第 8章　連続流液式分析による亜硝酸塩、硝酸塩＋亜硝酸塩、オルトリン酸塩、

および反応性ケイ酸塩の測定法
1.0　測定範囲と適用分野
　　　　　以下に掲げる栄養塩分析の観測指針は、WOCE (World Ocean Circulation Experiment) の分析法マニュアルWHPO　91-1“A Suggested Protocol for Continuous Flow Automated Analysis of Seawater Nutrients (Phosphate, Nitrate, Nitrite and Silicic acid) in WOCE Hydrographic Program and Joint Global Ocean Flux Study”(Gordon et al.,1993) によるものである。
     　ここで提案する観測指針では、有能な分析化学者が実行すれば、ケイ酸塩、リン酸塩、硝酸塩＋亜硝酸塩の海水試料中各栄養塩の濃度について、良質の測定値を出せる方法を記述している。この方法は、必ずしもこの要求を満たす唯一の方法ではない。また、必ずしもすべての海洋の研究にとって最良の方法というわけでもない。この方法は、外洋で、深層水で、また記述的な、そしてモデリングの研究で使えるデータの供給にを最適化したものである。本観測指針と略述した方法に注意深くに従えば、米国WOCEの基準に適合するデータを容易に得ることができる(U.S. WOCE Office, 1989)。しかし、これを達成するためには、CFA（速続流液式分析計）システムの働きを詳細かつ厳密に監視することに多大の注意を払う必要がある。ここでは、地球規模海洋フラックス研究計画（JGOFS）で測定されている栄養塩類のうち、4成分についてしか扱っていないが、JGOFSにおける分析の基礎として役に立っているはずである。JGOFS研究計画は主に、有光層内での実験と観測を取り扱っている。しかし、JGOFSは、深層水の問題や堆積物との関係についても同様にとりあげている。表層付近については、栄養塩の濃度範囲は、大部分のWOCEの研究領域におけるものよりもずっと低い。実験的パラメーターを合わせることにより、この観測指針の方法で、表層水付近での研究のため、かなり感度を上げることができる。深層や底層付近、南大洋におけるJGOFSの研究に関しては、このままで充分に使える。
2.0　定義
　      ここでとりあげている栄養塩すなわち、ケイ酸塩、リン酸塩、硝酸塩＋亜硝酸塩、亜硝酸塩の表記法についていくつかの慣例がある。これらの慣例のうちいくつかは、本観測指針で用いる略語よりも正確ではある。著者らには簡潔にする必要があったことを、読者の方々のご理解をお願いしたい。

       術語集は以下のとおりである。
　　Aerosol-22 
  表面活性剤の登録商標名、この名前で広く販売されている
　　ASW       
  人工海水
　　BPM       
  １分あたりの泡の数
　　Brij-35     
  表面活性剤の登録商標名、この名前で広く販売されている
　　CFA       
  連続流液式分析（あるいは分析計）
　　DIW       
  脱イオン水
　　F/C, f/c   
  フローセル
　　I.D.        
  内径（ポンプのチューブについて）
　　I/F        
  干渉フィルター
　　IPH        
  １時間あたりのインチ数（1IPH=7.0610－4cm／sec）
　　LNSW      
  低栄養塩天然海水
　　M         
  モル濃度（溶質1モル／溶液1リットル）、M（ボールド体）、またはM
　　Nitrate     
 　硝酸塩、溶存反応性硝酸イオン、NO3-
　　Nitrite      
  亜硝酸塩、溶存反応性亜硝酸イオン、NO2-
　　O. D.      
  外径（ガラス管・プラスチック管について）
　　OSU      
  オレゴン州立大学
　　OTCR     
  開放管カドミウム還元体
　　Phosphate  
  リン酸塩、溶存、反応性、無機オルトリン酸イオン、HPO42-
　　psi        
  １平方インチ当たりのポンド数（1 psi = 6.895103 Pa）
　　Silicic acid  
  溶存反応性オルトケイ酸、Si(OH)4。この解離していない酸がおそらくケイ酸の中で最も多い存在種であろう。また、解離生成物も存在している。理論的には、海水に存在するケイ酸のおよそ80-90 % が解離していないものであり、残りの大部分が第一解離生成物である。極めてわずかな部分が低分子量重合体として存在しているだろう。しかし、二量体、そして多分三量体も本法で測定されているだろう。

  ケイ酸塩、溶存シリカ、時として“シリカ”(この意味で使うなら“シリカ”は正式な化学的名称ではない。シリカは、固体のSiO2二酸化ケイ素である。)

　　SIO-ODF 
  スクリップス海洋研究所・海洋データ施設
　　SLS       
  ラウリル硫酸ナトリウム、C12H25NaO4S

　　M        
  マイクロモル濃度（溶質10-6モル／溶液1リットル）
3.0　分析の原理
       連続流液式分析計（ CFA ）は、比色分析を自動的に行うための連続的な流れの中で、試料と試薬を混ぜるために多チャンネルのペリスタ型ポンプを用いている。CFAは、試料と標準溶液を全く同様に取り扱うことと試薬添加の時間と、割合を正確にすることにより技術者による誤差が小さくなる。前に測った試料が混ざるのを防ぎ、試料の流れの中で試薬が混合しやすくするため、気泡で試料の流れを分けている。分割された流れは、ガラスのコイルの中を通っていく。そこでは混合が起こり時間差ができる。試料と試薬の混合物は化学的に反応し、吸光度がほぼ試料中の栄養塩濃度に比例する有色の化合物をつくる。最後に、流れの末端に置かれた流液型の比色計で吸光度を測定する。比色計からの出力は、吸光度に比例するアナログ電圧である。
　     手分析とCFA法の根本的な違いは、CFAでは完全な発色が必要ないことである。すべての標準溶液と試料は、ポンプによって系内を同じ速さで、発色試薬と一定の割合で押し込まれているので、すべてが実質的に同程度に発色する。これが、かなりの時間を短縮し、CFAシステムで高スピードが得られる理由の一つである。しかし、この点は、発色の速さに影響する何らかの因子、例えば室温によって誤差を生ずる原因ともなる。室温の変動は、今までにも、特にケイ酸塩の測定で大きな問題となっている。この観測指針に記述された改良法によってまわりの室温の影響が大幅に減少する。
　      オレゴン州立大学（OSU）・スクリップス海洋研究所海洋データ施設(SIO-ODF)では、1970年代の初期からTechnicon-AutoAnalyzer-Ⅱ(AAⅡ)とAlpkem Rapid Flow Analyzer-(RFA-) systemを海水中のケイ酸塩、リン酸塩、硝酸塩＋亜硝酸塩、そして亜硝酸塩濃度の測定に用いてきた。これらの方法の原理は、ここでは簡単にしか述べない。各方法の詳しい操作法は8節で述べる。
       リン酸塩の分析は、Bernhardt and Wilhelms（1967）の方法を改良したものである。モリブデン酸を海水試料に加え、リンモリブデン酸をつくり、次にこれを還元剤のヒドラジンを用いて還元し、リン亜モリブデン酸とする。この時、発色を早くするために試料の流路を温める。
　      硝酸塩＋亜硝酸塩および亜硝酸塩は、Armstrong et al.（1967）の方法に基づき測定する。銅を被せたカドミウムのカラム中で、緩衝剤を加えたアルカリ性のpHで、試料中の硝酸塩を亜硝酸塩に還元する。当量の亜硝酸塩を含む流れ試料と酸性のスルファニルアミド試薬と反応させる。その亜硝酸塩は亜硝酸となり、スルファニルアミドと反応し、ジアゾニウムイオンを生成する。N-ナフチルエチレン－ジアミンを流れ試料に加え、ジアゾニウムイオンとカップルさせ、赤色のアゾ色素をつくる。硝酸塩を亜硝酸塩に還元すると、硝酸塩と亜硝酸塩の両方が測定され、還元しないと、亜硝酸塩だけが測定される。したがって、亜硝酸塩の分析では、還元が行われず、また、アルカリ性の緩衝溶液も必要ない。硝酸塩は差を計算して求める。
　      ケイ酸の測定方法は、リン酸塩の測定方法に似ている。用いる方法は、基本的にはArmstrong et al.（1967）によるものであり、最初に試料中のケイ酸塩にモリブデン酸を加えることにより、ケイモリブデン酸をつくる。つぎに、ケイモリブデン酸は、塩化第一スズを還元剤としてケイ亜モリブデン酸、あるいはモリブデン青に還元される。この方法は、室温に極めて敏感である。また、この方法は、ケイ酸濃度が高いと直線性が得られないもので、深層水・高緯度域の海水試料は、検量線に収まるようにオンラインで希釈するか、もしくは、データ処理の際に非直線性の補正をする。OSUでは、希釈したモリブデン酸の流量を増やして高濃度の試料をオンラインで希釈する方法をとっている。一方、SLO-ODFでは、データ処理の段階で非直線性を補正する方法をとっている。Gordon et al.（準備中）によるArmstrong et al. の方法の改良によりで室温の影響が大幅に減少し、よい直線性が得られる。ここでは、その改良法を掲げる。
4.0　装置
  4.1連続流液式分析計
　      この観測指針は、Technicon AutoAnalyzer-Ⅱあるいは最近のAlpkem-RFA-300またはAlpkem-RFA-2のどれにも使える。この観測指針の中で“CFA”と略したものは、TechniconとAlpkem双方の連続流液式分析計を意味する。“AA-Ⅱ”はTechnicon Instruments Industrial Auto Analyzer-Ⅱを意味し、“RFA”はRFA-300とRFA-2の両方またはそれぞれを示す。同じ天然海水に既知の栄養塩を添加したテストでは、AA-ⅡとRFAは、同程度の結果を与えた。このことにより、RFAを用いて現在得られている深層水のデータと、同じ海域でAA-Ⅱを用いて得られた現在と同じ精度を持つ昔のデータを比較することが依然として有効であることになる。“同程度の結果”であるという基準は、ルーチン的に得られた精度内で、つまりWOCEの栄養塩の精度についての基準内で一致するということである。
　      Alpkemは、スピード（約2倍）、試薬や試料の消費量が少ない（約4分の１以下）、RFA-2なら、多少狭い場所に置けるなどの点で優れている。しかし、TechniconのAA-Ⅱは、いくらか信頼性が高く、丈夫であり、光路長が長く取れるので、リン酸塩に対して高感度となる。逆に、残念ながら、AA-Ⅱの光路長が長く、旧式のフローセルは、純水と海水の屈折率の違いによる補正を大きい。
　      どちらの測定ラインも、海水試料を正確な時間間隔で分析システムに導入する自動サンプラーを備えている。低栄養塩海水あるいは低栄養塩の人工海水からなる“洗液”を短時間流すことによって試料どうしを分けている。洗浄の効果は、試水間、そして標準溶液間に低濃度の標識（概して、負の方向への“スパイク”）をつけることであり、システムの実際の”洗液”としての役目は、ほとんどない。
　      次に主要な部品は、同時に試料、試薬そして気泡をシステムに送り込む、ペリスタ型ポンプである。ポンプは、試薬をピペットを使って試水の中に入れる化学者みたいなものである。分析用“カートリッジ”は、注入器取り付け部・らせん状混合コイル・加熱浴槽からなるシステムである。図8.1はCFA各部の概略図である。
　      満足の得られる結果を得るためには、いくつかの考えを持って部品を並べるに当たっていくつかの点に配慮する必要がある。第1点は、サンプラーとポンプの間、ポンプと分析用“カートリッジ”の間などの長さは、できるだけ短くしなければならないことである。これは特に、たとえば、試料吸水管[注：.“吸水管”は内径約1 mmのステンレス管で、サンプラー時間調整回路の制御の下で試料皿の上の試料容器に次々に差し込んで試水を吸い上げる。]とポンプの間のラインなど、気泡で分けられていない流液部についてあてはまる。そうしないと、前後の試料どうし、試水と洗浄水が混ざりすぎてしまう。その第2点は、すべての部品がほぼ水平になるよう配置しなければならないことである。これは、特に試料吸水管、流路の”廃液”排出部、そして試薬容器の液面の高さについてあてはまる。したがって、試薬用容器をCFAより上の高い位置の棚に乗せたり、細い廃液管を床においた受器の中に入れるのはよくない。要は、流液路に沿って大きな水圧差ができないようにすることである。大きな水圧差は、出力信号の乱れを増やす。第3の点は、流路内の“死んだ容積”をなくすことである。これらは、脱泡器、２つの管の継手の大きな方にできる隙間、不必要に内径の大きい管などでできやすい。脱泡器は、もし絶対に必要でなければやめることである。あるいは、つなぐ管の末端は直角に切り、両方からきつく突き当て（そのままにして）、つぎ手のスリーブで固く締める。そして、必要以上に長い連結管を使わない。管とガラス部品をつなぐジョイントにできる隙間が、泡のパターンを分裂させることがよく知られている。
       ノイズのない出力信号を得るためには規則的な泡のパターンが必要である。よい泡のパターンが保たれるかどうかは、主にシステムがきれいな状態に保たれているかどうかにある。適当な濃度での適切な浸潤剤は、分析の多くの部分においてきわめて重要である。加熱浴槽を必要以上に高温にすると、泡のパターンをひどく乱す可能性がある。
図8.1連続流液式分析計の概略図
  4.2　容量測定用実験器具
　      使用するすべての容量分析用ガラスまたはプラスチック器具は、重量測定により検定する必要がある。プラスチックのメスフラスコは、使用の温度と2～3 ℃内で一致する場所で重量法で検定しなければならない。ホウケイ酸ガラス容量器具に入る容量に対する温度の影響はよくわかっていて、船や臨海研究所における通常の温度での容量は、検定の際の温度から簡単に計算できる（たとえば、Kolthoff et al., 1969;  Weast et al., 1985）[訳者注：本書の著者は温度補正について書いてない。ガラス器具で20 ℃を基準にする場合のJIS K 8006（Schlosser）の表、は20 ℃の時にちょうど1
L　を示すガラス容器にその温度で入る水の重量である。検定された体積は、20 ℃の時の体積である。標準溶液をつくる時は、水温を測り、その時入ったはずの水の重量を表より求め、それを20 ℃の時1L を示す容器に入る水の重量、997.175 gで割って体積を求める]。
　      ガラス製の容量器具の使用や、ガラスからの溶出による標準溶液の汚染についての注意事項は適切である。この説明書の初期の案に対する校閲者のコメントに応えてOSUのグループが、Pyrex製メスフラスコの溶解速度のデータを集めた。その結果は、最初の溶解速度がLNSWの中で0.03-0.045μM-ケイ酸/minであり、DIW中では実質的な溶解はないということであった。これらのデータはテストしたフラスコについてのものであり、そのフラスコがOSUの研究室で以前様々な使われ方をされてきたことに注意しなければならない。たとえば、酸溶液による事前の洗浄は、溶解速度に大きな影響を与える。
　      Pyrex製フラスコは、温度による膨張の点でプラスチックよりもずっと優れているため、また、DIWへの溶出速度が極めて遅いため、濃い標準溶液である“A”と“B”の作製用に奨められる（OSUの“ABC”という標準溶液の命名については、7節で説明する）。Pyrexに触れている時間は最小限にとどめる。標準溶液作製に用いるガラスまたはプラスチック容器の使用法の詳細については7節で述べる。
　　4.2.1　メスフラスコ： NISTのA級メスフラスコ、または同等のものを使うべきである。なぜなら、ここで使用する大きさのものについて、公差が0.05 % 以下だからである。A級フラスコは、ホウケイ酸ガラス製で、上で注意したように、標準溶液は標線に合わせ、よく混ぜた後、ガラスからケイ酸が余分に溶けだすのをさけるため、できるだけ早くプラスチックの容器に移す。高品質プラスチック（ポリメチルペンテン・PMP・ポリプロピレン）製メスフラスコは、重量検定しなければならない。また、検定温度の2～-3℃の範囲内でのみ使うことができる。
　      プラスチック製のメスフラスコは、ISO384級の公差をもつものでなければならない。[注意]メスフラスコは、A級のものを含め、すべて使用前に重量検定しなければならない！製造メーカーは時々検定誤差を犯す。便覧の表から、検定温度以外の様々な温度でのガラスフラスコの内容量が簡単に計算できる（たとえば、Weast et al., 1985）。体膨張率の温度係数が大きいこととこれらの物質についてつくられた表がないので、プラスチック製メスフラスコは、使用しようとする温度範囲で重量検定しなければならず、検定温度の2 ℃以内で使用しなければならない。検定の際に測定された重量は、水の密度と空気の浮力について補正が必要である。重量検定された容積は標準溶液の濃度を計算するときに使わなければならない。OSUの研究室で検定したプラスチック製のメスフラスコは、数年間は安定していた。しかし、各々のメスフラスコは、よい繰返し検定データを貯めておくため、半年後に一度とその後毎年一回、再検定することが薦められる。
　      検定していないプラスチック容量器具を使い、標準溶液をつくるときの溶液の温度に注意しないと、全体での誤差が3 % もしくはそれ以上になることもありうる。
  4.2.2　ピペットとピペッター：すべてのピペットは0.1 % かそれ以上の公称検定公差のものにすべきである。これらはまた、この公称公差を確認し、正確にするため重量検定しなければならない。
     　OSUグループの経験では、いまのところ、WOCEの栄養塩測定に関して、二つの市販のピペッターが、十分な精度がを与えることが証明されている。一つは、米国製のLab Industries Standard REPIPETで、0.1 % の精度まで信用できる。0.1 % の正確さを得るためには、REPIPETは重量検定しなければならない。その容量補正値がわずかに変化することが知られているので、航海中と航海終了後、規則的に再検定しなければならない。0.1 % の精度を得るには、練習すればできるが、かなりの熟練が必要である。REPIPETはガラス製シリンジを使用しているので、きちんと予防策をとらないとケイ酸で汚染される。プラスチック容器なら、この汚染は防ぐことができる。使用直前に、シリンジから3、4回廃液用容器に水を押し出すことにより、シリンジから汚れた溶液を取り除く。
　      米国で手に入る、もう一つの高精度ピペッターは、Eppendorf Maxipettorである。仕様書には、10から1 ccの汲み上げ量での精度と正確さは0.05から0.1 % であると書いてある。これらの仕様では、個々に使用するピペッターについて検定し、特殊な“陽型置換”チップを使用することになっている。ピペッターとチップは通し番号を付け、使用中は、正しく合わせなければならない。熟練度が異なる五人の分析者と技術者が、四つの異なるピペッターと数ダースのチップを用いて重量検定した結果は、これらの仕様書は信頼できることを示している。それでも、これらのピペッターは、新しいピペッターとチップのセットの正確さを確かめるため、また、ピペッターを使用するそれぞれの分析者の技術が十分であるかを確かめるため、使用予定の分析者により重量検定しなければならない。Maxipettorの溶液に触れる部分はプラスチックでできているため、ケイ酸の溶出による汚染の問題がない。
　      この作業において十分な高精度と正確さを持つ市販のピペッターが、間違いなく他にもある。しかし、我々はこの執筆時点で、他のものについては確認していない。他の製品の推薦も、とりわけ、検定データつきであれば歓迎する。
　      Mohr型のホウケイ酸ガラス製メスピペットは、WOCE 海洋観測計画(WHP)における参照溶液や検定用標準溶液の作製には薦められない。これには、いくつかの理由がある。それらの正確さと精度は、最も熟練して使い、重量検定した状態であっても、Eppendorf Maxipettorにはおよばない。海という限界条件下では、使用時に十分な精度と正確さのために必要な、細かい注意を払い続けるのが難しくなる。ガラスであり、扱いにくい大きさのものは破損しやすい。洋上で破損すると、再検定ができず、それらの検定における誤差を疑わしいものにしてしまう。Maxipettorは、分析者の技術に左右されることがなく、また、まったく丈夫である。
  4.2.3　洋上でのピペットの検定：これは、使っている容量器具ごとに異なる。移しとる容量は、ずれる可能性があるので、REPIPETの場合は、毎週もしくは10日おきに１回検定しなければならない。洋上“検定”はガラスアンプル管に何度か繰り返し移しとり、酸素ガス炎をもちいて密閉する。移しとった水が、たとえば、アンプルの首の部分に付いた水滴などが蒸発しないように注意しなければならない。アンプル管は臨海研究所へ持ち帰り、そこで移しとった水の重量を測定し、その容量を計算し、チェックする。この作業は航海の後できるだけ早く行う。
　　　　　この段階では、アンプル管の首の部分から脱け落ちたガラスをとっておくことは、重要でないことに注意せよ。捨ててよい。けれども、総重量を測った後、アンプル管を開封し、すすぎ、乾燥させるときには、かなりの注意を要する。アンプル管の首の部分を折ったときの破片をなくさないだけでなく、アンプル管と、それと対になる首から先の部分を一緒にしておかなければならない。この作業は、アンプル管と折れた先の部分に１つづつ、ホウケイ酸ガラス製のシャーレのような数字を打った風袋を測れる容器を割り当てて行う。開封し、(DIWで)洗ったアンプル、首、シャーレは一夜105－110 ℃の乾燥器に入れ、室温に冷やしてから、重量を再度測定する。
  4.3　そのほかの実験器具
　      残りの実験器具については、便利さ、厳密さ、きれいさ、そして標準溶液や、ケイ酸試薬に、触れているときのガラスの溶出による汚染に対して強いことが、主な必要条件である。ここにあるOSUとカリフォルニア州Menlo Parkにある米国地質調査所での、未公表の研究結果は、標準溶液や試料の瓶の洗浄や手入れにアセトンと10 % HCl (Gordon et al.,未公表結果 S. W. Hager, 私信)あるいは、10 % HCl (Gordon et al., 未公表結果)が有効であることを示している。アセトン処理は溶存海塩を除去するために、1、2回DIWですすぎ、アセトンで1回すすいで、また、DIWで2回以上すすぐ。そして、次に使うまで振って乾かし、ふたをして保存する。塩酸処理では、塩酸で簡単にすすいだ後、DIWですすぎ、アセトン処理の時と同様に保存する。

    　　定期的に保管用コンテナを洗うことで、分析結果のばらつきが抑えられる。すなわち、汚れた容器よりもよく手入れされたものの方が試料の変化が進みにくい。アセトンあるいは希釈した酸の代わりに、イソプロピルアルコールあるいはDIWを使って同じ様な洗浄をして保管した後では、ばらつきを小さくしておくことができなかった。
5.0　分析試薬

　　    一般的に、すべての試薬は高純度のものにしなければならない。米国において、十分な純度を示す用語は、“C. P. (Chemically Pure) Reagent Grade, “Analytical Grade,” “Analyzed Reagent Grade,” などである。
　      [注意] 洋上での作業のため、“予め計量された”試薬の重量を量って梱包する時、あるいは “予め計量”をする時、各々予め計量された容器のラベルには、もともとの容器についているラベルから製造業者と製造番号を写しておくことが絶対に必要である。さらに、実際の試薬の溶液をつくるとき、予め計量された包みのラベルにある情報はすべて、実験ノートに写しておくことが絶対に必要である。分析者は、試薬を調製した日時とそれを使い始めた日時も記入しておかなければならない。そのような情報は、試薬の“不良品バッチ”や不適切に調剤したり、計量した試薬から生じた問題の源を突き止める時に、非常に貴重になる。
　　    標準物質として使う化学試薬には、特別な考慮をする。なぜなら、いくつかの候補となる物質は、十分なあるいは公称の純度では、手に入らなかったり、また、時間的に不安定であったりするからである。たとえば、試薬製造業者によって示されている亜硝酸塩の純度は、通常は95～96 % の範囲である。その純度は、しばしば、0.1 % の桁まで表示されているが、その数字は信用できる値ではなく、必ずしも精度がよいわけでも正確なわけでもない。亜硝酸塩は不安定な塩である。幸い、亜硝酸塩の海水中濃度は一般に低く、必要な分析精度は普通、最高でも、最大値の2～5 % の桁にすぎない。純度が試薬瓶に表示されていれば、その値を使って量りとる重さを調整してよい。その結果、この操作によって得た亜硝酸塩濃度の報告値には、約1 % のずれが生じるかもしれないが、この数字は亜硝酸については、許容できる。硝酸塩分析用カドミウム還元体の還元率がほぼ100 % であることが確実なら、亜硝酸塩の純度は、硝酸塩用チャンネルに亜硝酸塩標準溶液を流すことによってチェックできる。残念ながら、カドミウム還元体の還元率は、普通、硝酸塩チャンネルの亜硝酸塩と、硝酸塩標準溶液に対する応答を比較することによってチェックするので、これは難しい。米国WOCE海洋観測プログラム（U.S. WOCE Office, 1989,p.30）においては、亜硝酸塩濃度の精度や正確さについて、特に規定していないことに注意されたい。
     　米国WOCE海洋観測プログラムのケイ酸の精度に対する目標値はもっとずっと厳しい。公称の目標値は精度、正確さとも3 % にすぎないが、いくつかの研究所では、短期間で、研究室内精度ではあるが、ルーチン的にその10倍（10分の数 %）の精度をだしている(Weiss et al., 1983)。したがって、標準物質の調製では、この程度の正確さを達成しておくことが望ましい。その観測指針や本書の目標は、0.1 % の桁の正確さと精度で標準溶液を調製することである。ケイフッ化ナトリウムがCFAを検定する際の作業用標準物質として便利で再現性のある物質であるとしても、それ自身は検定用の標準物質となるだけの十分な純度をもっていない。同一あるいは異なる製造業者からの個々のバッチ（試薬瓶）ごとに、純度が最高3 % 以上異なっている。それゆえ、ケイフッ化物はルーチン検定用標準物質としては使えるが、その組成は、高純度の二酸化ケイ素を融解して得た標準溶液と比較して決めなければならない。
　      純度が十分に信頼できるものであるかを確認するために、純二酸化ケイ素（SiO2）とケイフッ化ナトリウムから作成したいくつもの標準溶液とを何度も十分に比較しなければならない。超高純度のSiO２が半導体産業への供給元から手に入り、純度99.9 % 以上のものが、適切な価格で購入できる（この純度基準を満たすためには、製造業者の仕様書にしたがって、高温燃焼により、乾燥させなければならない）。
　      Kolthoff et al.（1969, p. 651）に適当な操作法が示されている。ここでは、融解物を溶かすところまではその方法に従う。その点で、溶液を正確な容量に希釈し、適当な量をとって、測定濃度まで希釈する。この濃度は、純度決定用にケイフッ化物試薬でつくった作業用標準溶液と同程度にすべきである。最後に、この観測指針に示された方法を使ってこの溶液を比較する。一度、一本のフッ化ケイ素の試薬瓶をこのようにして分析したら、汚染を防ぐ注意さえ払えば、何年も使えるだろう。[注意]分析の前に、均一であることを確かめるため、十分にきれいなスパチュラでフッ化ケイ素を完全に混ぜなければならない。
  5.1　脱イオン水
　      栄養塩の測定には、信頼できる純水が絶対に必要である。それは二回蒸留水（DDW）もしくは脱イオン水（DIW）だろう。DDWの場合、測定者は、石英またはガラス蒸留器、連結管、貯留容器の溶解によるケイ酸の溶出による汚染がないように気をつけなければならない。18.0 Mcmか、それ以上の比抵抗のDIWを絶えず供給できる高品質の市販のシステムがいくつか利用できる(American Society for Testing and Materials, or ASTM, TypeⅠ)。これらのシステムは、だいたい予備濾過、大容量の樹脂カートリッジ、二つの直列の超高純度混合床カートリッジからなる4つの段階を用いている。この水は、試薬、高濃度の標準溶液の調製と試薬と装置のブランクを測るのに十分なものである。
　      船内研究室において、装置類を取り付ける際に十分なDIWあるいはDDWの供給を確実するために、多分50 L以上を、陸の研究室または業者から信頼できるDIWあるいはDDWを得ておく必要があるだろう。この水は洋上で数日間使い、船の蒸留装置からよりきれいな水が出てきたら、陸から持ってきた貯留タンクの水は洗い流す。港では、水道水が汚ないことで有名であり、この水を使うと、淡水化装置の大変高価なカートリッジをすぐだめにしてしまう。さらに、多くの沿岸の水道水は高濃度のケイ酸を含んでおり、いくらかのケイ酸が市販の純水製造装置を通り抜けてしまう。多くの場合、もし可能なら、船の蒸留装置から直接研究室の脱イオン水製造装置に送り込む水を得るのがもっとも良い。分析者は、リン酸塩やケイ酸によって汚染される可能性がある場合には、直ちにその水をチェックしなければならない。これらは、洗浄や蒸留器中の湯垢の除去作業のマニュアルをつくる時に、必ず入れておかねばならないことである。
  5.2　低栄養塩海水(LNSW)：
       最終的な作業用もしくは検定用標準溶液は、天然の栄養塩濃度の海水をマトリックスとして用いてつくるのがもっとも良い。海水は複雑な組成をしているので、何か未知の成分によって妨害をうける可能性が高い。そのような誤差をなくす自ずと信頼できる方法は、できるだけ未知の試料に近い組成のストリックスをもつ作業用標準溶液をつくることである。幸い、春の終わりから夏にかけて、外洋の中央ジャイアでは低栄養塩海水が多量に手に入る。理想的には、採水したら、孔径が10μm以下の濾紙で濾過し、暗所に数ヶ月間保管して安定化させる。濾過と保管は絶対に必要なわけではないが、濾過した古い水を使うと、１日１日の結果はより変化しないものになるだろう。作業用標準溶液の正確さと精度は、もし標準溶液の調製後使用するまでの時間が2,3時間以内の、大きな変化がない程度に短いものでも、濾過していない生の海水を使うと、耐えられないものとなる。LNSWの硝酸塩とケイ酸濃度は、これら栄養塩の総濃度が非直線性が現れる濃度範囲からずっと離れるよう、約5μ以下にすべきである。
　試料採取
　栄養塩のサンプリング法は2つの因子によって規定される。１つは、海洋に存在する栄養塩の濃度範囲が、極端に低い濃度からたかだか中程度の濃度であること。もう１つは、海水中に存在する栄養塩が生化学的・化学的反応性を有していることである。
　春から夏にかけて中央ジャイアに現れる超低濃度の貧栄養表層水は、サンプリングや試料保管中に著しく汚染される可能性がある。数時間から数日というとても短い時間の間に、微生物の膜がサンプラーや試料瓶の壁面にできる。膜はそのような栄養塩をかなり取り込んだり、出したりする。
　栄養塩は、生化学的および人為的環境下での反応性において極めて多様である。亜硝酸塩とリン酸塩は最も反応しやすく、一方ケイ酸塩は最も反応性が小さい。海水試料並びに標準溶液の亜硝酸塩濃度は、しばしば、通常の保管状態でも、数時間の間に著しく変化する。しかし、ケイ酸塩の試料や標準溶液は、しばしば、ほとんど検知しうる変化なしで、室温で（また暗所で）数日間保管しても、検地できる変化を起こすことはほとんどない。
どの航海レグでも、はじめと、一週間間隔で、指示されればより頻繁に、採水器（WHPでは、普通Lのニスキン採水器だが）は、内壁面、バルブ、末端のキャップに生ずる生物的あるいは無機質の膜の有無について点検しなければならない。これには、強力な懐中電灯か作業用ライトが必要である。サンプラーの取っ手が取り付けられているところに近い壁面の上、および、ばねのコーティングが剥げて腐食しやすくなっている両端のキャップの上の鉄錆とを特に見ておくこと。錆は、もしあれば、かさらに強い塩酸で取り除かなければならない。コーティングがはげたばねは、取り替えなければならない。また、そのほかの錆のもとを取り除くか、腐食しないように適切に保護しなければならない。海洋観測の技術者と一緒に部品を点検すること。たまった微生物の膜を適当なブラシ、研磨剤、洗剤を用いて除去する。研磨剤と洗剤はそれらが栄養塩を含んでいないか確認しておく必要がある。

　栄養塩試料容器
　      プラスチック製のもの殻選ぶこと。“耐性ガラス”または“ホウケイ酸ガラス”を含むすべてのガラスは使えない。どんなガラスでも、容易に測定できるほどのケイ酸を溶出して試料を汚染する。30 cc (1 oz.)の高密度ポリエチレンかポリプロピレンの細口瓶(“Boston Rounds”)が大変使い良い。この瓶の約2/3にまで満たせば、AA-ⅡかRFAに使う水量として十分である。多くの研究所で、この瓶が使用に耐える物であることが示されている。この瓶は、海水試料から栄養塩を加えることも除去することもない。はじめて使う前に、温めた洗剤で簡単に洗うが、ここでもまた、栄養塩を含む洗浄液の使用を避けなければならない。測定者の中には、50 ccのねじ蓋付プラスチック製遠沈管の方が使いやすいという人もいる。遠沈管のプラスチックが試料からリン酸塩を吸着するなどの、妨害を起こさないか確認しておかなければならない。
　      試料瓶あるいはそのほかの容器は、内面に棲みついた微生物による栄養塩の取り込みや放出を避けるため、頻繁に洗わなければならない。これが原因で生ずるデータのばらつきを減らす目的で、特に試料を分析する前にしばらく保存しなければならない時のために、冷蔵したり、しなかったりして保存に関する洋上実験を行った。4.3節に示した方法で、少なくとも4時間に一回、アセトンか希釈した酸で洗うことで、試料の繰返し測定におけるばらつきがかなり小さくなった。また、その実験では、DIWまたはイソプロパノールですすぐことは、これらの微生物の活動を止めるのには有効でないこともわかった。
　      洗浄後、試料瓶はDIWで満たして保存するか、振ってほぼ乾燥させ、その状態で保存する。瓶に海水を完全、あるいは部分的に満たした状態でおいておいてはいけない！　分析後、残った海水は完全に流し出して、試料瓶は振って乾燥させる。
　
  6.2　サンプリングの順序、方法、注意事項
　　　　　　WOCE 海洋観測プログラムにおいては、栄養塩試料は、トリチウム試料の直後で、CTD検定用（Joyce et al., 1991）に採る塩分試料の直前の、試料の９番目の組として採水する。一般に、栄養塩試料の採水では、採水器がデッキに上がってきた直後するということが、特段重要というわけではない。間違いなく、溶存気体（たとえば、溶存酸素、フロン、亜酸化窒素、そして、一酸化炭素などの微量気体）よりは、その重要性は低い。しかし、もし可能ならば、栄養塩の試料はトリチウムの試料の前に採るべきである。これによって、栄養塩が分解する時間を最大１時間ほど短縮できる。とにかく、分析者は、この段階で必要以上に時間を浪費すべきではない。というのは、他の先に採る試料の採水の間に、多分すでに１時間はすぎているからである。可能な限り、デッキに到着してから分析を開始するまでの時間を1時間半以内にすることを心がけるべきである。溶存酸素以外の気体やトレーサー試料を採水しないときは、栄養塩は酸素のすぐ後に採水する。船上では、分析開始までの遅れを最小限にするため、栄養塩試料の採水が始まるより前にCFAを立ち上げておくべきである。

　　　　　　採水手順は重要である。試料容器はおよそ試水10～15ccで、3回すすがなければならない。すすぎの海水を入れたら、蓋をゆるく閉めて振る。先のサンプリングのときから残っていたり、蓋の縁の部分にくっついている海塩の固まりを溶かしてとるために、すすぎ用の海水を蓋に注ぐ。最後に、試料容器の2/3から3/4まで満たし、確実に蓋を締める。凍結の前に、瓶の3/4以上に試料が入っていないか、全ての蓋は十分にねじ込まれているか確認せよ。

　　　　　　サンプリングの間、指紋で栄養塩試料を汚染しないよう注意しなければならない。指紋は、測定可能量のリン酸塩を含んでいる。それゆえ、採水管の端を持ってはならない。また、試料瓶の蓋の内側、あるいは試料瓶の首のいずれの部分にも触れてはならない。サンプリング中に監視すべき点は、海水、雨水あるいはロゼットや採水器からしたたり落ちるその他の偽の液体によって栄養塩試料を汚染させないことである。
　　　　　 栄養塩のサンプリングが終わったら直ちに試料を実験室に運んで、できうる限り速やかに分析を開始する。再び注意喚起するが、可能なら、採水開始前に試薬を流してCFAの運転をはじめておくこと。サンプリング中の待ち時間の間に予備的なブランクと標準溶液列を分析器に組み込んでおくことができる。南極海の試料について、リン酸塩の濃度が分析計のサンプラー上のサンプラー管に入っている間に0.005μ時の速さで変わったという一連の観測結果がある。（Gorgonand and Dickinson, 未公表データ）
  　試料の保存
栄養塩試料は可能な限り、サンプリング直後に分析しなければならない。たった１つの例外は、CFAが作動しない場合である。栄養塩試料の冷蔵は、～時間以上になると効果はない。冷蔵温度は、多くの海洋生物の成長を止めるのには不十分であり、特に、深海の温度である１～ ℃にいる生物にとっては最適成長温度である。確かに成長速度は温度が低いほど遅くなる。しかし、一般的に成長を止めるわけではない。この問題は、ある海域の水によっては、栄養塩試料瓶の清浄さの程度によっては、起こったり、起こらなかったりする。この問題について、公表された定量的データは多くない（しかし、Gilmartin, 1967; Grasshoff et al., 1983; Macdonald et al., 1986; Chapman and Mostert, 1960を参照せよ）。しかし、大部分の分析者で、可能な時はいつでも、採水後可能な限り、早く天然の海水試料の栄養塩を分析すべきであるという点は一致している。正確さと精度が最も重要であるWOCE海洋観測では試料の保存は避けることになっている（Group of Technical Experts on Nutrient Analysis, 1988）。
もしCFAが動かないが、時間から遅くとも時間以内に修理が可能であればなら、最後の頼みとして、試料を℃以下の暗所に保存することも可能である。もし個のような事態が起こったら、実験ノートや試料日誌に記入しておかなければならない。一般的な傾向として、得られる結果、精度や正確さは悪くなる。
もし、長時間の保存が必要なら、試料は採水後、できる限り早く凍結すべきである。冷凍庫を使う場合、急速冷凍（-20 ℃以下）すべきである。冷凍庫内で、瓶のまわりの空気がうまく循環していることが大切である。金網のラックの方が、木製の皿より好ましい。凍結および保存している間、試料瓶が垂直に立っていることを確かめる。再び記すが、良い結果を得るには、凍っていないブラインの損失は致命的である。誤差は、100 % の桁になる！　低温冷凍庫が使えないことはしばしばあるが、この場合は氷－食塩寒剤浴に入れ、後で、試料を貯蔵冷凍庫に移すのが、次善の凍結方法である。もう一つの工夫として、凍結させていく段階での熱伝導をよくするために、普通の冷凍庫で、不凍液槽を使う方法がある。栄養塩試料は凍結保存中に分解し続ける。できるだけ早く分析すること。分析の前に起きたかもしれない解凍を検知するために、冷凍庫の中に最高－最低温度計を置いておくこと。最後の注意として、凍結は採水後8～10時間以内に測定できない時の、最後の頼みとしてのみ行う。
       重要：分析用試料の解凍には、ぬるめの水槽（約40 °C）を使って、15分以内に解凍する。おそらく、一回に5-10個であるが、一度にCFAに並べられる分より多くは解凍しないこと。試料が15分以内に解凍できるなら、流水（冷たい）槽でも十分である。どちらの場合も解凍に使う水で試料が汚染されないように注意する。それには、蓋をしっかり締め、瓶を垂直に保ち、蓋が水槽の水面より上にあることを確かめること。解凍後、凍結によってできた底にある濃い塩水と上澄みの薄い塩水を混ぜ、完全に混ざったことを確認する。そうしないと、CFAサンプラーの形状の不具合、船の動きやその他の条件によっては、誤差が300 % を越える可能性もある。
　      もし、ケイ酸濃度が約40μM を超えていたら、試料を最初にCFAを通した後、試料をとっておいて、24時間後に、再測定する。ケイ酸の値は最初の測定の方が低くなるであろう。重合したケイ酸を解重合させるため、試料を室温で暗所に保管すること。そのあと、分析前に、試料をもう一度、よく混ぜる。
7.0　操作手順と標定
  7.1　検定指針
　      この指針は、WOCEとJGOFSの栄養塩分析で用いられてきた、連続流液式分析計（CFA）の検定のためにつくられている。分析計の検定のための作業用標準溶液は、陸で事前に重さを量っておいた純粋な結晶である標準物質を洋上で溶かし、その後、適当な作業用の濃度に希釈してつくるものとする（7.2-7.4参照）。OSUの研究室では、航海の前に陸上で準備して、港で船に積み込み、完全な状態で数ヶ月間保存可能で、海水の濃度で安定な作業用標準溶液をつくる努力をしてきた。これらの努力は、まだ、成功を収めていない。そのため、この観測指針では引き続き、乾燥した固体の標準物質を、予め秤量し、包装し、洋上で作業用標準溶液を作製する方法である。
      　ここに示した手順は、最初につくる“A”標準溶液の作り方に関するものである。“A”標準溶液は、正確（0.1mg）に秤量した一次標準物質（リン酸塩、硝酸塩、亜硝酸塩）を、DIWで溶かし、正確に所定の容積にする方法で作る。重量は、真空での値に補正しなければならない。ここで与えられた標準溶液作製用の試薬の重量は、真空での重さではない。補正値は、およそ0.1 % である［訳者注：これは最大値］。浮力の補正は、その実験室の室温、気圧、湿度の条件をもとに計算すべきである。補正値は、本来一定だろうし、一つの値が恐らくいつでも使えるだろう。しかし、これは実験室ごとに検査すべきである。すべてのWOCEの作業と深層水に関してのJGOFSの作業に関しては、すべての標準溶液の濃度は、読み値ではなく、正確な重量に基づいて計算しなければならない［訳者注：この補正は、試薬と分銅の体積の差に空気の密度を掛けたものである］。
　      亜硝酸塩A標準溶液は個別につくるが、リン酸塩と硝酸塩については、個別あるいは混合A標準溶液をつくる。次に“B”標準溶液を、予め重さを量ってっておいたケイ酸標準物質をDIWに溶かし、混合または、単独のリン酸塩と硝酸塩のA標準溶液の一定量を加え、正確に既知容量の溶液にして作製する。最後に、B標準溶液の一定量と亜硝酸塩A標準溶液の一定量を加えて作るのが“Ｃ”標準溶液である。これは、検定のための作業用標準溶液で、その濃度が典型的な海洋の濃度となるようLNSWを用いてつくる。したがって、作業用標準溶液は、4つのすべての栄養塩を含んだ混合標準溶液である。亜硝酸塩が混合標準溶液に含まれているかいないかによって、ある条件下では、硝酸塩の測定結果にかなりの系統誤差が生じうることに注意せよ。これらの条件については、硝酸塩分析の項で述べる。
　      種々の栄養塩の標準溶液中での割合は、研究予定海域における最大濃度のおよそ80 10 % に合わせる必要がある。これは、量り取る一次標準物質の重さや、ピペットでBまたはC作業用標準溶液に入れるA標準溶液の容量を、その濃度になるように調整して行われる。この割合は、航海のレグが始まる前に決め、そのレグ中は変えてはならない。
      標準溶液の名称をまとめると
　
A標準溶液：硝酸塩、リン酸塩、亜硝酸塩の一次標準物質を含んだDIWで作製した保存用標準溶液。硝酸塩とリン酸塩の両方を含むものをつくってもよい。
    
B標準溶液：リン酸塩と硝酸塩のA標準溶液の一定量にケイ酸の一次標準物質を加えてつくった保存用標準溶液（これもDIWで作成する）
        
C標準溶液：検定のために実際に分析計に導入する検定用標準溶液、あるいは、作業用標準溶液（低栄養塩海水で作成する）
       ここにあげたのは、標準溶液の作製、比較、分析計の検定を行う時点と頻度に関する最低限度の指針である。個々の研究室や分析者は、これら最低限度の指針で達成できる到達点以上の、夫々の研究での正確さと精度に適合させた、より厳しい観測指針をもっていて差し支えない。その他の指針は、得られる結果がWOCEとJGOFSの精度と正確さに達しているものでなければ、受け入れることはできない。ここにあげた観測指針に、もし注意深く従えば、確実にWOCEとJGOFSの基準に達することだろう。
　      [注]　分析者は、標準溶液をつくるのに使ったピペット、ピペットチップ、メスフラスコの識別記号を実験ノートに完全に詳しく記録しておくことが、絶対に必要である。さらに、使った標準物質、予め重量を測っておいたもの１つ１つのラベルに書かれている情報は、実験ノートに記録しなければならない。作製した日時、使うために取り出した日時を記録する。
　  7.1.1　A標準溶液の作製
　　　　　 航海もしくは航海レグのはじめに3組のA標準溶液を作製する。1組は、作業用検定標準溶液の作製に用いる。他の2組は、作業用A標準溶液の完全さをチェックするのに使う参照標準溶液の作製に用いる。最初のチェックは、できるときはいつでも、航海またはレグの最初の測点に着く前、そして確実に最初の一週間が過ぎる前に行うべきである。A標準溶液で作製した作業用標準溶液の吸光度は、ケイ酸、硝酸塩、リン酸塩について、それぞれ、0.2、0.3、0.4 % 以内で一致しなければならない。亜硝酸塩は、0.05 µMに対応する吸光度差で一致しなければならない。標準溶液がこれらの基準内で合わない場合、4番目のA標準溶液を作製し、すぐにもう一度チェックしなければならない。通常は、最初の三つのうち二つと標準溶液は合うだろう。そして、そのなかのどれかを使って、作業用の標準溶液をつくることができる。もし4回目もだめなら、5回目をつくる。そして、十分な結果が得られるまで作製を繰り返さなければならない。もし3回以上つくることが必要になるなら、標準試薬物質の均一さ、重量測定、あるいは容量測定の作業などに何か大きな欠陥があるのであろう。どんなに大幅にはずれているA標準溶液でも、野帳に完全で適切な注意書きをした上で捨てる。それゆえ、十分な数の褐色プラスチック保存瓶を、4つのA標準溶液が保存できるように準備しておかなければならない。
       一致したA標準溶液は、一航海レグの間、または、使い切るまで保有する。少なくとも一月に一度は新しいA標準溶液を作製し、すぐに、以前つくった標準溶液に対してチェックする。もし可能なら、作業用A標準溶液は一週間に一度は、Aチェック用標準溶液と比較し、その結果は、その日のうちに処理して検討し、航海日誌に記録する。
　　7.1.2　B標準溶液の作製
　      B標準溶液は少なくとも一週間に一度作製する。この頻度は、この作製計画の指針に従いながら、その船内実験室の条件に対処して変えていかなければならない。ある条件下では、より頻繁なチェックが必要になる。上述したように基準内で一致しなかったときは、より頻繁な比較が必要になるだろう。各のB標準溶液の作製には、新しい、予め重さを量りとっておいたケイ酸標準物質が必要である。航海が継続する間の最悪の場合を考慮して、十分な数のB標準溶液を作製しなければならない。
  7.1.3　C標準溶液の作製
　      一般に、これらは4～6時間以上は安定ではない。測点間が3時間以内の距離でない限り、それらは各測点につく直前に作製しなければならない。隣接した測点の深層水試料の結果が一致しなければ、作業用、検定用標準溶液の貯蔵が長すぎることを示している。
  7.1.4　栄養塩分析計の検定の頻度
　      OSUで検べたところ、すべての方法、比色計、実験室の条件に対する栄養塩分析計の感度のドリフトは、ほとんど常に単調で、ほぼ時間に比例していた。このことは、一つの測点の試料を分析するのに必要な時間である。約１時間から１時間半の間で妥当なものである。なお、ここでは述べるケイ酸の低温ドリフト改良法の使用を想定している。（Gordon et al. 準備中）。
　      それゆえ、ここで述べる観測指針では、試薬ブランク (DIW)、作業用標準溶液をつくったマトリックス (MAT)、濃度を上げた検定用標準溶液の完全な一組の測定は、各測点の試料の始めと終わりにのみ行う。標準溶液間の経過時間が一時間半をこえたら、試料の分解が問題になってくるかもしれない。考えられる防御策は、試料をバッチに分け、その始めと終わりに、標準溶液とブランクの組をつけるか、または、一測点分の試料測定の中間に、一組の標準溶液とブランクをはさむことである。もし、OSUの栄養塩データ処理ソフトウェアを使っているのなら、正しくデータ処理ができるよう、修正する必要がある。当ソフトでは、現在、バッチの途中ではさむ標準溶液とブランクの処理ができないからである。
  7.1.5　直線性（“ベールの法則”）のチェック
　      ここに提案している観測指針の中にあるすべての分析方法は（必要に応じて補正したときには）、WHP観測について十分に直線性をもっているが、いかなる試料でも、分析の前に、航海あるいはレグのはじめに、直線性をチェックしなければならない。そのチェックは、以後、一週間に一度、また、最終測点の試料の測定の直後またはいっしょに、再度行わなければならない。これにはいくつか理由がある。一つは、直線性のチェックは、装置の作動のよいテストになるということである。すべての分析パラメーターが正確に設定されているのを確認するのに役立つ。最初の直線性テストのデータは、それぞれのチャンネルについて、“前の試料からの繰越し誤差”を決めるのに使え、すばらしい品質管理のチェックになる。データを創りだすグループがこの方法を選択していれば、その直線性に関するデータは非直線性を補正するのに使える。この方法については、ここでは議論しない。おそらく最も重要なのは、もし、操作上のパラメーターを不注意で変えてしまい、そのために極端に直線性をなくしてしまっても、非線形の測定値は航海のあとで補正できることである。
　      ここにあげた方法はすべて、数回の直線性チェックの結果を平均すると、実験誤差の範囲内で直線的である。これは、中央部付近での直線からのずれが0.2 % 以内ということである。もし、そうでなければ、何かが悪いのであり、試料測定を開始（再開）する前に原因をつきとめ、直さなければならない。以前（1973年頃から）のケイ酸についてのCFA法では、目盛の中央部付近で平均0.4-0.7 % の非直線性があった。これは、許容できる最大の濃度まで試料を薄めた方がよい大きさである。ここに提案された新しいケイ酸測定方法は、室温への依存度を小さくするとともに、この非直線性の問題にも適合している。
  7.2　検定用標準溶液をつくるための材料、一般的考察
　      これは、作業用標準溶液・検定用標準溶液を作製するための詳細な指図書である。作業用A標準溶液をチェックするために用いるA参照標準溶液は、検定用標準溶液用と同じ指図書に従い、同じ高精度容量分析技術を用いて作る。繰り返しとなるが、作業用または検定用標準溶液は、CFAを検定するのに用いる。A参照標準溶液は、検定用標準溶液の完全性のチェックに用いる。
  7.2.1　一次標準物質：　これらは、化学的に純粋で、試薬特級、または一次標準物質級の試薬でなければならず、粉砕し、105 °Cで2時間以上乾燥し、BaOまたはMgSO4（P2O5も使えるが、汚染に気をつける）のデシケーター中に保存しなければならない。[注]化学物質は、きれいにした乳鉢と乳棒を用いて細かく砕くこと。すりつぶすのではない！　これは異なることである。再度書くが、CFAで到達可能な再現性である0.1 % の正確さを得るためには、重量は、真空中での値に補正をしなければならない。以下にあげる重量は、名目上のものである。もし作業効率を考えて、正確な重量を用いないのなら、各の“重量測定済み” 容器に入った正確な重量、空気浮力補正を行った正確な重量に、そして実際の濃度へと、後で濃度計算ができるよう、注意深く手がかりを残しておかなければならない。

    　　[注]　粉砕は、乳棒を少量の粉砕すべき物質の上に置き、最低の力で前後に揺すること。すりつぶしというのは、最大または強い力で、乳鉢に対して乳棒を力強く円運動をすることと、ここでは定義する。すりつぶしは、すりつぶし中の物質にかなりのエネルギーを与え、ある場合には、化学変化を引き起こすことがある。粉砕するのは、粗い結晶を比較的細かいかなり一様な粉にするためである。粉砕により、粗い結晶に閉じこめられた水が乾燥時に蒸発しやすくなる。

  7.2.2　脱イオン水（DIW）：これは、研究用、混合床イオン交換カラムに淡水を2回以上通して作る。使用できる脱イオン水を製造できる市販のシステムに関する詳細は、5.1節を参照されたい。

  7.2.3　人工海水（ASW）
       塩分約34.7の人工海水(ASW)は、128.5 gの塩化ナトリウム（NaCl）、28.5 gの硫酸マグネシウム（MgSO4･7H2O）と0.672 gの重炭酸ナトリウム（NaHCO3）を4リットルのDIWに溶かしてつくる。これらの試薬類は、過度の栄養塩あるいは遷移金属の汚染を避けるため、高品質の特級試薬でなければならない。ASWは海水試料の洗浄溶液として、また、緊急にC標準溶液をつくらなければならない時に用いる（そして、その場合、LNSWの代わりとしても使う）。
　      いくつかの研究室では、多かれ少なかれ、試薬ブランクの測定のため、“栄養塩0”人工海水の作製に成功している。通常、用いる塩類は、栄養塩、特にリン酸塩とケイ酸についてあまりに汚染されていて使うことができない。市販の超高純度物質が進歩してきたので、現在はこれが可能になってきている。もし不可欠の栄養塩0濃度の人工海水が手にはいると、屈折率誤差を心配することなく試薬ブランクを測れるので、大変ありがたい。

       このやり方には、2つの欠点があるようだが続けざるを得ない。第１の問題点は、必要量のASWをつくるのに費用がかさむことである。第2の問題点は、天然海水には存在するがASWの通常の構成試薬には含まれない妨害物質が定量的に有意な働きをする可能性があることである。この点は、このやり方を使用している研究室が、その可能性を注意深く除くよう努力する責任を負っている。
  7.2.4 低栄養塩の海水（LNSW）

       低濃度の栄養塩を含む自然海水は、採水後に濾過し、安定化させるため、暗所に3～4ヶ月貯蔵しなければならない（5.2章参照）。この海水はC標準溶液をつくるのに用いられる、試薬ブランクの測定には使わないため、栄養塩濃度が「0」である必要はない。また、この海水は、たいへん貴重なので、通常は、“ベースラインチェック”に使われることはない。OSUが必要とする量は典型的なWOCE型の1ヶ月航海で通常約100 ｌである。

  7.2.5 容量分析用ガラス器具

　      試薬溶液をつくるのに使う容量器具は、検定する必要はない。標準溶液をつくる際には、重量検定しなければならない（4.2章参照）。

7.3 　A標準溶液の作製
  7.3.1 リン酸塩と硝酸塩A標準溶液: 2,500 μM HPO4-2および37,500 μM NO3-　

　　　　　0.3402 gのリン酸2水素カリウム (KH2PO4)と3.7912 g の硝酸カリウム(KNO3)を、検定された1000 mlのメスフラスコに移し、DIWに溶かし、標線に合わせる。もし重量検定されたプラスチック製のメスフラスコを用いるときには、DIWの温度は検定した時の温度の±２℃以内におさめなければならない。このA標準溶液は、2つの別々のリン酸塩、硝酸塩溶液として調製され、後に一定量ずつをとって表8.1の濃度に合わせる。
  7.3.2 亜硝酸塩A標準溶液：2,000 μMNO2-
　　　　　　　　　1000 mlのメスフラスコの中に0.1380 gの亜硝酸ナトリウム(NaNO2)をDIWで溶かし、DIWで正確に標線まで薄める。純粋な亜硝酸ナトリウムは手に入れるのが難しい。従って、製造者による純度を確認する必要がある。（例えば、Kolthoff et al., 1969, p. 821）　海洋学的目的で使うには、一般に97-98 % の純度のものが適当である。
  7.4　B標準溶液：2,500 μMのケイ酸、50 μMのリン酸塩、750 μMの硝酸塩。

  7.4.1　0.4701 gのケイフッ化ナトリウム(Na2SiF6)を800 mlほどDIWを入れておいた1000 mlのポリプロピレンフラスコまたはPMP 三角フラスコに入れ，プラスチック膜で覆い、中位のスピードで電動往復型シェーカーで溶かす。あるいは、プラスチック撹拌子を使って、軸式スターラーで溶液をかき混ぜる。完全に溶かすには通常2-24時間を要する。フッ化ケイ酸塩の溶解を早めるのに穏やかに加熱しても良い。フッ化ケイ酸ナトリウムの99 % 以上の純度のものは、簡単には得られないことを再度注意しておく。従って、純粋なSiO２（超高純度のものが手に入る。節5.0参照）に対して検定しなければならない。

  7.4.2 不溶性物質があるか溶液を検査し、観察記録をノートに書き留めておくこと。1,000 mlのパイレックスメスフラスコに完全に移し、 20 mlのHPO4-2 + NO3-混合A標準溶液、または、別々に作製したなら、20 mlずつのHPO4-2 A標準溶液とNO3- A標準溶液を加える。はかり取った20 mlの実容積は±0.02 mlで既知でなれればならない。

  7.4.3　DIWで1000 mlの標線まで正確に薄め、完全に混合する。

  7.4.4 あらかじめアセトン、DIWでよくすすぎ、その後3回、各15-20 mlのB標準溶液で共洗いしてポリエチレン瓶に入れる。栓の洗浄も忘れないこと。

  7.4.5 B マトリックス溶液:　B標準溶液をつくった約500 mlのDIWをとっておき、B標準溶液と同様に保存する。この溶液は、表8.2の3列目に「MAT」と表記されている。

表8.1　B標準溶液における栄養塩の濃度

  7.5　種々の名目上の濃度を持つ作業用C標準溶液類

　　　　　表8.2にあげた量のB標準溶液と2次的マトリックスをLNSWで500 mlに希釈することによって、名目上の濃度を持つC標準溶液をつくる。これらの栄養塩濃度間の割合は、太平洋と南極海での研究をもとに便宜的に決めたものである。前に注意したように、それらは他の海域では変えてもよいし、変えるべきである。これは固体の1次標準物質の重さ、そして（あるいは）、作製過程の適当な時点でとる容量を調整することによって行われる。

表8.2　検定用標準溶液の種類と濃度

       すべての作業用標準溶液の濃度は、名目的なものであり、すべてのメスフラスコに含まれる量やピペットで移しとった量は、重量検定によって補正し、また、フラスコやピペットを使ったときの温度についても記録しなければならない。最善の作業は、各航海の始まる前と終わった後、そして、6ヶ月以内に一度検定値をチェックすることである。

       B標準溶液の時間変化は、新たにつくったB標準溶液を1日以上保存したB標準溶液と比較することにより、監視する必要がある。一般に、B標準溶液中のHPO4-2、 NO3-、 Si(OH)4濃度は、数日間は安定である[もしNO2-と(あるいは)NH3がB標準溶液中に存在しているなら、それらの濃度は通常1から2日経っただけでかなり変化する]。しかし、これはただの目安にすぎない。B標準溶液は常に監視しなければならない。また、指針どおりであるか、各航海ごとに確認し、適合させなければならない。なぜなら、B標準溶液の安定性は、その時の特有な条件で変わるからである。

8.0 分析方法
       この節でAA-IIとRFAシステムのどちらにも使える分析方法を詳細に述べる。分析方法の化学は双方とも同じである。もちろん、ポンプチューブの容積や配管の詳細は違っている。流液の概要、試薬の調合と適切な特別の注意事項は、両方のシステムについて記述する。

       一般に分析の波長がAA-ⅡとRFAシステムとで幾分違いがあることに読者は気づくだろう。これは主に歴史的なもので、初期の頃の最適の波長をもつ干渉フィルターの手に入り易さに関係がある。それは以前の著者やメーカーが特定した波長である場合がある。ここに挙げた波長は、必ずしももっとも最適とはいえないにしても、すべて満足できる状態にある。最適の波長の選定を確実にするため、各分析法について、その方法を用いて発色させた化学種の吸収スペクトルをとることは、良い分析化学的練習になる。これはフローセルからあふれたものを集めたり、できれば微小フローセルを直接使って、できるだけ速やかにスペクトルを測定することによって行われる。近代的なダイオード直列型分光光度計は、作業の大きな助けとなる。分光光度計はまた、使用するすべての干渉フィルターについて、透過光の帯スペクトルを定期的に測定する良い技術でもある。予備のフィルターについても同様な測定をする。干渉フィルターの中間に入れてある金属膜は腐食しやすく、透過度の減少と吸収帯の波長幅の拡大を引き起こす。

　　　　　規則的な泡の型ときれいな信号を作り続けるために、液を流すチャンネルは、頻繁に洗浄しなければならない。これは毎日、すべての試薬用と試料用のチューブ（管）に、まず1.2 M HClを流して洗い、次にDIW　で流しすすぐ。時々2.5 M NaOHで洗うと大変有効である。酸あるいは塩基で洗う前には、それらの管や系から試薬を流し出しておくように、注意しなければならない。試薬のあるものは、強い酸やアルカリ下で沈殿したり、分解したりして、系の流管に、小さいこともあるが、大破壊を引き起こすことがある。きれいさと規則的な泡の型に関連して、浸潤剤（表面活性剤）の問題がある。得られる結果の長期的首尾一貫性を考えると、同じ浸潤剤を使い続けることが重要である。分析に関係する多くの因子について注意深い検討をしないで、表面活性剤を別のものに変えることは危険である。もし泡の型が壊れてしまったら、さらに浸潤剤を加えたり、別のものにするより、特に海上では、系をきれいに洗う方がしばしば賢いやり方になる。

       [注]　試薬を調整するとき、分析者は、実験室ノートに、すべての予め重量を測定しておいた試薬についていたラベルの情報を、注意深く記録しておくことが絶対に必要である。さらに、分析者は、作製日時と作製者としての自分の名前のイニシャルを、また新しい試薬のバッチを使い始めた時にも、記録しておかなければならない。航海レグの最初に、分析者は、各々が作製した試薬につけたり、ワッチに出る時に使う氏名とイニシャルを登録しておく。

  8.1　リン酸塩

       リン酸塩の分析方法は、ヒドラジンを還元剤とするBenahard and Wilhelmes (1967) の改良法である。この方法は、よく使われるアスコルビン酸法より約15 % 感度がよく、フローセルの窓をコーティングすることが少ないようである。コーティングが少ないので、先に報告された塩化第一スズによる方法（Hager et al., 1968）よりドリフトが小さくなる。ヒドラジンでは、数週間にわたってゆっくりとフローセルの窓にコーティングが起こる。そのコーティングは、約１週間に１回5.4 M　（30 %）の硫酸処理で取り除くことができる。

　      図8.2に分析の流れ図を示す、AA-Ⅱについては、5 cmのフローセルとTechnicon の広範囲S-1光電管（CE-25 V ともいわれている）を使う。過去には、830 nm の干渉フィルターが用いられたが、吸収極大の幅が広いので、820 nm も用いられる。このリン酸塩法は、最悪でもフルスケールの0.1 % のずれという条件でデータを直線に回帰した時に、5.0　µM HPO42- までベールの法則に従った直線であった。これは、テストした最高濃度である。上記の波長で、分析感度は、海水試料を流して0.071 AU/µM リン酸塩である。また、外洋海水についての最大吸収は、約0.25 AU である。

  図8.2.a　リン酸塩分析の流れ図。a.OSUのAA-Ⅱ法。波長についての考慮は本文を参照せよ。BPMは１分あたりの泡の数を示す。

       SIO-ODF分析グループは、発色を促進させるために、水浴の代わりに、断熱空気浴を用いていることに注意せよ。また、加熱浴と比色計との間の水のジャケットで覆った冷却コイルをはずした改良法があることにも注意せよ。隙き間風の入る陸上および船上のいくつかの実験室では、比色計に入る試料の流れの温度がばらつき、比色計の出力がばらつく原因となっている。この場合、個々の装置や周辺の状況をチェックする必要がある。

       これを書いている時点では、AA-Ⅱは、リン酸塩分析に関してはRFAより信頼できる性能をもっているように見える。RFAは、より大きな雑音が入り、より頻繁にドリフトを示すようである。通常、正しく機能しているときには、RFAの性能はAA-Ⅱと変わらない。

  図8.2.b　リン酸塩分析の流れ図　b．OSUのRFA法。波長についての考慮は本文を参照せよ。BPM は１分あたりの泡の数を示す。

  8.1.1試薬の調節
  8.1.1.1モリブデン酸試薬：6.3 M 硫酸中で0.186 M

8.1.1.1.1 モリブデン酸アンモニウム溶液、0.088 M：（NH4）6Mo7O24・4H2O 109 gを溶かし、DIWで1000 mlに希釈する。

　　　　　　[注意] ７モルMo/１モル　モリブデン酸１moleモリブデン酸アンモニウムの関係は、最終的な試薬の濃度計算の時に使う

  8.1.1.1.2　硫酸、8.8 M：1620 mlのDIWに1280 mlの濃H2SO4を注意深く加える。冷やしながらすこしずつ加える。室温まで冷やす。

  8.1.1.1.3　モリブデン酸試薬：上記を混合し、冷やす。もし、試薬が、薄青気味になるか、もしくは沈殿が生じたら、それを捨てて、新しい溶液を調製せよ。暗色のポリエチレン瓶に保存する。通常、これは3～4ヶ月間安定である。必要量：AA-Ⅱでは、150 ml/24時間、RFAでは、54 ml/24時間 

　　　　  注意：モリブデン酸試薬は、109 gの代わりに224 gのモリブデン酸アンモニウムを用いると、2.5 μM HPO42-の濃度レベルでだいたい吸光度が15 % 増加する。しかしながら、この試薬は、とても高い試薬ブランクと過度のベースラインドリフトを引き起こす。直線性などすべての検査は、上にあげた試薬濃度で行われた。

8.1.1.2 　ヒドラジン硫酸溶液　0.062 M (1 % w/v) ：2.5 gのジヒドラジン硫酸塩、（NH2）2SO4をDIWに溶かして、250 ml に希釈する。この試薬は、通常、不安定の兆候が現れるより前に消費されてしまう。特別な貯蔵条件はない。必要量：AA-Ⅱでは、150 ml/24時間；RFAでは、54 ml/24 時間、この試薬250 ml当たり0.5 mlのAerosol-22を加えてもよい。

  8.1.1.3　洗液：試料間に流す洗液には、人工海水が使われる。これは、海水と蒸留水を切り換える時に生ずる屈折率効果によって引き起こされる計録計のノイズを大きく減少させるだろう。栄養塩濃度がとても低い天然水が、もし多量に安価で手には入るようなら、用いることができる。

  8.1.1.4　浸潤剤：ここに示した方法では、流液系が、うまく作動していると信じて浸潤剤は用いない。何人かの研究者は、リン酸塩を分析する際に浸潤剤を用いると、妨害されたり、ベースラインが不安定になったりする問題があると報告している。OSUの経験も、これらの結果と同一である。

  8.2　硝酸塩

       硝酸塩＋亜硝酸塩の分析には、Armstrong et al., (1967)の方法を基本とし、精度と操作法を改良した方法を用いる。もとの方法は、約15μM 以上の濃度になると、許容できないほどの非直線性が現れる。AA-Ⅱにおいて、直線性をよりよくするために、試料を希釈する。希釈する１方法として、試料管（0.23 ml/min）とDIW希釈管（1.20 ml/min）を用い、深層水試料の硝酸塩を40μM まで直線的に、十分な感度で分析することができる。あるいは、緩衝溶液を薄め、試料管の方は径をそのままにしておいて、必要な希釈ができるよう緩衝溶液の管の方を太くする方法もある。RFAで同じやり方をしてもよい。ここで示す方法は後者の改良法である。逆に、低濃度の場合には、緩衝溶液の濃度を高め、緩衝溶液に対する試料の流量比を大きくすることによって、高感度を得ることができる。

       分析系の流液管の分岐の様子を図8.3に示す。AA-Ⅱについては、比色計に15 mmのフローセル、セレンの光電管、520 nm干渉フィルターが付けられている。RFA では、標準Alpkem光電管、540 nmフィルターが使われている。示された波長で、分析感度は約0.0048 AU/μM　硝酸塩（又は亜硝酸塩）である。最高濃度の外洋水についての最大吸光度はおよそ0.25 AUである。

       AA-Ⅱの図で、U字型のカドミウムカラムの未端にある二つの小さな丸は、ポンプを止めることなしに流液系の内と外へカラムの接続を切り換えるために使われる二つの三方コックであることに注意せよ。１つの四方コックが用いられることもある。適当なコックを選び、使うことにより、泡の崩壊あるいは試料の流れの中に不必要な隙間できるのを最小にしなければならない。泡の崩壊を防ぐため、別の方向にコックを回す時に、正しい位置に来るように、注意せよ。一つの三方コックのみを用いている系では、下流側のものはT字管に変えられている。これでは、カラム管付近で流れをそらしはするが、完全に試料の流れから分離することはできない。開放端の場合、チャンネルを閉じたり、開いたりすることにより、系内の圧力が変動するときに、左側の端の開いた管の存在により、緩衝されていないすすぎの水がゆっくりとカラムの中へ拡散してしまうことがある。この可能性に注意を払っていれば、好ましくないカラムの劣化を避けて分析系を操作することができる。
　　

  図8.3　硝酸塩塩分析の流れ図　a. AA-Ⅱ. b．RFA法。波長についての議論は本文を参照せよ。 “ul/min” は “l/min” を表す。

       「銅を被せた」カドミウムは、AA-ⅡとRFAのどちらの方法でも硝酸塩を亜硝酸塩に還元する（実際にはこの亜硝酸塩を測定する）。AA-Ⅱは充填カラムを用い、RFAは開管カドミウム還元体（OTCR）を用いる。後者には、使うのにより便利で、取り扱いの際の毒性が少なく、還元カラムに入る前に流液から泡を取り除く必要が無いという利点がある。完全に調製され、分析系へ挿入するだけのものが、購入できる。それの主な欠点は値段が高いことである。販売者は、時々カラムの不良品を持ってくる。要求すれば交換してくれるが（無料）、使用者には少し不便である。充填カラムのつくり方は、8.2.2章に載せてある。OTCRを活性化し、保守する方法については、RFA-300またはRFA-Ⅱ用Alpkemマニュアルを参照のこと。我々は、それらの説明書が完全で、信頼できるこものであることを知っている。OSUの　RFA法ではOTCRを使っているが、どちらの還元タイプを使っても良い結果が得られる。[注意]　Alpkemの説明書にある次の測定時までのOTCRの保管の仕方については、大変重要である。OTCRは、不適当な保管をすると、修復不能まで壊われる。
　      分析効率について、もし、この指針で推奨しているように、硝酸塩、亜硝酸塩のチャンネルを、硝酸塩と、亜硝酸塩が混合した作業用標準溶液を使って検定するときには、還元率を注意深く監視しなければならない。これは、ほぼフルスケールの硝酸塩濃度で、硝酸塩と亜硝酸塩の標準溶液を交互に硝酸塩チャンネルに流したときの応答を比較することによって行う。一例としては、サンプラーの中に各10個の30μM 硝酸塩と亜硝酸塩の標準溶液を交互において行う。一般に特級の硝酸塩は純度99.9 % かそれ以上であるが、亜硝酸塩は普通、純度が100 % 以下であることに注意せよ。これは、もし硝酸塩還元の際に還元率が100 % で、亜硝酸塩はそれ以上還元しないのであれば、還元率が100 % またはそれ以上になってしまうこと、つまり、同じ濃度の硝酸塩溶液の方が亜硝酸塩の溶液より高い応答を示すことを意味する。これは、ほとんど起こりえないことである。還元体は普通、徐々に還元率を下げ、90 %、80 %、あるいはそれ以下になる。カラムの還元率の低下は最後に急速となるが、はじめの徐々の低下が油断できない。Garside（1993）は、低い還元率(85 %)と、硝酸塩と亜硝酸塩の標準溶液そして試料の濃度範囲のある組み合わせの場合、硝酸塩の測定値に最大1μM (深層水の値の3 % まで)以上の大きな系統誤差が生ずることを示した。
       突然これが起きることを防ぐために、分析者は定期的に還元率を測定したり、硝酸の感度係数の大きさを監視しなければならない。還元率は、少なくとも一週間に一度はチェックすべきで、感度係数は分析の一組ごとにその最中、または終了前にできるだけ早くチェックすべきである。WOCE研究計画では、もし還元率が95 % 以下に低下したら、還元体を再活性化し、また、再活性化しても95 % 以上にならなければ取り替えるべきとしている。低い還元率の好ましくない影響を最小限にするために、検定用標準溶液中の亜硝酸塩は、研究海域に対してできうる限り低い濃度にすべきである。外洋域における研究では、強い湧昇域（例えば、北部インド洋の湾内、ペルー沖の湧昇域）または、外洋ではあるが高い亜硝酸塩濃度が予想されるコスタリカドームなどから離れたところでは、検定用標準溶液中の亜硝酸塩濃度はせいぜい1μM程度にすべきである。
　　8.2.1.　硝酸塩用試薬：

　　8.2.1.1　AA-Ⅱ用の塩化アンモニウム緩衝/錯化剤溶液： NH4Cl、0.71M (3.8 % w/v)。1 L のDIWに38gのNH4Clと1 mlのBRIJ-35を溶かす。この溶液は、消費量が多いため、4 Lの容器に作っておくのが便利である。必要量：AA-Ⅱで1400 ml/24時間。これは伝統的なTechnicon緩衝溶液であるが、後述のRFA用のイミダゾール緩衝溶液も使え、優れた結果を示す。

　　8.2.1.2　RFA用の銅（3μM）を含んだイミダゾール緩衝/錯化溶液： 約1500 mlの DIWにイミダゾール C3H4N2 を6.8 g溶かし、30 mlの塩化アンモニウム-硫酸銅保存溶液（以下に記す）と2 mlのBRIJ-35を加え、DIWで2000 mlにする。濃塩酸(約2 ml)でpHを7.8～7.85に合わせる。この溶液は、通常、不安定さを示す徴候が現れるより前に常に消費される。必要量：RFAで820 ml/24時間。

  8.2.1.3　スルファニルアミド1.2 M 塩酸中で0.06 M (1 % w/v)：1 lの1.2 M (10 %)塩酸に10 gのスルファニルアミド 4-NH2C6H4SO3Hを溶かす。室温で安定である。必要量：AA-Ⅱには、150 ml/24 hr。RFAには,106 ml/24時間。

  8.2.1.4　N-1-ナフチルエチレン-ジアミン･2塩酸塩、NEDA：0.004 M。1 LのDIWに1 gのNEDA、 C10H7NHCH2CH2NH2･2HCl を溶かす。気密の褐色瓶で冷蔵保存する；色が付いたら捨てる。必要量：AA-Ⅱでは150 ml/24時間、RFAでは106　ml/24時間。

  8.2.1.5　塩化アンモニウム-硫酸銅保存溶液：　4.7 M NH4Cl - 0.2 mM CuSO4。1 L のDIWに塩化アンモニウム、NH4Clを 250 g溶かし、硫酸銅保存溶液　2.5 mlを加える。必要量：1 Lで１ヶ月以上の航海の間もつ。

  8.2.1.6　硫酸銅保存溶液 0.08 M：1 lのDIWに硫酸銅5水和物CuSO4･5H2O を20　g溶かす。室温で安定である。必要量：1 Lで1ヶ月以上の航海の間もつ。

  8.2.2　カドミウムカラムの作製と維持
　　     AA-Ⅱに使う。図8.4は、Cd-Cu充填カラムを示している（充填カラムは。すべてのAA-Ⅱで使われ、RFAで使ってもよい。これについては後にさらに記す）。SIO-ODFでは図中5のガラスウールの代わりに、ワックス処理をしていない歯科用の糸を使っていることを記しておく。

  8.2.3　カラムは以下のようにつくる。

  8.2.3.1　E. Merck 社の顆粒カドミウム(製品No. 2001)、[注．E. M. Laboratories 社500 Exec. Blvd., Elmsford, N.Y. 10523　から購入できる] を 250 gふるいにかけ、20～50 メッシュの部分を集める。

図8.4　 AA-Ⅱ硝酸用Cd-Cu 充填還元カラム。1.テフロン管（内径1mm） 2.タイゴンスリーブ　3.Technicon N-6ニップル　4.タイゴン管 (1/4’’)　5.ガラスウールの栓　6.銅を被せたCd 顆粒　7.ガラス管（外径～1/4’’、長さ3’’）か“U”字形になる同大のビニール管

  8.2.3.2　ふるわれた顆粒を数回イソプロピルアルコール、DIW そして、1.2 M 塩酸で洗い：最後にDIW でよく洗う。

  8.2.3.3　顆粒を75-100 mlの 2 % w/v硫酸銅保存溶液で洗う。溶液の青色が消えてから、上澄みを捨て、繰り返す。約500　mlの2 % 硫酸銅溶液で顆粒を処理すると、それらは再び輝いてくるはずである。すべてのコロイド状の銅を取り除くために “銅を被せた”顆粒をDIWで数回洗う。この点から、カドミウム粒をこれ以上空気にさらさないようにすることが重要である。カドミウム粒はDIW　か緩衝/混合錯化剤溶液に常に覆われていなければならない。それで、研究者によっては、先にカラムに充填してから、銅を被せる。その方法は、注射器を使って銅を被せ、洗浄し、調製溶液を流すか、あるいは系を動かすポンプを使って、オンラインでそれを行うかのどちらかである。（例えば、Mostert, 1988）。しかし、フローセルの中に微細な銅の粒子が入らないよう多大の注意を払わなければならない！それゆえ、オンラインで銅を付けて洗浄する間、残りの系からカラムの出口を分離し、排水を流出させなければならない。この予防策に失敗すると、銅粒子がフローセルにつかまり、分析中にノイズの大きい線が記録される原因になるだろう。
  8.2.3.4　カラムに懸濁中の顆粒を移す(Wood et al., 1967を見よ)。空気の泡が引っかかるのを防ぐため、カラムを水で満たし、下側の接続管を閉じておく。全体を顆粒でいっぱいに詰める。これを確実にするため、詰めている間に、時々軽くたたく。空気の泡を入れないように注意深く、もう一方の端に詰めものを加える。この形で、カラムは数週間空気と接しないで保存することができる。カラム本体はガラス管でもPVC管のどちらでも良い。PVCの方が壊れにくい。AA-Ⅱ法での空気の代わりに、RFAで行われているように、窒素で流液を分けると、カラムの寿命が延びる。
  8.2.3.5　カラムは流しながら調整する。試料をカラムに流し込む前に、緩衝溶液を流し始め、それがカラムの入口を超えて系を流れるのに十分な時間をかける。そしてすぐにポンプを止める。空気の泡がないようにして試料をカラムに流す。ポンプを再び動かす。一つの3方コックあるいは4方コックがカラムと分離するのに使えるのなら、ポンプは止めなくてもよい。それから、30 ml の2.5 % w/v Na2EDTAと10 mlの60-100 μM の硝酸塩標準溶液をカラムに流し、調整する（SIO-ODFではEDTAによる調整が不要としている）。この調整をする前に、いかなる量でもスルファニルアミド試薬は、系から必ず除去し、流し出しなさい。酸性のスルファニルアミド溶液はEDTAを沈殿させ、フローセルや導入管を詰まらせる。このように作製し、調整したカラムは数百から数千個の試料に使える。
  8.2.3　補

　　　　　RFA用には、充填カラムかOpen Column Tubular Reductor（解放カラム筒状還元体、OCTR）のどちらを使ってもよい。OTCRは、流液が還元装置を通る前に気泡抜きを必要としない点が有利である。系内に脱泡器をつけると、この観測指針で前述したように、繰越し誤差が増加する。OTCRの実用的な寿命は、充填還元カラムと変わらないようである。還元率も同程度である。しかし、ある研究者達は、RFAに充填カラムを使う方を選択し、脱泡器をつけても、作業がやりやすく、カラムの寿命も長いと主張している。もしRFAで充填カラム還元体を使うと、その内径はAA-Ⅱの1/2にせねばならず、脱泡器が必要となるだろう。またカドミウム顆粒としては、より微細な粒子を使う必要がでてくるかもしれない。OSUのグループはRFAシステムで充填還元カラムを使った経験はない。
　　　　　OTCRの調整作業は、還元体にカドミウム顆粒を移さなくてもよいという明らかに異なる点もあるが、充填カラム還元体のつくり方と似ている。OTCRは、特に、洗浄し、銅を被せ、調整するのが簡便でやさしい。ほとんどの作業は、試薬を次々と入れる5 mlか10 mlの注射器を使って簡単に行える。RFAに付随するOTCRの作業や保守についての詳細な使用説明書は明確に書かれている。適切に操作し、OTCRの寿命を長くするためには、注意深くそれに従わなければならない。イミダゾールはOTCRに対する通常の緩衝カドミウム錯化剤であり、充填カラムでも同様に、まったくうまく使えるだろう。

  8.2.4.　本法の成功に導く要因

  8.2.4.1　AA-Ⅱ法において、脱泡器に入れるより前に、試料と希釈液は完全に混合する。

  8.2.4.2　AA-Ⅱ法において、還元カラムから泡を完全に除く。

  8.2.4.3　カラムはよく詰めること。しかし、あまりに密に詰めて、流れを妨げないこと。

  8.2.4.4　“銅を被せた”段階でできたコロイド状の銅は、重大な問題を引き起こすので、洗ってカドミウムカラムから除かねばならない。

  8.2.4.5　途切れのない流れを送るときには、いつでも（例えば、充填Cd-Cuカラムと脱泡器からの出口の管）、小さな孔（内径1 mm）の管を使う。これは輸送時間を小さくし、試料の繰越し誤差を最小にする。

.

  図8.5　亜硝酸塩分析法の流れ図．a. AA-Ⅱ. b. RFA. 波長の議論は本文を見よ。“uL/min”は“l/min”を示す。

  8.2.4.6　充填CdカラムおよびOTCRは緩衝された試料または緩衝されたDIWで常に満たしておくこと。決して、緩衝してないDIWや試料を流さないこと。カラムを流液系に入れる前に、緩衝液が還元カラムへの入り口の点に達していることを確かめよ。分析系を閉じるとき、緩衝液管を緩衝液貯めからDIWに移すより前に、還元体カラムを確実に離しておくこと。小孔四方コックを系のこの点におくと、三方コック同様、たいへんよく機能する（節8.2と比べよ）。

  8.2.4.7　硝酸塩分析では、直線性をチェックすることが重要である。

  8.3　亜硝酸塩

　　　   亜硝酸塩の分析は、別のチャンネルで、カドミウム還元カラムと緩衝液をはずして行う。緩衝液の流れの分は、試料のポンプチュ－ブを太くして相殺する。この結果、感度が上がる。外洋で、亜硝酸塩の濃度は、系が非直線の応答を示すほどの高濃度にはならない。比色計の感度も “Standard Cal” 電位差計の設定を変更するか、長いフローセルを使って増加させる。できあがった流液系を図8.5に示す。必要な試薬はすべて節8.2.1.に記載した。指示された波長で、分析感度は、試料を流して、0.056 AU/M 亜硝酸である。最大吸光度は、もっとも高い外洋の濃度で0.25 AUである。

  図8.6.aはケイ酸分析法の流れ図。(a)AA-Ⅱ. 波長の考慮やOSU やSIO-ODF とでの異なるパラメーターについては本文を参照せよ。
  8.4　ケイ酸

       本方法は、Armstrong et al. (1967) の方法を基に、Atlas et al. (1971) が採用したものである。ここに示す改良法は、室温に対する敏感さを減少させたものである (Gordon et al. 準備中)。その原理は後の段落で示す。

       Armstrongらのケイ酸分析法は、深層水濃度では、著しく非直線的である。改良法では、ケイ酸の0 – 200 mM の濃度範囲なら許容できるほどに非直線性が減少している。しかし、かなりの非直線性が残り、SIO-ODFでは、データ処理の段階で補正している。指示された波長で、感度は約0.006 AU/M ケイ酸、最大吸光度は、もっとも高い外洋水濃度で約1.0 AUである。 

  図8.6.bはケイ酸分析法の流れ図。(b)RFA、OSU波長の考慮、また、SIO-ODFとでの異なるパラメーターについては、本文を参照せよ。
　　　　  図8.6にケイ酸分析の流れ図と作業パラメーターを示す。AA-Ⅱの比色計では、光路長15 mmのフローセル、660または820 nmの干渉フィルター、そしてTechnicon S-10光電管を使う。RFA用の干渉フィルターは、815、820、660 nmのいずれでもよい。また、フローセルは10 mmである。AA-Ⅱで660 nmを選ぶと、非直線性の程度が減少する。この波長では、感度も悪いが、本法は濃い“青い水”に対して十分な感度を持っている。最大吸収は約813 nmであり、その波長なら、感度もよく、ある程度直線性もよい。しかし、残念ながらこれに近い波長のフィルターが最近まで手に入らなかった。現在は、RFA用に815 nmのものが手にはいる。しかし、AA-Ⅱにはない。この波長での結果は、今までのところよい。880 nmを使う方法もある。OSUでとったブランクのスペクトルは、この波長でかなりの吸光度を示しており、一方で最大吸光度からはかなり離れるので、理想的な分析条件ではない。

　　　　  Armstrongらの方法の著しい大きな温度依存性は、モリブデン酸と試料のケイ酸を反応させてケイモリブデン酸をつくらせるのに、極めて短い時間しか与えなかったことによる。この反応速度は、もちろん温度に依存する。ケイモリブデン酸の最初の増加速度はかなり速いので、最終的吸光度が温度によって変わりやすい。反応をほぼ完全に終わらせてから還元すれば、温度による反応速度の違いは重要でなくなる。室温効果は、以前OSUで使っていたArmstrongらの方法の20分の1になった。本マニュアルの査読者の一人は、最初の案に対し、アスコルビン酸あるいはメトールをケイモリブデン酸の還元剤として使うと室温に依存しないと述べている。しかし、温度依存性は還元に先立って生成するケイモリブデン酸によって引き起こされるので、どうしてそうなるのか理解できない。これは、OSUではチェックしていない。ある研究者は、モリブデン酸を加えてから試料の流れを温める方法をとった。これもまた温度依存性の問題を解決するはずであるが、系を複雑にするという犠牲も払わなければならない。

       AA-Ⅱ に対するSIO-ODF 法では、OSU とはいくらか異なった分析パラメーターを使っている。典型的なSIO-ODF の流速は、µl/min の単位で、試料は420、塩化第一スズ 100、酒石酸 320、DIW 1200、モリブデン酸 160、注入空気 320、排水 1400である。また、モリブデン酸試薬も異なる。試料の流れの希釈率が小さいので、SIO-ODF法はより非直線的である。
  8.4.1　試薬の調製
       AA-Ⅱに対するSIO-ODFのモリブデン酸試薬は、塩酸0.74 M 中で0.113 M。

  8.4.1.1　モリブデン酸アンモニウム保存溶液、0.0405 M (5 % w/v)： 50 gの( NH4 ) 6Mo7O24･4 H2Oを1000 mlのDIW　に溶かす。この5 % モリブデン保存溶液は、褐色瓶で空気が入らないようにきっちりと蓋をして保存すれば、数ヶ月は安定である。もし白い沈殿ができたら、その溶液は棄て、新しいものをつくるべきである。
  8.4.1.2　塩酸1.24 M (10 % v/v) 塩酸：　100 mlの濃塩酸を800 mlのDIW に加えて混ぜ、1000 mlにして混ぜる。
  8.4.1.3　モリブデン酸試薬： 5 % モリブデン酸アンモニウム保存溶液200 mlと1.24 M 塩酸300 mlを混合する。必要量：AA-Ⅱに対し、230 ml/24時間 。

  8.4.1.4　RFAおよびOSU AA-Ⅱ用のモリブデン酸試薬の濃度、0.03 M 硫酸中で0.061 M：10.8 gのモリブデン酸アンモニウム (NH4)6Mo7O24･4H2Oを2.8 mlの濃硫酸と2.0 mlの15 % SLSを加えた1000 ml DIWのに溶かす。必要量：AA-Ⅱでは900 ml/24 hr、RFAでは555 ml/24 時間。
  8.4.1.5　AA-ⅡおよびRFA用の酒石酸、DIW中で1.25 M (20 % w/v)：200 ｇ の酒石酸HOCO(CHOH)2COOHを950 mlのDIWに溶かす。10日ごとに濾過をする。保存のため、4 Lあたり1 mlの特級のクロロホルムを加え、冷蔵する。クロロホルムは加えすぎてはならない。溶解度の限界は、DIW 中で約0.6 % である。溶解していないクロロホルムの液滴がフローセルに流れ込むと、記録がばらつく原因となりうる。必要量：AA-Ⅱでは、470 ml/24 時間 、RFAでは170 ml/24時間
  8.4.1.6　塩化第一スズ
  8.4.1.6.1　塩酸6 M (50 % w/v)：50 mlの濃塩酸を100 mlのDIWで希釈し、混合する。その濃度は約6 M で、これ以上の正確さは必要ない。
  8.4.1.6.2　塩化第一スズ保存溶液、6 M 塩酸中の約4.4 M (50 % w/v)：50 gの　SnCl2･2 H2Oを6 M 塩酸に溶かし、100 mlにする。プラスチック瓶に入れ、冷凍庫で-10 ℃以下で保存せよ。もし冷凍庫を利用できなければ、ひとかけらのスズを加え、鉱物油の中に沈めて保存する。溶液は、冷凍庫の温度で1～2ヶ月は安定である。
  8.4.1.6.3　塩化第一スズ作業用溶液1.3 M 塩酸中の約0.11 M (1.1 %)： 5 mlの塩化第一スズ保存溶液を1.2 M 塩酸で希釈して、200 mlにする。毎日新しくつくること。可能なかぎり、いつでも冷蔵庫に入れておく。ひとかけらのスズを加えてもよい。必要量：AA-Ⅱでは150 ml/24時間、RFAでは107 ml/24時間
  8.4.1.6.4　SLS、0.5 M (15 % w/v)：15 gのラウリル硫酸ナトリウム(C12H25NaO4S)を、87 mlのDIWに溶かす。
  8.4.2　試薬メモ
  8.4.2.1塩化第一スズ試薬の劣化はかなり急速に起こり、不安定なベースラインや形の良くないピークの原因となる。また完全に劣化した場合には、まったく応答がなくなるだろう。ケイ酸の分析においてはこの問題が、不良直しの確認作業では最初に疑ってかかるところである。
  8.4.2.2　塩化第一スズは、購入した時や長期保存した後は時々、必ずしもすべてが完全に溶けないことがある。不溶性の白い残渣が残っていたら、その試薬を使うのは不適当である。それゆえ、すべての新しくつくったもの、あるいは、最後に使用してからしばらく保存しておいたものは、検査する必要がある！SIO-ODFは、無水塩化第一スズが二水和物よりも保存がよいことを見つけて、無水塩化第一スズの使用を推奨している。これはOSUでは確認されていない。
  8.4.2.3　スズは環境にやさしい物質とはいい難い。栄養塩分析グループのいくつかは、より優しい試薬を使っている。ある者はアスコルビン酸を使い、他ではメトールを使っている。OSUでの経験では、アスコルビン酸を使うと、いくつか不利な点があったので、さらに検討を続けている。
  8.4.2.4　再度注意するが、出航後数日間、試薬ブランクの測定に使うDIWのケイ酸濃度を注意深く監視しなければならない（5.1節参照）。
9.0　計算
　      この節で記述するデータ処理法とは、電圧で読んだ値を、栄養塩の濃度に変換することである。電圧の読みというのは、試料を比色計に流したときのアナログの吸光度のことである。
       これは主に2段階に分けられる。はじめの段階では、多数回の吸光度（電圧）のゼロ合わせの際の誤差を補正する。次の段階では、補正した吸光度にさまざまな分析チャンネルについての適切な応答係数、または“感度”をかけることである。ゼロ合わせの補正とは：
(a) 試薬中に混在する栄養塩や流液管中で、栄養塩と同様に発色する不純物についての補正。この補正は“試薬ブランク”と呼ばれる。
(b) 脱イオン水と海水の屈折率の違いから起こる光学的な誤差。この補正は“屈折率補正”という（Atlas et al.,1971)。

(c) 比色計/記録計システムの電気的および/あるいは光学的なゼロ合わせ。この補正は、分析のはじめにCFA比色計を調整する際、手で行うもので、計算の際にはっきり現れるものではない。
(d) 前の試料が残っていて、流液管中の試料を汚染することから生じる、同様に振る舞う誤差がある。これは、一般に“洗い出し”または“繰越し”誤差とよばれる。これは、流液管に連続して入る試料の濃度差によって、すべての試料、標準溶液、ブランクの測定値が大きくなったり、小さくなったりする。流液管中に流れのよくない“隙間”があることや、流れの乱れ方や複雑さにも大きく依存する。あいにく、この誤差は、時間に依存し、しばしば、１つあるいはいくつかの試料の比色計内での滞留時間と同程度の時間特性を持っている。
9.1　試薬ブランクの見積もり
　      試薬ブランクの補正は、栄養塩が全く混入していない溶液の信頼できる供給元があるかないかに依存している。理想的には、これは栄養塩の入っていない天然の海水であろう。しかし、実際に栄養塩の混入していない天然の海水を得たり、つくることは極めて難しい。脱イオン水（DIW）がその代わりに使われる。ほとんど栄養塩が入っていないDIWは、洋上でも日常的に信頼できるものが、極めてたやすくつくれる（4.2節参照）。[注]イオン交換法でつくられたDIWは、原料水に含まれる高濃度のケイ酸によって汚染されることがある。船が寄港地で水道水を搭載する時、このことが起こりうるし、また実際頻繁に起こっている。
　      分析試料の各バッチの始めと終わりに、2つ以上のDIW試料を入れて、試薬ブランクを測定する。原則として、この試料から発する吸光度は、以下の事項から生ずるものである。
 a） 試薬中の栄養塩不純物の存在
 b） 比色計の光学的・電気的なもの（機器のゼロ点）
 c） 試料間に入れる洗液中に含まれる栄養塩。

それで、すべての残りの試料や標準溶液から試薬ブランクを引くことによって、それらの試料や標準溶液に含まれる栄養塩による吸光度を得ることができる。しかし、機器のゼロ点は、測定できるほどドリフトすることに注意する必要がある。経験からすると、このドリフトは一般に単調で、時間に対して直線性がある。それゆえ、機器のゼロと試薬ブランクの合計値（DIWでの読み）は、分析したバッチ内での番号位置に置き、各番号位置に対応する内挿値を、すべての試料の吸光度から差し引く。標準溶液や標準溶液のマトリクスの吸光度からも引いてもよい。その場合、後で説明する応答係数（感度）を計算するために差をとるときには、これらは相殺される。ここで、試料と試料のあいだの“洗浄時間”を長くして、試薬ブランクレベルにまで、出力信号を下げる必要はないことに注意しなさい。正しく操作していれば、CFAは、ここで述べる栄養塩の分析の際に、一回ごとにブランクの確認を必要とするほどドリフトしないはずである。洗浄時間を長くすれば、分析時間は2倍になる：その結果、バクテリアの活動や作業効率の低下で、試料が多かれ少なかれ変質してしまう。試料間の洗いの唯一の目的は、相隣る試料の出力信号を簡単に見分けられる印を付けることである。
9.2　屈折率誤差の見積もり
　      試薬ブランクの補正のためにDIWを使うと、新しい誤差の原因が生ずる。屈折率の誤差である（Atlas et al., 1971)。それは、純水と海水の間の屈折率の違いや、AutoAnalyzerやRFAのフローセルの不完全な光学系から生じる（もし流液管の窓の端が平面で、お互いに平行であったら、もし光ビームが完全に平行であったら、そしてもしフローセルの内径が光ビームの直径より十分に大きかったら、この原因による誤差は生じないだろう）。測定された“試薬ブランク”は、したがって、真の試薬ブランクとこの屈折率誤差の両方を含んでいる。
     　屈折率誤差そのものを測定するには、まず、最も影響力の大きい試薬を各栄養塩の分析計の流れから取り除き、その試薬をDIWに置き換える。その取り除く試薬は、流液の全イオン強度やその全流速に与える影響がもっとも小さく、そしてその試薬がなければ、測定波長での発色がまったくないものである。そして、一連のDIWと天然の海水を交互にシステムに通し、吸光度を記録し、屈折率誤差 d を符号も考慮した差の平均値として計算する。少なくとも10個の差を測定すべきである。
       ここで：


  
d = 屈折率誤差
   

A = 吸光度
   

n = 海水とDIWのピーク間の差を測定した数
 

DW = DIW（脱イオン水）

 

SW = 海水
　      この操作は、すべての分析チャンネルで行い、また、得られた屈折率補正の結果の平均値をすべての試料、作業用標準溶液（標準のマトリクスを含めて）の値から差し引く。屈折率補正は、比色計“Stanclard Cal.”のフローセル中での試薬と海塩の濃度、もしくは範囲の設定、また、記録計のゲイン設定によっても変わってくる。そのため、ポンプチューブの大きさを変えなくても、ポンプチューブを変えたり、比色計や記録計の設定を変えた後に再測定しなければならない！屈折率符号が負になることがあることに気を付けなさい。CFA光学系では、これはあり得ることであり、許容できることであり、補正の際の符号に気を付けなければならない。
　     典型的な屈折率誤差は、ケイ酸についての0から、リン酸塩についての全スケールの1-2 % までに及ぶ。AAⅡ-光学系では、その誤差は、深層水のリン酸塩濃度の3 % にまでなり得る。幸運にも、それらの誤差は極めて一定で、精度良く測定できる。従って、これによる変動性は、深層水について、ケイ酸は0.1 % 以下、リン酸塩は最高0.3 % となる。
9.3　繰越し補正の計算
　      試料間の洗いの量が少なく、多かれ少なかれ不完全なため、繰越しが生ずる。従って、吸光度の読みに誤差があらわれる。Angelova and Holy（1983）よると、繰越し誤差の大きさは、一列に並んだ系においては、与えられた試料の吸光度と前の試料の吸光度の間の差に直線的に依存するとして近似できる。
o = k（Ai -Ai-1）

ここで：




o = 繰越し補正


k = 繰越し係数


i = 試料または標準溶液の位置番号


Ai = はじめのフルスケール（目盛いっぱい）の標準溶液または試料の吸光度


Ai-1= はじめのフルスケールの標準溶液または試料の１つ前のゼロに近い標準溶液

　　　　　　      または試料の吸光度
　
与えられた吸光度の読み、Aiを補正するには、繰越し補正を加える：

Ai,c = AIi + o

ここで：Ai,c = 補正された吸光度
　      繰越し係数kは、各のチャンネルについて、すべて同じ天然海水マトリックス組成を持つ、0に近い標準溶液または試料を流した後に、第2と第１の標準溶液の吸光度の差を測って得る。それは、同様にフルスケールの標準溶液または試料の次に2つの0に近い標準溶液間の差を得て、計算することもできる。繰越し係数の測定は、統計的に有意な数を得るために、航海のはじめに3回行う。単純なポンプチューブまたはコイル交換も含め、チャンネルの配管を変えたときには、どんな変化でも、毎回注意深くチェックしなければならない。
       kについての式は：
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　　　　　ここで、

      　　　Ai  = はじめのフルスケール標準溶液の吸光度


Ai+1 = 2番目のフルスケール標準溶液の吸光度


Ai-1 = はじめのフルスケールの標準溶液の１つ前に測定した0に近い標準溶液の吸

              光度
       kはシステムの動きを監視するときにおいても有益なことに注意せよ。その値は、ポンプの速さの一定性や流液系における最小の隙間などいくつかの操作条件に強く依存する。流液系を維持するときに偶然入ってくるポンプ、ポンプチューブ、隙間における機械的な状態の変化が、kを監視することにより、極めて速やかに見つけられる。これらの効果を監視するためには、kの値を注意深く記録し、もしできるのなら、それらをデータ品質管理ファイルに集め、しばしば頻繁にそして規則的に時間に対してkをプロットすべきである。

       チャンネルをうまく設定し、維持していれば、繰越し補正は、通常0.3 % 以下である。系にとって最悪のケースは、大きな容積を持ったところで起こる。それらは、加熱浴（リン酸塩）、脱泡器（AA-Ⅱチャンネル）、充填カラム（硝酸還元カラム）などである。
  9.4　分析計の応答係数の検定
　      単位栄養塩濃度当たりの各分析チャンネルの応答係数は、天然の海水に既知量の栄養塩を添加し、その結果生ずる吸光度の増加分を測定することにより得られる。天然の海水を使うことは、天然海水の成分から生ずる系統的な効果（起こるかもしれない未知の妨害の可能性）が、検定用の標準溶液と海水試料の両方に生ずることを保証する。ところが、この目的で使われる天然の海水は、一般に、ある量の栄養塩を含んでいる。栄養塩の濃度は、低いだけでよく、0である必要はない。それで、“低栄養塩海水 (LNSW)”という。もし、その濃度がはじめから高いと、十分大きなシグナルを得るために加えた栄養塩が、機器の応答が非直線となる全栄養塩濃度にまで押し上げてしまう。とりわけ、これは、データ処理の際に、直線（一次）の式を用いているときには注意しなければならない。例え、非直線の応答を、非直線のデータ処理技術を使って補正したときでも、もしマトリックス海水がかなりの栄養塩を含む場合には、その補正は複雑になる（OSUの観測指針では、努力して範囲中央部での非直線性をすべての分析値について0.4 % 以下になるようにし、データ処理の際に、線形データ処理法を使っている）。一般に、LNSWは、すべての栄養塩についてフルスケール濃度のおよそ5 % 以下なら使える。この条件で、LNSWと既知量の栄養塩を添加したLNSWの両方を測定して検定作業は行われる。栄養塩を添加した時の系の応答係数は、LNSWマトリックスに加えた栄養塩に対して吸光度をプロットした “ベールの法則”プロットの傾きから計算する。再度申すが、このプロットに対し非直線で合わせてもよい。
　      マトリックスLNSWの栄養塩濃度は、作業用標準溶液への応答を補正する以外、LNSWのみからの信号が本質的な価値を持つことはない。しかし、ある場合には、例えば、船上でDIWの汚染が起った場合など、試薬ブランクの測定のために使うDIWを監視するのに有効である。
　      検定用標準溶液（少なくとも2つずつ、できれば3つずつ）は、各レグの始めと終わり、そして分析する試料の1組ごとに置かなくてはならない。もし、1組の測定時間が1時間半を越えるようなら、もっと頻繁に標準溶液を挿むべきである。この時間は、観測された機器の応答のドリフトの速さに基づいて決められた。CFAの応答のドリフトは、一般に直線で、時間に対し単調で、ゼロ合わせと似ている。OSUのデータ処理指針では、試料番号順（この場合、ブランクと標準溶液も試料と同じように数える）に、観測された始めと終わりの応答または“感度係数”を直線で結び、内挿して得られた“応答係数”を濃度を計算する時に適用する（厳密に言うと、次式で定義されている“応答係数”は、感度の逆数である。それで、引用符が付けてある）。
　      応答係数は以下の式から計算される：
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ここで、



f  = 応答係数（または“感度”）


Ca = 検定用の標準溶液に加えられた栄養塩の濃度


As = 検定用の標準溶液の吸光度


Am = 標準液用海水マトリックス(LNSW)の吸光度
9.5 　濃度を計算するための段階のまとめ： 
　　　　データ処理は、まず吸光度に補正を加え、次いで、完全に補正した吸光度に試料の濃度を得るための応答係数をかけることからなる。
9.5.1　繰越し補正をすべての吸光度に対して行う。
9.5.2　試料の組内での位置番号に対して試薬ブランクを置き内挿して求めた試薬ブランクをすべての吸光度から差し引く。厳密に言うと、検定用の標準溶液の吸光度および同時に測定するLNSWの吸光度については、これを行う必要はないのだが、行っても害はない。どのコンピュータープログラムでも、これを行うのは容易である。
  9.5.3　すべての海水試料の吸光度から屈折率補正の値を差し引く。このときも、検定用の標準溶液とLNSWの吸光度については、これを行う必要はないのだが、行っても害はない。この段階で、すべての海水試料について、吸光度が完全に補正されたことになる。
  9.5.4　始めと終わりの応答係数を計算し、その組内での位置番号のところに置く。そして、その内挿値を試料の吸光度にかけると、求めたい海水濃度が出る。
  　　　　これらの計算のうちいくつかは、ここで与えられたのとは違う順序で行うこともできる。ここで3つの重要な点を注意しておくと、a) この手順は正しい値を与え、b) 分析者は手順を変える時には、どのようなものであれ、その前に関係してくる概念をすべて理解しなければならず、c) 分析者は、新しい手順を受け入れる前に、手順を変更して得られた結果と、現在の手順で得られた結果とを比較し、いろいろな条件と濃度レベルのもとで両者が一致することを確かめなければならない。
9.6 最終的な結果を表す単位と、変換係数：

　　　  　先の計算で算出された栄養塩イオンの濃度は、マイクロモル濃度、つまり　μmoles/l (μM またはμmol/dm3) で表される。このような容積単位で表わされる栄養塩の濃度は、海水試料が受けるまわりの圧力で変わる。この圧力効果から逃れるため、多くの研究者、主に地球化学者は、圧力に依存しない単位、μmol/kgを使っている。数値の変換をするためには、容量単位でCFAポンプに導入され、容量単位で濃度が既知の検定用の標準溶液と比較する時の海水試料の密度を知らなければならない。そのためには、試料の塩分と分析時の温度の値が必要である。塩分は一般に、一緒に行われる海洋観測からわかる。試料の温度は、試料分析時の実験室の温度で十分に近似できる。Fofonoff and Millard （1983）は、密度の便利な計算法を与えている。容量単位は、密度で割ることによって簡単に圧力から独立した重量単位に変換される。
  9.7　コンピューターのソフトウェア
　      OSUのグループは、栄養塩のデータの取得と処理について一連のプログラムを開発した。これらの第1である “DATABEEP”は、IBM-PCタイプの環境でＫeithley Instruments System 500データ取得システムを制御するためのQuickBASICのプログラムである。それは、流液式比色計のアナログデータの取得と数字化を制御する。そして、分析者がピーク窓の遅れや幅を合わせるような仕事を遂行するために、 “前景”でDATABEEPの操作上のパラメータと相互に作用させながら、“背景”でこれを行う。DATABEEPの出力は生の吸光度のデータファイルで、それは、第2のプログラム“NUTCALC”で編集され、処理される。
　      NUTCALCもQuickBASICプログラムである。それは、一連のブランク、標準溶液や試料の吸光度あるいは電圧値に働いて、メニュー運転方式で、この節で述べた計算を行う。これらは、DATABEEPを含むどのような数字データ取得システムでも、あるいは手でデータを数字化することによってでもつくることができている。それは、編集処理の段階を経て、生のデータファイルを濃度単位の新しいデータファイルにする。NUTCALCは、ベースラインや感度のドリフト（直線で単調とみなした）を適用し、さらに、繰越し誤差補正を適用し、感度（あるいは検定係数）を計算し、マイクロモル単位で濃度を計算する。海洋観測やそのほか海水について得られたデータは、栄養塩データファイルに入れることができ、重複した繰返し分析の結果は平均され、試料の深さも入れられるなどである。プログラムからの出力は、ASCⅡフォーマットである。
　      NUTCALCと多変数製図プログラムを含むその周辺のプログラムは、頼めば、無料で著者から手に入れることができる。
10.0　データの質の保証

       いかなる分析手順で行ったものでも、栄養塩分析のデータの質の保証は、良く計画され非常に注意深く実行されたサンプリング方法から始まる。これらは、すでに述べてきた。同じことを実際の分析そのものを実行するときにも言わなければならない。分析者は、正常な許容できる動きからのいかなるずれも補正し、書き留めながら、いつでもCFAの動きを注意深く監視していなければならない。

       CFAの働きが高い質のデータを保証できない状態になったとき、分析者はCFAの操作を続けないということが絶対に必要である。そのような場合、操作を中止して、問題点を修正する。もしうまく維持し、操作しないと、CFAは短い時間に悲惨なほど大量の悪いデータを出すことは明らかである。データセット内での途切れは、悪いデータよりはずっと問題が少ない。

　      我々は、良いデータセットを容易につくることができる質の保証プランを一段一段進めて行くつもりである。これには繰返しサンプリングのプログラムがある。これは短期間の研究室内での精度の尺度を与えるものであるが、各層からの採水を繰返して行うことと、一様な海水試料をCFAで繰返し分析することの両方がある。やや長期間の精度は、引き続く測点間での深層水の試料の結果が一致するか検査することによって、そしてより厳密には、水平的にさほど離れていない等密度面に沿っての相違を調べることによって評価する。

  10.1　繰返し試料採取

       各測点で２つの採水器で二重の試料をとる。１対は最も深いところから、もう１対は硝酸塩／リン酸塩極大層から採る。前者の二重試料は、混合層の二重試料と交互に置く。そうすると、低栄養塩と高栄養塩の二重試料がよく混ざる。その二重試料は試料トレイ上で十分に離れるようにし、続いた位置に置いてはならない。航海を進めながら、これらの繰り返し測定結果の累積した航海ファイルをつくり続ける。

  10.2　繰返し分析

       各測点の試料の組について、10.1節で述べたやり方と同様に選ばれた2対の試料について分析する。試料皿の２カ所に２つの試料瓶からとった各海水を入れる。ここでもまた、二重にとった試料は試料トレイ上で十分に離れた位置におき、連続した位置に決して置かないこと。

10.3 　操作中のデータの質のチェック：ピークをチェックして、偏りの発見。

　　　　分析者が、CFAの操作中に、またデータ処理のはじめの段階で、データの質を保証し続けるために苦心すべきところが、一般には2点ある。その第1は、分析者は絶えずCFAのすべてのチャンネルの流れの特徴を観察するとともに、チャート式記録計の記録の状態を監視して、最後の最後まで良心的にならなければならないこと。その第は、もしデータを記録していくソフトウェアがオンラインで計算、プリントアウトまたは試料ピーク上に二乗平均のノイズの表示をし続けるものであったら、分析者は異常な変動とその原因の除去に特別の注意を払わなければならないことである。

10.4　多変量の鉛直分布の作図

     各測点ごとに、分析後できる限り早く、分析者は種々の栄養塩データの混成した鉛直分布図をつくるべきである。採水器やCFAの誤作動は、1つあるいはそれ以上の栄養塩で、“飛虫”としてしばしば現れる。栄養塩の分析者は、常に、または頻繁に、漏れてしまう特定の採水器の効果に気付く最初の人にしばしばなるだろう。測点間の鉛直分布を重ね合わせて見た時、深層水中濃度で突然飛び離れた値があったなら、作業用あるいは初期の検定用標準溶液を作る時の問題、あるいは不安定な標準溶液についての問題についての分析者へ警告である。

10.5　WHPEDITプログラムの使用

     WOCE海洋観測計画（WHP）事務局によって開発されたWHPEDITプログラムは、栄養塩や他のデータの飛虫や偏りの検出のためのきわめて高感度の道具として役に立つ。我々は、その使用を真に保証する。さらに、WHP計画においては、栄養塩のデータの創作者を含めデータ創作者は、データに品質保証のフラッグをとりつける１番最初の責任者である。WHPEDITは、このプロセスを支援できるよう特別に工夫されており、分析者が、見ながらWHPデータを取り扱ってデータの品質保証のフラッグをつけるよりはずっと簡単である。

10.6　過去のデータとの比較

     もし分析者が海上で時間があり、過去のデータが手にはいるなら、現在のデータの上に過去のデータをプロットすることは、大変い良い品質保証の手法となる。なお、過去のデータが、実際に、目的に合うほど十分な精度を持っているかには注意が必要である！
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