第9章　海水中の硝酸塩の定量
1.0　測定範囲と適用分野

6.2 　　　　　本章では、海水中の反応性硝酸塩の測定法について記述する。本方法では0.05～45μmol /ｌの範囲の測定に適用可能である。本方法は、Strickland and Parsons (1968)の方法を改良したものである。

2.0　定義
6.3 反応性硝酸塩の濃度は、μmol kg-1 　in seawater(μmol/kg （海水)）の単位で表す。
3.0　分析の原理
6.4 硝酸塩の定量法は、Morris and Riley (1963) の方法をStrickland and Parsons (1968) が改良した方法に基づく。硝酸塩は、カドミウムー銅カラムを使って亜硝酸塩に還元する。生成した亜硝酸塩は、酸性溶液中でスルファニルアミドと反応させる。その結果生じたジアゾニウム化合物と、 N-(1-ナフチル)-エチレンジアミン 二塩酸塩と結合させ、生じたアゾ色素の吸光度を分光光度法で測定する。
以下の化学式を適用する。
3.1
硝酸塩を銅ーカドミウムカラムを使って還元する。
ＮＯ3- + Me(s) + 2H+

 →   ＮＯ2- + Me2+ + H2O

6.5 3.2　　NO3-は、下記の2つの反応の起電力 （E0） が同程度のために、簡単にさらにNOに還元されてしまう。
6.6 ＮＯ3- + 3H+ + 2e-

 →   ＨＮＯ2 + H2O (E0 = 0.94 V )
ＮＯ3- + 4H+ + 3e-

 →   ＮＯ + 2H2O (E0 = 0.97 V )
6.7 3.3　　この反応が起こらないようにするために、反応は、中性もしくは微アルカリ性溶液中で行う。
ＮＯ3- + H2O + 2e-

 →   ＮＯ2- + 2OH- (E0 = 0.015 V )
3.4　　試料の分析操作において塩化アンモニウムは、錯化剤としても緩衝剤としても作用する。
2ＮH4+
       →   2ＮH3 + 2H+ 
6.8 Cd2+ + 2NH3
→   [Cd(NH3)2] 2+
4.0　装置
　分光光度計
6.9 5.0　分析試薬
5.1　　濃塩化アンモニウム溶液：特級の塩化アンモニウム(NH4Cl) 125 gを脱イオン水で500 mlに溶かす。この溶液はガラスもしくはプラスチック瓶に保存しておく。
5.2　　希塩化アンモニウム溶液：濃塩化アンモニウム(NH4Cl) 溶液50 mlを脱イオン水で2000 mlに希釈し、ガラスまたはプラスチック瓶に貯える。
5.3　　スルファニルアミド溶液：スルファニルアミド5 gを濃塩酸50 mlと脱イオン水約300 mlの混合溶液に溶かし、脱イオン水で500 mlに希釈する。この溶液は数カ月間以上安定である。
5.4　　N-(1-ナフチル)-エチレンジアミン二塩酸塩溶液：脱イオン水500 mlに0.50 gの二塩酸塩を溶かす。暗瓶に保存し、毎月、もしくは茶色になったら、作りなおす。
6.10 5.5　　硫酸銅溶液：脱イオン水1 lに硫酸銅５水和物（CuSO4・5H2O） 20 gを溶かし、脱イオン水で2 % w/vとする。室温で安定である。
6.0　試料採取
6.11 6.1　　深層キャストの試料は、酸素、二酸化炭素、塩分測定用の試水を取った後に、採水する。浅層（250 m以浅）の試料採取は、気体用試料のキャストの方から、酸素、二酸化炭素、DOC、そして塩分測定用の試水を取った後に、採水する。ニスキン採水器には濾紙（0.8μmのヌクレポアフィルター）を内装したインライン濾過器を取りつける。採水器の栓をあけ、重力濾過によって濾紙を通った試水を一層につき3組とる。それぞれの容器は3回共洗いし、肩口のちょっと下まで満たす。冷凍させる試料については、入れ過ぎに注意する。これらの瓶は、冷凍庫（-20 ℃）に入れ、分析するまで冷凍保存する。
6.12 栄養塩試料にとって汚染は重大な問題であり、海水中濃度が低い浅層水では特に影

　　　響は大きい。すべての栄養塩用の瓶は、使用する前に厳重に洗浄する。洗浄は、まず

　　　洗剤 (Aquet)で洗い、次に10 % HClで洗う。3回脱イオン水ですすいだ後、最後にもう1

　　　回脱イオン水ですすぐ。

6.3　　試水は冷凍保存したとしても長期の保存は望ましくない。
7.0　分析手順
7.1　　カドミウム-銅カラムの作製：酸で洗浄したカドミウム屑100 gを500 mlの2 %（w/v）CuSO4・5H2O 溶液に入れ、青色すべてが溶液から消え、銅粒子が浮かぶまでかき混ぜる。そして、銅が表面についたカドミウムをカラムに詰めて、この時、カラムの上と底は、銅ウールの小さな栓をつける。カラムの流速は、長さが約30 cmで10 ml/min程度である。カラムは希塩化アンモニウム溶液で洗い、使わないときには希塩化アンモニウム溶液で完全に満たしておく。注意：カラムに約50 gのカドミウム屑が必要である。なお、還元力の落ちたカドミウムの再生は、5 %（v/v）塩酸（4本のカラムにつきさらに、300 ml）で洗い、pHが5より大きくなるまで脱イオン水300 mlですすいで行う。このカドミウムは、使用前に硫酸銅処理を再度行う。
7.2　　試水の分析
7.2.1　試水は15～30 ℃の温度にする。
7.2.2　125 mlの三角フラスコ中の試水100±2 mlに濃塩化アンモニウム1.0 mlを加え、混ぜる。
7.2.3　約5 mlをカラムの頂部に注ぎ、通過させる。
7.2.4　残りの試水をカラムに流し、最初の40-50 ml三角フラスコと50 mlのメスシリンダーを洗うためにを使う。次の50 mlをメスシリンダーに取って先のフラスコに戻す。残りの試水は、カラムを通して流れるままにしておく。そして、カラムは希塩化アンモニウムで洗う。最後の操作は、カラムを一時間以内に再び使用する時には必要ない。
7.2.5　還元後できるだけ早く、1.0 mlのスルファニルアミド溶液をこのフラスコの試水に加え、混ぜる。反応を終わらせるため、2～8分間待つ。
7.2.6　N-(-1ナフチル)-エチレンジアミン二塩酸塩溶液1.0 mlを加えてすぐに混ぜる。
7.2.7　N-(-1ナフチル)-エチレンジアミン二塩酸塩試薬を加えてから、10～120分の間に543 nmで吸光度を測定する。吸光度が1 cmセルで0.1より小さい時は、10 cmセルで再測定する。
7.3　　試薬ブランク測定：試薬ブランクは、1 cmセルで測定したときにはほとんどないが、10 cmセルを使ったときは無視できない値になる。どちらの場合でも、分析操作中にチェックすべきである。試薬ブランク値は、脱イオン水について試水と同様に節7.2で述べた操作で決定する。きれいな三角フラスコ中の100 mlの脱イオン水に濃塩化アンモニウム溶液を加え、直前に少なくとも50 mlの希塩化アンモニウム溶液を流したカラムを使う。ブランクの吸光度は10 cmセルを使って0.1を越えてはならない。
7.4　　標定
7.4.1
硝酸塩一次標準溶液：脱イオン水1000 mlに特級硝酸カリウム1.011 gを溶かす。1 ml = 10μmolN

7.4.2
作業用標準溶液：硝酸塩一次標準溶液4 mlを 2000 mlの低栄養塩濃度の海水で希釈する。溶液は、使用直前につくり、暗色瓶に保存する（20μM）。
7.4.3　節7.2で述べた操作に従って、ほぼ100 mlの作業用標準溶液を流す。これは、カラム毎に作業開始時には3回行うべきである。それ以後は、カラムの還元率をチェックするために、標準溶液は試料のバッチ毎に流す。
8.0　計算と結果の表示
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8.1　　標準化係数Fは以下の式で計算する
        ここで、20μmol/ kg = 標準溶液の濃度
        　　　Es　　=標準溶液の平均吸光度
        　　　Eb　　=ブランクの平均吸光度
8.2
硝酸塩濃度は、以下のように計算する
        μM NO3 =補正した吸光度×F - 0.95C

        ここで、
          F　= 標準化係数
        　
C　= 試水中に存在する亜硝酸塩の濃度
          補正した吸光度 = 試水の吸光度 - 試薬ブランク
　　　　よくできたカラムでは、試水中の亜硝酸塩の5 % が還元されるので、その濃度の0.95倍を差し引くことになる。
9.0
注意
9.1　　カドミウム-銅カラム：カラムは連続使用で劣化する。塩化アンモニウムの添加によりこの劣化を遅くすることができる。うまくできたカラムは、少なくとも100試料の還元処理が可能である。
　　　　試料毎にカラムを洗う必要はないが、カラムを1時間以上使用しなときには、希塩化アンモニウム50 mlをカラムに流しておく。この操作で、カラムの寿命が長くなる。
　　　　カラムは常に完全に液で覆われるようにしておかなければならない。
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