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｜ 共団科大学 1 Annu. Rep, Kyoritsu I 
Coll. Pharm. I 

最小自乗法を利用した終点決定密使った

o-, m－およびP－アミノ

安息、番酸の分光光度滴定＊

鹿島哲，小出裕子，井本美佐，河村倫子

Spectrophotometric titration of o圃， m咽 andp輔 aminobenzoic

acids using the end point determination appleid the 

calculations by the least醐 squaresmethod to 

the regression lines 

Tetsu KAsHIMA, Yuko KOIDE, Misa IMOTO and 

Michiko KA w AMUR A 

Using a recording spectrohpotometer with a digital recorder, the titration curves 

and the absorbances are recorded. A plot of absorbance vs. titrant gives a regression 

line, and the end point is determined by the mtersection of the straight lines which 

are calculated by the least甲 aquaresmethod. 

5-100 μ mol of 0・， m-,orρAminobenzoic acid is titrated spectrophotometrically 

by 0, OlM or 0. 05M NaOH with an error of about one percent, using water『 ethanol

solvent containing one percent reducing suger in an atomosphere of nitrogen. 

1. まえがき

か，m』および Pアミノ安息香酸は生化学的に興味のある物質なので，それらを微量で定量する

ため NaOHを試薬として分光光度滴定を試みた。アミノ安息香酸は普通のアミノ敵とは違い1)2九

溶液中で双極イオンとしてではなく分子状態で存在するので水に溶けにくくエタノールに溶け易

いのでの合水zタノールを溶媒とし，試料の酸化を防ぐため還元糖を加えて滴定した。

滴定装置は今まで報告制）6）したものを更に改良して使し、，測定記録させた吸光度と加えた

Na OH標準椿液の量との回帰直線をパソコンを使って最小自乗法で決定し，当量点以降は吸光度

が一定になることを利用して終点を求め，まずまずの成績を挙げたので報告する。

2. 実 験

2.1 試薬

o-,m－および介アミノ安息香酸，特級試薬，和光純薬製， o.oIM保存溶液。

スルファミン酸，特級試薬，米山薬品製。

水敵化ナトリウム標準溶液， Merck製分析用試薬 NaOHの 50%溶液を 80℃で数時間加温し

ホ 日本薬学会第 106年会（1986年4月，千葉）で一部発表
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て炭酸ナトリウムを沈殿させ，その上澄液を希釈して lM保存溶液を調製し，スルファミン酸を

用いて標定し，ソーダ石灰管をつけて保存O 必要に応じて，その保存溶液を希釈して 0.0lMま

たは 0.05MNaOHとして滴定に使用。

純水：用時，イオン交換法で精製したものを 1時間煮沸し二酸化炭素を除いたものを使用。

エタノール， 78°Cで蒸留してきた留分を使用（共沸混合物， 96.Ow/w%) 

含水エタノール，水とエタノールの混合モル比， 16/1,8/1, 4/1, 2/1, 1/1および 96w/w%

エタノール。

o-Fructose, Merck製，生化学微生物学用。

o-Glucose, Merck製，無水物，生化学用。

2.2 装 置

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。単色光の波長幅 0.1nm。

自動ピュレット：ラジオメータ－ ABUe型（全量 2.5 ml，最小目盛 1μl)。

光度滴定装置：分光光度計の光路に光学石英板をはった層長 45mmの石英ガラス製の円筒状

セルを挿入し，マルチスターラーの回転部分のみを分光光度計の試料室に入れてセル内の試料溶

液をかきまぜるようにした。回転速度は外部のスターラ一本体で滴定前に一定に調節したo

Na OH標準溶液は自動ピュレットよりテフロン製毛細管をへて直接試料溶液内に加えた（Fig.1）。
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電子はかり： MettlerHL （秤量 400g，感量 1mg）および 1265型（秤量 400g，感量 1mg)¥, 、

ずれもプリンター付き。

2.3 実験方法

アミノ安息香酸のか体は 2×10-4M，例”体は 5×IQ-4Mおよび P体は 1×10-4M含水エタノー

ル溶液およびそれらおのおのを NaOHで中和した搭液をつくり，それらの吸収スベクトルを測

定した。ついで各アミノ安息香酸の含水エタノール溶液とそれぞれを NaOHで中和した溶液の

各示差スベクトルを測定した。

5～100 μmolのアミノ安息香酸を含む試料に約 1%の還元糖を加えた試料溶液 50gを滴定用

セルに入れ，窒素ガスを通じながら O.OlMまたは 0.05MNaOHで滴定した。

滴定を始める前の試料の吸光度が 0.8前後になるよう，示差吸収スベクトルの長波長側の吸収

極大の波長より長い波長を任意に選び滴定した。滴定の進行状態を見るため滴定曲線を聞かせ

たO 自動ピュレットから NaOH標準溶液の一定量（0.05, 0. 1または 0.2 ml）ずつ加えたとこ

ろの吸光度を十数回デジタルレコーダーで記録し，その値に基づく回帰直線を最小自乗法を使っ

てパソコン（NECPC-9801 F3）で計算し，当量点以後吸光度が一定になる直線との交点を計算

で求め，終点とした。

2.4 実験結果

2. 4.1 アミノ安息香酸の吸収スベクトル

例としてかアミノ安息香酸の含水エタノール溶液および当量の NaOHを加えた溶液の吸収ス

ベクトルを Fig.2にまとめたo m－および ρ体でも吸収バンドの波長および吸光度は違うが同じ

ようなスベクトルの変化を示した。

。ァミノ安息香酸の含水エタノール溶液と当量の NaOHを加えた溶液の示差スベクトルを

Fig. 3で示したo m”および ρ体でも波長および吸光度は違うが，同じような形のスベクトルが
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Table I a-Aminobenzoic acid 

Ethanol solution Basic solution 

Ama.x(nm) ε Ama.x(nm) 

326.5 2480 310 

329.5 2990 310 

333 3510 311. 5 

334 3640 313 

335 3680 314 

335 3560 315 

Differencial spectra (Ethanol solution/Basic solution) 

16/1 342. 5 1230 300. 5 

8/1 341. 5 1780 299 

4/1 343 2320 298.5 

2/1 343 2450 299 

1/1 343. 5 2500 299. 5 

96%EtOH 344 2420 300.5 

4 

400nm 

ε 
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2770 

2710 
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Table II m-Aminobenzoic acid 

Absorption spectra 

Solvent Ethanol solution Basic solution 

H20/EtOH -<max (nm) 邑 -<max (nm) ε 

16/1 308. 5 1070 300.5 1760 

8/1 310.5 1380 300. 5 1730 

4/1 312. 5 1660 301 1680 

2/1 314.5 1730 301 1620 

1/1 316.5 1700 301. 5 1540 

96%EtOH 320 1650 302.5 1460 

Differencial spectra (Ethanol solution/Basic solution) 

16/1 330.5 255 295. 5 -835 

8/1 327 522 293.5 -663 

4/1 325.5 832 291. 5 一534

2/1 326 939 291 -498 

1/1 327 966 291 -483 

96%EtOH 330. 5 1040 292.5 -525 

Table IIIρ－Aminobenzoic acid 

Apsorption spectra 

Solvent Ethanol solution Basic solution 

H20/EtOH -<max(wu) e -<max (nm) ε 

16/1 281. 5 13700 264. 5 13910 

8/1 284.5 14260 264. 5 13750 

4/1 286.5 14960 265. 5 13080 

2/1 287.5 15020 266.5 12330 

1/1 288.5 15050 267 11950 

96%Et0H 290 14810 268. 5 11260 

Di妊erentialspectra (Ethanol solution/Basic solution) 

16/1 295.5 7700 255. 5 -4760 

8/1 295. 5 8840 255. 5 -5390 

4/1 296 9460 255. 5 -5360 

2/1 296 8980 255. 5 -5000 

1/1 296 9270 256 -5070 

96%EtOH 296 8930 257 -4870 
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Table IV Determination of 0・，m-and ρ－aminobenzoic acid 

o-Aminobenzoic acid かAminobenzoicacid 

Solvent, H20/Et0H=8/1 mol Solvent, H20/Et0H= 16/1 mol 
containing !%Fructose containing 1%Glucose 

μmol Found S.D. -< μmol Found S.D. λ 

% % nロ1 % % nm 
5 98.4 0.95 347 5 97.4 o. 75 316 

10 97.4 0. 79 360 10 97.4 0.90 322 

20 96,9 0.35 365 20 96.8 1. 03 325 

25 97.4 1. 06 368 25 97.4 1. 06 326 

50 96.8 0,95 374 50 97.2 0.92 329 

100 96.3 0.35 378 100 96. 7 0. 42 332 

m-Aminobenzoic acid 

Solvent, H20/Et0H=4/1 mol Standard solution 0. 01 M 
containing !%Fructose 

5 98, 1 0 69 330 Sample 5, 10 and 20 μmol 

10 97.8 0. 41 335 

20 97.3 0.44 342 Standard solution O. 05 M 

25 97.8 1. 09 348 Sample 25, 50 and 100 μmol 

50 97.6 o. 91 356 

100 97.4 362 N2 gas flowing 
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えられた。

各アミノ安息香酸の吸収スベクトルおよび示差スベクトルのデータは TableI, IIおよびIIIに

まとめた。

2.4.2 アミノ安息香酸の滴定

スベクトルのデータに基づいてか体は水／エタノールのそル比 8/1(24. 2 w /w% .:x:.タノール〉

の溶媒を，例司体は 4/1(40. 0 w/w%）の溶媒を， ρ体は 16/1(13. 8 w/w%）の溶媒を使い，測

定波長を 310～380nmの間で選んで吸光度約 0.8で、滴定を始めた。

例として ρアミノ安息香酸の記録された吸光度と滴定量との回帰直線をパソコンを使って最

小自乗法で求め，当量点以後吸光度が一定の臨線との交点を終点とする計算法と記録された滴定

曲線を Fig.4に示した0 0-体および ρ体についてもほぼ同じである。

試料溶液中のアミノ安息香酸の濃度が 1～20×10-4mと低いので，空気酸化などの影響を除き

安定化をはかるため，。体および m－体には 1%のフラクトースを， ρ－体には 1%のグルコースを

加えて滴定した。その定量成績は TableIVにまとめた。なお， フラクトースおよびグルコース

は波長 310～380mn聞のスベクトルには影響を与えなかった。

3. 考察

アミノ安息香酸のスベクトル7）は水酸化ナトリウムで中和すると，共鳴による安定化により，

〈二＞－c て8－ー〈こ＞－c~g-
いずれも 10～20nm短波長に移動し，そのモル吸光係数は 5～30%減少する。そこで以上の 2

つのスベクトルの差をとった示差スベクトルの吸収極大の波長を使って光度酸塩基滴定すること

ヵ：で、きる。

アミノ安息香酸は普通のアミノ酸とは違い水溶液中では大部分 NH2C6H4COOHの分子状態で

存在1）するのだから，比誘電率が比較して低い合水エタノール中で、は勿論分子として存在するも

のと考えられるO 溶媒中のエタノーノレの含量が増加するとアミノ安息香酸の吸収極大の波長は約

lOnmほど長波長に移動し，それらのそル吸光係数はエタノールの含量が水と等モルになるまで

増加し，。体および m－体で、はその大さが倍程度になるが， ρ－体では僅かであった。またアミノ安

息香酸の pKaは4.6～4.gs）と酢酸程度なので，モル吸光係数の小さい m－体の溶媒にはエタノー

ルの含量を多くし，吸光係数の大きい F体には少なくして滴定した。

。および m叩アミノ安息香酸の 330および310nmの吸収パンドは，そのモル吸光係数が約 3500

および 1700であることから，ベンゼンに電子吸引性のアミノ基およびカルボキシル基が結合し

たため長波長に移動したベンゼノイドパンド CB－吸収パンド〉である。 ρ体の 280～290nmの吸

収パンドはそル吸光係数が約 15,000と1桁大きいことから，ベンゼンのノミラ位にアミノ基とカ

ルポキシル基が結合したため，その共役二重結合の吸収バンド CK，吸収バンド〉が長波長にシフ

トしたもので，ベンゼノイドバンドはその中にかくれて測定されない。

光度滴定の終点は，記録された滴定曲線または測定された吸光度と標準溶液の量をプロットし

た2つの直線の交点として作図によって求めてきたが，その際線の引き方による誤差が0.5～1%

になることもあった3)3)5）。そこで吸光度に対し滴定量をプロットした回帰直線を最小自乗法を使

ってパソコンで計算し，その相関係数が 0.9999以上のものを，終点後の吸光度が 0.002以内で

-7-
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一定の直線との交点を計算で求め終点とした。この方法により各測定値の誤差もキャンセルされ

結局，終点の誤差は0.1%程度になった。

アミノ安息香酸を NaOHで電位差滴定したときは，試料溶液中に窒素ガスを通じるだけで正

確に定量で、きたが9），今回はその濃度が前回より 1～2桁低い 1～20×10-4Mなので試料の酸化

を押え安定化をはかるため還元糖を加えて滴定したところ，加えない場合と比較して，その誤差

を数分の 1にすることがで、きた。加えた還元糖は測定波長のところでは吸収スベクトルに殆んど

影響を与えることがなかった。

光度滴定するときは通例，滴定前の吸収と当量点における吸収との差の大きい波長，つまり

示差スベクトルの吸収極大の波長を使って滴定するが10），それでは吸光度を測定精度のよい

0.8～0.2の範囲で測定することができにくい。そこで今回は滴定が進行するにつれて吸光度が

減少するので，試料溶液の吸光度が 0.8前後になる波長を選択して滴定を始めた。その条件で

もFig.4でわかるように試料の濃度が低いため当量の 20%から 90%までほとんど完全にベー

ルの法則が成立しよい成績がえられた。

なお，示差スベクトノレで、は吸収の差の大きいノミンドが 2箇処で生じるが，吸光度の差が大きく

測定誤差の少い長波長バンドを使って滴定した。また，試料溶液が 50g （約 50ml）なので，加

える NaOHの量 0.5～2mlによる希釈誤差は測定誤差に対して無視できるものである。合水エ

タノール溶液を使ったが，試料は電子はかりで重量で秤りとったので、温度による体積変化を無視

できるばかりでなく測定精度を上げるうえで役立った。

4. 結 論

o-,m－およびPアミノ安息香酸 5～100μmolと 0.5 gの還元糖を含む含水エタノール溶媒の試

料 50gを 0.0IMまたは 0.05MNaOHで窒素ガスを通じながら，試料溶液と滴定後の試料溶液

の吸光度の差が大きい波長で，滴定を始めるときの吸光度を約0.8になるよう定めて滴定したと

ころ， 0.4～1%の精度で定量することがで、きた。

ミクロピュレットから加えた NaOHの液量と吸光度との回帰直線をパソコンを使って最小自

乗法で定め，その直線と当量点以後一定の吸光度を示す直線との交点を計算で求めて終点とし

た。その方法により在来の作図法より 1桁高い精度で終点を決定することがで、きた。
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