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                                  Abstract 

  To elucidate detail distribution of dissolved organic nitrogen (DON) and dissolved 
organic phosphorus (DOP) in the ocean, simultaneous decomposition method of DON and 

 DOP was investgated. Sodium tetraborate decahydrate (Na2B407) and potassium 

peroxodisulfate (K2S208) were used as a oxidizing regent for the decomposition of DON and 
DOP. The concentration of K2S208, the removal of chlorine gas, decomposition temperature 
and time, the ratio of Na2B407/K2S208 to sample solution were investigated. The 
recommended decomposition procedure was established. The recommended procedure was 
applied to the determination of DON and DOP in seawater samples which were collected 
from the eastern North Pacific.
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1.は じ め に

近年,二 酸 化 炭 素な どの温 室 効 果

気 体 は年 々増加する傾向にあ り,地 球

温 暖化 に よる異 常気 象 は避 けて通 るこ

とは出来 ないかもしれない。温暖化へ

の寄与が最 も大 きい二酸化炭素の起源

は陸上生態系,海 洋 生態 系 の ほか 人為
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起源の化石燃料燃焼やセ メン ト生産な

どが あ り,そ の供 給 量 は 毎 年 約5.4ギ

ガ トンと見積 も られ て い る。大 気 中の
二酸化炭素は海洋にも吸収 され,そ の

量 は 毎 年2.0ギ ガ トン と見 積 も られ て
いる 。 また,海 洋表 層 に は炭 素量 に換

算 して1020ギ ガ トン,深 層で は38100

ギ ガ トン蓄 え られ て い る1)。海 洋 に溶

け込 んだ炭 素 は そ の循環 が炭酸平衡す

なわち無機化学的過程によるアルカ リ

ポ ンプや植物 プランク トンが係わ る生

物ポ ンプによ り支配 されている。生物

ポ ンプとは海水に溶け込んだ二酸化炭

素を植物プランク トンが光合成 によ り

有機物 に変える反応で,そ の際,窒 素,

リンお よ びケ イ酸 を利 用 し,窒 素 は溶

存 有 機 窒 素(Dissolvedorganic
nitrogen:DON),リ ンは溶存 有 機 リ

ン(Dissolvedorganicphosphorus:

DOP)へ と溶 存 形 態 を変 化 させ る。 有

光 層 内 で生成 され たDONお よ びDOP

は、バ クテ リアな ど によ り分解 され無

機栄養塩類 として再生される。 この無

機栄養塩は、湧昇 によ り再び海洋表層
にもた らされ,植 物 プ ランク トン増 殖

の制限 栄養 物質 とな ることか ら、その

起源で あるDONお よ びDOPは 、 栄 養

塩 濃度 を維 持 す るた め に重 要な物質で

ある と考 え られて きた2～5)。 しか し、

海 洋 に お け るDONお よ びDOPの 分

布 ・挙 動 は複 雑 な生 物 ・化 学 的要因に

よ り支配されてお り,詳 細 な 生成 ・分

解 メカニ ズム や化 学的組成な どの多 く

は未だ解 明されていない。

これ までDONお よ びDOPの 定 量 は、

様 々 な分 解法 を用 いて試 料 中の全ての

有機物 を分解 し、全溶存態窒素(Total

dissolvednitrogen;TDN)お よ び全

溶 存 態 リ ン(Totaldissolved

phosphorus;TDP)濃 度 と して 定 量 し、

そ れ ぞ れ の 濃 度 よ り 無 機 態 の 窒 素

(NHべN+NO2-N+NO3-N)お よ び

リ ン(PO1-P)濃 度 を 差 し 引 く こ と に よ

り算 出 して き た2～4)。 これ ま でDONお

よ びDOPの 定 量 に 用 い られ て き た 分

解 法 と して は 、 紫 外 線 照 射 分 解 法 、 高

温 酸 化 法 お よ び 湿 式 酸 化 法 が あ る2～8)。

Bronketa1,(2000)は 、 これ ら三 種

の 分 析 法 に つ い て 、 分 解 効 率 や ブ ラ ン

ク 値 な ど の検 討 を行 っ た 結 果 、 他 の 分

析 法 と比 較 し た 場 合 、 ペ ル オ キ シニ 過

硫 酸 カ リ ウ ム を 用 い た 湿 式 分 解 法 は 、

EDTAや ア ン チ ピ リ ン以 外 の 物 質 に 対

して 最 も 高 い 酸 化 効 率 を示 し、 フ ミ ン

酸 な ど の 高 分 子 化 合 物 も効 率 良 く酸 化

分 解 で き る こ と を 示 した5)。 し か し 、

この 方 法 は酸 化 試 薬 に 含 まれ る ブ ラ ン

ク 値 が 高 い た め 、 分 析 の 際 に は注 意 を

要 す る こ と も指 摘 さ れ て い る 。 ま た 、

ペ ル オ キ シニ 過 硫 酸 カ リ ウ ム を用 い た

DOMの 湿 式 酸 化 法 は 、 対 象 試 料 が 海

水 の 場 合 、 共 存 す る 塩 化 物 イ オ ン に よ

る 妨 害 が 大 き い こ とが 知 られ て い る9,
10)
。 さ ら に 、 湿 式 分 解 法 に よ るTDN

お よ びTDP分 析 の 際 に 用 い ら れ て い

る 酸 化 試 薬 の 濃 度 は 、 溶 存 有 機 炭 素

(Dissolvedorganiccarbon;DOC)

分 析 の 際 に用 い られ る酸 化 試 薬 の 濃 度

と比 較 して 低 く、 全 て の 有 機 物 が 完 全

に 分 解 さ れ て い な い 可 能 性 が 指 摘 さ れ

た11・12)。

そ こで 、 本 研 究 で は 海 水 試 料 を対

象 と し た 湿 式 酸 化 法 に よ るDON・

DOPの 分 析 法 を 確 立 し 、 海 洋 に お け

るDON・DOPの 分 布 、 挙 動 を 調 査 す

る こ と に よ りDOMの 動 態 を 把 握 す る

こ と を 目的 と した 。

2.実 験

2.1.試 薬

溶 存有 機炭 素 ・溶存 有機 リン標準溶液

尿 素 標 準 溶 液(有 機 態 窒 素):尿

素(ナ カ ラ イ テ ス ク 株 式 会 社 製)

0.6010gを 純 水 で100m1に 定 容 し、

標 準 原 液(100mM)と した 。 これ を適

宜20μMに 希 釈 し、 この 溶 液 を標 準 溶

液 と して 用 い た 。 ま た 、 標 準 原 液 は 冷

蔵 保 存 し,1ヶ 月 毎 に 再 調 製 した 。

エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸(EDTA)

標 準 溶 液(有 機 態 窒 素):EDTA(ナ

カ ライ テ ス ク 株 式 会 社 製)1.8612g

を 純 水 で100mlに 定 容 し 、 標 準 原 液

(50mM)と した 。 これ を適 宜20μMに



希 釈 し 、 この 溶 液 を 標 準 溶 液 と して 用

い た 。 ま た 、 標 準 原 液 は 冷 蔵 保 存 し,

1ヶ 月 毎 に 再 調 製 した 。

ア デ ノ シ ンー5一三 リ ン 酸 ニ ナ ト リ

ウ ム(ATP)標 準 溶 液(有 機 態 リ ン):

ATP(ナ カ ライ テ ス ク 株 式 会 社 社 製)

0。2756gを 純 水 で100m1に 定 容 し、

標 準 原 液(5mM)と した 。 これ を適 宜1

μMに 希 釈 し、 この 溶 液 を標 準 溶 液 と

して 用 い た 。

α一D一グ ル コー スー1一リ ン酸 ニ ナ ト

リ ウ ム 標 準 溶 液(有 機 態 リ ン):α 一

D一 グ ル コ ー ス ー1一リ ン酸 ニ ナ トリ ウ ム

(ナ カ ラ イ テ ス ク株 式 会 社 製)0.7160

gを 純 水 で100m1に 定 容 し 、 標 準 原

液(20mM)と し た 。 これ を適 宜4μM

に 希 釈 し、 標 準 溶 液 と し て 用 い た 。 ま

た 、 標 準 原 液 は 冷 蔵 保 存 し,1ヶ 月 毎

に 再 調 製 した 。

コ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 標 準 溶 液(有

機 態 窒 素 ・有 機 態 リ ン):コ カ ル ボ キ

シ ラ ー ゼ(ナ カ ラ イ テ ス ク 株 式 会 社

製)0.4608gを 純 水 で100m1に 定 容

し、 標 準 原 液(10mM)と した 。 これ を

適 宜2μMに 希 釈 し 、 標 準 溶 液 と して

用 い た 。また 、標 準 原 液 は 冷 蔵 保 存 し,

1ヶ 月 毎 に 再 調 製 した 。

混合酸化試薬

四ホ ウ酸ニナ トリウム十水和物 は

MERCK社 製 を,ペ ル オ キ シニ 硫酸 カ

リ ウ ム は 和 光 純 薬工 業株 式会 社(窒

素 ・リン測 定 用)を 用 いた。

栄養塩元素測定用標準溶液
栄 養 塩 標 準 溶 液 は 地 球 規 模 海 洋 フ

ラ ッ ク ス 計 画(JointGlobalOcean

FluxStudy;JGOFS)プ ロ トコー ル13)

に 基 づ き 、 保 存 用A、B標 準 溶 液 お よ

び 測 定 用C標 準 溶 液 を調 製 した 。

ブ ラ ン ク お よ び 標 準 溶 液 作 製 に 用

い た 低 栄 養 塩 海 水(LowNutrients

SeaWater;LNSW)は 、 太 平 洋 上 の

LNSW(東 京 大 学 海 洋 研 究 所 白 鳳 丸

KHOO-3次 航 海 に て 採 取)を 平 均 孔 経

0.45μmメ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー

(ADVANTEC社 製)を 用 い ろ 過 した 。

保存用標準溶液

リン酸塩 、硝酸塩A標 準 溶液(NO3一

37500μM,HPO42　 2500μM):リ

ン 酸 二 水 素 カ リ ウ ム(ナ カ ライ テ ス ク

株 式 会 社 製)を 再 結 晶 法 に よ り精 製 し、

シ ャ ー レ 上 に 薄 く広 げ 、110℃ で12

時 間 乾 燥 し、デ シ ケ ー タ ー 内 で 放 冷 後 、

0.3402gを 精 秤 し た 。 硝 酸 カ リ ウ ム

(ナ カ ラ イ テ ス ク 株 式 会 社 製)を 再 結

晶 法 に よ り精 製 し、 シ ャー レ 上 に 薄 く

広 げ 、110℃ で6時 間 乾 燥 し 、 デ シ ケ
ー タ ー 内 で 放 冷 後 、3.7912gを 精 秤

した 。これ ら を純 水 に 溶 解 し、1000m1

に定 容 した 後 、 ポ リエ チ レ ン製 容 器 に

保 存 した 。

硝 酸 塩A標 準 溶 液(NO2-2000μ

M):亜 硝 酸 ナ ト リ ウ ム(キ シ ダ 化 学

株 式 会 社 製)2～3gを シ ャ ー レ上 に

薄 く 広 げ 、110℃ で6時 間 乾 燥 し

0.1380gを 精 秤 し た 。 これ を 純 水 に

溶 解 し、1000m1に 定 容 した 後 、 ポ リ

エ チ レ ン容 器 に 保 存 した 。

硝 酸 塩 、 リ ン 酸 塩B標 準 溶 液(以

下B標 準 溶 液)(NO3-750μM,HPO42-

50μM)=硝 酸 塩 、 リ ン酸 塩A標 準 溶

液 を20ml加 え 、1000m1に 定 容 し た

後 、 ポ リエ チ レ ン容 器 に 保 存 した 。

井ら美 十言 ニ ミ#1取 畠 き」≧鼓
ロ

イ ミ ダ ゾ ー ル 溶 液:約800m1の 純

水 に イ ミ ダ ゾ ー ル(和 光 純 薬 工 業 株 式

会 社 製)6.Og、 濃 硫 酸1.Om1を 加 え

て 溶 解 さ せ 、 純 水 で1000m1に 定 容 し

た 後 、50%TritonX-100を2m1添 加

混 合 した 。

ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド溶 液:約800

m1の 純 水 に ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド(キ

シ ダ 化 学 株 式 会 社 製)10.Og、 濃 塩

酸100rn1を 加 え て 溶 解 さ せ 、 純 水 で

1000mlに 定 容 し 、50%TritonX-100

を1m1添 加 混 合 した 。

N-1一 ナ フ チ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン 溶

液:約400m1の 純 水 にN-1一 ナ フチ ル

エ チ レ ン ジ ア ミ ンニ 塩 酸 塩(キ シ ダ 化

学 株 式 会 社 製)0.5g、 濃 塩 酸5.Oml

を 加 え て 溶 解 さ せ 、 純 水 で500m1に

定 容 した 。

リ ン酸 発 色 用 混 合 試 薬:保 存 用 モ

リ ブ デ ン 酸 試 薬(約800m1の 純 水 に

モ リ ブ デ ン 酸 ナ ト リ ウ ム5.6g、 酒 石

酸 ア ン チ モ ニ ル カ リ ウ ム(和 光 純 薬 株

式 会 社 製)0.12gを 加 え て 溶 解 した 後 、
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2.2.装 置

栄 養 塩 元 素 の 測 定 に は

BLAN+LUEBBE社 製 水 質 自動 分 析 装

置(AACS-II型4チ ャ ン ネ ル)を 使 用

した 。

2.3.海 水 試 料 の 採 取

海 水 試 料 は 、 東 京 大 学 海 洋 研 究 所

所 属 白鳳 丸KH-00-3次 航 海(2000年

6月20日 ～7月27日)に てBO-1(40。

N,159。E)お よ びBO-5(20。N,

175。E)で 採 取 した(Fig.1)。 ま た,採

水 時 に採 水 チ ュ ー ブ か ら の汚 染 を 防 ぐ

た め ニ ス キ ン採 水 器 か ら直 接 ガ ラ ス瓶

(電 気 炉 内 に て450℃ で1時 間 加 熱 済

み)に 採 取 し た 。 採 取 した 試 料 は す み

や か に ガ ラ ス 繊 維 製 ろ 紙(Whatman

社 製GF/F:電 気 炉 内 に て450℃ で2

時 間加 熱 処 理 済 み)を 用 いて 吸 引 ろ過

を 行 った 。 ろ 過 後 の 試 料 は 高 密 度 ポ リ

エ チ レ ン ボ トル(ナ ル ゲ ン社 製)に 分

取 後 、 冷 凍 保 存 して 研 究 室 に持 ち 帰 っ

た 。

2.4.DON,DOPの 定 量 操 作

硝 酸 態 窒 素 お よ び 亜 硝 酸 態 窒 素

(カ ドミウム ・銅 カ ラム還 元一ナ フチル

Fig. 1. Sampling Locations

エ チ レ ン ジ ア ミ ン 吸 光 光 度 法):硝 酸

態 窒 素 は カ ドミ ウ ム 反 応 器 に よ り亜 硝

酸 に 還 元 し、 試 料 中 の 亜 硝 酸 塩 と と も

にス ル フ ァニ ル ア ミ ドで ジ ア ゾ化 し、

N-1一 ナ フ チ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン と 反

応 さ せ 、 生 成 した 赤 紫 色 を550nmの

吸 光 度 を測 定 した 。

リ ン 酸 態 リ ン(ア ス コ ル ビ ン酸 還

元 モ リブ デ ン ブ ル ー 法):リ ン酸 塩 は

酸 性 溶 液 中で モ リブ デ ン 、 ア ンチ モ ン

と反 応 して リ ン ・ア ンチ モ ン ・モ リブ

デ ン の 錯 体 を 生 成 す る 。 こ の錯 体 を 、

ア ス コ ル ビ ン 酸 を 用 い て 還 元 し880

nmの 吸 光 度 を 測 定 し た 。

DONお よ びDOP濃 度:湿 式 酸 化

法 を 用 い て 全 溶 存 態 窒 素(Total

dissolvednitrogen;TDN)お よ び 全

溶 存 態 リ ン(Totaldissolved

phosphorus;TDP)濃 度 を 定 量 し 、 そ

れ ぞ れ の 濃 度 よ り 無 機 態 の 窒 素

(NH4-N+NO2-N+NO3-N)お よ び

リ ン(PO4-P)濃 度 を 差 し引 く こ と に よ

り算 出 した 。

3.結 果 と考 察

3.1.DONお よ びDOP同 時 分 解 法 の

検 討

Raimbaultら に よ り報 告 さ れ て い

るDONお よ びDOP同 時 分 解 法3)を 用

い 、DONお よ びDOP標 準 溶 液 の 分 解

率 を検 討 し た 。 操 作 の 概 略 は 以 下 の

通 りで あ る 。

純 水 お よ びLNSWを 用 い て 調 製 し

た 標 準 溶 液5m1に 、 混 合 酸 化 試 薬1m1

を 加 え 、 オ ー トク レ ー プ(120℃,1

bar)で1時 間 加 熱 した 後 、 室 温 で 放 冷

し た 。 混 合 酸 化 試 薬 は 、40～50℃ の

純 水250mlに30gのNa2B407・10H20

を 溶 解 し 、K2S208を15g加 え 調 製 し

1一



たものを用いた。

実験結果 をTable1に 示 した が,コ

カ ル ボキ シ ラーゼ 溶液 中の窒 素 の回収

率は、純 水およびLNSWを 用 いて調 製

した いず れ の試料 もほ ぼ100%効 率 良

く分 解 されて い る こ とが わ か った。一

方、リンについては、いずれの試料 も、

非常に低い回収率 を示 した。また、純

水 を用いて調製 した α一D一グル コー ス
ー1一 リ ン酸 ニ ナ トリウ ム溶 液 中 の リ

ンの回収率 は95.6%で あ り、 効 率 良

く分解 され る ことがわか った。しか し、

LNSWを 用 い調 製 した 場 合 は80.3%

と、純 水 を用 いて調 製 した 場合 に比べ

低 い回収率を示 した。湿式酸化法は、

海水試料 を対象 とした場合、共存する

塩素イオ ンの妨害によ り、全ての有機

物の分解が完全 に行われていない可能

性が あることが知 られて いる9・10)。従

って 、純 水 を用 いて 調 製 した 場合 に比
べ、LNSWを 用 いて 調 整 した標 準 溶 液

は 、分解 が 効率 良く行われなかったと

考 え られ る。
Rairnbaultの 方 法 を そ の ま ま用 い

る と 、 海 水 試 料 を対 象 と した場合 、

DON,DOPが 完 全 に分 解 され て い な

い可 能性 が見出された。そ こで,湿 式

酸 化 法 に よ るDONお よ びDOPの 同時

定量 法 を再検 討 す る こ とと した。

Table 1 Recovery of nitrogen and phosphorus with the Raimbault's 

decomnosition nrocedure.

DON and DOP standard solution
Recovery (%)

Purified water LNSW*

Cocarboxylase as DON100.4 

Cocarboxylase as DOP19.0 
 -D-Glucose-l-phosphate disodium 

salt hydrate as DOP95.6

101.0 

15.6 

80.3
*LNSW:Low nutrient sea water

3.2.ペ ル オ キ ソ ニ 硫 酸 カ リ ウ ム 濃

度 の 検 討

LNSWを 用 い て 調 製 し た コ カ ル ボ

キ シ ラ ー ゼ 溶 液 お よ び α一D一グ ル コ ー

ス ー1一 リ ン 酸 ニ ナ ト リ ウ ム 溶 液 各5

m1に 、 混 合 酸 化 試 薬1m1を 加 え 、 オ
ー トク レー プ(120℃

,1h)で 加 熱

し 、 ペ ル オ キ シ ニ 硫 酸 カ リ ウ ム

(K2S208)濃 度 を変 化 させ,分 解 率 へ の

影 響 を調 査 し た 。 混 合 酸 化 試 薬 は 、 四

ホ ウ酸 ニ ナ ト リウ ム(Na2B407)12g

を純 水100m1に 溶 解 し 、K2S208を そ

れ そ れ6,7,8,9g加 え た もの を 用 い 、

試 料 と の 混 合 後,最 終 濃 度 が0.037,

0.043,0.049,0.055Mと な る よ う に

調 製 し た 。 結 果 をFig.2に 示 し た が,

α一D一グ ル コ ー ス ー1一 リ ン 酸 ニ ナ ト

リウ ム 溶 液 に お い て は 、 全 て の 条 件 下

で 高 い 回 収 率(94.5%)が 得 られ た 。

ま た 、 コ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 溶 液 中 の 窒

素 に お い て は,全 て の 条 件 下 で 高 い 回

収 率(109.6%)を 得 る こ と が で き た 。

しか し、 定 量 値 の ば らつ き が 大 き く 、

分 解 が 完 全 に 完 了 して いな い 可 能 性 が

示 唆 され た 。 一一方 、 コ カ ル ボ キ シ ラ ー

ゼ 溶 液 中 の リ ン の 回 収 率 はK2S208濃

度 を飽 和 濃 度(9。89g/100m1)付 近

ま で 増 加 し て も52.2%程 度 で あ っ た 。

な お 今 後 の 検 討 に は 、Na2B40712g

お よ びK2S2089gを 純 水100m1に 溶

解 した 混 合 酸 化 試 薬 を 用 い る こ と と し

た 。

Fig.2

Concentration of potassium peroxdisulfate (M)

Effect of of potassium peroxdisulfate 

concentration on the recovery of nitrogen 

and phosphorus in purifed water. 

 —U Cocarboxylase

a -D-Glucose-I-phosphate 

disodium salt hydrate

次 にLNSWを 用 い て 調 製 し た コ カ

ル ボ キ シ ラー ゼ 溶 液 お よ び α一D一グ ル

コ ー ス ー1一 リ ン酸 ニ ナ ト リ ウ ム 溶 液

各5m1に 、 混 合 酸 化 試 薬1～5m1を 加

え 、 オ ー トク レ ー プ(120℃,1h)

で 加 熱 した 。結 果 をFig.3に 示 した が,

α一D一グ ル コ ー ス ー1一 リ ン酸 ニ ナ ト



Fig.3
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Effect of addition volume of oxydation reagent 
on the recovery of nitrogen and phophorus in 
low nutrientsea water.
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リウム溶液中の リンは、全ての条件下

で高い回収率(103.3%)が 得 られ た。

また 、 コ カル ボキ シ ラーゼ溶液中の窒

素において も全ての条件下で高い回収

率(109.2%)を 得 る こ とが で きた 。

しか し、 コカ ルボキシラーゼ溶液 中の

リンの回収率は、混合酸化試薬の添加

量すなわち分解時 のK2S208濃 度 の増

加 に伴 い高 くな るが 、混 合酸化試薬 を

試 料 と 同 量 の5m1添 加 し た 場 合

(K2S208の 最 終 濃度0.165M)に お い

て も71.7%で あ っ た 。 この結 果 か ら

は混 合 酸 化 試 薬 を5m1以 上 添 加 し、

溶 液 中 のK2S208濃 度 を増 加 させ 、 更

に高 い回 収率 を得 ることができると予

想 され るが、低濃度の海水試料 を対象

とする際、混合酸化試薬を過剰 に添加

す ると溶液の体積が増 し,目 的物 質 を

希 釈 して しま うこ とにな り,分 析 機器

の検 出限 界 を下 回 る可能 性がある。そ

こで、混 合酸化試薬 の添加 量 を5m1

に固定 し、分解 温度 お よび分解 時 間の

検討 を行 うこととした。 さらに、溶液

中のK2S208濃 度 を増 加 させ 海 水 中 の

湿 式分解 を行 った際には、多量の塩素

ガスが発生 し、分析時に ピークの乱れ

等の妨害が生 じる ことが確認された。

そ こで、 まず酸化分解 によ り生じる塩

素ガスの溶液 中か らの除去方法 を検討

す ることにした。

3.3.分 解 後 の 試 料 中 の 塩 素 ガ ス 除

去

LNSWを 用 い て 調 製 した コカ ル ボ

キ シ ラーゼ溶液および α一D一グル コー

ス ー1一 リ ン酸 ニ ナ トリウ ム 溶 液 各5

m1に 、 混 合 酸 化 試 薬5m1を 加 え 、 オ
ー トク レー プ(120℃ ,1h)で 加 熱 し

た。分解 後 の試 料 に、高純度空気 を0,5,

10,15分 間通 気 した 。結果 をTable2

に示 したが,通 気時 間に よ る発色 率 に

違 いは認 め られなかった。 しか し、高

純度空気 を通気 しない場合は、測定時
のサ ンプル吸引の際にサ ンプラーが気

泡 を吸引す るため、 ピークに乱れ等が

生 じることが確認 された。従 って、今

後 、分解後の試料は、塩素臭が確認 さ
れな くな るまで約10分 間 、 高 純 度 空

気 を通気 させ た後 、測定す ることとし

た。

Table 2 Effect of bubbling time of high purity air on the recovery of 

nitrogen and phosphorus in low nutrient sea water.

DON and DOP standard solutionBubbking time (min.) 
 0 5 10 15

Cocarboxylase as DON 

Cocarboxvlase as DOP

83.6 

82.7

94.9 

79.0

97.0 

81.0

98.0 

79.8

unit:%

3.4.分 解 温 度 お よ び 分 解 時 間 の 検

討

LNSWを 用 い て 調 製 し た コ カ ル ボ

キ シ ラ ー ゼ 溶 液5m1に 混 合 酸 化 試 薬5

m1を 加 え 、オ ー ブ ン120～180℃ に て 、

0.5時 間 ～5時 間 加 熱 し 、 分 解 温 度 お

よ び 分 解 時 間 の検 討 を行 っ た 。 結 果 を

Fig.4に 示 し た が,分 解 温 度 を120℃

に 設 定 した 場 合 の窒 素 の 回 収 率 は 、 分

解 時 間 と と も に増 加 した 。 ま た 、 分 解

温 度150℃ で は1時 間 後 、180℃ で は0.5

時 間 後 に 約100%と な り、 そ の後 は ほ

ぼ 一 定 の 値 を 示 した 。
一 方
、リ ン の 回 収 率 は 、分 解 温 度120℃

ま た は150℃ に て0.5時 間 加 熱 し た 場

合 、 約14%と 非 常 に 低 い 値 を 示 し 、

120℃ で は5時 間 、150℃ で は1時 間 以

上 、180℃ で は0.5時 間 以 上 加 熱 す る

必 要 が あ る こ と が わ か っ た 。 しか し 、

180℃ で 加 熱 し た 場 合 、 分 解 容 器 の 内



Fig.
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蓋 に使用 されて い るO一 リ ン グ の激 し

い劣 化 が 認 め られ た。 また、150℃ に

て1時 間 加熱 した場 合 の 回収率 は変動

幅 が大 きかったため、今後、分解温度

お よび分解 時間 を150℃ 、3時 間 に設

定 し、以 降 の検 討 を行 う こととした。

3.5.Na2B407/K2S208濃 度 比 の 検

討

窒 素 は ア ル カ リ 性 溶 液 下 、 リ ン は

酸 性 溶 液 下 の 湿 式 分 解 に よ り効 率 よ く

分 解 さ れ る2・3)。 従 っ て 、Na2B407お

よ びK2S208濃 度 比 に よ る 分 解 時 のpH

変 化 が 、 湿 式 分 解 時 の 窒 素 お よ び リ ン

の 回 収 率 に 影 響 を 与 え る と 考 え ら れ る 。

そ こ で 、 混 合 酸 化 試 薬 中 のNa2B407/

K2S208濃 度 比 を 検 討 し た 。

LNSWを 用 い て 調 製 し た コ カ ル ボ

キ シ ラ ー ゼ5m1に 混 合 酸 化 試 薬5m1

を 加 え 、 オ ー ブ ン(150℃)で3時 間 加

熱 し た 。 混 合 酸 化 試 薬 は 、 純 水100m1

にNa2B407を0,1.5,3,4,5,6,7,8,9,

10,11,12g溶 解 し 、 そ れ ぞ れ に

K2S208を3,5,7,99加 え た も の を 用

い た 。 こ の 時 のNa2B107の 最 終 濃 度 は

0,0.019,0.039,0.053,0。066,0.079,

0.092,0.105,0.118,0.131,0.114,

0.157Mで あ り 、 ま たK2S208の 最 終 濃

度 は0.056,0.093,0.130,0.167Mで

 Concentration ofNa2B4O7  (M) 

Fig. 5 Effect of Na2B407/K2S208 ratio on the recovery 

of nitrogen and phosphorus in low nutrient sea water

_— K2S208:0.167M ^ K2S208: 0.130M 

K2S208: 0.093M £ K2 S208 : 0.056M

あ る 。

結 果 をFig.5に 示 した が,窒 素 の 回

収 率 は 、K2S208濃 度 が0.093M、

Na2B407濃 度 が0.066M以 上 の 混 合

酸 化 試 薬 を 用 い た と き 約100%で あ っ

た 。 ま た 、K2S208濃 度 が0.130M、

Na2B407濃 度 が0.092M以 上 、 お よ び

K2S208濃 度 が0.167M、Na2B407濃 度

が0.118M以 上 の 混 合 酸 化 試 薬 を 用 い

た と き 窒 素 の 回収 率 は 約100%で あ っ

た 。 そ の 他 の 混 合 酸 化 試 薬 を 用 い た 場

合 は 検 出 不 可 能 また は 低 い 回 収 率 を 示

した 。

分 解 後 に 測 定 し た 試 料 のpHを

Fig.6に 、 ま た 栄 養 塩 標 準 試 薬 を 用 い

試 料 のpHが 発 色 に与 え る 影 響 をFig.7

に 示 した 。 これ よ り、 分 解 後 の 試 料 の

pHは 、 硝 酸+亜 硝 酸 塩 の 発 色 に 影 響

しな い と考 え られ る 。 一 方,酸 性 条 件

下 で の 窒 素 の 分 解 は 、NO3一 だ け で は

な く 、NOC1等 の 他 の 物 質 を 生 成 す

る こ と が 知 られ て い る3)。 従 っ て 、 窒

素 の 回 収 率 は 分 解 後 のpHが 下 が る と

と も に 低 下 し 、 デ ー タ ー に ば らっ き が

生 じ る。 この 原 因 と して は ア ル カ リ性

条 件 下 で は 窒 素 の 分 解 が 効 率 が 悪 く,

しか も定 量 的 に 進 行 して いな い こ とが

考 え られ る。
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Fig. 6 Effect of Na2B407/K2S208 ratio on the pH 

     value after decompsition. 
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リ ン の 回 収 率 は 、K2S208濃 度 が

0.130M、Na2B407濃 度 が0.157Mの

混 合 酸 化 試 薬 を 用 い た 場 合 、57.2±

10.4%で あ り、 分 解 後 の 試 料 のpHは

7.01で あ っ た 。Fig.7よ り、 分 解 後 の

試 料 のpHが リ ン 酸 塩 の 発 色 に影 響 を

お よ ぼ さ な い こ とが わ か っ た 。リ ン は 、

酸 性 条 件 下 のK2S208に よ り酸 化 分 解

され る た め2・3)、K2S208濃 度 が0.130M、

Na2B407濃 度 が0.157Mの 混 合 酸 化 試

薬 で は 、 リ ン の 分 解 は 不 十 分 で あ る と

考 え られ た 。K2S208濃 度 が0.167M、

Na2B407濃 度 が0.066M以 下 で は 、

Na2B407の 濃 度 が 減 少 す る と共 に 回 収

率 も減 少 す る傾 向 が 認 め られ た 。ま た 、

K2S208の み で 分 解 し た 場 合 、 回 収 率

に ば らつ き が 生 じ、 や や 低 い 回 収 率 を

示 した 。 先 に述 べ た よ う に 、 リ ン は 、

酸 性 条 件 下 のK2S208に よ り酸 化 分 解

され る た め 、 酸 化 剤 の み で 分 解 し た 場

合 で も 分 解 可 能 で あ る と考 え られ る 。

pHが1以 下 の 場 合 、 リ ン酸 塩 の 発 色 率

は 徐 々 に 減 少 し 、pHが0.95の と き 、

95.o%で あ っ た(Fig.7)。o.167Mの

K2S208の み で 分 解 し た 場 合 、 分 解 後

の 試 料 のpHは0.77で あ り、 そ の 他 の

濃 度 に お い て も1以 下 で あ っ た 。 従 っ

て 、 酸 化 剤 の み の 条 件 で は 分 解 後 の試

料 のpHが リ ン 酸 塩 の 発 色 に 影 響 を 与

え て い る と考 え られ た 。

以 上 の 結 果 よ り、DONお よ びDOPの

同 時 分 解 は 、 混 合 酸 化 試 薬 の 最 終 濃 度

は 最 低 で も 、K2S208濃 度 と して0.093

 c•-; 
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Fig.7 Effect of pH on the colar development 

    of nitrogen and phophorus
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M、Na2B407濃 度 と して0.079M必 要

で あ る こ と が わ か っ た 。 この 濃 度 は 、

従 来 か ら 用 い ら れ て い る 方 法2,3)の

K2S208濃 度 の2.7～7.5倍 で あ る 。 ま

た 、Raimbauleta1.(1999)に よ り報

告 さ れ て い るDONお よ びDOPの 同 時

分 解 で 用 い られ て い る 混 合 酸 化 試 薬 は 、

Na2B407濃 度1に 対 し、K2S208濃 度0.7

の 割 合 で 調 製 し た も の 、

Koroleff(1983)は ホ ウ 酸 緩 衝 溶 液1に

対 し 、K2S208濃 度0.4の 割 合 で 調 製 し

た も の を用 い て い る 。 しか し 、 本 実 験

結 果 か ら は 、Na2B407濃 度1に 対 し 、

K2S208濃 度1～1.5の 割 合 で 調 製 し た

も の が 適 して い る と考 え られ た 。

3.6.混 合 酸 化 試 薬 添 加 量 の 検 討

DON,DOPが 低 濃 度 の 海 水 試 料 を

対 象 とす る 際 、 混 合 酸 化 試 薬 の 添 加 に

よ り溶 液 中 の 目 的 物 質 濃 度 が 希 釈 さ れ 、

分 析 機 器 の検 出 限 界 を 下 回 る 可 能 性 が

あ る 。 そ こで 、 混 合 酸 化 試 薬 の 最 終 濃

度 を 、Na2B407濃 度0.079M、K2S208

濃 度0.093Mと な る よ う に 固 定 し 、

添 加 量 を検 討 し た 。LNSWを 用 い て 調

製 した コ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ5m1に 混

合 酸 化 試 薬a,b,c,dを2～5m1(Table

3)を 加 え 、150℃ に 設 定 し た オ ー ブ

ン で3時 間 加 熱 し た 。 結 果 をFig.8に

示 した 。



    Table 3 Components of oxdizing reagent 

 Added(g/100m1)

Solution Na2B4O7 • 10H2O K2S2O8

a 

b 

c 

d

6.00 

6.74 

7.99 

10.50

5.00 

5.63 

6.67 

8.75

混 合 酸 化 試 薬2m1添 加 した 場 合 に

お い て も 、5m1添 加 時 と 同 様 、 窒 素

お よ び リ ンは 共 に 高 い 回 収 率 を 示 した 。

湿 式 酸 化 法 にお い て は 、 共 存 す る 塩 素

の 妨 害 は 、 試 料 の 塩 素 濃 度 が0.02M

以 下 とな る よ う希 釈 す る か 反 応 時 間 を

増 大 さ せ る 、 あ る い はK2S208濃 度 を

増 や す こ とに よ り改 善 で き る こ とが 知

られ て い る9)。 海 水 試 料5m1に 対 して

混 合 酸 化 試 薬2ml添 加 し た 場 合 は 、

150℃ に 設 定 した オ ー ブ ン で3時 間 加

熱 す る こ と に よ り、 共 存 す る塩 化 物 イ

オ ン の 影 響 を 受 け る こ とな く効 率 よ く

分 解 で き て い る こ とが わ か った 。

これ ま で の 検 討 結 果 を基 に 最 適 分 解 条

件 に て 、 様 々 な 有 機 態 窒 素 お よ び リ ン

化 合 物 の 標 準 溶 液 の 分 解 率 を調 査 した 。

す な わ ちLNSWを 用 い て 調 製 した 標 準

溶 液5m1に 混 合 酸 化 試 薬2m1を 加 え 、

150℃ に 設 定 し た オ ー ブ ン で3時 間 加

熱 し た 。混 合 酸 化 試 薬 は 、純 水100m1

にNa2B407・10H20を10.50g溶 解 し、

K2S208を8.75g加 え た も の を用 い た 。

標 準 溶 液 に は 、 尿 素(20μM)、

EDTA(20μM)、ATP(1μM)、 α一D一

グ ル コ ー ス ー1一リ ン 酸 ニ ナ ト リ ウ ム(4

μM)、 コ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ(2μM)を

用 い た 。

Fig.
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8 Effect of addition volume of oxidizing reagent 
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 -- • Nitrogen — Phosphorus

結 果 をTable4に 示 した が,EDTA

や 酵 素 等 の 化 合 物 は 、 従 来 か ら用 い ら

れ て い る 湿 式 分 解 法 お よ び 紫 外 線 照 射

法 に お い て 酸 化 分 解 さ れ に く い こ と が

知 られ て い る2・3)。 し か し 、 本 論 に て

検 討 した 湿 式 酸 化 法 の 分 解 条 件 に よ り、

全 て の 標 準 溶 液 で 高 い 回 収 率 が 得 られ 、

高 精 度 で の 定 量 が 可 能 で あ る こ とが わ

か っ た 。 以 上 の 結 果 よ り、 海 水 試 料5

m1に 対 し,混 合 酸 化 試 薬((Na2B407・

10H20;10.50g十K2S208;8.75g)/

純 水100m1)2m1を 加 え 、150℃ に

設 定 し た オ ー ブ ン で3時 間 加 熱 す る こ

と に よ り、 精 度 良 いDONお よ びDOP

の 定 量 を 可 能 に した 。

3.7.海 水 試 料 の 分 析

確 立 した 溶 存 有 機 窒素お よび溶存

有機 リンの同時分解法 を、海水試料に

適用 した。西部北太平洋試料採点BO-

1お よ びBO-5に お け るDOC,DONお

よびDOPの 鉛 直 分布 をFig.9に 示 した。

Table 4 Recovery of nitrogen and phosphorus of some DON and DOP 

 reagents decomposed by the recommended Procedure.

             ReagentRecovery(%) S.D.(n=5) 

DON

Urea 

EDTA 

ATP 

Cocalboxvlase

106.1 

111.4 

108.2 

102.2

2.8 

1.4 

2.3 

3

DOP

ATP 

Cocalboxylase 

a -D-Glucose-1-phosphate 

disodium salt hydrate as DOP

111.8 

103.9

103.1

1.3 

1.8

2.1 Fig. 9 Vertical profiles of DOC, DON and DOP vat pies c fleeted from
the North Pacific Ocean on the KH00-3 cruise 

^ BO-I • B0-5



4.ま と め

海洋 にお ける溶存有機窒 素お よび

溶存有機 リンの動態解明を行 う目的で,

全 窒 素お よ び全 リ ン同時分解 方 法 にっ
いて検討 した。その結果,海 水試 料5m1

に対 し混 合 酸化 試 薬(純 水100m1に 対

して ペ ル オ キ ソ ニ 硫 酸 カ リウ ム10水

和 物 を8.75g,四 ホ ウ酸 ナ トリウム十

水 和 物 を10.5g加 えた もの)を2m1加

え,150℃ で3時 間 加 熱 した 場 合,有

機 窒 素 な らび に有機 リン標 準 溶液 に対

し,効 率 良 く分解 で き る こ とが確 認で

きた。また確率 した分解 法を西部北太

平洋海水試料 に適用 し,鉛 直 分布 を明

らか に した。
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