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｜ …科大学 ｜ Annu. Rep. Kyoritsu I 
Coll. Pharm. I 

合水アセトンを溶媒としたアミノ酸の過塩素酸による官位差滴定本

鹿島 哲，黒崎美佐，大脇久子，館田理恵子

Potentiometric titration of some amino acids in aqueous 

acetone solvent with perchloric acid 

Tetsu KASHIMA, Misa KuROSAKI, Hisako 0Hw AKI, 

and Rieko TA TEDA 

100 μmol of some amino acids in aqueous acetone (1/1) is titrated potentio” 

metrically with 0.1 M HC104 using Metrohm titroprocessor with glass indicator and 

silver-silver chloride reference electrodes and a salt bridge of 3 M LiCl aqueous ethanol 

solution (Table I and Fig. 1). 

To clarify the end point, aqueous acetone (2/3) is used to titrate L-histidine and 

L肺leucine. Since the solubility of L-phenylalanine is low, aqueous acetone (3/2) is used 

for the determination. 

It is found that the emf of the half neutralization point of the amino acids is 

proportional not to the pK1 but the pH of the isoelectric point, namely pl. This is 

because that the amino acids will be almost the zwitter ion, NHs+ RCOO司 inaqueous 

acetone solvent. 

1. まえがき

アミノ酸は双極イオンとして存在するので，水には比較的よく漉けるが有機溶媒には溶けにく

いものが多L、。ところが中性アミノ酸水溶液の pHは6前後なので，酸はもとより塩基で滴定す

ることも困難である。そこで，いくつかのアミノ酸は氷酢酸を溶媒として過塩素酸で滴定されて

いるが，O この場合も溶けにくいことが一つの難点である。

そこでアミノ酸を塩基として酸で滴定するときは，水に溶かし有機搭媒を多量加えた試料液を

塩酸で滴定する方法がよく行なわれているが，今回は含水アセトンを溶媒とし，塩酸より強い過

塩素酸で滴定したところよい成績がえられた。また，滴定反応や溶媒効果などについても考察し

たので、報告する。

2. 実験

2.1. 試薬

1）試料

アミノ酸は特級試薬を用し、， O.IM水溶液をつくり，用時 0.02M に希釈して使用した。

グリシン，国産化学．

L－αーアラニン，東京化成．

DL－αーアラニン，東京化成．

戸－アラニン，日本理化薬品．

トロイシン，日本理化薬品．

串 この一部は日本薬学会，第 101年会（1981年4月）で発表

1）第十改正 日本薬局方， 1981.
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L－イソロイシン，日本理化薬品．

Lートレオニン， 日本理化薬品．

L－パリン，日本理化薬品．

L－メチオニン，日本理化薬品．

Lーアルギニン， 日本理化薬品．

Lーヒスチジン， 日本理化薬品．

L－フェニルアラニン，日本理化薬品．

2) 滴定試薬

O.IM過塩素酸水溶液

メルク社の 70%過塩素酸を希釈O

3）溶媒

純水，用時イオン交換法で精製したものを直ちに用いた。

アセトン，メルク社の分光分析用アセトン（99.7 w/w%）を使用。

2. 2. 装置

滴定記録装置：：Metrohm社製 TitroprocessorE 634にDosimatE 635, Stirrer E 649を接続

して使用。電動ピストンビュレットは 5mlを使用，最小単位 1μl。

滴定容器： Metrohm社製ウォータージャケット付滴定容器 EA876-20 (20 ml用〉または EA

876-50 (50 ml用〉を使用。

指示電極： Metrohm社製ガラス電極 EA1090 

比較電極： Metrohm社製銀・塩化銀電極 EA427，内部溶液および塩橋として 3M塩化リチ

ウム 50v/v %エタノール溶液を使用。

電子恒温槽：池田科学株式会社製， 25.0°C。

定電圧装置：山菱電機株式会社製， lOOV.

電子天びん：ザートリウス社製， 1264MP，記録装置付．

重量ピュレット： 10または 30ml容積の重量ピュレットで三角フラスコに共通すり合わせで

直立するようにしたものに試料溶液を入れて電子夫びんで測定するようにしたもの。

2. 3. 実験方法

0.02Mのアミノ酸水溶液約 5g （約 100μ mol）を重量ピュレットを用いて正確に量りとり，

25.0℃の電子恒温槽につないだウォータージャケット付の滴定フラスコに入れ，水を加えて約

20gとしたものを試料とした。含水有機溶媒を使う場合には水との混合比が希望の債になるよう

アミノ酸水溶液に有機溶媒および水を加えて約 20gの試料溶液をつくった。

その試料溶液にガラスフィルター付きガス導入管から窒素ガスを通じ，マグネチックスター

ラーで一定速度でかき混ぜながら過塩素酸で滴定した。その電位差滴定曲線，一次微分曲線，滴

定量とその起電力値は Titroprocessorで記録した。

溶媒としては主としてモル比で、 1対 1のアセトンを用い，起電力の変化が明確でないとき，ア

ミノ酸が溶解しないときは 3対 2および2対 3のモル比の含水アセトンを用いた。また，終点を

明瞭にするため約2分の 1当量まで滴定したところで，アセトンを追加して終点を明瞭にすると

同時に溶解状態を保つようにした。滴定に要した時間は 15～20分である。

2. 4. 実験結果
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塩基性アミノ酸であるレアルギニンおよびトヒスチジンは水溶液で滴定することがで、きたが，

他の中性アミノ酸は滴定することができなかった。

中性アミノ酸のうち， ｛，－アラニン， L－α叩アラニン， DL－αーアラニン， L－イソロイシン， L－パリ

ン，グリシンはそル比で、 1対 1の含水アセトンを溶媒として滴定できた。トヒスチジンおよび

トロイシンは沈殿の生成を避けるため 3対2の含水アセトンを溶媒として滴定した。 L－フ a ニノレ

アラニンは終点を明瞭にするため 2対3の合水アセトンを使った。トメチオニンは 1対 1の合水

アセトンで、は終点が不明瞭で、あるが，初めからアセトンの含量を増すと沈殿してくるので， 2分

のl当量点を過ぎたところでアセトン含量を倍増することによって滴定可能となった。 L－パリン

およびグリシンは2分の 1当量点を過ぎたところでアセトン含量を増して 2対3として滴定する

ことによって感度を増すことがで、きた。トロイシンは2分の 1当量点でアセトン含量を 1対 1に

して滴定した。以上の結果をまとめたものが TableIで，その電位差滴定曲線が Fig.1である。

1対 1モル比の含水溶媒中で、の 2分の 1当量点の起電力値と水溶液中におけるアミノ酸 pK1

との相関関係をみたところ，一般のカルボン酸の場合と違って相関性がみられなかった。しか

し，等電点の pHつまり plとの関係をみたところ Fig.2で、わかるようによい相関性がみられ

た。なお，治媒の種類，水との混合割合および比誘電率の滴定に及ぼす影響を， f,－アラニンを試

料として，希釈誤差および滴定による溶媒組成の変化を避けるため lM濃度の過塩素酸で滴定

した結果を Fig.3で示した。

。

-100 。 0.5 1 1. 5 

0.1MHCl04 
equivalence 

Fig. 1. Titration curves of some amino acids in aqueous 

actetone ム Glycine, L ・・moc-Alanine, DL一
α一Alanine, L一Isoleucine, L一Valine, L拍 ．．． 

alanine, L-Methionine, L-Leucine. × L-Hi-

stidine, + P-Alanine, O L-Arginine 
H20/(CH3)2C0= 1/1 molar ratio, HP/(CH3)2CO 
=3/2 molar ratio ［× and 0] 
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Titration of some amino acids with 0.1 JI.J HC104 in aqueous acetone 

Amino acids 

Ha0/(CH3hCO 

(1/1→2/3) 
Found S.D. 

% %  

H20/(CH3)2CO 

1/1 

e.p.(1/2) 

mV 

Table I. 

AE 
mV 

AE 
mV 

S.D. 

% 
Found 

% pl pKa pK2 pK1 

11. 2 13.2 9.09 2.18 352.0 -35.2 0.40 99.6 L-Arginine 

7.47 8.97 5.97 1. 78 (153. 2) (+153.2) 0.21 99.0 L-Histidine事

6.90 10.19 3.60 160.5 +188. 2 0.25 99.4 戸－Alanine

6.01 9'. 69 2.34 87.4 +250.1 0.40 98.1 L-a-Alanine 

6.01 

5.98 

9.69 

9.60 

2.34 

2.36 96.8 0.12 88.9 
(3/2→1/1) 

87.3 

(78. 1) 

十250.1

( +247. 7) 

0.53 

0.46 

97.2 

95.5 

DL-a:-Alanine 

L-Leucine* .i::,.. 

5.94 9.62 2.26 97.9 +253. 8 1.0 98.2 L-Isoleucme 

5.97 9.62 2.32 108.9 0.33 98.6 90.3 十254.31. 2 97.7 L-Valine 

5.97 9.60 2.34 99.8 0.33 97.4 77.4 +263.8 0.50 96.2 Glycine 

5.74 9.21 2.28 100.7 0.76 107.2 
(1/1→1/2) 

( +266. 0) L-Methionme 

5.48 

． 
9.13 1. 33 (92. 5) ( +271. 4) 0.25 98.2 

t=2/3 H20/(CH3)..iC0=3/2, 

L-Phenylalaninet 
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eφ（ 1 I 2) 
mV 
300 

。

5 9 11 pl 7 

Fig. 2. Relationship between the pl and the emf of half 

neutralization point of amino acids 

1 L-Arginine, 2 P-Alanine, 3 L－忽－Alanine,

4 L-Isoleucine, 5 L-Valine, 6 Glycine, 7 L-
Methinonine. 

3. 考 察

塩基性アミノ酸は水溶液として強酸を使って滴定することができるが，中性アミノ酸はその水

溶液の pHが6前後なので強酸で滴定してもよい結果をうることができなし、。そこで氷酢酸を溶

媒として過塩素酸で滴定する方法やホルモール法が用いられている。1) しかし，アミノ酸は水に

は比較的溶け易いが，非水溶媒には溶けにくいこと，また間接滴定には別の難点があるので，含

水溶媒を使って電位差滴定で検討することにした。

アミノ酸の溶液中における双極イオンと中性分子の存在比K0=[NH3+RCOO-J/[NH2RCOOH]

は水溶液中では 105 より大きし、，つまり双極イオンとして存在する。溶媒が 90w/w%エタ

ノールとなっても Kn口 500にまで低下するが大部分が双極イオンとして存在することに変わり

がなし、。わつまり，次に示した（A),CB）および CC）の構造の存在を考えた場合 CC）で存在す

る割合は非常に少い。

NH2 

(CH2)n 

CHNHa+ 
coo叩

(A) 

NHa+ 

(CH2)n 

CHNH2 
coo時

CB) 

NH2 

(CH2)n 

CHNHa 

COOH 

CC) 

アルギニンは大部分 CB）構造として存在するので，わその塩基性は強し、。ヒスチジンはそノカ

-5-



No. 26 (1981) 

ルボン酸のとる（A）構造として存在するのでPNHa＋が coo－に近接しているため，他の中性

アミノ酸と同様，その部分の塩基性はなくなり，末端の NH2に基づく塩基性のみになるため，

その強さは弱くなる。

アミノ酸を水に溶かし，メタノール，エタノール， 2－プロパノールおよびアセトンを加えた含

水試料溶液を過塩素酸で滴定したところ，合水アセトンを溶媒とした試料がよい成績を示したの

で，水とアセトンのモル比， 1対 1(76. 3 w/w %， ε：31. 8）を主に使って滴定することにした。

なお，含水アセトンを溶媒とし指示薬を用いた滴定はかなり報告されているので，ここで電位差

滴定法で詳しく検討することにした。

溶媒としてアセトンがメタノールおよびエタノールより適している一つの理由は，アセトンの

比誘電率が上記のアルコールより低いため，3）次式の反応が右辺に片寄るからである。

NH3+RCOO宇 +H＋→NH3+RCOOH －－……・・・・…－………－－………・…－－…・…・・（1)

また，一般的に双極イオンはアセトンよりアルコール類によってよく溶媒和されて安定化され

ている。

溶媒の自己プロトン解離， Ksを考えるとアルコールの解離は次式で表わされる。

ROH+ ROH→ROH2+ + RO- ・・……......・ H ・H ・H ・.......・ H ・......・...……・・・・・・（2)

メタノール，エタノールおよびふプロパノールの pKsはそれぞれ 16.7, 19. 1および 20.8で

あるがアそれらに対してアセトンは理論的には自己プロトン解離しないが，現実には水などの

不純物などを含むことなどから，比較的大きな値ではあるが，ある pKs値を示す。もちろん，

含水状態の溶媒ではやや小さし、 pKs値になる。主に使用した 76w/w%アセトンの見掛けの

pKsは約 18で，他の含水アルコールの pKsより約2ほど大きいものと推定される 03）したがっ

て，溶媒として含水アセトンを使って中性アミノ酸が強酸で滴定できるのは，主として溶媒の比

誘電率が小さいこと，溶媒和しにくいこと，自己プロトン解離が比較的大きいためと考えること

ができる。また，合水アセトンは水より塩基性領域も少し拡大しているものと見なせよう 03) 

滴定試薬として O.lM過塩素酸水溶液を用いたのは，試料の溶媒として多種の含水溶媒を用

いるため共通の溶媒で、ある水を使った。また，水の比誘電率は 78.5と高く， HaO＋の動きが早

いことを考慮、した。実際，合水アセトン中で過塩素酸が塩酸より強い酸性を示すことは，反応速

度が約 2倍になり，起電力変化もやや増加することに表われていた。

なお，滴定試薬の溶媒が水で，試料の溶媒が合水アセトンのため TableIIに見られるように

滴定の進行につれて試料溶媒の組成が変化し，その比誘電率も変化するため，滴定反応に及ぼす

溶媒組成との相関性を正確に解釈することは困難で、ある。それを避けるためには，過塩素酸の濃－

度 O.lMを lMにすることである。それによって滴定による希釈誤差と溶媒組成の変化を無視

することができる。したがって溶媒およびその含水量の変化が滴定に及ぼす影響を見るときは，

lM濃度の過塩素酸を使った。（Fig.3）詳しく検討しなかったが，含水ジオキサンは溶媒として

好適だと思われるが，その理由は比誘電率が他の溶媒と比べて非常に小さいことと，溶解能が高

く水と水素結各するためであろう。

2) J.P. Greenstein, M. Winitz：“Chemistry of the amino acids，” Vol. 1, Chap. 4, 1961, John Wiley & 

Sons. 

3) G. Charlot, B. Tremillon；藤永太一郎，佐藤昌憲訳：“シャルロー溶媒内の化学反応と平衡ぺ 1963,

丸善。
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Table II. Relationship between the molar ratio of water/acetone and the weight 

percent of acetone and the dielectric constant 

H20/(CH3hCO Initial e♂・（1/2) e.p. e.p.(3/2) 
concentration 

molar ratio w/w% w/w% w/w% w/w% 

3/2 68.3(36.8) 66.7(37.5) 65.2(38.8) 63. 7(35. 9) 

1/1 76. 3(31. 8) 74.5(33.0) 72.8(32.0) 71. 2(35. 0) 

2/3 82.9(28.0) 80.9'(29.0) 79. 0(30. 0) 77. 2(31. 2) 

1/2 86. 6(25. 6) 84.5(27.0) 82.5(28.2) 80. 6(29. 2) 

) : dielectric constant 

mV 
400 

300 

n

u

n

υ

 

n

u

n

U

 

円
f
h

’i

ωω
！

S
M
ω
h
z
。g
。』判
ωω
一同

。
。 0.5 1 

1 MHC104 

1.5 
!equivalence 

Fig. 3. Titration curves of 0.01 M かalaninein aqueous organic 

solvents 

Aqueous solvent ε E 

0 1,4心 ioxane(75 w/w%) 14 × 2-Propanol (75 w/w%) 29 

+ Acetone (75 w/w%) 32.5 × Ethanol (75 w/w%} 35 

十 Ethanol(90 w/w%) 27.5 × Acetone (50 w/w%} 45 

+ 2・Propanol(90 w/w%) 19 × 1,4-Dioxane (50 w/w%} 36 

合水アセトン中で酸の作用をするものが OHs＋であるか（CHa)2COH＋であるか問題であるが，

合水メタノール中で、メタノール含量が約 80w/w% (e：約40）まではプロトンはほとんど OHa+

として存在し，それ以上メタノールの含量が増加し比誘電率が低下するにつれて CHaOH2＋の割

合が増すことが知られているので，4) 76 w/w %アセトン中ではプロトンは OHa＋として大部分

存在するものと推定される。
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ある塩基を強酸で2分の l当量中和した点［e. p. (1/2）］の電位の値は，中和反応以外の反応

が生じるのでなければその塩基の pKb，アミノ酸でいえば pK1と比例関係にあるのが通例であ

るが， TableIおよび Fig.2でみられるように，アミノ酸では 2分の 1当量点の電位は等電点の

pH (pl）と比例関係があることがわかった。まずアミノ酸のプロトンの授受の関係を表わすと次

のようになる。
判＋+H 

NH3 + RCOOH .::;-NH3 + RCOO－な NH2RCOO-+ H+ ・ ・ ・・H ・H ・H ・...・H ・...・H ・（3)
Kl K2 

Ki= [NH3 +RCOO-J ［引 …・・…・・・ ・・（4)
1 [NH3+RCOハ？

K2= [NH2RCQQ-J［守1 ．． … －－ …・・ ・… ・・・ ・(5) 
[NH3+RCハハ

pl＝凶：P九..... ・(6) 

溶媒中のアミノ酸， NHa+RCOO－は coo－が塩基性の作用をすると同時に NHa＋は酸の性質

を示すから，アミノ酸を塩基として酸で2分の l中和したときの電位は， PK1ばかりでなく pK2

にも同等に関係する，つまりその両者の平均値である plに比例すると解釈できょう。

Table Iでわかるように，試料溶液の溶媒の混合比が変わると定量値が 1%ぐらいは変動し

た。それは過塩素酸標準液を標定するときと，試料を滴定するときと同じ混合比の溶媒を使う必

要があることを示すもので，日本薬局方1)では空試験をすることによってその誤差をなくすよう

にしている。

4. 結論

約 100μmolのアミノ酸をモル比1対 1の含水アセトンを溶媒として O.lM過塩素酸水溶液

で滴定することがで、きた。終点を明瞭にするため Lーヒスチジンおよびトロイシンを滴定すると

きはそル比 3対 2の含水アセトンを用い，溶解度の低い Lーフェニルアラニンには 2対 3の溶媒

を使った。また，溶ける程度の含水溶媒を用いた試料に約2分の 1当量の酸を加えてからアセト

ンを追加してその割合を増してから滴定することによって終点を明瞭にすることがで、きた。

アミノ酸に酸を2分の 1当量を加えたときの起電力値は pK1ではなくて等電点の pHである

plと比例関係にあることを見出した。その理由はアミノ酸が一般のカルボン酸と違い溶液中で

双極イオンとして存在するためで、あろう。

4) R. W. Gurney：“Ionic Processes in Solution，＇’ Chap. 13, 1953, McGraw-Hill. 
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