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ニ トロソ化 反応 を利 用 す る 硝酸 イオ ン

の フローイ ンジ ェクシ ョン/吸 光光 度法

石 成瑞,本 水昌二R, 桐栄恭二*

(1986年10月20口 受 理)

1 緒 言

硝酸 イオンの吸光光度定量 は,硝 酸 イオンの亜 硝酸 イ

オンへの還元,ジ アゾ化-カ ップ リソグ反応に 基づいて

お り,こ の原理はFIA/吸 光光度法に も 利用 されて き

た1)～6).最近,著 者 らは亜硝酸 イオンの よ り単純な発色

反応 として,ニ トロソ化反応を 提案 した7).N,N-ビ ス

(2-ヒドロキシプロピル)ア ニ リン(BHPA)は 酸性溶液

中で次式の ように亜硝酸 と反応 し,500nmに 吸収極大

を示す赤色生成物を与 える.本 研究 は流路 に還元 カ ラム

を組み込む ことに よ り,硝 酸を 亜硝酸 に 還元後,上 述

の ニ トロソ化反応 に よ り発色 させ,吸 光光度定 量 す る

FIAに ついて検討 した ものであ る.ジ ア ゾ化-カ ップ リ

ン グ反応では,2種 類 の 反応試薬 を必要 とす るの に対

し,本 法では市販の安価な反応試薬1種 類で よ く,又 河

川水に含 まれ る程度の硝酸 イオ ンの定量には十分な感度

を示す簡便な定量法であ る.

2 実 験

2・1 試 薬

硝 酸 イ オ ン標 準 溶 液:100～110℃ で 乾 燥 した 硝 酸 カ

リウ ム を 水 に 溶 解 し,1.00×10-3M溶 液 と した.こ れ

を 水 で適 宜正 確 に 希 釈 して 用 い た.

反 応試 薬 溶液:BHPA(東 京 化 成 工 業 製)1.05gを5

mlの 濃 塩 酸 に 溶 解 し,水 で希 釈 して500mlに し,褐

色 瓶 に 貯 蔵 す る.本 貯 蔵 液(0.01M)は 少 な く と も2

か 月 間 は使 用 に耐 え る.反 応 試 薬 溶液 と して は,貯 蔵 液

40ml,3.5M塩 酸50ml,1.5Mリ ン酸50ml ,水
360mlを 混 合 し た も の を用 い た .

キ ャ リヤ ー液:10-3M EDTA(ニ ナ ト リウ ム塩)水

溶液 に6M水 酸 化 ナ ト リウ ム溶 液 を 加 え てpH8.0～

8.5と し た.

2・2 装 置

FIA流 路 系 をFig.1に 示 す.送 液 は ダ ブル プ ラ ン ジ

ャー型 ポ ン プ(サ ヌ キ工 業 製,DM-2M-1024)で 行 い,

試 料 溶 液 は ル ー プ付 き六 方 バ ル ブ を 用 い て120μlを 注

入 した.吸 光 度 は500nmに て 光 路 長20mm,内 径

1.5mmの フ ロ ーセ ル付 き分光 光 度 計(島 津UV-140-

02型)に て測 定 し,記 録 計(東 亜 電 波 工 業,FBR-251A

型)に 記 録 した.反 応 コ イル は,発 色 反 応 速 度 を 増 す た

めに80℃ の 恒 温 槽 に 浸 し,冷 却 コ イル は 流 水 に て 冷

却 した.そ の 他 の 流 路 に もす べ て 内 径0.5mmの テ フ

ロ ンチ ュ ー ブを 用 い た.

本FIAに よ る 硝 酸 イオ ンの 定 量 値 は 間 接 吸光 検 出/

イ オ ン ク ロマ トグ ラ フ ィ ーを 用 い て チ ェ ッ ク した.こ れ

に用 い た装 置 は東 洋 曹 達 工 業 製HLC-803D型 ポ ンプ,

UV-8000型 吸 光 光 度 検 出器,TSKgel IC-Anion-PW

で あ る.
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3 実験結果及び考察

3・1実 験条件 の検討

本FIAに よる硝酸 イオ ンの定量法 が,亜 硝酸 イオソ

定量のFIA7)と 異な る最 も大 きな点は,還 元カ ラムを

用 いること と,定 量範囲が高濃度 とな ることであ る.

還元 カ ラムは既報6)と 同様に銅を コーテ ィングした カ

ドミウム(和 光純薬工 業製,粒 径 約0・5mm)を 詰めた

カラムを用いて検討 した結果,内 径2mm,長 さ30cm

の テフロソチ ューブカラムを用いれぽ,硝 酸 イオ ソの約

99%が 還元 され ることが 明らかに な ったので,以 後は

これ を用 いて実験 を行 った.又,既 報6)と 同様にキ ャ リ

ャー液にEDTAを 添加す るこ とに より,硝 酸 の還元を

効率 よく行 うことがで き,カ ラムの寿命 も延 びるこ とが

分か った.

高濃度領域での定量に対応 させ るために試薬溶液組 成

につい て検討 した.BHPA濃 度の影響について 調べた

結果 をFig.2に 示す.Fig.2に おい て,BHPA濃 度

が8×10-4～1.2×10-3Mで 検量線は硝酸 イオソ濃度が

1.6×10-4Mま では直線性 を示 している.以 後 の実験 で

はベ ース ライソの安定性 も考慮 し,8×10一4Mを 用 いる

こととした.

3・2分 析速度 と精度

硝酸 イオ ソの低濃度域 における検量用 シグナルの一例

をFig.3に 示す.検 量線は上限2×10-4Mま では原

点を通 る直線 とな る.本 法での検出限界は3/N=2に

おい て約10-6Mで あ るが,亜 硝酸 イオ ソと同様 な反応

溶液組成7)で 行えぽ検出限界は約10-7Mと な る.環 境

水の分析 においては,こ の ような 高感度化 は 不必要で

あ り,む しろ高濃度領域での分 析が重要 であろ う.8×

10-5Mの 硝酸 イオ ソを10回 測定 した ときの相対標準

偏差は0・4%で あった.又,本 法に よる分析速度は毎

時40試 料であ った.

3・3共 存 イオ ンの影響

Tablelに 共存 イオ ソの影響 について調べた結果を示

す.こ の結果か ら通常の河川水,湖 沼水に含 まれる程度

の共存 イオ ンの影響は無視で きる.

3・4河 川水中の硝酸 イオ ンの定量

河川水中の硝酸 イオ ソを本法 で定量 した結果 と,イ オ

ソクロマ トグラフ ィーに より求めた値 とをTable2に

 Fig.  1 Schematic diagram of flow system

 CS  : carrier solution (10-  3 M EDTA, pH  8)  ; 
 RS  : reagent solution  (8  x  10-4 M BHPA+ 

 0.35 M  ITC1+  0.15 M  II3PO4)  ;  P  : double 

plunger pump (0.7  ml/min)  ;  I  : injection 
valve;  S  : sample (120  1-11)  ;  RC  : reduction 
column (Cu-Cd, 2  mm  x 30  cm)  ;  RT  : reaction 

tubing (2 m, 80  °C)  ;  CT  : cooling tubing (0.5 
m, water  temperature)  ;  SP  : spectrophoto-

meter (500  nm)  ;  R  : recorder;  BPT  : back 

pressure tubing (0.25  mm  x 30  cm)  ; W : waste. 
Teflon  tubing  :  i.d.  0.5  mm

Fig. 2 Effect of  N, N-bis (2-hydroxypropyl) aniline 
concentration in reagent solutions

Fig. 3 Flow signals for nitrate
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示す.二 つの分析値 は良 く一致 してい る.な お,亜 硝酸

イオ ンも硝酸 イオ ンと全 く同様に反応す るが,河 川水 中

の亜硝酸 イオンの 存在量は 普通硝酸イオ ンの1%以 下

であ るの で,そ の 影 響 は無 視 で き る7).
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☆

 Spectrophotometric determination of nitrate 

ion using nitrosation/FIA. Shi CHENG  RUI, Shoji 

MOTOMIZU and Kyoji  TOEI (Department of Chemistry
, 

Faculty of Science, Okayama University
, 3-1-1, Tsu-

shima-naka, Okayama-shi, Okayama 700) 

N,N-Bis  (2-hydroxypropyl)  aniline  (BHPA) reacts with 

nitrite ion in an acidic medium to form a red product
, 

which has the maximum absorption at 500 nm. On 

the basis of this color reaction, FIA of nitrate was 

established. Nitrate ion could be reduced to nitrite 

ion by passing through the reduction column(2 mm •~ 

30 cm) packed with copperized cadmium  {Cu(Cd)  : 

particle size, about 0.5  mm}  , which was installed just 

behind the sample injection valve . The carrier solu-

tion(10-3 M EDTA, pH 8) and the reagent solution 

(8 •~  10-4 M BHPA, 0.35 M HCl, 0.15 M H3PO4) were 

propelled at the flow rate of 0.7 ml/min by using a 

double-plunger pump. The  sample(120 /ƒÊl) was in-

jected into the carrier stream by using a 6-way injec-

tion valve. The reaction coil(0.5 mm •~ 2 m) was kept 

in a thermostatically controlled water bath(80 •Ž) . 

The cooling  coil(0.5 mm •~ 50 cm), which was installed 

just behind the reaction coil, was kept in a water bath 

(tap water  temperature). A calibration curve was 

linear up to 2 •~  10-4 M nitrate. The detection limit 

corresponding to  S/N=2 was  10-6 M nitrate, and the 

relative standard deviation (10 injections) was 0 .4%, 

and the sampling rate was 40 samples per hour
. Ni-

trate in river water at concentrations of  10-5 M level 

was determined.
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Table 1 Effect of co-existing ions

Table 2 Determination of nitrate in river water

a) Ion  chromatography8), b) sampled on December 
14, 1985, c) sampled on December 17, 1985, d) sam-

pled on December 18, 1985.


