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Annu. R句…！｜共同科大学

Coll. Pharm. 

自配分光光度計を利用した分光光度滴定法による

アルギエンおよびヒスチジンの Cu(II）鋪滴定本

鹿島哲，河村倫子，谷原範子，小出裕子

Recording spectrophotometric titration of arginine and histidine 

with Cu (II) using a new titration apparatus 

Tetsu KA印刷A,Michiko KA w AMURA, Noriko T ANIHARA 

and Yuko KomE 

(Received September 14, 1984) 

Using a recording spectrophotometer with a new titration apparatus, titration 

curves and absorbances are recorded, and the end point is determined with the titra・ 

tion curve or the value of the maximum absorbance. 

5-20 μmol of arginine or histidine is titrated with 0. 01 M Cu (II) standard釦lu帽

tion with an error of about two per cent using an automatic microburet. The molar 

ratio of bonding Cu (II) to the amino acid is one to four in weak basic solution, one 

to two in near neutral and one to one in weak acidic. 

1. まえがき

前報1)に引き続き分光光度滴定法の改良と応用を検討した。まず反応を更に円滑に行なわせる

ため，滴定セル内の試料溶液を撹持する方法を更え，分光光度計のセル室下部にマグネチックス

ターラーの撹持装置を作製して組込んで撹持するようにした。金属イオンをアミノカルポン酸で

あるキレート試薬で滴定する例は多いが，その逆の滴定例はあまり行なわれていないので，アル

ギニンおよびヒスチジンを硝酸銅（II）標準液で錯滴定してみたので報告する。

2. 実験

2.1 試薬

Arginine，宝興産製， S級O 2×10-3または 5×10-3mol/kgの水溶液として使用。

Histidine，宝興産製， S級。 2×10-3または5×10-3mol/kgの水溶液として使用。

Copper(Il)nitrate, Cu(II) (N03)2 ・3H20，特級試薬， O.OlMの銅濃度の硝酸溶液を滴定の標

準溶液として使用。

Sodium perchlorate, NaCIO，・H20，メルク製，分析用， 0.IM水溶液として使用。
Carbonate bu百er,JISの標準緩衝溶液に， C02を含まない 0.1MNaOHを加えて pHS.2と

したもの。

2.2 装置

事 日本薬学会第104年会（1983年3月）で発表
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Fig. 1 Titration apparatus 

自記分光光度計：島津デジタルダブルビーム分光光度計UV210-A型，吸収スベクトルおよび

吸光度を記録。

光度滴定装置： Fig.1 ~；こ示したもので，光路に光学石英板を用いた石英ガラス製の円筒形滴定

セルと，シンクロナスモーターで105RPMで回転するマグネチックスターラーを持った装置で，

分光光度計のセル室にセットできるようにしたもの。

自動ピュレット：ラジオメーター ABUe型〈全量 2.5ml，最小目盛 1μI），滴下速度 14min/ 

mlまたは 28min/ml。

pHメーター： MetrohmpH meter, E 6030 

電子天秤： Sartorius1265型，秤量 400g，感量 lmg；風防およびプリンター付き。

2.3 実験方法ならびに実験結果

2. 3.1 アルギニン

アルギニンの 5×10-3mol/kg溶液， 2gを電子天秤で滴定セルに秤りとり，同じモル量の炭酸

塩緩衝液を加えて約33gとしたもの（3×10-,mol/kg）の吸収スベクトル，および Cu(II）標準

溶液並びに滴定後の試料溶液のスベクトルを Fig.2に示した。

アルギニンの 5×10-3mol/kg溶液を 2gまたは 4gを直接滴定セルに電子天秤で秤りとり，

そのままか， 10倍モル量程度の NaCl0，を加えて水で約 35gにした試料を255nmの単色光〈波

長幅 1nm）を使って Cu(II）標準溶液で滴定したときの滴定曲線を Fig.3に示す。次にアルギ

ニン試料溶液を lgまたは 2gとり，それに同モル量程度の炭酸塩緩衝溶液を加えて滴定したと

きの滴定曲線を Fig.4に示す。
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Fig. 2 Apsorption spectra of arginine, Cu (II) and the complex solution 
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(+Carbonate buffer) 

5 p mol 

( 0.87mg) 

0.1 0.2 0.3 0.4 o.s 

0.01 M Cu （工工）(N03h 

.LO p mol 

( l.74mg) 

Arginine I Cu(II) 

= 2 I 1 mole 

0.6 0. 7 ml 

Fig. 4 Spectrophotometric titration curves of arginine in 

near neutral solution (255nm) 

Spectrophotometric titration of Arginine with 0. 01 M Cu(ll), 255nm 

+ NaCl04(l-3×10寸 M) + Carbonate buffer (pH9. 4, 1-3×I0-3M) 
Arginine Arginine Cu(ll) Found Arginine Arginine Cu(ll) Found 

0.005m weight solution % 0. 005m weight solution % 

1. 999 g 1. 741mg 0.251mQ 96.5% 1. 002 g 1. 745略 0.253mQ 97.1% 

2.002 1. 744 0.253 97.2 1. 004 1. 749 0.250 95.8 

2.006 1. 747 0.253 97.0 1. OOo 1. 742 0.254 97.7 

2.000 1.742 0.261 100.4 1. 003 1. 747 0.256 98.2 

2.003 1. 745 0.261 100.2 1・001 1. 744 0.251 96.2 

( about 10 μ mol) Av. 98.3% (about 5 μ mol) Av. 97.0% 

(3×10-4M) SD 1.88% SD 0.96% 

3. 999 g 3.483略 0.514mQ 98.8% 1. 998 g 1. 740mg 0. 514mQ 98.8% 

4.001 3.485 o. 511 98.3 2.000 1. 742 0.503 96.7 

4.006 3.489 0.517 99.2 2.000 1. 742 0.509 97.9 

4.004 3.487 0.505 97.0 2.006 1. 747 0.503 96.7 

4.003 3.486 0.506 97.2 2.002 1. 743 0.491 94.4 

(about 20 μ mol) Av. 98.1% (about 10 μ mol) Av. 96.9% 

SD 0.97% SD 1.65% 
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以上の成績をまとめたものが TableIで，試料そのままか， NaCl0，を加えて滴定したとき

は， Cu(II) とアルギニンとのそル比が1対4のところで終点がえられ，炭酸塩緩衝溶液を加え

て滴定したときは1対2のところで終点がえられ， 2%以内の誤差で、滴定で、きた。

2.3.2 ヒスチジン

ヒスチジンの 5×10叩3mol/kg溶液， 2gを滴定セルに秤りとり，同じモル量程度の炭酸塩緩

衝溶液を加えた約 33gの試料（3×10司 4mol/kg）の吸収スペクトノレおよび Cu(II）標準溶液並び

に滴定後の試料溶液のスベクトルを Fig.5に示した。

ヒスチジンの 5×10-3mol/kg溶液を 2gまたは 4gとり，そのままか， 10倍モル量程度の

NaC104を加え， 260nm（波長幅 1nm）の単色光を使って Cu(II）で滴定したときの滴定曲線を

Fig. 6に示した。この場合，吸収極大のところを終点とすると， Cu(II）とヒスチジンのそル比

は1対4となった。ヒスチジン試料、溶液lgまたは 2gとり，同モル量程度の炭酸塩緩衝溶液を

加えて滴定したときの滴定曲線を Fig.7に示す。 Cu(II）とヒスチジンのそル比が1対2のとこ

ろで終点がえられた。

以上の結果をまとめたものを TableIIに示したが，ヒスチジンも Cu(II）標準溶液を使って

2%以内の誤差で滴定できるといえよう。

なお，アルギニンまたはヒスチジンに酢酸塩緩衝溶液を加え弱酸性（pH5）で 260nmの単色

光を使って滴定したところ， CuσI) とのモノレ比が約1対1のところで終点がえられたが，あま

り良い成績がえられなかった。
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Table II Spectrophotometric titration of Histidine with 0. 01 M Cu (II), 260nm 

+ NaCI04（ト3×10→M)
Histidine Histidine Cu (II) 

0. 005m weight solution 

Cu (II) Found 

at..< max % 

0. 002 g 3.107略 0.203mQ 0.254mQ 97.6% 

2.006 3.113 0.200 0.257 98.6 

1. 999 3. 102 

2.002 3.107 

2. 005 3.112 

(about 10 μ mol) 

(3×10-4M) 

0.203 

0.201 

0.203 

0.257 

0.256 

0.258 

Av. 

SD 

98.9 

98.4 

99.0 

98.5% 

0.57猪

Mm 

円

t
r
D
A
U
n
v
円

r白

押

4

巧
4

岬

t

巧

t
押

t

Q
ν
n
v
Q
u
n
H
d
A
H
U
 

A
U
V制m
 

n
v
n
i
a
a
τ
Q
M
戸

O

n
u
n
u
n
U
A
U
n
U
 

R
U
F
D
F
O

問。
F
D

n
u
n
u
n
U
A
u
n
U
 

A
Uゐm
 

n
v

’A
n
o
m
o
n
o
 

唱

i
噌

i
n
u
n
u
n
u

a骨

d
骨

a佐

4
告

d
也

n
u
n
u
n
u
n
u
n
v
 

時
民

d
d
ι
τ
n
u

’i
n
d

唱

i
n
u
h
u
n
U
唱

i

q
r
M
n
4
9
H
n
r耐
円

L

P
O
F
o
n
o
p
o
p
o
 

g
 

円

t
n
u
Q
u
n
u
h
b

n
u
n
u
n
w
M
A
U
n
U
 

0

0

9

0

0

 

aせ

a怯
内

δ

d
告

A
唖

(about 20 μ mol) 

+ Carbonate bu首er(pH9. 5，ト3×10田SM)
Hisidine Histidine Cu (II) Found 

0. 005 m weight solution % 

1. 003 g 1. 557mg 0. 249mQ 95. 8% 

1. 005 1. 560 0. 247 95. 0 

1. 005 1. 560 

1. 001 1. 553 

0. 998 1. 548 

(about 5 μ mol) 

96.5 

96.9 

97.3 

96.3% 

0.91% 

0.251 

0.252 

0.253 

Av. 

SD 

2. 003 g 3. 107略 0.503mQ 96. 7% 

2.008 3.115 0.503 96.0 

1. 999 3. 100 0. 497 95. 6 

1. 998 3. 099 0. 514 98. 8 

1. 999 3. 100 0. 498 95. 8 

Av. 

SD 

96.3% 

1.31% 

Av. 

SD 

97. 5% (about 10 μ mol) 

0.36箔

3. 考察

前報では滴定セル上部のスターラーで、かき漉ぜたが，反応を円滑に進行させるにはやや不適当

だったので，今回はマグネッチックスターラーを使い，その駆動部分を分光光度計のセル室に入

れた。しかし，その部分が狭いため 4Wのシンクロナスモーターより大きいものを入れること

ができなかった。その回転数は 60RPM より多いものがえられなかったので，ナイロンギアを

組合わせて 105RPMとし， mmin/mlの遅い速度で標準溶液を加えることにより，今回の遅い
反応、に対応することがで、きた。なお，滴定を長時間連続して行なうときは，ウォータージャケッ

トに 25°Cの水を通して温度の上昇を防ぎ，窒素ガスを通じて空気中の酸素の影響を防ぐことが

望ましし、。

試料溶液の濃度は mol/kg単位でつくり，滴定セルに重量で、秤りとったので温度の影響を受け

ず，容量によるより 1ケタ以上の正確さで試料を採ることがで、きた。ただし，滴定セルを電子天

秤で lmgの精度で秤りとるときは風防内で行う必要があった。

光度滴定に使う波長は通例試料と生成物との吸収の差が極大の波長を使うが，今回の例ではそ

の波長における標準溶液 Cu(II）の吸収が影響するうえ， pHによる変動も加わるので，むしろ

Cu(II）の吸収の弱し、 255～265nmの単色光を使うことによって良い結果をうることがで、きた。

その波長による吸収の変化は Cu(II）の可視部の吸収パンドを使うより大きかった1の。

アルギニ γの水溶液中における構造は Greensteinらわ，3）によれば大部分次のような状態であ

る。

H2N・C(=NH2つ・NH(CH2)a ・CHCNH2)COO司
それが溶液が酸性になるにつれて，次の電子状態のものの割合が増加するo

-7-



No. 29 (1984) 

H2N・C(=NH2＋）・NH(CH2)s・CHCNHs+)Coo-

ほぼ中性状態で Cu(II)1モルに対しアルギニンが2モル結合したが1)，そのとき生じるキレート

の構造は次のようなものだろうの。

H2N・C(=NH2+)-NH(CH2)a・CH-C=0 

H2N O 
＼／  

Cu 
／＼  

O NH2 

O=C-HC ・ (CH2)a・NH・（＝NH2+)・C・NH2 

弱酸性になると， NHs＋およびNH2＋と Cu＋＋との反援作用によりアルギニンは Cu(II）に対し1

モルしか結合しえなくなる。滴定の結果から弱極基性でアルギニンが4モル結合することになる

が， 3モル以上の結合はどんな構造になるか確定できなし、。

Cu (Il)-Arginine錯体の安定度定数は 25°Cで， K17.34, K2 6.42；ん 13.74と報告5）されてお

り，あまり大きくないうえ，ただ1種のキレートができるわけではないので，今回の滴定が困難

であったのは当然といえよう。なお， Cu(II) とアルギニンとが 1対4で結合するとの報告はみ

つからなかった。

ヒスチジンの 0.01mol/kg水溶液の pHは約 7.5と等電点の pHを示すので，次のような αー

アミノ酸の状態にあるものと思われる刊の。

HC= C-CH2CHCOO叩

N NH NHa+ 、C/
H 

滴定の結果から，ヒスチジンは中性付近では Cu(II) 1モルに対し2モル，弱酸基性で4モル結

合するかどうかよくわからなし、。しかし，吸光度極大の点を終点としそのとき錯体の生成率が

最大とみなせるので， Cu(II)1モルに対しヒスチジンが4モル結合する可能性が強し、。

それらのキレート化合物はピリミジン環を形成するような構造をもつものと考えられる刊の。

/CH2 

「「とHcoo-
HN N I 

＼〆＂＂＇. 予H2
Cu(II) 

このように Cu(II）とヒスチジンの比が1対1のほか， Cu(II）が4配位して生じる結合比1対2

のものが存在し平面構造をとるであろう。 1対4の結合比のキレートは考えにくいが， Cu(II)

が6配位して 1対3のものは考えられ，またその結合比のものの存在が報告9）されている。

Cu (11)-Histidine錯体の安定度定数は2),10)25ocで， K110.56, K2 8.25；ん 18.6とアルギニン

錯体よりやや大きいが，それでもただ1種の安定なキレートを，滴定によって生じさせることは

難しし、。なお， Cu(II）を滴定試薬に使ったのは金属イオンのなかでアミノ酸との安定度定数が

最も大きかったからである。11)

試料溶液は滴定の進行につれて，ルイス酸である Cu(II）が加わるのだから酸性に傾き，スベ

クトルの形が変化12）するので，試料溶液に緩衝溶液を加えて pH変化を押えることが必要であ

る。ところが，そのため酢酸塩を使った場合はもちろん，炭酸塩でも滴定波長における緩衝溶液

-8-
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自体に基づく吸収が増加するので，あまり多量加えることができないため pHが1程度変化する

のが避けられなかった0

4. 結論

自記分光光度計のセル室下部にマグネチックスターラーを組込んだ光度滴定装置をつくり，毎

分 105回転でかきませ二 28分に 1mlの速度で自動ピュレットから標準溶液を加えることによっ

て，反応速度の遅い反応をも微量で分光光度滴定することがで、きた。

アルギニンおよびヒスチジン， 5～20μ moI (0.8～4mg）を 0.01M Cu(II）標準溶液で滴定し

たところ， 2%以内の誤差で定量できた。滴定の結果から Cu(II）とそれらアミノ酸の結合モル

比は弱塩基性のときは1対4，ほぽ中性のときは1対2，弱酸性のときは1対1といえよう。
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