第6章　ウィンクラー法による溶存酸素の測定

1.0　測定範囲と適用分野

　　本章では、μmol/kgと表される海水中の溶存酸素の測定方法について記述する。方法では､例えば、汚染されていない海水が含む溶存酸素が0.5-350 μmol/kgの海洋レベルの濃度範囲に適用可能であり､伝統的なウィンクラー滴定法をCarpenter（1965）が改良したものである｡ここでの記述は、ある程度自動滴定システムに特化しているが、手分析についても、記述している。現在では、同等な精度を与える終点決定法（例えば､電位差法）もあるが、ここでは記述しない｡本方法は､硫化水素を含んでいる海水に対しては不適当である｡

2.0　定義

　　海水中の溶存酸素濃度は、海水1キログラム中の酸素気体（Ｏ２）のマイクロモル数（μmol kg-1（μmol/kg））の単位で表す。
3.0　分析の原理

　　海水中の酸素濃度の化学的測定法は、Winkler（1888）により初めて提案され､Strickland and Parsons（1968）により改良された方法に基づいている｡この方法の基礎は､海水試料中の酸素がヨウ素イオンを定量的にヨウ素に酸化し、生成したヨウ素を標準チオ硫酸塩溶液で滴定するところにある。終点は、三ヨウ化物イオン（Ｉ３-1）の紫外部の吸収を測って自動的に決めるか､手分析においては目視指示薬であるデンプンを用いて決める｡酸素分子1モルは4モルのチオ硫酸塩と反応するので、酸素量は滴定値から計算できる。

　　より詳しく書けば､溶存酸素は強いアルカリ性の下でMn(Ⅱ)OHと化学的に結合して茶色の沈殿物､マンガン水酸化物（MnO(OH)2）をつくる｡完全に酸素を固定し、マンガン(Ⅱ)と(Ⅲ)の混合水酸化物を沈殿させた後､試料を1.0と2.5の間のpHに酸性化する｡すると、沈殿した水酸化物が溶解して、Mn(Ⅲ)イオンが遊離する。 Mn(Ⅲ)イオンは先に添加してあったヨウ素イオンをヨウ素に酸化する｡ヨウ素は過剰のヨウ素イオンと錯体を形成する｡低い蒸気圧になるので､錯体の形成は好ましい。また、その錯体は、ヨウ素が系から除かれる時、迅速に分解する。その後、ヨウ素はチオ硫酸イオンで滴定される。つまり、ヨウ素はヨウ素イオンに還元され、チオ硫酸イオンは4チオン酸塩に酸化される｡上記の反応に対する化学等量式は以下のとおりである。

Mn2+  +  2OH-

 →   Mn(OH)2
2Mn(OH)2  +  1/2O2  + H2O→   2MnO(OH)2
2Mn(OH)3  +  2I-  +  6H+→   2Mn2+  +  I2 + 6H2O

I2 + I-                   ←→　I3-

I3-  +  2S2O32-
     →    3I-  +  S4O62-
  チオ硫酸塩はその組成が変わるので、1次標準物質、通常ヨウ素酸カリウム、で標定しなければならない。標定は、ヨウ素酸イオンとヨウ素イオンとの均斉化反応でヨウ素を生成する。上記のように、ヨウ素は過剰のヨウ化物塩と結びつくので、その錯体をチオ硫酸塩で滴定する。ヨウ素酸イオン1モルは、3モルのヨウ素、つまり、6モルのチオ硫酸イオンによって消費されるヨウ素を生成する｡

IO3-  +  8I-  +  6H+ 
→   3I3-  +  3H2O

I3-   +  2S2O32-
→   3I-  +  S4O62-
4.0　装置
  4.1 サンプリング器具

  4.1.1　試料フラスコ：

  共ずりガラス栓付の公称容積115 mlの特注BODフラスコ。対となる栓とフラスコの各組の正確な容積は、蒸留水の重さを測って重量法で決める。栓とフラスコの各組はそれらを見分けられるように印や番号をつけ､その後の使用に当たっては、常に一緒にしておくことが不可欠である｡

  4.1.2　固定試薬用定注器：固定液を1 mlずつ注入できる定注器2本｡定注器は1 % （すなわち､10μl）の正確さが必要である｡

  4.1.3 タイゴン管：栓口からサンプル瓶の底面まで届く十分な長さをもつもの。

  4.1.4 温度計：1本の温度計を用いてサンプリングの際の海水温度を0.5 ℃の精度で測る。2本の白金抵抗温度センサーを用いて、実験室内で滴定溶液の温度を監視する。

4.2 　手動滴定装置

4.2.1　滴定箱：滴定装置を囲む3面の箱。終点を見つけやすいように壁は白く塗るべきである。

4.2.2　定注器：硫酸溶液を1 mlずつ注入できるもの。

4.2.3　ビュレット：ブランク値測定とチオ硫酸標定のため、KIO3 を1 mlおよび10 ml を注入できるピストンビュレット。代わりに、精密に検定した定注器を使ってもよい。

4.2.4　マグネチックスターラーと回転子

4.2.5　ビュレット：チオ硫酸塩を注入するのに用いる1 ml容量で、拡散防止チップのついたピストンビュレット。

4.3 　自動滴定装置

4.3.1　Metrohm 655 Dosimatビュレット：ブランク値測定と標定のため、KIO3 溶液1から10 mlを注入できるピストンビュレット。

4.3.2　Metrohm 665 Dosimat酸素自動滴定装置：この滴定に使う装置は、チオ硫酸塩送液システム（Dosimat社）と、注文設計されたBOD瓶中の試料を通過したUV（紫外線）の透過光を測る検出器から成る。

4.3.3　AST計算機：IBM互換でPCビュレット、終点検出器、そしてA/D変換器を制御する。本システムは、R. William (SIO)により設計された。

4.3.4.　定注器：硫酸溶液1 mlを注入できるもの。

4.3.5.　マグネチックスターラーと回転子

5.0 試薬

5.1　　塩化マンガン(Ⅱ) （3 M ：試薬特級）溶液：蒸留水600 mlに塩化マンガン（MnCl2.4H2O）を 600 g溶かす。完全に溶解した後、蒸留水で最終的に 1 Lとし、貯蔵のため、褐色プラスチック瓶に濾過しながら入れる。

5.2　　ヨウ化ナトリウム（4 M ：試薬特級）と水酸化ナトリウム（8 M ： 試薬特級）溶液：蒸留水600 mlにヨウ化ナトリウム（NaI）を 600 g溶かす。もし、溶液の色が黄色がかった茶色になったら、その溶液は棄て、新鮮な試薬で再び調製する。混合溶液を冷やしながら、水酸化ナトリウム（NaOH）を 320 g加え、蒸留水で1 Lとする。この溶液は濾過した後、褐色瓶に入れて保存する。

5.3　　硫酸（50 % v/v）溶液：500 mlの蒸留水に特級濃硫酸500 mlをゆっくりと加える。硫酸添加中は溶液を冷やす。

5.4 　　デンプン指示薬溶液（手分析時のみ）：可溶性のデンプン1.0 gが入った100 mlビーカーに蒸留水を少量加え、どろどろな糊状にする。これを沸騰した蒸留水1000 mlに注いで、1分間攪拌する。この指示薬は航海ごとに新しいものを用意し、使用するまでは冷蔵庫に保存する。

5.5 　　チオ硫酸ナトリウム（0.18 M:試薬特級）溶液：45 g のNa2S2O3･5H2Oと保存剤としてホウ酸ナトリウム、Na2B4O7 （試薬特級） 2.5 gを1 Lの蒸留水に溶かす。この溶液は滴定に用いるまで冷蔵庫に保存する。

5.6 　　ヨウ素酸カリウム標準（0.00167 M：標準物質）溶液：真空デシケーターで試薬を乾燥する。KIO3 0.3567 gを精秤し、蒸留水に溶かして1 L（正確な量が必要）とする。市販の標準溶液を使うこともできる。Baker’s DILUT-IT KIO3分析用濃縮溶液のアンプル1本を0.0167 Mの保存溶液を作るために10倍に希釈する。この溶液は、滴定時に10倍に希釈し、0.00167 Mとする。正確なモル濃度が計算できるように、温度を書き留めておくことが重要である。

6.0  試料採取

6.1　　ニスキン採水器や他の採水器による洋上での採水は、できれば他成分の試料を採水する前に、採水器口を開けたらすぐに行うべきである。これは、ニスキンのヘッドスペースでの大気中酸素との交換によって起こる汚染を最小にするためである。

6.2　　採水手順

6.2.1 溶存酸素試料を採水する前は、通気孔を閉めたままにして、ニスキン採水器の栓を開ける。もし、その栓から海水が流れ出てこなければ、その採水器には漏れはないであろう。もし、採水器から水が漏れるならば、そのニスキン採水器は、上層の水の汚染を受けているであろう。その結果、そのサンプルは汚染されているかもしれないので、そのことを採水野帳に書き留めておくべきである。

6.2.2 溶存酸素試料は、１つずつ番号をつけたBOD瓶に採水する。瓶と栓は対で合わせておかねばならない。それぞれのニスキン採水器から２つずつ試料を採る。採水順を記録しておく。

6.2.3 試料を採るとき、気泡が入らないよう十分に注意する。長さ30～50　cmのタイゴン管をニスキン採水器の口に接続する。管の末端は管内に気泡が残るのを防ぐため、出水口を開ける前に持ち上げる。海水を流しながら、瓶の側面と栓を共洗いするために、BOD瓶を水平にし、その底に管を入れる。BOD瓶を垂直に立て、びんの壁面に気泡がつかないように、瓶の側面を軽くたたく。瓶体積の４～５倍の水をオーバーフローさせる。管は、水を流したまま、ゆっくり瓶から引き上げる。

6.2.4 海水試料を採水したらすぐに、塩化マンガン溶液1 ml、続いてヨウ化ナトリウム-水酸化ナトリウム溶液1 mlを、一杯になっているBOD瓶に加える。この時、ピペットあるいは自動定注器の先端を水中に十分に入れる。

6.2.5 気泡が中に入らないように、注意深く、栓をする。激しく瓶を振る。その約20分後に、沈殿が瓶の底に沈んだら、また振る。

6.2.6 2つ目の溶存酸素試料を採水した後、各ニスキンの温度を測定し、記録する。

6.2.7 サンプル瓶は、冷暗所で、首まで塩水につけて封をし、垂直に立てて保存する。これらの試料は、少なくとも6～8時間経過後、24時間以内に分析する。試料は、この段階では安定である。
7.0　滴定の手順
　　　　酸素試料を滴定する際の基本的手法は、手動でも、自動でも、ほとんど変わらない。まず最初に、チオ硫酸塩溶液の正確な濃度を決定しなければならない。次に、分析に関係する一連の酸化還元反応に加わる試薬中の不純物からくるブランク値を計算する。標準溶液値とブランク値を測定したら、試料の滴定が可能となる。

　　　　手動と自動の滴定法の基本的な違いは、終点検出の手段（目視あるいはUV検出器）とチオ硫酸塩の加え方にある。自動滴定装置では、すばやくチオ硫酸をすばやく加える。そして、UV吸収に変化が現れると、加える速度を遅くして、最終的には連続的に加えるのはやめる。チオ硫酸塩を加えながら、終点に近づけ、ほんのわずかの終点を通過したことを示すまで、すなわち、吸収にそれ以上の変化が見られなくなるまで続ける。標定、ブランク値の決定、試料分析について、正しいとされている事項を両法について、以下に一般的に記述する。

7.1　　標定

7.1.1 一つのBOD瓶に約15 mlの脱イオン水と回転子を加える。

7.1.2 注意深く、A級またはそれに相当するピペット、あるいは、Metrohm　655 Dosimat を用いて、ヨウ素酸カリウム標準溶液（0.00167 M）を10 ml加える。かき混ぜる。ただちに50 % 硫酸溶液を1 ml加える。瓶の壁面をすすぎ、かきまぜて、試薬を加える前に確実に酸性溶液にする。 　

7.1.3　ヨウ化ナトリウム-水酸化ナトリウム溶液1 mlを加え、かきまぜ、塩化マンガン溶液1 mlを加える。試薬を加えるごとに完全に混ぜる。混ざったら、蒸留水で首まで満たす。  　　　

7.1.4　遊離したヨウ素をただちにチオ硫酸塩で滴定する。手動の場合には、1 mlビュレットを使用して、黄色がほとんど消えてしまうまで、チオ硫酸ナトリウム（約0.18 M）を加える。でんぷん指示薬1～ 2 mlを加える。すると、溶液は深い青ないし紫色に変わるはずである。この色がちょうどなくなるまで滴定し、そのときの室温を記録する。変動するBOD瓶の容量を勘定に入れれば、この滴定は± 0.03 ml以内で再現性があるはずである。

7.1.5  自動滴定装置システムの場合は、0.2 Nチオ硫酸溶液を酸性化した標準溶液に加えて、その溶液のUV光吸収変化を読み取る。終点が近づくと、だんだんと少ない量のチオ硫酸を、それ以上吸収に変化のない終点に達するまで加える。終点は、終点よりちょっと前のデータ群と終点より後のデータ群に、それぞれ最小二乗法を適用して決める。前者では、滴定曲線の勾配が急になり、後者ではほとんど0になる2つの最適直線の交点が終点である。再現性は0.01 ml/Lよりよいはずである。

7.1.6 平均値は、少なくとも3回、できれば5回標準溶液を測定して求めるべきである。標準溶 液は、滴定作業の始めと終わり、そして滴定試料の一定数ごとに滴定すべきである。

7.2　ブランク値の決定

7.2.1  BOD瓶に約15 mlの脱イオン水と回転子をいれる。ヨウ素酸カリウム標準物質1 mlを加えてよくかきまぜ、 さらに50 % 硫酸 1 mlを加えて再びよくかきまぜる。

7.2.2  滴定開始前、試薬を逆の順で加える。：ヨウ化ナトリウム-水酸化ナトリウム1 mlを入れ、すすぎ、かきまぜる。塩化マンガン試薬溶液1 ml、を加え、脱イオン水で瓶の首のちょっと下まで満たす。標定と同じ手順で終点まで滴定する。  

7.2.3　同じ溶液に、さらにヨウ素酸カリウム標準物質1 ml ピペットで加え、再び終点まで滴定する。

7.2.4　最初と二度目の滴定の差が試薬ブランクである。正になることもあれば、負になることもあるだろう。

7.3　試料分析

7.3.1  沈殿が沈んだ後（自動滴定の場合では少なくとも6～ 8 時間）、沈殿の動揺を最小限にするよう注意しながら密封用の水を除く。瓶の上部をふき取って水気をとり、注意して栓をぬく。

7.3.2 ただちに50 %硫酸1 mlを加える。ビンに回転子を注意して入れる。

7.3.3 標定の際に記した手順と同じ手順で滴定する。

8.0　計算と結果の表示

この分析から得られる酸素濃度（μmol/l）の計算は、基本的に、Carpenter （1965）がまとめた手順に従う。

R = 試料の滴定値(ml)

RStd = 標準溶液の滴定値(ml)

Rb/k = 上記により測定したブランク値(ml)

MIO3 = 標準溶液KIO3のモル濃度(mol/l)

VIO3 = 標準溶液KIO3の容量(ml)

E = 5,598 mlO2/当量

Vb = 試料瓶の容量(ml)

DOreg = 試薬として加えられた酸素

Vreg = 試薬の容量(2 ml)

8.1　　塩化マンガン溶液1 mlとアルカリ性ヨウ化物塩溶液1 ml中から付加される酸素DOregに対する補正値として、0.0017 ml酸素が Murray, Riley, Wilson（1968）から提案されている。

8.2　　μmol/kgへの変換：μmoles/kgに正確に変換するためには、二つの補正が必要である。すなわち、(1)ビュレットによって滴定されるチオ硫酸ナトリウムの実際量に対する補正（この量は、温度に依存している）、(2)採水時の温度での試料容積に対する補正である。両計算は、滴定を取り扱う多くのソフトウェアで自動的に行われている。次の二つの情報が必要である。(a)固定時の試料（そして瓶）の温度：両者が同じであるという仮定は、妥当であろう。 (b)滴定時のチオ硫酸塩の温度。自動滴定に対するいくつかのソフトウェアでは、現場の水温と塩分が入るようになっており、これによって酸素の溶解度、そして飽和度とAOUの計算が可能である。

9.0　データの質の保証

9.1　　データの質の管理

　　　良い結果を得るためには、すべての採水器から酸素の試料を2本ずつ採るべきである。これは、どの鉛直分布においても、分析精度での真の尺度を与えうる。差の二乗平均値（繰り返し分析の標準偏差に相当）が、これらの分析精度の尺度である。この2回測定にすべての変動の原因（例えば、採水、貯蔵、分析）が入ってくるので、その値は、その滴定の分析精度と言われている値（例えば、実験室内での標準溶液の繰り返し測定）より少し精度が悪くなる。それに加えて、一定間隔で、同じ二スキン採水器から5～10試料を得て、分析して精度テストを行う。この精度は、0.01 ml/Lより良くすべきである。野外での精度は、海況と自動滴定装置の作動ぐあいで、0.005～0.03 ml/Lまで変動する。精度の低下が認められたら、あまりに多くの測点で分析を行ってしまわないよう、次の航海に先立って酸素濃度測定のための試料数を減らす。

9.2　　データの質の評価

　　　酸素分析用の絶対的な標準溶液は、存在しない。標準溶液は、試薬重量と容量を測ってつくる。DILUT－ITのような市販の標準溶液は、実験室で、新たに作った標準溶液との比較のために使うことができる。標準溶液類は、比較的安定であり、その滴定値が変わることが、誤の早期警告となる。酸素の鉛直分布は、目で見て、数値をもとに検査する。2回の測定値の差が0.04　ml/Lまたそれ以上の場合、いかなる深さでも、試料を注意深く吟味する。また、特に深層水で、過去の鉛直分布と比較して一様性を検べる。CTDの酸素センサーの結果とも比較する。CTDの酸素センサーは、精度や正確さの点でまったく劣るが、連続記録が得られる。一般的な分布の形から一点だけ滴定による酸素の値がずれている時は、その値は不正確な証拠である。
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