第7章  電量滴定法による全無機炭素濃度の測定法

1.0 　測定範囲と適用分野

3.1.1 本章では、海水中の全溶存無機炭素の測定法について記述する。全溶存無機炭素は、海水1kg当たりの炭素のモル数で表す。本方法は、通常の海水に含まれる全溶存無機炭素濃度（1800～2300μmol/kg）の範囲の測定に適用可能である。黒海のように高濃度（3800～4300μmol/kg）の海水の測定にも使用できる。さらに権威のある詳細な分析法を知りたい方は、D.O.E.(1991)ハンドブック（Dickson A. G. and Goyet C.編）やSOMMAマニュアル（Johnson, 1992）を参照されたい。DicksonとGoyetによるD.O.E.（米国エネルギー庁）ハンドブック（1991）には、炭酸系の他のパラメーター（例えば、pH、全アルカリ度、pCO2）の測定法も載っている。この方法、もしくは他の方法によって全無機炭素を測定する科学者は、これらの技術をめぐる現在および過去の問題点を知り、これらを応用する際、個々の研究計画における科学的必要性や制約のもとで、適した方法を決定できるようにしておかなければならない。

2.0　定義

海水の全溶存無機炭素濃度は次式で定義される。

CT  ＝ [CO2*] + [HCO3-] + [CO32-]

ここで鍵括弧［  ］は溶液中のこれら成分の全濃度（μmol/kg）を表している。また[CO2*]はH2CO3あるいはCO2で表す場合もあるが、すべてのイオン化していない二酸化炭素の濃度を表す（UNESCO, 1991）。

4.0 　分析の原理

4.1.1 全溶存無機炭素（CT）は、海水試料に酸を加えて、HCO3-　とCO32- をイオン化していないCO2 に変え、さらにこのCO2 を気体として抽出し、発生した量を滴定する方法で測定する（Johnson et al., 1987）。コンピュータ制御で自動化した動的ヘッドスペース分析器を使えば、精度・正確さとも保証される。当該分析器は、ブルックヘブン国立研究所のK. Johnsonが開発したSOMMA（Single-Operator Multi-parameter Metabolic Analyzer）を使用し海水から全CO2 を脱気している（Johnson, 1992）。本分析器には、脱気したCO2 を検出するための市販のクーロメーターがとつながっている（Huffman, 1977； Lindberg and Cedergren, 1978）。

4.1.2 本分析システムでは、試料（海水試料、炭酸ナトリウム標準溶液、蒸留水のいずれでも）を、純窒素からなる加圧したヘッドスペースガスを用いて、容量を検定したピペットに導入する。次に、この定容した試水（30 ml程度）を、あらかじめ1.5 ml程度のリン酸溶液を添加して酸性になっている脱気管へ入れる（この脱気管およびリン酸溶液には、各試料を導入する前に純窒素キャリアーガスを流しておく）。酸性化によって試水から脱気したCO2気体は、水蒸気を除去するため、4 ℃の定温凝縮管と過塩素酸マグネシウムトラップ中を通す。すべての酸性あるいは反応性のある気体は、活性シリカゲル中を通して取り除く。

4.1.3 脱気管中の酸性にした試水に純窒素を連続的に流すことによって抽出したCO2 気体は、エタノールアミンを含むDMSOをベースにした吸収液中に捕集し、電量滴定で定量する。CO2 から生じたヒドロキシエチルカルバミン酸を吸収液が一定のpHとなるように電気化学的に生じた水酸イオンで滴定される。溶液中で起こっている反応は次式で表される。

CO2 + HO(CH2)2NH2 → O(CH2)2NHCOO- + H+

H+ + OH- → H2O

4.1.4 水酸イオンは、水の電気分解によって白金陰極で生じる。そして試水から抽出したCO2 の全量は、pH 指示薬でpHを一定にするに要する OH-を生成する電流の時間積分値にもとづく。

海水の全溶存無機炭素の測定値は、Johnson et al.（1985）およびJohnson et al.（1987）がつくったCO2 ガスループシステムを用いる改良法により、既知量の純CO2 で検定する（Johnson, 1992）。

5.0 　装置

5.1.1 　　SOMMA（Single-Operator Multi-Parameter Metabolic Analyzer）はブルックヘブン国立研究所のK. Johnson 、および共同研究者のロードアイランド大学から手に入れることができる。それは次のようなものからなる。

5.1.2 　ガスクロマトグラフィー用の8方バルブ

5.1.3 　容量既知のステンレス製ガス定容管（輪状）2本

5.1.4 　正確さが±0.05 ℃のサーミスター温度計 3個

5.1.5 　SOMMAガラスライン（脱気管、水浴付きの検定されたピペット、水冷の凝縮管、エアロゾルトラップなどから構成される）

5.1.6 　恒温水槽

5.1.7 　恒温装置付きの試料瓶ホルダー

5.2 　　5011型クーロメータ（UIC社、P.O. Box 863, Joliet, IL 60434, USA）

5.2.1 　クーロメーター用セル（温度調節装置付き）

5.2.2 　電極：らせん状白金陰極と棒状銀陽極

5.2.3 　ゴム製のセルのふた（訳者注：現在はゴム製ではない）

5.2.4 　攪拌子

5.3 　　コンピューターシステム

5.3.1 　パソコン（例えば286型）

5.3.2 　プリンター

5.3.3 　ソフトウェアープログラム（K. Johnson）

5.4 　　サンプリング装置

5.4.1 　洗浄した1000 mlホウケイ酸ガラス試薬瓶と共ずりガラス栓         

5.4.2 　アピエゾン L グリース

5.4.3 　タイゴン管

5.4.4 　塩化第二水銀分注用ピペット

5.5 　　その他：気圧計、例えばParoscientificのトランスデューサー

6.0 　試薬

6.1 　　高圧ガス

6.1.1 　キャリアーガス：窒素（純度 ＞ 99.9995 %）

6.1.2 　検定用ガス：CO2（純度 ＞ 99.999 %）

6.1.3 　ヘッドスペース用ガス：空気（350　μatm　CO2）

6.2 　　リン酸（特級）溶液：脱イオン水で10：1（約8 %）に希釈する。海水試料を酸性にするために用いる。

6.3 　　過塩素酸マグネシウム（特級）：水蒸気の除去用

6.4 　　活性シリカゲル：反応性のある酸性ガスの除去に用いる。活性シリカゲルを詰めたガラス管（ORBO-53トラップ）が、米国Supelco社が注文に応じて販売している。

6.5 　　陰極溶液：水、エタノールアミン、臭化テトラエチルアンモニウム、チモールフタレインのジメチルスルホキシド（DMSO）溶液は、UICクーロメトリック社の専売品です。

6.6 　　陽極溶液：水とDMSO中にヨウ化カリウムを飽和させた溶液は、UICクーロメトリック社の専売品。

6.7 　　ヨウ化カリウム（特級）：陽極溶液に加える。

6.8 　　飽和塩化第二水銀溶液

5.9　　アスカライト：キャリアーガスからCO2を取り除く。

5.10　炭酸ナトリウム（オプション）：炭酸ナトリウム（アルカリ測定用標準物質純度99.95 % 、Fisher Scientific 社）：蒸留水に溶かし、500、1000、1500、2000、2500 μmol C/kgの5種類の濃度溶液を検定用標準溶液として作成する。

7.0 　試料採取
7.1 　CT分析用の海水試料の採取は、内部をテフロン張りしたニスキン採水器を、General Oceanics 社製のロゼットサンプラーシステムもしくはステンレス製のワイヤーに個別に取り付けて行う。採水は、最初および繰り返し測定用の酸素試料を採った後にに行う。

7.2 　試水は、12個の1つ1つ番号を付けた1000 mlの清浄なホウケイ酸ガラス瓶に取り込む。試水はまた少なくとも3組の瓶に採っておく。採水の際には、瓶内部の水流の乱れを最小限にし、瓶の中に気泡が残らないよう注意する。ニスキン採水器の採水口には、30～50 cmの長さのタイゴン管を取り付けておく。採水口を開くときには、管の中に空気の泡が残らぬよう管の先端を持ち上げる。そして水を流しながら、管の先端を試料瓶の底におく。採水中は気泡が瓶の壁面に付かないよう瓶をゆっくり回したり、瓶の側面をフタで軽くたたく。そして、少なくともビンの2～3倍量の海水をあふれさせる。採水後は水の体積の増加を考慮し、瓶の体積の1 % 以上の空間を残す。生物活動を防ぐため、200 μlの飽和塩化第二水銀溶液を添加する。瓶の首をキムワイプで拭いたのち、気体の透過を防ぐため、アピエゾングリースを塗った共ずりのガラス栓で封入する。密栓を確実にするため、ビンの縁と栓をゴムバンドでたすき掛けにしておく。

7.3 　試料は分析を行うまで冷暗所に保存する。

8.0 　分析手順
8.1 　　採水瓶の準備：瓶は使用前に十分洗浄しておく。以前使用したことのある瓶は、空にして口のまわりのグリースをキムワイプで十分に拭いておく。市販の洗浄剤でよく洗浄したのち、10 % HCl溶液ですすぐ。次に多量の脱イオン水または蒸留水ですすぎ、最後にアセトンですすぐ。1時間ほど空気中で乾燥ののち、共ずりガラス栓を閉じておく。

8.2 　　SOMMA-クーロメーターシステムの手入れ

8.2.1 　滴定セルは脱イオン水でよく洗ったのち、アセトンですすぐ。セルの枝管（陽極側）部分にアセトンを満たし、一晩境となっているガラスのフリットを通して陰極側へアセトンが流れるままにしておく。さらにセルを再度脱イオン水で洗浄ののち、55 ℃で一晩乾燥させる。

8.2.2  セルのフタ、電極、攪拌子、過塩素酸トラップは、脱イオン水でよく洗う。

8.2.3  滴定セル、セルのフタ、攪拌子、ガラス製の過塩素酸マグネシウムトラップ、そしてテフロン製のキャリアーガスラインは、55 ℃で一晩乾燥させる。

8.2.4  ORBO-53チューブと過塩素酸マグネシウムトラップは、クーロメーターのセルを新しくするごとに、新しいものと交換する。

8.3 　　バックグラウンドレベルの決定

8.3.1 　一回の分析期間ごとに新しいクーロメーターセル溶液を使用する。

8.3.2  脱気管に一定量のリン酸を入れる。CO2を含まないN2キャリアーガスをSOMMAシステムから、クーロメーターのセルへと流す。バックグラウンド滴定速度が安定したら、10分間のカウントの平均値をバックグラウンドレベルとする。

8.4 　　検定

8.4.1 　クーロメーターの電気的検定は、まったく正確とは言い難い。そして、クーロメーターのセルの内部で起こる電極過程の電流効率も100 % からずれることがわかっている（D.O.E., 1991）。したがって、既知の容量の純粋なCO2ガスあるいは一連の炭酸ナトリウム標準溶液を用いてクーロメーターを検定する必要がある（例えば、Goyet and Hacker, 1992）。クーロメーターで滴定されたCT量は、マイクロコンピューターに記録する。

8.4.2 　CO2量の検定や、試料の脱気システム中のバルブは、マイクロコンピューターで制御する（Johnson, 1992）。

8.4.3 　容積既知のステンレス製定容管（輪状）を純CO2ガスで満たし、それをキャリアーガスで押し出して、クーロメーターのセルに導入して滴定する。平均検定係数は、2本の異なる定容管の測定結果から計算する。

8.4.4 　いろいろな量の乾燥した炭酸ナトリウムを蒸留水にとかし、CTが500～2500 μmol-C/kgの標準溶液を作製する（D.O.E., 1991; Goyet and Hacker, 1992）。この溶液は、海水試料と同様に取り扱う。ブランク標準溶液（Na2CO3を含まない蒸留水）も用意する。

7.5　　海水試料の測定

7.5.1 　バックグラウンドレベルと検定係数について満足すべき値が得られたら、海水試料の測定に入って差し支えない。

7.5.2 　脱気管から前に測定した試料の残りをすべて排水する。そしてリン酸（～1.5 ml）を分取して、脱気管の中に流し込む。ピペットとシリコンのサンプルラインに新しい海水試料を十分に流す。そしてピペットをいっぱいに満たし、試水を脱気管に流し込む。N2ガスで発生したCO2ガスをクーロメーターのセルに移し、滴定する。

7.6　　測定終了後：注入および脱気システムは、脱イオン水または蒸留水で洗浄しておく。

9.0 　計算と結果の表示法

海水のクーロメーターによるカウント数に、検定係数を掛けて、次式の計算を行うと、海水中のμmol/kg単位のCTを得ることができる。 

CT ＝（（ N－bt ）/ c ）×（ 1 / Vρ ）

ここで：

　　　　CT ＝ 全溶存無機炭素（μmol/kg）

　　　　N  ＝ クーロメーターの読み；カウント数

　　　　b　＝ この測定システムのバックグラウンドレベル

　　　　c　＝ クーロメーターの検定係数

　　　　t  ＝ ピペット試料一回の測定時間

　　　　V  ＝ 海水試料の体積

　　　　ρ  ＝ 海水の密度

10.0 　デ－タの質の保証

10.1 　　データの質の管理：標準的な操作方法の概要を述べた測定指針が使われているが、これは常にレビューされ、最新のものに更新されている。しかし、標準操作方法そのものは、D.O.E.のCO2調査研究科学チームが提案したガイドラインの範囲内にある（D.O.E., 1991）。

10.2 　　データの質の評価：

10.2.1 　バックグラウンドレベルは、通常0.1μgC/min以下である。

10.2.2 　検定の際のCO2回収率は、理論値との差が0.2 % 以下である。試料の測定の前に決定した二つのガス定容管を用いて得た検定係数の差は、0.05 % 以内である。

10.2.3 　D.O.E.（1991）のガイドラインが提案しているように、同じ瓶の試料を反復して測定した場合、二本の瓶に分けた試料の場合、それぞれ100回測定したときの標準偏差は、0.3および0.5μmol / kg 程度である。

10.2.4 　A. Dicksonによる安定な参照海水を定期的に分析する。バミューダ研究所におけるこの参照海水の分析結果は、スクリップス海洋研究所から報告されている平均標準偏差（0.3μmol/kg）の範囲内にある。他の研究室との相互比較も行っている。
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