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Devarda合 金を還元剤とするConwayの

微量拡散分析法による硝酸態窒素の定量

甲 斐 秀 昭 ・原 旧 登五郎

Determination of nitrate by a modified Conway 
   microdiffusion analysis using Devarda's 

        alloy as a reducing reagent 

     Hideaki Kai and Togoro Harada

生物およびこれに関連する現象の研究には,統 計的

観測値として数多 くの分析値が要求される場合が少な

くない.こ のような場合,操 作が簡便で分析に要する

労力と時間が少なくて済み,多 数の試料を処理できて

しか も糖度の高い分析法は,き わめて有効かつ必要な

手段となる.ま た,こ のような研究では,得 られる試

料がきわめて少量であつたり,試 料中の被験成分の濃

度が非常に低い場合もしばしばある.そ のためには,

鋭敏かつ正確で微量定量が可能な方法が要求される.

Conway(1947)が 考案した微量拡散分析法は,こ の

ような目的に最適の方法の一つである。

アンモニア態窒素(NHぺN)お よ び硝酸態窒素

(NO,-N)の 定量は,一 般にはそれぞれ蒸溜法,通 気

法,ま たは比色法が広く用いられているが,Bremner

ら(1955)は,こ の微量拡散分析法を土壌中 のNH4-

Nお よびNO3-Nの 定量に用いてきわめて有効なこ

とを報告している.

著者の一人は,渡 英中 この方法を修得し,帰 国後国

内にこの方法を伝えてから各所で用いられるようにな

つた,こ の方法でNO,-Nを 定量する場合,従 来還

元剤として硫酸チタンが用いられてきたが,こ のもの

はイギリスのBritishDrugHouses製,ま たは

HopkinandWilliams製 の ものに限 られている.そ

の理由は,こ れらの製品中に微量含まれる不純物の重

金属類がおそらく触媒的に働いて有効なのであろうと

考えられているが,詳 細は不明である.し かし,NO,-

Nの 回収率が高い点から,専 ら上記2社 の製品が賞用

されている.と ころが,こ れらの製品は輸入品である

ため高価であるばか りでなく,入 手に時間 を要する.

さ らに,分 析操作の途中で チタンとマグネシウム水酸

化物がゲル状の被膜を作 り,ア ンモニアの拡散を妨げ

るので,イ ンキュベーション期間中(と くに初期に)

数回拡散分析装置を揺 り動かして外室の内容物を混合

させ,被 膜の生成を防止する必要があるなどの不便が

伴う.

そ こで,著 者らは,硫 酸チタンに代る還元剤 として

Devarda合 金粉末を用いて種々検討を行ない,こ れ

により十分目的を達 しうることを確かめた.

材 料 お よ び 方 法

微量拡散分析装置(ユ ニット)

関東理化学器械製作所 の メ タア ク リル 樹脂製 の

Conwayユ ニ ットを用いた.

試薬

1)混 合指示薬入20/.(w/v)礪 酸溶液(吸 収剤):

99%エ チルアルコール200mlお よび蒸溜水700mI

の混合物に特級醐酸209を 溶かした.次 に,プ ロモク

レゾールグリーン0.0339お よびメチルレッド0.066

9を100mlの99彩 エチルアルコールに溶かした混合

指示薬(ConwayandO'Malley'sIndicator,1942)

20mlを 加 えてよく混合 した後,0.05NNaOH溶 液

を注意深く滴加 して溶液の色が薄桃色になる点まで持

つて行き,蒸 溜水で11に 稀釈した.出 来上つた吸収

剤は,そ の1m1を とり,蒸 溜水1mlを 加 えて もな

お赤味をおびた淡褐色を呈しているように調製した.

(も し淡緑色になつた場合は,0.05NNaOH溶 液の

加え過 ぎであるから,別 に新 しく調製した吸収剤の中

和以前のものと合せて中和し直す.)

2)滴 定用標準0.005NH2SO,溶 液:常 法 により

0.1NH2SO4標 準溶液を調製し,使 用に際し,こ れ



を正確に稀釈して0.005N溶 液 とした.

3)酸 化マグネシウム120/.(w/v)懸 濁液(ア ルカ

リ剤)1軽 質酸化マグネシウムを電気炉 で900℃,3

時間焙焼してCO2を 追出したものを密栓 して保存 し,

使用に供した.

4)ア ラビアゴム膠着剤:ア ラビアゴム粉末1209

を大型乳鉢にとり,蒸 溜水150mlを 徐 々に加えなが

らよく捏 ね合わせ,次 に グリセリン50m1お よ び

K2CO3飽 和溶液50m1を 加 えて十分に攪拌 し,大 き

な分液漏斗に移して数日放置するか,ま たは遠心分離

して上層の泡の入つた部分および下層の未溶解残渣を

除去 し,中 層の透明な部分を分取して薬瓶中に貯え,

使用に供した.

5)NO3-Nの 還元剤

(a)Devarda合 金粉末:国 内外の数種の特級デバ

ルダ合金微粉末をそれぞれ節で分け,150meshを 通

過 しなかつた部分(>150mesh),150meshを 通過

した部分(<150mesh),ま た後者をさらに200mesh

を通過しなかつた部分(<150mesh～>200mesh)

と通過した部分(<200mesh)と に 分けて試験に供

した.使 用直前に50～200mg/mlの 蒸溜水懸濁液を

作 り,そ のlml宛 を使用した.

(b)硫 酸チタン溶液:BritishDrugHouses製 の

15%(w/v)硫 酸チタン溶液 〔23%(w/v)H2SO4

を含 む〕の上澄液15mlを とり,使 用直前に蒸溜水

で50mlに 薄め,そ の1ml宛 を使用した,

定量法

検液2mlま たは5mlを ユニットの外室に正確に

とり(水 滴となし,全 体に拡がらないようにする),次

にアンモニア吸収剤1mlを 内室に入れる(内 室の全

面に拡がらせる).ユ ニットの縁にアラビアゴム膠着剤

を塗 り,次 いで,Devarda合 金粉末懸濁液または硫

酸チタン溶液の1mlを 加 える.Devarda合 金粉末

を用いる場合は,そ の懸濁液をよく振盪しながら先端

を切つて口を大きくしたピペットを用いて1m1を と

り,ユ ニットの外室に一周するように加える.最 後に

酸化マグネシウム懸濁液をよく振盪 しながら,先 端を

太 くしたピベットを用いて3mlを とり,外 室に加え

(検液と接触混合しないように注意 しながら加える),

直 ちに,ゴ ム栓をした蓋でユニットをしつかり蓋 して

か ら,水 平な机上で静かに回転するようにユニットを

揺 り動かして,外 室の内容物が完全に混合するように

する.

ユニットを30℃ の恒温器中に入れ,一 定時間後に

取出して蒸溜水1mlを 内室に加えた後,ミ クロビュ

レットを用い,0.005NH2SO4溶 液で滴定する.

なお,検 液がNOザNの みならずNH,-Nも 含 む

場合には,上 記の方法によりNH,-NとNO,-Nの

合量が求められるから,NH,-Nの みを別に求め,両

者の差を算出してNO3-Nと す る.NH,-Nの 定旦

法は,還 元剤(Devarda合 金粉末懸濁液あるいは硫

酸チタン溶液)を 使用 しない以外は,NO,-Nの 定 賦

の場合と同様にする.

定量は検液 について行なうと同時に試薬について

Blankを 行ない,い ずれも3～5連 で試験 した.

実 験 結 果 お よ び考 察

実験1数 種Devarda合 金および硫酸チタンを用

いた場合のBlank値 と添加NO3-Nの 回収率

まず,国 内外の特級Devarda合 金数種(Merck,

関東化学,片 山化学および和光純薬各社製品)を 還元

剤として用いた場合のBlank値 お よび添加NQs-N

の回収率を,硫 酸チタン(BritishDrugHouses製)

を還元剤とした場合 と比較検討した.硫 酸チタン溶液

は常法(Bremnerら,1955)に 従 い,1mlを 使用

した・また,Devarda合 金 は,そ れぞれ く150mesh

の100mg/ml懸 濁液1mlを 使用した.NO,-Nの

標準溶液は,特 級NaNO3を 用いて調製した.

得 られた結果は第1表 に示 すよ うに,Devarda合

金 のBlank値 は,和 光純薬製のものを除けばいずれ

も硫酸チタンのそれよりも著 しく小さかつた.ま た,

添加 した60～150μ9のNO,-Nの 回収率は,硫 酸

チタンの場合約95～97%で あるのに対し,Devarda

合金 の場合には和光純薬製のものを除けば約96～100

%で あつた.以 上のように,微 量拡散分析法における

NO3-Nの 還元剤 としては,Devarda合 金粉末の方

が,Blank値 およびNO3-N回 収率の点で硫酸チタ

ン溶液よ り優つた。

また,用 いたDevarda合 金の中 では,Merck,関

東化学,片 山化学 の各社 の製品 はいずれ も有効 であ

り,口 的に適つていた.関 東化学および片山化学の製

品はBlank値 がMerck製 よ り小さく,Merck製

は,Blank値 は前記2社 の製品よりやや大 きかつた

が,NO3-N回 収率は同等ないしむしろ僅かに優つて

いた.

実験2Devarda合 金の添加量とNO,-Nの 回収率

Devarda合 金粉末の使用適量 を知る目的で,そ の

添加量の違いがNO3-Nの 回収率に及ぼす影響 につ

いて検討した.す なわち,Merck製 のDevarda合

金粉末の く150meshを 用いて50,100お よび200



Table 1. Blank values and recoveries of different amounts of nitrate-N 
        from 2 ml of control solution by incubation with a titanous 

        sulphate and several kinds of Devarda's alloy as a reducing 
        reagent at  30°C for 48 hr.

Titanous sulphate solution* 
 British Drug Houses Ltd. 

Devarda's alloy powder** 
 Merck Ltd. 

 Kanto-kagaku Ltd. 
Katayama-kagaku Ltd. 

 Wako-jun-yaku Ltd.

* 1 ml was used to each unit . 
*" <150 mesh ; 100 mg was used to each unit.

mg/mlの 懸 濁 液 を調 製 し,そ れ ぞ れ ユ ニ ッ ト当た り

1mlを 添 加 し て60～240μgのNO,-Nの 回収 実

験 を行 な つ た.

その 結果 は第2表 に示 す よ うに,Devarda合 金 粉

末50お よび100mg/mlの 懸 濁 液 を用 い た 場 合,

60～240μ9のNO,-Nの 回 収 率 は約96～100%で,

50mg/m1と100mg/mlの 閥 には ほ とん ど差 は認 め

られ なか っ た.し か し,200mg/m1の 懸 濁 液 を用 い

た場 合 に は,前2者 の 場合 に較 べ て 回収 率 は約2～3

%低 か つ た.こ の理 由 として,一 つ には,Devarda

合 金 の添 加量 が増 す につ れ てBlank値 も増大 して く

る こ とが定 量 誤 差 に影響 す る もの と考 え られ る.二 つ

に は,未 反応 のDevarda合 金 粉 末 が ユ ニ ッ ト外 室 の

底 に沈 定 し,NO,-Nが 還元 され て 生成 した ア ンモ ニ

ア の拡 散 を妨 げ る よ うに な る こ とが 考 え られ る.

従 っ てDevarda合 金 の使 用量 は,検液中 のNO3一

Table 2. Recoveries of nitrate-N from  2  m1 
       of control solution by adding dif-

        ferent amounts of Devarda's alloy 

        powder after 48-hour incubation 
         at 30°C.

'1= <150 mesh ; 1 ml of suspensions containing 

 50, 100 and 200 mg/ml of Devarda's alloy 
 powder was used to each unit, respective-

 ly.

Nの 還元に必要充分な量 の範囲内でできる限 り少量

の方が望ましい.一 方,ユ ニット内室の容積 および

O.005NH2SO4に よる滴定値の大きさか ら考えて,

検液巾のNO3-Nの 含量 の上限 は120μg程 度と思

われる.そ こで,こ の程度のNO3-Nの 量 に対して

は,Devarda合 金粉末の50～75mg/ml懸 濁液1m1

を用いるのが適当であると思われる,

実験3Devarda合 金粉末の粒度とNO,-Nの 回

収率

Devarda合 金粉末の粒径の違いがNO3-Nの 回収

率に及ぼす影響について検討した.市 販のMerck製

特級Devarda合 金粉末 を>150mesh,<150～

>200mesh,お よび〈200meshの3部 分に飾別して

供試した.な お,ユ ニットに添加する懸濁液1m1申

のDevarda合 金粉末の量をそれぞれ50お よび100

mg/m1の2通 りとして実験を行なつた.得 られた結

果を第3表 に示す.

Devarda合 金粉末 の粒度の違 いとNO3-Nの 回

収率との関係についてみると,添 加NO,-Nの60お

よび120μg/unitの いずれの場合とも,>150mesh,

<150～>200mesh,お よび く200meshの3者 問で

NO3-Nの 回収率 に有意差 は認 められなかつた.ま

た,そ の添加量についても,実 験2の 場合と同様50

mg/unitと100mg/unitの間に 有意差はなかつた.

しかし,Devarda合 金粉末を懸濁液として用 いる場

合の取 り扱い易さからいつて,150meshま た は200

meshを 通過 した部分を用いるのが,望 ましいと思わ

れる.

実験41NKCI溶 液中のNO3-Nの 回収率

一般に土壌中のNH4-Nお よびNO,-Nの 定量に



Table 3. Recoveries of nitrate-N from 2 ml of control solution by adding different sizes 
       of Devarda's alloy powder after 48-hour incubation at  30°C.

 1 ml of suspensions was used to each unit.

際しては,KCI,NaClま たはK2SO4のIN溶 液 を

用いて土壌の浸出液を作り,そ の濾液,ま たは遠沈も

しくは静置後の上澄液について窒素の定量を行なう方

法がよく用いられる(Bremnerら,1955).し か し,

これ らの浸出液の塩i類濃度は相当高いので,こ のよう

な溶液中のNO,-Nの 回収率を確かめる必要がある.

実験は,当 研究室で常用している1NKCI溶 液にっ

いて,Devarda合 金粉末の添加量 を50お よび100

mg/unitの2通 りにして行なつた.得 られた結果を

第4表 に示す.

Table 4. Recoveries of nitrate-N from dis-
       tilled water and 1 N  KCI solution 

        after 48-hour incubation at 30°C 
        with Devarda's alloy powder.

* 2 ml . 
** <200 mesh ; 1 ml of suspensions was used 

  to each unit.

1NKC1溶液中 の60お よ び120μ9のNO,-N

の回収率は,蒸 溜水中の場合に較 べていずれのN濃

度,い ずれのDevarda合 金粉末添加量 において も

1%程 度低下 した.こ のよう1(NO,-Nの 回収率に塩

類濃度が影響を及ぼす ことは明らかであるから,塩 類

溶液中のNO,Nを(従 つてNH,-Nに ついても)

定量する場合には,で きる限り蒸溜水で薄めて塩類濃

度を下げてから行なうことが望ましい,し か しな が

ら,1N溶 液をそのまま用いてもNO,-Nの 回収率

は98%前 後であるから,定 量の口的は十分果せるこ

とが示された.

実験5イ ンキュベーション時間とNO,-Nの 回収率

検液の量が多い場合 と少ない場合について,イ ンキ

ュベーションの必要最少時間を知る日的で以下の実験

を行なつた.す なわち,1NのKCI溶 液および蒸溜

水の2mlお よび5ml中に それぞれ60,120,180お

よび240μgのNO,-Nを 含む溶液を調製した.こ

れらの標準溶液 に ついてMerck製Devarda合 金

粉末の く200mesh部 分 の50mg/mlの 懸濁液lml

ずつを還元剤として用い,30℃ の恒温器中 にインキ

ュベー トし,6時 間毎にNO3-Nの 回収率を測定し

た.得 られた結果の うち,INKCI溶 液について示

したものが第5表 である.

これか ら明 らかなように,検 液の量が多い場合には

インキュベーションの初期の10数時間 はNO3-Nの

圓収が遅れた.し かしなが ら,液 量 の多少に拘 わら

ず,イ ンキュベーション24時 間後には60～180μgの

NO3-Nの 回収率は95.5%前 後,240μ9の それは

94%と な り,36時間 後にはいずれの場合 に もNO,-

Nの 回収率は最高値に達 し,60～180μ9のNO,-N

については98%前 後,240μ9のNO,-Nに ついて

は96%の 回収率となつた.

これに対 し,蒸 溜水中のNO,-Nの 回収率は,液

量の少ない場合 にはインキュベーション後24時間,

液量の多い場合には30時 間で最高値に達し,そ の値

はいずれの液量,い ずれの窒素濃度においても,IN

KCI溶 液中のNO,-Nの 回収率よりも1%程 度高か

つた.

したがつて,蒸 溜水あるいは塩類濃度の低い溶液中

のNO3-N(お よびNH4-N)の 定量は24～30時 間

のインキュベーション(30℃)が 必要 であり,塩 類

濃度の高い場合,例 えば1NKC1溶 液 の土壌浸出液



Table 5. Recoveries of 60-240  ,ig of nitrate-N from 2 ml and 5 ml of 1 N KC1 solution 
        after various periods of incubation with Devarda's alloy powder' at 30°C.

* <200 mesh ; 1 ml of suspension containing 50 mg/ml of Devarda's alloy powder was 

 used to each unit.

などについて は36時 間程度 のインキュベーションが

必要 と考えられる.

以上の結果か ら,Conwayの 微量拡散分析法 によ

るNO3-N定 量 の際,従 来使用されて来た硫酸チタ

ンに代る還元剤としては特級Devarda合 金粉末が適

しており,こ れを用いた場合には,硫 酸チタンを用い

た場合よりNOザNの回収 率 はむしろ優つているこ

とが明らかにされた.ま た,Devarda合 金粉末は蒸

溜水懸濁液とすることにより,硫 酸チタンの場合 と同

様の操作で定量を行なうことができること,お よびそ

の際のDevarda合 金粉末の粒度,添 加量,検 液の塩

類濃度,イ ンキュベーション時間などの最適条件につ

いても明らかにされた.

なお,市 販の国内外の特級Devarda合 金粉末は,

微粉末のものでも粒度は不揃いで,粒 径のかな り粗い

ものが混つている.し たがつて,使 用に際しては必ず

節別 して150meshな い しは200meshを 通過した部

分を用い,そ れより粗い部分 はボール ミルで粉砕 す

る.ま た,そ れを用いた場合のBlank値 は,特 級試

薬といえども製造会社,製 造時により異なり,か な り

高い値を示す場合もたまにあるので,購 入時にBlank

値 をチェックした方がよい.

滴定の終点の色(薄 桃色)の 変化は比較的緩慢であ

るか ら,各 自が変化を最 も識別し易い色の濃さを見付

け出して終点とするがよい.ま た,Bangミ クロビュ

レットの代 りにMetrohm(ス イス)製 のピストンビ

ュレットを使用するのが望ましい.こ れを用いると,

滴定値を小数点以下三桁まで正確に読 む ことができ

る.さ らに,終 点の色を一定 にする手助 けとして,

Blankの 連数を若千増して行ない,そ れを用いて終

点と,終 点に0.OO4ml過 剰 に滴定 した ものとを作

り,試 料の終点をすべてこの両者の色と見較べながら

滴定を行なえば,常 に滴定誤差を最大O.002ml(滴

定 は0.005NH2SO4で 行な うか ら,そ の0,002ml

は0,14μgNに 相 当する)に 押 えることができる.

このように,本 法によるNO3-Nの 定量は,一 般

に行なわれる諸種の方法に較べてきわめて簡単かつ正

確で精度 も高く,優 れた方法であると思われる.

要 約

Conwayの 微量拡散分析法 により硝酸態窒素 を定

量する場合,従 来還元剤として硫酸チタンが用いられ

て来たが,こ れに代るものとしてDevarda合 金粉末

を用いて種々検討を行ない,下 記のごとく満足すべき

結果がえられた.

1.Devarda合 金粉末を蒸溜水懸濁液 として用い

ることにより,硫 酸チタンの場合と同様の操作で定量

を行なうことができる.

2.Devarda合 金粉末を用いた場合,検 液中240

μ9ま でのNO,-Nの 回収率は約96～100%で,硫

酸チタンの場合よりむしろ優つた.

3.本 法の最適実験条件は,検 討の結果次の通 りで

あつた.

(a)検 液は2～3mlを 用い,そ のNO,-N含 量

(またはNH,-NとNO3-Nの 合量)は120μ9程

度までが好適 である。(Merck製Devarda合 金粉

末を使用した場合の回収率は98～100%で あった).

(b)Devarda合 金粉末 は150meshな い しは



200meshの 筋 を通つた部分を用 い,50～75mg/mI

の蒸 溜水懸濁液 と してユニット当た り1mlを 使用

する.

(c)イ ンキュベーション時間は30℃ の場合,検

液が蒸溜水あるいは塩類濃度の低い溶液 であれば24

～30時 間,塩 類濃度の高い溶液,例 えば1Nの 堀類

溶液の場合は36時 間程度 とする.

4.本 法 によるNO,-Nの 定量は,他 の一一般的方

法に較べてきわめて簡単かつ正確で精度 も高 く,多 数

の試料を同時に処理できるので,優 れた良い方法であ

ると思われる.
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                                 Summary 

   A modification of microdiffusion method for the determination of nitrate are described. 
   Nitrate is satisfactorily determined by reduction of the nitrate to ammonia with 

powdered Devarda's alloy instead of titanous sulphate solution and subsequent distilla-
tion with magnesium oxide, both the reduction and distillation being carried out in a 
Conway microdiffusion unit incubated in a incubator at 30°C. The procedure is iden-
tical to that of the previous method only except for a substitution of suspension of 

powdered Devarda's alloy for titanous sulphate solution. 
   A fraction of powdered Devarda's alloy, guaranteed reagent, smaller than 150-200 

mesh is suspended in a distilled water and 1 ml of the suspension containing 50^-75 mg 
of the alloy per ml is added to each unit. 

   The incubation period necessary for complete recovery of the nitrate is 24--30 hr 
for a salt solution of lower concentration and about 36 hr for that of higher concen-
tration, such as 1 N KC1. 

   The suitable size of sample solution is up to 120,eg of nitrate-N (or ammonium-N 

plus nitrate-N) in 2 ml. 
   The recoveries by the recommended procedures of the nitrate added are between 

98 and 100 % and somewhat superior to those by the method using titanous sulphate 
solution. 
   The results showed that several colorimetric, distilling or aerating methods for the 
determination of nitrate have been proposed, but the method presented here might be 
more excellent, because this method is simple, easy, accurate and applicable to colored 
solution and to a large number of samples.


