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Abstract : Instrumental comparison in spectrophotometric and ion chromatographic method

W耳S described for theしdetermination of nitrite. In the spectrophotometricニmethod　the

nitrite was fi恥t diazotized with p-aminobenzoic acid, followed by coupling t0　8 -hydroxy-

quinoline to produce an azo dye Ｃｏｍｐｏｕnd｡ The 即Ｏ ＣＯ耳ipound was spectrophotometrically

determined at 498 nm. Many conditional factors for the two seria! reactions were inve･

stigated to obtain theしOptimum analytical∧conditions. The linear response range∧in the

10ｗ concentration of nitrite was ｌ ｘ 10｀9～1.5 × 10う6 g/ml. 1n the ion chromatographic

method, which was consisted of the non-suppressor single column type, the nitrite was

separated by an anion exchange column　and determined　by　direct　spectrophotometriぐ

detection at 210 nm. The linear response range in the low concentration of nitrite was

L X 10’ 8 ～ 2　× 10’ 6 g/ml. Ａ good correlation between the〉spectrophotometric andトthe

ion chromatographic determination of liitriteニwas observed in＜ the direct　instrumental

comparison.ｽ　　十　　　　　　　　　　　　　　　ｌ　．●　　･●　　　　，・　　　．．　　・　・　　　　　　●．　：Ｉ＼．　．
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　近年の各種産業の発展は√種友の化学物質による自然水域の汚染を進行させることになり,万化石

燃料消費量の増大にようて,＼酸性降下物によﾚる環境の酸性化等の地球規模での環境汚染に拍車をか

け，更には飲み水たる水道水の汚染にまで進行し，行政機関はその対応に苦慮する機会が多くなっ

てきている．＼低沸点有機ハロゲン化合物による地下水汚染,十ゴルフ場使用農薬による水道水源の汚

染,いあるいは強毒性大腸菌による汚染等,＼汚染源に関わる問題には限りがない．このような状況下

で√我が国を初め√米国1)あるいはＷＨ０２ト3)で水質基準の見直しが行われている最中であり√水

質基準測定項目の公定法についても,:ﾍ現行法で対処するのは非常に困難な状況になっていることが

指摘されている．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　十

　環境汚染物質の生成及び移動に関する研究や汚染物質の除去法の評価，更には適切な環境基準の

設定のためには，環境試料中の微量成分を，感度及び精度良く定量する方法の開発及び再検討が第
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一義的に重要である。………………　=……………万万………………＞へ∧ｻ…………………j=｡=･し……∧……ノ∧…………:〉………………………

　環境分析における水試料の無機成分の定量法の推移ﾔﾚを坤9t年ま‥での過去10年間で見てみ恥と，

依然としで蛍光ｿ吸光光度法及び原子吸光法が最ｹﾞもﾉ良く〈＼用ﾚい〉らくれずいるばか]りjでなく√むしろ増加

の傾向にある。こめことは,j蛍光(吸光光度法にお伴:る,………高感度々jかつ選択性め高い有機試薬の開

発とそめ応用研究が精力的に行われていることﾉを(反映して卜る七思われる。＼十方にクロマトグラフ

法もその増加傾向の見られる=定量法の一うであるﾉが,………=
II低濃度試料卜対応すべく安定性の高い高感度

検出器の開発が達成jされてきた結果であると思われ石√更に∧対象成分に応じて検出器を選択でき

る，言い換えれば検出器の持つ高い選択性が微量成分の選択的検出ﾉを可能にべしできた。ｹということ

ができる。　　　　　　　　　‥ ‥‥　‥　＼……万………万……………=＼ﾄ………:ﾀﾞ白……<<゛･=＼ﾚ=j/……∧ニ‥‥‥
　～し'ＷＵ　　　　　．　　　　　　．　　・　　．　　．．　‥･一一　．一一　．･一一　・．：　･．

陰不オン種の測定においては,つ水質基準の公定法ﾄ私して√主として

最近めイオｙクロツトグラブイ，の進歩により√ＵＳＥＰＡ５=)=あ,=る

イオンの測定にイオンクロマトグラフィー法を

工業用水試験方法8):等に採用七ているノまた，

陰
り

イオン種のイオンク1ロマトグラブイー法の採用を第÷義的に考えﾚで卜るよ∧………=万　　△

　イオンクロマトグラフィーは√1975年Smallらリにノよらて:開発=吝机＼し=万万電気万伝導度検出器を用い

るサプレッサＴ方式のデュ＼アルカプム法として登場した√以来;………=＼ｲこオノン性及び非ｲ……オンj吐の有機・

無機系の大気汚染物質の分離分析法と丿して脚光ヶを俗びレその後めノノンサ=プレプサニ方式のイオンク

ロマトグラツィーjo)更には分光光度計検出器を]用いﾚるﾉ間接吸光度検出法ツ]の出現にようてレイオ

ンク台マレトグラプイ＼一技術は，水質汚染,〉大気汚染に関連する=環境化学め分野を中回心に，広範な分

野において適用されてきた。　　＼　　　　　……………………j…………ﾉ………………………犬く………J……トｊ　　　◇

　本研究では，環境水中:め微量イオjン種定量のための分

定量における吸光光度法とイオンクロマトグ:ﾗﾚﾌｲ……半=浸

　これまで亜硝酸イオン測定については，ザルプ々：ン法

を初めとして,し吸着ストリッピングボルダンメ＼ﾄｻﾞＴ法？心:よ………る

≒環として、亜硝酸イオンの

ついて報告する。ト

吸光光度法=を用いる方法12 -16)

削ﾋ学検出法、あjるいはイオ

ンクロマトグラライー法等，様々な方法が研究されで=ﾚきﾉだ6………yyiずれこもヤ長十短があり,＼ﾚ検出感度，

前処理必要の有無レあるいは検出器の安定性の:問題等が指摘=さj=れでいるが／本研究では,=検出器の

安定性が高く，高感度検出が期待できるレ8トヤ｡ド△ロキシキノユノ｡･jliﾇjン万/βニ･j･ｱﾐjljﾉj.安息香酸を用いる

吸光光度法と，ノンサプレツサー方式分光光度計検出イjオダグ廿ツレトグププイ＼¬法を用いた，定量

性の直接比較を行うこととした。　　　　　　　　………………万……j………＞j=犬上＼………万………………1　　：

　亜硝酸イオンに８－ヒドロキシキノリン及び/p¬ア＼ミノ安息香酸を反応さjせて,＼生成するアソ化

合物を電気化学的に検出する方法は既に知られでい:るが丿∧未=だ吸光光度法には実用的に応用され

ていない。電気化学的検出法と吸光光度法では検出原理が異なる/ため√反応の至適条件も種々異な

ることが予想されるので，可能な限り本反応に関わﾚる諸粂件を設定し検討を加えた。…………i

　一方，イオンクロマトグラフイーを用:いる

れらがオンラインで直結している点=にあyる。ト

とした低交換容量のイオン交換樹脂を用いて

ンサプレッサー方式のイオンクロ々ドグラフ

基本的にイオンクロマトグラフィ＝では電気

いず，検出の選択性

いたノ

換樹脂の安定供給が，ノ

われているJ検出部は，

れ]るjがにここでは伝導度計を用

利用ｹﾞした分光光度肝検出器を用



環境水中この微量イオン種定量のための分析法(1) (蒲生・洋本）

　　　　　　　　　　　　　　　　　実　験　方　法

１．測定原理及び方法　　　　　　　　　　　　十　　　　　　　　　　上

　本吸光光度法における亜硝酸イオン定量のための測定原理を下図(Fig. 1 )に示した。
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Fig. 1　Reaction scheme of the formation of an azo dye compound produced by

　　十　　nitriteand p-aminobenzoic acid/ 8 －hydroxyquinolin.

即ち，試料中に存在する亜硝酸イオンが，塩酸の存在下でｐ－アミノ安息香酸と反応してジアゾニ

ウム塩を生成し，これが引き続き加えられる８－ヒドロキシキノリンと反応して最終生成物である

アソ化合物に変換される，その呈色反応に基づいている。　　几　　　　‥　　　　　ｊ

　実験の手順として，亜硝酸イオンの標準溶液，または亜硝酸イオンを含む分析試料をサンプル菅

に入れ，ｐ－アミノ安息香酸，塩酸を順次加え，数分間放置した後に，８７ヒドロキシキノリンと

水酸化ナトリウム水溶液を加え，更に蒸留水を少量加えて数分後に，分光光度計によってアソ化合

物の吸収極大の吸光度を測定し，検量線を作成した。この際，本法における反応の最適化を図るた

めに，以下の諸条件を検討した。即ち. 1) p¬アミノ安息香酸め濃度, 2) 8 －ヒドロキシキノリ

ンの濃度, 3) p-アミノ安息香酸と８－ヒドロキシキノ＼リンの濃度比，4）水酸化ナトリウム水溶

液の濃度，5）塩酸の濃度，6）水酸化ナトリウム水溶液と塩酸の濃度比, 7) p -アミノ安息香酸

と塩酸を加えた後，８－ヒドロキシキノリン及び水酸化ナトリウム水溶液を加えるまやの時間と測

定までの時間，であるジこれらの検討結果から最適条件を求め,……その条件下で種々の濃度（0.001

～1.5ppm)に調製した亜硝酸イオンを用いて検量線を作成した。また，実試料として,=水道水等

を用いて亜硝酸イオンの検出を試みた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　十

　イオンクロマトグラフムずア法においては√種々め濃度に調製した亜硝酸イオンめ溶液を一定量カ

ラムに注入して，得られたクロ々トグラムのピーク面積を求めるごとにより検量線を作成した。

２．測定機器及び測定条件　　　　･.･･...　　・･.･.･.・　...・･･..･・･.･..　　　　　　　　･･･...・

本研究で用いた測定機種は，紫外可視分光光度計（島津製作所製UV-160)及びイオンクロマ

トグラフ（束ソー製，送液ポンプCCPD,カラム恒温槽ＣＯ－8000，レオダイン社製7125型サンプ

ルインジェクタ,づ及び日立製作所製紫外分光光度計検出器Ｌ－4000，データ処理装置D-2500から成

る）である．イオンク台マトグラフィーでは，分離カラムとして,大束ソ¬製TSK gel IC Anion

PW (4.6mmi.d.x ５ ｃｍ）を，移動相として, 5 mMリン酸二水素カリウム水溶液を用い，流速
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0.7ml/min,カラム温度45℃，検出波長210nmで分析を行ｿﾞつぐ=だ６

　　　　　　　　　　∧　し　　　　＝結ﾆ果＼及,.＼びル.考……J………察T……==

●Ｗ” ｆ　’･「’･‾　･‾･･‾
めの諸条件を検討したノ尚レ吸光度の測定に当Iたヶりｹﾞ,=日ﾉ万分光器がダブルノビ

各諸条件の設定に応じて全て亜硝酸イオンを含まｽなﾚいプサンダクトを用卜√

ンド補正を行った○ .
･.･　･･.

…………∧…………1………万……=………:………j……:………＼……:　……:1

　けｐ－アミノ安息香酸の濃度‥　＼　　………………………ﾉ……………I…………j……………I･.万………ご…………

　原硝酸イオッの：1pうtｎ水溶浪を用いて√塩酸ﾄ叫Ｍ,………水酸化ﾅﾉﾄﾘ)ウみO.IMﾚ,………及び:8－ヒドロ

キシ午ノリッの濃度を300ppmと＼した時め，ｐ÷ｹﾉﾔﾐ1ﾉﾉ:ﾉ.安･,el･香.酸り最適濃度:を検討＼した=。 Fig. 2 .

に示したように，ｐケア：ミノ安息香酸の濃度々玲卜1000油単ｹﾞり範囲で変動⑤世々時=,･犬200ppmを

越えた濃度で吸光度がほぼ飽和に達し, 250 ppm付近に最大値が観察吝れだめで√/ｐしアミノ安息

香酸の最適濃度yを250 ppmと七々･ ．･　万　　　　＞＼j……………………………:∧……＞＼………ﾚ＼……………乙:.･　　………
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Fig. 2. Effect of p-aminobenzoic acid頻叩entration伴the azo dye compound

formation reaction.

　２）８÷ピドロキシキノリンの濃度犬　　　……………………:………=ﾉ=ﾉﾚ=………………＼＞………コ…………j　＝

　薦硝酸イオ万ンり1 ppm水溶液を用いご七√=塩酸皿1ｹﾞＭ,………万水酸化ナ=ﾄﾞｹﾞﾘヴ吟0.1M及ﾚびpしｱﾐﾉﾉ安

息香酸jを250pp・ﾀﾞとした時のレ８－ピドロキシノ午フサシダ）最適濃度を検討じた√F電｡/3ソに示七た

ように√/8.¬ヒヂロキシキノリンの/濃度ﾉを30ト20叩面毎ﾚの範囲jで変動吝甘た/時,………lOOOpp皿を越え

た濃度で吸光度がぼぼ飽和に達したため√8ﾚ十昨ﾉﾄﾞ戸=午ｼ希丿ﾘ＼丿の,最適濃度をlOOOppmとした。
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　　　Fig. 3. Effect of 8 -hydroxyquinoline concentration on the azo dye compound

　3）ｐ－アミノ安息香酸と８－ヒドロキシキノリンの濃度比

　亜硝酸イオンの1 ppm水溶液を用いて，塩酸O.IM,水酸化ナトリウム０．１Ｍ，ｐ－アミノ安息

香酸濃度250ppm, 8 -ヒドロキシキノリン濃度を1000ppmとした時の，ｐ－アミノ安息香酸と
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Fig. 4. Effect of the ratio of p-aminobenzoic acid and 8 -hydroxyquino; ine

　　　　　on the azo dye compound formation reaction.
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８－ヒドロキシキノリンの最適濃度比（容量比）を検討した。　混合比を，７　；

１：，４：４，５：３，及び１：７と変化させた時の吸光度の変化を観察したところ, Fig. 4.に示

したように，５ ：３ の時に最も大きい吸光度を与えたことから，最適濃度比を５：３とした。

　１４）水酸化ナトリウム水溶液の濃度　　　　　　　　　　＼　　　　　ノノ　　　　　つ　ニ

亜硝酸イオンの1 ppm水溶液を用いて，塩酸O.IM, p-アソミノ安息香酸濃度50ppn1，8－ヒド

ロキシキノリン濃度を300ppmとした時の水酸化ナトリウム水溶液の最適濃度を検討した。 Fig. 5.

に示したように，水酸化ナトリウム水溶液の濃度を0.05M, O.IM,及び0.5Mとした時の吸光度

め変化を観察した結果, O.IMの時に最も大きい吸光度を与えたことから，水酸化ナトリウム水溶

液の最適濃度をO.IMとした。　　　　　　　　　　　　　…………　　　　　　ｊ
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Fig. 5. Effect of hydrochloric acid concentration on the azo dye compound

　　　　　formation reaction.　　　　　　　　　　　△　　　　　　　ノ

　５）塩酸の濃度　　　　　　　　　　　　　　　　　　　十＼

　亜硝酸イオンの1 ppm水溶液を用いて，水酸化ナトリウム水溶液の濃度をO.IM, p-アミノ安

息香酸濃度50ppm, 8 ―ヒドロキシキノリン濃度を300ppmとした時の，塩酸の最適濃度を検討

しﾈた。Fig. 6.に示したように，塩酸の濃度を0.01M～1Mの範囲で変化させた時の吸光度の変化

を湊観察した結果, O.IM・時に最も大きい吸光度を与えたことから丿塩酸の血ﾌ廸濃度を岫Ｍとし

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ダ　　　　　　　　　　　　　　　＝

　６）水酸化ナトリウム水溶液と塩酸の濃度比

　亜硝酸イオンの1 ppm水溶液を用いて，水酸化ナトリウム水溶液の濃度O.IM,塩酸の濃度0.1

M, p-アミノ安息香酸の濃度50ppm, 8 ―ヒ万ドロキシキノ丿丿の濃度を300ppmとした時の，

水酸化ナトリウム水溶液と塩酸の最適濃度比（容量比）を検討:した。混合比を，それぞれ３：１，

２：２，及び１：３と変化させた時の吸光度の変化を観察したとごろ，３：１の時に最も大きい吸

光度を与えたことから，最適濃度比を３：１とした。

　：７）反応時間　　　　　へ　万　　　　　　　　‥=:｡/

　’反応時間として，ｐ－アミノ安息香酸と塩酸を加えた後の放置時間と,▽8－ヒドロキシキノリン

を加えた後，水酸化ナトリウム水溶液を加えてから分光器で測定するまでの放置時間を検討した。

塩酸を加えた後の放置時間については, Fig. 7.に示したように，吸光度が経時的に増加する傾向
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0｡1●　　　　　　　　　0.５
　　Concentration of HCl （ｍｏ１/1）

１．０

Fig. 6. Effect of sodium hydroxide concentration on the azo dye compound

　　　　　formation reaction.

１．０

０．５

0　　　　　4.0　　　　　　10.0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　30.0

　　　　　　　　　　　　　　Reaction time (min)

Fig. 7. Effect of the reaction time for the formation of the diazonium salt.
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Fig. 10. Lineari･ty of nitrite determined by

　　　　＼speやtrophotometricヶdetection (1).
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０．５ ４．０

　　　　　　　　　　　Reaction time (min)

　　Fig. 8. Effect of reaction time for the formation of the azo dyle‥ｃｏｍｐｏｕnd.

にあったが，10分以降は増加の割合

が小さくなったため，ここでの放置

略間はio分とし聡またﾚ水酸化ナ　　2.0

トリウムを加えた後の放置時間につ

りては, Fig. 8 ｡ に示したように，

11分までは吸光度が経時的に増加し

たが，２分以降は増加の割合がほと

んどなくなるため，ここでの放置時

間は２分とした。

　以上の検討結果より，反応に用い

る洛試薬の至適濃度及び容量は，亜

硝酸イオンを含む分析試料１ｍ１に

対して，ｐ－アミノ安息香酸:250

ppm.し0.5ml,塩酸:O.IM, 0.5ml,

8ニヒドロキシキノリン:100ひppm.

0.3ml,水酸化ナトリウム:O.IM,

I.i5mlであり，また，最適反応時間

Ｅ

に

㎝

㎝

吋i

･ｐ

　<a

１．５

a
ｏ
ｕ
ｅ
ｑ
ａ
ｏ
ｓ
ｑ
ｖ

ほ，塩酸を加えた後10分後，水酸化　０．５

ナトリウムを加えた後測定までの時

間は２分間であった。この反応条件

下で検量線を作成した。検量線は，

亜硝酸イオンの濃度範囲を0.001～

0.05ppm及び0.01～1.5ppmと七　･゛６

で, Fig. 9.及びFig.lO.に示した。

ほぼ良好な直線が得られ，検出下限

も先の電気化学検出法の結果19)より
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も低いようであるが,二極低濃度域で

の直線性，即ち定量性には若干の問

題があると考えられる。また，2

ppm以上の亜硝酸イオン濃度では

測定器の吸光度域を越えてしまうの

で，必要に応じて試料を希釈しなけ　　ト

ればならない。　　　■■　　　　　　　■　　　　r･I　｡
。

　また･本研究で得られた吸光光度　（゛1o吉

法における各試薬の至適濃度及び容

量は，先に報告された電気化学的

検出法におけるそれ19)と若干異なっ

ているが，そこでは，塩酸を加えた

後や，水酸化ナトリウムを加えた後

測定までの最適反応時間等の検討は

行われていないため，必ずしも一致

するものではなく，直接比較するこ

とはできない。

　更に，亜硝酸イオン検出にあたっ

て，系内に存在する他のイオン種が

妨害成分となるかどうかの検討を加

えたところ，硝酸イオン，硫酸イオ

ン，及びチオシアン酸イオンについ

て，亜硝酸ｲ∧オンに対しての濃度比

を100倍～500倍とした時においで

も定量に影響することはなかった。

２．イオンク,ロマトグラフィー法

Ｓ
Ｃ

ｇ

々

１４

a
ｏ
ｕ
Ｂ
ｑ
ｊ
ｏ
ｓ
ｑ
ｖ

０

２．０

１．０

０

0.5 1.0　　　　3.0

　Concentration of nitrite
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　５．〔〕(x:o"^)

(ppm)

Fig. 10. Linearity of nitrite determined by

　　　spectrophotometric detection (峠

　上記吸光光度法に使用した同一亜硝酸イオン試料を用いて，イオンクロマトグラフィー法によっ

て得られる，葺硝酸イオン濃度とピーク面積の結果から. Fig.U.に示す検量線を作成した。 0.01

～2 ppmの範囲で，極めて良好な直線関係が得られた。検出下限は，0.002ppm（S／Ｎ＝4）であっ

た。　　　　　：

　また，亜硝酸イオン検出にあたって，系内に存在する他のイオン種が妨害成分となるかどうかの

検討を加えたところ，分離上，保持時間の接近している臭化物イオンや，硝酸イオンについては，

いずれも本条件下での検出波長で吸収を示すことから，濃度比にして約200倍を越えると，亜硝酸

イオンのピークを定量することが極めて困難であった。一方，硫酸イオン，及びチオシアン酸イオ

ンについては，いずれのイオン種も保持時間が大きく異なり，また硫酸イオンについては，吸収を

示さないことから，亜硝酸イオンに対しての濃度比を100倍～500倍とした時においても定量に影響

することはなかった。　　　ｉ

３。実試料の分析　　　　　　ト　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ｌ

　実試料として水道水を選び，二つの方法に従って分析を行った6その結果，いずれの方法によっ

ても亜硝酸イjオンを検出することができなかったので, O.lppmの亜硝酸イオンを水道水に添加し
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Fig.11. Linearity of nitritedetermined by ion chromatographic detection.

て分析を行ったところ，いずれの方法も，高い回収率を示した1吸光光度法:98±5 % (n = 10),

ブオペシグマトダラフィー碑:99±3=％（ｎづO）に二９琴界は，参道水中叫ﾋ較的高濃度に含ま

れる陰イオン種（硝酸イオンや硫酸イオン）の妨害を全く受けずに，いずれめ方法も亜硝酸イオン

の定量が可能であることを示している。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　結　　　　　語/　　　‥‥‥‥　　　‥‥

　亜硝酸イオン定量の際に敢えて問題点を指摘するならば，サンプルの捕収方法であり，保存方法

マある。不安定イオン種であるだけに，サンプリングか今測定に至るまでφ時間は，可能な限り短

い方が良い。その点で，本研究では，標準試料の調製は必ずその日に行い，一日を一サイクルとし

て全諸条件の検討を行っている。

　吸光光度法においては，反応と検出の選択性が，イオツクロマトグラフィ＼７法においては，分離

と検出の選択性がその最大の特長であり，亜硝酸イオンの定量にはその両者の特長が十分に生かさ

れる。本研究において，二つの分析方法を用いて同一試料を直接比較検討する意義がそこにある。

イオンクロマトグラフィーでは，検出に分光光度計を用いたことにより，再現性の良い結果を得る



環境水中の微量イオン種定量のための分析法（1）（蒲生・洋本） 27

ことができた．いずれの方法も亜硝酸イオンの定量法として満足すべき分析結果を打ち出しており，

両者の相関も非常に高いので√今後実用化を図るためには，サンプリングからデータ処理に至るま

で，分析システムの自動化等が必要になってくると思われる．　　　　し

　イオンクロマトグヴフイーでは，常時，移動相という流れの中で分析が行われるため，測定作業

は試料の注入のみであり，オートインジェクタ等の使用により連続分析が可能であ:る．2o）また，吸

光光度法においては，／反応に用いる試薬を連続的に加えるシステムが構築できれば，測定の自動化

が可能である．そうした目的に沿って，現在当研究室では,ヶフローインジェクションー吸光光度法

の分析システムを確立すべく分析条件の検討が進行中である．　　　　　　　　　　　　　　　＝
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