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ヨウ素価測定におけるハロゲン付加物の高速液体 クロマ ト

グラフィーによる同定

鈴木　義仁,　小泉　 均R　*

(1989　年　6　月　24　日受 理)

不飽和結合の定最に利用されるヨウ素価はウィイス試薬やハヌス試薬を用いて,オ レフィン性二重結

合ヘハロゲンを付加させ消費されたハロゲンをヨウ素等に換算 して求めている.こ のような試薬を用い

る反応では試料量,反 応時間などによりヨウ素価は異なる値を示すことが知られている.本 報ではウィ

イス試薬,ハ ヌス試薬,及 び臭素溶液を用いて付加反応によって得 られたハロゲン付加物を　HPLC　 に

より分離 ・定性分析し,こ れらの試薬との反応によって,ど のような付加物が得られるかを明らかにし

た.ス チレンへの付加反応では使用 した試薬の違いによるハロゲン付加物はHPLCで 分離できた.　し

か し長鎖不飽和脂肪酸の付加物ではハロゲン種の違いに基づく相互の分離は達成できなかった.保 持の

近接 した付加物ピークについては分取後,酸 素フラスコ燃焼法によりハロゲンイオンとしてイオンクロ

マ トグラフィーにより付加 したハロゲン種を同定し,そ のHPLCに よる分離挙動を明らかにした.

1　 緒 言

ヨウ素価の測定は油脂化学や食品化学において,古 く

より油脂中の不飽和酸の総定最が必要な場合に採用され

ており,ウ ィイス法やハヌス法として一塩化ヨウ素又は

一臭化ヨウ素を酢酸溶液として反応させ,余 剰の試薬量

をチオ硫酸ナ トリウム標準溶液で滴定することによって

測定している1)～5).

又,工 業化学の分野においても各種の物質中の不飽和

化合物をハロゲン付加を利用する方法によって定量分析

をしている6).し か し,こ れらの方法は分析する試料や

対象となる化合物に適切な反応条件を選ぶことが必要と

されている.例 えば,ウ ィイス法によって油脂中の不飽

和酸総量を求める際には含有されている不飽和酸をあら

かじめ予測 して反応条件を設定することが必要となる.

そのため,組 成が甚 しく異なる際には,反 応時間を一定

として反応 させてもオレイン酸やリノール酸の含有量に

よって測定値が変わることが知られている.こ れは付加

反応が試薬に用いるハロゲンの種類によって,そ の付加

選択性が異なるためと考えられる.そ のため,ハ ロゲン

の種類を異にするウィイス法とハヌス法では同一試料に

ついての測定値は異なってくる.従 って,分 析値にはい

ず れ の 方 法 で 測 定 した か を必 ず 明 記 す る こ と と して い

る3).

そ こで,本 報 で は これ らの二 つ の ヘ テ ロハ ロゲ ン試薬

及 び 臭 素 溶液 を試 薬 と して 用 い る付 加 反 応 に よ って得 ら

れ たハ ロゲ ン付 加 物 をHPLCに よ っ て分 離 定 性分 析 し

比 較 検 討 を行 っ て,ヨ ウ素 価測 定 時 に どの よ うな付 加生

成 物 が 得 られ る か を明 らか に した.

HPLCで ヘ テ ロハ ロ ゲ ン付 加 生 成 物 ピー クの 相互 分

離 が 困 難 な際 に は,HPLC溶 離 物 を捕 集 した後 酸 素 フ

ラ ス コ燃 焼 法 を用 い て,付 加 生成 物 を燃 焼 分解 した後,

イ オ ン ク ロマ トグ ラ フ ィー を行 っ て付 加 生成 物 中 のハ ロ

ゲ ン種 を明 らか に して ピー クを 同定 した.以 下,こ れ ら

の 検 討 結 果 に つ い て記 載 す る.

2　 実 験

2・1　 装 置

高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィー 装 置 は 日本 分 光 製

HPLC,　 Twincle　 型 に検 出 器 と してUVIDEC-100V　 型

及 び 記 録 計 と し てSIC　 Chromatocorder　 11　を,　又,　カ

ラ ム に は 東 京 化 成 工 業 製Kaseisorb　 ODS　 (4.6×250

mm)　 を 用 い て 逆 相 系 で の 分 析 を行 っ た.又,イ オ ンク

ロ マ トグラ フ は横 河 電 機IC-100を 用 い,プ レカ ラムに

PAM3-035,分 離 カ ラ ム にSAM3-075を 用 い て分 析 し

た.
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2・2　試 薬

ハヌス試薬は一臭化ヨウ素(関 東化学一級)　0,40g　を

20ml　の氷酢酸に溶解 したものである.ウ ィイス試薬は

一塩化ヨウ素(関 東化学一級)の0 .40gを 氷酢酸の　20

mlに 溶解したものである.臭 素(和 光純薬工業特級)

試薬溶液は臭素0.40gを 四塩化炭素20mlに 溶解 させ

た.不 飽和脂肪酸オレイン酸,リ ノール酸及びスチレン

は東京化成工業特級試薬をそのまま用いた.

2・3　操作手順

不飽和脂肪酸の四塩化炭素溶液2mlを 遮光 メスフラ

スコ中にとり,こ れにハロゲン化試薬2mlを 加える.

ときどき振 り混ぜなが ら室温で2時 間反応させる.　反

応終了後,蒸 留水5mlと 四塩化炭素5mlと を加えて

よく振り混ぜる.こ れに10%ヒ ドラジン水溶液を滴加

して溶液が無色となるまで加える.次 いで分液漏斗に移

し入れ,水 相と四塩化炭素相とに分相 し,四 塩化炭素相

を更に蒸留水10mlで2回 洗浄をする.四 塩化炭素相

は減圧下で溶媒を除去して,ハ ロゲン付加脂肪酸を得

た.

2・4　誘導体化

ハロゲン付加脂肪酸はHPLC検 出感度が低いため次

のように誘導体に変換 して分離 ・検出を行った.す なわ

ち,得 られたハロゲン付加脂肪酸に0.lM水 酸化カリ

ウムのメタノール溶液を滴加し微アルカリ性とした後,

触媒として18-ク ラウン-6-エーテルを含む臭化フェナシ

ル5mg/ml濃 度溶液2mlを 加え,80℃ で60分 間反応

させた.

2・5　クロマ トグラム測定

(1)　HPLC　 の移動相はスチレン付加物の場合には　60%

メ タ ノールー水,不 飽和脂肪酸付加物 では90%メ タ

ノールー水を用いた.流 量 は特に記載しないかぎり　1.0

ml/minで ある.又,検 出波長は254nmで ある.

(2)　イオンクロマ トグラフはハロゲン付加脂肪酸中のハ

ロゲ ン元素 を特 定す る際 に用 い た.横 河 電機 製

IC-100,中 空 チューブサプレッサー及び電気伝導度検

出器 を備 え た装 置 で,陰 イ オ ン用 分析 カ ラ ム

SAM3-075(4.9×75mm)に プ レカ ラム　PAM3-035

(4.6×30mm)を 接 続 して用いた.溶 離液 に　4.4mM

Na2CO3と1.2mM　 NaHCO3　 の混合液を　1.0ml/mill　の

流量で送液した.

2・6　付加ハロゲン種の同定

HPLCに よ り分離溶離する各ピーク成分を分取 した

後,こ の一定量を無灰〓紙に付着 させる.〓 紙は酸素フ

ラスコ中で燃焼させ,0.1%-ヒ ドラジン水溶液　2ml　と

0.1　M　Na2CO3水 溶 液5mlの 混 合溶液中 に吸収 させ

る.吸 収液はメスフラスコに移 し人れ,蒸 留水で希釈 し

10mlと した後,イ オンクロマ トグラフィーにより成分

中のハロゲン種を同定した.

3　 結果 と考察

オレイン酸,リ ノール酸及びスチレンにそれぞれハロ

ゲン化試薬を定法1)に従って反応させ,ハ ロゲン付加物

Scheme  1 Procedure of halogen adduct for HPLC
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を得 た.オ レイ ン酸 及 び リ ノー ル酸 につ い て は更 に　2・4

の操 作 手 順 でHPLCの た め の 誘 導 体 に 変換 し た.一 連

の操 作 手 順 を　Schcmc　 1　に示 す.

3・1　 オ レイ ン酸 付 加 物 の　HPLC

Fig.1に は(A)に オ イ レ ン酸 に一 塩 化 ヨ ウ 素 を,　(B)

に一 臭 化 ヨ ウ素 を,(C)に 臭 素 溶 液 をそ れ ぞ れ 反 応 させ

て得 られ る生 成 物 の クロ マ トグラ ム を示 した.図 中 の 数

字 は ク ロ マ トグ ラ ム上 よ り求 め たKovats　 index(保 持 指

数)で あ り,パ ル ミチ ン酸 及 び ス テ ア リ ン酸 の 保 持 指 数

を1600及 び1800と して そ れ ぞ れ を 表 示 した もの で あ

る.こ れ らの ピー ク中 の ハ ロ ゲ ン種 は 分取 した後 酸 素 フ

ラ ス コ燃 焼 法 で ハ ロゲ ンを 遊 離 させ た う え で イ オ ン ク ロ

マ トグ ラ フ ィー で 確 認 を 行 っ た.保 持 指 数　1622～1623

は 未 反 応 の オ レ イ ン酸 の ピ ー ク で あ り,保 持 指 数　1660

は 一 塩 化 ヨ ウ素 付 加 物,1665は 一 臭 化 ヨウ 素 付 加 物,

1667　は二 臭 素 付 加物 の ピー ク で あ っ た.

こ の よ う に,そ れ ぞ れ の 付 加 生 成 物 はKovats　 indcx

と して 分 離 ・表 示 が 可 能 で あ る が,HPLCで はハ ロ ゲ ン

種 の違 い に よ る相 互 分 離 は で きな か っ た.こ れ は脂 肪 酸

フ エ ナ シ ル骨 格 が 巨 大 な ため,ハ ロゲ ン種 の違 い に基 づ

く保 持 差 が な く な っ た もの と考 え られ た.

Fig.1よ り明らかなように,一 塩化ヨウ素や臭素の反

応による付加物は試薬と同一組成のハロゲン付加物が得

られたがハヌス試薬による付加ではI-Brの 反応による

にもかかわらず二臭化物のみが得られた.こ こではハロ

ゲン種による交換反応が生 じているものと推察される.

一方,一 塩化ヨウ素や一臭化ヨウ素試薬を用いた付加

反応では未反応のオレイン酸が付加物相対比にして,　そ

れぞれ22%,60%と 極 めて多量に残存するが,臭 素溶

液による付加反応ではわずか4%と なった.こ れは同

一の反応条件(暗 所
,2時 間)の ため,ハ ロゲン試薬に

よる反応速度の大小によりオレイン酸が残存 したもので

ある.こ のことは,ヨ ウ素価測定の際,試 薬の種類によ

って反応時間を正確に設定するように規定されており,

臭素化は短時間でよいとすることを裏付けている.

3・2　スチレン付加物の　HPLC

上述 のように長鎖脂肪酸フェナシルでは骨格による保

持が大きく影響 し,そ のためハロゲン種の違いによる保

持差が生じなくなったものと考えた.そ こで,骨 格の小

さい化合物としてスチレンのハロゲン付加反応について

試みた.そ の結果をFig.2に 示 した.付 加反応の条件

はScheme1と 全 く同一である.Fig.2よ り明らかなよ

(A) (B) (C)

Fig. 1 Chromatograms of halogen adducts of oleic acid



報 文 鈴木,　小泉:　ヨウ素 価測 定に おけ るハ ロゲ ン付 加物 の高速 液 体 クロマ トグラ フ ィー によ る同定 721

(A) (B) (C)

うに,反 応試薬として使用 した臭素溶液,一 塩化ヨウ

素,一 臭化ヨウ素の順序で未反応のスチレンのピークが

増大しておりオレイン酸の場合と同様に臭素試薬の反応

速度が最も大きいことを示 している.

一方
,ハ ロゲン付加物 ピークの保持時間(分)は 二臭化

物27.04,塩 素 ヨウ素化物32.04,臭 素 ヨウ素化物　34.6

と36.1と な り,そ れ ぞれハ ロゲン付加物 ピー クは

HPLCに よって明確に分離できることが判明した.　こ

のように,骨 格の小さい分子ではハロゲン種の違いによ

る保持差は大きく,そ れらが相互にHPLCに よって分

離できることが分かった.

3・3　 リノール酸付加物の　HPLC

Fig.2か ら明らかなように,ハ ヌス試薬による付加反

応においてもハヌス試薬の組成と異なる付加物 ピークと

してクロマ トグラム上に二臭化物のピークがあり,　ハロ

ゲン間での交換反応が起きているものと推察される.　一

方ウィイス試薬では交換反応と見られるピークは認めら

れなかった.リ ノール酸のハロゲン付加物のクロマ トグ

ラムをFig.3に 示 す.リ ノール酸は付加の可能な二重

結合を二個を持ち,二 重結合が近接 しているためハロゲ

ン付加が立体効果の寄与を受けると考えられ,得 られる

付加生成物も多種類であった.Fig.3は 一臭化ヨウ素付

加物のクロマ トグラムであるが,こ れらのピークの特定

はそれぞれの溶離ピークを分取 した後,2・6の 操作を経

てイオンクロマ トグラフィーでハロゲン種の確認を行っ

た.

これらの不飽和脂肪酸へのハロゲン付加物の保持指標

をTable1に 示 す.()内 の数字 は相対付加物面積

パーセ ン トである.ク ロマ トグラム上で,保 持指標

1490　の未反応のリノール酸は臭素付加及び一塩化 ヨウ

素付加により2～3%残 存するのみとなるが一臭化 ヨウ

素試薬では47%の リノール酸が残存する.

臭素試薬による付加では,保 持指標1600と　 1621　の

二臭化物が生成 している.こ れは8,9位 と　12,　13　位

に付加 したものの異性体であろう.

一塩化ヨウ素試薬による付加では,生 成物はいっそう

複雑となりHPLCの み では明確に定性分析ができなか

った.そ こで,溶 離するピークを分取 して酸素フラスコ

燃焼法で生成したハロゲンをイオンクロマ トグラフィー

で確認を行 った.そ の結果 をTable1に 記載 してあ

る.

Fig. 2  Chromatograms of halogen adducts of styrene
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例えば,一 臭化ヨウ素付加では保持指標　1521と　 1533

の ピークはイオンクロマ トグラフィーの結果からは臭素

のみを含有するものとして検出され,こ の試薬による交

換反応が生じていると考えられる.一 臭化ヨウ素試薬中

の組成と異なり臭素のみの付加が優先していることを示

している.こ のことは,ヘ テロハロゲン試薬を用いる際

には試薬中のハロゲン種による付加選択性が存在するこ

とを示唆 している.

Table　1　より明らかなように,二 重結合へのヘテロハ

ロゲン化の反応は複雑であり,付 加生成物も多種のもの

が生成 していることが判明した.又 これらの反応の解析

にHPLCが 有力な分析法であることが元唆された.　今

後,こ れらのヘテロハロゲン付加反応の機構を明らかに

するには試薬濃度,反 応条件,試 料量などを変えて付加

反応させると共に生成物を分取 してMS分 析や　NMR

を試 みる必要があろう.こ の検討は機会を改めて報告し

たい.

1989　年　4　月,　日本化学会第　58　春

季年会において一部発表
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☆

Identification of halogen adducts of olefins in 
iodine value determination by HPLC. Yoshihito 
SUZUKI and Hitoshi KOEZUMI (Faculty of Engineering, 
Yamanashi University, 4, Takeda, Kofu-shi, Yamanashi 
400) 

Addition reaction of iodine-halogen to olefinic com-

pounds is used for the determination of iodine value, 
although the value obtained by Hanus method is lower 
than that by wijs method. In this study, unsaturated 
compounds such as oleic acid, linoleic acid and styrene 
were reacted with IBr, ICI and Br2. For UV monitor, 
halogen adducts of fatty acids were derivatized with phe-
nacyl bromide. Separation of halogen adducts was in-
vestigated with a reversed phase HPLC system. In 
styrene, halogen adducts were separated each other, but 
IBr addition resulted in the formation of two bromine 
adducts. The halogen adducts of long chain unsatu-
rated fatty acids were fractionated by preparative HPLC,

Fig. 3 Chromatogram of halogen adducts of 

linoleic acid

Table 1 Kovats retention index of halogen adducts 

of unsaturated fatty acids
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because their HPLC separation was  difficult. 

Fractionated halogen adducts were converted to halide 

ion by the oxygen combustion flask method. Halogen 

species were identified by the retention time of anion ex-

change chromatography and their abundances were de-

termined by peak area. In the case of IBr addition 

reaction, only bromine adduct was observed for both

oleic acid and linoleic acid. 
(Received June 24, 1989) 

Keyword phrases

HPLC of halogen adduct ; olefinic double bond ; iodine 
value ; Hanus and Wijs method.


