新たな会合体による
ピークが現れる．PVSを添加した溶液は，濃度の薄い溶液
でもしばらくすると沈殿した．PVS添加による 520 nm会
合体のピークは，PVSの濃度が増加してもほとんど変化し
ない．520 nmまで顕著に短波長に変化する PVSのような
鮮やかなメタクロマジーは，ヘパリンやコンドロイチン硫
酸のようなグルコサミノグリカンで報告されている17）．

TB溶液に PSS〔Fig. 2 （B）〕が加わると，PSSの低濃度
では短波長側の 560 nmに新たなピークが現れる．しかし，
PSSの濃度の増加とともに徐々に長波長側に変化し，TBだ
けのピークよりもさらに長波長のピーク 640 nmが観察さ
れる．これと似たメタクロマジーの波長変化は，DNAや
RNAで報告されている17）．RNAの少量で起こる短波長変
化はポジティブメタクロマジー，高濃度で起こる長波長変
化はネガティブメタクロマジーと呼ばれている18）．ポジ
ティブメタクロマジーでは，TBが RNAの外側で静電的に
イオン会合し，ネガティブメタクロマジーでは，TBが
RNAにインターカレーションを起こしていると考えられ
ている17）．
以上のように，TBとの会合における紫外可視スペクト

ルの比較から，PVSはグルコサミノグリカン類似のグルー
プに属し，PSSは核酸類似のグループに属している．この

場合，前者が明確なメタクロマジーを示すため，TBを用
いる目視コロイド滴定に有用で，後者は TBによる目視コ
ロイド滴定が困難である．さらに，この分類は，フェロセ
ニル基を持つ陽イオン性界面活性剤と数種の高分子陰イオ
ンとのイオン会合を利用した吸着ボルタンメトリーで，
PVSとヘパリンが吸着しやすい高分子錯体となり，PSSが
吸着しにくい高分子錯体となることに関連している10）．

3・2　TB-PSS会合体における軽水 1H-NMRスペクトル
の変化

TBの RNAに対するネガティブメタクロマジーは，イン
ターカレーションのためであるから，PSSも静電気的なイ
オン会合以外に 2次的な作用が起こっていると考えられ
る．PSSはスチレン基を有するため，芳香環を持つ TBが
π－π相互作用によりスタッキング反応を起こすことは十分
考えられる．Moreno-Villosladaら19）は，TBと同様な芳香
環を持つローダミンBが PSSにスタッキングを起こすこと

Fig. 1    Photographs of TB solutions mixed with PVS 
(upper), and TB solutions mixed with PSS (lower) on 
micro plates.
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について重水を用いた二次元 1H-NMRによって報告してい
る．本研究では，TB-PSS系の 1H-NMRを軽水で調製した
溶液でそのまま測定した．TB，PSS，TB＋PSSの 1H-NMR

スペクトルを Fig. 3 （A）に高磁場側の脂肪族と Fig. 3 （B）
に低磁場側の芳香族に分けて示す．3 ppmから 5 ppmには
重水測定の結果から有効なピークはない．脂肪族において
の TBだけのスペクトルは，1.57及び 1.78にメチレン基に
属するプロトンのピーク，2.87にN-メチル基に属するプロ

トンのピークが見られる．一方，芳香族では，6.35～7.10

にプロトンの複数のピークがみられる．これら複数のピー
クは TBの芳香環上のプロトンに属するが，TBの自己会合
によりピークシフトが複雑に重なっているために，TBの
化学構造にそれぞれのピークを帰属することはできなかっ
た．PSSだけのスペクトルは，いずれも高分子に特有な幅
広いピークを示し，1.0にビニル基に属するピークが，6.3，
7.1，7.2にベンゼン環に属するピークがある．
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Fig. 2    Visible spectra of TB in PVS solution (A), and in PSS solution (B).



低濃度 PSS存在下における脂肪族のスペクトルは，TB

だけのときと比べてそれぞれが低磁場シフトしている
（1.57→ 1.70，1.78→ 1.92，2.87→ 2.94）．一方，高濃度
PSS存在下における脂肪族のスペクトルは，逆に高磁場シ
フトしている（1.70→ 1.43，1.92→ 1.64，2.94→ 2.78）．
芳香族のスペクトルはピークが小さく判別しづらいが，脂
肪族のスペクトルと同様にそのスペクトルは低濃度の PSS

存在下において低磁場シフトし，高濃度の PSSの存在下に
おいて高磁場シフトしている．
以上の NMRスペクトルの結果から，TB-PSSの会合系を
次のように解釈できる．実験した TB濃度で TBはすでに
自己会合を起こしている．そこに，少量の PSSが加わると，
TBは自身の会合を解いて静電的なイオン間相互作用に
よって PSSに吸着する．その際，TB間同士の解離による
近傍の π電子密度の減少により，TBのスペクトルは低磁
場シフトする．次に，PSS濃度が増加すると，主に静電的
なイオン間相互作用で吸着した TBが PSSに π－π相互作用
でスタッキングを起こして，多量の PSS中に分散して吸着
を起こす．これは PSSに対して TBが all or none型よりも
random型の吸着をとりやすいことを示し，PVSの会合体
で見られる沈殿が，PSSの会合体ではみられないことにも
通じている．この状態において，TB間同士の相互作用は
さらに小さくなるが，PSS中のベンゼン環に TBがスタッ
キングを起こすために，近傍での π電子密度の増加により
TBのそれぞれのピークは再び高磁場シフトする．

3・3　 Zephのコロイド滴定
Fig. 4に Zephを PSSまたは PVSで滴定したときの滴定

曲線をそれぞれ示す．Zephは電極応答を示すために，電位
差は滴定剤の滴下量とともに減少し，PSSおよび PVSの滴
定曲線はともに典型的なシグモイド型である．終点以降の
電位差変化は，PSSのほうが明らかに大きい．これは，PSS

と Zephの芳香環との π－π相互作用で Zephに対する会合
定数が PVSのものより大きくなったために，終点以降で
Zephの濃度が低くなったと考えられる．Zephの濃度を変
えて，同じ濃度を 6回の繰り返し滴定したときに得られた
結果を Table 1に示す．異なる濃度 3点の検量線は原点を

　

Fig. 3    1H-NMR spectra at 0.0-3.0 ppm (A) and 5.8-9.0 ppm (B):  (a) 3×10－3 M TB, (b) 3×10－3 M of TB and 
1×10－3 eq. mol dm－3 of PSS, (c) 3×10－3 M of TB and 1×10－2 eq. mol dm－3 of PSS, (d) 1×10－2 eq. mol 
dm－3 of PSS.

Fig. 4    Potentiometric colloidal titration curves of 
Zeph with 2.5×10－3 eq. mol dm－3 of PVS solution 
and 2.5×10－3 eq. mol dm－3 of PSS solution using 
ion surfactant electrode.
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通る直線となった．PSSと PVSに対して Zephが当量的に
反応していることが分かった．その傾きから，PVSと PSS

の濃度は，それぞれ，2.295×10－3 eq. mol dm－3，2.652×
10－3 eq. mol dm－3であった．

3・4　 PDADMACのコロイド滴定
Fig. 5に TBを用いて，PDADMACを PSSまたは PVSで
滴定したときの滴定曲線をそれぞれ示す．PDADMACの滴
定において，電極に応答するのは TBである．そのため，滴
定初期で PSSまたは PVSは PDADMACと反応し，TBと反
応しないため，終点まで電位差変化がほとんど見られな
い．しかし，終点以降で，PSSまたは PVSは TBと反応し
て，TBの濃度が低下して，それぞれの滴定曲線の電位差
が大きく低下する．終点以降の電位差変化は，Zephの場合
と同様に PSSのほうが明らかに大きい．3・3で述べたが，
これも，PSSと TBの芳香環との π－π相互作用で TBに対す
る会合定数が PVSのものより大きくなったために，終点以
降で TBの濃度が低くなったと考えられる．PDADMACの
濃度を変えて，同じ濃度を 6回の繰り返し滴定したときに
得られた結果を Table 2に示す．異なる濃度 3点の検量線
は原点を通る直線となった．PDADMACの場合も，PSSと
PVSが当量的に反応していることが分かった．その傾きか
ら，PSSによるPDADMACの濃度とPVSによるPDADMAC

の濃度は，それぞれ，2.385×10－3 eq. mol dm－3，2.431×
10－3 eq. mol dm－3と算出された．

3・5　PVSと PSSで得られるコロイド滴定値の比較
PSSによる PDADMACの定量結果（2.385×10－3 eq. mol 

dm－3）と PVSによる PDADMACの定量結果（2.431×10－3 

eq. mol dm－3）は，PSSのほうが相対値で 1.9％ の低値で
あり，2％ 以内の差で一致している．一方で，PSSを透析
しないで用いた場合の相対値は，PVSよりも 3.7％ の低値
で，さらに PVSとの差があった．PSSの滴定においても高
分子量の滴定剤が有用であり，滴定剤を透析して用いるこ
とが必要であった．

4　結　　　語

桐栄らは，本誌「コロイド滴定試剤の検討」5）の中で，典
型的な高分子陰イオンである PSSについて，「スチレンス

ルホン酸ナトリウムがほとんど変色しない理由は明らかで
はないが，たいへん興味ある問題である」と記した．その
問いに対して，著者らは先の論文10）で，フェロセニル基を
持つ陽イオン界面活性剤といくつかの高分子陰イオンとの
吸着ボルタンメトリーから，PVSが目視コロイド滴定に適
し，PSSが適さないことを，PSSは random型会合を起こ
しやすいことが原因であると推察した．今回の結果は，
random型会合の推察を支持するもので，その原因が PSS

のスチレン基に芳香環を持つ TBがスタッキングするため
であると解釈された．特に，TBのスタッキングについて
軽水 1H-NMRを用いて調製溶液をそのまま測定できたこと
は，重水のような特殊な溶媒を使わないで研究できた点で
新しい知見である．
また，今回の電位差滴定の結果により，PSS は

PDADMACおよび Zephと当量的に反応し，コロイド滴定
において高分子陰イオンの滴定剤として用いることに問題
がないことが示された．同時に，PSSを滴定剤として Zeph

を基準物質として PDADMACを滴定した場合と PVSを滴
定剤とした場合の両滴定の相対差は 2％ 以内であること
が分かった．
コロイド滴定用の高分子陰イオンとして PSSの反応性を
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Table 1    Titration results of Zeph with PVS and PSS

Zeph PVS PSS

cm3 cm3 RSD (％) cm3 RSD (％)

2.00 2.171 1.07 1.871 0.84
5.00 5.418 1.03 4.734 1.07

10.00 10.91 0.65 9.420 0.92

Fig. 5    Potentiometric colloidal titration curves of 
PDADMAC with 2.5×10－3 eq. mol dm－3 of PVS solu-
tion and 2.5×10－3 eq. mol dm－3 of PSS solution in 
the presence of TB as an electroactive indicator.    
Arrows indicate each end point.

Table 2    Titration results of PDADMAC with PVS and 
PSS

PDADMAC PVS PSS

cm3 cm3 RSD (％) cm3 RSD (％)

2.00 2.119 0.92 1.814 0.96
5.00 5.303 1.05 4.470 0.87

10.00 10.59 0.65 9.005 0.97



考えると，PSSはスチレン基による π－π相互作用がコロイ
ド滴定反応に加わることが分かったが ,同時に，PSSはPVS

よりも持続長が短く8）9），すなわち可撓性に富むことが知ら
れている．このような可撓性の点から PSSによるコロイド
滴定が滴定結果にどのように影響するかを研究することは
興味深い課題である．
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Metachromagy of Toluidine Blue (TB) with poly(4-styrenesulfonate) (PSS) and poly(vinyl sul-
fate) (PVS) were studied by visible observation using a micro-plate, visible spectra, and 1H-NMR 
spectra in light water.    It was found that the negative metachromagy of poly(styrene sulfonate) 
was due to the π-stacking of TB onto poly(4-styenesulfonate).    The π-stacking interaction 
brings about the random ion-association of TB onto PSS and causes a dim color change of TB 
at the end-point on the visible colloidal titration with PSS.    Tetradecyltrimethylbenzyl ammo-
nium (Zeph) and poly(diaryldimethyl ammonium) (PDADMAC) were titrated by potentiomet-
ric colloidal titration with PSS using an ion surfactant electrode.    The potentiometric titration 
curve of Zeph indicated a typical sigmoid curve without TB.    The potentiometric titration 
curve of PDADMAC indicated a clear decrease in potential change to TB at the end-point.    
Both potentiometric colloidal titrations were quantitative.    Thus, PSS is able to become a stan-
dard polyanion titrant as well as PVS.    When Zeph was used as a standard cation on colloidal 
titration, the determination result of PDADMAC with PSS agreed with the result of colloidal 
titration with PVS within 2％ of the relative difference.

Keywords  :  colloidal titration ; metachromagy ; potentiometric titration ; Toluidine Blue ; 
poly(styrene sulfonate).


