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2・6一幸シレノール比色法による食品中の硝酸イオンの定量  
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（報文）  

ColorimetricDeterminationofNitrateinFoodsbyUseof2・6・ⅩylenoI  

FumioMIYAMOTO，TomokoNAGATAandMasanobuSAEⅢ  

Summary  

Colorimetric method for the deter・mination of nitratein foods bv the use of2・6r XvlenoIwas  

studied and modifie〔1．   

Nitratein foods＼＼▼ere extraCted＼＼－ith alkalinel＼▼ater COntaining zink sulfate and filtrated．Inter・．  

fering chloride and nitriteionsin the test solution＼＼▼ere remOVed with silveIISulfate and sul－  

farnicacid，andthelatte＝＼・aS reaCtedl＼▼ith2・6－Xl▼1enolinthepresenceofsulfurieacid．Reaction  

product（4L Nitr・0－2・6－Xylenol）＼＼▼aS eXtraCtedl＼▼ith t）enZeneandl％ sodium eal・bonate solution、  

sholl▼ingtheabsor・banceat432nm．   

Recover・iesofnitratefromseveralfoodsat2．5～200ppmNO3－N、、Tere78～129′克．   

Measure〔lc（）ntentS OfIlitratein se＼▼eralfoo（1sl〕＼▼the metl10〔lpIlOPOSe（labo＼▼el＼▼e7・e eOmPared＼、■ith  

those obtaine（lbv the cadmium column and sodium salicvlic acid method，and the values of the  

pr・OPOSedmethodapl）rOXimatelyagreedwiththt）SeOftheformermethod．   

■■l  

ミカラム法5）及びサリチル酸法7）との比較を試みたので，  

それらの結果についても報告する。   

Ⅰ 緒言  

食品や飼料中の硝酸イオンは乳幼児や家畜（牛，羊）  

等での硝轢塩中毒1）の原因となるばかりでなく，ガン原性を  

有するニトロソ化合物の前駆体2‾4）としても注目されて  

いる。   

食品中の硝酸イオンの分析法は数多く報告5‾10）されて  

いるが，簡便な方法は精度が低い場合が多く，精度の高  

い方法は煩雑さを伴なう場合が多い。日常検査で用いる  

分析法は簡便かつ正確であるとともに，広範囲な食品へ  

の適用性を持つことが望ましい。   

掘尾らによって報告された2・6－キシレノール比色  

法は簡便であり，精度も良好な方法であるが，塩素イオ  

ンや亜硝酸イオンの含有量の高い食品への適用例ほ報告  

されていない。   

著者らは従来の2・6－キシレノール比色法を基に，  

多くの食品への適用と微量乱定が可能な方法に改良した〔   

さらに，硝酸イオンの分析法として確立しているカド  

Ⅱ 実験方法  

1．試料   

みりん干し，煮干し，あじ干物，ソーセージ，ロース  

ハム，ベーコン，ハム原料肉，チーズ，粉乳，すいか，  

トマト，なす，キャベツの市販品13品目を用いた。   

2．試薬及び試液   

硫惜，硫酸銀及びその他の試薬はすべて特級品を用い  

た。  

10％酢酸アンモニウム緩衝液：酢軽アンモニウム100  

gを水800mlに溶解し，10％アンモニア水でpH9に調  

整した後水を加えて全量を1ゼとした。  

10％2・6－キシレノール溶液：2・6－キシレノー  

ル1gをエタノールで溶解し10mlとした。  

15％硫酸銀溶液：硫酸銀15gを硫酸に溶解し，100ml  

とした。   

2％スルファミン懐溶液：スルファミン轄2gを10％硫  

酸で溶解し，100mlとした。   

▲■l   
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2・6－キシレノール比色法による食品中の硝酸イオンの定量  

硝酸性窒素標準溶液：硝酸カリウムを1100Cで4時間  

乾燥した後，その0．722gを精密に量り，水に溶解して1  

ぞとした。この溶液10mlに水を加えて100mlとし，さ  

らにその液20mlをとり，10％酢酸アンモニウム緩衝液10  

ml及び水を加えて100mlとした。この標準溶液ほ2〟′gNO3  

－－N／mlである。  

3．装置  

分光光度計：（株）日立製作所製181型  

二波長分光光度計：（株）日立製作所製557型  

4．定量方法  

二）測定溶液の調整  

試料を細切し，充分混和した後，10gを秤取し，800C  

の温湯50mlを加えホモジナイズした。これを1（氾mlメス  

′■フラスコに移し・0・5N水酸化ナトリウム溶液10mlを加  

え，振とうした後，12％硫酸亜鉛溶液10mlを加えた。80  

吸収波長の吸光度E；及び極大吸収波長士30nmの吸光  

度E昌，Eらを求め，それらの値から△E′を下記の式により  

算出した○   ′ 
△E＝E；－     人【′［ノ  

試料から得た測定溶液の△E′を求め両者の△E′値を比  

較することによって，試料中の硝酸イオン濃度を算出した。  

Ⅲ 結果及び考察  

1．呈色試薬の検討   

硝酸イオンの発色は，2・6－キシレノールの他にもサリ  

チル酸ナトリウム7），チモール11）及びパラオキシ安息香酸  

等でもおこることから，各呈色試薬を用いた場合の吸光  

度を比較した。標準溶液5mlに各呈色試薬2％溶液0．5ml  

を加え，硫酸を添加し，400Cで30分間反応させ，それを  

クロロホルムと1％水鞍化ナトリウム溶液で抽出し，各  

々の反応生成物の極大吸収波長の吸光度を測定した。  

ec20分加温した後，冷却し，10％酢酸アンモニウム溶液  

10mlと水で100mlとした。内容物をろ過（ろ紙Nn5Cを用  

＼る）し，その5mlあるいは1mlに水4mlを加えたもの  

を50ml比色管にとる。それに2％スルファミン酸溶液0．2  

mlを加え，10分間放置した。さらにそれに15％硫酸銀溶  

液2mlを添加して20分間放置した。濃硫酸5mlを水で冷  

却しながらこれに滴下し，10％2・6－キシレノール溶液  

0．2mlを加える。400C水浴中で30分間加温反応させ，水  

治してベンゼン25mlを加える。それらの溶液を充分振と  

うした後，ベンゼン20mlを分取して，それを1％硫鞍溶  

液で洗浄した。そして，ベンゼン層に1％炭酸ナトリウム溶  

液5mlないし缶mlを加え，振とうして炭酸ナトリウム層  

を取り，それを測定溶液とした。   

2）定量   

皿 吸光光度法による定量   

硝酸イオン標準溶液から得た測定溶液の極大吸収波長  

の吸光度を測定した。試料から調整した測定溶液の吸光  

度を測定し，両者の吸光度を比較することによって，試  

料中の硝酸イオン濃度を算出した。  

（2）ベースライン法による定量   

標準溶液から得た測定溶液の極大吸収波長の吸光度E－  

及び極大吸収波長±20nmの吸光度E2，E3を測定し，  

それらの吸光度から△Eを下記の式により算出した。  

○一一一○ → ○  
2，6－X＼・lenoI  

So（1ium Saliぐヽ・＝c ac d  

＼  ▲  

／－  一H）▼drox）・benzoic acid  

5 10 15（m（7）  

Fig・1・Absorbanceof the reaction product  

of nitrate with severalkinds of  
reagent．NO3－N：10FLg  

結果はFig．1に示したように2・6－キシレノールが最  

も吸光度が高かった。この2・6－キシレノールの反応生成  

物の極大吸収波長は433nmであり，他の呈色試薬より長  

波長側に存在することから，食品由来の妨害スペクトル  

の影響をうけにくいことが考えられる。   

反応に用いる硫較は7ml以上で吸光度が一定したため，  

試験溶液5mlに対し7mlの硫酸を用いることとした。  

E2＋E3   △E＝El－  

試料から得た測定溶液の△Eを求め両者の△Eを比較  

することによって，試料中の硝酸イオン濃度を算出した。  

（3）微分分光光度法による定量   

標準溶液から得た削定溶液の1次微分スペクトル（△ス  

＝5nm）を測定し，その長波長側のピークにおける極大  
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2．抽出溶媒   

反応生成物の抽出溶媒として，9種の有機溶媒につい  

て適用性を検討した。標準溶液と2・6－キシレノール  

の反応液を各有機溶媒20mlと1％水酸化ナトリウム溶液  

で振とう，反応生成物を抽出し，その吸光度を測定した。   

結果をTablelに示した。nPヘキサン，シクロヘキサン  

以外の溶媒が反応生成物を完全に抽出していると考えら  

れたので，抽出溶媒は最も極性の小さいベンゼンを選定  

した。  

Tablel．Effect of organic soIvent on the  
extraction of reaction product．  

4．亜硝酸イオンの除去   

除去試薬としてスルファミン酸を用い，その添加量と除  

去効果について調べた。2％溶液0．2ml添加で100－200  

〟gNO2－Nがはとんど分解し，硝酸イオンの発色に対す  

る影響はほとんど認められなかったため，添加量は2％  

0．2mlとした。   

5．塩素イオンの除去   

塩素イオンの影響を除去するため，掘尾6）らは硫較銀を  

用いている。その場合，使用する硫酸銀量は塩素イオン  

量の多寡に左右されるため，多種の食品へ適用するには  

改良を必要とする。そこで，塩素イオン100mg（試料の塩  

化ナトリウム含量として16％に相当）を10〟′gNO㌃Nの  

硝酸イオンに添加し，塩素イオンの除去効果を検討した。  

果を調べた結果，600mg以上の硫酸銀の添加で塩素イオ  
堀尾らに準じて200～1000mgの硫酸銀を添加し灘去交ヽ   

ンの影響がなくなることがわかった。  
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3．亜硝酸イオン及び塩素イオンの影響   

食品の種類によっては亜硝酸イオンあるいは塩素イオ  

ンを多量に含む可能性がある。この両イオンは硝酸イオ  

ン定量時に妨害することが考えられるので，その影響度  

を調べた結果，Fig．2のように亜硝酸イオンは正の妨害，  

塩素イオンは負の妨害を示した。  
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Fig．3．Effect of the addition of silveI■  
sulfate on theinterfecence of  

chlorideion．  
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100n唱の塩素イオンに対応する硫酸銀は理論上300n唱  

で充分であるが，600mgを必要としたのは塩素イオンと  

の反応が不十分なことが推則されたので，反応時間を20  

分としたところ，硫酸銀300IT塚で塩素イオンの影響は消  

失した。   

6．硫較銀の発色への影響   

Fig．3における最大吸光度は，Fig．1の最大吸光度と  

比較するとやや低く，硫酸銀の添加による吸光度の減少が  

考えられた。そこで，硫酸銀の添加による影響を調べた  

ところ，無添加に比べて，10IT哲添加では94％，70【喝で  

は91％，300mgでは90％と添加量の増加に従い，吸光度  

が低下する傾向を示した。   

硫酸銀の影響ほ添加する液量を少くすることで，最小   

added Chlorideion  

100（楯．NO2－N）  0  50  

0  100  200（mg．ce－）  

Fig．2．Influence of nitriteion or eh】oride jon on the  

absorbance・  XO3LN：10／曙  
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2・6－キシレノール比色法による食品中の硝酸イオンの定量  

限に抑え得ることがわかったので，15％硫酸銀2mlを用  

いることとした。  

また，呈色試薬添加の際，エタノールによって硫酸銀  

が析出し，これも，吸光度を低下させることが考えられ  

たので，エタノール添加量を0．5mlから0．2miに変えたとこ  

ろ，Fig．1の最大吸光度に，より近い値が得られた。  

7．2・6－キシレノール量の発色への影響  

2・6－キシレノールの量が発色に影響することが考えら  

れたので，10mgと20mgについて比較した。その結軋20   

Ⅰ喝の添加が吸光度も高く，再現性も良好であったので試  

薬量は20mg（10％液0．2．混）とした。  

8．食品への適用  

以上の実験結果を検討した後，著者らが改良した方法′  

／一により食品中の硝酎オンを分析したところ・糖質を多  

く含有する食品では，妨害スペクトルが生じることがわ  

かった。その妨害スペクトルは反応後，直接ベンゼンで抽  

出，ベンゼンから1％炭酸ナトリウム溶液で反応主成物を抽  

出する方法を用いた結果，妨害スペクトルは消失した。  

9．食品への硝較イオンの添加回収実験  

魚介肉類及び野菜果実類13品目14試料について，硝酸  

イオン2．5～200ppmNO√Nを添加し，回収率を求めた。  

結果はTable2に示したように，魚介肉類では77～129  

％果実野菜類では98～126％であった。   

測定方法は吸光光度法を用いた。   

Table2．Reco＼▼eries of nitrate fr。m  

severalfoods．  
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10．カドミカラム法及びサリテル較ナトリウム法との比   較した。吸光光度法の定量値の精度を確認するため，べ  

較  －スライン法，微分分光法も追加した。その結果をTable   

同一試料について，著者らの改良法，カドミカラム法  3に示した。  

及びサリチル較ナトリウム法により分析し，定量値を比  
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改良法及びカドミカラム法では吸光光度法の値ほベー  

スライン法，微分分光法の値と近似しており，吸光光度  

法の値は信頼できるものと考えられる。サリチル酸ナト  

リウム法は，吸光光度法と他の方法の値に大きな差が見  

られ，吸光光度法の値は信頼し難い。   

3つの分析方法の検出値ほ改良法とカドミカラム法に  

おいてほぼ一致していたが，サリチル鞍ナトリウム法は  

他の2法に比べ，低い値を示した。   

以＿上の鹿臭から，改良法はカドミカラム法とほぼ同等  

であると考えられる。カドミカラム法はカラム調整が繁  

雑であり，廃液処理にも問題があることから，改良法は  

カドミカラム法の代用法として適用可能と考えられる。   

また，反応生成物（4－ニトロー2・6－キシレノール）  

はガスクロマトグラフィー6）及び液体クロマトグラフィー12）  

でも定量確認が可能であり，より精度の高い分析も行う  

ことができる。  

Ⅳ 結論  

食品中の硝酸イオンの比色定量法として2・6－キシ  

レノールを用いる方法について検討した。  

（1）反応液からの精製に用いる抽出溶媒はベンゼン を  

用い，妨害イオンである亜硝鞍イオン及び塩素イオンは  

スルファミン酸，硫斡銀の添加によりその影響を除いた。  

（2）2・6－キシレノール添加量は10％溶液0．2mlが  

良好であった。  

（3）食品を用いて分析法の適用性を検討した結果，反  

応液から反応生成物を直接ベンゼンで抽出，1％炭酸ナ  

トリウム溶液で逆抽出することにより，食品由来の妨害  

物質を除去できた。  

（4）魚介肉類での硝酸イオンの添加回収率は5ppm  

NO3－N添加で78～129％・野菜果実類での硝酸イオン  

の添加回収率は2．5及び200ppmNOrN添加で98～126  

％であった。  

（5）カドミカラム法，サリチル酸ナトリウム法との比較で  

は，本法はカドミカラム法と比較的一致した値を示し・また  

吸光光度法の値と他の測定法の値がはば一致しているこ  

とから吸光光度法の値は信頼できるものと考えられる。  
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